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Einleitung

1 Einleitung

Futtermittel mit einem hohen Gehalt an Protein, insbesondere in Form von tierischen
Proteinquellen, sind ein wachsender Trend in der Erndhrung von Hunden. Diese Entwicklung
ist insbesondere bei ,alternativen® Futterungsformen wie dem BARFen und dem ,Preyen®
(Futterung von ganzen Beutetieren) zu beobachten.

Bei einer vermehrten Aufnahme von Protein oder auch bei geringer prazakaler
Verdaulichkeit kann die Verdauungs- und Absorptionskapazitdt des Dinndarms
Uberschritten werden, sodass es zu einer gesteigerten Anflutung von prazakal unverdautem
Protein im Dickdarm kommt (Hussein und Sunvold 2000). Dies kann zu einer Zunahme
mikrobieller Fermentationsprodukte wie Ammoniak, Amine, Phenole und Indole fihren, die
eine nachteilige Wirkung auf den Organismus haben kénnen. In diesem Zusammenhang
wird bei Hunden groRer Rassen die erhdhte Empfindlichkeit gegentber
Verdauungsstérungen in Verbindung mit einer im groReren Ausmald ablaufenden
Proteinfermentation gesehen, die in héheren Konzentrationen an Ammoniak und anderen
Proteinfermentationsprodukten (z.B. Valeriansaure, Phenole, Indol) resultiert (Nery et al.
2012). Fir Histamin wird beim Hund eine Bedeutung fur das Auftreten von alimentar
bedingten Verdauungsstérungen angenommen (Pietrzak et al. 2002). Zudem koénnen bei
proteinreich gefutterten Hunden Veranderungen in der Zusammensetzung der fakalen
Mikrobiota beobachtet werden, die auf Ebene der Spezies insbesondere durch einen Anstieg
von Clostridium perfringens gekennzeichnet sind (Zentek et al. 2003, Li et al. 2017).

Bei Nutz- und Haustieren werden Yucca schidigera Produkte als diatetischer Zusatz zur
Reduktion des Geruchs und Gehalts an Ammoniak der Exkremente eingesetzt (Cheeke
2000), wobei der Wirkmechanismus bis heute nicht bekannt ist (Piacente et al. 2005). Zu
Inulin ist bei Monogastriern ein ,bifidogener Effekt* im Dickdarm bekannt (Gibson und
Roberfroid 1995). In Futtermitteln fir Hunde und Katzen wird es zugesetzt zur Manipulation
der Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota, Stimulation der Darmintegritat,
Beeinflussung des Stickstoffmetabolismus und Reduktion von abstoRendem Fakalgeruch
(Hussein et al. 1999, Flickinger et al. 2003a). Beide Komponenten stellen eine Méglichkeit
dar, die Zusammensetzung und Stoffwechselaktivitdit sowie die daraus resultierenden
Metaboliten, vor allem der Proteinfermentation, der caninen Mikrobiota zu beeinflussen.

Die vorliegende Arbeit wurde aus dem wissenschaftlichen Interesse durchgefuhrt, die
Méglichkeiten zur Manipulation der bakteriellen Proteinfermentation im unteren
Verdauungstrakt von Hunden durch den gezielten Zusatz von Yucca schidigera allein und in

Kombination mit Inulin zu erforschen.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Zusammensetzung und Einflussfaktoren der Mikrobiota des caninen

Verdauungstraktes

2.1.1 Zusammensetzung der Mikrobiota des caninen Verdauungstraktes

Die Hauptfunktionen der intestinalen Mikrobiota sind metabolische Aktivitaten, die in einer
Energiegewinnung und absorbierbaren Nahrstoffen resultieren, trophische Effekte auf das
intestinale Epithel sowie auf die Struktur und Funktion des Immunsystems haben, und der
Schutz des Wirtsorganismus gegen fremdartige Mikroben (Guarner und Malagelada 2003).
Die schitzende Rolle der Darmmikrobiota fur den Wirt beruht insbesondere auf einem
Wettbewerb um Nahrstoffe sowie Adhasionsstellen, der Produktion von antimikrobiellen
Substanzen zur  Abwehr  von Pathogenen und der Modulation der
Immunabwehrmechanismen des Wirts gegen Krankheitserreger (Darkoh et al. 2019).

Der Hund als Karnivor mit einem relativ einfach aufgebauten Gastrointestinaltrakt stutzt, im
Vergleich zum Mensch und anderen Tieren, seine Energiebalance nicht auf die bakterielle
Fermentation der Mikrobiota. Als dominierende Stdmme im Darmtrakt vom Hund wurden die
Phyla Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria und Actinobacteria identifiziert
(Deng und Swanson 2015).

Im Magen von gesunden Hunden ist die Gesamtkeimzahl vergleichsweise gering mit
5,00 log 16S rRNA Kopieanzahlen/g. Aktuelle Untersuchungen, die mit einer PCR und
16S rRNA Genbibliotheken durchgefiihrt wurden, haben in der Mehrzahl als bakterielle Phyla
Proteobacteria (99,6 % der gewonnenen Gensequenzen) mit Helicobacter spp. (98,6 %) als
dominierende Spezies und nur wenige Firmicutes (0,30 %) nachgewiesen (Garcia-Mazcorro
et al. 2012).

Im Dinndarm nimmt die Keimzahl vom Duodenum bis zum lleum des Hundes zu, wobei die
oberen Abschnitte physiologisch weniger besiedelt sind. Dies beruht auf der hohen
Peristaltik, der antibakteriellen Wirkung von Magen- und Gallensauren sowie dem niedrigen
intestinalen pH-Wert (Amtsberg et al. 1980, Zentek 2000). Im Verlauf des Diunndarms vom
Hund nimmt der Anteil anaerober gegeniber den aeroben Mikroorganismen zu, wobei am
Ende des Dinndarms nahezu ein Gleichgewicht vorliegt (Zentek 2000). Die Gesamtkeimzahl
im Duodenum liegt bei 5,20 log 16S rRNA Kopieanzahlen/g (Garcia-Mazcorro et al. 2012).

Im Duodenum gesunder Hunde wurden folgende bakterielle Phyla identifiziert:
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Firmicutes 46,4 % (Xenoulis et al. 2008), 46,9 % (Garcia-Mazcorro et al. 2012), 26,1 %
(Suchodolski et al. 2010), Proteobacteria 26,6 % (Xenoulis et al. 2008), 21,2 % (Garcia-
Mazcorro et al. 2012), 52,9 % (Suchodolski et al. 2010), Bacteriodetes 11,2 % (Xenoulis et
al. 2008), 6,90 % (Garcia-Mazcorro et al. 2012), 7,70 % (Suchodolski et al. 2010),
Spirochaetes 10,3 % (Xenoulis et al. 2008), Fusobacteria 3,60 % (Xenoulis et al. 2008),
0,20 % (Garcia-Mazcorro et al. 2012), 4,40 % (Suchodolski et al. 2010), Actinobacteria
1,00 % (Xenoulis et al. 2008), 1,40 % (Garcia-Mazcorro et al. 2012), 8,60 % (Suchodolski et
al. 2010), Tenericutes 0,20 % (Suchodolski et al. 2010), Verrucomicrobia 0,10 %
(Suchodolski et al. 2010). Dabei zahlt knapp die Halfte aller analysierten Sequenzen
(47,6 %) zu den Ordnungen Clostridiales (19,6 %), Lactobacillales (14,1 %) und
Campylobacteriales (13,9 %). Die Mehrheit der Sequenzen in diesen Ordnungen gehdrt zu
den Familien Clostridiaceae (70,7 %), Carnobacteriaceae (52,5 %) und Helicobacteriaceae
(94,8 %) (Xenoulis et al. 2008). Im Jejunum gesunder Hunde wurden die nachfolgenden
bakteriellen Phyla gefunden: Proteobacteria 46,7 %, Firmicutes 15,0 %, Actinobacteria
11,2 %, Spirochaetes 14,2 %, Bacteriodetes 6,20 %, Fusobacteria 5,40 %, Tenericutes
< 0,10 %, Verrucomicrobia < 0,10 %, Cyanobacteria < 0,10 % und Chloroflexi < 0,10 %
(Suchodolski et al. 2009). Im lleum dominieren die Phyla Firmicutes, Proteobacteria,
Fusobacteria, Bacteriodetes, mit den Ordnungen Fusobacteriales (32,6 %), Clostridiales
(25,0 %), Bacteroidales und Enterobacteriales (Suchodolski et al. 2008).

Der Dickdarm ist insgesamt starker mikrobiell besiedelt als die weiter oral gelegenen
Abschnitte des Gastrointestinaltrakts aufgrund der im Vergleich zum Dinndarm verminderten
Peristaltik, der ausgepragt anaeroben Bedingungen und der geringeren Einwirkung durch die
Verdauungssekrete. Dabei ist das Keimspektrum durch eine Zunahme anaerober
Mikroorganismen gekennzeichnet, die gegenliber den Aerobiern dominieren (Zentek 2000).
Im Kolon gesunder Hunde dominieren die Phyla Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes und
nur im geringen Anteil Proteobacteria (1,40 %), mit den Ordnungen
Fusobacteriales (28,9 %), Bacteroidales, Clostridiales (26,0 %) und Lactobacillales
(Suchodolski et al. 2008). Daruber hinaus konnte fur den Dickdarm im Vergleich zum Magen
und Dunndarm ein altersbedingter Unterschied in der Zusammensetzung der Mikrobiota
festgestellt werden. Hunde mit einem Alter von uber elf Jahren zeigten gegenuber Tieren in
einem Alter von unter einem Jahr reduzierte Gehalte an Bifidobakterien, Laktobazillen,
Bacteroides spp., Eubakterien, Peptostreptokokken und Staphylokokken. Ein vermehrtes
Vorkommen von Clostridium perfringens und Streptokokken wurden bei den &lteren Tieren

im Dickdarm festgestellt (Benno et al. 1992a).
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Die Gesamtkeimzahl im Fazes liegt zwischen 6,00 und 6,50 log 16S rRNA Kopieanzahlen/g
(Garcia-Mazcorro et al. 2012). Als dominierende bakterielle Phyla wurden im Fazes
gesunder Hunde gefunden: Firmicutes 15,0- 28,0 % (Middelbos et al. 2010), 95,4 + 5,19 %
(Handl et al. 2011), Bacteriodetes 32,0- 34,0 % (Middelbos et al. 2010), 2,25+ 5,37 %
(Handl et al. 2011), Proteobacteria 5,00- 6,00 % (Middelbos et al. 2010), Actinobacteria 1,40-
0,80 % (Middelbos et al. 2010), 1,80 £ 1,32 % (Handl et al. 2011), Fusobacteria 40,0- 24,0 %
(Middelbos et al. 2010), 0,30 £ 0,43 % (Handl et al. 2011). Innerhalb der Firmicutes gehorten
69,4 + 18,5 % aller analysierten Sequenzen zu der Klasse Clostridia, die wiederum durch die
Genera Clostridium (22,7 £ 15,5 %) und Ruminococcus (17,4 = 11,2 %) dominiert wurden.
Die Klasse Bacilli (17,1 £ 26,1 %) mit der Ordnung Lactobacillales, in der die Genera
Streptococcus und Lactobacillus dominierten, war neben der Klasse Clostridia vorherrschend
(Handl et al. 2011). Zudem konnte auch im Fazes ein altersassoziierter Unterschied in der
Zusammensetzung festgestellt werden. Hunde mit einem Alter von 10,9 £ 0,70 Jahren
zeigten einen reduzierten Gehalt an Bacteroides spp. (9,88 log KBE) im Vergleich zu
2,50+ 0,50 Jahre alten Tieren (10,2 log KBE/g Fazes). Darlber hinaus lieken die
Ergebnisse dieser Untersuchung die Schlussfolgerung zu, dass jedes Individuum eine
charakteristische fakale Mikrobiota beherbergt (Simpson et al. 2002). Eine weitere
Untersuchung bestétigte die interindividuellen Schwankungen in der Zusammensetzung der
fakalen Mikrobiota, auch unter identischen Haltungs- und Futterungsbedingungen, sowie

eine leichte saisonale Variation der Keimzahlen (Benno et al. 1992b).

2.1.2 Einflussfaktoren auf die Zusammensetzung der Mikrobiota des caninen

Verdauungstraktes

Ein wesentlicher Einflussfaktor auf die Zusammensetzung der Mikrobiota ist die Fitterung.
Dabei lassen sich die nutritiven Einflisse grob unterteilen in die orale Aufnahme von
Bakterien, die Haftungsvermittlung zwischen Bakterien und Darmwand sowie die Zufuhr von
Nahr- und Wirkstoffen (Zentek 2000).

Die orale Aufnahme von Bakterien kann unterschieden werden in die gezielte Aufnahme von
Bakterien, die mit moglichen positiven gesundheitlichen Wirkungen assoziiert werden
(Probiotika) sowie die ungewollte Aufnahme von Futtermittelkontaminanten und
Koprophagie. In Untersuchungen bei denen Enterococcus-Stamme als Probiotikum beim
Hund eingesetzt wurden, konnten erhdhte Mengen an Enterococcus im Fazes (Molitor 1996,
Weily 2003, Marcinakova et al. 2006, Muck 2007) und Chymus identifiziert werden (Molitor
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1996, Zentek et al. 1998a), was fur die Dauer der Supplementierung auf eine zeitweise
Besiedlung des Intestinaltrakts schlielen lasst. Des Weiteren konnten auch als Probiotikum
eingesetzte Laktobazillen und Bacillus cereus im Fazes von Hunden nachgewiesen werden
(Biourge et al. 1998, Baillon et al. 2004, Strompfova et al. 2006). In einer in vitro
Untersuchung mit caninem Darmschleim konnte durch den Zusatz von verschiedenen
Laktobazillen eine Reduktion der Adhasion von Clostridium perfringens zwischen 53,7 und
79,1 % festgestellt werden (Rinkinen et al. 2003). Die Ergebnisse mehrerer Untersuchungen
weisen darauf hin, dass die Ansiedelung der Bakterien nur temporar ist, da sie kurz nach
Beendigung der Applikation nicht mehr nachweisbar waren (Biourge et al. 1998, Zentek et al.
1998a, Weese und Anderson 2002). In einer Studie zur Ftterung von Hunden mit Diaten
aus rohem Fleisch (BARF Rationen) konnte gezeigt werden, dass in 15,0 % der
untersuchten kommerziellen BARF Rationen Campylobacter als Futtermittelkontaminant
enthalten war. Ein eindeutiger signifikanter Unterschied in der fakalen Ausscheidung von
Campylobacter bei Hunden, die mit BARF Rationen geflttert wurden, im Vergleich zu
Hunden, die Trockenfutter erhalten haben, konnte nicht festgestellt werden (Fredriksson-
Ahomaa et al. 2017).

In mehreren Untersuchungen zur Haftungsvermittlung von Futtermittelbestandteilen
zwischen Bakterien und Darmwand konnten glykoproteinhaltige Lektine als Ursache bei
verschiedenen Tieren identifiziert werden (Untawale et al. 1978, Banwell et al. 1983, Banwell
et al. 1985). Untersuchungen zur Uberpriifung der Relevanz beim Hund gibt es nicht.

Als wesentliche Faktoren zum Einfluss auf die Mikrobiota, durch die Zufuhr von Nahr- und
Wirkstoffen, sind der Protein- sowie Kohlenhydratgehalt der aufgenommenen Nahrung, die
Applikation von Prabiotika und die Form der Fltterung zu nennen.

Bei der Betrachtung des Einflusses durch die Zufuhr von Nahr- und Wirkstoffen haben der
Gehalt an Protein, dessen Verdaulichkeit und Konzentration, sowie die Art der
Kohlenhydrate, als mengenmafRig dominierende Nahrstoffe der taglichen Ration, die
Hauptwirkung. In einer Untersuchung, in der Diaten einem mit hohem Protein- und geringem
Kohlenhydratgehalt ((HPLC) 494 g/kg Protein, 109 g/kg Kohlenhydrate) sowie geringem
Protein- und hohem Kohlenhydratgehalt ((LPHC) 255 g/kg Protein, 388 g/kg Kohlenhydrate)
an Hunde gefluttert wurden, konnten folgende Veradnderungen der dominierenden
bakteriellen Phyla identifiziet werden: Firmicutes 50,1 % (HPLC) 34,3 % (LPHC),
Proteobacteria 3,94 % (HPLC) 6,51 % (LPHC), Bacteroidetes 28,0 % (HPLC)
36,7 % (LPHC), Fusobacteria 17,3 % (HPLC) 21,7 % (LPHC). Auf Ebene der Spezies konnte
nach der Gabe der proteinreichen Diat eine vermehrte Prasenz von Clostridium perfringens
0,62 % (HPLC) 0,01 % (LPHC), Clostridium hiranonis 12,3 % (HPLC) 5,33 % (LPHC) und
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Ruminococcus gnavus 1,95 % (HPLC) 0,63 % (LPHC) beobachtet werden. Bei der
kohlenhydratreichen Diat wurde ein Anstieg bei Bacteroides uniformis 0,01 % (HPLC)
0,14 % (LPHC) und Clostridium butyricum 0,00 % (HPLC) 0,01 % (LPHC) nachgewiesen (Li
et al. 2017). Bereits eine altere Studie mit kulturellem Bakteriennachweis konnte einen
Anstieg von Clostridium perfringens nach einer proteinreichen Futterung im Fazes
nachweisen (8,20- 8,80 log KBE/g (726 g/kg TS Rp); 3,30- 4,00 KBE/g (259 g/kg TS Rp)),
wobei der vermehrte Gehalt bereits nach einem Tag sichtbar war (Zentek et al. 2003).
Zudem besteht eine Verbindung zwischen der Aufnahme von tierischem Protein und einem
vermehrten Nachweis von Clostridium perfringens im lleumchymus (8,70 = 0,30 log KBE/g
(Griebenmehl); 7,00 £ 0,80 KBE/g (Maiskleber-Mischung)) (Zentek 1995b).

In zahlreichen Untersuchungen wurde die Wirkung von verschiedenen mikrobiell
fermentierbaren Kohlenhydraten (Prabiotika) auf die Zusammensetzung der fakalen
Mikrobiota beim Hund betrachtet. Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen Uberwiegend
nur eine schwache Stimulation des Wachstums von Bifidobakterien und Laktobazillen sowie
eine Reduktion von Clostridium perfringens (Beynen et al. 2002, Grieshop et al. 2002,
Flickinger et al. 2003a, Zentek et al. 2003, Middelbos et al. 2007, Beloshapka et al. 2013).

In Bezug auf den Einfluss von Futterung und Nahrungskarenz auf die Mikrobiota des
Dinndarms beim Hund konnte festgestellt werden, dass funf Stunden postprandial (pp) im
Vergleich zu 15 Minuten vor der Futterung (pf) die Zusammensetzung der Mikrobiota
groldtenteils unverandert ist. Lediglich der Gehalt an Betaproteobacteria 5,80 % (pf)
0,20 % (pp) und Bacteroidales 2,50 % (pf) 0,40 % (pp) war reduziert. Eine Nahrungskarenz
fur vier Tage (nk) resultierte in einer deutlichen Veranderung der jejunalen Mikrobiota im
Vergleich zur reguldren Fitterung (rf). Folgende Veranderungen der dominierenden
bakteriellen Phyla wurden identifiziert: Firmicutes 6,80 % (nk) 76,8 % (rf), Proteobacteria
6,10 % (nk) 1,30 % (rf), Bacteroidetes 12,8 % (nk) 1,10 % (rf), Fusobacteria 67,6 % (nk)
14,1 % (rf), Actinobacteria 0,10 % (nk + rf) (Kasiraj et al. 2016). Zudem konnte in einer
Untersuchung, in der Hunde ad libitum oder rationiert gefuttert wurden, ein signifikanter
Anstieg der Ordnung Clostridiales bei ad libitum Futterung festgestellt werden (Handl et al.
2013).

Nicht nutritive Einflussfaktoren auf die Zusammensetzung der Mikrobiota beim Hund sind
das Lebensalter, die Rasse sowie die Kdrpergrolie.

Wie bereits im vorangestellten Kapitel erldutert, wurden beim Hund altersassoziierte
Veranderungen in der Zusammensetzung der Mikrobiota im Dickdarm (Benno et al. 1992a)
und Fazes (Simpson et al. 2002) festgestellt. Diese Veranderungen wurden durch die

Autoren als Folge mehrerer Faktoren, die mit dem Alter in Zusammenhang stehen, erklart.
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Dazu wurden eine altersbedingt herabgesetzte Motilitdt des Darms, verminderte
Sekretionsvorgange und Funktionsverluste des Immunsystems genannt (Benno et al.
1992a).

In Untersuchungen mit Hunden unterschiedlicher KorpergroRen und Rassen konnte
festgestellt werden, dass Hunde kleiner Rassen (Toy-Pudel, Jack Russel, Zwergschnauzer)
einen héheren Gehalt an Clostridium perfringens 5,90 + 0,30 log KBE/g Fazes (Nery et al.
2012) bzw. Clostridien mit 6,82 log KBE/g Fazes (Simpson et al. 2002) mit dem Kot
ausscheiden. Hunde grolter Rassen (Riesenschnauzer, Englischer Setter) wiesen eine
Konzentration von Clostridium perfringens in Hohe von 3,80 * 0,30 log KBE/g Fazes (Nery et
al. 2012) bzw. Clostridien 6,75 log KBE/g Fazes (Simpson et al. 2002) auf. Zudem konnte
beobachtet werden, dass Hunde groRRer, verdauungssensibler Rassen (Deutscher
Schaferhund), die zu einer schlechteren Kotkonsistenz neigen, im Vergleich zu Hunden
grolier Rassen (Riesenschnauzer, Englischer Setter), eine hohere Menge an Clostridium
perfringens 4,70 + 0,30 log KBE/g Fazes (Nery et al. 2012) bzw. Clostridien mit
7,32 log KBE/g Fazes ausscheiden (Simpson et al. 2002). Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass sowohl die Kérpergréle, als auch die Rasse als relevante Faktoren anzusehen
sind.

Ein Einfluss der Kérpermasse auf die Mikrobiota, wie er bei Menschen und Mausen bereits
identifiziert wurde, konnte in einer Untersuchung mit schlanken und Gbergewichtigen Hunden
nicht bestatigt werden. Jedoch weisen die Autoren darauf hin, dass die Hundepopulation der
Studie klein war und durch andere Einflussfaktoren wie Alter, Rasse, Diat oder Haltungsform
eventuell die Effekte von Obesitas maskiert wurden (Handl et al. 2013). In einer weiteren
Untersuchung mit 16 schlanken Hunden ((LN) Koérperfettgehalt 24,8 bis 20,4 %) und
16 Ubergewichtigen Hunden ((OW) Korperfettgehalt 41,4 bis 39,5 %) konnten folgende
Veranderungen der  dominierenden  bakteriellen  Phyla identifiziert = werden:
Firmicutes 30,4 % (LN) 35,3 % (OW), Proteobacteria 6,72 % (LN) 5,63 % (OW),
Bacteroidetes 43,9 % (LN) 38,1 % (OW) und Fusobacteria 18,5 % (LN) 20,4 % (OW) (Li et
al. 2017).

Die Effekte, die bei Gesundheitsstérungen durch die Besiedlung des Gastrointestinaltrakts
mit spezifischen pathogenen Keimen sowie bei einer Entgleisung der Beziehung zwischen
der intestinalen Mikrobiota und dem Wirtsorganismus, resultierend in einer Dysbiose,

auftreten, werden im Weiteren nicht erlautertert, da sie nicht Gegenstand dieser Arbeit sind.
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2.2 Stoffwechsel von Makronahrstoffen durch die canine intestinale Mikrobiota

2.2.1 Bakterielle Fermentation von Kohlenhydraten

Die groRe Mehrheit der Bakterien im Kolon ist strikt anaerob und gewinnt dementsprechend
ihre Energie durch Fermentation. Die Hauptsubstrate der Fermentation sind Kohlenhydrate,
wie resistente Starke, resistente Dextrine, Nicht-Starke Polysaccharide (wie Pektine,
Arabinogalactane, Gummi arabicum, Guarkernmehl, Hemizellulose), nicht-verdauliche
Oligosaccharide pflanzlichen Ursprungs (wie Raffinose, Stachyose, Galactane, Mannane),
unverdaute Disaccharide (wie Laktose) und Zuckeralkohole (wie Lactitol, Isomalt), neben
unverdautem Protein aus dem Dunndarm (Roberfroid et al. 2010). Zudem stellen
desquamierte Zellen des Gastrointestinaltrakts, Mukus und endogene Sekrete eine Quelle
fur fermentierbare Polysaccharide dar. Verdauliche Kohlenhydrate, wie Glukose und Starke,
werden auch fermentiert, wenn sie im Dinndarm, aufgrund einer GbermaRigen Aufnahme
oder Malabsorption, nicht verdaut oder absorbiert wurden (Bergman 1990). Die anaerobe
Fermentation von Kohlenhydraten im Kolon kann durch die nachfolgende allgemeine
Gleichung zusammengefasst werden (Soergel 1994):

57,5 CgH1,06 + 45 H,O — 65 Essigsaure + 20 Propionsaure + 15 n-Buttersaure + 140 H, +
95 CO, + 288 ATP

Die im Rahmen der Fermentation gebildeten kurzkettigen Fettsauren (SCFA) entsprechen
etwa 75,0 % des ursprunglichen Energiehalts der Kohlenhydrate. Die restlichen 25,0 %
werden von den Bakterien zum Wachstum genutzt oder gehen in Form von Wasserstoff und
Methan verloren. Essigsaure, Propionsaure und Buttersaure sind die SCFA, die Gberwiegend
als Endprodukte der Fermentation anfallen. Weitere Metaboliten der
Kohlenhydratfermentation sind Laktat, Pyruvat, Ethanol, Succinat sowie die Gase
Wasserstoff, Kohlenstoffdioxid und Methan (Bergman 1990, Roberfroid et al. 2010). Das
Verhaltnis der gebildeten Endprodukte variiert in Abhangigkeit der verfigbaren Substrate
und der Dickdarmpassagezeit. Die vorwiegenden saccharolytischen Spezies der Mikrobiota
des Kolons gehéren zu den Genera Bacteroides, Bifidobacterium, Ruminococcus,
Eubacterium, Lactobacillus und Clostridium (Roberfroid et al. 2010). Der Uberwiegende
Anteil, der mit dem Chymus in den Dickdarm eintretenden Kohlenhydrate, wird im
proximalen Kolon fermentiert. Im Verlauf zum distalen Kolon nimmt die Verfugbarkeit von
Kohlenhydraten ab und Proteine sowie Aminosauren erlangen eine zunehmende Bedeutung

als Energiequelle fir die Mikrobiota (Macfarlane et al. 1992b).
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2.2.2 Bakterielle Fermentation von Protein

Der aktuelle wissenschaftliche Konsens ist, dass eine gewisse Aufnahme von Aminosauren
im Dickdarm auftreten kann, diese aber nicht wesentlich zur Versorgung des Hundes mit
Aminosauren beitragt (Hendriks et al. 2012). Eine Analyse von 30 Studien mit Hunden zeigte
im Durchschnitt eine Differenz zwischen der ilealen und fakalen scheinbaren Verdaulichkeit
des Nahrungsstickstoffs von 9,40 % t 6,00. Diese Daten deuten auf einen signifikanten
mikrobiellen Stoffwechsel von unverdautem und endogenem Stickstoff sowie auf die
Produktion und Absorption von Ammoniak und anderen katabolen Produkten im Dickdarm
von Hunden hin (Hendriks et al. 2012). Zu den im Gastorintestinaltrakt dominierenden
Bakterien, die Aminosauren fermentieren, zahlen Vertreter von Firmicutes, Bacteroidetes,
Fusobacteria und Proteobacteria. Auf Ebene der Spezies kommen bei proteinreich
geflutterten Hunden Clostridium perfringens, Clostridium hiranonis und Ruminococcus
gnavus vermehrt vor (Li et al. 2017).

Die bakterielle Fermentation von Protein beginnt mit der Hydrolyse der Polypeptide durch
Proteasen und Peptidasen zu kleineren Peptiden und Aminosauren. Dadurch freigesetzte
Aminosauren, oder zuvor bereits vorhandene, werden durch Desaminierung,
Decarboxylierung sowie Alpha- und Beta-Elimination abgebaut. Tabelle 1 zeigt eine
Ubersicht der luminalen Metaboliten, die aus Aminosauren im Dickdarm gebildet werden
kénnen. Der Gehalt an Produkten der Proteinfermentation, wie Ammoniak, verzweigtkettigen
Fettsauren (BCFA) und Phenolverbindungen, nimmt beim Menschen im Dickdarm progressiv
vom rechten zum linken Kolon zu (Macfarlane et al. 1992b).

In vitro Untersuchungen zur bakteriellen Proteinfermentation durch die fékale Mikrobiota
beim Menschen haben gezeigt, dass, neben den flichtigen Fettsauren, Ammoniak zu den
Hauptmetaboliten zahlt (Macfarlane und Allison 1986). Dabei wird Ammoniak bzw.
Ammonium im Darmtrakt durch die Desaminierung von Aminosauren gebildet sowie in
geringeren Mengen durch ureasebildende Bakterien tUber die Hydrolyse von Harnstoff, der in
den Darm ausgeschiedenen wurde (Blachier et al. 2007). Die Konzentration von Ammoniak
im Lumen des distalen Kolons liegt bei der Ratte zwischen 39,0 und 74,0 mmol/l (Lin und
Visek 1991). Der Uberwiegende Anteil an Ammoniak wird Uber den Kot oder nach Absorption
aus dem Darm Uber den Urin eliminiert. Zudem fungiert es als Stickstoffquelle fur die
Mikrobiota zur Proteinsynthese (Ma et al. 2017). Beim Hund variiert der Ammoniakgehalt im
Kot in Abhangigkeit der Konzentration sowie Verdaulichkeit des aufgenommenen Proteins
und der Korpermasse zwischen 0,70 bis 2,10 mg/g TS. Die hochste fakale

Ammoniakkonzentration wurde in einer Untersuchung nach der Gabe eines Futters mit
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einem Rohproteingehalt von 392 g/kg TS und Geflugelmehl als Hauptproteinquelle an grol3e,
verdauungssensible Hunde (Deutscher Schaferhund), die zu einer weniger geformten
Kotkonsistenz mit einer hoheren Feuchte neigen, festgestellt (Nery et al. 2012). Ammoniak
ist durch verschiedene Untersuchungen als Toxin bekannt. Es hemmt den oxidativen
Stoffwechsel von SCFA in Kolonzellen. In einem in vitro Versuch mit Kolonzellen vom
Schwein wurde durch den Zusatz von Ammoniak (10,0 mmol/l NH,Cl) der Stoffwechsel von
Buttersdure um 30,0 % reduziert und gleichzeitig der von Glukose um 20,0 % erhoht (Darcy-
Vrillon et al. 1996). Bei einer in vitro Untersuchung mit Kolonzellen von Ratten und dem
Zusatz von 40,0 mmol/l NH4CI lassen die Ergebnisse die Vermutung zu, dass in vivo der
Metabolismus von SCFA nur beeintrachtigt wird, wenn die Verflugbarkeit von Glukose
eingeschrankt ist (Cremin et al. 2003). Beim Menschen sind hohere
Ammoniakkonzentrationen im distalen Kolon assoziiert mit einer Tumorpromotion (Hughes et
al. 2000). Eine Untersuchung mit Ratten, denen eine intrarektale Infusion fir zwei Wochen
mit 24,8 mg Ammoniak sowie 2,00 mg Cholsaure einzeln oder in Kombination appliziert
wurde, zeigte einen Anstieg des Vorkommens von Adenokarzinomen bei der Gruppe mit der
Ammoniakbehandlung (Clinton et al. 1988). Zudem konnte in einem humanen Caco-2
(Caucasian colon adenocarcinoma) Zellmodell festgestellt werden, dass Ammoniak sowie
Phenole und sekundare Gallensauren bei Dosierungen, die typischerweise im Fazes von
Menschen gefunden werden, die parazelluldare Permeabilitdt steigern und die
Epithelbarrierefunktion reduzieren. Die Autoren schlussfolgerten aus den Ergebnissen, dass
diese, von der Mikrobiota, gebildeten Metaboliten tumorpromotiv wirken (Hughes et al.
2008).

Darlber hinaus haben in vitro Untersuchungen mit fakalem Inokulum vom Mensch gezeigt,
dass kurzkettige Fettsauren (SCFA) die Hauptmetaboliten der bakteriellen
Proteinfermentation sind. Nahezu 30,0 % des Proteinabbaus wurden in SCFA umgewandelt,
wobei zwischen 16,0 und 21,0 % davon verzweigtkettige Fettsduren (BCFA) waren
(Macfarlane et al. 1992a). BCFA werden ausschlieBlich durch die Metabolisierung von
verzweigtkettigen Aminosduren wie Valin, Leucin und lIsoleucin gebildet. Infolgedessen
kénnen sie als Marker zur Beurteilung der SCFA Produktion aus Protein im Dickdarm
herangezogen werden (Macfarlane et al. 1992a, Blachier et al. 2007). Umfangreiche Mengen
an BCFA koénnen durch die Strickland Reaktion, bei der es sich um eine gekoppelte Garung
zweier verschiedener Aminosauren bei gleichzeitiger Desaminierung handelt, von vielen
Bakterien der Familie Clostridiaceae gebildet werden (Nisman 1954, Elsden und Hilton
1978). Uber die Metabolisierung und Funktion von BCFA in Kolonepithelzellen ist nur wenig

bekannt. Aus den Ergebnissen einer Untersuchung mit isolierten Kolonzellen
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schlussfolgerten die Autoren, dass i-Buttersdure als Energiequelle genutzt werden kann,
wenn n-Buttersaure nicht verflugbar ist (Jaskiewicz et al. 1996). In vitro zeigten i-Buttersaure
und j-Valeriansaure im Vergleich zu n-Buttersaure keine erkennbaren Effekte auf die
Proliferation, Differenzierung sowie Apoptose auf vom Menschen stammende
Kolonkarzinom-Zellkulturen (Heerdt et al. 1994, Siavoshian et al. 1997). Zudem konnte
festgestellt werden, dass i-Buttersdure einen stimulierenden Effekt auf die Na* Absorption im
proximalen Kolon induziert (Musch et al. 2001, Zaharia et al. 2001). Bei Ferkeln, denen
Lactobacillus fermentum 15007 verabreicht wurde, konnte nach 14 Tagen eine signifikante
Steigerung der jejunalen Villushohe sowie héhere Konzentrationen an j-Buttersaure und
i-Valeriansaure in der Digesta des Kolons festgestellt werden. Hieraus leiteten die Autoren
ab, dass BCFA die intestinale Integritat steigern kénnen (Liu et al. 2014). Zu SCFA ist
allgemein bekannt, dass sie die epitheliale Proliferation sowie Barrierefunktion stimmulieren
und die Immunantwort modulieren. Zudem werden Essigsaure, Propionsaure und
n-Buttersaure schnell aus dem Darmlumen absorbiert und haben unterschiedliche Wirkung
auf den Stoffwechsel des Wirtsorganismus. n-Buttersdure wird insbesondere von Bakterien
des Phylum Firmicutes unter Verwendung des Enzyms Butyryl-CoA:acetate
CoA-transferase, oder seltener Uber die Phosphotransbutyrylase und Butyratkinase, gebildet
(Louis et al. 2014). n-Buttersaure wird in erster Linie von den Mucosaepithelzellen des
Kolons metabolisiert und zu 70,0- 90,0 % von den Kolonzyten als Hauptenergiequelle
genutzt (Cook und Sellin 1998, Hamer et al. 2008, Willing und Van Kessel 2010). Essigsaure
fungiert vorwiegend als Vorlaufer fur die Fettsduresynthese. Propionsdure wird insbesondere
fur die Glukoneogenese in der Leber verstoffwechselt. Die Produktion von SCFA beeinflusst
den luminalen pH-Wert im Kolon und kann die Zusammensetzung der Mikrobiota des Kolons
regulieren. So wurde die Hemmung pH-sensitiver pathogener Bakterien wie Clostridien
beschrieben (Fan et al. 2015), allerdings liegen dazu fur den Hund, unseres Wissens nach,
keine spezifischen Daten vor. Ein Uberschuss an SCFA kann zur Ansauerung des Gewebes
fuhren und daraus resultierend ein Anschwellen der Zellen und Nekrose verursachen
(Argenzio und Eisemann 1996).

