Ergebnisse

5. Ergebnisse

5.1 Zootechnische Leistungen

Eine Darstellung der zootechnischen Leistungen der Tiere aller Versuchsgruppen ist in Tabelle 15
wiedergegeben. Da der Tierversuch nicht als Leistungsversuch ausgelegt war, relativieren geringe
Tierzahlen die getroffenen Aussagen.

5.1.1 Lebendmassezunahme

Die Lebendmassezunahme der Tiere mit Mais-Soja-Didt (Gruppe A) war iiber den gesamten Ver-
suchszeitraum hoher als die der Tiere mit Weizen-Roggen-Diét (Gruppe B) und der Tiere mit Wei-
zen-Roggen-Didt mit Xylanasezusatz (Gruppe C). In der 1., 3. und 4. Lebenswoche lagen die Zu-
nahmen der Tiere der Gruppe C nur gering liber denen der Gruppe B. Gruppe C wies in der 2. Le-
benswoche deutlich hohere Zunahmen auf. In der 5. Lebenswoche lagen sie hingegen, wenn auch
bei stark unterschiedlichen Leistungen der Einzeltiere der Gruppe C, unter denen der Gruppe B.

5.1.2 Futterverzehr

Die Tiere der Gruppe A nahmen in der 1. Lebenswoche und zwischen der 3. und 5. Lebenswoche
mehr Futter auf als die Tiere der beiden iibrigen Gruppen. In der 2. Lebenswoche nahmen diese
Tiere zwar ebenfalls mehr Futter auf als die der Gruppe B, jedoch weniger als die der Gruppe C.
Der Futterverzehr der Tiere der Gruppe C lag zwischen der 1. und 3. Lebenswoche, in der 1. Le-
benswoche deutlich, tiber dem der Gruppe B. Fiir die 4. und 5. Lebenswoche konnte ein geringerer
Futterverzehr gegeniiber den Tieren der Gruppe B beobachtet werden.

5.1.3 Futteraufwand

In der 1. Lebenswoche war der rechnerisch ermittelte Futteraufwand (kg aufgenommenes Futter/kg
Lebendmassezunahme) in der Gruppe A hoher als bei den Tieren der Gruppe B. Gegeniiber Gruppe
C war er geringfligig niedriger. In der darauf folgenden Lebenswoche wurde in Gruppe A deutlich
weniger Futter aufgewendet als in den Gruppen B und C. Wihrend in der 3. und 4. Lebenswoche
sehr geringe Unterschiede zwischen den Gruppen vorlagen, wiesen in der letzten Lebenswoche die
Tiere der Gruppe B den geringsten und die Tiere der Gruppe C den hdchsten Futteraufwand auf.
Dabei zeigten sich in Gruppe C grofe tierindividuelle Unterschiede.
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Tabelle 15: Zootechnische Leistungen der Versuchstiere

Versuchsgruppe Gruppe A Gruppe B Gruppe C
1. Lebenswoche

Tierzahl 52 54 49
Lebendmasse (1. Lebenstag) 33,6+0,4 329+0,4 33,1+0,6
Relativ 100 98 99
Lebendmasse (7. Lebenstag) 1174+ 1,8 97,7+3,0 100,3 +£5,7
Relativ 100 83 85
Lebendmassezunahme 83,8+1,9 64,7+2,9 67,2+5,7
Relativ 100 77 80
Futterverzehr 111,0+ 6,3 73,7+6,7 98,6 £ 12,3
Relativ 100 66 89
Futteraufwand* 1,3+0,1 1,1 +0,1 1,478 £0,3
Relativ 100 86 112

2. Lebenswoche

Tierzahl 37 34 33
Lebendmasse (14. Lebenstag) 3219+11,1 245,6 £3,5 266,6 £ 26,1
Relativ 100 76 83
Lebendmassezunahme 204,5 10,8 1479 +5,1 166,2 £21,2
Relativ 100 72 81
Futterverzehr 245,6 £ 39,1 235,7+37,0 251,8 £26,7
Relativ 100 96 102
Futteraufwand* 1,2+0,2 1,6 £0,3 1,5+0,1
Relativ 100 133 127

3. Lebenswoche

Tierzahl 28 25 24
Lebendmasse (21. Lebenstag) 658,1 +41,0 516,4 + 38,8 551,2+27,7
Relativ 100 78 84
Lebendmassezunahme 336,1 £31,5 270,8 £39,5 284,6 £31,0
Relativ 100 81 85
Futterverzehr 4823+ 375 370,0 £ 10,6 381,4+£27,0
Relativ 100 77 79
Futteraufwand* 1,4+0,1 1,4+0,2 1,4+0,2
Relativ 100 96 93

4. Lebenswoche

Tierzahl 19 15 13
Lebendmasse (28. Lebenstag) 1084,7 + 85,7 811,5+47,5 848,5+ 39,9
Relativ 100 75 78
Lebendmassezunahme 426,7+£49,4 295,1 +£24,7 297,3+49,8
Relativ 100 69 70
Futterverzehr 753,0 £35,5 560,3 + 30,8 531,7+29,4
Relativ 100 74 70
Futteraufwand* 1,8+0,2 1,9+0,1 1,8+0,4
Relativ 100 107 103

5. Lebenswoche

Tierzahl 16 11 10
Lebendmasse (35. Lebenstag) 1621,3+117,6 1257,7 + 146,2 1212,6 £ 195,6
Relativ 100 78 75
Lebendmassezunahme 536,6 +34,2 489,3 + 34,5 364,1 £158,0
Relativ 100 91 68
Futterverzehr 912,8 +47,7 729,9 + 14,7 697,8 + 74,6
Relativ 100 80 76
Futteraufwand* 1,7+0,1 1,5+0,1 2,2+0,8
Relativ 100 88 127

Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase

* kg Futter je kg Zunahme
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5.2 Anteil der Tiere mit verinderter Kotkonsistenz (,,sticky droppings*) und
Abgange

Tabelle 16 gibt den Anteil der Tiere mit ,,sticky droppings* und die nicht durch Tétung bedingten

Abgénge an Tieren in den Futtergruppen wieder.

Tabelle 16: Tiere mit ,,sticky droppings* und Abgénge

Versuchsgruppe Gruppe A Gruppe B Gruppe C
1. Lebenswoche
Tierzahl (1. Lebenstag) 68 69 64
Tierzahl (7. Lebenstag) n 52 54 49
sticky droppings n 6 7 2
Anteil % 11,5 13,0 4,1
Abginge n 1 0 0
2. Lebenswoche
Tierzahl n 37 34 33
sticky droppings n 7 11 12
Anteil % 18,9 32,3 36,4
Abginge n 0 5 1
3. Lebenswoche
Tierzahl n 28 25 24
sticky droppings n 2 4 1
Anteil % 7,1 16,0 4,2
Abginge n 0 0 0
4. Lebenswoche
Tierzahl n 19 15 13
sticky droppings n 1 2 1
Anteil % 53 13,3 7,7
Abgiinge n 0 1 2
5. Lebenswoche
Tierzahl n 19 14 13
sticky droppings n 2 3 1
Anteil % 12,5 27,3 10,0
Abginge n 0 1 0

Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase

Uber die gesamte Versuchsperiode trat bei 18 Tieren der Gruppe A, 27 Tieren der Gruppe B und 17
Tieren der Gruppe C das Phidnomen der ,,sticky droppings* auf. In der 1. Lebenswoche der Tiere lag
der Anteil der Tiere mit verdnderter Kotkonsistenz in der Gruppe C deutlich unter den Anteilen in
den Gruppe A und B. In der 2. Lebenswoche traten ,,sticky droppings® in allen 3 Gruppen ver-
gleichsweise hédufig auf, wobei die Tiere der Gruppe A den geringsten Anteil aufwiesen. Im Ver-
suchsabschnitt von der 3. bis 5. Lebenswoche ging das Auftreten von ,,sticky droppings* deutlich
zuriick. Es waren geringfiigig mehr Tiere der Gruppe B gegeniiber den Gruppen A und C betroffen.
Wihrend der gesamten Versuchsperiode waren die Abgidnge an Versuchstieren niedrig. In der 2.
Lebenswoche fallen jedoch hohe Abginge in Gruppe B auf.
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5.3  Agardiffusionsassays