Neben Ammoniak entstehen wahrend der bakteriellen Fermentation von Protein weitere
Gase wie Wasserstoff, Kohlendioxid, Methan, Schwefelwasserstoff oder Methylmerkaptan
(Zentek 1995c, Blachier et al. 2007). Ein Teil dieser Gase diffundiert GUber die Darmwand in
das Blut und wird Uber die Lunge abgeatmet (Zentek 1995b, Stein 2006). Wasserstoff wird
zudem von syntrophen nitrat- und sulfatreduzierenden Mikroorganismen sowie
methanproduzierenden und acetogenen Bakterien verstoffwechselt (Macfarlane und
Macfarlane 2003).
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Biogene Amine kdnnen aus Aminosauren durch die Abspaltung von Kohlendioxid, katalysiert
durch Decarboxylasen, gebildet werden. Luminale Amine im Dickdarm konnen aus vier
verschiedenen Quellen stammen: 1.) Diatetischen Ursprungs, 2.) Endogene Sekretion,
3.) Synthese durch die Mikrobiota des Dickdarms sowie 4.) Freigesetzt aus desquamierten
Kolonzyten. Der relative Beitrag der einzelnen Quellen ist nicht genau bekannt (Blachier et
al. 2007). In einer Untersuchung von kommerziell erhaltlichem Dosenfutter fir Hunde und
Katzen konnte ein Histamingehalt zwischen 0,16 bis 65,5 ug/g festgestellt werden. Die
ermittelten Gehalte waren allerdings zu gering um eine Histaminintoxikation auszulésen
(Guilford et al. 1994). In vivo konnten bei gonotobiotischen Ratten keine signifikanten Effekte
von bakteriell gebildeten Polyaminen auf die intestinale Morphologie festgestellt werden
(Slezak et al. 2013). Polyamine sind essentiell fir Funktion und Aufrechterhaltung des
gastrointestinalen Epithels und haben Einfluss auf die Flussigkeitssekretion durch
Kolonkrypten (Cheng et al. 2004), postprandiale Kolonmotilitdt (Fioramonti et al. 1994) sowie
die Zellproliferation (Seiler und Raul 2007). Amine werden schnell aus dem Intestinaltrakt
absorbiert und im Mucosaepithel des Darms sowie in der Leber und den Nieren durch
spezifische Mono- oder Diaminoxidasen metabolisiert und Uber den Harn ausgeschieden
(Hughes et al. 2000, Seiler und Raul 2007). Uber die pathophysiologischen Wirkungen von
biogenen Aminen im Gastrointestinaltrakt ist nur wenig bekannt. Beim Schwein konnte
gezeigt werden, dass Histamin die Sekretion von Chlorid Gber H2-Rezeptoren im proximalen
Kolon induziert, was das Auftreten einer Diarrhoe beglnstigen kann (Ahrens et al. 2003).
Spermin, Spermidin, Cadaverin und Putrescin kénnen die Wirkung von Histamin
synergistisch durch eine kompetetive Hemmung des Monoaminoxidase-bedingten Abbaus
verstarken. In diesem Zusammenhang wird beim Hund angenommen, dass bei alimentar
bedingten Verdauungsstorungen insbesondere Histamin, aufgrund seiner
proinflammatorischen, sekretionsférdernden und peristaltiksteigernden Wirkung, eine
Bedeutung zukommt (Pietrzak et al. 2002).

Der fermentative Abbau von aromatischen Aminosauren, wie Phenylalanin, Tryptophan und
Tyrosin, fuhrt zur Bildung von Phenol- und Indolverbindungen (Blachier et al. 2007).
Bacteroides, Lactobacillus, Clostridium und Bifidobacterium Spezies sind die
Hauptproduzenten von Phenolverbindungen aus aromatischen Aminosauren (Willing und
Van Kessel 2010). Der Dickdarm stellt die Hauptlokalisation der endogen gebildeten
Phenolverbindungen dar. Im Anschluss an die Absorption aus dem Darmlumen werden
Phenolverbindungen durch Glucuronidierung und Sulfatkonjugation detoxifiziert und
vorrangig als p-Cresol mit dem Harn ausgeschieden (Pieper et al. 2016). Phenol zeigt in vitro

eine Steigerung der parazellularen Permeabilitdt und Reduktion der epithelialen
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Barrierefunktion sowie Tumorpromotion (Hughes et al. 2008). Indol wird von einer Vielzahl
grampositiver und gramnegativer Bakterien der Phyla Bacteroidetes, Firmicutes,
Proteobacteria und Actinobacteria produziert. Die Bildung wird durch das Enzym
Tryptophanase katalysiert, das Tryptophan reversibel in Indol, Pyruvat und Ammoniak
umwandeln kann (Lee und Lee 2010). Indol hat eine komplexe Wirkung auf den Wirt und
dessen Mikrobiota, deren Bedeutung bei der Betrachtung der intestinalen Mikrobiota,
aufgrund neuer Erkenntnisse aktueller Studien, zunimmt. Es fordert die Barrierefunktionen
des Wirtsgewebes, halt die Homdostase des Darms aufrecht, steigert die Mukusproduktion,
reduziert die Produktion von Entzindungsmarkern, stimuliert die Produktion von
antiinflammatorischen Molekilen und erhéht die Expression einer Vielzahl von Genen, die
mit dem Immunsystem assoziiert sind. Innerhalb der Mikrobiota fungiert Indol als
Signalmolekil und steuert verschiedene Prozesse, wie antimikrobielle Reaktionen,
Biofilmbildung, Motilitat, Persisterbildung, Plasmidstabilitdt und Virulenz (Darkoh et al. 2019).
Tabelle 2 gibt eine Ubersicht zu den Konzentrationen ausgewahlter Metaboliten des

Proteinstoffwechsels beim Hund im Fazes sowie bei in vitro Fermentation.

Tabelle 1: Luminale Metaboliten, die aus Aminosaurevorlaufern im Dickdarm durch Fermentation

gebildet werden kdnnen (Blachier et al. 2007)

Aminosaurevorlaufer

Daraus gebildete Metaboliten bei Fermentation

Alanin
Arginin
Aspartat
Cystein
Glutamat
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin

Threonin
Tryptophan

Tyrosin

Valin

Desaminierung von Aminosauren
Desaminierung und Fermentation
von Aminosauren

Essigsaure, Ethylamin, Propionsaure

Agmatin, Stickoxid, Putrescin

Essigsaure, Succinat

Sulfide

Essigsaure, Buttersaure

Essigsaure, Methylamin

Histamin

2-Methylbutyrat

i-Valeriansaure

Essigsaure, Buttersaure, Cadaverin

Sulfide

Phenylacetat, Phenylethylamin, Phenyllactat,
Phenylpropionat, Phenylpyruvat

Essigsaure, Propionsaure

Indol, Indolacetat, Indolpropionat, 3-Methylindol (Skatol),
Tryptamin

4-Ethylphenol, Hydroxyphenylacetat, Hydroxyphenyllactat,
Hydroxyphenylpropionat, Hydroxyphenylpyruvat, p-Cresol,
Phenol, Tyramin

i-Buttersaure, 2-Methylbutylamin

Ammoniak

H,, CO,, CH,, Lactat, Succinat, Formiat, Oxalacetat
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Tabelle 2: Ubersicht ausgewahlter Metaboliten des Proteinstoffwechsels beim Hund (in vivo und in vitro Fermentation)

Metabolit Konzentration Versuchsdesign Proteinkonz. (g/kg TS) Hunde Referenz
Ammoniak 101% (umol/g Fazes) in vivo 394- 549 (tP) Beagle, (Pietrzak
M g g
95,7% (umol/g Fazes) 412- 525 (pP) Mischlinge 1997)
1079 (ug/g Fazes) in vivo 288° Beagle (Hang et al.
1191 (ug/g Fazes) 655° 2013)
835 (ug/g Fazes) 214°
0,70 (S), 0,70 (G), 1,00 (GS) (mg/g TS Fazes) in vivo 216 (pP) S (Toy-Pudel, Jack Russel, (Nery et al.
0,80 (S), 0,70 (G), 1,40 (GS) (mg/g TS Fazes) 382 (pP) Zwergschnauzer), 2012)
0,70 (S), 0,80 (G), 1,20 (GS) (mg/g TS Fazes) 214 (tP) G (Riesenschnauzer),
9/9
1,20 (S), 1,60 (G), 2,10 (GS) (mg/g TS Fazes) 392 (tP) GS (DSH)
0,61 (g/100 g Fazes) in vivo 306° (DSH, Zwergschnauzer, (Simpson et
g 9 g p
0,69 (g/100 g Fazes) 303° (FD) Englischer Setter) al. 2002)
40,3 (mmol/l Fermentationsflissigkeit) in vitro 229 nn (Pinna et al.
g
41,6 (mmol/l Fermentationsflissigkeit) 24 h 304 2016)
g (24 h)
41,0° (umol/ml Fermentationsfliissigkeit) in vitro 394- 549 (tP) nn (Pietrzak
26,8 (umol/ml Fermentationsfliissigkeit) (24 h) 412- 525 (pP) 1997)
Putrescin 524° (nmol/g Fazes) in vivo 394- 549 (tP) Beagle, (Pietrzak
g g
669° (nmol/g Fazes) 412- 525 (pP) Mischlinge 1997)
g p g
575 (nmol/ml Fermentationsfliissigkeit) in vitro 394- 549 (tP) nn (Pietrzak
g
227° (nmol/ml Fermentationsflissigkeit) (24 h) 412- 525 (pP) 1997)
Cadaverin 146° (nmol/g Fazes) in vivo 394- 549 (tP) Beagle, (Pietrzak
1412 (nmol/g Fazes) 412- 525 (pP) Mischlinge 1997)
81,7 (nmol/ml Fermentationsfliissigkeit) in vitro 394- 549 (tP) nn (Pietrzak
9
39,37 (nmol/ml Fermentationsfliissigkeit) (24 h) 412- 525 (pP) 1997)
g p
Histamin 178% (nmol/g Fazes in vivo 394- 549 (tP Beagle, Pietrzak
( g ) (tP) g (
125% (nmol/g Fazes 412- 525 (pP Mischlinge 1997
( 9 ) (PP) g )
Spermidin 335 (nmol/g Fazes) in vivo 394- 549 (tP) Beagle, (Pietrzak
231% (nmol/g Fazes) 412- 525 (pP) Mischlinge 1997)
10,3% (nmol/ml Fermentationsflissigkeit) in vitro 394- 549 (tP) nn (Pietrzak
12,3% (nmol/ml Fermentationsflussigkeit) (24 h) 412- 525 (pP) 1997)
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Metabolit Konzentration Versuchsdesign Proteinkonz. (g/kg TS) Hunde Referenz
Spermin 154% (nmol/g Fazes) in vivo 394- 549 (tP) Beagle, (Pietrzak
99,7% (nmol/g Fazes) 412- 525 (pP) Mischlinge 1997)
SCFA total 195 (mmol/g Fazes) in vivo 288° Beagle (Hang et al.
137 (mmol/g Fazes) 655° 2013)
176 (mmol/g Fazes) 214°
3,11 (g/100 g Fazes) in vivo 306° (DSH, Zwergschnauzer, (Simpson et
4,33 (g/100 g Fazes) 303° (FD) Englischer Setter) al. 2002)
37,7 (mmol/l Fermentationsflissigkeit) in vitro 229 nn (Pinna et al.
35,5 (mmol/l Fermentationsflissigkeit) (24 h) 304 2016)
65,0% (umol/ml Fermentationsfliissigkeit) in vitro 394- 549 (tP) nn (Pietrzak
54,5% (umol/ml Fermentationsfliissigkeit) (24 h) 412- 525 (pP) 1997)
BCFA 8,30 (mmol/g Fazes) in vivo 288° Beagle (Hang et al.
13,1 (mmol/g Fazes) 655° 2013)
8,20 (mmol/g Fazes) 214°
4,80 (S), 7,50 (G), 5,90 (GS) (umol/g TS Fazes) in vivo 216 (pP) S (Toy-Pudel, Jack Russel, (Nery et al.
14,5 (S), 19,6 (G), 17,8 (GS) (umol/g TS Fazes) 382 (pP) Zwergschnauzer), 2012)
16,3 (S), 21,9 (G), 20,2 (GS) (umol/g TS Fazes) 214 (tP) G (Riesenschnauzer),
12,4 (S), 20,6 (G), 16,3 (GS) (umol/g TS Fazes) 392 (tP) GS (DSH)
Indol 0,90 (S), 0,60 (G), 1,20 (GS) (umol/g TS Fazes)® in vivo 216 (pP) S (Toy-Pudel, Jack Russel, (Nery et al.
0,80 (S), 0,90 (G), 1,20 (GS) (umol/g TS Fazes)" 382 (pP) Zwergschnauzer), 2012)
1,30 (S), 0,70 (G), 1,30 (GS) (umol/g TS Féizes)b 214 (tP) G (Riesenschnauzer),
1,80 (S), 1,20 (G), 1,70 (GS) (umol/g TS Fazes)® 392 (tP) GS (DSH)
116,1 (ppm Fazes) in vivo 306° (DSH, Zwergschnauzer, (Simpson et
57,9 (ppm Fazes) 303° (FD) Englischer Setter) al. 2002)
Phenol’ 0,00 (S), 0,00 (G), 0,40 (GS) (umol/g TS Fazes) in vivo 216 (pP) S (Toy-Pudel, Jack Russel, (Nery et al.
0,00 (S), 0,00 (G), 0,00 (GS) (umol/g TS Fazes) 382 (pP) Zwergschnauzer), 2012)
0,00 (S), 0,00 (G), 0,50 (GS) (umol/g TS Fazes) 214 (tP) G (Riesenschnauzer),
0,00 (S), 0,00 (G), 0,20 (GS) (umol/g TS Fazes) 392 (tP) GS (DSH)

Proteinkonz. = Proteinkonzentration der Versuchsdiat; tP = Diat mit tierischer Proteinquelle; pP = Diat mit pflanzlicher Proteinquelle; nn = nicht genannt; FD =

Diat wurde mit Faserquellen angereichert; DSH = Deutscher Schaferhund;
Ergebnissen von drei verschiedenen Diaten;

® = Summe von Indol und Skatol;
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2.2.3 Einflussfaktoren auf die bakterielle Fermentation von Protein

Im Korper erreicht unverdautes Protein der Nahrung sowie endogenes Protein in Form von
Pankreassekret, desquamierten Enterozyten und Mukusprotein, mit der Passage des
Chymus den Dickdarm. Untersuchungen beim Hund haben gezeigt, dass die Menge an
unverdautem Protein, die den Dickdarm erreicht, zwischen 218 und 650 g/kg der
Trockensubstanz im lleumchymus liegen kann (Zentek 1995a). Dabei hangt die Menge des
Proteins im lleumchymus von der Aufnahme der Trockensubstanz, der Proteinkonzentration
im Futter (Yamka et al. 2003) und der Verdaulichkeit des Proteins ab. Bei einer vermehrten
Aufnahme von Protein, oder auch bei geringer prazakaler Verdaulichkeit, kann die
Verdauungs- und Absorptionskapazitat des Dinndarms Uberschritten werden, was zu einer
gesteigerten Anflutung von unverdautem Protein in den Dickdarm fuhren kann. Daruber
hinaus ist die Aufnahme einer groen Menge an Trockensubstanz mit einer schnelleren
Passagezeit der Digesta im Gastrointestinaltrakt assoziiert, was zu einer vermehrten
Anflutung von prazakal unverdautem Protein im Kolon fuhrt (Hussein und Sunvold 2000). In
diesem Zusammenhang steht auch der Einfluss der physischen Eigenschaften der Digesta
(Partikelgrofle, -form, Deformierbarkeit und Viskositat) auf die Passagezeit sowie die
Durchmischung und Effizienz der Nahrstoffabsorption (Lentle und Janssen 2008). Zudem
konnte in einer Untersuchung beim Schwein festgestellt werden, dass eine hohe
Pufferkapazitat des Futters die Verdaulichkeit von Aminosauren im lleum senkt (Blank et al.
1999). Somit kann angenommen werden, dass bei der Aufnahme von Futter mit einer hohen
Pufferkapazitat mehr Aminosauren mit dem Chymus in den Dickdarm gelangen.

Die Verdaulichkeit von Protein, und damit folglich dessen Influx in den Dickdarm, wird von
zahlreichen Faktoren beeinflusst. Von Bedeutung sind die Struktur und Quelle des Proteins,
die Interaktion mit weiteren Futterbestandteilen, wie fermentierbaren Kohlenhydraten, sowie
die technologische Verarbeitung des Futtermittels. Fur den Hund ist bekannt, dass sowohl
tierische, als auch pflanzliche Proteinquellen, eine grole Variation in der Verdaulichkeit
aufweisen. Die Komplexitat der Tertiarstruktur des Proteins bestimmt dabei mafRRgeblich die
Zuganglichkeit fur die Verdauungsenzyme und damit dessen Verdaulichkeit. So wurde
aufgrund der enthaltenen Keratine, die aus zahlreichen mehrfach quervernetzten
Peptidketten bestehen, die geringste Gesamtverdaulichkeit von tierischen Proteinquellen bei
Hornmehl (60,0 %) und aufgeschlossenem Federmehl (50,0- 65,0 %) festgestellt. Im
Vergleich dazu wurde die héchste scheinbare Gesamtverdaulichkeit bei frischem Fleisch
(98,0 %) und frischen Organen, wie Leber und Lunge (95,0 %), analysiert (Meyer und Zentek

2016). Proteine pflanzlichen Ursprungs besitzen in verarbeiteter Form als Proteinkonzentrate
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aus Futterleguminosen, wie Soja und Erbsen, oder als Nebenprodukte der Starkeproduktion,
wie Weizengluten und Maiskleber, eine sehr hohe Verdaulichkeit. In einer Verdauungsstudie
mit Hunden konnte eine hdhere Gesamtverdaulichkeit fir Maiskleber (93,8 %) im Vergleich
zu Griebenmehl (92,4 %) festgestellt werden (Zentek 1995a). Eine thermische Behandlung
von Protein, die zu einer leichten Denaturierung und damit einer besseren Zuganglichkeit fur
Verdauungsenzyme fihrt, kann die Verdaulichkeit steigern. So ist bei Sojaprotein eine
Hitzebehandlung zur Inaktivierung von Trypsininhibitoren und Denaturierung der Globuline
und Lektine obligat (Tran et al. 2008). Eine Studie mit Hunden konnte eine scheinbare
Gesamtverdaulichkeit von Protein aus rohen Sojabohnen von 78,9 % analysieren. Fur
Sojabohnen, die mit einer Temperatur von 120 bis 125 °C behandelt wurden, ergab sich eine
Zunahme auf 84,7 % (Félix et al. 2013). In Abhangigkeit von der Temperatur und Einwirkzeit
nimmt jedoch das Ausmall der Maillardreaktion, der Hauptmechanismus, der fir eine
Verringerung der Proteinqualitat verantwortlich ist, zu (Tran et al. 2008). In einer Studie, in
der eine Futtermischung, bestehend aus tierischen und pflanzlichen Futtermehlen, die nur
mit Wasser gelést und nicht warmebehandelt, bei 140 °C extrudiert oder bei 52,0 °C
pelletiert, an Hunde verflttert wurde, konnte eine scheinbare Stickstoffverdaulichkeit von
77,1+ 3,60 %, 72,4 + 4,10 % und 78,4 £ 4,00 % festgestellt werden (Stroucken et al. 1996).

Des Weiteren ist die Verdaulichkeit von Protein beim Hund beeinflusst durch endogene
Faktoren, wie das Alter (Maria et al. 2017), die Rasse und die KorpergroRe (Meyer et al.
1999, Zentek et al. 2002, Weber et al. 2003). In einer Untersuchung, bei der ein
Trockenfutter mit einem Rohproteingehalt von 392 g/kg TS an Hunde groRer und kleiner
Rassen gefuttert wurde, nahm die scheinbare Verdaulichkeit mit der Gréle der Hunde zu.
So zeigten Hunde der Rassen Zwergpudel und Mittelschnauzer eine scheinbare
Verdaulichkeit des Rohproteins von 81,5 + 1,90 bis 82,6 £ 0,90 % im Vergleich zu Deutschen
Doggen und Riesenschnauzern von 84,8 + 1,30 bis 85,9 £ 0,90 % (Weber et al. 2003). Diese
Beobachtungen kénnen beim Hund im Zusammenhang mit einem signifikanten Unterschied
in der Dickdarmpassagezeit der Digesta in Abhangigkeit zur KérpergréRe stehen. So konnte
fur Zwergpudel eine Dauer der Dickdarmpassage von 9,10 £ 1,10 Stunden ermittelt werden
und fur Riesenschnauzer eine Zeit von 39,4 + 1,60 Stunden festgestellt werden (Hernot et al.
2006). Eine weitere Untersuchung konnte bei groRen, verdauungssensiblen Hunden
(Deutscher Schaferhund), im Vergleich zu Hunden kleinerer und mittlerer Rassen, eine
hoéhere fakale Konzentration von Ammoniak feststellen. Die hheren Gehalte an Ammoniak
und anderen Proteinfermentationsprodukten (Valeriansaure, Phenol, Indol) lassen die
Schlussfolgerung zu, dass bei groRen Hunden die Proteinfermentation in einem gréferen

Ausmald ablauft (Nery et al. 2012), was moglicherweise auch ihre erhéhte Neigung zu
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Verdauungsstorungen erklart. Ein altersabhangiger Unterschied in der Verdaulichkeit von
pflanzlichen und tierischen Proteinquellen zeigte sich bei alteren Hunden, mit einem Alter
von 10,2 £ 1,00 Jahren, im Vergleich zu jungeren Hunden, im Alter von 2,60 + 0,90 Jahren,
durch hohere fakale Konzentrationen von Putrescin, Cadaverin und Spermin (Maria et al.
2017). In einer weiteren Studie konnte bei Welpen im Alter von 60 Wochen im Vergleich zu
elf Wochen ein Anstieg der Verdaulichkeit des Rohproteins mit zunehmendem Alter
festgestellt werden (Weber et al. 2003). Dartber hinaus scheint die psychische Verfassung

des Hundes die Verdaulichkeit zu beeinflussen.

2.3  Yucca schidigera

2.3.1 Gewinnung und Zusammensetzung von Yucca schidigera

Yucca schidigera ist eine Pflanze, die zu der Familie Agavaceae zahlt und im Sudwesten der
USA und Mexiko einheimisch ist. Die kommerzielle Produktion von Yucca schidigera
Erzeugnissen findet Uberwiegend in Mexiko statt. Dazu wird der sukkulente Stamm der
Pflanze gefallt und mechanisch aufgeweicht. Nachfolgend wird dieser entweder getrocknet
und gemahlen als Yucca Pulver oder ausgepresst und der erhaltene Saft eingedampft als
Yucca schidigera Extrakt vermarktet (Cheeke 2000). Der Begriff Yucca schidigera Extrakt ist
jedoch nicht einheitlich definiert und wird in der Literatur zum Teil auch fur Yucca schidigera
Produkte verwendet, die der genannten Bezeichnung des Yucca schidigera Pulvers
entsprechen. Das in dieser Arbeit eingesetzte handelsubliche Yucca schidigera Produkt
entspricht, gemafl den Herstellerangaben zum Gewinnungsprozess, der Beschreibung des
Yucca schidigera Pulvers.

Yucca schidigera ist bekannt fur einen hohen Gehalt an Saponinen und zahlt zu den
wichtigsten kommerziellen Quellen fur diese natirlichen Tenside (Cheeke 2000). Yucca
schidigera Pulver beinhaltet acht verschiedene Saponine und einen Saponingehalt von etwa
10,0 %. Die biologische Aktivitdt der steroidalen Yucca Saponine wird dominiert durch
Spirostanol Saponine, insbesondere Sarsapogenin 66,0 %, Gloriogenin 24,0 % und
Markogenin 3,50 %. In einem geringeren Anteil von etwa 6,80 % kommen Frurostanol
Saponine im Yucca Saponingemisch vor (Oleszek et al. 2001b). In der Rinde von Yucca
schidigera konnten zudem die Phenolverbindungen Resveratrol (frans-3,5,4'-
Trihydroxystilben), frans-3,3',5,5'-Tetrahydroxy-4'-Methoxystilben sowie Yuccaol A-E
(Oleszek et al. 2001a, Piacente et al. 2005) und Yuccaone A (Piacente et al. 2002)

nachgewiesen werden. Zwar wurden diese Phenolverbindungen in den bisher durgefihrten
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Untersuchungen nur in der Rinde nachgewiesen, jedoch kann aufgrund des
Herstellungsprozesses von Yucca Produkten angenommen werden, dass diese
Verbindungen in geringen Mengen auch in Yucca Pulver und Yucca schidigera Extrakt

enthalten sind.

2.3.2 Einsatz von Yucca schidigera in der Tierernahrung

Yucca schidigera Produkte werden als didtetischer Zusatz bei Nutz- und Haustieren,
insbesondere zur Reduktion des Geruchs und Gehalts an Ammoniak der Exkremente,
eingesetzt (Cheeke 2000). Zudem konnte in verschiedenen Studien durch den Zusatz von
Yucca schidigera ein positiver Effekt auf das Wachstum, die Leistung und die Gesundheit
der Tiere festgestellt werden (Johnston et al. 1981, Mirza et al. 2002, Cabuk et al. 2004,
Aslan et al. 2005, Alagawany et al. 2016).

Der Wirkmechanismus von Yucca schidigera Produkten ist jedoch bis heute unklar und die
fur die biologische Aktivitat verantwortlichen Verbindungen sind nicht eindeutig identifiziert
(Piacente et al. 2005).

Ein moglicher Erklarungsansatz des Wirkmechanismus ist die Inhibition der bakteriellen
Urease. In einer in vitro Untersuchung mit Yucca schidigera Extrakt (Alltech Inc.,
Nicholasville, USA) konnte jedoch nur eine schwache, unspezifische Hemmung der Urease
festgestellt werden, wobei eine signifikante Hemmung nur bei Konzentrationen, die nicht fir
Futtermittel typisch sind, vorlag. Die Autoren schlussfolgerten aus den Ergebnissen, dass die
inhibitorischen Eigenschaften zu gering sind, um die in vivo beobachteten Effekte zu
begrinden (Killeen et al. 1994). In vivo konnte bei der Verabreichung einer Diat mit
200 mg/kg Yucca schidigera Extrakt (Alltech Inc., Nicholasville, USA) an Ratten keine
Veranderung der Ureaseaktivitat im Dickdarm beobachtet werden (Killeen et al. 1998a). Das
Ergebnis einer invitro Studie, in der die Ureaseaktivitdt von drei Helicobacter pylori
Stadmmen durch den Zusatz von 400 ug/ml Resveratrol um 90,0 % reduziert wurde (Paulo et
al. 2011), lasst die Vermutung zu, dass die schwache Ureaseinhibition auf das in Yucca
schidigera enthaltene Resveratrol zurlickgefihrt werden kann.

Ein weiterer angenommener Mechanismus ist die Modulation der intestinalen Mikrobiota.
In vitro konnte fir die nachfolgenden Bakterien aus dem Gastrointestinaltrakt von Tieren eine
Hemmung durch den Zusatz von Yucca schidigera Saponinextrakt identifiziert werden:
Bacillus pasteurii (MHK 0,40- 0,60 mg/ml) (Killeen et al. 1998b), Megasphaera elsdenii

(MHK 0,70 mg/ml), Ruminococcus productus, Peptococcus asaccharolyticus, Selenomonas
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ruminantium (MHK 1,40 mg/ml), Fusobacterium necrophorum (MHK 1,80 mg/ml),
Eubacterium aerofaciens, Propionibacterium acnes, Clostridium sporogens
(MHK 3,50 mg/ml), Clostridium innocuum, Veillonella parvula (MHK 7,00 mg/ml), Bacteroides
fragilis, Fusobacterium varium, Clostridium perfringens (MHK 14,0 mg/ml) (Katsunuma et al.
2000) und Staphylococcus aureus (MHK 12,5 mg/ml) (Hassan et al. 2010). Keine hemmende
Wirkung konnte festgestellt werden gegenliber Escherichia coli (Sen et al. 1998, Katsunuma
et al. 2000, Hassan et al. 2010), Salmonella typhimurium (Hassan et al. 2010), Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium thermophilum sowie Bifiodobacterium
longum (Katsunuma et al. 2000). Es scheint, dass die antibakteriellen Effekte der Saponine
eher auf membranolytischen Eigenschaften beruhen als auf einer Veranderung der
Oberflachenspannung des extrazelluldaren Mediums. In diesem Zusammenhang konnte
festgestellt werden, dass die inhibitorische Aktivitat mit einer Adsorption der Saponine an die
Bakterien assoziiert ist und durch die Dichte der mikrobiellen Population beeinflusst wird
(Killeen et al. 1998b). Zu Saponinen ist darliber hinaus bekannt, dass sie nur schlecht
resorbiert werden und ihre Dbiologischen Effekte deshalb hauptsachlich im
Gastrointestinaltrakt lokalisiert sind. Sie bilden unlésliche Komplexe mit Cholesterol, anderen
Sterolen und Gallensauren und haben damit folglich Einfluss auf den Gehalt an Cholesterol
im Blut (Piacente et al. 2005).

Zudem wird eine direkte Bindung von Ammoniak als Lésungsansatz beschrieben. In vitro
konnte fur die wasserlosliche, saponinfreie Fraktion eine Bindungsaktivitdt zu NH; von
85,0 % nachgewiesen werden und keine Aktivitat fur die in Butanol geldste Saponinfraktion
von Yucca schidigera. Die Ergebnisse zeigen, dass steroidale Saponine an diesem
Wirkmechanismus nicht beteiligt sind. Der Autor nimmt fir die Erklarung dieser Wirkung an,
dass Yucca schidigera als Wiuistenpflanze ein System entwickelt hat um den essentiellen
flichtigen Nahrstoff Ammoniak bzw. den darin enthaltenen Stickstoff reversibel mit einer

hohen Affinitat und groen Kapazitat zu binden (Headon 1991).

2.3.3 Wirkungen von Yucca schidigera beim Hund

Der Einfluss von Yucca schidigera auf den Kotgeruch beim Hund wurde in mehreren
Untersuchungen betrachtet (Lowe und Kershaw 1997, Lowe et al. 1997, Dos Reis et al.
2016, Weber et al. 2016). In einer Studie mit einer Gruppe von vier Beaglen, die ein
extrudiertes Standardtrockenfutter mit einem Proteingehalt von 270 g/kg und 0,25 g/kg

Yucca schidigera Extrakt (Odor-Bloc™, Inroads International Limited, Whitchurch,
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Grol¥britannien) fir 23 Tage erhalten haben, erfolgte die Beurteilung des Fakalgeruchs durch
ein sensorisches Panel sowie Uber ein Odorgramm, erstellt mittels Gaschromatographie mit
Massenspektrometrie. Die Ergebnisse des humanen Panels zeigten eine leichte Tendenz
zur Verbesserung des Geruchs wahrend der Gabe von Yucca schidigera, jedoch konnte
keine eindeutige signifikante Veranderung festgestellt werden. Die Autoren verweisen auf die
begrenzte Anzahl an Wiederholungen (Lowe und Kershaw 1997). Die Auswertung mittels
Gaschromatographie mit Massenspektrometrie zeigte keine offensichtlichen Unterschiede
vor und wahrend der Gabe von Yucca schidigera Extrakt (Lowe et al. 1997). Eine weitere
Untersuchung mit 20 Beaglen hat den Einfluss von drei Yucca schidigera Konzentrationen
(0,25, 0,50, 0,75 g/kg TS) auf den Fakalgeruch in Zusammenhang mit zwei verschiedenen
Proteinkonzentrationen (250 und 340 g/kg TS) eines extrudierten Trockenfutters Uber
20 Tage mittels humansensorischem Panel betrachtet. Die Gabe von 0,50 g/kg TS Yucca
schidigera bei gleichzeitiger Futterung der hohen Proteinkonzentration fuhrte zu einer
Reduktion des Kotgeruchs (Dos Reis et al. 2016).

Eine Reduktion der fékalen Ammoniakkonzentration konnte bereits bei der Gabe von
0,25 g/kg TS Yucca schidigera, im Vergleich zur Kontrolle (0,28 g/100 g vs. 0,25g/100g TS
Fazes), nachgewiesen werden. Die starkste Reduktion von Ammoniak (0,22 g/100g TS
Fazes) wurde bei der Fitterung von 0,75 g/kg TS Yucca schidigera festgestellt (Dos Reis et
al. 2016). In einer weiteren Untersuchung konnte nach einer zehntagigen Fltterung von
0,125 g/kg Saponinextrakt von Yucca schidigera, im Vergleich zur Kontrolle, eine deutliche
Reduktion der fakalen Konzentration von Ammoniak (56,4 + 7,20 vs. 30,3 + 2,50 ppm) sowie
Schwefelwasserstoff (15,0 £ 2,40 vs. 6,00 £ 0,70 ppm) und Methylmercaptan (3,80 £+ 0,90 vs.
2,30 £ 0,40 ppm), die als Parameter zur Beurteilung des Kotgeruchs verwendet wurden,
festgestellt werden. Zudem konnte in dieser Studie eine Verbesserung der Kotkonsistenz
sowie ein Ruckgang der Koprophagie, die Uber die fékale Ausscheidung eines
rontgendichten Markers (BIPS®) gemessen wurde (70,6 +5,00% vs. 93,1520 %),
beobachtet werden (Weber et al. 2016). Der Effekt der Reduktion auf die
Ammoniakkonzentration konnte in einer in vitro Untersuchung mit einem Inokulum aus
Hundefazes, das mit 0,10 g/l Yucca schidigera Extrakt (Syntonise S.P.A., Sintofarm,
Guastalla, ltalien) inkubiert wurde, nicht bestatigt werden. Nach einer Inkubation von
24 Stunden wurde in dem Fermentationsansatz mit Yucca schidigera ein numerischer
Anstieg der Ammoniakkonzentration von 41,3 mmol/l im Vergleich zum Kontrollansatz
38,2 mmol/l gemessen (Pinna et al. 2017).

Bei der Betrachtung der Wirkung von Yucca schidigera Extrakt auf die canine Mikrobiota

konnte in vitro ein Anstieg von Enterococcus spp. nach sechs Stunden identifiziert werden.
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Die Autoren machen jedoch darauf aufmerksam, dass derzeit in der Literatur keine Evidenz
existiert, die suggeriert, dass Yucca schidgera als Prabiotikum wirkt und, dass der
Mechanismus dieser Wirkung unbekannt ist (Pinna et al. 2017).

Eine Zusammenfassung weiterer Effekte, die beim Hund durch die Gabe von Yucca

schidigera festgestellt werden konnten, ist in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Untersuchungen zur Wirkung von Yucca schidigera beim Hund (in vivo und in vitro Fermentation)

Versuchs-  Tieran-
Dosierung design zahl Effekt Referenz
0,10 g/l in vitro 4 Enterococcus spp. nach 6 h 1, Lactobacillus spp. nach 24 h |, E. colinach 6 und 24 h —, (Pinna et al. 2017)
biogene Amine —, nur Spermin nach 24 h |,
flichtige Fettsduren —, nur i-Buttersdure nach 6 h |,
Ammoniak nach 6 und 24 h —
0,17 g/l in vitro 2 Totale Gasproduktion —, (Giffard et al. 2001)
6 Gehalt an Schwefelwasserstoff |,
2,50 mg/ in vivo 8 Anzahl und Haufigkeit an Flatulenz Episoden —,
5,00 kg KGW Durchschnittliches Intervall der Flatulenz freien Zeit —,
Humane Geruchswahrnehmung ermittelt Gber H,S Konzentration der Flatulenz Episoden 1
(Yucca schidigera wurde in Kombination mit 320 mg Aktivkohle und 17 mg Zink gegeben)
0,25 g/kg in vivo 4 Kotgeruch (Odorgramm, Gaschromatografie mit Massenspektrometrie) — (Lowe et al. 1997)
0,25 g/kg in vivo 4 Kotgeruch (humansensorisches Panel) — (Lowe und Kershaw
1997)
0,125 g/kg, in vivo 21 Fakaler Wassergehalt (%) —, (Santos et al. 2013)
0,250 g/kg, Fakale Mineralexkretion Ca, P, Mg |, Na, K, Fe, Mn, Cu, Zn —
0,375 g/kg
0,375g/kg TS in vivo 21 Harn pH —, sV TS, oS, Rp —, sV Rfe | (Santos et al. 2016)
0,125 g/kg in vivo 14 Koprophagie berurteilt tiber wiederfinden des BIPS® Markers 1, (Weber et al. 2016)
Kotkonsistenz 1,
Fakale Konzentration Schwefelwasserstoff, Methylmercaptan, Ammoniak |
0,25 g/kg TS, in vivo 20 Bei 0,50 g/kg Kotgeruch (humansensorisches Panel) 1, (Dos Reis et al. 2016)
0,50 g/kg TS, Kotkonsistenz —,
0,75 g/kg TS Fakaler Ammonium-Stickstoff |, sV TS, oS, Rp, Rfe, Ra —,

Intestinale Gasareale (rontgenologisch) bei 0,25 g/kg und 0,50 g/kg |,
Intestinale Wandstarke (ultrasonografisch) —,
bei 0,75 g/kg Hamatologie (MHC) und Serum-Biochemie (ALT, Cholesterol) 1

sV = scheinbare Verdaulichkeit; — = Unverandert; | = Abfall bzw. Verschlechterung; 1 = Anstieg bzw. Verbesserung; KGW = Kérpergewicht
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2.4 Inulin

241 Gewinnung und chemische Struktur von Inulin

Inulin und Oligofruktose sind weit verbreitete Speicherkohlenhydrate in Gemuse (Chicorée,
Artischocken, Zwiebeln, Knoblauch, Porree, Spargel), Getreide (Weizen, Roggen, Gerste)
und Fruchten (Banane) (Watzl et al. 2005, Singh und Singh 2010). Inulin kann aus
Topinambur (Helianthus tuberosus) und Chicorée (Cichorium intybus) gewonnen werden,
wobei die industrielle Produktion fast ausschlief3lich aus Chicorée erfolgt (Franck 2002, Kaur
und Gupta 2002). Kommerziell verfiigbares Inulin aus Chicorée enthalt zwischen 150 und
200 mg/g Inulin und 80,0- 120 mg/g Oligofruktose (Flickinger et al. 2003b).

Inulin ist ein Oberbegriff unter dem alle 8 (2—1) linearen Fruktane zusammengefasst werden
(Roberfroid 2005). Es stellt ein Gemisch von linearen Fruktosepoly- und -oligomeren dar, in
dem die Fruktoseeinheiten B8 (2—1) gebunden sind. Am Ende jeder Fruktosekette ist
zusatzlich ein a (1—2) gebundenes Glukose-Molekil lokalisiert (Niness 1999). Die
Kettenlange von Inulin kann in Abhangigkeit des Polymerisationsgrades (DP) bis zu
60 Monosaccharideinheiten betragen und liegt im Durchschnitt bei 12. Davon zu
unterscheiden sind Fruktooligosaccharide (FOS) mit einem Polymerisationsgrad von unter 9,
die als Oligofruktose bezeichnet werden (Gibson und Roberfroid 1995). Oligofruktose ist
immer in Inulin prasent. In der vorliegenden Studie wurde ein handelsibliches kurzkettiges
Inulinprodukt aus Chicorée verwendet, dass nach Angaben des Herstellers zu 25,0 % eine
DP > 10 und 75,0 % < 10 aufweist.

2.4.2 Einsatz von Inulin in der Tierernahrung

Inulin wird in Lebensmitteln aufgrund seiner technologischen Eigenschaften (Fett- und
Zuckerersatz, Verbesserung des Geschmacks und der Textur (Franck 2002)) und seiner
funktionellen Eigenschaften (Verbesserung der Mineralstoffabsorption, Interaktion mit der
Fettverdauung, Einfluss auf die Darmgesundheit (Loo et al. 1999)) eingesetzt. In
Futtermitteln fir Hunde und Katzen wird es zur Manipulation der Zusammensetzung der
intestinalen ~ Mikrobiota,  Stimulation  der  Darmintegritat, Beeinflussung  des
Stickstoffmetabolismus und Reduktion von abstoRendem Fakalgeruch zugesetzt (Hussein et
al. 1999, Flickinger et al. 2003a).
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Die besonderen funktionellen Eigenschaften von Inulin beruhen auf den B (2—1)
glykosidischen Bindungen. Diese Bindungen bewahren Inulin vor der normalen
Kohlenhydratverdauung und sind verantwortlich fir den niedrigen Energiegehalt sowie den
Effekt als diatetischer Faserstoff (Niness 1999). Bei Monogastriern kdnnen die
korpereigenen Enzyme des Intestinaltrakts die B (2—1) glykosidischen Bindungen nicht
hydrolytisch spalten (Okey 1919, Bach Knudsen und Hessov 1995, Ellegard et al. 1997),
sodass mit der Nahrung aufgenommenes Inulin nahezu vollstandig unverdaut den Dickdarm
erreicht und erst dort durch die Mikrobiota fermentativ abgebaut wird (Nilsson und Bjorck
1988, Beynen et al. 2002). Aufgrund dieser Eigenschaft kann Inulin als diatetische Faser
klassifiziert werden. Zwar existiert derzeit keine international einheitliche Definition fir den
Begriff, jedoch entspricht es der physiologisch basierten Beschreibung, dass es sich um
diatetische Bestandteile handelt, die im Magen und Duinndarm nicht enzymatisch zu
absorbierbaren Untereinheiten abgebaut werden koénnen (Howarth et al. 2001). In
zahlreichen Untersuchungen bei Monogastriern konnte ein bifidogener Effekt von Inulin im
Dickdarm festgestellt werden (Gibson und Roberfroid 1995, Kleessen et al. 1997, Roberfroid
et al. 1998, Kruse et al. 1999, Harmsen et al. 2002, Kleessen et al. 2007), in Verbindung mit
einer vermehrten Bildung von Kkurzkettigen Fettsduren und Senkung des intestinalen
pH-Werts (Gibson und Roberfroid 1995, Delzenne 2003, Rossi et al. 2005, Barszcz et al.
2016). In diesem Zusammenhang konnte auch festgestellt werden, dass Bifidobakterien die
Anzahl an pathogenen Bakterien, wie E. coli und Clostridien, durch eine kompetitive
Hemmung senken (Wang und Gibson 1993, Gibson und Roberfroid 1995). Daruber hinaus
konnte eine Modulation des Immunsystems beobachtet werden (Kelly-Quagliana et al.
2003). Durch die angefuhrten Wirkungen entspricht Inulin der Definition fur diatetische
Prabiotika der International Scientific Association of Probiotics and Prebiotics (ISAPP):
,Diatetische Prabiotika sind selektive fermentierbare Bestandteile, die zu einer spezifischen
Anderung in der Zusammensetzung und / oder Aktivitat der gastrointestinalen Mikrobiota
fihren, und dadurch einen (oder mehrere) Vorteil(e) fur die Gesundheit des Wirtsorganismus
ubertragen“ (Gibson et al. 2010). Entsprechend dieser Definition ist die Klassifizierung von
Inulin als diatetisches Prabiotikum beim Hund als kritisch anzusehen, da die Ergebnisse
verschiedener  Studien nicht deckungsgleich eine positive Veranderung der

Zusammensetzung sowie Stoffwechselaktivitat der Mikrobiota bestatigen.
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2.4.3 Wirkungen von Inulin beim Hund

Die Wirkungen von Inulin als Prabiotikum beim Hund wurden in zahlreichen in vitro und
in vivo Studien betrachtet, Tabelle 4 gibt dazu eine Ubersicht.

Die Untersuchungen zum Einfluss auf die Zusammensetzung der caninen Mikrobiota haben
gezeigt, dass der zu erwartende Anstieg an Bifidobakterien nur bei einem moderaten
Rohproteingehalt (bis 312 g/kg TS) der aufgenommenen Grundration festgestellt werden
konnte (Zentek et al. 2003, Barry et al. 2009, Inness et al. 2011). In einer Untersuchung mit
einem Rohproteingehalt der Grundration von 352 g/kg TS und einem Zusatz von 9,00 g/kg
Inulin konnten keine Bifidobakterien identifiziert werden (Vanhoutte et al. 2005). In diesem
Zusammenhang konnte in mehreren Untersuchungen gezeigt werden, dass mit steigender
Menge an aufgenommenem Protein das Wachstum von unerwinschten Bakterien, wie
Clostridium perfringens, geférdert wird und sich eine Tendenz zu einem geringeren fakalen
Gehalt an Bifidobakterien darstellt (Zentek 1995b, Zentek et al. 1998b, Zentek et al. 2003,
Zentek et al. 2004).

In vitro Untersuchungen mit verschiedenen Inulinprodukten als Substrat und fakalem
Inokulum vom Hund zeigten einheitlich eine gesteigerte Produktion von kurzkettigen
Fettsduren (Vickers et al. 2001, Biagi et al. 2010, Inness et al. 2011). Die Ergebnisse bei
in vivo Untersuchungen zur Bildung von kurzkettigen Fettsduren differieren. In einer
Untersuchung konnte bereits bei der Gabe von 3,00 g/kg eines Inulinprodukts (Rafliline HPF,
Beneo-Orafti S.A., Tienen, Belgien) ein Anstieg beobachtet werden (Propst et al. 2003),
wohingegen in einer zweiten Untersuchung mit der Gabe von 4,00 g/kg (Raftilene ST,
Beneo-Orafti S.A., Tienen, Belgien) kein héherer Gehalt an kurzkettigen Fettsduren und ein
leichter Anstieg des fakalen pH-Werts festgestellt wurde (Barry et al. 2009). In zwei weiteren
in vivo Untersuchungen zeigte sich nach der Futterung von 15,0 g/kg eines Inulinprodukts
(Raftifeed® IPS, DP 2- 60, Beneo-Orafti S.A., Tienen, Belgien) bzw. 30,0 g/kg getrocknetem
Chicorée mit einem Inulingehalt von 55,0 % ein Abfall des fakalen pH-Werts. Im Rahmen
dieser Studien wurde jedoch keine Analyse der kurzkettigen Fettsduren durchgefihrt, sodass
ein Ruckschluss auf den pH-Wert Abfall nicht mdglich ist (Zentek et al. 2003, Verlinden et al.
2006).

Bei der Betrachtung des Einflusses von Inulinprodukten auf die bakterielle
Proteinfermentation konnte festgestellt werden, dass der fakale Gehalt an verzweigtkettigen
Fettsduren erhdht und von Phenol sowie Indol gesenkt wurde (Propst et al. 2003, Barry et al.

2009). Die Ergebnisse zum fakalen Ammoniakgehalt sind hingegen kontrar.
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Die scheinbare Verdaulichkeit des Rohproteins hat bei in vivo Untersuchungen von Diaten
mit dem Zusatz von Inulinprodukten und einem moderaten Rohproteingehalt der Grundration
von maximal 245 g/kg TS abgenommen (Diez et al. 1998, Verlinden et al. 2006). In einer
weiteren Untersuchung mit einem Rohproteingehalt der Grundration von 311 bzw.
312 g/kg TS konnte eine Steigerung der scheinbaren Verdaulichkeit des Rohproteins
ermittelt werden (Barry et al. 2009).

Die fakale Trockensubstanz hat bei allen Untersuchungen durch die Gabe von Inulin
abgenommen. Die einzelnen Ergebnisse der Kotkonsistenz, erfasst durch ein
Punktbewertungsverfahren, liegen im Durchschnitt bei 2,9 von 5,0 Punkten, wobei sich die
Tendenzen zum Einfluss von Inulin in den Untersuchungen gegensatzlich darstellen (Diez et
al. 1998, Propst et al. 2003, Zentek et al. 2003, Verlinden et al. 2006). Somit wurde in den
Untersuchungen bei der Gabe von Inulin ein eher feuchter und schlecht geformter Kot

beobachtet.
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Tabelle 4: Untersuchungen zur Wirkung von Inulin beim Hund (in vivo und in vitro Fermentation)

Protein-

Inulin- konz. Versuchs- Tier-
konzentration (g’/kg TS) design anzahl Effekt Referenz
0,00 g/kg 245 in vivo 8 TS fakal: 34,4 (0), 27,0 (70,0) (%), (Diez et
70,0 g/kg (TS) 236 sV oS total: 91,1 (0), 89,6 (70,0) (%), al. 1998)

sV Rp total: 90,9 (0), 88,3 (70,0) (%),

sV Rfe total: 95,9 (0), 94,3 (70,0) (%)
0,00 g/kg 726 in vivo 9 Kotkonsistenz: 2,7 (0| 726), 3,8 (0| 259) 3,8 (15,0 265), (Zentek
0,00 g/kg 259 TS fékal: 30,9 (0| 726), 36,8 (0] 259), 36,1 (15,0| 265) (%), etal.
15,0 g/kg 265 pH fakal: 7,11 (0] 726), 6,15 (0| 259), 6,39 (15,0| 265), 2003)

C. perfringens fakal: 8,2- 8,8 (0| 726), 3,3- 4,0 (0] 259), 3,5- 3,9 (15,0| 265) (log KBE/g),

Bifidobakterien fakal: < 6,0- 8,6 (0| 726), - < 6,0- 9,6 (0| 259), 9,0- 10,1 (15,0| 265) (log KBE/g)
0,00 g/kg 352° in vivo 7 Kotkonsistenz: 2,6 (0), 2,8 (3,00), 2,8 (6,00), 2,7 (9,00), (Propst
3,00 g/kg sV Rp ileal: 51,3 (0), 63,5 (3,00), 62,7 (6,00), 59,3 (9,00) (%), etal.
6,00 g/kg sV Rp total: 81,7 (0), 76,2 (3,00), 79,7 (6,00), 79,0 (9,00) (%), 2003)
9,00 g/kg SCFA total: 406 (0), 472 (3,00), 469 (6,00), 472 (9,00) (umol/g TS Fazes),

BCFA total: 43,4 (0), 43,9 (3,00), 45,0 (6,00), 46,0 (9,00) (umol/g TS Fézes),

Ammoniak: 222,5 (0), 248,4 (3,00), 259,2 (6,00), 258,6 (9,00) (umol/g TS Fazes),

Amine total®; 8,42 (0), 9,01 (3,00), 9,5 (6,00), 10,68 (9,00) (umol/g TS Fazes),

Phenol total®; 3,03 (0), 1,86 (3,00), 1,97 (6,00), 2,23 (9,00) (umol/g TS Fazes),

Indol: 20,0 (0), 21,5 (3,00), 17,1 (6,00), 19,6 (9,00) (umol/g TS Fazes)
0,00 g/kg 180 in vivo 16 Kotkonsistenz: 2,9 (0] 180), 2,9 (0| 144), 2,6 (30,0| 185), 2,8 (30,0| 140), (Verlin-
0,00 g/kg 144 TS fakal: 40,8 (0] 180), 40,3 (0| 144), 36,7 (30,0| 185), 34,7 (30,0 140) (%), den et al.
30,0 g/kg 185 pH fakal: 7,1 (0| 180), 6,9 (0| 144), 6,9 (30,0| 185), 6,7 (30,0| 140), 2006)
30,0 g/kg 140 sV Rp total: 85,4 (0| 180), 83,4 (0| 144), 84,5 (30,0| 185), 79,7 (30,0| 140) (%)
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Protein-

Inulin- konz.
konzentration

Versuchs-
(g’/kg TS) design

Tier-
anzahl

Effekt Referenz

0,00 g/kg 320
2,00 g/kg 312
4,00 g/kg 311

in vivo

5

sV Rp ileal: 78,4 (0), 80,3 (2,00), 81,5 (4,00) (%), (Barry et
sV Rp total: 88,7 (0), 88,9 (2,00), 89,6 (4,00) (%), al. 2009)
SCFA total: 411 (0), 290 (2,00), 318 (4,00) (umol/g TS Féazes),

BCFA total: 43,6 (0), 38,7 (2,00), 46,2 (4,00) (umol/g TS Fazes),

pH ileal: 7,20 (0), 7,29 (2,00), 7,34 (4,00),

pH fakal: 6,55 (0), 6,67 (2,00), 6,95 (4,00),

Ammoniak ileal: 2,41 (0), 2,88 (2,00), 2,70 (4,00) (mg/g TS Digesta),

Ammoniak fakal: 3,38 (0), 3,29 (2,00), 3,27 (4,00) (mg/g TS Fazes),

Phenol fakal: 39,5 (0), 38,2 (2,00), 17,6 (4,00) (umol/g TS Fazes),

Indol fakal: 479 (0), 407 (2,00), 453 (4,00) (umol/g TS Fazes),

C. perfringens fakal: 10,1 (0), 9,60 (2,00), 9,80 (4,00) (log KBE/qg),

Bifidobacterium spp. fakal: 8,80 (0), 9,20 (2,00), 9,10 (4,00) (log KBE/qg),

Lactobacillus spp. fakal: 11,2 (0), 11,2 (2,00), 11,3 (4,00) (log KBE/g),

Escherichia coli fakal: 11,1 (0), 11,2 (2,00), 11,4 (4,00) (log KBE/g)

14,0 glkg (TS) 250-
300

in vivo

(Belosh-
apka et
al. 2013)

Fusobacteria: 39,0 (R] 0), 50,0 (R| 14,0), 51,5 (H| 0), 29,2 (H]| 14,0) (%),
Firmicutes: 37,9 (R| 0), 37,2 (R| 14,0), 27,4 (H| 0), 52,5 (H| 14,0) (%),
Bacteroidetes: 15,0 (R| 0), 6,5 (R| 14,0), 14,6 (H| 0), 11,9 (H| 14,0) (%),
Proteobacteria: 5,59 (R| 0), 4,05 (R| 14,0), 5,56 (H| 0), 5,07 (H| 14,0) (%),
C. perfringens: 0,27 (R| 0), 0,04 (R| 14,0), 0,08 (H| 0), 0,20 (H| 14,0) (%);
Nachweis mittels qPCR, Angabe in % von den Gesamtsequenzen.

0,00 gl 263°
10,0 g/l (DP @ 9),

10,0 g/l (DP @ 9),

10,0 g/l (DP > 12),

10,0 g/l (DP 2- 8)

Py

in vitro
(24 h)

Essigsaure: 0,04 (0), 3,22 (DP @ 9), 3,24 (DP @ 9), 3,18 (DP > 12), 3,18 (DP 2- 8) (mmol/g 0S), (Vickers
Propionséaure: 0,30 (0), 1,38 (DP & 9), 1,35 (DP @ 9), 1,39 (DP > 12), et al.
1,72 (DP 2- 8) (mmol/g 0S), 2001)
Buttersaure: 0,00 (0), 0,46 (DP & 9), 0,51 (DP @ 9), 0,47 (DP > 12), 0,40 (DP 2- 8) (mmol/g 0S),

SCFA total: 0,07 (0), 5,06 (DP @ 9), 5,10 (DP & 9), 5,04 (DP > 12), 5,29 (DP 2- 8) (mmol/g 0S);

Es wurden 2 Inulinprodukte mit DP @ 9 eingesetzt, die sich in ihrer Loslichkeit unterschieden.
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Protein-

Inulin- konz. Versuchs- Tier-
konzentration (g/kg TS) design anzahl Effekt Referenz
0,00 g/l 252° in vitro 8 Totale Gasproduktion: 3,06 (0), 4,56 (DP > 20), 3,27 (DP @ 10- 12) (ml), (Biagi et
1,00 g/l (DP > 20), (24 h) pH: 6,18 (0), 6,11 (DP > 20), 6,07 (DP & 10- 12), al. 2010)
1,00 g/l (DP @ 10- Ammoniak: 34,8 (0), 37,2 (DP > 20), 41,7 (DP @ 10- 12) (mmol/l),
12) SCFA total: 19,8 (0), 23,2 (DP > 20), 15,4 (DP & 10- 12) (mmol/l),

Colibakterien: 7,77 (0), 7,61 (DP > 20), 7,84 (DP & 10- 12) (log KBE/ml),

Enterokokken: 8,12 (0), 8,15 (DP > 20), 8,31 (DP & 10- 12) (log KBE/ml),

Laktobazillen: 7,20 (0), 6,91 (DP > 20), 7,64 (DP & 10- 12) (log KBE/ml)
0,00 % (w/v), 200 g/kg in vitro 1 Essigsaure: 1,60 (0), 0,81 (IPS), 1,70 (IPX) (mmol/ml), (Inness
1,00 % (w/v) uS (24 h) Propionsaure: 0,59 (0), 0,44 (IPS), 1,19 (IPX) (mmol/ml), etal.
IPS (89-94 % 1), Buttersaure: 0,40 (0), 0,25 (IPS), 0,34 (IPX) (mmol/ml), 2011)

1,00 % (wiv)
IPX(2 75 % 1))

Bifidobacterium spp., Parascardovia denticolens: 9,49 (0), 8,27 (IPS),

10,1 (IPX) (log 16S rRNA/mI),

Gesamtzahl aller Bakterien: 11,1 (0), 11,1 (IPS), 11,1 (IPX) (log 16S rRNA/ml);
Nachweis mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung.

Proteinkonz. = Proteinkonzentration der Versuchsdiat; Kotkonsistenz Punktbewertungsskala: 1 = Diarrhoe, 2 = schlechte Qualitat, feucht und schlecht
geformt, 3 = gute Qualitat, leicht feucht, 4 = gut geformt, leicht aufnehmbar, hinterlasst keine Spuren, 5 = hart, krimlig; | = Inulin; H = Huhn basierte rohe Diat;
R = Rind basierte rohe Diat; sV = scheinbare Verdaulichkeit; > = Summe aus Phenylethylamin, Putrescin, Cadaverin, Spermidin; ® = Summe aus Phenol,
p-Cresol; © = Wert von Originalsubstanz auf TS umgerechnet
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2.5 Invitro Dickdarm Digestions- und Fermentationsmodelle

Aufgrund zunehmender Erkenntnisse der vielfaltigen Bedeutung der intestinalen Mikrobiota
auf die Gesundheit des Wirts und der nicht vorhandenen Zuganglichkeit des Dickdarms fur
Standarduntersuchungen, haben sich viele in vitro Methoden zur Simulation der in vivo
ablaufenden Verdauungs- und Fermentationsprozesse entwickelt. Die zur Verfigung
stehenden in vitro Modelle reichen von einfachen, geschlossenen statischen Systemen,
ohne Entfernung von Fermentationsprodukten, bis hin zu komplexen, kontinuierlichen
Modellen, die darauf ausgelegt sind spezifische Umweltbedingungen des Dickdarms zu
simulieren (Macfarlane und Macfarlane 2007). Der Unterschied besteht im Wesentlichen in
dem ausbleibenden, periodischen oder fortlaufenden Abgang der Fermentationsprodukte.
Statische Kurzzeitinkubationssysteme, mit einer typischen Inkubationszeit von 24 Stunden,
wurden bei mehreren Tierarten eingesetzt und gelten als geeignet um unverdauliche
Substrate hinsichtlich ihrer Fermentationskinetik und Endproduktkonzentrationen zu
bewerten (Rochus et al 2014). Die Mehrheit der verdffentlichten in vitro
Fermentationsstudien mit Hunden als Spendertiere, zur Charakterisierung bakterieller
Metaboliten, wurde mit statischen Kurzzeitinkubationssystemen durchgeflhrt (Bosch et al.
2013, Calabro et al. 2013, Pinna et al. 2016). Aufgrund des geringeren apparativen
Aufwands und der geringeren Fehlerquote sowie dem schnelleren Erhalt von Ergebnissen
haben sich die statischen Kurzzeitinkubationsmodelle als Methode der Wahl flr
Routineuntersuchungen von Fermentationsprodukten im Dickdarm herausgestellt (Coles et
al. 2005). Zudem haben in vitro Methoden eine héhere ethische Akzeptanz, da Tierversuche
vermieden werden kdnnen.

Einschrankungen der in vitro Systeme sind das Fehlen des Influx von endogenen
Verbindungen, wie Pankreassekret, desquamierte Enterozyten und Mukusprotein, und deren
Verdauung sowie Absorption, der Effekt von antinutritiven Faktoren, die fehlende Interaktion
zwischen Wirt, aufgenommener Nahrung und Mikrobiota sowie die fehlende Simulation der
mukosalen und luminalen bakteriellen Biofilmbildung (Macfarlane und Macfarlane 2007).
Dies schlief3t sie jedoch nicht aus ein wertvolles Forschungsinstrument zu sein (Coles et al.
2005). Es existieren zahlreiche Studien zu in vitro Untersuchungen der Verdauungs- und
Fermentationsvorgange im Dickdarm mit verschiedenen Monogastriern als Spendern fir das
Inokulum, jedoch hat sich bis jetzt kein international einheitliches Modell etabliert. Dabei
gelten die Konzentration des Inokulums, die Quelle des Inokulums, die Inkubationszeit, das
Vorhandensein eines effektiven Puffers, das Verhaltnis von Oberflache zu Volumen der

Flussigkeit und das Substrat als wichtige Einflussfaktoren auf den Ablauf der Fermentation
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(Coles et al. 2005). Das Inokulum sollte aus Kotproben von gesunden Spendern hergestellt
werden, die in den letzten drei Monaten kein Antibiotikum verabreicht bekommen haben.
Zudem sollten mindestens von finf Spendern Kotproben verwendet werden um die
interindividuellen Schwankungen gro3tmoglich zu reduzieren (Edwards et al. 1996). Der
Einsatz von zusammengefassten Kotproben mehrerer Spender ermdglicht eine weitere
Reduktion der interindividuellen Variationen der fakalen Mikrobiota. Neben der Quelle
(Darmdigesta vs. Kot) des Inokulums, hat auch die Futterung der Spendertiere einen
signifikanten Einfluss auf das Ergebnis von in vitro Fermentationsstudien (Rochus et al.
2014). In einer Untersuchung konnte gezeigt werden, dass fir die Herstellung des Inokulums
fur in vitro Fermentationsstudien mit Hunden als Spendertiere fakale Mikrobiota verwendet
werden kann. Die maximale Fermentationsrate, bei Ansatzen hergestellt mit einem Inokulum
aus Proben vom Rektum und proximalem Kolon, zeigte vergleichbare Ergebnisse. Die
grofite Produktion von SCFA lag bei den Fermentationsansatzen mit Proben aus dem
Rektum, im Vergleich zu Proben aus dem distalen Illeum, proximalen Kolon und
transversalen Kolon, vor (Bosch et al. 2008). Ein Verdinnungsverhaltnis von 1:10 wurde in
den meisten Studien mit Kotproben von Hunden zur Herstellung der Kotsuspension
verwendet (Tabelle 5). Als Inkubationszeit wurde in der Uberwiegenden Anzahl der Studie
eine Dauer von 24 Stunden gewahlt (Coles et al. 2005). Die Zugabe eines effektiven Puffers
ist in geschlossenen Fermentationssystemen erforderlich, um einen Abfall des pH-Werts
durch die entstehenden SCFA abzufangen. Im Vergleich zur in vivo Situation wirden die
SCFA unmittelbar im Kolon absorbiert werden. In einer Untersuchung zu einem einfachen
in vitro Fermentationssytem flir Polysaccharide wurde festgestellt, dass ein Verhaltnis von
1:1 der Oberflache zum Volumen der Fermentationsfliissigkeit zu einem starken Ablauf der
Fermentation gefuhrt hat. Durch die groflere Oberflache konnten gasférmige
Fermentationsprodukte an der Flussigkeits-Gas-Grenze besser austreten. Zudem konnte in
dieser Studie beobachtet werden, dass es bei dem Einsatz von mehr als 10,0 g/l Substrat zu
einer Reduktion der Fermentation kommt (Stevenson et al. 1997). Da bei Monogastriern erst
nach der Passage des oberen Verdauungstrakts die im Chymus enthaltenen
Nahrungsbestandteile fermentiert werden, sollte als Substrat vorverdautes Futter oder nur

einzelne Substanzen eingesetzt werden (Coles et al. 2005).
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Tabelle 5: Ubersicht zu in vitro Fermentationsstudien mit fakalem Inokulum vom Hund

Anzahl  Inokulum Inkubationszeit
Spender (Verdinnung) Temperatur Substrat Effekt Referenz
3 1:10 (w/v) 6,12,24 h Zellulose 310 mg, Ergenbisse nach 24 h Fermentation; (Sunvold et
39 °C Haferfaser 310 mg, Abbaurate 0S: Zitruspektin, FOS, Laktulose, al. 1995¢c)
Ribenschnitzel 310 mg, Guarkernmehl 1, Zellulose, Haferfaser, Karayagummi,
Reiskleie 310 mg, Xanthangummi, Gummi arabicum |,
FOS 310 mg, Essigsaure: Zitruspektin 1, Zellulose, Haferfaser,
Laktulose 310 mg, Karayagummi, Xanthangummi, Gummi arabicum,
Karayagummi 310 mg, Reiskleie, Talhagummi |,
Xanthangummi 310 mg, Propionsaure: Johannisbrotmehl, Guarkernmehl, FOS,
Talhagummi 310 mg, Laktulose 1, Zellulose, Haferfaser, Karayagummi,
Johannisbrotkernmehl 310 mg, Xanthangummi |,
Johannisbrotmehl 310 mg, Buttersaure: Ribenschnitzel, Talhagummi,
Guarkernmehl 310 mg, Johannisbrotmehl, Zitruspektin, Johannisbrotkernmehl 1,
Zitruspektin 310 mg, Zellulose, Haferfaser, Karayagummi, Xanthangummi |,
Gummi arabicum 310 mg SCFA total: Johannisbrotmehl, Guarkernmehl,
Zitruspektin, FOS, Laktulose 1, Zellulose, Haferfaser,
Karayagummi, Xanthangummi |
6 1:10 (w/v) 6,12,24h  Zellulose 310 mg, Ergenbisse nach 24 h Fermentation; (Sunvold et
39 °C Rubenschnitzel 310 mg, Abbaurate 0S: Zitruspektin, Johannisbrotmehl, al. 1995b)

Gummi arabicum 310 mg,
Talhagummi 310 mg,
Johannisbrotkernmehl 310 mg,
Johannisbrotmehl 310 mg,
Zitruspektin 310 mg,
Guarkernmehl 310 mg,
Zitruspulpe 310 mg,
Psylliumgummi 310 mg,
Erdnussschalen 310 mg,
Sojabohnenhilsen 310 mg

Guarkernmehl 1, Zellulose |,

SCFA total, Essigsaure: Zitrusplilpe, Zitruspektin,
Johannisbrotmehl, Guarkernmehl 1, Zellulose,
Erdnussschalen, Talhagummi, Gummi arabicum |,
Propionsaure: Johannisbrotmehl, Guarkernmehl,
Zitruspektin 1, Zellulose, Erdnussschalen, Talhagummi,
Gummi arabicum |
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Anzahl  Inokulum Inkubationszeit
Spender (Verdlnnung) Temperatur Substrat Effekt Referenz
3 1:10 6, 12, 24,48 h Zellulose 310 mg, Daten zusammengefasst fur alle Substrate und (Sunvold et
37 °C Rubenschnitzel 310 mg, Inkubationszeiten: al. 1995a)
Zitruspulpe 310 mg, Abbaurate 0S: 36,9 %,
Zitruspectin 310 mg Essigsaure: 1,70 (mmol/g 0S),
Propionsaure: 0,51 (mmol/g 0S),
Buttersaure: 0,23 (mmol/g 0S),
SCFA total: 2,44 (mmol/g 0S),
Laktat: 0,15 (mmo/g oS)
2 1:10 (w/v) 24 h Yucca schidigera 0,17 g/, Gasproduktion total —, (Giffard et
6 37 °C Aktivkohle 4,43 g/, Gehalt an Schwefelwasserstoff | al. 2001)
Zinkacetat Dihydrat 0,23 g/l;
Substrate einzeln und alle 3 zusammen
3 1:10 (w/v) 12 h Temulose Melasse (Produkt aus Holzchips) Essigsaure, Propionsaure, SCFA total: Temulose (Faber et
37°C 0,20 g, Melasse, Temulose brauner Zucker, al. 2011)
Temulose brauner Zucker 0,20 g, Galactoglucomannan-Oligosaccharide (DP 2- 5), (DP 6-
Galactoglucomannan-Oligosaccharide 8), (DP 9- 13) 1, Hefezellwand, kurzkettiges FOS |,
(DP 2-5)0,20 g, pH: Hefezellwand 1, kurzkettiges FOS, Temulose
(DP 6- 8) 0,20 g, brauner Zucker |,
(DP 9-13) 0,20 g, Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp.: Temulose
Hefezellwand 0,20 g, Melasse 1, Hefezellwand |,
Kurzkettiges FOS 0,20 g; C. perfringens: Temulose brauner Zucker 1,
alle in vitro vorverdaut Hefezellwand |
3 1:9 (w/v) 72h FOS 0,50 g, Die Kotproben wurden frisch, nach 30 min bei 5 °C und  (Bosch et
39 °C melassierte Zuckerriibenschnitzel 0,50 g, 24,5 h in zerstolRenem Eis (gekiihlt) sowie 30 min -20 °C al. 2013)