5.3.1 Intestinale Xylanaseaktivitiiten

Durch Messung von Xylanaseaktivititen in Digestaiiberstinden aus den Darmabschnitten Jejunum,
[leum I und Ileum II sollte vorrangig gepriift werden, ob durch eine Weizen-Roggen-Diidt xylana-
seproduzierende Mikroorganismen begiinstigt werden. Daneben ergab sich durch diese Messung
eine indirekte Uberpriifung der Aktivitit des zugegebenen Enzyms. Die Messung der Xylanaseakti-
vitdten in den Digestaiiberstinden der Gruppe C, deren Didt mit einem solchen Enzym ergénzt wor-
den war, erbrachte stets die hochsten Werte gegentiber den anderen Gruppen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Intestinale Xylanaseaktivititen in Digestaiiberstinden von Broilern.
Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der Parallelproben (n = 3).
Gruppe A: Mais-Soja-Diét, Gruppe B: Weizen-Roggen-Diit, Gruppe C: Weizen-Roggen-Diét + Xylanase

Bei dieser Gruppe war an den einzelnen Lebenstagen eine teilweise geringfligige aber stetige Akti-
vitdtszunahme von den vorderen zu den hinteren Teilen des Diinndarms festzustellen. Auflerdem
zeigte sich eine Entwicklung zu hoheren Xylanaseaktivititen im Verdauungstrakt mit steigendem
Alter der Tiere. Am 14. Lebenstag waren fiir Gruppe A im Jejunum und vorderen Ileum hohere und
im terminalen Ileum niedrigere Aktivititen dieses Enzyms gegeniiber Gruppe B zu beobachten. In
allen Darmabschnitten wurden am 21. Lebenstag hohere Werte fiir Gruppe A bestimmt. Auch in
den Jejunumiiberstdnden der Gruppe A vom 28. Lebenstag lagen die gemessenen Aktivititen iiber
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denen der Gruppe B. In beiden Teilen des Ileums lagen hohere Werte fiir Gruppe B vor. Innerhalb
der Gruppe A lieen sich im Jejunum stets die hochsten und im terminalen Ileum die niedrigsten
Aktivititen bestimmen. Dabei war eine deutliche Verringerung der Xylanaseaktivititen im Jejunum
vom 14. zum 21. Lebenstag zu beobachten. Bei den Proben der Gruppe B waren mit steigendem
Alter der Tiere im Jejunum zunehmend hoéhere Werte zu verzeichnen. In beiden Teilen des Ileums
konnte eine Verringerung vom 14. zum 21. Lebenstag und eine Zunahme zum 28. Lebenstag fest-
gestellt werden.

Die statistische Bewertung der in den einzelnen Darmabschnitten ermittelten Enzymaktivititen er-
folgte unter Einbeziehung der fiir alle Probenahmetage bestimmten Werte. Dabei bestdtigten sich
die hohen Xylanaseaktivititen in Digestaiiberstinden der Gruppe C gegeniiber den anderen Grup-
pen. Diese Unterschiede waren statistisch zu sichern (Tabelle 17). Eine Zunahme der Aktivitdten im
Verlauf des Verdauungstraktes ist bei dieser Betrachtungsweise festzustellen, jedoch statistisch
nicht zu sichern. Die Tendenz zu héheren Aktivititen im Jejunum bei den Tieren der Gruppe A war
im Vergleich zu Gruppe B statistisch zu sichern. Die bei der Betrachtung der Mittelwerte fiir die
einzelnen Tage bei Gruppe A festgestellte Entwicklung zu geringeren Xylanasektivititen im Ver-
lauf des Verdauungstraktes bestitigte sich. Die Aktivitidten im Jejunum waren signifikant hoher als
in beiden Teilen des Ileums. Die Tiere der Gruppe B zeigten hingegen einen Anstieg der Aktivitdten

vom Jejunum zum vorderen Ileum, gefolgt von einer Verringerung zum terminalen Ileum.

Tabelle 17: Abhédngigkeit intestinaler Xylanaseaktivititen von der Didt und der Lokalisation im
Verdauungstrakt

Jejunum Ileum I Ileum II

Lysezonen Lysezonen Lysezonen
N (mm?) N (mm?) N (mm?)

Gruppe A 9  90,89+4386™ |GruppeA 9  5946+2553"? |GruppeA 9  4438+8,85"

GruppeB 9  4585+2391° |GruppeB 9  7943+8343° |GruppeB 9  55,00+2636"

GruppeC 9 29420+47,17° |GruppeC 9 309,44 +53,40" |GruppeC 9 322,76+ 6538
Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Diédt + Xylanase
Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben innerhalb einer Spalte und unterschiedliche hochgestellte Zahlen innerhalb
einer Zeile unterscheiden sich mit p < 0,05 signifikant (Schefté).

5.3.2  Intestinale B-Glucanaseaktivititen

Die Messung mikrobieller B-Glucanaseaktivititen erfolgte, um einen Einfluss 16slicher NSP in der
Diét auf B-Glucan-spaltende Mikroorganismen indirekt zu priifen. Mogliche zusitzliche Effekte der
Enzymzugabe sollten ebenfalls erfasst werden. Die Bestimmung der f-Glucanaseaktivititen in Di-
gestaiiberstinden aus den Darmabschnitten Jejunum, Ileum I und Ileum II zeigte an allen Lebensta-
gen die hochsten Enzymaktivititen in den Proben der Gruppe C (Abbildung 4). Lediglich am 14.
Lebenstag der Tiere waren im vorderen Ileum nahezu identische Werte in den Gruppen C und B zu
beobachten. Letztere wies stets hohere Aktivititen dieser Enzyme gegeniiber Gruppe A auf. Gruppe
A zeigte regelméBig zunédchst eine Zunahme der gemessenen Aktivititen vom Jejunum zum vorde-
ren und eine Verringerung zum terminalen Ileum. Die Enzymaktivitdten im Jejunum und terminalen
[leum nahmen vom 14. zum 21. Lebenstag ab, um dann zum 28. Lebenstag wieder anzusteigen,
wihrend fiir die Proben aus dem vorderen Ileum mit zunehmendem Alter der Tiere eine stetige Zu-
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nahme der gemessenen Aktivititen zu verzeichnen war. Die Gruppen B und C wiesen eine Ent-
wicklung zu héheren B-Glucanaseaktivititen im Verlauf des Verdauungstraktes auf. Bei den Tieren
der Gruppe B waren in allen Darmabschnitten jeweils am 21. Lebenstag der Tiere die geringsten
und am 28. Lebenstag die hochsten Werte zu messen, wihrend in den Proben der Gruppe C mit
steigendem Alter der Tiere zunehmend hohere Aktivititen nachzuweisen waren.
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Abbildung 4: Intestinale f-Glucanaseaktivititen in Digestaiiberstinden von Broilern.
Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der Parallelproben (n =3, ': n =2).
Gruppe A: Mais-Soja-Diidt, Gruppe B: Weizen-Roggen-Diét, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase

Zur statistischen Bewertung der in den einzelnen Darmabschnitten ermittelten B-Glucanase-
aktivititen wurden die an allen Probenahmetagen erhobenen Werte herangezogen. Dadurch zeigte
sich, dass die Aktivitdten in den Proben der Gruppe A in allen Darmabschnitten niedriger waren als
bei Gruppe B und Gruppe C (Tabelle 18). Die Tiere der Gruppe C wiesen stets die signifikant
hochsten Werte auf. Sowohl fiir das Jejunum als auch das terminale Ileum waren die Unterschiede
zwischen den Werten der Gruppen A und B statistisch zu sichern. Fiir alle 3 Gruppen war eine Zu-
nahme der Aktivititen vom Jejunum zum Ileum festzustellen. Allerdings konnte bei den Tieren der
Gruppe A im terminalen Ileum eine hohere Aktivitét als im vorderen Ileum nachgewiesen werden,
wiéhrend die Proben der Gruppen B und C eine kontinuierliche Zunahme im Verlauf des Verdau-
ungstraktes zeigten.
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Tabelle 18: Abhingigkeit intestinaler B-Glucanaseaktivititen von der Didt und der Lokalisation

im Verdauungstrakt

Jejunum Ileum I Ileum II
Lysezonen Lysezonen Lysezonen
N (mm?) N (mm?) N (mm?)
Gruppe A 9 20,31 +2,45°¢ Gruppe A 9 28,19+ 11,14° Gruppe A 9 22.81+5,71°¢
GruppeB 9  3885+11,78° |GruppeB 9 4452+759" | GruppeB 9  49,55+16,67°
GruppeC 9 53,77+17,96° | GruppeC 8 61,27+25,02° |GruppeC 9 64,21 +15,82°

Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase
Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben innerhalb einer Spalte und unterschiedliche hochgestellte Zahlen innerhalb
einer Zeile unterscheiden sich mit p < 0,05 signifikant (Scheffé).

5.3.3 Intestinale Lipaseaktivititen

Da die Fettverdauung als ein limitierender Faktor in der Broilermast anzusehen ist, sollten durch die
Messung der Lipaseaktivititen mogliche Einfliisse 16slicher NSP und der Xylanasezugabe ermittelt
werden. Bei allen Gruppen fielen die im Vergleich zu den Darmabschnitten Jejunum und Ileum I
hohen Aktivitdten von Lipasen im Duodenum auf (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Intestinale Lipaseaktivitdten in Digestaiiberstdnden von Broilern.
Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der Parallelproben (n = 3).
Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase

In nahezu allen Féllen wurden die geringsten Lipaseaktivitidten in den Proben der Maisgruppe ge-
messen. Lediglich am 21. und 28. Lebenstag wurden im vorderen Ileum hohere oder gleiche Aktivi-
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titen gegeniiber Gruppe B festgestellt. Die Gruppe mit Xylanasezusatz wies am 14. Lebenstag ge-
ringere Aktivititen als Gruppe B auf. Im vorderen Ileum war dieser Unterschied nur gering ausge-
pragt. Am 21. und 28. Lebenstag zeigten sich hingegen im Duodenum und vorderen Ileum hoéhere
Lipaseaktivitdten bei den Tieren der Gruppe C. Auch an diesen Lebenstagen waren die fiir das Jeju-
num bestimmten Werte bei Gruppe B hoher. Neben der bereits erwidhnten Verringerung der Lipa-
seaktivititen vom Duodenum zum Jejunum hin, zeigten alle Gruppen auch eine tendenzielle Ab-
nahme der ermittelten Werte vom Jejunum zum vorderen Ileum. Diese Entwicklung war bei den
Tieren der Gruppe B deutlicher und bei den Tieren der Gruppe A weniger deutlich als bei den Tie-
ren der Gruppe C ausgepragt. Insgesamt war bei Gruppe B eine stetige Verringerung der Lipaseak-
tivitdten mit zunehmendem Alter zu beobachten. Fiir die Gruppen A und C nahmen die gemessenen
Werte in der Summe mit steigendem Alter zunichst zu und dann wieder ab.

Betrachtet man die in den einzelnen Darmabschnitten iiber den gesamten Versuchszeitraum erhobe-
nen Werte, lieBen sich in Duodenum und vorderem Ileum fiir Gruppe A die niedrigsten und fiir
Gruppe C die hochsten Werte bestimmen (Tabelle 19). Der Unterschied zwischen diesen Gruppen
war flir das Duodenum statistisch zu sichern. Im Jejunum waren die fiir Gruppe A bestimmten Wer-
te wiederum die geringsten. Hier waren jedoch fiir Gruppe B hohere Werte als fiir Gruppe C zu
messen. Die aus Abbildung 5 ersichtlichen gegeniiber den anderen Darmabschnitten allgemein ho-
heren Lipaseaktivititen in den Digestaiiberstinden aus dem Duodenum lieBen sich bei allen 3
Gruppen bestétigen. Fiir alle 3 Gruppen waren im Duodenum signifikant hohere Lipaseaktivititen
zu messen als in den darauf folgenden Abschnitten des Verdauungstraktes. Fiir die Tiere der Grup-
pe A waren im Jejunum und vorderen Ileum nahezu gleich hohe Werte festzustellen. Bei Gruppe C
war der Unterschied zwischen diesen Darmabschnitten deutlicher, aber ebenfalls nicht zu sichern.

Gruppe B hingegen zeigte im vorderen Ileum signifikant niedrigere Werte als im Jejunum.

Tabelle 19: Abhingigkeit intestinaler Lipaseaktivititen von der Didt und der Lokalisation im
Verdauungstrakt
Duodenum Jejunum Ileum I

Lysezonen Lysezonen Lysezonen
N (mm?) N (mm?) N (mm?

GruppeA 9  1174+240" |GruppeA 9 38,9 + 8,47 Gruppe A 9 38,3+ 11,7

GruppeB 9  140,6+20,5"' |GruppeB 9 57,1 £18,5 GruppeB 9 32,5 + 4,9

GruppeC 9  1512+31,0"" [GruppeC 9 48,8 +9,5° GruppeC 9 40,6 + 11,37
Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Diédt + Xylanase
Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben innerhalb einer Spalte und unterschiedliche hochgestellte Zahlen innerhalb
einer Zeile unterscheiden sich mit p < 0,05 signifikant (Schefté).

5.3.4 Intestinale Gallensiaurehydrolaseaktivititen

Da eine mikrobielle Dekonjugation von Gallenséduren moglicherweise Auswirkungen auf die Fett-
verdauung besitzt, wurde die Aktivitit dieser Enzyme in den Darmabschnitten Duodenum, Jejunum
und Ileum I gepriift. Die Aktivitdten mikrobieller Gallensdaurehydrolasen zeigten in diesen Darmab-
schnitten uneinheitlich ausgepriagte Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Abbildung 6).
Insgesamt waren im Vergleich der Gruppen in den Digestatiberstinden der Gruppe B eher niedrige
und in den Uberstéinden der Gruppe A hohere Aktivititen nachzuweisen.
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Abbildung 6: Intestinale Gallenséurehydrolaseaktivitéten in Digestaiiberstdnden von Broilern.
Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der Parallelproben (n = 3; ': n = 2).
Gruppe A: Mais-Soja-Diét, Gruppe B: Weizen-Roggen-Diit, Gruppe C: Weizen-Roggen-Diét + Xylanase

Die zusammenfassende Betrachtung der iiber den gesamten Versuchszeitraum fiir die 3 Darmab-

schnitte erhobenen Werte zeigt jedoch, dass im Duodenum geringfligig hohere Werte fiir Gruppe B

als fiir Gruppe C gemessen wurden (Tabelle 20).

Tabelle 20: Abhéngigkeit intestinaler Gallensdurehydrolaseaktivitidten von der Didt und der Loka-
lisation im Verdauungstrakt

Duodenum Jejunum Ileum I
Lysezonen Lysezonen Lysezonen
N (mm?) N (mm?) N (mm?)
GruppeA 9 136,51 £9,59 Gruppe A 9 137,19 £ 5,07 Gruppe A 7 139,02 + 18,907
Gruppe B 9 129,44+ 10,97 | GruppeB 9 134,12 +£ 13,89 | GruppeB 9 119,96 + 8,40°
GruppeC 9 127,98 + 9,97 GruppeC 9 137,82+ 10,74 | GruppeC 7 135,92 +£10,77°

Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase
Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben innerhalb einer Spalte unterscheiden sich mit p < 0,05 signifikant (Scheffé).