Weizengrieskleie 0,50 g,

Geflugelmehl (geringer Aschegehalt) 50 mg,

Federmehl 50 mg,

Sojabohnenmehl (Losungsmittel extrahiert)

50 mg

(gefroren) Lagerung zum Inokulum verarbeitet;

Fazes frisch + gekihlt: Gasproduktion und Bildung von
Metaboliten —,

Fazes gefroren: Gasproduktion und Zeitpunkt der
maximalen Gasproduktion, Indol, Phenol t
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Anzahl  Inokulum Inkubationszeit
Spender (Verdlnnung) Temperatur Substrat Effekt Referenz
3 1:9 (w/v) 39 °C Hermetia illucens Larvenmehl 0,25 g, Alle Insekten-Substrate und Shrimpchitin zeigten nach (Bosch et
6,48 h Musca domestica Larvenmehl 0,25 g, 48 h eine vergleichbare Gasproduktion die geringer war  al. 2016)
Tenebrio molitor Larvenmehl 0,25 g, im Vergleich zu FOS,
alle Insekten-Substrate in vitro vorverdaut, Alle Insekten-Substrate: N-acetylglucosamin
Schrimpchitin 0,25 g,
FOS0,25¢
2 1:10 (v/v) 48 h Zellulose 0,50 g, Maximale Fermentationsrate: Inulin, FOS, Weizenkleie 1, (Calabro et
39°C Carboxymethylzellulose 0,50 g, Zuckerrohrfaser, Carboxymethylzellulose, Zellulose |, al. 2013)
Zuckerrohrfaser 0,50 g, pH: Zuckerrohrfaser, Carboxymethylzellulose,
Rubenschnitzel 0,50 g, Zellulose 1, FOS, Inulin |,
Weizenkleie 0,50 g, SCFA total: Inulin, Ribenschnitzel, Flohsamen,
FOS 0,50 g, Weizenkleie 1, FOS, Carboxymethylzellulose, Zellulose |
Inulin 0,50 g,
Hefezellwand 0,50 g,
Flohsamen 0,50 g,
Erbsenhiilsen 0,50 g
5 10 g/l 6,24 h Diat mit 229 g/kg Rp und HD 10 g/, Ansatze mit FOS 24 h: pH, Ammoniak |, SCFA total, (Pinna et
39 °C Diat mit 304 g/kg Rp und HD 10 g/, n-Buttersaure, Propionsaure, Putrescin, Spermin 1, al. 2016)

Diat mit 303 g/kg Rp und LD 10 g/l,
Diat mit 229 g/kg Rp und HD 10 g/l
+ 1,50 g/l FOS,

Diat mit 304 g/kg Rp und HD 10 g/l
+ 1,50 g/l FOS,

Diat mit 303 g/kg Rp und LD 10 g/I
+ 1,50 g/l FOS;

alle Diaten in vitro vorverdaut

Enterobacteriaceae 1, Lactobacillus spp. |,

Ansatze mit Rp 304 und 303 g/kg 24 h: pH, Ammoniak 1,
Spermidin, Spermin |, 1, Lactobacillus spp.,
Enterokokken |,

Ansatze mit LD 24 h: pH, Putrescin 1, Ammoniak, SCFA
total, Essigsaure, Propionsaure |, C. perfringens 1
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Anzahl  Inokulum Inkubationszeit
Spender (Verdlnnung) Temperatur Substrat Effekt Referenz
5 10 g/l 6,24 h Yucca schidigera Extrakt 0,10 g/l Yucca schidigera Extrakt: Spermin 24 h |, i-Buttersaure (Pinna et

39°C Kastanien Tannine 0,30 g/l,
Kastanien Tannine 0,30 g/l
+ Yucca schidigera Extrakt 0,10 g/l

6 h |, Enterococcus spp. 6 h 1, Lactobacillus spp. 24 h |, al. 2017)
Kastanien Tannine: Ammoniak, Essig-, Propion-,

i-Buttersaure, SCFA total 6 h |, Cadaverin 6 h 1,

Propionsaure, Putrescin, Spermidin, Spermin 24 h |,

pH 24 h 1, Escherichia coli6 h |,

Yucca schidigera Extrakt + Kastanien Tannine:

Cadaverin6 h |

3 1:10 (w/v) 24 h Zellulose 0,10 g,
39°C Sojabohnenhiilsen 0,10 g,
Sojabohnenhiilsen in vitro vorverdaut
0,10 ¢

Sojabohnenhiilsen, Sojabohnenhiilsen in vitro (Myint et
vorverdaut: pH, Indol |, SCFA total, Laktat, al. 2017)
Bifidobakterien 1

HD = hohe Verdaulichkeit der Diat; LD = geringe Verdaulichkeit der Diat; — = Unverandert; | = Abfall/ Verschlechterung/ niedrigster Gehalt; 1 = Anstieg/

Verbesserung/ héchster Gehalt
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2.6 Versuchsziel und Fragestellung

Mit einem steigenden Gehalt an Rohprotein in der Grundration kommt es zu einer
Verschiebung der caninen intestinalen Mikrobiota in Richtung von proteolytischen Bakterien.
Nach Literaturangaben kommt es insbesondere zu einem vermehrten Wachstum von
Clostridium perfringens. Damit einher geht die vermehrte Bildung von Abbauprodukten aus
der bakteriellen Proteinfermentation im Dickdarm, wie Ammoniak, biogenen Aminen und
Phenolverbindungen. Diesen bakteriellen Metaboliten wird eine nachteilige Wirkung auf die
Gesundheit zugesprochen. Durch den Zusatz von Yucca schidigera soll der gesteigerten
Ammoniakbildung entgegengewirkt werden sowie durch den gleichzeitigen Zusatz von Inulin
uber den bifidogenen Effekt die Produktion von kurzkettigen Fettsduren wieder angeregt

werden.

Der in vitro Fermentationsversuch soll mit den folgenden Zielen durchgefihrt werden:

1. Das Fermentationspotenzial von fékalen Inokula von Hunden, die mit einer
proteinarmen oder proteinreichen Diat gefuttert wurden,

2. Effekte von Yucca schidigera und Inulin auf die Stoffwechselaktivitat der fakalen
caninen Mikrobiota,

3. Effekte von Yucca schidigera und Inulin auf die Zusammensetzung der Mikrobiota
beim Hund,

4. Eine mogliche Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen dem Rohproteingehalt der
aufgenommenen Grundration und der eingesetzten Menge an Yucca schidigera und
Inulin,

5. Einen synergetischen Effekt von Yucca schidigera und Inulin bei der gleichzeitigen

Applikation,

zu bewerten.
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3 Material und Methoden

Der Versuch wurde am Institut flr Tierernahrung der Freien Universitat Berlin durchgefihrt.
Als Versuchsdesign wurde ein statisches Kurzzeitinkubationssystem zur in vitro
Fermentation gewahlt um den Einfluss von Yucca schidigera und Inulin, in Verbindung mit
einer proteinarmen sowie -reichen Grundration, auf die Zusammensetzung und

Stoffwechselaktivitat der caninen Mikrobiota zu untersuchen.

3.1 Futterungsversuch

In einem vorgelagerten Fltterungsversuch wurde an die Spendertiere der Kotproben jeweils
Uber einen definierten Zeitraum eine proteinarme und proteinreiche Versuchsdiat gefuttert,
um Kotproben mit einer an den Proteingehalt der Diat angepassten fakalen Mikrobiota zu

gewinnen.

3.1.1 Rohnahrstoffbestimmung der Diaten

Mittels Weender Analyse, entsprechend den Empfehlungen der VDLUFA, Methodenbuch I
(Naumann und Bassler 2012), wurden die Rohnahrstoffgehalte der Versuchsdiaten bestimmt
um den Einfluss des Proteingehalts der Grundration quantifizieren zu kénnen. Die Proben
zur Untersuchung der Rohnahrstoffe stammen aus einer parallel durchgefiuhrten Studie
(Tierversuchsantrag G 0228/17).

3.1.2 Tiere

Als Spender zur Herstellung der Kotsuspension fur den in vitro Versuch fungierten vier adulte
Beagle aus dem Institut fir Tiererndhrung. Das Alter der Tiere betrug im Durchschnitt
4,27 (+ 0,88) Jahre und das Korpergewicht lag bei 12,7 (+ 2,87) kg. Die Gruppe setzte sich
aus drei weiblichen und einem mannlichen kastrierten Tier zusammen. Die genaue

Zusammensetzung der Versuchstierpopulation ist im Anhang (Tabelle 18) aufgeflihrt.
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3.1.3 Haltung

Wahrend der gesamten Futterungszeit wurden die Tiere in Zweiergruppen in Zwingern mit
taglichem Zugang zu einem Auslauf gehalten. Es wurden zwei Versuchsgruppen mit jeweils
zwei Hunden gebildet. Die Zuteilung des Futters erfolgte zweimal taglich geman
festgelegtem Versuchsplan. Die Ration der Versuchsdiat pro Tier pro Tag wurde individuell
zur Aufrechterhaltung des Korpergewichts zugeteilt. Jeweils zwei Tiere erhielten die
Versuchsdiat A oder B Uber einen Zeitraum von insgesamt 16 Tagen. Alle Tiere hatten freien
Zugang zu Wasser. Die Diaten waren Teil einer parallel durchgefihrten Studie
(Eisenhauer 2019), die vom Landesamt flir Gesundheit und Soziales Berlin (LaGeSo-

Verordnungsnummer: G 0228/17) genehmigt wurde.

Versuchsdiaten zur Gewinnung der Kotproben

Versuchsdiat A (proteinarm): Rohprotein 201 g/kg uS
Versuchsdiat B (proteinreich): Rohprotein 377 g/kg uS

3.1.4 Probenentnahme

Die Kotproben stammten aus dem Futterungsversuch einer parallel durchgefiihrten Studie
(Tierversuchsantrag G 0228/17). Am 10., 11., 12. sowie 15. und 16. Tag der
Futterungsphase wurden von jedem Hund Kotproben genommen. Die Proben wurden
unmittelbar nach dem Kotabsatz eingesammelt oder rektal entnommen und bei
Raumtemperatur luftdicht verschlossen gelagert. Die Weiterverarbeitung der Proben erfolgte
innerhalb einer Stunde. Zudem wurde von jedem Tier eine Kotprobe zur Analyse der
Rohnahrstoffe  und Charakterisierung der fakalen Mikrobiota mittels 16S rRNA
Sequenzierung verwendet. Bis zur nachfolgenden Sequenzierung wurden die Proben bei
-80,0 °C gelagert.

3.1.5 Rohnahrstoffbestimmung der Kotproben

Die Rohnahrstoffgehalte der Kotproben der Spendertiere wurden mittels Weender Analyse,

wie bereits bei der Futtermitteluntersuchung beschrieben, analysiert. Die Proben zur
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Untersuchung der Rohnahrstoffe stammen aus einer parallel durchgeflihrten Studie
(Tierversuchsantrag G 0228/17).

3.1.6 Quantifizierung der fakalen Mikrobiota der Kotproben

DNA-Extraktion aus den Kotproben

Die Extraktion der bakteriellen DNA wurde mit einem kommerziellen Kit (Quiagen® PowerSoil
DNA Kit) nach Herstellerangaben durchgefuhrt, mit Ausnahme der Probengrofe.
Abweichend von den Herstellerangaben wurden 200 mg anstatt 250 mg Kotprobe in ein
PowerBead Tube eingewogen. Im Anschluss wurden die hergestellten Nukleinsaureextrakte

bis zur weiteren Analyse bei -20,0 °C aufbewahrt.

Prinzip und Durchfiihrung der lllumina®-Sequenzierung

Die gewonnenen DNA-Extrakte wurden von der Firma LGC Genomics GmbH (Berlin,
Deutschland) sequenziert. Die lllumina®-Sequenzierung l&uft nach dem Prinzip der de novo-
Synthese ab. Dabei wird die DNA durch mechanische Verfahren fragmentiert und
anschliel’end werden 2 x 300 bp lange ,Reads” sequenziert. Die Analyse wurde mit einem
MiSeqg-Gerat der Firma lllumina, Inc. (San Diego, Kalifornien, USA) unter der Verwendung
der Technologie ,Sequencing by Synthesis“ durchgefiihrt. Die Kotproben zur Untersuchung
der fakalen Mikrobiota stammen aus einer parallel durchgefuhrten Studie
(Tierversuchsantrag G 0228/17). Eine detailierte Beschreibung der Methode findet sich in der

Dissertation von Eisenhauer 2019.

3.2 In vitro Fermentationsmodell (statisches Kurzzeitinkubationssystem)

Im Vorfeld der vorliegenden Studie wurden Versuche durchgefihrt, um die Verwendung
eines Fermentationsmediums und die Konzentration der Substrate zu betrachten. Dabei
stellte sich heraus, dass die Effekte der Substrate auf die Fermentationskinetik des fakalen
Inokulums ohne Zusatz eines Mediums mit einer Protein- und Kohlenhydratquelle besser
sichtbar waren. Zudem zeigte sich bei den Dosierungen von 1,00 g/l und 5,00 g/l Inulin der
deutlichste Effekt auf die Gesamtkonzentration der SCFA. Bei dem Zusatz von Yucca

schidigera Pulver waren erst ab dem Zusatz von 1,00 g/l Effekte auf den Gehalt an
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Ammonium und die Gesamtkonzentration der SCFA sichtbar, sodass abweichend von

vorherigen in vitro Studien hdhere Dosierungen gewahlt wurden.

3.2.1  Aufbau und Durchflhrung der in vitro Fermentation

Die Herstellung des Inokulums sowie Vorbereitung der Fermentationsansatze erfolgten in
einer anaeroben Werkbank. Zunachst wurden neun definierte Substratldsungen von Yucca
schidigera und Inulin hergestellt. Yucca schidigera wurde mit den finalen Konzentrationen
von 2,00 g/l und 4,00 g/l in der Fermentationskultur eingesetzt, Inulin in den Konzentrationen
1,00 g/l und 5,00 g/l. AnschlieBend wurden 3600 ul der Substratiésung in das jeweilige
FermentationsgefdR vorgelegt. Als FermentationsgefaR wurden Eppendorf Tubes® mit
Schraubdeckel und einem Volumen von 5,00 ml verwendet.

Innerhalb einer Stunde nach der Gewinnung der Kotproben erfolgte die Herstellung der
Inokula. Dazu wurde 1,00 g von jeder Kotprobe, jeweils separat fir die Versuchsdiat A und
B, in ein Reagenzgefall eingewogen. Die gemischte Kotprobe wurde 1:10 mit einem 37,0 °C
warmen PRAS-Puffer (,Prereduced Anaerobe Sterilized® Medium nach Holdeman et al.
1977) mit Cysteinhydrochlorid als Reduktionsmittel verdinnt. AnschlieBend wurde die
Kotsuspension fur eine Minute mit einem Vortexer homogenisiert. Dem schloss sich eine funf
Minuten lange Phase zur Sedimentation der Suspension an.

Zu jedem Inokulum wurden neun Behandlungen angesetzt: (1) Kontrolle ohne Zusatz von
Substrat; (2) 2,00 g/l Yucca schidigera; (3) 4,00 g/l Yucca schidigera; (4) 2,00 g/l Yucca
schidigera und 1,00 g/l Inulin; (5) 4,00 g/l Yucca schidigera und 1,00 g/l Inulin; (6) 2,00 g/I
Yucca schidigera und 5,00 g/l Inulin; (7) 4,00 g/l Yucca schidigera und 5,00 g/ Inulin;
(8) 1,00 g/l Inulin; (9) 5,00 g/l Inulin.

Zu den vorgelegten Substratiésungen wurden 400 ul der entsprechenden Kotsuspension von
Versuchsdiadt A oder B in das jeweilige Fermentationsgefal pipettiert. Die
Fermentationsgefafle wurden fest verschlossen. Jeweils 16 Fermentationsgefal’e wurden in
einen Stander mit einer Neigung von etwa 45° zusammen mit einem anaeroben Gas
produzierenden Beutel in eine 2,30 | Kunststoffbox mit Clip-Verschluss und Silikondichtung
gestellt. Die Boxen mit den Fermentationsansatzen wurden aus der anaeroben Werkbank
ausgeschleust und zum Schutz vor Lichteinstrahlung in Alufolie eingewickelt. Unmittelbar
anschlielend erfolgte die Inkubation fir 24 Stunden bei 37,0 °C unter anaeroben

Bedingungen und 370 Umdrehungen pro Minute in einem Schittelinkubator.
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Eine Wiederholung der Fermentation wurde an insgesamt funf Tagen durchgefiihrt. Die

verwendeten Gerate und Chemikalien sind im Anhang (Tabelle 19) aufgelistet.

Verwendete Losungen

PRAS-Puffer (g/l aqua bidestillata)
Cysteinhydrochlorid 5,00

KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat) 0,50

Ko.HPO, (Di-Kaliumhydrogenphosphat) 0,50
NaHCO; (Natriumhydrogencarbonat) 5,00

NaCl (Natriumchlorid) 1,00

CaCl, x 2 H,O (Kalziumchlorid-Dihydrat) 0,1324
MgSO, x 7 HO (Magnesiumsulfat-Heptahydrat) 0,10
Resazurin 0,001

Substratlosung 1: Kontrolle
PRAS-Puffer 50,0 ml

Substratlosung 2: 2,00 g/l Yucca schidigera

Yucca schidigera Pulver 0,111 g
PRAS-Puffer 50,0 ml

Substratlosung 3: 4,00 g/l Yucca schidigera

Yucca schidigera Pulver 0,222 g
PRAS-Puffer 50,0 ml

Substratlosung 4: 2,00 g/l Yucca schidigera und 1,00 g/l Inulin

Yucca schidigera Pulver 0,111 g
Inulin 0,0555 g
PRAS-Puffer 50,0 ml

Substratlosung 5: 4,00 g/l Yucca schidigera und 1,00 g/l Inulin

Yucca schidigera Pulver 0,222 g
Inulin 0,0555 g
PRAS-Puffer 50,0 ml
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Substratlosung 6: 2,00 g/l Yucca schidigera und 5,00 g/l Inulin

Yucca schidigera Pulver 0,111 g
Inulin 0,2775 g
PRAS-Puffer 50,0 ml

Substratlosung 7: 4,00 g/l Yucca schidigera und 5,00 g/l Inulin

Yucca schidigera Pulver 0,222 g
Inulin 0,2775 g
PRAS-Puffer 50,0 ml

Substratlosung 8: 1,00 g/l Inulin
Inulin 0,0555 g
PRAS-Puffer 50,0 ml

Substratlosung 9: 5,00 g/l Inulin
Inulin 0,2775 g
PRAS-Puffer 50,0 ml

3.2.2 Probengewinnung und Praparation

Die Fermentation wurde nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden durch sofortiges

Uberfiihren der Gefale in ein Eisbad gestoppt. Nach einer 30 minitigen Inkubationszeit

wurden die Fermentationsansatze bei Raumtemperatur fur zehn Minuten und 21.000 x g

zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die nachfolgenden Untersuchungen der bakteriellen

Metabolite aliquotiert und in neue Eppendorfgefale Uberfihrt. Das Zentrifugat wurde mit

500 pyl RNAlater resuspendiert und bei Raumtemperatur fir eine Stunde inkubiert. Die

gewonnenen Proben wurden bis zur weiteren Untersuchung bei -20,0 °C eingefroren.
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3.3 Analyse bakterieller Metaboliten der fakalen Mikrobiota

3.3.1 Bestimmung des pH-Werts

Methode

Der pH-Wert wurde mit einer Micro-pH-Elektrode gemessen.

Durchfiihrung

Zur Bestimmung des pH-Werts wurde bei Raumtemperatur die Micro-pH-Elektrode in den
Uberstand der Fermentationslésung eingetaucht und anschlieRend der Messwert erfasst. Die
Elektrode wurde zuvor mit einer Zwei-Punktkalibrierung mit den Standardlésungen pH 4,00
und pH 7,00 kalibriert. Die verwendeten Gerate und Chemikalien sind im Anhang (Tabelle

20) aufgelistet.

3.3.2 Bestimmung von Ammonium

Methode

Der Gehalt an Ammonium wurde mit Hilfe der Berthelot-Reaktion und anschlieRender
photometrischer Konzentrationsmessung quantitativ bestimmt. Die Reaktion lauft im
basischen Milieu (pH = 13,0) ab, in dem Ammonium als Ammoniak vorliegt. Im Rahmen der
Berthelot-Reaktion reagiert Ammoniak mit Hypochlorit und Thymol dber vier
Reaktionsschritte zu Indolphenol. Im basischen Milieu zeigt das Indolphenolmolekil eine
Blaufarbung, die zur Konzentrationsmessung durch Extinktion mit Hilfe eines Photometers

genutzt wird.

Durchfiihrung

Fur die photometrische Bestimmung wurde der Uberstand der Fermentationslésung um den
Faktor 1:30 sowie 1:35 (v/v) mit MOPS-L6sung (3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure) (pH
7,00) verdunnt. Einzelne Proben wurden aufgrund zu hoher Extinktionswerte 1:40 oder
1:45 (v/v) verdunnt. 20,0 pl des verdinnten Probenuberstands wurden mit 100 pl Phenol-
Nitroprussid-Lésung und 100 pl 0,20 % Natriumhypochloritidsung zum Ablauf der Berthelot-
Reaktion in einer 96-Well Mikrotiterplatte gemischt. Im Anschluss wurde der Ansatz fir zehn
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die Messung der Probe im Photometer bei

620 nm. Die Konzentration wurde anhand einer Kalibrierreihe bestimmt. Die zweite Messung
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der Proben erfolgte nach weiteren finf Minuten Inkubationszeit. Die verwendeten Gerate und

Chemikalien sind im Anhang (Tabelle 21) aufgelistet.

Verwendete Losungen

Verdiinnungsmedium: 100 mmol MOPS-L&sung
MOPS (3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure) 2,09 g

Reinstwasser 100 ml

Standardstammlésung: 1000 ymol Ammoniumchlorid-Lésung

100 mmol Ammoniumchlorid-Lésung 535 mg
100 mmol MOPS-L6sung 10,0 ml

Zum Erhalt einer 1.000 ymol Endkonzentration folgte eine zweimalige 1:10 Verdlinnung.

3.3.3 Bestimmung von SCFA und BCFA

Methode
Der Gehalt an kurzkettigen und verzweigtkettigen Fettsduren wurde mit Hilfe der

Gaschromatografie mit Flammenionisationsdetektor analysiert.

Durchfiihrung

Es wurden 100 ul des Uberstands der Fermentationslésung mit 900 pl
Probenverdinnungslésung B mit 0,50 mmol/l Capronsaure als internem Standard in ein Vial
pipettiert und anschlieend zehn Sekunden mittels Vortexer gemischt. Als externer Standard
wurde eine Mischung kurzkettiger Fettsduren (Losung C) verwendet. Es folgte die Analyse
im Gaschromatografen, wobei zur chromatografischen Trennung eine Polyethylenglycol
Saule genutzt wurde und Wasserstoff als Tragergas. Das Injektionsvolumen betrug 1,00 pl
und die Flussrate vom Wasserstoff 20,0 ml/min. Die Bestimmung des Gehalts der
kurzkettigen Fettsduren erfolgte durch die Flachenintegration der Chromatogramme unter
Verwendung der Software HP ChemStation. Die verwendeten Gerate und Chemikalien sind

im Anhang (Tabelle 22) aufgelistet.
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Gemessene Verbindungen

SCFA: Essigsaure, Propionsaure, n-Buttersaure, n-Valeriansaure

BCFA: i-Buttersaure, i-Valeriansaure

Verwendete Losungen

Losung A: Stammldsung 10,0 mmol/l

n-Hexansaure 250 pl
Oxalsaure-Dihydrat 2,00 g

Reinstwasser ad 200 ml

Losung B: Probenverdinnungslosung 0,50 mmol/l

Stammlésung 50,0 ml
Oxalsaure-Dihydrat 10,0 g

Reinstwasser ad 1000 ml

Losung C: Standardldésung 0,50 mmol/l kurzkettige Fettsduren
SULPECO Stammliésung 10,0 mmol/I 50,0 pl
Oxalsaure-Dihydrat 10,0 mg

Reinstwasser 950 pl

3.3.4 Bestimmung von D- und L-Laktat

Methode

Der Gehalt an D- und L-Laktat wurde mittels Flussigchromatografie bestimmt.

Durchfiihrung

Die Proben wurden zunachst fur funf Minuten im Ultraschallbad mit 36,0 kHz und

Raumtemperatur aufbereitet. 500 pl des Uberstands der Fermentationslésung wurden mit

500 pl 0,50 mmol/l Kupfer-ll-sulfat-L6sung (Lésung B) vermischt. Danach wurden je 100 pl

Carrezlésung | und Carrez Il (Lésung C und D) nacheinander zugegeben um die

Proteinféllung zu erzielen. Nach jeder Zugabe folgte ein Mischen der Proben mittels

Vortexer. Im Anschluss folgte die Zentrifugation bei 9,00 °C und 21.100 x g fur zehn Minuten.

Der Probenuberstand wurde durch einen Zellulose-Acetatfilter (0,45 pym) in ein frisches
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EppendorfgefaR lberfiihrt. 250 uL des filtrierten Uberstands wurden in ein Messgefal gefilllt.
Es folgte die Analyse, bei der die Proben mit 2,50 mmol/l Kupfer-ll-sulfat-Lésung mit
2-Propanol (Lésung A) und Kupfer-ll-sulfat-Lésung 0,50 mM eluiert und anschlieRend
photometrisch bei 253 nm detektiert wurden. Die Bestimmung des Gehalts an D- und
L-Laktat resultierte aus der Flachenintegrierung der Chromatogramme mit der Chromeleon-
Software 6.9. Die verwendeten Gerate und Chemikalien sind im Anhang (Tabelle 23)

aufgelistet.

Gemessene Verbindungen
D-Laktat, L-Laktat

Verwendete Losungen

Losung A: 2,50 mmol Kupfer-ll-sulfat-Losung mit 2-Propanol

Kupfer-ll-sulfat 399 mg
2-Propanol 50,0 mi

Reinstwasser ad 1000 ml

Losung B: 0,50 mmol Kupfer-ll-sulfat-Losung

Kupfer-ll-sulfat 79,8 mg

Reinstwasser ad 1000 ml

Losung C: Carrez |
Zinkchlorid 17,0 g

Reinstwasser 100 ml

Losung D: Carrez |

Kaliumhexacyanoferrat (ll) 15,0 g

Reinstwasser 100 ml

3.3.5 Bestimmung von biogenen Aminen

Methode

Der Gehalt an biogenen Aminen wurde mittels lonenaustauscherchromatografie bestimmt.

47



Material und Methoden

Durchfiihrung

500 pl des Uberstands der Fermentationslésung wurden mit 1,00 ml Extraktionslésung
(Lésung A) mit 0,50 mmol Hexamethylendiaminedihydrochlorid als interner Standard
vermischt. Es folgte fir 30 Minuten eine Aufbereitung im Schittler bei Raumtemperatur.
Anschlielend wurden die Proben bei 9,00 °C und 21.100 x g fur zehn Minuten zentrifugiert.
700 pl des Probentberstands wurden in ein neues Eppendorfgefald Gberflihrt und mit 700 pl
Extraktionslésung gemischt. Uber einen Zellulose-Acetatfilter-Spritzenvorsatzfilter (0,45 um)
wurde die verdinnte Probe in ein Messgefald gefiillt. Es folgte die Analyse, bei der die
Proben mit Natriumhydrolysatpuffer (pH 5,00) und einem Polyaminpuffer eluiert wurden und
anschliefend mit Ninhydrinreagenz photometrisch bei 570 nm detektiert wurden. Die
Bestimmung des Gehalts an biogenen Aminen erfolgte durch Integrierung der Flachen der
Chromatogramme durch die Software EZChrom Elite 3.3.2. Die verwendeten Gerate und

Chemikalien sind im Anhang (Tabelle 24) aufgelistet.

Gemessene Verbindungen

Putrescin, Cadaverin, Histamin, Spermidin, Spermin

Verwendete Losungen

Losung A: Extraktionslosung

Trichloressigsaure 100 g
Thiodipropionsaure 2,00 g
Hexamethylendiaminedihydrochlorid 0,50 mmol/l

Reinstwasser ad 1000 ml

3.3.6 Bestimmung von Phenol- und Indolverbindungen

Methode
Der Gehalt an Phenol- und Indolverbindungen wurde mit Hife der

Hochdruckflussigkeitschromatografie bestimmt.

Durchfiihrung
Fir die Bestimmung der Phenolverbindungen wurden 500 ul des Uberstands der

Fermentationslésung mit 500 ul Salzsaure versetzt und fir 60 Minuten bei 100 °C im
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Wasserbad inkubiert. Anschliellend wurden 500 pl des Hydrolysats mit 500 pyl Methanol in
ein Messgefal} pipetiert und gemischt. Zur Bestimmung der Indolverbindungen wurden
500 pl des Uberstands der Fermentationslésung, ohne vorherige Aufbereitung, in ein
Messgefald pipetiert. Als externer Standard wurde eine Mischung aus Phenol- und
Indolverbindungen in Form einer Drei-Punktkalibrierung mit den Lésungen A, B, C
verwendet. Es folgte die Analyse, bei der die Proben mit Acetonitril, versetzt mit 0,10 %
Phosphorsaure, und Acetonitril allein, im Verhaltnis 80:20 eluiert wurden und nachfolgend
photometrisch bei einer Emmission von 305 nm und Extinktion von 260 nm detektiert
wurden. Die Bestimmung des Gehalts an Phenol- und Indolverbindungen erfolgte durch
Integrierung der Flachen der Chromatogramme durch die Chromeleon-Software 6.9. Die

verwendeten Gerate und Chemikalien sind im Anhang (Tabelle 25) aufgelistet.

Gemessene Verbindungen

Phenol, p-Cresol (4-Methylphenol), 4-Ethylphenol
Indol, 3-Methylindol (Skatol)

Verwendete Losungen

Losung A: Externe Standardl6sung geringe Konzentration von Phenol- und

Indolverbindungen

Phenol 12,868 ug/ml
p-Cresol 12,58 ug/mli
4-Ethylphenol 12,156 ug/mi
Indol 5,94 ug/ml
3-Methylindol 14,608 ug/mi

Losung B: Externe Standardlésung mittlere Konzentration von Phenol- und

Indolverbindungen

Phenol 25,736 pg/ml
p-Cresol 25,16 pg/ml
4-Ethylphenol 24,312 pg/mi
Indol 11,8 pg/mli
3-Methylindol 29,216 ug/ml
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Lésung C: Externe Standardiésung hohe Konzentration von Phenol- und Indolverbindungen
Phenol 128,68 pug/ml

p-Cresol 125,80 pg/ml

4-Ethylphenol 121,56 ug/ml

Indol 59,4 ug/ml

3-Methylindol 146,08 ug/ml

3.4 Quantifizierung der fakalen Mikrobiota des Fermentationszentrifugats

Die Extraktion der DNA erfolgte aus dem Zentrifugat der einzelnen Fermentationsansatze.
Die dsDNA-Konzentrationsbestimmung sowie die gqPCR wurden mit den zuvor hergestellten
DNA-Extrakten durchgefihrt.

3.4.1 DNA-Extraktion aus dem Fermentationszentrifugat

Durchfiihrung

Die Proben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und fir drei Minuten bei 21.191 x g
zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde in 100 pl RNAlater resuspendiert. Der Aufschluss der
Bakterienzellen zur Gewinnung der dsDNA erfolgte durch ,Bead Beating“ und Hitze. Dazu
wurde die Bakteriensuspension in ein FastPrep Tube Matrix E Uberfihrt. 500 ul Puffer RA 1
sowie 5,00 ul 2-Mercaptoethanol wurden hinzugefiigt und mit einem Vortexer gemischt. Der
Ansatz wurde fir zehn Minuten bei 90,0 °C inkubiert. Fir den weiteren Aufschluss wurden
die Proben bei 6 m/s fur 40 Sekunden homogenisiert. Das Lysat wurde flr drei Minuten bei
19.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur Trennung der DNA und RNA in ein
NucleoSpin® RNA Column transferiert und fiir eine Minute bei 11.000 x g zentrifugiert. Die
Silica-Membran wurde in ein neues Auffanggefald tUberfihrt und mit je 500 yl DNA Wash
gewaschen. Es folgte eine Zentrifugation fir eine Minute bei 11.000 x g. Die Aufbereitung
der Proben mit DNA Wash wurde zweimal aufeinanderfolgend durchgefuhrt. Anschliel3end
wurde die Silica-Membran in ein Probengefald gesetzt und zum Trocknen fir drei Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. 100 pyl DNA Elute wurden hinzugefugt und fur funf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Gewinnung der Extrakte wurden die Proben firr eine Minute

bei 11.000 x g zentrifugiert. Bis zur Durchfiihrung der qPCR erfolgte eine Lagerung der DNA-
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Extrakte bei -30,0 °C. Die verwendeten Gerate und Chemikalien sind im Anhang (Tabelle 26)

aufgelistet.

3.4.2 Bestimmung der dsDNA-Konzentration der Extrakte

Methode

Der Gehalt an dsDNA der Extrakte wurde fluorometrisch bestimmt.

Durchfihrung

Die Quantifizierung erfolgt unter Verwendung des Kits Promega QuantiFluor® dsDNA System
E2670 mit modifiziertem Protokoll anhand einer Standardreihe. Zunachst wurde dazu ein
1 x TE Buffer, die Arbeitsldsung 1 x Dye, bestehend aus QuantiFluor® dsDNA Dye 1:400 in
1 x TE Buffer verdiinnt, sowie eine Standardreihe aus Kalbsthymus-DNA von 0,40 bis
12,0 ng/ul hergestellt. 20,0 yl der DNA-Extrakte wurden mit jeweils 200 yl 1 x Dye in einer
schwarzen 96-Well Mikrotiterplatte gemischt. Es folgte die Messung der Probe im
Fluorospektrometer bei einer Exzitation von 506 nm und 535 nm Emission. Die
Konzentration wurde anhand der Standardreihe bestimmt. Die verwendeten Gerate und

Chemikalien sind im Anhang (Tabelle 27) aufgelistet.

3.4.3 Prinzip und Durchfiihrung der gPCR

Methode

Im Rahmen der gPCR wurden festgelegte 16S DNA-Sequenzen der zu identifizierenden
Bakterien durch spezifische Primer (Tabelle 6) quantitativ und qualitativ nachgewiesen. Ein
qualitativer Nachweis erfolgte durch die Bildung spezifischer Amplifikationsprodukte der
definierten 16S DNA-Sequenzen. Der quantitative Nachweis erfolgte mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes Brilliant 1| SYBR® Green, der sich in die dsDNA einlagert und bei
Anregung Licht emittiert. Aufgrund der Echtzeitverfolgung jedes einzelnen Zyklus der PCR
kann ein cT-Wert (concentration threshhold) bestimmt werden, der direkt mit der Menge der
eingesetzten Ziel-DNA korreliert. PCR Produkte der zu identifizierenden Bakterien mit
bekannter Kopienzahl/ng DNA werden als Quantifizierungsstandard genutzt, anhand derer

die Kopienzahl der Bakterien/ ul Extrakt ermittelt wurde.
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Durchfiihrung

Far die gPCR wurden 1,00 pyl DNA Extrakt und 24,0 pl Reaktionslosung (Tabelle 7) in ein
PCR-Gefaly pipettiert. Die jeweiligen Reaktionsbedingungen fir die einzelnen qPCR-

Analysen sind in Tabelle 8 aufgelistet. Bei jeder Analyse wurden zu Beginn eine Aktivierung

und anschlieBend 40 Zyklen durchlaufen. Jeder Zyklus bestand aus den aufeinander

folgenden Phasen der Denaturierung, Annealing der Primer und Elongation der DNA-

Fragmente. Im Anschluss wurde eine Schmelzkurvenanalyse zur Differenzierung von

spezifisch und unspezifisch gebildeten PCR-Produkten oder Primer-Dimeren durchgeflhrt.

Die Auswertung der qPCR erfolgte unter Verwendung der Software MxPro QPCR. Die

verwendeten Gerate und Chemikalien sind im Anhang (Tabelle 28) aufgelistet.

Tabelle 6: Verwendete Primer flr die qPCR

Spezifitat Primername Primersequenz Produkt- Referenz
5 —3) grélRe
(bp)
Lactobacillus spp. LAC-1 F: AGCAGTAGGGAATCTTCCA 341 (Rinttila et
LAC-2 R: CACCGCTACACATGGAG al. 2004)
Bifidobacterium spp. g-BIFID-F F: TCGCGTCYGGTGTGAAAG 243 (Rinttila et
g-BIFID-R R: CCACATCCAGCRTCCAC al. 2004)
Enterobakterien EntgPCR3417f F: GTBTCDCCRCGCAGRC 435 Ti
EntgPCR3852r R: TGCGYCTGGTRATCTA
E. coli/ Hafnia/ Entero-F F: GTTAATACCTTTGCTCATTGA 340 (Malinen et
Shigella Cluster Entero-R R: ACCAGGGTATCTAATCCTGTT al. 2003)
Bacteroides/ BPP1 F: GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT 140 (Rinttila et
Prevotella/ BPP2 R: CGGAYGTAAGGGCCGTGC al. 2004)
Porphyromonas
Cluster
Clostridien Cluster | CI-F1 F: TACCHRAGGAGGAAGCCAC 231 (Song et al.
CI-R2 R: GTTCTTCCTAATCTCTACGCAT 2004)
Clostridium Cpa-1-f F: TGACACAGGGGAATCACAAA 120 Ti
perfringens Cpa-1-r R: CGCTATCAACGGCAGTAACA
Clostridium leptum sg-Clept-F F: GCACAAGCAGTGGAGT 239 (Matsuki et
Cluster (Cluster IV)  sg-Clept-R R: CTTCCTCCGTTTTGTCAA al. 2004)
Clostridium g-Ccoc-F F: AAATGACGGTACCTGACTAA 440 (Matsuki et
coccoides Cluster g-Ccoc-R R: CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA al. 2004)
(Cluster XIVa)

Ti = Eigenherstellung vom Institut fir Tiererndhrung der Freien Universitat Berlin
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Tabelle 7: Reaktionslésungen fir die gPCR

Reagenzien Primerkonzentration  Primerkonzentration Primerkonzentration
0,20 uM 0,40 uM 0,60 uM

Brilliant Il SYBR® Green 675 ul 675 ul 675 ul

Low ROX QPCR MasterMix

Forward Primer (10 uM) 27,0 pl 54,0 pl 81,0 pl

Reverse Primer (10 yM) 27,0 pl 54,0 pl 81,0 pl

RNase freies Wasser 567 ul 513 ul 459 ul

Tabelle 8: Reaktionsbedingungen der gPCR

Elongation
Annealing der DNA- Primerkon-

Aktivierung  Denaturierung  der Primer Fragmente zentration
Lactobacillus spp. 95 °C/15 min 95 °C/30sec 58 °C/30 sec 72 °C/30 sec 0,40 uM
Bifidobacterium spp. 95 °C/15 min 95 °C/30 sec 58 °C/30 sec 72 °C/30 sec 0,40 uM
Enterobakterien 95 °C/15min 95 °C/30sec 55 °C/30 sec 72 °C/30 sec 0,60 uM
E. coli/ Hafnia/ 95 °C/15 min 95 °C/30sec 55 °C/30 sec 72 °C/30 sec 0,40 uM
Shigella Cluster
Bacteroides/ 95 °C/15 min 95 °C/30sec 55 °C/30 sec 72 °C/30 sec 0,40 uM
Prevotella/
Porphyromonas
Cluster

Clostridien Cluster | 95 °C/15min 95 °C/30 sec 63 °C/30 sec 72 °C/30 sec 0,40 uM
Clostridium leptum 95 °C/15min 95 °C/30 sec 60 °C/30 sec 72 °C/30 sec 0,60 uM
Cluster (Cluster 1V)

Clostridium coccoides 95 °C/15 min 95 °C/30sec 60 °C/30 sec 72 °C/30 sec 0,40 uM
Cluster (Cluster XIVa)

Clostridium 95 °C/15 min 95 °C/30sec 55 °C/30 sec 72 °C/30 sec 0,20 uM
perfringens

3.5 Statistische Auswertung

Durchfiihrung

Die Auswertung wurde mit IBM SPSS Statistics 21 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
durchgeflihrt. Die Daten der analysierten Werte fir SCFA, deren molaren Verhaltnisse,
Ammonium, dem Quotienten von Ammonium und SCFA insgesamt und dem pH-Wert
werden als arithmetisches Mittel mit der Standardabweichung fir jede der neun
Substratldsungen, die fur Diat A und B an den funf Replikationstagen inkubiert wurden,
dargestellt. Fir D- und L-Laktat, Phenol, Indol und Putrescin sowie der qPCR wurden,
aufgrund der zuvor beobachteten Effekte bei den SCFA, nur die Kontrollansatze, 4,00 g/l
Yucca schidigera, 5,00 g/l Inulin sowie 4,00 g/l Yucca schidigera mit 5,00 g/l Inulin fur Diat A
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und B ausgewertet. Unterschiede =zwischen den Mittelwerten der jeweiligen
Substratldsungen wurden durch eine einfaktorielle Varianzanalyse mit der Substratlosung als
festen Faktor getestet, wobei der Tukey-Test als Post-Hoc-Test (ANOVA Tukey PostHoc)
angewendet wurde.

Um die Haupteffekte der Substratiésungen zu analysieren, wurden die Daten von Diat A und
B flr jede Substratldsung zusammengefasst und als arithmetisches Mittel mit dem
Standardfehler des Mittelwerts dargestellt. Die Unterschiede zwischen den
Fermentationsansatzen wurden in einer dreifaktoriellen Analyse mit dem Allgemeinen
Linearen Modell (GLM), in dem "Diat", "Yucca schidigera" und "Inulin" als feste Faktoren
verwendet wurden, untersucht. Das Signifikanzniveau war a = 0,05, und a < 0,10 wurde als
Trend angenommen.

Die Daten der Kotproben zu den Rohnahrstoffen und der fakalen Mikrobiota wurden fir
jeden Spender einzeln und mit dem arithmetischen Mittelwert fir Diat A und B sowie dem

Standardfehler des Mittelwerts angezeigt.
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4 Ergebnisse

4.1 Rohnéahrstoffanalyse

Die Ergebnisse der Rohnahrstoffanalyse der Diaten und Kotproben waren Teil einer parallel
durchgeflihrten Studie (Eisenhauer 2019).

4.1.1 Nahrstoffgehalte der Diaten

Im Futterungsversuch wurden zwei verschiedene Alleinfuttermittel als Diaten eingesetzt. Die
Zusammensetzung der Futtermittel basierte auf einer einheitlichen Grundmischung. Bei der
proteinarmen Diat A wurde der Anteil des tierischen Proteins durch eine Erhdhung des
Gehalts an Reismehl reduziert. Die proteinarme Diat A enthielt insgesamt 173 g/kg Fleisch
und tierische Nebenerzeugnisse in Form von Geflligel-, Grieben- und Knochenmehl. Der
Anteil an Fleisch und tierischen Nebenerzeugnissen der proteinreichen Didt B betrug
409 g/kg. Die Rohproteinkonzentrationen lagen bei 201 g/kg uS und 377 g/kg uS. Die
Zusammensetzung der Didten und die Ergebnisse der Futtermitteluntersuchung sind in
Tabelle 29 dargestellt.

4.1.2 Nahrstoffgehalte der Kotproben
Die Rohnahrstoffe der Kotproben der einzelnen Tiere zeigten ahnliche Werte, wobei die

Proben der Spender, die mit der proteinreichen Diat B geflttert wurden, einen um
93,0 g/kg TS hoéheren Rohproteingehalt zeigten (Tabelle 30).

4.2 Bakterielle Metaboliten der fakalen Mikrobiota

Die in vitro mikrobiellen Fermentationsprofile wurden durch beide Faktoren, die Ernahrung
der Spendertiere und die getesteten Substrate, signifikant verandert (Tabelle 9; Tabelle 10;

Tabelle 12; Tabelle 14). Insgesamt fihrte die Fitterung der proteinarmen Diat zu einer
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erhohten mikrobiellen Fermentationsintensitdt und die Zugabe von Inulin hatte eine

deutlichere Wirkung als das Yucca schidigera Pulver sowie die Kombinationen aus beiden.

4.2.1 Ergebnisse der Bestimmung des pH-Werts

In Tabelle 12 sind die mittleren pH-Werte der Fermentationsansatze nach einer Inkubation
von 24 Stunden aufgelistet. Der Fermentationsansatz mit dem Zusatz von 4,00 g/l Yucca
schidigera und 5,00 g/l Inulin bei proteinarmer Fitterung zeigte den niedrigsten pH-Wert. Der
héchste pH-Wert lag bei dem Kontrollansatz fir die proteinreiche Futterung vor.

Die Verwendung des fakalen Inokulums der proteinreich gefiitterten Hunde (p < 0,001) ergab
einen Anstieg des pH-Werts. Diese Veranderungen zeigten sich in Verbindung mit den
Unterschieden in der Produktion der SCFA. Durch die Zugabe von Inulin (p < 0,001) wurde
eine deutliche Senkung des pH-Werts ermittelt, die durch die Kombination mit Yucca
schidigera weiter numerisch reduziert wurde (Tabelle 13).

Fur den pH-Wert zeigten sich Effekte bei den Einflussfaktoren Proteingehalt der Diat der

Spendertiere sowie dem Zusatz von Inulin.

4.2.2 Ergebnisse der Bestimmung von Ammonium

Tabelle 12 zeigt die mittleren Ammoniumwerte der Fermentationsansatze nach einer
Inkubation von 24 Stunden. Der niedrigste Gehalt an Ammonium lag bei dem
Fermentationsansatz mit 4,00 g/l Yucca schidigera und 5,00 g/l Inulin bei proteinreicher
Futterung vor. Der Kontrollansatz bei proteinarmer Fitterung resultierte in der hdchsten
Ammoniumkonzentration.

Die Verwendung des fakalen Inokulums der proteinreich gefiitterten Hunde (p < 0,001), die
Zugabe von Inulin (p < 0,001) sowie tendenziell die Kombination von Inulin und der
proteinreichen Futterung (p = 0,092) ergab eine Verringerung der Ammoniumkonzentration.
Der Zusatz von Yucca schidigera allein hatte im Vergleich zu den Kontrollansatzen nur einen
geringen Einfluss (Tabelle 13).

Um die Bildung von Ammonium und SCFA im Verhaltnis zueinander betrachten zu kénnen,
wurde der Quotient aus Ammonium und der Gesamtkonzentration der SCFA gebildet. In
Tabelle 12 sind die Quotienten der Fermentationsansatze nach einer Inkubation von

24 Stunden aufgelistet. Der Fermentationsansatz 4,00 g/l Yucca schidigera mit 5,00 g/l Inulin
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bei proteinarmer Fitterung zeigte den niedrigsten Quotienten. Der héchste Quotient lag bei
dem Kontrollansatz fur die proteinreiche Futterung vor.

Die Fermentationsansatze mit fakalem Inokulum der proteinarm gefitterten Hunde
(p =0,003), die Zugabe von Inulin (p < 0,001) sowie die Kombination von Inulin und der
proteinarmen Futterung (p = 0,006) zeigten eine Verringerung des Quotienten. Zudem
konnte nach der Supplementierung von Yucca schidigera (p = 0,016) und der Kombination
von Inulin mit Yucca schidigera (p = 0,031) eine Reduktion des Quotienten festgestellt
werden (Tabelle 13).

Fir den Gehalt an Ammonium sowie den Quotienten aus Ammoniak und SCFA zeigten sich
Effekte bei den Einflussfaktoren Proteingehalt der Diat der Spendertiere, dem Zusatz von
Inulin und der Kombination von Inulin mit Proteingehalt. Fir den Quotienten zeigte sich
zusatzlich durch die Supplementierung von Yucca schidigera und die Kombination von

beiden Substraten ein Einfluss auf die Fermentationskinetik.

4.2.3 Ergebnisse der Bestimmung von SCFA und BCFA

Die mittleren Werte fir kurz- und verzweigtkettige Fettsduren sowie deren molare
Verhaltnisse der Fermentationsansatze nach einer Inkubation von 24 Stunden sind in
Tabelle 9 und 10 dargestellt.

Die niedrigste Gesamtkonzentration an SCFA lag bei dem Kontrollansatz der proteinreichen
Futterung vor. Die grofite Gesamtmenge an SCFA wurde bei dem Fermentationsansatz mit
4,00 g/l Yucca schidigera und 5,00 g/l Inulin bei proteinarmer Fitterung festgestellit.

Durch die Verwendung des fakalen Inokulums der proteinreich gefitterten Hunde (p < 0,001)
zeigte sich ein geringerer Gesamtgehalt an SCFA, im Vergleich zu den Ansatzen mit fakalem
Inokulum der proteinarm gefltterten Hunde. Mit diesem Einfluss der proteinreichen Diat
stand eine Reduktion der Konzentration von Essigsaure, Propionsaure (p < 0,001) und
i-Valeriansaure (p = 0,003) in Zusammenhang. n-Valeriansaure und i- sowie n-Buttersaure
zeigten keine Veranderungen. Die relative molare Konzentration von n-Buttersaure
(p =0,047) zeigte bei der proteinreichen Diat der Spendertiere einen niedrigeren Anteil. Die
Zugabe von Inulin flohrte zu einer Steigerung der Gesamtkonzentration der SCFA
(p=0,001). Dieser Effekt spiegelte sich in einem Anstieg der Konzentration von Essigsaure,
Propionsaure und n-Buttersaure (p < 0,001) wider. i-Valeriansaure war bei Zusatz von Inulin
reduziert (p < 0,001). Die relativen molaren Konzentrationen der einzelnen Fettsauren

zeigten ein entsprechendes Bild. Bei der Kombination von Inulin mit der proteinarmen
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Futterung lag eine weitere Steigerung des Gehalts von Propionsaure (p = 0,030) und deren
relativen molaren Konzentration (p = 0,008) vor. Inulin in Verbindung mit der proteinreichen
Futterung zeigte eine Reduktion des Gehalts von i-Valeriansaure (p = 0,014) und einen
Anstieg der relativen molaren Konzentration von n-Buttersaure (p = 0,082). Durch den
Zusatz von Yucca schidigera allein (p = 0,012) und die Kombination von Yucca schidigera
und Inulin (p = 0,053) ergab sich eine Reduktion der relativen molaren Konzentration von
i-Valeriansaure (Tabelle 11).

Die Einflussfaktoren Proteingehalt der Diat der Spendertiere sowie der Zusatz von Inulin
zeigten auf den Gesamtgehalt an SCFA, die absoluten Konzentrationen sowie relativen
molaren Konzentrationen der einzelnen Fettsduren, eine Wirkung. Die Supplementierung

von Yucca schidigera hatte nur einen untergeordneten Effekt.

4.2.4 Ergebnisse der Bestimmung von D- und L-Laktat

In Tabelle 14 sind die mittleren Werte von D- und L-Laktat der Fermentationsansatze nach
einer Inkubation von 24 Stunden aufgelistet. Der Kontrollansatz fir die proteinreiche
Futterung zeigte den niedrigsten Wert fir D- und L-Laktat. Die héchste Konzentration von D-
und L-Laktat lag bei dem Fermentationsansatz mit 4,00 g/l Yucca schidigera und 5,00 g/l
Inulin bei proteinarmer Futterung vor.

Die Verwendung des fakalen Inokulums der proteinreich gefutterten Hunde (p = 0,041) ergab
eine verminderte D-Laktatkonzentration. Durch den Zusatz von Inulin zeigte sich ein Anstieg
der Konzentrationen von D- und L-Laktat (p < 0,001). Bei der Kombination von Inulin mit der
proteinarmen Fitterung (p = 0,068) lag eine weitere Steigerung des Gehalts von D-Laktat vor
(Tabelle 15).

Fir D- und L-Laktat zeigten sich Effekte durch den Einflussfaktor Zusatz von Inulin sowie fur

D-Laktat zusatzlich durch den Proteingehalt der Diat der Spendertiere.

4.2.5 Ergebnisse der Bestimmung von biogenen Aminen
Das einzig nachweisbare biogene Amin in den Fermentationsansatzen war Putrescin.

Tabelle 14 zeigt die mittleren Konzentrationen von Putrescin der Fermentationsansatze nach

einer Inkubation von 24 Stunden. Der niedrigste Gehalt an Putrescin lag bei dem
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Kontrollansatz bei proteinreicher Fuatterung vor. Insgesamt zeigten die verschiedenen
Fermentationsansatze sehr dhnliche Konzentrationen.

Die Zugabe von Inulin (p < 0,001) resultierte in einer Steigerung der Konzentration von
Putrescin (Tabelle 15).

Als relevanter Einflussfaktor auf die Konzentration von Putrescin konnte der Zusatz von

Inulin festgestellt werden.

4.2.6 Ergebnisse der Bestimmung von Phenol- und Indolverbindungen

Tabelle 14 zeigt die mittleren Phenol- und Indolkonzentrationen der Fermentationsansatze
nach einer Inkubation von 24 Stunden. Die Gehalte an 4-Methylphenol, 4-Ethylphenol sowie
3-Methylindol befanden sich unterhalb der jeweiligen Nachweisgrenze.

Der niedrigste Gehalt an Phenol lag bei dem Fermentationsansatz mit 4,00 g/l Yucca
schidigera und 5,00 g/l Inulin bei proteinreicher Futterung vor. Der Fermentationsansatz mit
4,00 g/l Yucca schidigera bei proteinreicher Fitterung beinhaltete die hochste Konzentration
an Phenol.

Es wurden keine signifikanten Veranderungen in der Konzentration von Phenol festgestellt
(Tabelle 15).

Die geringste Indolkonzentration wurde in dem Fermentationsansatz mit 4,00 g/l Yucca
schidigera und 5,00 g/l Inulin bei proteinreicher Fitterung nachgewiesen. Die hdchste
Konzentration von Indol lag bei dem Kontrollansatz der proteinarmen Fitterung vor.

Durch die Verwendung des fékalen Inokulums der proteinreich gefutterten Hunde
(p =0,003), die Zugabe von Inulin (p < 0,001) sowie die Kombination von Inulin und der
proteinreichen Futterung (p = 0,010) ergab sich eine Verringerung der Indolkonzentration
(Tabelle 15).

Die Einflussfaktoren Proteingehalt der Diat der Spendertiere sowie der Zusatz von Inulin

zeigten auf den Gehalt von Indol eine Wirkung.
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Tabelle 9: Mittlere Gehalte von SCFA im FermentationsUberstand nach 24 h in vitro Inkubation ohne Zusatz von Substrat (0), 2,00 sowie 4,00 g/l Yucca
schidigera, 1,00 sowie 5,00 g/l Inulin und den Kombinationen aus 2,00 sowie 4,00 g/l Yucca schidigera mit 1,00 sowie 5,00 g/l Inulin mit fakalen Inokula von

proteinarm (Diat A; n = 5) und proteinreich (Diat B; n = 5) gefutterten Hunden

Diat A (proteinarm) Diat B (proteinreich)

2YSP 2YSP 4YSP 4YSP 2YSP 2YSP 4YSP 4YSP

0 2YSP 4YSP 11 51 +11  +51 +11 +5]| 0 2YSP 4YSP 11 51 +11 +51 +11 +5]1

(umol/ml)

ESSig- cde bcde abcde abcd abc abcd ab abcd a e e de de abcde de abcd de abcd

shure 687 784 815 964 125 102 134 10,0 14,0 311 366 534 584 832 6,26 104 6,24 10,0
+340 £4,38 +226 £235 +£356 +253 +£269 £150 +261 +£223 +228 £268 +219 +224 +£183 +212 +1,28 £1,87
Propion- d d d abcd abc abcd a abcd ab d d d d bed cd abcd cd abcd

shure 1,30 0,82 0,95 1,97 343 218 3,75 2,13 3,66 026 042 066 127 168 144 205 145 1,98
+160 £0,29 £0,17 +065 +1,70 +0,71 +1,81 +0,34 +166 +0,09 +0,14 +0,28 +£0,21 0,55 0,26 £0,74 +0,13 0,66

i-Butter- 0,02 003 003 0,02 0,010 0,02 0,010 0,02 0,01 0,02 0,01 002 00 021 0,02 0,010 0,00 0,01
saure +0,01 £0,01 £0,00 £0,00 £0,01 +£0,01 +0,01 £0,01 £0,01 0,01 £0,01 £0,01 £0,00 £0,44 £0,01 £0,00 +£0,00 0,01
n-Butter- abc abc abc abc abc abc abc abc abc c bc abc abc abc abc a abc ab

shure 094 110 1,23 187 2,78 205 284 2,09 3,10 030 049 0,79 190 2,79 2,09 347 198 3,23
+0,52 £0,57 +0,31 £0,38 £+1,04 +0,40 0,93 +£053 +1,32 +0,27 +0,30 £0,35 +1,36 +£2,29 £1,26 +248 +1,12 2,64
i-Valerian- a a ab ab b ab ab ab b ab ab ab ab ab b ab b b

shure 0,03 0,03 0,03 0,02 0,01 0,00 0,01 0,01 0,00 0,02 o001 0,01 o001 00 0,00 0,001 0,01 0,00
+0,02 £0,01 £0,001 £0,00 £0,01 +£0,01 +0,01 £0,01 £0,01 0,01 +£0,01 £0,01 £0,01 £0,01 £0,01 £0,02 +0,01 +0,01

n-Valerian- 0,01 0,02 0,02 0,04 005 005 005 0,50 0,06 0,01 003 004 009 014 011 0,45 0,41 0,15
saure +0,01 £0,01 £0,02 £0,02 +£0,01 +£0,01 +0,02 +1,01 0,02 +0,01 +0,02 +0,02 +£0,07 £0,13 £0,08 £0,16 +0,06 +0,17
cde bcde bcde abcd ab abc a abc a e de cde cde abcde bcde abc bcde abc

> SCFA" 918 983 104 136 188 145 201 148 20,8 3,72 461 685 912 131 991 161 9,81 154
+517 £522 +263 £3,12 +£6,12 +3,33 516 +£2,01 502 +260 +2,73 £3,30 £3,72 +498 £3,33 +£505 +240 %522

S BCEA® 0,05 006 0,05 0,04 002 0,03 0,02 0,03 0,02 0,03 003 0,03 0,02 021 002 0,02 0,02 0,02
+0,03 £0,02 +0,02 £0,02 £0,02 +0,02 £0,02 £0,01 +0,02 +0,02 +£0,02 £0,02 +0,01 +0,44 £0,01 £0,02 +0,01 £0,01

Mittelwerte dargestellt mit ihrer Standardabweichung; YSP = Yucca schidigera Pulver; | = Inulin; "X SCFA = Summe von kurzkettigen Fettsduren Essigsaure,
Propionsaure, i-Buttersdure, n-Buttersaure, i-Valeriansiure, n-Valeriansaure; "= BCFA = Summe von verzweigtkettigen Fettsduren i-Buttersaure und
i-Valeriansaure; *°Unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Reihe bedeuten signifikante Unterschiede (p < 0,05) ANOVA Tukey PostHoc
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Tabelle 10: Mittlere molare Verhaltnisse von SCFA im Fermentationsiiberstand nach 24 h in vitro Inkubation ohne Zusatz von Substrat (0), 2,00 sowie 4,00 g/I
Yucca schidigera, 1,00 sowie 5,00 g/l Inulin und den Kombinationen aus 2,00 sowie 4,00 g/l Yucca schidigera mit 1,00 sowie 5,00 g/l Inulin mit fakalen Inokula
von proteinarm (Diat A; n = 5) und proteinreich (Diat B; n = 5) gefitterten Hunden

Diat A (proteinarm) Diat B (proteinreich)
2YSP 2YSP 4YSP 4YSP 2YSP 2YSP 4YSP 4YSP
0 2YSP 4YSP 11 51 +11  +51 +11 +5]| 0 2YSP 4YSP 11 51 +11 +51 +11 +5]I
(mol %)
Essig abcde ab abc abcde bcde abcde bcde bcde bcde a abcd abcde cde bcde e bcde de bcde
_sAure 76,8 786 778 709 675 699 67,7 678 68,0 823 773 769 647 658 640 673 645 68,0
6,97 £3,02 £2,75 +£1,53 +£3,99 +216 +4,77 +£355 £548 +276 +4,69 £260 £290 £893 £4,14 +119 +551 £11,6
Propion- abc c bc abc ab abc a abc abc abc abc abc abc abc abc abc abc abc
shure 120 9,07 939 143 175 149 179 145 17,0 965 11,0 104 154 130 154 125 156 12,9
£762 £2,00 £143 £219 +341 +214 +431 £193 £401 +503 427 £218 £532 £1,18 £3,98 £1,62 +3,99 £1,09
i-Butter- 033 033 024 015 006 0,14 0,07 0,14 0,06 040 031 022 0,16 193 0,15 0,09 0,94 0,08
saure +0,20 0,10 £0,06 +0,04 +0,05 +0,04 +0,05 £0,05 £0,04 +0,30 £0,07 £0,04 £0,03 £4,11 £0,03 £0,03 +£0,03 £0,03
n-Butter- 10,3 11,4 120 143 146 146 140 143 14,6 7,01 106 11,8 188 183 194 193 18,7 18,3
saure £212 £1,74 £+2,01 £+3,13 +264 +3,26 +2,81 +368 £4,88 +237 +121 £143 £6,95 £106 +£6,77 +10,3 +8,58 £10,6
i-Valerian- a ab abc bc c bc c c c a abc bc c c c c c c
shure 040 034 027 011 0,02 0,09 0,04 0,06 0,01 044 025 013 006 005 0,04 005 0,04 0,02
+0,21 £0,12 £0,10 +0,07 +0,04 +0,07 +0,05 £0,06 £0,03 +0,29 +0,14 0,12 £0,08 £0,07 £0,06 +0,09 +0,06 £0,03
n-Valerian- 0,20 0,27 0,29 036 025 038 025 325 0,27 0,18 059 05 094 08 105 0,79 1,09 0,77
saure +0,34 £0,35 +£0,32 0,26 +0,06 +0,24 +0,05 6,36 £0,04 +0,17 0,44 0,23 £0,36 0,67 £044 0,71 047 £0,76
Mittelwerte dargestellt mit ihrer Standardabweichung; YSP = Yucca schidigera Pulver; | = Inulin; “*Unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Reihe

bedeuten signifikante Unterschiede (p < 0,05) ANOVA Tukey PostHoc
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Tabelle 11: Mittlere Gehalte von SCFA sowie deren molare Verhaltnisse im Fermentationsiberstand nach 24 h in vitro Inkubation ohne Zusatz von
Substrat (0), 2,00 sowie 4,00 g/l Yucca schidigera, 1,00 sowie 5,00 g/l Inulin und den Kombinationen aus 2,00 sowie 4,00 g/l Yucca schidigera mit 1,00 sowie
5,00 g/l Inulin; zusammengefasst als arithmetisches Mittel der Messwerte von Diat A und B (n = 10)

Substratlésung, (g/l) p-Wert”
Diat x
2YSP 2YSP 4YSP 4YSP YSP x | % YSP x  YSP x
0 2YSP 4YSP 11 51 +11 +51 +11 +51 SEMY Diat YSP | Diat Diat | |
(umol/mil)
Essigsaure 499 575 6,75 7,74 104 8,22 11,9 8,12 120 0,84 =0,001 0,157 <=0,001 0,948 0,983 0,874 0,963

Propionsaure 0,78 062 081 162 255 181 29 179 282 029 =0,001 0,771 =0,0010 0812 0,030 0,928 0,958
i-Buttersaure 0,02 0,02 002 0,02 011 002 001 002 00 001 0460 0,393 0,521 0,369 0,277 0,417 0,420
n-Butterséure 062 079 101 189 2,78 207 315 203 3,16 033 0,684 0612 =0,001 0,943 0,437 0,995 0,991
i-Valeriansaure 0,02 0,02 0,02 0,010 001 0,01 001 001 0,00 0,00 0,003 0370 =0,001 0914 0,014 0,946 0,977
n-Valeriansaure 0,01 0,02 0,03 0,07 009 008 0,10 031 0,10 0,03 0947 0306 0,118 0,408 0,349 0,464 0,458

> SCFA*" 645 722 863 11,3 160 122 181 12,3 181 1,47 <0,001 0,246 <0,001 0,952 0,986 0,955 0,975
> BCFA® 0,04 0,04 0,04 0,03 0,12 0,03 0,02 0,02 0,02 0,01 0679 0362 0649 0372 0,184 0,480 0,446
(mol %)

Essigsaure 796 780 774 678 66,7 670 675 661 680 188 0,197 0,853 <0,001 0,836 0,107 0,891 0,683

Propionsaure 10,8 10,0 9,88 148 153 152 152 150 149 081 0,126 0932 =0,001 0,793 0,008 0,987 0,809
i-Buttersaure 036 032 023 0,16 100 0,14 0,08 0,94 0,07 0,10 0,288 0,297 0,634 0,340 0,360 0,468 0,441
n-Butterséure 866 110 119 165 165 170 16,7 165 165 1,06 0,047 0,728 =0,001 0,886 0,082 0,892 0,990
i-Valeriansdure 0,42 0,29 0,20 0,09 0,03 006 005 005 0,02 005 0233 0,012 =0,001 0580 0,361 0,053 0,631
n-Valeriansaure 0,19 043 042 0,65 055 0,72 052 217 052 0,19 0661 0318 0,700 0,418 0,568 0,425 0,458

YSP = Yucca schidigera Pulver; | = Inulin; SSEM = Standardfehler des Mittelwerts; *p-Wert = Wahrscheinlichkeit von Diat- und Substratwirkungen, bestimmt
durch das Allgemeine Lineare Modell; "~ SCFA = Gesamtkonzentration SCFA, Summe von Essigsdure, Propionséure, i-Buttersiure, n-Buttersaure,
i-Valeriansdure, n-Valeriansaure; “ BCFA = Gesamtkonzentration BCFA, Summe von i-Buttersdure und i-Valerianséure
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Tabelle 12: Mittlerer pH-Wert, Gehalt von Ammonium und der Quotient aus Ammonium und Gesamtkonzentration SCFA im Fermentationslberstand nach
24 h in vitro Inkubation ohne Zusatz von Substrat (0), 2,00 sowie 4,00 g/l Yucca schidigera, 1,00 sowie 5,00 g/l Inulin und den Kombinationen aus 2,00 sowie
4,00 g/l Yucca schidigera mit 1,00 sowie 5,00 g/l Inulin mit fakalen Inokula von proteinarm (Diat A; n = 5) und proteinreich (Diat B; n = 5) gefiitterten Hunden

Diat A (proteinarm) Diat B (proteinreich)
2YSP 2YSP 4YSP 4YSP 2YSP 2YSP 4YSP 4YSP
0 2YSP 4YSP 11 51 +11 +51 +11 +5]| 0 2YSP 4YSP 11 51 +11 +51 +11 +5]|
abcd abcd abcd bed ef cd ef d f a ab abc abcd e abcd e abcd ef
pH 707 723 717 688 569 681 549 6,73 544 743 736 726 69 597 694 600 7,01 5,82

+048 +0,16 +0,17 +0,09 £0,35 +0,09 +0,29 +0,08 *0,24 +0,17 +£0,12 +0,13 0,10 0,29 +*0,05 +0,32 0,15 0,30

a ab abc abc bc abc bc abc bc abc abc abc abc bc abc c abc

Cc
(mmolm) 126" 115 114 100 716 104 637 999 617 872 837 824 7,95 622 786 58 800 580

NH. +472 +3,85 +297 +268 +1,04 +223 +1,05 +226 +1,32 +250 +243 +2,03 +234 +£192 +229 +145 +£198 +1,56
bc bc bc bc c c c c c a ab bc bc c bc c bc c
NH,"/ 1,58 132 109 076 040 0,74 033 0,68 0,30 345 219 143 09 049 081 038 0,82 0,39
$SCFA" +044 +045 +021 +0,18 +0,09 0,16 +0,06 0,11 0,05 +237 +£0,84 +059 +0,13 £0,10 +£0,12 +0,11 £0,07 0,07
Mittelwerte dargestellt mit ihrer Standardabweichung; YSP = Yucca schidigera Pulver; | = Inulin; ° NH,/ £ SCFA = Quotient aus Ammonium und

Gesamtkonzentration SCFA; *'Unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Reihe bedeuten signifikante Unterschiede (p < 0,05) ANOVA Tukey PostHoc
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Tabelle 13: Mittlerer pH-Wert, Gehalt von Ammonium und der Quotient aus Ammonium und Gesamtkonzentration SCFA im Fermentationsiberstand nach
24 h in vitro Inkubation ohne Zusatz von Substrat (0), 2,00 sowie 4,00 g/l Yucca schidigera, 1,00 sowie 5,00 g/l Inulin und den Kombinationen aus 2,00 sowie
4,00 g/l Yucca schidigera mit 1,00 sowie 5,00 g/l Inulin; zusammengefasst als arithmetisches Mittel der Messwerte von Diat A und B (n = 10)

Substratlésung, (g/) p-Wert”
Diat x
2YSP 2YSP 4YSP 4YSP YSP x YSP x  YSP x
0 2YSP 4YSP 11 51 +11 +51 +11 +5] SEMS Diat YSP | Diat | x Diat | |
pH 725 7,30 7,22 6,92 583 6,87 575 6,87 5,63 0,23 <=0,001 0,255 =0,001 0,988 0,123 0,715 0,370
(mmol/ml)
NH," 10,8 994 968 898 6,69 9,14 6,12 8,99 5,99 0,59 =0,001 0,625 =0,001 0,884 0,092 0,956 0,992
NH,"/

$SCFA° 251 176 126 083 045 078 035 075 034 024 0,003 0016 <0,001 0279 0,006 0,031 0,304

YSP = Yucca schidigera Pulver; | = Inulin; SSEM = Standardfehler des Mittelwerts; *p-Wert = Wahrscheinlichkeit von Diat- und Substratwirkungen, bestimmt
durch das Allgemeine Lineare Modell; 0 NH,"/ £ SCFA = Quotient aus Ammonium und Gesamtkonzentration SCFA
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Tabelle 14: Mittlere Gehalte bakterieller Metaboliten im Fermentationsuberstand nach 24 h in vitro Inkubation ohne Zusatz von Substrat (0), 4,00 g/l Yucca
schidigera, 5,00 g/l Inulin und der Kombination aus 4,00 g/l Yucca schidigera mit 5,00 g/l Inulin mit fakalen Inokula von proteinarm (Diat A; n = 5) und
proteinreich (Diat B; n = 5) gefltterten Hunden

Diat A (proteinarm) Diat B (proteinreich)
4 YSP 4 YSP
0 4 YSP 51 +51 0 4 YSP 51 +51
b b a a b b a a
D-Laktat (umol/ml) 0,07 0,17 3,81 4,65 0,03 0,09 3,34 3,11
+0,05 +£0,07 +093 1,78 +0,03 +0,04 +090 0,33
b b a a b b 2 a
L-Laktat (umol/ml) 0,05 0,15 3,52 3,76 0,04 0,12 3,23 2,66
+0,02 +0,04 090 +1,21 +0,03 +0,04 +146 1,19
Phenol (ug/ml) 1,20 1,04 1,05 1,06 1,27 1,32 1,22 0,98
+0,39 +0,14 +0,31 0,35 +061 049 +040 0,36
a ab bc c bc bc c c
Indol (ug/ml) 6,65 4,84 0,51 0,29 1,83 1,63 0,10 0,05
+426 +348 +0,82 +0,37 +201 +£127 +0,23 0,12
bc bc abc ab c bc ab a
Putrescin (umol/ml) 0,11 0,11 0,12 0,12 0,10 0,11 0,12 0,12
+0,01 +£0,01 0,01 0,01 +0,01 +£0,01 £0,001 0,01
Mittelwerte dargestellt mit ihrer Standardabweichung; YSP = Yucca schidigera Pulver; | = Inulin; *“Unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Reihe

bedeuten signifikante Unterschiede (p < 0,05) ANOVA Tukey PostHoc
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Tabelle 15: Mittlere Gehalte bakterieller Metaboliten im Fermentationsuberstand nach 24 h in vitro Inkubation ohne Zusatz von Substrat (0), 4,00 g/l Yucca
schidigera, 5,00 g/l Inulin und der Kombination aus 4,00 g/l Yucca schidigera mit 5,00 g/l Inulin; zusammengefasst als arithmetisches Mittel der Messwerte

von Digt A und B (n = 10)

Substratlésung, (g/) p-Wert”
Diat x
4 YSP YSP x YSP x  YSP x
0 4 YSP 51 +51 SEMS Diat YSP | Diat | x Diat | |

D-Laktat (umol/ml) 0,05 0,13 3,57 3,88 1,05 0,041 0,453 <0,001 0,274 0,068 0,652 0,310
L-Laktat (umol/ml) 0,05 0,14 3,37 3,21 0,92 0,193 0,884 <0,001 0,447 0,217 0,637 0,476
Phenol (ug/ml) 1,24 1,18 1,13 1,02 0,05 0,385 0,504 0,315 0,938 0,629 0,827 0,385
Indol (ug/ml) 4,24 3,23 0,31 0,17 1,03 0,003 0,403 <0,001 0,512 0,010 0,524 0,600
Putrescin (umol/ml) 0,09 0,11 0,12 0,12 0,01 0,580 0,322 <0,001 0,740 0,103 0,912 0,740

YSP = Yucca schidigera Pulver; | = Inulin; SSEM = Standardfehler des Mittelwerts; *p-Wert = Wahrscheinlichkeit von Diat- und Substratwirkungen, bestimmt

durch das Allgemeine Lineare Modell
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4.3 Quantifizierung der fakalen Mikrobiota

4.3.1 Ergebnisse der Quantifizierung der fakalen Mikrobiota der Kotproben

Die Ergebnisse der DNA-Extraktion aus den Kotproben waren Teil einer parallel
durchgefuhrten Studie (Eisenhauer 2019), die vom Landesamt fir Gesundheit und Soziales
Berlin (LaGeSo-Verordnungsnummer: G 0228/17) genehmigt wurde.