Fiir das Jejunum und vordere Ileum wurden niedrige Aktivititen in den Proben der Gruppe B besti-

tigt. Sie lagen unterhalb derer der Gruppen A und C. Der im Ileum gemessene Wert war signifikant

niedriger als bei den beiden anderen Gruppen. Gruppe A wies in allen Darmabschnitten die hoch-

sten Werte auf, auch wenn die Unterschiede zwischen den Gruppen im Jejunum sehr gering waren.

Auch der Unterschied zwischen Gruppe A und C im vorderen Ileum war vergleichsweise gering.

Die tiber den gesamten Versuchszeitraum bestimmten Aktivititen der Gallensdaurehydrolasen stie-
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gen in den Proben der Gruppe A im Verlauf des Verdauungstraktes an. Auch fiir die Gruppen B und
C war ein Anstieg vom Duodenum zum Jejunum zu beobachten, allerdings nahmen die Aktivitdten
zum terminalen Ileum, bei Gruppe C geringgradig, ab.

54 RNA-Extraktion aus Digestaproben

Fiir die Untersuchungen mikrobieller Gemeinschaften im Verdauungstrakt mittels 16S und 23S
rRNA-Analytik musste die Gesamt-RNA aus den Digestaproben der Versuchstiere gewonnen wer-
den. Um Verzerrungen der Ergebnisse durch unterschiedlich effiziente Lyse einzelner Bakterien-
gruppen oder -arten auszuschlieBen, war eine moglichst vollstdndige Lyse aller in den Proben ent-
haltenen Bakterien angestrebt worden. Aus diesem Grund war eine Optimierung der RNA-

Extraktion nétig.

5.4.1 Zellaufschluss

Zur Kontrolle der Lyse-Effizienz wurden die Proben nach den Lyseschritten mikroskopisch auf
augenscheinlich intakte Zellen tiberpriift. Bei der ersten Extraktion konnten in einer grolen Zahl der
Proben sowohl intakte stibchenférmige Bakterien als auch Kokken beobachtet werden. Durch
15miniitige Inkubation der Proben in GITC-Losung bei 60 °C konnte das Vorkommen intakter
Stiabchen und Kokken in allen Proben nahezu vollstindig verhindert werden.

5.4.2 Phenolextraktion

Bei allen Proben lag eine deutliche Trennung der lipophilen und hydrophilen Phase, sowie der In-
terphase vor. Es konnten einheitlich 15 ml der wissrigen Phase nach Zugabe von Rotiphenol (Roth,
Karlsruhe) und 12 ml nach Zugabe von Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) gewonnen werden. Au-
genscheinlich nahm das Volumen der proteinhaltigen Interphase vom Jejunum zum terminalen

[leum stetig ab.

5.4.3  Fillung der Nukleinsiuren

Nach Zugabe von Isopropanol zur wéssrigen Phase erstarrte bei -30 °C das Gemisch bei einzelnen
Proben nach kurzer Zeit zu einer amorphen Masse. Durch Zugabe von weiteren 5 ml Isopropanol zu

diesen Proben konnten sie in fliissiger Form gehalten werden.

5.4.4 Eigenschaften der Zentrifugate

Im letzten Schritt der Nukleinsdureextraktion wurden die Zentrifugate mittels Ethanol gereinigt.
Das Zentrum der durch die Extraktion aus den Lumenproben gewonnenen und aufgereinigten
Zentrifugate war gelartig, von braunlicher Farbe und wies einen breiten weilen Rand von kérniger
Konsistenz auf. Vom Duodenum zum Caecum hin wurde eine zunehmend dunklere Farbung beo-
bachtet. Nach der ersten Extraktion wurden Losungsversuche in 500 pl Aqua bidest. und 1,5 ml TE-
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Puffer (Anhang 1.3.3), pH 8,0 unternommen. Auch durch intensives Mischen, einminiitige Ultra-
schallbehandlung und 16stiindige Inkubation in TE-Puffer bei Raumtemperatur konnte die Loslich-
keit der Zentrifugate nicht erhoht werden. Durch Erwdrmen der Proben auf 45 °C war der braune
Kern teilweise zu 16sen, die sich am Rand der Zentrifugate befindende weille Substanz verblieb
jedoch unléslich. Erst durch die Aufnahme in 500 pl Formamid konnte eine fast vollstindige Lo-
sung der Zentrifugate erreicht werden. Die weiterhin unldslichen Bestandteile hatten eine flockige
oder eine gelartige Konsistenz. Da die teilweise sehr viskdse Konsistenz der Extrakte und die wei-
terhin ungeldsten Partikel ein Hindernis bei molekularbiologischen Untersuchungen erwarten lies-
sen, wurden die Nukleinsdurelosungen einer sdulenchromatographischen Reinigung zugefiihrt. Ne-
ben einer weitgehenden Entfernung von Verunreinigungen erfolgte hierbei auch eine Auftrennung
der Nukleinsduren in DNA und RNA. Nach der zweiten Extraktion wurden die Zentrifugate unmit-
telbar nach der Isopropanolfillung und Ethanolreinigung ohne vorherige Losungsversuche zur séu-
lenchromatographischen Auftrennung eingesetzt. Dabei lieBBen sich die Zentrifugate, welche in ihrer
Farbe und Konsistenz denen des ersten Extraktionsvorganges glichen, problemlos im Lysepuffer
der Fa. Qiagen (Hilden) aufnehmen. Unldsliche Partikel waren danach mit bloBem Auge nicht zu
erkennen.

5.4.5 Bestimmung des Nukleinsiuregehaltes

Der Nukleinsduregehalt der Extrakte wurde photometrisch bei 260 nm und die Verunreinigung mit
Proteinen bei 280 nm bestimmt. In den Extrakten der ersten Extraktion konnten sehr unterschiedli-
che Gehalte in den einzelnen Darmabschnitten gemessen werden. Anhang 3.1 gibt die photomet-
risch bestimmten Nukleinsdurewerte und die Reinheit der Extrakte wieder. Im Anschluss an die
sdulenchromatographische Reinigung waren lediglich marginale RNA-Mengen (0-80 ng/ul) in den
Proben nachzuweisen, so dass eine erneute Nukleinsdureextraktion aus den Digestaproben aus dem
Jejunum, Ileum I und Ileum II der 14 bis 28 Tage alten Tiere durchgefiihrt werden musste. Die Ex-
trakte der ersten Extraktion wurden verworfen. Die photometrische Bestimmung der Nukleinsdure-
extrakte der zweiten Extraktion nach der Aufreinigung ergab niedrigere RNA-Gehalte als in den
ungereinigten Rohextrakten der ersten Extraktion. Gleichzeitig waren die rechnerisch bestimmten
Verunreinigungen mit Proteinen hoher, doch traten keine Werte iiber 2,0 (260 nm:280 nm) auf,
welche nicht realistisch gewesen wéren.

5.4.6  Nukleinsduregehalte der fiir Hybridisierungen verwendeten RNA-Extrakte

Die photometrisch bestimmten Nukleinsduregehalte und die Reinheit der fiir die Hybridisierung
verwendeten Extrakte finden sich in Anhang 3.2. An allen 3 Probenahmetagen konnte aus allen
Proben der Gruppe A mehr RNA gewonnen werden als aus den Proben der iibrigen Gruppen (Ab-
bildung 7). Am 14. Lebenstag waren zwischen den Gruppen B und C nur geringe Unterschiede vor-
handen. Am 21. und 28. Lebenstag wurde aus den Proben der Gruppe C mehr RNA gewonnen, als
aus denen der Gruppe B. Lediglich bei den Jejunumproben vom 28. Lebenstag waren erneut kaum
Unterschiede festzustellen. Die Tiere der Gruppen A und C zeigten insgesamt mit steigendem Alter
eine Zunahme der RNA-Mengen.
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Abbildung 7: RNA-Ausbeute aus Digestaproben von Broilern.
Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der Parallelproben (n = 3; ': n=2).
Gruppe A: Mais-Soja-Diét, Gruppe B: Weizen-Roggen-Diit, Gruppe C: Weizen-Roggen-Diét + Xylanase

Der Vergleich der iiber den gesamten Versuchszeitraum aus den Diinndarmdigesta gewonnenen
RNA-Mengen zeigt, dass die Ausbeute an RNA aus den Proben der Gruppe B am geringsten und
den Proben der Gruppe A am hochsten war (Tabelle 21). Die Unterschiede zwischen diesen beiden
Gruppen konnten in jedem Fall, die hoheren Werte bei Gruppe A in beiden Teilen des Ileums auch
gegeniiber der Gruppe C, statistisch gesichert werden. Fiir alle Gruppen war eine stetige Zunahme
der aus den Digestaproben extrahierten RNA vom Jejunum iiber das vordere zum terminalen Ileum
zu beobachten. Dabei war aus den Proben des terminalen Ileums bei allen Gruppen eine signifikant
hohere RNA-Menge zu gewinnen als aus den Jejunumproben. Die fiir Gruppe C im terminalen
[leum bestimmten Werte waren signifikant hoher als die der beiden vorherigen Darmabschnitten.

Tabelle 21: Abhédngigkeit der RNA-Ausbeute (pg/ml) von der Didt und der Lokalisation im Ver-
dauungstrakt

Jejunum Ileum I Tleum II

N RNA (ng/ml) N RNA (ng/ml) N RNA (ng/ml)
Gruppe A 9 244,58 +147,58** | Gruppe A 8 34935+89,19*'2 |Gruppe A 9 463,42+ 186,17*
GruppeB 9  8556+26,53"% |GruppeB 9 157,02+79,22'2 | Gruppe B 9 232,00+ 90,86™'
GruppeC 8 139,05+78,93™ |GruppeC 9 192,44 +92,94? [GruppeC 9 29842+ 88,97""
Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase
Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben innerhalb einer Spalte und unterschiedliche hochgestellte Zahlen innerhalb
einer Zeile unterscheiden sich mit p < 0,05 signifikant (Schefté).
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5.5 Validierung der 16S und 23S rRNA-Oligonukleotidsonden zum Nachweis
ausgewahlter Bakteriengruppen

Die Validierung und Optimierung der 16S und 23S rRNA-Oligonukleotidsonden zum Nachweis
ausgewahlter Bakteriengruppen erfolgte nach den unter 4.10.3 beschriebenen standardisierten Me-
thoden. Als variable Faktoren wurden Hybridisierungstemperatur und -dauer, sowie Menge der ein-
gesetzten RNA bestimmt. Die Ergebnisse der Hybridisierungen sind in Anhang 2 dargestellt.

5.5.1  S-G-Enc-038-a-A-18 zum Nachweis von Vertretern der Enterococcus spp.

Durch den Einsatz von S-G-Enc-038-a-A-18 konnte bei einer Hybridisierungstemperatur von 50 °C
und einer Hybridisierungsdauer von 16 Stunden die 23S rRNA eines Gemisches der Gesamt-RNA
aller in der Stammsammlung des Institutes vorhandenen Vertretern der Enterococcus spp. bis zu
einer Menge von 5 ng deutlich nachgewiesen werden. Unter diesen Bedingungen war allerdings ein
schwaches, durch die RNA der Vertreter der Lactobacillus spp. (500 ng) hervorgerufenes, Signal
festzustellen. Durch eine Erhohung der Hybridisierungstemperatur auf 55 °C konnte ein vollstindig
spezifisches Ergebnis erzielt werden. Die Nachweisgrenze lag bei 0,5 ng. Durch Auftrag der unter
spezifischen Bedingungen erzielten Lichtintensititen [(OD — BG)/mm?] gegen die eingesetzten
RNA-Mengen ergab sich eine lineare Beziehung zwischen aufgetragener RNA-Menge und Signal-
stirke in einem Bereich bis 10 ng (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Abhéngigkeit der Signalstirke von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung eines
Gemisches der Gesamt-RNA von Enterococcus spp. mit S-G-Enc-038-a-A-18

5.5.2 16E1 zum Nachweis von Vertretern der E.coli und Shigella spp.

Da die Sonde 16E1 bereits erfolgreich in vorangegangenen Untersuchungen am Institut fiir Tierer-
ndhrung der FU Berlin zur Untersuchung mikrobieller Gemeinschaften im Verdauungstrakt des
Schweines eingesetzt worden war, interessierte in erster Linie ihre Spezifitit fiir Enterobacteriaceae
(E.coliund Shigella spp.) aus dem Verdauungstrakt von Broilern. Die in den oben genannten Unter-
suchungen gewdhlte Hybridisierungstemperatur von 50 °C wurde nicht veridndert, die Hybridisie-
rungsdauer von 6 Stunden auf 16 Stunden erh6ht. Die Hybridisierung der Gesamt-RNA von E.coli,
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welche am Institut fiir Tiererndhrung der FU Berlin aus dem Verdauungstrakt von Broilern isoliert
worden waren, zeigte in Konzentrationen von 100 ng und 50 ng sehr kréftige und dabei nahezu
gleichstarke Signale. Die kommerziell erhéltliche 16S rRNA von E.coli war bis zu einer Konzentra-
tion von 0,5 ng nachzuweisen. In einer weiteren Hybridisierung wurde ein Gemisch der Gesamt-
RNA der Isolate zu gleichen Teilen in stirkerer Verdiinnung und einer Verdiinnungsreihe einge-
setzt. Dabei konnte die 16S rRNA dieser Vertreter der E.coli bis zu einer Konzentration von 1 ng
nachgewiesen und eine anndhernd lineare Abhéngigkeit der ermittelten Lichtintensititen von der

eingesetzten RNA-Menge in einem Bereich bis 50 ng gezeigt werden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Abhéngigkeit der Signalstirke von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung eines
Gemisches der Gesamt-RNA von E.coli-Isolaten aus dem Verdauungstrakt von Broilern mit 16E1

5.5.3  S-*-Chis-0150-a-A-23 zum Nachweis von Clostridium spp.
Ein spezifisches Ergebnis fiir S-*-Chis-0150-a-A-23 konnte bei einer Hybridisierungstemperatur

von 50 °C und einer Hybridisierungsdauer von 16 Stunden erzielt werden.
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Abbildung 10: Abhingigkeit der Signalstdrke von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung der
Gesamt-RNA eines C.perfringens-Isolates mit S-*-Chis-0150-a-A-23
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Die 16S rRNA des Clostridium-Isolates wurde bis zu einer Konzentration von 5 ng nachgewiesen.
Uber den gesamten Bereich der eingesetzten RNA konnte eine enge Beziehung zu den ermittelten
Signalstirken festgestellt werden (Abbildung 10).

5.6  Validierung der 16S und 23S rRNA-Oligonukleotidsonden zum Nachweis
von Vertretern der Enterococcus spp.

Die Validierung und Optimierung der Oligonukleotidsonden zum Nachweis der Vertreter der Ente-
rococcus spp. erfolgte nach den unter 4.10.3 beschriebenen standardisierten Methoden. Die Ergeb-

nisse dieser Hybridisierungen sind in Anhang 2 dargestellt.