Die Erndhrung der Spendertiere hatte einen Einfluss auf die phylogenetische Struktur des
fakalen Mikrobioms. Die Kotproben der Hunde, die mit der proteinarmen Diat geflttert
wurden, zeigten eine geringere Haufigkeit von Eubacterium spp. und ein hdheres
Vorkommen von Hespellia spp. im Vergleich zu den Proben der Hunde, die mit der
proteinreichen Diat gefiittert wurden. Kotproben von Hunden, die proteinreiche Diat erhielten,
hatten einen geringeren Anteil an Clostridium spp. und Robinsoniella spp.. Im Vergleich zum
proteinarm gefitterten Hund Nummer 1 zeigten beide proteinreich gefiitterten Hunde einen

niedrigeren Lactobacillus spp. und einen hoheren Blautia spp. Gehalt (Tabelle 31).

4.3.2 Ergebnisse der Quantifizierung der fakalen Mikrobiota des Fermentationszentrifugats

In Tabelle 16 sind die mittleren Gehalte an Bakterien sowie die relativen Verhaltnisse
einzelner Bakterien im jeweiligen Cluster der Fermentationsansatze nach einer Inkubation
von 24 Stunden aufgelistet.

Analog zu den Ergebnissen der Gesamtkonzentration an SCFA lag die niedrigste
Gesamtkopienzahl aller bakteriellen Gruppen bei dem Kontrollansatz der proteinreichen
Fitterung vor. Die grolte Gesamtkopienzahl aller bakteriellen Gruppen wurde bei den
Fermentationsansatzen mit 5,00 g/l Inulin allein sowie 4,00 g/l Yucca schidigera und 5,00 g/l
Inulin bei proteinarmer Fltterung festgestellt.

Durch die Verwendung des fakalen Inokulums der proteinreich gefitterten Hunde (p < 0,001)
zeigte sich eine geringere Gesamtkopienzahl aller bakteriellen Gruppen im Vergleich zu den
Ansatzen mit fakalem Inokulum der proteinarm gefutterten Hunde. Mit diesem Einfluss der
proteinreichen Diat stand eine Reduktion der Anzahl an 16S rDNA Kopien von Clostridien
Cluster XlIVa, Clostridien Cluster IV, Clostridien Cluster |, Clostridium perfringens sowie
dessen Verhaltnis innerhalb des Clostridien Cluster |, Escherichia/ Hafnia/ Shigella Cluster
und dessen Verhaltnis innerhalb der Gesamt Enterobakterien (p < 0,001), Bacteroides/

Prevotella/ Porphyromonas Cluster sowie Lactobacillus spp. (p = 0,001) in Verbindung.
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Keinen Einfluss hatte der Proteingehalt der Diat auf Bifidobacterium spp. und die
Gesamt Enterobakterien.

Die Zugabe von Yucca schidigera fuhrte zu einer Steigerung der Gesamtkopienzahl aller
bakteriellen Gruppen (p = 0,021). Dieser Effekt spiegelte sich in einem Anstieg der Anzahl an
16S rDNA Kopien von Clostridien Cluster XIVa (p = 0,002), Clostridien Cluster Cluster IV
(p =0,010), Bacteroides/ Prevotella/ Porphyromonas Cluster (p = 0,005), Escherichia/
Hafnia/ Shigella Cluster (p < 0,001) und dessen Verhaltnis innerhalb der
Gesamt Enterobakterien (p =0,053) sowie einer Reduktion des Verhaltnisses von
Clostridium perfringens innerhalb des Clostridien Cluster | (p = 0,019), wider. Bei der
Kombination von Yucca schidigera mit der proteinarmen Diat lag bei dem Escherichia/
Hafnia/ Shigella Cluster (p = 0,053) eine Steigerung der Kopienzahl vor. Bei dem Verhaltnis
von Clostridium perfringens innerhalb des Clostridien Cluster | zeigte sich bei der
Kombination von Yucca schidigera mit der proteinreichen Diat eine Reduktion (p = 0,098).
Durch die Supplementierung von Inulin zeigte sich eine Steigerung der Gesamtkopienzahl
aller bakterieller Gruppen (p < 0,001). In diesem Zusammenhang wurde eine vermehrte
Anzahl an 16S rDNA Kopien bei Clostridien Cluster XIVa, Clostridien Cluster |V, Bacteroides/
Prevotella/ Porphyromonas Cluster, Bifidobacterium spp., Escherichia/ Hafnia/ Shigella
Cluster (p =0,001) sowie Gesamt Enterobakterien (p = 0,038) analysiert. Die Kombination
von Inulin mit der proteinarmen Fltterung ergab einen Anstieg der Kopienzahl bei Clostridien
Cluster Cluster XIVa (p = 0,080), Bacteroides/ Prevotella/ Porphyromonas Cluster
(p = 0,072) sowie Escherichia/ Hafnia/ Shigella Cluster (p = 0,044).

Bei der Kombination von Yucca schidigera und Inulin konnte ein hoherer Gehalt an
16S rDNA Kopien bei Clostridien Cluster XIVa (p = 0,053) festgestellt werden (Tabelle 17).
Die Einflussfaktoren Proteingehalt der Diat der Spendertiere, der Zusatz von Inulin und
Yucca schidigera allein und die Kombination von Inulin mit der proteinarmen Diat zeigten auf
die Gesamtkopienzahl aller bakterieller Gruppen sowie einzelnen Bakteriengruppen einen
Einfluss. Die Supplementierung von Yucca schidigera in Kombination mit dem Proteingehalt
der Diat und die Kombination beider Substrate miteinander hatten nur einen untergeordneten
Effekt.
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Tabelle 16: Mittlere Gehalte an Bakterien (dargestellt als log 16S rDNA Kopien/ ml) sowie die relativen Verhaltnisse einzelner Bakterien im Cluster im
Fermentationszentrifugat nach 24 h in vitro Inkubation ohne Zusatz von Substrat (0), 4,00 g/l Yucca schidigera, 5,00 g/l Inulin und der Kombination aus

4,00 g/l Yucca schidigera mit 5,00 g/l Inulin mit fakalen Inokula von proteinarm (Diét A; n = 5) und proteinreich (Diat B; n = 5) gefltterten Hunden

Diat A (proteinarm) Diat B (proteinreich)
4YSP 4YSP
0 4 YSP 51 +5]1 0 4 YSP 51 +51
. . bc abc ab a d [ abc abc
(C(;lojst:g;Tvg‘;cco’des Cluster 107 11,0 11.4 11,5 9,68 10,6 11,0 11,3
+045 +047 +022 +021 +0,50 +029 +047 +028
. g abc ab a a d dc bc abc
(CCIT:;:ZL(\T) leptum Cluster 10,4 10,6 11,0 11,0 9,27 9,94 10,2 10,5
+029 +040 +026 0,10 +0,32 +028 +042 +042
a a a a b ab ab ab
Clostridien Cluster | 9,74 9,82 9,81 9,81 8,77 9,01 9,10 9,25
+0,39 +046 +034 +028 +045 +043 +056 +042
. b ab a a [ bc ab a
gif;i;"r’oc’;z/n’: rs eé‘l’:z/t’:: 9,68 9,93 10,4 10,5 8,93 9,56 10,1 10,4
+042 +053 +018 0,10 +0,42 +034 +014 +0,10
Lactobacillus spp. 9,90 9,78 9,51 9,53 9,29 9,26 9,16 9,28
+0,19 +028 0,18  +0,31 +0,44 +023 +057 +0,50
Bifidobacterium spp. 9,76 9,70 10,3 10,3 9,78 9,69 10,1 10,2
+028 +029 +021 +0,34 +0,19 +022 +066 +0,52
Clostridium perfringens 8,60 8,31 8,48 8,39 4,32 4,21 5,71 4,24
+055 +078 +056 +046 +395 +385 +320 +3,89
bed abc ab a e d cd abc
Escherichia/ Hafnia/ Shigella Cluster 10,1 10,3 10,4 10,6 9,21 9,80 9,94 10,3
+021 032 +029 0,20 +0,16 +009 +013  +0,09
s 10,3 10,5 10,9 10,9 8,18 10,2 11,0 10,9
Gesamt Enterobakterien +020 +033 +028  +0,20 +457 +029 +036 +0,29
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Diat A (proteinarm) Diat B (proteinreich)
4 YSP 4 YSP
0 4 YSP 51 +51 0 4 YSP 51 +51
Verhaltnis Escherichia Cluster ab a ab ab b ab b ab
innerhalb der Gesamt Enterobakterien (%) 63,3 72,9 48,5 59,8 8,84 431 13,7 29,6
+32,9 +29,4 354 +37,0 + 4,97 + 27,3 + 14,8 + 26,9
Verhéltnis C. perfringens @ bed ab abe od d od d
innerhalb CIoStridiengCIuster 1 (%) 7.75 3,82 5,36 4,34 1.07 0,36 0,51 0,31
+ 2,68 12,34 +2,83 +2,38 +1,23 +0,33 +0,32 +0,39
. bc abc a a d cd abc ab
jﬁesratgt(l(t(;ﬁ:rez:gruppen 11,2 11,4 11,8 11,8 10,5 10,9 11,4 11,6
+0,28 +0,40 +0,15 +0,13 +0,37 +0,23 + 0,37 +0,25
Mittelwerte dargestellt mit ihrer Standardabweichung; YSP = Yucca schidigera Pulver; | = Inulin; **Unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Reihe

bedeuten signifikante Unterschiede (p < 0,05) ANOVA Tukey PostHoc; ® = normalisiert auf mittlere 16S rDNA Kopien pro Genom (6) bei Enterobakterien
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Tabelle 17: Mittlere Gehalte an Bakterien (dargestellt als log 16S rDNA Kopien/ ml) sowie die relativen Verhaltnisse einzelner Bakterien im Cluster im
Fermentationszentrifugat nach 24 h in vitro Inkubation ohne Zusatz von Substrat (0), 4,00 g/l Yucca schidigera, 5,00 g/l Inulin und der Kombination aus
4,00 g/l Yucca schidigera mit 5,00 g/l Inulin; zusammengefasst als arithmetisches Mittel der Messwerte von Diat A und B (n = 10)

Substratlésung, (g/l) p-Wert”
Diat x
4 YSP YSP x YSP x  YSP x
0 4YSP 51 +51 SEMS Diat YSP I Diat | x Diat I I

Clostridium coccoides Cluster 10,2 108 112 11,4 027 <£0,001 0,002 <0,001 0,121 0,080 0,053 0,503
(Cluster XIVa)
Clostridium leptum Cluster 984 103 106 10,7 0,19 <0,001 0,010 <0,001 0,138 0,234 0,124 0,536
(Cluster 1V)
Clostridien Cluster | 925 942 946 953 0,06 <0,001 0,386 0,254 0,563 0,348 0,731 0,990
Bacteroides/ Prevotella/ 9,31 9,7 102 104 0,24 0,001 0,005 <0,001 0,212 0,072 0,202 0,573
Porphyromonas Cluster
Lactobacillus spp. 959 952 934 940 0,06 0,001 0,999 0,115 0,700 0,267 0,553 0,985
Bifidobacterium spp. 977 969 10,2 10,2 0,14 0,459 0,863 < 0,001 0,831 0,447 0,629 0,770
Clostridium perfringens 646 6,26 7,09 6,31 0,19 =0,001 0,565 0,687 0,725 0,669 0,737 0,649
Escherichia/ Hafnia/ Shigella Cluster 964 10,1 10,2 10,5 0,18 <0,001 <0,001 <0,001 0,053 0,044 0,279 0,396
Gesamt Enterobakterien® 926 104 109 10,9 0,39 0,274 0,297 0,038 0,374 0,239 0,299 0,341
Verhaltnis Escherichia Cluster 36,1 58,0 31,1 447 589 <0,001 0,053 0,309 0,415 0,588 0,644 0,576
innerhalb Gesamt Enterobakterien (%)
Verhaltnis C. perfringens 441 209 293 232 052 <0,001 0,019 0,305 0,098 0,600 0,160 0,323
innerhalb Clostridien Cluster | (%)
Gesamtkopienzahl 10,8 11,2 116 11,7 021 <0,001 0,021 <0,001 0,310 0,114 0,183 0,737

aller bakteriellen Gruppen

YSP = Yucca schidigera Pulver; | = Inulin; SSEM = Standardfehler des Mittelwerts; *p-Wert = Wahrscheinlichkeit von Diat- und Substratwirkungen, bestimmt
durch das Allgemeine Lineare Modell; ° = normalisiert auf mittlere 16S rDNA Kopien pro Genom (6) bei Enterobakterien
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5 Diskussion

Ziel dieser Studie war es das Fermentationspotenzial von fakalen Inokula von Hunden, die
mit einer proteinarmen oder proteinreichen Diat geflttert wurden, zu bewerten sowie die
in vitro Effekte von Yucca schidigera in Kombination mit Inulin auf die Zusammensetzung
und Stoffwechselaktivitat der fékalen caninen Mikrobiota zu untersuchen.

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass sowohl die Futterung der Spendertiere, als auch die
in vitro zugegebenen Substrate, Auswirkungen auf die Zusammensetzung und mikrobielle
Fermentationsaktivitdt der fakalen Bakteriensuspensionen hatten. Zudem wurden
Wechselwirkungen zwischen dem Proteingehalt der Diat der Spendertiere und dem in vitro
zugesetzten Inulin festgestellt.

Limitiert ist die Aussagekraft dadurch, dass bis heute nicht bekannt ist auf welchem
Wirkmechanismus die beobachteten Effekte von Yucca schidigera beruhen. Die Antwort auf
diese Frage muss offen bleiben, da im Rahmen dieser Arbeit keine differenzierte
Betrachtung der antimikrobiellen und weiteren Wirkungen der verschiedenen sekundaren
Pflanzenstoffe von Yucca schidigera durchgefihrt werden konnte. Zudem existiert fir den
Hund kein einheitlich etabliertes in vitro Dickdarmfermentationsmodell, aus dem eine als

wirksam ermittelte Dosis eines Substrats zu einer in vivo Dosierung abgeleitet werden kann.

5.1 Diskussion der Versuchsbedingungen und des Studiendesigns

Ziel moderner Metabolomanalysen ist es Metaboliten, die fir ihre biologischen Auswirkungen
auf die Wirts-Darmmikrobiota-Interaktionen in biologischen Proben wie Urin, Blut, Kot und
Gewebe diskutiert werden, zu bestimmen. Infolgedessen werden Kotproben am haufigsten
fur die Untersuchung von Erndhrungs-Darmmikrobiota-Interaktionen verwendet (Chen et al.
2019). Daruber hinaus fuhrt die nicht vorhandene Zuganglichkeit des Dickdarms fur
Probenentnahmen dazu, dass es beim Menschen und auch bei vielen veterinarmedizinisch
relevanten Tierarten erforderlich ist, auf die fakale Mikrobiota zurlckzugreifen. Die
Durchfihrung von Untersuchungen zum Stoffwechselpotential der Mikrobiota ist aber nicht
zwangslaufig reprasentativ fir die Mikrobiota des Dickdarms.

Eine Untersuchung zu Ahnlichkeiten mikrobieller Populationen in verschiedenen Abschnitten
des Gastrointestinaltrakts des Hundes identifizierte fir den Dickdarm und das Rektum eine
Annlichkeit von 57,9 % mittels denaturierender Gradient-Gel-Elektrophorese (Suchodolski et

al. 2005). Weiterhin zeigte eine in vitro Untersuchung, dass die Verwendung von fakalen
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Inokula bei monogastrischen Tieren zu einer Unterschatzung der Anfangsrate und der
maximalen Fermentation von didtetischen Fasern fihren kann (Monsma und Marlett 1996).
Eine aktuelle in vitro Studie zeigte jedoch, dass Fazes fir die Herstellung des Inokulums
beim Hund verwendet werden kann, da die beobachtete Fermentationsrate vergleichbare
Ergebnisse bei Ansatzen zeigte, die mit einem Inokulum aus rektalem Digest oder
proximalen Kolondigest inkubiert wurden. Lediglich die Produktion von SCFA war in Proben
aus dem Rektum im Vergleich zu Proben aus dem distalen lleum, proximalen Kolon und
transversalen Kolon gréRer, sodass dies zu einer Uberschatzung der in vivo Fermentation
fuhren kann (Bosch et al. 2008).

Wie bereits dargestellt ist fur den Hund bekannt, dass, neben der Ernahrung als Hauptfaktor,
die individuelle Zusammensetzung der Mikrobiota im Darmtrakt auch durch andere Faktoren,
wie zum Beispiel das Alter (Benno et al. 1992a, Simpson et al. 2002), die Rasse und die
Korpergrolie (Simpson et al. 2002) sowie den Koérperfettgehalt (Li et al. 2017) beeinflusst
wird. Darlber hinaus zeigt die Mikrobiota des Hundes saisonale Schwankungen (Benno et
al. 1992b, Handl et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb eine homogenisierte
Sammelprobe von zwei Hunden derselben Rasse und anndhernd gleichem Alter sowie
Kdrpergewicht pro Diat erstellt um mogliche Variationsfaktoren zu reduzieren.

Die Sicherstellung eines sich streng wiederholenden Prozesses der Sammlung und
Verarbeitung der Kotproben ist fir den Erhalt eines qualitativ hochwertigen fakalen
Inokulums von wesentlicher Bedeutung, da die Frische und Qualitat der Proben letztendlich
die Effizienz der Kolonisierung des in vitro Systems bestimmen (Payne et al. 2012). Um dies
zu gewahrleisten, wurden in der vorliegenden Studie die Kotproben an allen finf Tagen
morgens unmittelbar nach dem Kotabsatz eingesammelt und maximal eine Stunde bis zur
Weiterverarbeitung luftdicht verschlossen bei Raumtemperatur gelagert.

Zur Erzeugung anaerober Bedingungen wahrend der Inkubation wurden die Proben in eine
verschlossene Kunststoffoox zusammen mit einem anaeroben Gas produzierender Beutel
gestellt. Zum Nachweis der anaeroben Bedingungen wurde die Pufferldsung mit Resazurin
versetzt, das als Sauerstoffindikator vorhandenen Sauerstoff mittels Farbumschlag anzeigt.
Da sich weder beim Ansatz noch kurz vor dem Stoppen der Fermentation ein Farbumschlag
des Indikators zeigte, kann angenommen werden, dass anaerobe Bedingungen wahrend des
Versuchs vorlagen.

Eine in vitro Untersuchung mit fédkalem Inokulum von Hunden in einer Verdinnung von
1:10 (w/v) stellte fir drei verschiedene Fruktane mit unterschiedlicher Kettenlange (DP = 4;
2 < bis < 60; > 22) nach einer Inkubationszeit von 4,80- 5,30 Stunden den Zeitpunkt des

Auftretens der maximalen Rate der Gasproduktion fest (Bosch et al. 2008). Dies lasst die
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Schlussfolgerung zu, dass die Inkubationszeit der vorliegenden Studie von 24 Stunden
ausreichend war um das zugesetzte Inulinprodukt, dass nach Angaben des Herstellers zu
25,0 % eine DP > 10 und 75,0 % < 10 aufweist, nahezu vollstdndig fermentativ durch die
fakale Mikrobiota abzubauen. Untersuchungen zum bakteriellen Abbau von Yucca schidigera
wurden bisher nicht durchgefuhrt.

Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurde in der vorliegenden Studie
ein statisches Kurzzeitinkubationssystem mit einer Verdinnung des Inokulums von
1:10 (w/v) und einer Inkubationszeit von 24 Stunden gewahlt, dass bereits in einer grof3en
Anzahl von in vitro Fermentationsstudien mit Hunden als Spendertieren eingesetzt wurde
(Sunvold et al. 1995a, Sunvold et al. 1995b, Sunvold et al. 1995¢, Giffard et al. 2001, Myint
et al. 2017). Zudem entsprach die Inkubationszeit von 24 Stunden anndhernd der
Verweildauer des Chymus im Dickdarm von Hunden groRRer Rassen (Hernot et al. 2006).
Nach bestem Wissen gibt es flr die Art des Mediums, das Fermentationsgefal3, das
Volumen des Fermentationsansatzes sowie das Verhaltnis der Flussigkeitsoberflache zum
Fermentationsvolumen kein Standardverfahren fur in vitro Fermentationsstudien mit Hunden
als Spendertieren.

Durch die ausschlieBliche Verwendung der Pufferldsung als Fermentationsmedium konnte
fokussiert die Interaktion, der in der Kotsuspension vorhandenen Bakterien mit den
zugesetzten Substraten, betrachtet werden. Es ist jedoch anzunehmen, dass mit dem
Inokulum neben den Bakterien auch unverdaute Nahrungsbestandteile dem
Fermentationsansatz hinzugeflgt wurden, die folglich zusatzlich als Fermentationssubstrat
zur Verfugung standen. Die Analyse der Rohnahrstoffe der Kotproben zeigte vergleichbare
Werte flr die einzelnen Kotproben, die sich im Wesentlichen nur in einem um 93,0 g/kg TS

héheren Rohproteingehalt bei den proteinreich gefutterten Hunden unterschieden haben.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Einfluss des Proteingehalts der Diat auf das Stoffwechselpotential der Mikrobiota

Die Proteinquelle und -verdaulichkeit sowie die Proteinkonzentration in der Nahrung sind,
wie bereits an anderer Stelle erlautert, wichtige Faktoren, die die Zusammensetzung und
Stoffwechselaktivitat der Mikrobiota beeinflussen.

Der pH-Wert im Verdauungstrakt von Hunden wird durch verschiedene diatetische Faktoren
beeinflusst und spiegelt die Auswirkungen der unverdauten Futtermatrix sowie der

endogenen Sekrete und der mikrobiellen Stoffwechselprodukte wider, die saurebildend oder
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alkalisierend wirken. In der vorliegenden Studie lag ein hdherer pH-Wert (p < 0,001) bei den
Fermentationsansatzen mit fakalem Inokulum der proteinreich gefutterten Hunde vor. Die
héheren pH-Werte kdnnen die Folge des geringeren Gesamtgehalts an D- und L-Laktat
sowie SCFA und einer héheren Ammoniumkonzentration im Verhaltnis zu den SCFA sein.
Die beobachteten Ergebnisse stimmen mit einer friheren in vitro Studie Uberein, die einen
héheren pH-Wert in der Fermentationsfllissigkeit nach 24 Stunden Inkubation mit dem
unverdauten Riickstand einer proteinreichen Diat analysiert hat (Pinna et al. 2016). Darlber
hinaus haben einige in vivo Studien, in denen Hunde mit einer proteinreichen Ernahrung
geflttert wurden, einen Anstieg des fakalen pH-Wertes gezeigt (Zentek et al. 2003, Zentek et
al. 2004, Hang et al. 2013).

Fermentierbare Kohlenhydrate, die nicht durch koérpereigene Enzyme abgebaut wurden,
gelten, neben endogenem und unverdautem Protein, als die Hauptsubstrate der bakteriellen
Fermentation im Dickdarm. lhre Fermentation fiihrt zur Bildung von SCFA, insbesondere
Essigsaure, Propionsaure sowie Buttersaure und anderen Metaboliten wie Laktat. Dartber
hinaus verursacht der bakterielle Abbau von Proteinen im Dickdarm eine Bildung von SCFA,
insbesondere die Produktion von BCFA und einer Reihe von stickstoff- und schwefelhaltigen
Verbindungen wie Ammoniak (Roberfroid et al. 2010). In der vorliegenden Studie wurden
Geflugelmehl und Griebenmehl als Proteinquellen in den Diaten eingesetzt. Geflugelmehl
und Griebenmehl haben eine scheinbare ileale Proteinverdaulichkeit von 85,0- 79,0 % und
7,00- 9,00 % scheinbare Verdaulichkeit im Dickdarm (Meyer und Zentek 2016).
Infolgedessen wurde bei der Fltterung der proteinreichen Didt ein erhdhter bakterieller
Proteinabbau im Dickdarm der Hunde im Zusammenhang mit einer geringeren Produktion
von SCFA und Laktat erwartet.

Ein geringerer Gehalt von D-Laktat (p = 0,041) wurde in der vorliegenden Studie bei den
Fermentationsansatzen mit fakalem Inokulum der proteinreich gefltterten Hunde festgestellt.
Diese Beobachtung kénnte eine Anpassung der Mikrobiota an den niedrigeren Gehalt von
stickstofffreien Extraktstoffen der proteinreichen Diat widerspiegeln, da Laktat als relevanter
Metabolit des Kohlenhydratabbaus bekannt ist (Swanson et al. 2002).

In der vorliegenden Studie lag in den Fermentationsansatzen mit fakalem Inokulum der
proteinreich gefitterten Hunde eine niedrigere Gesamtmenge an SCFA (p < 0,001) vor, die
in erster Linie auf einen Rickgang der Essigsdure- und Propionsdurekonzentration
(p = 0,001) zuruckzufuhren war. Die analysierten Ergebnisse stimmen mit den Erkenntnissen
friherer in vitro (Pinna et al. 2016) und in vivo Studien (Nery et al. 2012, Hang et al. 2013)
Uberein. In der vorliegenden Studie wurde eine verminderte Konzentration von

i-Valeriansdure (p = 0,003) bei den Fermentationsansatzen mit fakalem Inokulum der
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proteinreich gefutterten Hunde festgestellt. Keine Wirkung des Proteingehalts der Diat lag bei
dem Gehalt von ji-Buttersaure und der Gesamtkonzentration BCFA vor. Die Daten stehen im
Kontrast zu den Ergebnissen einer vorherigen in vivo Studie, in der die Gesamtmenge von
BCFA durch die Fltterung einer proteinreichen Diat mit Griebenmehl erhéht wurde (Hang et
al. 2013). Eine weitere in vivo Studie stellte einen diatetischen Effekt auf die fakale BCFA
Konzentration durch die Art der Proteinquelle in der Diat fest, jedoch keinen Einfluss durch
die Proteinkonzentration (Nery et al. 2012).

Die Konzentration von Ammonium war in der vorliegenden Studie in Proben mit fakalem
Inokulum der proteinreich gefitterten Hunde niedriger (p < 0,001). Die beobachteten
Ergebnisse stehen nicht im Einklang mit den Resultaten einer friiheren in vitro Studie, in der
eine erhohte Ammoniakkonzentration nach der Fermentation des unverdaulichen
Ruickstands einer proteinreichen Diat, die zuvor in einem zweistufigen in vitro Verfahren
verdaut wurde, festgestellt wurde (Pinna et al. 2016). Zudem wurde in einigen in vivo Studien
ein Anstieg der Konzentration von Ammoniak nach der Futterung einer proteinreichen
Nahrung analysiert (Nery et al. 2012, Hang et al. 2013). Der Quotient von Ammonium und
der Gesamtkonzentration an SCFA war in Proben mit Inokulum der proteinarm gefutterten
Hunde niedriger (p = 0,003), was durch eine geringere relative proteolytische Aktivitat im
Vergleich zur gesamten bakteriellen Stoffwechselaktivitat erklart werden konnte.

Die Indolkonzentration der vorliegenden Studie war in Proben mit fakalem Inokulum von
Hunden, die eine proteinreiche Erndhrung erhielten, niedriger (p = 0,003). Im Gegensatz
dazu wurde unter in vivo Bedingungen kein diatetischer Effekt einer hohen
Proteinkonzentration auf die fakale Konzentration von Indol bei Hunden beobachtet (Nery et
al. 2012).

Der niedrigere pH-Wert und die héhere Konzentration von SCFA sowie Ammonium lassen
die Schlussfolgerung zu, dass die Bakteriensuspension der proteinarm gefutterten Hunde
eine insgesamt hohere Fermentationskinetik mit gesteigerten Endproduktkonzentrationen

der Kohlenhydratfermentation zeigte.

5.2.2 Einfluss von Inulin auf das Stoffwechselpotential der Mikrobiota
Die Effekte von Inulin als Prabiotikum beim Hund wurden in zahlreichen in vitro (Vickers et

al. 2001, Biagi et al. 2010, Inness et al. 2011) und in vivo Studien (Verlinden et al. 2006,
Barry et al. 2009, Beloshapka et al. 2013) untersucht.
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Untersuchungen zur Stabilitat von oral appliziertem Inulin im Darm und dessen Lokalisation
der Hauptabbauregion beim Hund fehlen. Die Daten Uber die Lokalisation des Abbaus von
Inulin im Magen-Darm-Trakt von Schweinen sind widerspruchlich. Die Ergebnisse zweier
Studien zeigten einen Hauptabbau von Inulin im Dickdarm (Yasuda et al. 2007, Paldlack et
al. 2012), wahrend andere Autoren eine prazakale Verdaulichkeit des Inulins von 98,0 %
bestimmt haben (Branner et al. 2004). Die Verringerung des Inulingehalts wahrend der
Passage durch den Dinndarm kann auf eine Hydrolyse durch Saure oder enzymatischen
Abbau der Mikrobiota des Dinndarms zurtickzufiihren sein (Bach Knudsen und Hessov
1995).

In vitro Studien mit verschiedenen Inulinprodukten als Substrat und fakalem Inokulum vom
Hund zeigten eine erhéhte Produktion von SCFA (Vickers et al. 2001, Biagi et al. 2010,
Inness et al. 2011). In der vorliegenden Studie wurde ebenfalls ein Anstieg der
Gesamtkonzentration SCFA (p <0,001) durch die Zugabe von Inulin identifiziert, der mit
einer erhdhten Konzentration von Essigsaure, Propionsaure und n-Buttersaure (p < 0,001)
einherging. Die Ergebnisse von in vivo Studien mit Hunden Uber die Bildung von SCFA nach
der Fitterung von Inulin sind unterschiedlich. In einer Studie wurde bereits nach der
Futterung von 3,00 g/kg eines Inulinprodukts in der Diat ein Anstieg der fakalen
Konzentration von SCFA beobachtet (Propst et al. 2003). Im Gegensatz dazu wurde in einer
anderen in vivo Studie nach der Futterung von 4,00 g/kg eines Inulinprodukts in der Diat kein
Einfluss auf den fakalen Gehalt an SCFA festgestellt und parallel ein leichter Anstieg des
fakalen pH-Wertes analysiert (Barry et al. 2009). Daruber hinaus wurde in zwei in vivo
Studien eine Senkung des fakalen pH-Werts nach der Futterung von 30,0 g/kg getrocknetem
Chicorée mit einem Inulingehalt von 55,0 % und 15,0 g/kg eines Inulinprodukts identifiziert.
In diesen Studien wurde die Zusammensetzung der SCFA nicht analysiert, sodass keine
Ruickschlisse auf den pH-Wert und die Veranderungen in der Produktion von SCFA durch
Inulin méglich sind (Zentek et al. 2003, Verlinden et al. 2006). Die in vivo beobachteten
Effekte von Inulin auf den pH-Wert stehen im Einklang mit dem in dieser Studie festgestellten
niedrigeren pH-Wert (p < 0,001), der durch die gleichzeitig erhdhte Produktion von Laktat
und SCFA erklart werden kann.