5.6.1 S-S-Ecae-0181-a-A-24 zum Nachweis von E.caecorum

Die Sonde S-S-Ecae-0181-a-A-24 wies bei einer Hybridisierungstemperatur von 55 °C spezifische
Signale bis zu einem RNA-Auftrag von 1 ng auf. Ein Absenken der Hybridisierungstemperatur auf
50 °C zur Erhohung der Sensitivitdt erbrachte unspezifische Signale (E.avium, E.casseliflavus,
E.faecalis und E.faecium). Bei einer Hybridisierungstemperatur von 53 °C lie3 sich, ohne sensitive-
ren Nachweis der spezifischen RNA, auch die RNA von E.faecium nachweisen. Durch Auftrag der
ermittelten (OD — BG)/mm?-Werte gegen die jeweiligen Mengen an eingesetzter RNA lieB3 sich eine
lineare Beziehung fiir den Bereich bis 50 ng RNA-Auftrag ermitteln (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Abhingigkeit der Signalstirke von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung der
Gesamt-RNA von E.caecorum mit S-S-Ecae-0181-a-A-24

5.6.2 S-S-Ecsflaga-0185-a-A-21 zum Nachweis von E.casseliflavus, E.flavescens und
E.gallinarum

Durch Einsatz von 50 pM von S-S-Ecsflaga-0185-a-A-21 konnte bei einer Hybridisierungstempera-
tur von 50 °C nach 16stiindiger Hybridisierung die RNA von E.gallinarum bis zu einer Menge von
5 ng und die in einheitlicher Konzentration von 100 ng eingesetzte RNA von E.asini, E.avium,

E.casseliflavus, E.faecium und E.hirae nachgewiesen werden. Entsprechend wurde die Temperatur
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auf 55 °C erhoht, um die Spezifitit zu gewdihrleisten. Nun waren ausschlieBlich Signale durch
E.gallinarum zu ermitteln; die Nachweisgrenze lag bei 10 ng. Durch eine Sondenkonzentration von
500 pM konnte bei erhaltener Spezifitit die Nachweisgrenze von E.gallinarum auf 0,5 ng spezifi-
sche RNA gesenkt werden. Eine lineare Abhingigkeit der Signalstirken von den RNA-Mengen lief3
sich durch eine Regressionsgeraden fiir einen Bereich bis 5 ng feststellen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Abhéngigkeit der Signalstirke von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung der
Gesamt-RNA von E.gallinarum mit S-S-Ecsflaga-0185-a-A-21

5.6.3  S-S-Efaes-203-a-A-20 zum Nachweis von E.faecalis

Die Oligonukleotidsonde S-S-Efaes-203-a-A-20 zeigte sich bei einer Hybridisierungstemperatur
von 62 °C gleichermafen fiir E.faecalis und E.faecium spezifisch. 1 ng spezifischer Kultur-RNA
beider Vertreter der Enterococcus spp. war nachzuweisen. Der Auftrag der Signalstirken gegen die
jeweiligen RNA-Mengen verdeutlichte einen nahezu identischen Zusammenhang zwischen Signal-
starken und aufgetragenen RNA-Mengen (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Abhingigkeit der Signalstirken von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung der
Gesamt-RNA von E.faecalis und E.faecium mit S-S-Efaes-203-a-A-20
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5.6.4  S-S-Efaes-1237-b-A-17 zum Nachweis von E.faecalis

Bei Einsatz von S-S-Efaes-1237-b-A-17 wurde neben der 16S rRNA von E.faecalis die 16S rRNA
von E.faecium detektiert. Allerdings waren hier die deutlich stirkeren Signale durch die RNA von
E.faecium zu erzielen. Die RNA beider Vertreter der Enterococcus spp. wies dabei jeweils eine
anndhernd lineare Abhingigkeit der Signalstidrken von der aufgetragenen RNA-Menge auf (Abbil-
dung 14). Entsprechend den stirkeren Signalen wies die Regressionsgerade flir E.faecium einen
deutlich steileren Verlauf auf und erstreckte sich auf einen Bereich bis 30 ng. Demgegeniiber er-
streckte sich der lineare Bereich fiir E.faecalis iber den gesamten Bereich der eingesetzten RNA.
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Abbildung 14: Abhingigkeit der Signalstirken von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung der
Gesamt-RNA von E.faecalis und E.faecium mit S-S-Efaes-1237-b-A-17

5.6.5 Unspezifische Sondenkandidaten

Bei den folgenden Sondenkandidaten waren trotz mehrfach durchgefiihrter Hybridisierungen unter

verschiedenen Hybridisierungsbedingungen keine spezifischen Ergebnisse zu erzielen:

S-S-Eas-0187-a-A-20 (E.asini) S-S-Efaes-0099-c-A-18 (E.faecalis)
S-S-Eaviraf-0473-a-A-20 (E.avium/E.raffinosus) S-S-Efaem-0141-a-A-20 (E.faecium)
S-S-Eclb-0026-a-A-26 (E.columbae) S-S-Ehir-0278-a-A-20 (E.hirae)

5.6.6 Oligonukleotidsonden ohne Signale

Der Einsatz von DB6 (E.faecium), DB9 (E.avium, E.malodoratus, E.pseudoavium und
E.raffinosus), Ecafl9b (E.casseliflavus und E.flavescens), Eduhi9b (E.durans und E.hirae) und
Ega9b (E.gallinarum) zum Nachweis der 23S rRNA der genannten Vertreter der Enterococcus spp.
erbrachte unter den getesteten Bedingungen keine Signale.
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5.7 Zur Analyse mikrobieller Gemeinschaften eingesetzte 16S und 23S
rRNA-Oligonukleotidsonden

In Tabelle 22 sind die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Oligonukleotidsonden, Sondenkon-
zentrationen/100 cm? Membran, spezifische Hybridisierungstemperaturen und -dauer, sowie die
Menge der eingesetzten Kultur- und Proben-RNA wiedergegeben.

Tabelle 22: Oligonukleotidsonden und Hybridisierungsbedingungen

Sonde Sondenkonz. Hyb.-temp. Hyb.-dauer Kultur-RNA Proben-RNA
(M) O (h) (ng) (ng)
S-G-Bac-0303-a-A-17 50 50 16 100, 70, 50, 30, ,20, 10, 5 500
-*-Chis-0150-a-A-23 20 50 16 100, 70, 50, 30, ,20, 10, 5 500
16E1 500 55 16 100, 50, 40, 30, 20, 10, 5 1000
S-G-Enc-038-a-A-18 50 40 16 20, 15,10, 5,2, 1 500
S-D-Bact-0338-a-A-18 20 40 16 50, 40, 30, 20, 10, 5, 1 20
S-F-Lact-0770-a-A-24 80 70 6 100, 50, 40, 30, 20, 10, 5 500
S-G-Bif-1432-a-A-21 50 55 16 100, 50, 40, 30, 20, 10, 5 500
S-S-Ecae-0181-a-A-24 50 55 16 100, 70, 50, 30, ,20, 10, 5 500
S-S-Efaes-1237-b-A-17 500 50 16 50, 40, 30, 20, 10, 5, 1 500
S-S-Ecasflaga-0185-a-A-21 500 52 16 50, 40, 30, 20, 10, 5, 1 500
S-S-Lacet-0061-a-A-25 75 70 16 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 1 500
S-S-Lacid-2519-a-A-20 80 60 16 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 1 500
S-S-Lamy-0499-a-A-24 50 59 16 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 1 500
S-S-Lfer-061-a-A-26 100 55 16 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 1 500
S-S-Lgas-0054-a-A-24 150 47 16 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 1 500
S-S-Lreu-0485-a-A-23 150 48 16 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 1 100

5.8 Nachweis der 16S und 23S rRNA ausgewihlter Bakteriengruppen in
RNA-Extrakten aus dem Verdauungstrakt von Broilern

5.8.1 Bakterielle 16S rRNA
S-D-Bact-0338-a-A-18 stellt eine fiir bakterielle 16S rRNA spezifische Sonde dar. Bei der Hybridi-

sierung der aus den Digestaproben extrahierten Gesamt-RNA zeigte die mitgefiihrte Verdiinnungs-
reihe aus einem Gemisch der Gesamt-RNA aller Proben zu gleichen Anteilen eine lineare Abhén-
gigkeit der Signalstirke bis zu einer RNA-Menge von 30 ng (Abbildung 15). Entsprechend konnte
eine Umrechnung der bei der Hybridisierung der RNA-Extrakte aus den Digestaproben der Ver-
suchstiere erzielten Signale in ng spezifische 16S rRNA/ug Gesamt-RNA erfolgen. Die Dokumen-
tation der Hybridisierung ist in Anhang 4 dargestellt.

56



Ergebnisse

4000

3500 A . *
— ( ]
g
£ 000+
£
Q
B 2500 1 ®
.
a
S 2000 1
=
2
E 1500 |
5
T 000
g ,
7 ® /e
500 -
0 ; ; ; ; ;
0 10 20 30 40 50

RNA-Auftrag (ng)

Abbildung 15: Abhéngigkeit der Signalstirke von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung
eines Gemisches der Gesamt-RNA aller Proben zu gleichen Teilen mit S-D-Bact-0338-a-A-18

Die vergleichende Betrachtung der in den Proben enthaltenen bakteriellen 16S rRNA (Abbildung
16) zeigte fiir alle Gruppen teilweise erhebliche Abweichungen der fiir die einzelnen Proben er-
rechneten Gehalte an bakterieller 16S rRNA vom Mittelwert.
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Abbildung 16: Bakterielle 16S rRNA in RNA-Extrakten aus Digestaproben von Broilern

(ng spezifische RNA/pg Gesamt-RNA).

Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der Parallelproben (n = 3; ': n = 2).

Gruppe A: Mais-Soja-Didt, Gruppe B: Weizen-Roggen-Diét, Gruppe C: Weizen-Roggen-Diét + Xylanase
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Fir den 14. Lebenstag der Tiere waren in den Proben aus den Darmabschnitten Jejunum und
Ileum I der Gruppe A und in den Proben aus dem Darmabschnitt [leum II der Gruppe B die hochs-
ten Mengen bakterieller RNA nachzuweisen. Die niedrigsten Mengen spezifischer RNA im Jeju-
num waren in den Proben der Gruppe B und in beiden Abschnitten des Ileums in den Proben der
Gruppe C festzustellen. Am 21. Lebenstag lieBen sich kaum Unterschiede zwischen den Gruppen
feststellen. Lediglich im Jejunum und terminalen Ileum zeigten die Proben der Gruppe B niedrige
Gehalte an bakterieller RNA. In allen Darmabschnitten wiesen die Proben der Gruppe A am 28.
Lebenstag die hochsten Mengen bakterieller 16S rRNA auf. Wéhrend in beiden Teilen des Ileums
kaum Unterschiede zwischen den Gruppen B und C auszumachen waren, konnten im Jejunum fiir
Gruppe C hohere Werte als fiir Gruppe B bestimmt werden.

Der Vergleich der iiber den gesamten Versuchszeitraum erhobenen Daten zeigte die hochsten Men-
gen bakterieller 16S rRNA in den Darmabschnitten Jejunum und Ileum I bei den Tieren der Gruppe
A (Tabelle 23). In den Jejunumproben der Gruppe B waren die geringsten Mengen bakterieller
RNA zu messen. Im vorderen Ileum waren die Werte der Proben der Gruppe C am niedrigsten und
dabei signifikant niedriger als in denen der Gruppe A. Im terminalen Ileum waren die geringsten
Mengen in den Proben der Gruppe C und die hochsten in denen der Gruppe B festzustellen. Bei den
Tieren der Gruppe B war ein kontinuierlicher Anstieg der Werte im Verlauf des Verdauungstraktes
nachzuweisen. Die Tiere der Gruppe A und der Gruppe C wiesen hingegen im vorderen Ileum ho-
here Werte als in den beiden anderen Darmabschnitten auf.

Tabelle 23: Abhingigkeit der Menge bakterieller 16S rRNA (ng/ug Gesamt-RNA) von der Ver-
suchsdiét und der Lokalisation im Verdauungstrakt
Jejunum Ileum I Ileum IT

spezifische RNA spezifische RNA spezifische RNA
N (ng/ng) N (ng/ng) N (ng/ng)
Gruppe A 9 853,82 £ 587,04 | Gruppe A 8 926,30 +546,00° | Gruppe A 9  875,80+42243
Gruppe B 9  399,65+213,62 |GruppeB 9 512,80+198,69° |GruppeB 9 916,76 + 508,46
Gruppe C 8  674,19+353,01 |GruppeC 9 493,64+ 110,52 |GruppeC 9 749,70 + 431,55
Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase
Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben innerhalb einer Spalte unterscheiden sich mit p < 0,05 signifikant (Scheffé).

5.8.2 16S rRNA von Vertretern der E.coli und Shigella spp.

Die Menge an spezifischer 16S rRNA von E.coli und Shigella spp. im Verdauungstrakt der Ver-
suchstiere wurde durch den Einsatz der Oligonukleotidsonde 16E1 ermittelt. Insgesamt waren nur
sehr geringe Signale bei Einsatz dieser Sonde zu erzielen (Abbildung in Anhang 4). Erst durch eine
Probenmenge von 1 pg und einer Sondenkonzentration von 500 pM waren auswertbare Ergebnisse
zu erzielen. Unter diesen Hybridisierungsbedingungen war allerdings keine lineare Beziehung der
fiir die Referenz-RNA ermittelten Signalstirken von der eingesetzten Menge zu bestimmen. Aus
diesem Grund wurden die Lichtintensitdten zum Vergleich der im Verdauungstrakt der Versuchstie-
re vorhandenen RNA-Mengen von Enterobacteriaceae herangezogen (Abbildung 17). Die y-Achse
fiir den 14. Lebenstag wurde zur besseren Ubersichtlichkeit abweichend skaliert. Fiir den 14. Le-
benstag der Tiere lieBen sich im Jejunum nur geringe Unterschieden zwischen den Gruppen mit
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pentosanreicher Diit feststellen. Ein sehr hoher Einzelwert fiihrte bei Gruppe A zu deutlich hoheren
Werten in diesem Darmabschnitt.
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Abbildung 17: Signalstirken bei Hybridisierung von RNA-Extrakten aus Digestaproben von Broilern mit 16E1
[(OD - BG)/mm?].

Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der Parallelproben (n = 3; ': n=2).

Gruppe A: Mais-Soja-Didt, Gruppe B: Weizen-Roggen-Diét, Gruppe C: Weizen-Roggen-Diét + Xylanase
cave: Abweichende Skalierung der y-Achse fiir den 14. Lebenstag!

In beiden Teilen des Ileums zeigten sich hingegen hohere Signalstirken bei den Tieren mit pento-
sanreichen Didten gegeniiber der Maisgruppe, wobei die Gruppe mit Enzymzusatz etwas niedrigere
Werte aufwies. Am 21. Lebenstag fielen im Jejunum hohe Werte fiir Gruppe B und niedrige Werte
fiir Gruppe C auf. Hier ist ein sehr hoher Einzelwert bei den Tieren der Gruppe B anzumerken.
Wihrend im vorderen Ileum die Signale bei den Tieren der Gruppe C am stirksten waren, wurden
im terminalen Ileum in den Proben der Gruppe A die hochsten Werte gemessen. Auch am 28. Le-
benstag der Tiere waren fiir die Gruppe mit Weizen-Roggen-Didt im Jejunum die hochsten und in
der Gruppe mit Enzymzusatz die geringsten Werte festzustellen. Im vorderen Ileum zeigten sich fiir
Gruppe A die hochsten Werte und erneut fiir Gruppe C die niedrigsten Signalstidrken. Im terminalen
[leum zeigte sich ein dhnliches Bild wie im Jejunum.

Die statistische Auswertung der {iber den gesamten Versuchszeitraum in den einzelnen Darmab-
schnitten erhobenen Daten zeigte in allen Darmabschnitten bei Gruppe C die schwichsten Signale
(Tabelle 24). Wéhrend im Jejunum noch hohere Signalstirken fiir Gruppe A zu messen waren,

konnte in beiden Teilen des Ileums hohere Werte fiir Gruppe B bestimmt werden. Gruppe A wies
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eine kontinuierliche Verringerung der Signalstirken vom Jejunum zum terminalen Ileum auf. Fiir
die Proben der Gruppe B war eine gegensinnige Entwicklung auszumachen. Auch fiir die Proben
der Gruppe C war eine Zunahme der Lichtintensititen vom Jejunum zum terminalen Ileum auszu-
weisen, allerdings wurden hier die hochsten Werte im vorderen Ileum gemessen. Statistisch zu si-

chern war keiner der genannten Unterschiede.