Erhéhte Werte von D- und L-Laktat (p < 0,001) wurden in der vorliegenden Studie nach der
Supplementierung von Inulin beobachtet. Diese beobachteten Effekte kbnnen damit erklart
werden, dass die fakale Mikrobiota das zugesetzte Inulin als Kohlenhydratquelle nutzen
konnte und infolgedessen Laktat als ein wichtiger Metabolit des Kohlenhydratabbaus durch
laktatproduzierende Arten wie Lactobacillus spp. und Bifidobacterium spp. produziert wurde

(Swanson et al. 2002). Unter in vivo Bedingungen akkumuliert Laktat jedoch nicht signifikant
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im Chymus des Kolons, mit gelegentlichen Ausnahmen fur den proximalen Darmabschnitt,
da es im Dickdarm im Rahmen der mikrobiellen Okologie von anderen Bakterienarten weiter
fermentiert wird (Macfarlane et al. 1998).

Bei der Betrachtung des Einflusses von Inulin auf die bakterielle Proteinfermentation beim
Hund hat sich gezeigt, dass erhdhte fakale Gehalte von BCFA, Phenol sowie Indol nach der
Futterung von Inulin reduziert wurden (Propst et al. 2003, Barry et al. 2009). In der
vorliegenden Studie lag eine Verringerung der Konzentration von Indol und i-Valeriansaure
(p =< 0,001) nach der Supplementierung von Inulin vor. Ein Effekt auf die
Gesamtkonzentration BCFA, j-Buttersaure und Phenol, konnte jedoch nicht festgestellt
werden. Die Konzentrationen von Histamin, Cadaverin, Spermidin, Tyramin und Spermin
lagen in allen Proben unter den Nachweisgrenzen. Dies kann auf einen geringen bakteriellen
Abbau von Protein in den fakalen Bakteriensuspensionen, unter den durchgeflihrten in vitro
Bedingungen, hinweisen. Die Konzentration von Putrescin wurde durch die Zugabe von
Inulin erhdéht (p < 0,001). Dieser Befund steht im Einklang mit den Ergebnissen einer
frheren in vitro Studie, in der die Fermentation eines Fruktooligosaccharidprodukts (OPS,
DP 2- 8; Beneo GmbH, Mannheim, Deutschland) zu erhéhten Konzentrationen von Putrescin
und Spermin fuhrte (Pinna et al. 2016). Daruber hinaus konnte auch in einer in vivo Studie
ein linearer Anstieg von Putrescin, Cadaverin, Spermidin und dem Gesamtgehalt an Aminen
nach der Futterung eines Oligofruktoseprodukts (Raftilose P95, Orafti, Tienen, Belgien)
festgestellt werden (Propst et al. 2003). Im Gegensatz dazu wurden in einigen in vivo
Studien keine Effekte bei der Supplementierung von Inulin und Fruktooligosacchariden auf
die fakale Konzentration von biogenen Aminen beobachtet (Swanson et al. 2002, Flickinger
et al. 2003a, Beloshapka et al. 2012). Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen und den
in der Literatur verdffentlichten Daten erscheinen biogene Amine nicht als genauer Marker
fur die Beurteilung des Ablaufs der bakteriellen Proteinfermentation.

In der vorliegenden Studie wurde die Konzentration von Ammonium (p < 0,001) sowie der
Quotient von Ammonium und der Gesamtkonzentration von SCFA (p < 0,001) durch die
Supplementierung von Inulin reduziert. Dies kénnte dadurch erklart werden, dass Inulin als
prabiotisches Substrat von saccharolytischen Bakterien als Energiequelle genutzt werden
kann und dadurch die Kohlenhydratfermentation induziert wird, was folglich zu einer héheren
Umwandlung von Stickstoff in Bakterienprotein fuhrt (Howard et al. 2000, Flickinger et al.
2003b). Die bisher beobachteten in vitro und in vivo Effekte der Supplementierung von Inulin
und Fruktooligosacchariden auf den Ammoniakgehalt sind jedoch gegensatzlich. Die
vorliegenden Ergebnisse stimmen mit einer friiheren in vitro Studie Uberein, die eine

niedrigere Konzentration von Ammoniak nach der Inkubation eines
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Fruktooligosaccharidprodukts mit unverdauten Resten eines proteinreichen und
proteinarmen Futters analysierte (Pinna et al. 2016). Eine weitere in vitro Studie stellte
jedoch hdéhere Konzentrationen von Ammoniak nach der Fermentation von zwei
Inulinprodukten (Fibruline XL, DP > 20, Cosucra Group Warcoing, Pecq, Belgien; Beneo GR,
DP 2- 60, & 10- 12, Beneo-Orafti S.A., Tienen, Belgien) in einer Konzentration von 1,00 g/l
mit fakalen Inokulum von Hunden, die mit einer Trockennahrung mit einem Rohproteingehalt
von 252 g/lkg TS geflttert wurden, fest (Biagi et al. 2010). Gegensatzliche Ergebnisse
wurden auch im Rahmen von in vivo Studien erzielt. Zwei in vivo Studien haben einen
erhohten fakalen Gehalt an Ammoniak nach Fitterung von 3,00, 6,00 und 9,00 g/kg eines
Inulin- und eines Oligofruktoseprodukts (Propst et al. 2003) und 30,0 g/kg eines
Fruktooligosaccharidprodukts (Raftilose P95, Orafti, Oreye, Belgien) (Hesta et al. 2003) als
Zusatz zu einer Diat mit einem Rohproteingehalt zwischen 327 und 500 g/kg uS festgestellt.
Im Gegensatz dazu haben andere Autoren keine Unterschiede in der fakalen Ausscheidung
von Ammoniak nach der Futterung von 2,00 und 4,00 g/kg eins Inulin- und
Fruktooligosaccharidprodukts (FortiFeed P-95, GTC Nutrition, Golden, Colorado) (Barry et al.
2009), 5,00 g/kg eines Fruktooligo-saccharidprodukts (Raftifeed® P75, Encore Technologies,
Eden Prairie, USA) (Strickling et al. 2000) und 10,0 g/kg eines Oligofruktoseprodukts (DP 3-
20, @ 9 Orthica B.V., Weesp, Niederlande) (Beynen et al. 2002) als Zusatz zu einer Diat mit
einem Rohproteingehalt zwischen 300 und 312 g/kg TS beobachtet.

In der vorliegenden Studie wurde eine Verstarkung des Effekts von Inulin durch die
Kombination mit dem Proteingehalt der Diat fur Propionsaure (p = 0,030) und deren relativen
molaren Konzentration (p = 0,008), i-Valeriansaure (p = 0,014), der relativen molaren
Konzentration n-Buttersdure (p = 0,082), Ammonium (p = 0,092), dem Quotienten von
Ammonium und Gesamtkonzentration SCFA (p = 0,006), Indol (p = 0,010) sowie D-Laktat
(p =0,068) beobachtet. Die Annahme, dass sich die fakale Mikrobiota der proteinarm
gefltterten Spendertiere besser an das Inulin als supplementierte Kohlenhydratquelle
anpassen konnte, stellt eine mdgliche Erklarung fur die beobachteten Effekte bei der
Propionsaure, dem Quotienten aus Ammonium und Gesamtkonzentration SCFA sowie
D-Laktat dar. Die Intensivierung des Effekts von Inulin durch die Kombination mit der
proteinreichen Diat, die bei i-Valeriansaure, n-Buttersaure, Ammonium und Indol beobachtet
wurde, kann derzeit nicht erklart werden.

Es kann geschlussfolgert werden, dass Inulin in der Lage ist die mikrobielle
Fermentationsaktivitdt der fakalen caninen Mikrobiota anzuregen und dies zu hdheren

Endproduktkonzentrationen der Kohlenhydratfermentation fiihrt, die mit mehreren positiven
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Auswirkungen auf den Darm verbunden sind, wie die Stimulation der epithelialen

Proliferation sowie Barrierefunktion und Modulation der Immunantwort.

5.2.3 Einfluss von Yucca schidigera auf das Stoffwechselpotential der Mikrobiota

Die Anzahl der in vivo (Lowe und Kershaw 1997, Lowe et al. 1997, Santos et al. 2013, Dos
Reis et al. 2016, Santos et al. 2016, Weber et al. 2016) und in vitro Studien (Giffard et al.
2001, Pinna et al. 2017) uber die Wirkungen von Yucca schidigera bei Hunden ist gering.
Das Ziel der meisten Studien mit Yucca schidigera bei Hunden war es, eine mdogliche
Verbesserung des Fakalgeruchs zu Uberprifen, jedoch zeigen die Ergebnisse kein
einheitliches Bild (Lowe und Kershaw 1997, Lowe et al. 1997, Giffard et al. 2001, Dos Reis et
al. 2016). Tierversuche zur Stabilitat von oral appliziertem Yucca schidigera im Magen-Darm-
Trakt und zum potentiellen Bereich des bakteriellen Abbaus wurden bisher nicht
durchgefliihrt. Wie bereits zuvor angeflihrt wurden mehrere Theorien fir die Wirkungsweise
von Yucca schidigera publiziert, wie die Hemmung der bakteriellen Ureaseaktivitat (Killeen et
al. 1994, Paulo et al. 2011), die Modifikation der Darmmikrobiota durch Saponine (Killeen et
al. 1998b, Katsunuma et al. 2000, Hassan et al. 2010) und die Bindung von Ammoniak durch
die wasserldsliche saponinfreie Fraktion (Headon 1991, Makkar et al. 1999).

In der vorliegenden Studie fuhrte die Zugabe von Yucca schidigera zu einem geringen
numerischen Anstieg des Gesamtgehalts an SCFA, der in erster Linie auf einen Anstieg der
Essigsaurekonzentration zurickzufiGhren war. Nur der relative molare Anteil von
i-Valeriansaure wurde durch die Supplementierung von Yucca schidigera signifikant reduziert
(p = 0,012). Diese Daten stimmen mit einer friheren in vitro Studie mit fadkalem Inokulum von
Hunden Uberein, bei der die Zugabe von 0,10 g/l Yucca schidigera Extrakt zu einem leichten
numerischen Anstieg der gesamten flichtigen Fettsduren flhrte (Pinna et al. 2017). Eine
weitere in vitro Studie mit fakalem Inokulum von Hunden und einer Supplementierung von
0,17 g/l Yucca schidigera ergab eine Reduktion des Schwefelwasserstoffs, aber keine
Auswirkungen auf die gesamte Gasproduktion (Giffard et al. 2001). Vergleichend betrachtet,
zeigten die Ergebnisse einer in vitro Studie mit Pansenflussigkeit von Kilhen und dem Zusatz
von 0,20, 0,40 und 0,60 g/l Yucca schidigera (Desert Yucca™, Med-Vet Pharmaceutical Ltd.,
Eden Prairie, USA) ebenfalls keine Veranderungen des Gesamtgehalts der SCFA (Patra et
al. 2012).

Der Ammoniumgehalt wurde in Proben der vorliegenden Studie durch den Zusatz von Yucca

schidigera im Vergleich zu den nicht erganzten Fermentationsansatzen lediglich numerisch
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reduziert. Ahnlich zu den Ergebnissen dieser Arbeit wurde in einer frilheren in vitro Studie
mit fakalem Inokulum von Hunden und dem Zusatz von 0,10 g/l Yucca schidigera Extrakt
keine Reduktion von Ammoniak in der Fermentationsflissigkeit festgestellt (Pinna et al.
2017). Im Gegensatz dazu wurde eine Reduktion des fakalen Ammoniaks unter in vivo
Bedingungen beobachtet, nachdem Hunden Yucca schidigera in einer Dosierung von 0,25,
0,50 und 0,75 g/kg TS (Dos Reis et al. 2016) sowie 0,125 g/kg Saponinextrakt von Yucca
schidigera (Weber et al. 2016) der Diat gefittert wurde. In einer weiteren Studie mit
Kaninchen, die im Alter von finf bis 13 Wochen eine Diat mit 0,25 g/kg Yucca schidigera
Extrakt erhalten haben, wurde nach der Schlachtung ein Riickgang des Ammoniakgehalts in
Proben aus dem Zakum gemessen (Amber et al. 2004). Vergleichend betrachtet, konnte
ebenfalls bei Wiederkauern sowohl bei der in vitro Zugabe von 1,00 % (v/v) Yucca schidigera
Extrakt (Alltech Inc., Nicholasville, USA) zur Pansenflissigkeit von Schafen (Wallace et al.
1994) als auch bei der in vivo intraruminalen Applikation von 20,0 und 60,0 g/Tag Yucca
schidigera (Desert King International, San Diego, USA) an Farsen (Hristov et al. 1999) eine
Abnahme der Ammoniakkonzentration beobachtet werden. Im Zusammenhang mit den
Veranderungen des Gesamtgehalts der SCFA und Ammoniumkonzentration wurde eine
Reduktion des Quotienten (p = 0,016) beobachtet.

Die Wirkungen von Yucca schidigera auf die in vitro mikrobielle Fermentationskinetik waren
in der vorliegenden Studie begrenzt. Das Fehlen signifikanter Unterschiede bei den Markern
der bakteriellen Proteinfermentation, wie der Konzentration von Ammonium, die in friheren
Studien beobachtet wurden, kann durch die spezifische Zusammensetzung des
Fermentationsmediums verursacht worden sein. Studien zu den Effekten der

Zusammensetzung der Puffermedien liegen in der Literatur nicht vor.

5.2.4 Einfluss von Inulin in Kombination mit Yucca schidigera auf das Stoffwechselpotential
der Mikrobiota

In der vorliegenden Studie fuhrte die in vitro Supplementierung von Inulin in Kombination mit
Yucca schidigera zu einem numerischen Anstieg der Produktion von SCFA, wobei dieser
Anstieg durch hohere absolute Konzentrationen von Essigsaure, Propionsaure,
n-Buttersaure und n-Valeriansaure bestimmt wurde. Ein Trend zur Reduktion zeigte sich nur
bei dem relativen molaren Gehalt von i-Valeriansaure (p = 0,053). Die Konzentration von
Ammonium wurde im Vergleich zu den Fermentationsansatzen mit Inulin allein durch die

Kombination von 5,00 g/l Inulin mit 2,00 sowie 4,00 g/l Yucca schidigera weiter numerisch
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reduziert. Der Quotient von Ammonium und der Gesamtkonzentration von SCFA wurde
durch die Supplementierung von beiden Substraten in Kombination signifikant reduziert
(p =0,031).

Die beobachteten Effekte bei der Supplementierung von Inulin in Kombination mit Yucca
schidigera lagen insgesamt nahe an den Wirkungen von Inulin allein, sodass angenommen
werden kann, dass die in vitro Wirkungen auf die fakale Fermentierungskinetik primar durch
die Zugabe von Inulin verursacht und durch die Kombination mit Yucca schidigera leicht

unterstitzt wurden.

5.2.5 Einfluss des Proteingehalts der Diat auf die Zusammensetzung der Mikrobiota

Fur den Hund ist bekannt, dass die Zusammensetzung der Mikrobiota im Darmtrakt und im
Kot durch die Konzentration (Li et al. 2017) sowie die Quelle (tierisch vs. pflanzlich) (Zentek
1995b) des Nahrungsproteins beeinflusst wird. Eine in vivo Untersuchung zeigte, dass die
Futterung einer proteinreichen Diat den Anteil an Firmicutes in der fakalen Microbiota erhoht,
wahrend Proteobacteria, Bacteroidetes und Fusobacteria nahezu unbeeinflusst blieben. Auf
Speziesebene wurden vermehrte Konzentrationen von Clostridium perfringens, Clostridium
hiranonis und Ruminococcus gnavus beobachtet (Li et al. 2017).

Die Ergebnisse der untersuchten Kotproben der Spendertiere aus der parallel
durchgefuhrten Studie zeigten, dass bereits in vivo Veranderungen in der Zusammensetzung
der fakalen Mikrobiota nach der Fltterung von Diaten mit unterschiedlichen Proteingehalten
beobachtet werden konnten, obwohl nur wenige Hunde als Spender eingesetzt wurden. Die
Kotproben der proteinarm gefutterten Hunde zeigten einen geringeren Anteil an
Eubacterium spp. und hdhere Anteile an Hespellia spp.. Die proteinreich gefitterten Hunde
wiesen in den Kotproben einen geringeren Anteil an Clostridium spp. und Robinsoniella spp.
auf. Die festgestellten Veranderungen in der Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota
spiegeln eine Anpassung an den erhdhten Proteingehalt der Didten wider. Die beobachteten
Effekte stehen im Kontrast zu den Ergebnissen friherer Studien, die einen Anstieg von
Clostridium spp. nach Verabreichung einer proteinreichen Diat festgestellt haben (Zentek et
al. 2003; Li et al. 2017).

Bei Betrachtung der Ergebnisse zur Zusammensetzung der Mikrobiota der
Fermentationsansatze ist zu berucksichtigen, dass in der vorliegenden Studie nur ein
ausgewahltes Spektrum der dominierenden fakalen Mikrobiota des Hundes untersucht

wurde. Die Auswahl der Bakterien erfolgte auf Basis der zugrundegelegten Fragestellung.
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Zur Beruteilung der potentiellen Manipulation der bakteriellen Proteinfermentation durch den
Zusatz von Yucca schidigera und Inulin wurden die vorwiegend saccharolytischen Genera
Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus und Clostridium analysiert. Zusatzlich wurde das
Bakterienvorkommen auf Ebene der Spezies Clostridium perfringens betrachtet, um ein
vermehrtes Vorkommen bei steigendem Rohproteingehalt der Grundration zu erfassen, wie
es bereits in vorherigen Studien erhoben wurde (Zentek et al. 2003, Li et al. 2017).

Zu in vitro Fermentationssystemen ist bekannt, dass die Beimpfung und Besiedlung eines
Sytems zu einer neu ausbalancierten Mikrobiota flihren kann, die sowohl auf die
einwirkenden Fermentationsbedingungen, wie unter anderem dem Kulturmedium und dem
pH-Wert, als auch auf die initiale qualitative Vielfalt zurtickzufiihren ist, nicht aber auf das
anfangliche quantitative Gleichgewicht des fakalen Inokulums (Payne et al. 2012).

In der vorliegenden Studie enthielten die Fermentationsansatze mit dem fakalem Inokulum
der proteinreich gefiitterten Hunde insgesamt einen geringeren Gehalt an Gesamtkopienzahl
aller bakterieller Gruppen und eine reduzierte Anzahl der 16S rDNA Kopien von Clostridien
Cluster XIVa und IV (p < 0,001) sowie des Bacteroides/ Prevotella/ Porphyromonas Clusters
(p = 0,001). Auf Basis der Kenntnis, dass Vertreter der Clostridien Cluster XIVa und IV sowie
des Bacteroides/ Prevotella Clusters im Dickdarm beim Menschen vorwiegend fermentativ
Kohlenhydrate abbauen (Louis et al. 2007, Riviére et al. 2016), kbnnen die analysierten
Veranderungen als eine Anpassung an den geringeren Gehalt stickstofffreier Extraktstoffe
der proteinreichen Diat angesehen werden. Die Beobachtungen sowie die daraus abgeleitete
Annahme stehen im Einklang mit den Daten einer in vivo Untersuchung, in der bei Hunden,
die eine proteinreiche rohe Diat (763 g/kg TS) erhalten haben, im Vergleich zu Hunden,
denen eine proteinarme extrudierte Diat (299 g/kg TS) geflttert wurde, ein geringerer Gehalt
an Bacteroides spp. und Prevotella spp. im Kot nachgewiesen wurde (Bermingham et al.
2017). In einer weiteren in vivo Untersuchung konnte ebenfalls auf Ebene des Phylums ein
vermindertes Vorkommen von Bacteroidetes im Kot bei proteinreich gefittern Hunden
(28,0 %), im Vergleich zu Hunden, die eine Diat mit einem geringen Proteingehalt erhalten
haben (36,7 %), festgestellt werden (Li et al. 2017).

Als weiteren Effekt der Anpassung an den Proteingehalt der Diat der Spendertiere konnte ein
verminderter Gehalt von Lactobacillus spp. (p = 0,001) in den Fermentationsansatzen der
proteinreich gefutterten Hunde festgestellt werden. Diese Ergebnisse stimmen mit den
Beobachtungen einer friheren in vitro Studie Uberein, die eine hohere Anzahl an
Lactobacillus spp. in der Fermentationsflissigkeit nach 24 Stunden Inkubation mit dem
unverdauten Rilckstand einer proteinarmen Diat analysiert hat (Pinna et al. 2016). Im

Kontrast dazu steht, dass im Rahmen einer in vivo Untersuchung bei proteinreich gefitterten
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Hunden ein héherer Gehalt an Lactobacillus spp. im Kot nachgewiesen wurde (Bermingham
et al. 2017).

In der vorliegenden Studie konnte kein Einfluss des Proteingehalts der Diat der Spendertiere
auf den Gesamtgehalt an Enterobakterien und Bifidobacterium spp. festgestellt werden. Die
Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen einer friheren in vitro Studie Uberein, die keine
Veranderungen in dem Vorkommen von Bifidobakterien und Enterobacteriaceae in der
Fermentationsflissigkeit nach 24 Stunden Inkubation mit dem unverdauten Rickstand einer
proteinarmen und proteinreichen Diat beobachtet hat (Pinna et al. 2016). Die erhobenen
in vitro Befunde zum Vorkommen von Bifidobakterien stehen nicht im Einklang mit den
bisher ermittelten in vivo Daten, wobei diese auch kontrar zueinanderstehen. Eine altere
in vivo Studie mit kulturellem Bakteriennachweis, stellte eine hohere fakale Konzentration
von Bifidobakterien bei proteinarm gefutterten Hunden fest (Zentek et al. 2003). Im
Gegensatz dazu wurde in einer aktuelleren in vivo Untersuchung mit 16S rRNA
Gensequenzierung ein héherer Gehalt an Bifidobacterium spp. im Kot bei Hunden, denen
eine rohe proteinreiche Diat gefuttert wurde, nachgewiesen (Bermingham et al. 2017).

Die Daten der vorliegenden Studie zeigen ein vermindertes Vorkommen von Vertretern des
Escherichia/ Hafnia/ Shigella Clusters sowie dessen Verhaltnis innerhalb der
Gesamt Enterobakterien bei den Fermentationsansatzen mit fakalem Inokulum der
proteinreich gefltterten Hunde (p < 0,001). Die Daten einer in vivo Studie zeigen im Einklang
dazu auf Ebene des Phylums eine verminderte Anzahl an Proteobacteria bei proteinreich
geflutterten Hunden (3,94 %) im Vergleich zu Hunden, die eine proteinarme Diat erhalten
haben (6,51 %) (Li et al. 2017).

Das Clostridien Cluster | ist die grote Clostridialgruppe und umfasst sowohl
saccharolytische als auch proteolytische Arten (Collins et al. 1994). Aufgrund der deutlichen
Unterschiede in der Substratspezifitdt der Vertreter des Clostridien Clusters | kann die
analysierte Reduktion in den Ansatzen mit fakalem Inokulum der proteinreich gefutterten
Hunde (p < 0,001) nicht direkt als eine spezifische Anpassung an den Proteingehalt der Diat
angesehen werden.

Auf Ebene der Spezies wurde eine Reduktion des Gehalts von Clostridium perfringens sowie
dessen Verhaltnis innerhalb des Clostridien Clusters | bei den Fermentationsansatzen der
proteinreich gefitterten Hunde ermittelt (p < 0,001). Im Vergleich dazu konnte in einer
vorherigen in vitro Studie zwar kein Effekt des Proteingehalts, jedoch der Verdaulichkeit des
Proteins auf das Vorkommen von Clostridium perfringens, erhoben werden (Pinna et al.

2016). Darliber hinaus bestatigen die Daten mehrerer in vivo Studien einen Anstieg von
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Clostridium perfringens im Kot von Hunden nach der Futterung einer proteinreichen Diat
(Zentek et al. 2003; Li et al. 2017).

5.2.6 Einfluss von Inulin auf die Zusammensetzung der Mikrobiota

Aufgrund des allgemein bekannten ,bifidogenen Effekts“ von Inulin bei Monogastriern im
Dickdarm (Gibson und Roberfroid 1995) wurde insbesondere ein Anstieg des Gehalts von
Bifidobacterium spp. in den Fermentationsansatzen mit dem Zusatz von Inulin erwartet. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie bestatigten den fordernden Effekt von Inulin auf die
Gruppe der Bifidobakterien (p < 0,001). Diese Beobachtung steht im Einklang mit den
Ergebnissen einer friheren in vitro Studie, mit fakalem Inokulum vom Hund und dem Zusatz
von 1,00 % (w/v) eines kommerziellen Inulinprodukts (Raftifeed® IPX, 2 75,0 % Inulin, Orafti,
Tienen, Belgien) und einer Inkubationszeit von 24 Stunden, in der ein Anstieg in der Gruppe
Bifidobacterium spp. und Parascardovia denticolens festgestellt wurde (Inness et al. 2011).
Zudem konnte auch in mehreren in vivo Studien, in denen Hunde eine Diat mit Inulin und
einem Proteingehalt von maximal 310 g/kg erhalten haben, ein Anstieg des Gehalts von
Bifidobakterien analysiert werden (Zentek et al. 2003, Barry et al. 2009). Eine Metaanalyse,
in der Daten von 15 verschiedenen in vivo Studien ausgewertet wurden, zeigte, dass durch
die Futterung der Prabiotika Inulin, Fruktooligosaccharide, Mannanoligosaccharide,
Isomaltooligosaccharide, Hefezellwand und Xylooligosaccharide, die Anzahl an
Bifidobacterium spp. quadratisch, mit steigender Supplementierung, ansteigt (Patra 2011).

Ein vermehrter Gehalt von Lactobacillus spp., der aufgrund des Zusatzes von Inulin als
fermentierbare Kohlenhydratquelle und dem parallel ermittelten Anstieg von D- und L-Laktat
in den Fermentationsansatzen erwarten werden konnte, wurde in der vorliegenden Studie
nicht festgestellt. Die bisher erhobenen Ergebnisse von in vitro Studien zum Einfluss von
Inulin und Fruktooligosacchariden auf das Vorkommen von Lactobacillus spp. beim Hund
sind unterschiedlich. Eine in vitro Studie stellte eine Reduktion von Lactobacillus spp. in der
Fermentationsflissigkeit nach 24  Stunden Inkubation mit 10 g/l eines
Fruktooligosaccharidprodukts fest (Pinna et al. 2016). Die Ergebnisse einer weiteren in vitro
Studie mit dem Zusatz von 1,00 % (w/v) eines Inulinprodukts zeigten einen hdheren Gehalt
an Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Weissella spp., Lactococcus lactis spp.,
Vagococcus ssp., Enterococcus spp., Melisococcus spp., Tetragenococcus spp.,
Catellicoccus ssp., Pediococcus ssp. und Paralactobacillus ssp. (Inness et al. 2011). Die

bereits zuvor erwahnte Metaanalyse stelle, auf Basis von in vivo Daten, einen linearen
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Anstieg von Lactobacillus spp. mit steigender Dosierung eines Prabiotikums beim Hund fest
(Patra 2011).

Vertreter der Clostridien Cluster XIVa und IV zdhlen beim Menschen zu den im Dickdarm am
haufigsten vorkommenden Bakterien des Phylum Firmicutes. Sie sind bekannt dafur, dass
sie eine grolde Spanne verschiedener nicht-verdaulicher Kohlenhydrate fermentativ abbauen
kénnen und in erster Linie Essigsaure und Buttersaure bilden (Riviére et al. 2016). Bakterien
des Bacteroides/ Prevotella Clusters bilden im menschlichen Kolon, durch den fermentativen
Abbau von Nicht-Starke Polysacchariden, vornehmlich Essig- und Propionsaure (Louis et al.
2007). In der vorliegenden Studie wurde durch die Supplementierung von Inulin eine
vermehrte Anzahl an 16S rDNA Kopien der Clostridien Cluster XIVa und IV sowie
Bacteroides/ Prevotella/ Porphyromonas Cluster und eine Steigerung der Gesamtkopienzahl
aller bakteriellen Gruppen (p < 0,001) beobachtet. Die Ergebnisse stimmen mit den Daten
einer vorherigen in vitro Studie, die einen Anstieg des Gehalts aller bakteriellen Gruppen
sowie von Bacteroides sensu stricto, Prevotella spp., Parabacteroides spp., Barnesiella
viscericola und Odoribacter splanchnicus nach einer Inkubation von 24 Stunden mit
1,00 % (w/v) eines Inulinprodukts identifizierte, Uberein (Inness et al. 2011). In diesem
Zusammenhang konnte auch im Rahmen einer in vivo Untersuchung ein Anstieg der
Clostridien Cluster XIVa und IV sowie Bacteroides/ Prevotella/ Porphyromonas Cluster bei
Hunden nach der Fltterung einer kommerziellen Diat, die mit 5,60 % Sojabohnenhilsen als
fermentierbare Kohlenhydratquelle angereichert wurde, festgestellt werden (Myint et al.
2017). Zudem wurde in einer weiteren in vivo Untersuchung bei Hunden ein stimmulierender
Effekt auf Vertreter der Clostridien Cluster XIVa und IV durch eine Anreicherung der Diat mit
12,0 % Zuckerribenschnitzel als nicht-verdauliche Kohlenhydratquelle festgestellt (Kroger et
al. 2017).

Dartber hinaus wurde in der vorliegenden Studie durch den Zusatz von Inulin eine
Steigerung des Escherichia/ Hafnia/ Shigella Clusters (p < 0,001) sowie der
Gesamt Enterobakterien (p = 0,038) analysiert. Vergleichbar zu den vorliegenden
Ergebnissen wurde in einer in vitro Untersuchung mit fakalem Inokulum von Hunden nach
24 Stunden Inkubation mit 10 g/I eines Fruktooligosaccharidprodukts ein vermehrter Gehalt
von Enterobacteriaceae ermittelt (Pinna et al. 2016).

In der vorliegenden Studie war eine Verstarkung des Effekts von Inulin durch die
Kombination mit dem Proteingehalt der Diat bei Clostridien Cluster XIVa (p = 0,080),
Bacteroides/ Prevotella/ Porphyromonas Cluster (p = 0,072) sowie Escherichia/ Hafnia/
Shigella Cluster (p = 0,044) zu beobachten. Diese Ergebnisse kdnnten durch die Annahme

erklart werden, dass die fakale Mikrobiota der proteinarm gefitterten Spendertiere besser an
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einen fermentativen Stoffwechsel von Kohlenhydraten angepasst war und somit Inulin als

supplementierte Kohlenhydratquelle effektiver nutzen konnte.

5.2.7 Einfluss von Yucca schidigera auf die Zusammensetzung der Mikrobiota

In der vorliegenden Studie fUhrte die in vitro Supplementierung von Yucca schidigera zu
einem Anstieg der Gesamtkopienzahl aller bakteriellen Gruppen (p = 0,021) sowie einem
vermehrten Gehalt von Escherichia/ Hafnia/ Shigella Cluster (p < 0,001) und dessen
Verhaltnis innerhalb der Gesamt Enterobakterien (p = 0,053). Lactobacillus spp. wurde durch
die Supplementierung von Yucca schidigera numerisch reduziert. Die beobachteten Effekte
weichen von den Ergebnissen einer vorherigen in vitro Studie mit fakalem Inokulum von
Hunden und dem Zusatz von 0,10 g/l Yucca schidigera Extrakt ab. In dieser Studie lag nach
24 Stunden eine Reduktion von Lactobacillus spp. vor und eine numerische Verminderung
der Kopien von E. coli (Pinna et al. 2017). Zudem steht der beobachtete Anstieg der
Gesamtkopienzahl aller bakteriellen Gruppen, vergleichend betrachtet, nicht im Einklang mit
den Ergebnissen einer in vitro Studie mit Pansenflissigkeit von Kihen. Die Suplementierung
von 0,20, 0,40 und 0,60 g/l Yucca schidigera flhrte in dieser Untersuchung zu keinen
Veranderungen der Gesamtkopienzahl aller bakteriellen Gruppen (Patra et al. 2012).

Der ermittelte Anstieg der Kopienzahl von Clostridien Cluster XIVa (p = 0,002), Clostridien
Cluster IV (p = 0,010), Bacteroides/ Prevotella/ Porphyromonas Cluster (p = 0,005), sowie
die Reduktion des Verhaltnisses von Clostridium perfringens innerhalb des Clostridien
Cluster I (p = 0,019) und die numerische Reduktion von Clostridium perfringens stehen im
Einklang mit den Beobachtungen einer in vitro Untersuchung mit kultureller Anzucht
ausgewahlter Bakterienstamme. In dieser Untersuchung wurde keine hemmende Wirkung
durch ein Yucca schidigera Saponinextrakt auf das Wachstum von Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium thermophilum, Bifiodobacterium longum,
Escherichia coli, Enterococcus hirae und Streptococcus bovis festgestellt. Eine Hemmung
von einzelnen Vertretern des Clostridien Cluster | wurde durch die Zugabe des Yucca
schidigera Saponinextrakts bei Clostridium perfringens (14 mg/ml) und Clostridium
sporogens (3,5 mg/ml) ermittelt (Katsunuma et al. 2000). Weitere in vitro Untersuchungen
mit kultureller Anzucht der Bakterien konnten keine hemmende Wirkung fur Yucca schidigera
gegenlber Escherichia coli (Sen et al. 1998, Hassan et al. 2010) sowie Salmonella

typhimurium (Hassan et al. 2010) nachweisen.
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Wie bereits zuvor erwahnt, wird derzeit angenommen, dass die antibakterielle Wirkung der
Saponine von Yucca schidigera vor allem auf membranolytischen Eigenschaften beruhen
und weniger auf einer Veranderung der Oberflachenspannung des extrazelluldaren Mediums.
Zudem ist die inhibitorische Aktivitat mit einer Adsorption der Saponine an die Bakterien
assoziiert, die durch die Dichte der mikrobiellen Population beeinflusst wird. Infolgedessen
sind die Wirkungen von Yucca schidigera auf die Darmbakterien abhanging von der
Okologischen Nische, die die Bakterien besetzten. Bakterien die synchron mit der Digesta
ausgeschieden werden, scheinen vor der antibakteriellen Wirkung geschitzt zu sein.
Dagegen ist eine Akkumulation der Saponine und damit einhergehende Hemmung bei
Bakterien, die den Darm auskleiden oder mit Futterpartikeln Sequester bilden,
wahrscheinlicher (Killeen et al. 1998b).

In der vorliegenden Studie wurde eine Verstarkung des Effekts von Yucca schidigera durch
die Kombination mit dem Proteingehalt der Diat fur die Kopienanzahl des Escherichia/
Hafnia/ Shigella Clusters (p =0,053) und dem Verhaltnis von Clostridium perfringens
innerhalb des Clostridien Clusters | (p = 0,098) beobachtet. Derzeit kann die beobachtete
Intensivierung des Effekts von Yucca schidigera durch die Kombination mit dem
Proteingehalt der Diat nicht erklart werden.

Betrachtet man die Effekte der Supplementierung von Yucca schidigera auf den Gehalt und
die Zusammensetzung der Bakterien im Zusammenhang mit den beobachteten
Veranderungen der SCFA, kénnte aus dem Anstieg der Gesamtkopienzahl aller bakteriellen
Gruppen und insbesondere des Clostridien Clusters XIVa und IV sowie dem numerischen
Anstieg des Gesamtgehalts der SCFA geschlussfolgert werden, dass die Bakterien das
zugesetzte Yucca schidigera Pulver als Substrat zur Fermentation nutzen konnten. Die
Annahme beruht auf dem Wissen, dass insbesondere Vertreter der Clostridien Cluster XIVa
und IV dazu fahig sind, durch Fermentation einer groflen Spanne verschiedener nicht-
verdaulicher Kohlenhydrate, Essigsdure und Buttersdure zu produzieren (Riviere et al.
2016).

5.2.8 Einfluss von Inulin in Kombination mit Yucca schidigera auf die Zusammensetzung
der Mikrobiota

In der vorliegenden Studie fuhrte die in vitro Supplementierung von Inulin in Kombination mit
Yucca schidigera, analog zu dem beobachteten Effekt auf die SCFA, zu einem numerischen

Anstieg der Gesamtkopienzahl aller bakteriellen Gruppen, der sich vor allem durch einen
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vermehrten Gehalt von Clostridien Cluster XIVa, IV und |, Bacteroides/ Prevotella/
Porphyromonas Cluster sowie Escherichia/ Hafnia/ Shigella Cluster auszeichnete. Ein Trend
fur eine vermehrte Anzahl zeigte sich nur bei Clostridien Cluster XIVa (p = 0,053).

Wie bereits bei der Diskussion des Einflusses auf das Stoffwechselpotential der Mikrobiota
angeflhrt, lagen die erfassten Effekte bei der Supplementierung von Inulin in Kombination
mit Yucca schidigera nahe an den Wirkungen von Inulin allein. Es kann somit angenommen
werden, dass die in vitro Wirkungen auf die fakale Mikrobiota primar durch die Zugabe von
Inulin verursacht wurden und durch die Kombination mit Yucca schidigera leicht unterstitzt

wurden.

5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Quantifizierung der fakalen Mikrobiota und den
analysierten bakteriellen Metaboliten der Fermentationsansatze zeigten, dass die fakale
Bakteriensuspension von proteinarm gefitterten Hunden einen vermehrten Gehalt aller
analysierten bakteriellen Gruppen und insgesamt eine erhdhte Fermentationskinetik mit
héheren Endproduktkonzentrationen der Kohlenhydratfermentation aufwies.

Daruber hinaus fuhrte die in vitro Supplementierung von Inulin zu einem vermehrten
Vorkommen der analysierten vorwiegend saccharolytischen Bakterien, mit Ausnahme von
Lactobacillus spp., und Stimulation der Fermentationsaktivitdt resultierend in hoheren
Konzentrationen von Endprodukten der Kohlenhydratfermentation.

Der Zusatz von Yucca schidigera Pulver férderte das Wachstum einzelner Bakterien, wobei
die Auswirkungen auf die Bildung von Metaboliten der Proteinfermentation jedoch gering
waren. Die gleichzeitige in vitro Supplementierung von Yucca schidigera Pulver und Inulin

zeigte eine geringe Verstarkung der Wirkung von Inulin auf die Kohlenhydratfermentation.

Um das metabolische Potential der fakalen Mikrobiota genauer zu betrachten, stellen
weiterfuhrende Untersuchungen zur Expressionshdhe der fur die jeweiligen bakteriellen
Enzyme der Protein- und Kohlenhydratfermentation kodierenden mRNA eine sinnvolle
Erganzung der vorliegenden Studie dar. Eine weitere Untersuchnung der erhobenen
Befunde auf die Zusammensetzung der Mikrobiota und Bildung von Metaboliten der
Proteinfermentation durch die Supplementierung von Yucca schidigera in Kombination mit
Inulin kénnte im Rahmen eines in vivo Versuchs Aufschluss Uber die Wirkung auf die

Verdaulichkeit der Diat und das Immunsystem der Tiere geben. Zudem ware es zielfihrend,

&9



Diskussion

den genauen Wirkmechanismus der bisher beobachteten Effekte von Yucca schidigera zu
ermitteln, um den diatetischen Zusatz gezielter gestalten zu konnen.

Weiterer Forschungsbedarf besteht in der Etablierung eines standardisierten in vitro
Dickdarmfermentationsmodells fir den Hund, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu
schaffen. DarUber hinaus ware ein Ansatz zur Ableitung von in vitro gewonnener Daten auf
in vivo erstrebenswert, sodass perspektivisch die Anzahl invasiver in vivo Studien mit
Hunden reduziert werden kann.
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6 Zusammenfassung

Vierbaum, Luisa:

In vitro Untersuchungen zum Einfluss von Yucca schidigera und Inulin auf die
Zusammensetzung und Stoffwechselaktivitidt der fakalen Mikrobiota von proteinreich

und -arm gefiitterten Hunden

Die vorliegende in vitro Studie zielte darauf ab, die Auswirkungen von Yucca schidigera
Pulver (YSP) und Inulin (I) auf die Zusammensetzung der fékalen caninen Mikrobiota und
deren Bildung von Metaboliten der Proteinfermentation (kurz- (SCFA) und verzweigtkettige
Fettsduren (BCFA), phenolische und indolische Verbindungen, biogene Amine, Ammonium
und pH-Wert) unter Verwendung von fakalem Inokulum von Hunden, die mit einem
proteinarmen (A) oder -reichen Futter (B) (201 oder 377 g/kg uS) gefuttert wurden, zu
untersuchen. Neun Substratansatze fir jede Diat wurden in vitro in einem statischen
Kurzzeitinkubationssystem fir 24 Stunden inkubiert und anschlieRend ausgewertet:
(1) Kontrolle ohne Zusatz von Substrat; (2) 2,00 g/l YSP; (3) 4,00 g/l YSP; (4) 2,00 g/l YSP
und 1,00 g/l I; (5) 4,00 g/l YSP und 1,00 g/l I; (6) 2,00 g/l YSP und 5,00 g/l I; (7) 4,00 g/l YSP
und 5,00 g/l I; (8) 1,00 g/l I; (9) 5,00 g/l I in der Fakalsuspension von Hunden, die mit Futter A
oder B geflttert wurden. Mehrere Veranderungen wurden in der Zusammensetzung der
Fermentationsmetaboliten analysiert. Proben, die mit dem fakalen Inokulum von Hunden
inkubiert wurden, die mit Diat B geflttert wurden, produzierten geringere Konzentrationen
von SCFA total, Essig-, Propion- (p < 0,001), i-Valeriansaure (p = 0,003), D-Laktat
(p=0,041) und Indol (p = 0,003), wahrend der pH-Wert (p < 0,001) anstieg. Die
Supplementierung von | erhéhte den Gehalt an Putrescin, D- und L-Laktat, SCFA total,
Essig-, Propion-, n-Buttersaure (p < 0,001), wahrend j-Valeriansaure, Indol und der pH-Wert
(p = 0,001) reduziert wurden. Ammonium war niedriger (p < 0,001) in Proben mit fakalem
Inokulum von Hunden, die mit Diat B gefuttert wurden, und weiter reduziert durch den Zusatz
von | (p < 0,001). Proben mit fakalem Inokulum von Hunden, die mit der Diat A geflttert
wurden, hatten einen geringeren Quotienten von Ammonium und SCFA insgesamt
(p = 0,003). Die Ergéanzung von YSP (p =0,016), | (p < 0,001), die Kombination von | und
Diat A (p = 0,006) und YSP in Kombination mit | (p = 0,031) flhrten zu einer weiteren
Reduktion des Quotienten von Ammonium und Gesamtkonzentration SCFA. Die

Gesamtkopienzahl aller bakteriellen Gruppen war bei Proben, die mit dem fakalen Inokulum
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von Hunden inkubiert wurden, die mit Diat A gefuttert wurden sowie dem Zusatz von |
(p=0,001) und YSP (p = 0,021), erhdht. Der Proteingehalt der Diat und die
Supplementierung von | sowie YSP zeigten zahlreiche positive Effekte auf das Vorkommen
der analysierten Bakterien.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Proteingehalt der Diat und die in vitro
Supplementierung von | und YSP 2zu einer Stimulation des Wachstums und der
Fermentationskinetik der fakalen Mikrobiota fihrten, wobei YSP nur geringe Auswirkungen

auf die Bildung von Proteinfermentationsmetaboliten zu haben schien.
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Summary

7 Summary

Vierbaum, Luisa:

In vitro evaluation of the effects of Yucca schidigera and inulin on composition and

metabolism of faecal microbiota of high- and low-protein fed dogs

This in vitro study aimed to evaluate the effects of Yucca schidigera powder (YSP) and inulin
(I) on composition of faecal microbiota and its formation of protein fermentation metabolites
(short (SCFA) and branched-chain fatty acids (BCFA), phenolic and indolic compounds,
biogenic amines, ammonia and pH) by using faecal inocula from dogs fed either a low (A) or
a high (B) protein diet (crude protein 201 or 377 g/kg as fed). Nine treatments for each diet
were evaluated in an in vitro batch culture system over 24 h: (1) control with no addition of
substrate; (2) 2,00 g/l YSP; (3) 4,00 g/l YSP; (4) 2,00 g/l YSP and 1,00 g/l I; (5) 4,00 g/l YSP
and 1,00 g/l I; (6) 2,00 g/l YSP and 5,00 g/l I; (7) 4,00 g/l YSP und 5,00 g/l I; (8) 1,00 g/l I;
(9) 5,00 g/l | of faecal culture of dogs fed diet A or B. Several changes in fermentation
metabolites were analysed. Samples incubated with the faecal inocula of dogs fed diet B
produced lower concentrations of total SCFA, acetate, propionate (p < 0.001), i-valerate
(p =0.003), D-lactate (p = 0.041) and indole (p = 0.003), whereas pH (p < 0.001) was
increased. Supplementation of | increased the content of putrescine, D- and L-lactate, total
SCFA, acetate, propionate, n-butyrate (p < 0.001), while j-valerate, indole and pH (p < 0.001)
were reduced. Ammonia was lower (p < 0.001) in samples with faecal inocula from dogs fed
diet B and further reduced by the addition of | (p < 0.001). Samples with faecal inocula from
dogs fed diet A had a fewer quotient of ammonia and total SCFA (p = 0.003).
Supplementation of YSP (p = 0.016), | (p < 0.001), | in combination with diet A (p = 0.006)
and YSP in combination with | (p = 0.031) led to a futher reduction of the quotient of
ammonia and total SCFA. Total number of copies of all bacterial groups was increased in
samples incubated with faecal inoculum from dogs fed diet A, the supplementation of |
(p=0.001) and YSP (p = 0.021). Protein content of the diet as well as supplementation of |
and YSP showed numerous positive effects on the abundance of the analysed bacteria.

In conclusion, dietary protein concentration and the in vitro supplementation of | and YSP led
to a stimulation of growth and fermentation intensity of the faecal microbiota, whereby YSP

appeared to have only minor effects on the formation of protein fermentation metabolites.
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Tabelle 18: Zusammensetzung der Versuchstierpopulation

Nummer Name Rasse Alter Geschlecht Kérpergewicht (kg) Diat
1 Pongo Beagle 3J10M mannlich kastiert 15,6 A

2 Phoebe Beagle 5J7M weiblich 14,6 A

3 Mia Beagle 3J10M weiblich 10,5 B

4 Bonnie Beagle 3J10M weiblich 9,90 B
Tabelle 19: Gerate und Chemikalien fur die in vitro Fermentation

Bezeichnung Hersteller

Ort, Staat

Toppits Zipper® Allzweck-Beutel 3 |

BACTRON® anaerobic chamber Model BACTRON300-2 6.0A
GOX 100 % O, Greisinger electronic

Thermo Scientific MAXQ 6000 Model SHKEG000 - 1CE
Afnor-Schraubflaschen, Stopfen und Kappen 125 ml Klinger
L-Cysteinhydrochlorid Monohydrat = 99 %, CELLPURE®
Kaliumdihydrogenphosphat = 99 %, p.a., ACS
Di-Kaliumhydrogenphosphat = 99 %, p.a., wasserfrei
Natriumhydrogencarbonat

Natriumchlorid = 99,5 %, p.a., ACS, ISO

Calciumchlorid Dihydrat = 99 %, p.a., ACS (CaCl2 2H20)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat z.A.

Resazurin (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide)
Rotilab® Magnetic stirrer with heater MH 15

Formiergas
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Cofresco Frischhalteprodukte GmbH&Co.
KG

Sheldon Manufacturing, Inc.
GHM Messtechnik GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.
Zscheile & Klinger GmbH
Carl Roth GmbH & Co.KG
Carl Roth GmbH & Co.KG
Carl Roth GmbH & Co.KG
Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co.KG
Carl Roth GmbH & Co.KG

E. Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Velp Scientifica Srl

Linde AG

Minden, Deutschland
Cornelius, Oregon, USA
Regenstauf, Deutschland
Dubuque, lowa, USA
Hamburg, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Usmate Velate, Italien
Berlin, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Ort, Staat

Laboklav 55-195
Inulin, Orafti® SIPS, min 84 g/100g d.m. Inulin

Yucca schidigera, Natural Yucca powder mind. 8 % Saponinkonzentration
Acculab Atilon, Elektronische Analysen- und Prazisionswaage, Max 220 g

d=0,1mg
Kern EMB 600-2 Prazisionswaage, Max 600 gd =0,01g
Vortex V-1plus

CELLSTAR® Tubes, Tubes 50 ml, PP, graduated, conical bottom with support

skirt, blue screw cap, sterile

CELLSTAR® Tubes, Tubes 50 ml, PP, graduated, conical bottom, blue screw

cap, sterile

Reaction Tubes, 1,5 ml, PP, graduated, attached cap, natural
Eppendorf Tubes® 5,0 ml, screw cap

Safe-Lock Tubes 2,0 mi

Frischhaltebox mit Silikondichtung Clip&Close 2,3 |

Kunststoffstander fiir 16 Eppendorfgefale 5 ml 45° Winkel
Rotilabo®- Aluminiumfolie, Starke 30 um

Thermo Scientific AnaeroGen™ 2,5 | Atmosphere Generation Systems
Eppendorf Centrifuge 5430

RNAlater™

TruCool® Midi Ice Pan 4 | rectangular EVA-foam ice pan

Labor-Gefriergerat Lgex 3410 MediLinie, -9 °C bis -30 °C
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SHP Steriltechnik AG
Beneo-Orafti S.A.
Worlée-Chemie GmbH

Acculab sartorius group
KERN & Sohn GmbHEMB
BioSan SIA

Greiner Bio-One GmbH

Greiner Bio-One GmbH
Greiner Bio-One GmbH
Eppendorf AG
Eppendorf AG

EMSA GmbH

Eigenbau Institut fir Tierernahrung FU

Berlin
Carl Roth GmbH & Co.KG

Manufactured for Oxoid Ltd. by Mitsubishi

Gas Chemical Company Inc.
Eppendorf AG

Sigma Life Science
BioCision LLC

Satuelle, Deutschland
Tienen, Belgien
Hamburg, Deutschland

Gottingen, Deutschland
Balingen, Detschland
Riga, Lettland

Frickenhausen, Deutschland

Frickenhausen, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Emsdetten, Deutschland

Berlin, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Japan

Hamburg, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Larkspur, Kalifornien, USA
Biberach an der RiR,

Liebherr-International Deutschland GmbH Deutschland
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Tabelle 20: Gerate und Chemikalien fiir die pH-Messung

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Staat

InLab® Micro, pH 0... 14,0 ... 80 °C, Electrolyte 3 mol/l KCI
pH-Pufferlésung pH 4

pH-Pufferlésung pH 7

Safe-Lock Tube 2 ml

TruCool® Midi Ice Pan 4 | rectangular EVA-foam ice pan

Tabelle 21: Gerate und Chemikalien fiir die Bestimmung von Ammonium
Bezeichnung

Mettler Toledo GmbH

Mettler Toledo AG, Process Analytics
Mettler Toledo AG, Process Analytics
Eppendorf AG

BioCision LLC

Hersteller

GielRen, Deutschland
Urdorf, Schweiz

Urdorf, Schweiz

Hamburg, Deutschland
Larkspur, Kalifornien, USA

Ort, Staat

Acculab Atilon, Elektronische Analysen- und Prazisionswaage, Max 220 g
d=0,1mg

Ammoniumchlorid 99,995 Suprapur®

InLab® Routine Pro-ISM, pH 0... 14, 0 ... 100 °C, Electrolyte 3 mol/l KCI
pH-Pufferlésung pH 4

pH-Pufferlésung pH 7

MOPS Pufferan® (3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure) = 99,5 %

NaOH

Natriumhypochloritlésung 12% CI

Phenol nitroprusside solution

Microplate, 96 Well, U-Shape, 1 @ PCS/BAG

Microplate, 96 Well, PS, F-Bottom, clear

Masterblock, 96 Well, PP, & 5 ml, V-Bottom, natural, sterile, single packed
Safe-Lock Tube 2 ml

Mikrotiterplatten-Photometer: TECAN Sunrise ™

XFluor™

CELLSTAR® Tubes, Tubes 15 ml, PP, graduated, conical bottom, blue screw

cap, sterile

Vortex V-1plus

Rotilab® Magnetic stirrer with heater MH 15

TruCool® Midi Ice Pan 4 | rectangular EVA-foam ice pan

Acculab sartorius group

Merck KGaA

Mettler Toledo GmbH

Mettler Toledo AG, Process Analytics
Mettler Toledo AG, Process Analytics
Carl Roth GmbH & Co.KG

Carl Roth GmbH & Co.KG

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

Greiner Bio-One International GmbH
Eppendorf AG

Tecan Osterreich GmbH

Tecan Osterreich GmbH

Greiner Bio-One GmbH
BioSan SIA

Velp Scientifica S.r.l.
BioCision LLC

Géttingen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Gielken, Deutschland
Urdorf, Schweiz

Urdorf, Schweiz
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Steinheim, Deutschland

Monroe, North Carolina, USA

Frickenhausen, Deutschland

Monroe, North Carolina, USA

Hamburg, Deutschland
Grédig, Osterreich
Grédig, Osterreich

Frickenhausen, Deutschland
Riga, Lettland
Scorze, Italien
Larkspur, Kalifornien, USA
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Tabelle 22: Gerate und Chemikalien fiir die Bestimmung von kurzkettigen und verzweigtkettigen Fettsauren

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Staat

Agilent Technologies 6890N, auto sampler G2614A, injection tower G2613A

HP Chem Station Software

n-Hexan Rotisolv® HPLC

Supelco® Volatile Free Acid Mix (46975-U)
Oxalsaure 299 % (R.T.)

Agilent P/N (5183-2037), Liner 1,8 mm

Séaule HP-INNOWAX (19095N-123I) Length 30 m, Diam. 0,530 mm, Film 1,00 pm

Long Life Non-Stick 11 mm Septa (5183-4761)
Probengefalle cap, 11 mm, clear snap, PT FE/RS
Vials N11, flach, Rollrand, 1,5 ml/ 11,6 x 32 mm, klar
Vortex Genie 2
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Agilent Technologies Deutschland GmbH

& Co. KG

Agilent Technologies Deutschland GmbH

& Co. KG

Carl Roth GmbH & Co.KG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Agilent Technologies, Inc.

Agilent Technologies Deutschland GmbH

& Co. KG

Agilent Technologies, Inc.
Agilent Technologies, Inc.
Machery-Nagel GmbH & Co. KG
Scientific Industries, Inc.

Bdblingen, Deutschland

Waldbronn, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Mulgrave, Victoria, Australien

Boblingen, Deutschland
Santa Clara, Kalifornien, USA
Santa Clara, Kalifornien, USA
Duren, Deutschland
Bohemia, New York, USA
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Tabelle 23: Gerate und Chemikalien fiir die Bestimmung von D- und L-Laktat

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

Analysewaage Typ A 200 S Sartorius AG Géttingen, Deutschland
Kaliumhexycyanoferrat-lI-Tihydrat =2 99 %, p.a., ACS Carl Roth GmbH & Co.KG Karlsruhe, Deutschland
Kupfer-lI-sulfat (wasserfrei) Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland
Zinkchlorid Technipur Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland

Bandelin Sonorex Super RK106

Heraeus Fresco 21 Centrifuge

Heidolph REAX top

Safe-Lock Tube 2 mi

Cap, 11 mm, clear snap, PT FE/RS

Vials N11, flach, Rollrand, 1,5 ml/ 11,6 x 32 mm, klar

Vial insert, 250 pl glass flat bottom

HS-Einmalspritzen 3 ml Luer

25 mm Spritzenvorsatzfilter w/ 0,45 ym Zelluloseacetat Membran

Agilent 1100 Series HPLC Value System

Chromeleon® Software Version 6.80

SecurityGuard™ Cartridges C 18 4,0 x 2,0 mm (Vorsaule)

Chirex® 3126 (D)-penicillamine, LC Column 150 x 4,6 mm (Hauptsaule)
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Bandelin electronic GmbH & Co.KG

Thermo Electron LED GmbH

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG

Eppendorf AG

Agilent Technologies, Inc.
Machery-Nagel GmbH & Co. KG
Agilent Technologies, Inc.

Henry Schein Inc.

VWR International GmbH

Agilent Technologies Deutschland GmbH

& Co. KG

Dionex Corporation
Phenomenex Ltd.
Phenomenex Ltd.

Berlin, Deutschland

Osterode am Harz,
Deutschland

Schwabach, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Santa Clara, Kalifornien, USA
Duren, Deutschland

Santa Clara, Kalifornien, USA
Melville, New York, USA
Darmstadt, Deutschland

Bdblingen, Deutschland

Sunnyvale, Kalifornien, USA
Aschaffenburg, Deutschland
Aschaffenburg, Deutschland
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Tabelle 24: Gerate und Chemikalien fiir die Bestimmung von biogenen Aminen

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

Analysewaage Satorius Genius Modell ME235P Sartorius AG Géttingen, Deutschland
Trichloressigsaure krist. Reinst Merck KGaA Darmstadt, Deutschland
3,3,-Thiodipropionsaure zur Synthese Merck KGaA Darmstadt, Deutschland

Hexamethylenediamine dihydrochloride, 99%
IKAMAG® RET

Heraeus Fresco 21 Centrifuge

IKA® VORTEX 3, Modell V3 S000

Safe-Lock Tube 2 mli

Heidolph REAX top

Cap, 11 mm, clear snap, PT FE/RS

Vials N11, flach, Rollrand, 1,5 ml/ 11,6 x 32 mm, klar
HS-Einmalspritzen 3 ml Luer

25 mm Spritzenvorsatzfilter w/ 0,45 ym Zelluloseacetat Membran
Biochrom 30 amino acid analyser

Midas 830 HPLC Autosampler

PEEK-Trennsaule fiir biogene Amine, 10 x 4,0 (80-6002-56)
BioSys (Geratesteuerung)

EZChrom Elite 3.3.2
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH
IKA®-Werke GmbH & CO. KG

Thermo Electron LED GmbH
IKA®-Werke GmbH & CO. KG
Eppendorf AG

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Agilent Technologies, Inc.
Machery-Nagel GmbH & Co. KG
Henry Schein Inc.

VWR International GmbH
Biochrom Ltd.

Spark Holland

Biochrom Ltd.

BIO-SYS GmbH

Agilent Technologies, Inc.

Steinheim, Deutschland
Staufen, Deutschland
Osterode am Harz,
Deutschland

Staufen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Schwabach, Deutschland
Santa Clara, Kalifornien, USA
Duren, Deutschland

Melville, New York, USA
Darmstadt, Deutschland
Cambridge, GroRbritannien
Emmen, Niederlande
Cambridge, GroRbritannien
Karben, Deutschland

Santa Clara, Kalifornien, USA
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Tabelle 25: Gerate und Chemikalien fir die Bestimmung von Phenol- und Indolverbindungen

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Staat

Agilent 1100 Series HPLC Value System
Chromeleon® Software Version 6.80

Security Guard C18 4,0 x 2,0 mm (P/N AJ0-4286)
Synergi Hydro-RP 4 p 250 x 4,60 mm (P/N 00G-4375-E0)
Cap, 11 mm, clear snap, PT FE/RS

Vials N11, flach, Rollrand, 1,5 ml/ 11,6 x 32 mm, klar
Salzsaure

Methanol

ortho-Phosphorsaure 85 %

Acetonitril

Indole = 99%

Phenol

p-Cresol analytical standard

3-methylindol (M51458)

4-Ethylphenol (E44205)

Agilent Technologies Deutschland
GmbH & Co. KG

Dionex Corporation
Phenomenex Ltd.

Phenomenex Ltd.

Agilent Technologies
Machery-Nagel GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH & Co.KG

Carl Roth GmbH & Co.KG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Bdblingen, Deutschland
Sunnyvale, Kalifornien, USA
Aschaffenburg, Deutschland
Aschaffenburg, Deutschland
Santa Clara, Kalifornien, USA
Duren, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland



Anhang

Tabelle 26: Gerate und Chemikalien flr die DNA-Extraktion

Bezeichnung Hersteller Ort, Staat

RNAse Away® Molecular BioProducts. Inc. San Diego, Kalifornien, USA
Eppendorf Centrifuge 5430 Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
RNAlater™ Sigma Life Science Steinheim, Deutschland
Vortex V-1 plus BioSan SIA Riga, Lettland

FastPrep 2 ml Tube Lysing Matrix E

NucleoSpin® RNA Kit (Columns with Collection Tubes, Collection Tubes (2 ml),

Collection Tubes (1,5 ml), NucIeoSpin® Filters, Lysis Buffer RA1)

2-Mercaptoethanol

Accu Block™ Digital Dry Bath
FastPrep-24™ 5 G Homogenizer
Buffer DNA Wash

Buffer DNA Elute

Biomedical Freezer MDF-U333
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MP Biomedicals Germany GmbH

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
Sigma Aldrich Chemie GmbH
Labnet International Inc.

MP Biomedicals Germany, LLC
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
Sanyo Electric Co., Ltd.

Eschwege, Deutschland

Duren, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Edison, New Jersey, USA
Santa Ana, Kalifornien, USA
Duren, Deutschland

Duren, Deutschland

Osaka, Japan
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Tabelle 27: Gerate und Chemikalien fiir die dsDNA-Konzentrationsbestimmung

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Staat

RNAse Away®
UV Sterilizing PCR Workstation
Vortex V-1 plus

Molecular BioProducts. Inc.

PEQLAB Biotechnologie GmbH

BioSan SIA

Wasser, BioScience-Grade, Nuklease-frei und autoklaviert, DEPC-behandeltes

Wasser

Deoxyribonucleic acid from calf thymus
Promega QuantiFluor® dsDNA System E2670

20X TE Buffer (pH 7.5)

Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich, Inc.
Promega Corporation
Promega Corporation

Infinite® 200 Pro M Plex, Multi-mode microplate reader, Monochromator optics Tecan Deutschland GmbH

Tecan i-control Sofware

Tecan Deutschland GmbH

Microplate, PS, 96 Well, F-Bottom (Chimney Well), Black, Fluotrac, Med. Binding Greiner Bio-One GmbH

PCR SingelCap 8er-SoftStrips 0,2 ml, farblos, DNA-, Dnase-, Rnasefrei

Biozym Scientific GmbH

CELLSTAR® Tubes, Tubes 50 ml, PP, graduated, conical bottom with support

skirt, blue screw cap, sterile

DNA LoBind Tube 1,5 ml, Safe-Lock Eppendorf Tubes®
TruCool® Midi Ice Pan 4 | rectangular EVA-foam ice pan

Greiner Bio-One GmbH
Eppendorf AG
BioCision LLC
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San Diego, Kalifornien, USA
Erlangen, Deutschland
Riga, Lettland

Karlsruhe, Deutschland

Saint Louis, Missouri, USA
Madison, Wisconsin, USA
Madison, Wisconsin, USA
Crailsheim, Deutschland
Crailsheim, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland
Hess. Oldendorf, Deutschland

Frickenhausen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Larkspur, Kalifornien, USA
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Tabelle 28: Gerate und Chemikalien fir die gqPCR

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Staat

RNAse Away®

UV Sterilizing PCR Workstation

Microcentrifuge Tubes 2 mli

DNA LoBind Tube 1,5 ml, Safe-Lock Eppendorf Tubes®

Vortex V-1 plus

Wasser, BioScience-Grade, Nuklease-frei und autoklaviert, DEPC-behandeltes
Wasser

Brilliant Il SYBR® Green QRT-PCR Master Mix with low ROX Kit 1-Step

PCR Primer

PCR Produkte

IKA® mini G

Optical Cap, 8x Strips

Optical Tube, 8x Stripes

TruCool® Midi Ice Pan 4 | rectangular EVA-foam ice pan
Agilent Technologies Stratagene Mx3005P

MxPro QPCR Software
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Molecular BioProducts. Inc.
PEQLAB Biotechnologie GmbH
QIAGEN GmbH

Eppendorf AG

BioSan SIA

Carl Roth GmbH & Co. KG
Agilent Technologies, Inc.
Eurofins Genomics

Eigenherstellung Institut fir Tierernahrung

FU Berlin

IKA®-Werke GmbH & CO. KG
Agilent Technologies, Inc.
Agilent Technologies, Inc.
BioCision LLC

Agilent Technologies, Inc.
Agilent Technologies, Inc.

San Diego, Kalifornien, USA
Erlangen, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Riga, Lettland

Karlsruhe, Deutschland
Cedar Creek, Texas, USA
Ebersberg, Deutschland

Berlin, Deutschland

Staufen, Deutschland

Santa Clara, Kalifornien, USA
Santa Clara, Kalifornien, USA
Larkspur, Kalifornien, USA
Santa Clara, Kalifornien, USA
Santa Clara, Kalifornien, USA
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Tabelle 29: Zusammensetzung, Rohnahrstoffgehalte und metabolisierbare Energie der
Versuchsdiaten mit einem niedrigen Rohproteingehalt (Diat A) und hohen Rohproteingehalt (Diat B)

Diat A Diat B

Zusammensetzung, (g/kg uS)

Reismehl 617 406
Gefligelmehl 87 239
Griebenmehl 67 168
Knochenmehl 19 2
Karottentrester 108 110
Rapsol 73 49
Titandioxid 2 2
Kaliumhydrogencarbonat 10 6
Vitamin- und Mineralpramix’ 16 17
Rohnahrstoffgehalte, (g/kg uS)
Trockensubstanz 927 944
Rohprotein 201 377
Rohfett 93,2 98,7
Rohasche 51,9 54,7
Rohfaser 27,5 29,8
Umsetzbare Energie, (MJ/kg uS)* 15,1 15,7

Liefert pro kg Diat A (in Klammern Diat B): 9.600 (10.200) IE Vitamin A, 1.920 (2.040) IE Vitamin D,
128 (136) mg Vitamin E, 4,80 (5,10) mg Vitamin Kj, 4,00 (4,25) mg Vitamin B4, 4,00 (4,25) mg
Vitamin B,, 6,40 (6,80) mg Vitamin Be, 32,0 (34,0) pg Vitamin Bqy, 40,0 (42,5) mg Niacin,
1,60 (1,70) mg Folsaure, 400 (425) ug Biotin, 16,0 (17,0) mg Pantothensaure (Calcium-D-
Pantothenat), 1.280 (1.360) mg Cholinchlorid, 80,0 (85,0) mg Eisen (Eisen-(ll)-carbonat),
16,0 (17,0) mg Kupfer (Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat), 80,0 (85,0) mg Zink (Zinkoxid), 96,0 (102) mg
Mangan (Mangan-(ll)-oxid), 0,72 (0,77) mg Jod (Kalziumjodat, wasserfrei), 0,56 (0,60) mg Selen
(Natriumselenit); *berechnet mit DIN EN 16967:2017-10; Die Ergebnisse stammen aus einer parallel
durchgefiihrten Studie (Eisenhauer 2019)

Tabelle 30: Rohnahrstoffgehalte in Kotproben von Hunden, die mit einem niedrigen Rohproteingehalt
(Diat A) und einem hohen Rohproteingehalt (Diat B) geflttert wurden

Diat A Diat B
Hund 1 Hund2 MW" Hund 3 Hund4 MW™ SEM®

Zusammensetzung, (g/kg TS)

Rohprotein 295 292 294 401 372 387 27,5
Rohfett 20,7 241 22,4 23,0 44,5 33,8 5,51
Rohasche 224 206 215 208 196 202 5,85
Rohfaser 146 146 146 138 142 140 1,94

MW = Mittelwert; SSEM = Standardfehler des Mittelwerts; Die Ergebnisse stammen aus einer parallel
durchgefiihrten Studie (Eisenhauer 2019)
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Tabelle 31: Relative Haufigkeit der dominierenden bakteriellen 16S rRNA-Sequenzen (dargestellt in
Prozent der Gesamtsequenzen) in Kotproben von Hunden, die mit einem niedrigen Rohproteingehalt
(Diat A) und einem hohen Rohproteingehalt (Diat B) gefittert wurden

Diat A Diat B
Genus (%) Hund1 Hund2 MW” Hund3 Hund4 MW> SEM®
Anaerobiospirillum 0,28 0,82 0,55 1,05 0,13 0,59 0,22
Bacteroides 23,1 8,19 15,7 23,1 9,69 16,4 4,10
Bifidobacterium 1,93 0,01 0,97 0,18 0,86 0,52 0,44
Blautia 1,04 11,0 6,02 2,79 2,27 253 2,27
Butyricicoccus 0,09 0,14 0,12 0,30 0,10 0,20 0,05
Butyrivibrio 2,30 0,13 1,22 2,34 0,35 1,35 0,60
Cellulosilyticum 1,36 0,01 0,69 0,75 0,08 0,42 0,32
Clostridium 14,1 23,2 18,7 10,3 9,77 10,0 3,11
Collinsella 0,18 0,25 0,22 0,21 0,16 0,19 0,02
Eubacterium 2,76 2,58 2,67 5,91 4,93 542 0,82
Faecalibacterium 2,26 26,0 141 11,3 0,79 6,05 5,79
Fusobacterium 22,8 7,23 15,0 14,7 48,6 31,7 9,00
Gordonibacter 0,06 0,06 0,06 0,03 0,04 0,04 0,01
Hespellia 0,16 0,12 0,14 0,07 0,05 0,06 0,02
Lachnospira 2,00 0,53 1,27 1,56 0,30 0,93 0,41
Lactobacillus 3,17 0,01 1,59 1,54 1,97 1,76 0,65
Megamonas 0,54 1,46 1,00 0,19 1,25 0,72 0,30
Phascolarctobacterium 1,01 0,41 0,71 1,22 1,22 1,22 0,19
Prevotella 6,46 0,32 3,39 12,9 6,36 9,63 2,57
Robinsoniella 0,76 0,30 0,53 0,16 0,10 0,13 0,15
Roseburia 0,01 2,74 1,38 0,07 0,03 0,05 0,68
Ruminococcus 1,94 7,81 4,88 3,09 2,13 2,61 1,38
Selenomonas 0,59 2,83 1,71 0,20 1,98 1,09 0,61
unklassifizierte Clostridiales 0,96 0,52 0,74 1,04 0,33 0,69 0,17

unklassifizierte Bakterien und
nicht in allen Hunden
nachgewiesen 10,1 3,33 6,64 5,00 6,51 5,70 1,47

MW = Mittelwert; SSEM = Standardfehler des Mittelwerts; Die Ergebnisse stammen aus einer parallel
durchgefiihrten Studie (Eisenhauer 2019)
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