Tabelle 24: Abhéngigkeit der Signalstirken [(OD — BG)/mm?] von der Diét und der Lokalisation
im Verdauungstrakt
Jejunum Ileum I Ileum IT

N [(OD - BG)/mm?] N [(OD - BG)/mm?| N [(OD - BG)/mm?]
Gruppe A 8 1172,67+1781,66 |GruppeA 8 762,64 +386,00 |GruppeA 9 660,63 +429,30
GruppeB 9 82446+791,86 |GruppeB 9 943,14 +568,17 | GruppeB 8  1053,90 + 14,37
GruppeC 7 42987+297,96 |GruppeC 8 841,87+549,12 |GruppeC 8 805,32+ 657,73

Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase

5.8.3 23S rRNA von Vertretern der Enterococcus spp.

Um die 23S rRNA der Vertreter der Enterococcus spp. in den Digestaproben der Versuchstiere
nachzuweisen, wurde die Proben-RNA in einer Menge von 500 ng auf positiv geladener Nylon-
membran fixiert und eine Hybridisierung mit S-G-Enc-038-a-A-18 durchgefiihrt (Abbildung in An-
hang 4). Die mitgefiihrte Verdiinnungsreihe aus einem Gemisch der Gesamt-RNA aller vorhande-
nen Enterococcus spp. (Tabelle 11) zu gleichen Anteilen wurde in einer Menge von 1 ng, 5 ng,
10 ng und 15 ng eingesetzt und die in der Hybridisierung erhaltenen Signale gegen die entsprechen-
de RNA-Menge aufgetragen. Eine lineare Regression konnte fiir den Bereich bis 10 ng RNA ange-
legt werden (Abbildung 18). Dabei wurde eine zur Beurteilung der Proben ausreichende lineare
Beziehung zwischen der Menge der eingesetzten Referenz-RNA und den ermittelten Signalstidrken
beobachtet und eine Berechnung der in den Proben enthaltenen Mengen an ribosomaler Enterococ-
cus spp.-RNA je ug Gesamt-RNA durchgefiihrt.
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Abbildung 18: Abhingigkeit der Signalstirke von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung eines Gemisches
der Gesamt-RNA von Vertretern der Enterococcus spp. zu gleichen Teilen mit S-G-Enc-038-a-A-18
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In Abbildung 19 sind die fiir die Darmabschnitten der 3 Gruppen ermittelten Mengen an spezifi-
scher RNA je pg Gesamt-RNA als Mittelwerte der Parallelproben dargestellt. Bei deutlicher Streu-
ung der Werte um den Mittelwert lieBen sich am 14. Lebenstag der Tiere im Jejunum die groften
Mengen spezifischer Enterococcus spp.-RNA in den Proben der Gruppe A nachweisen.

— Gruppe A
Gruppe B
Gruppe C
25 4 25 1

14. Lebenstag 21. Lebenstag

20 1

|l e

Jejunum Tleum I Tleum I1

20 1

ng spezifische RNA/ug Gesamt-RNA
ng spezifische RNA/pg Gesamt-RNA

Jejunum Tleum I

2 28. Lebenstag

20 A

i I

Jejunum Ileum I Ileum II

Abbildung 19: 23S rRNA von Vertretern der Enterococcus spp. in RNA-Extrakten aus Digestaproben von Broilern
(ng spezifische RNA/ug Gesamt-RNA).

Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der Parallelproben (n = 3; ': n=2).

Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase

ng spezifische RNA/ug Gesamt-RNA

Die fiir Gruppe B ermittelten Werte lagen in diesem Darmabschnitt unterhalb der Werte von Grup-
pe C. Wihrend diese Aussagen auch fiir das vordere Ileum giiltig sind, konnten fiir das terminale
[leum in den Proben der Gruppe B hohere Mengen an spezifischer RNA gegeniiber den Gruppen A
und C nachgewiesen werden. Am 21. Lebenstag der Tiere lieen sich zwischen den Proben der
Gruppen A und C im Jejunum kaum Unterschiede feststellen. Die fiir Gruppe B gemessenen Werte
lagen unterhalb dieser Werte. Im vorderen Ileum lieBen sich hingegen in den Proben der Gruppe B
die hochsten Mengen an Enterococcus-RNA nachweisen. Die Proben der Gruppe A wiesen hier
geringfligig hohere Mengen als die Proben der Gruppe C auf. Auch im terminalen Ileum waren in
den Proben der Gruppe B die hochsten Mengen an Enterococcus-RNA festzustellen. Die in diesem
Darmabschnitt gemessenen Werte lagen allerdings nur wenig iiber denen der Gruppe C. Gruppe A
wies hier die niedrigsten Werte auf. In den Jejunumproben vom 28. Lebenstag waren ebenfalls die
hochsten Mengen spezifischer RNA fiir Gruppe B zu bestimmen, wohingegen die Proben der Grup-

pe C in allen Darmabschnitten die niedrigsten Werte zeigten. Im vorderen und terminalen Ileum
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lagen die fiir Gruppe A bestimmten Werte geringfiigig iiber denen der Gruppe B. Fiir alle Gruppen
zeigte sich eine Entwicklung zu geringeren Werten vom 14. zum 21. Lebenstag der Tiere. Fiir die
Tiere der Gruppen B und C setzte sich dieses insgesamt zum 28. Lebenstag fort. Gruppe A zeigte
hingegen vor allem im terminalen Ileum eine Zunahme vom 21. zum 28. Lebenstag.

Trotz der groBeren Datengrundlage zeigten sich auch bei Auswertung der iiber den gesamten Ver-
suchszeitraum fiir die einzelnen Darmabschnitte gemessenen Werte grof3e tierindividuelle Unter-
schiede (Tabelle 25). Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht zu beobachten.
Im Jejunum waren die hochsten Werte fiir die Enzymgruppe festzustellen. In diesem Darmabschnitt
wies Gruppe B die geringsten Mengen auf. Im vorderen Ileum konnten hingegen fiir die Tiere der
Maisgruppe die hochsten und fiir die Enzymgruppe die geringsten Werte gemessen werden. Fiir die
Gruppen mit pentosanreichen Didten waren im terminalen [leum hohere Werte festzustellen als bei
der Maisgruppe. Die Mengen an spezifischer RNA waren dabei bei Gruppe B geringer als bei
Gruppe C. Fiir Gruppe A und B konnte ein Anstieg der RNA-Mengen vom Jejunum zum vorderen
[leum beobachtet werden, der von einer Verringerung zum terminalen Ileum gefolgt wurde. Gruppe

C hingegen wies eine kontinuierlich Zunahme der Mengen an spezifischer RNA auf.

Tabelle 25: Abhéngigkeit der 23S rRNA-Mengen (ng/pg Gesamt-RNA) von Vertretern der Ente-
rococcus spp. von der Diét und der Lokalisation im Verdauungstrakt
Jejunum Ileum I Ileum IT

spezifische RNA spezifische RNA spezifische RNA
N (ng/ng) N (ng/ng) N (ng/pg)
Gruppe A 9 5,22+ 5,44 Gruppe A 8 6,46 + 6,31 Gruppe A 9 4,27+ 3,63
Gruppe B 9 3,43+ 1,84 Gruppe B 9 6,44 + 5,44 Gruppe B 9 6,17 £ 6,67
Gruppe C 8 5,77 + 3,88 GruppeC 9 5,96 £4,28 GruppeC 9 6,46 + 4,49
Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase

5.8.4 16S rRNA von Vertretern der Lactobacillus spp.

Zum Nachweis thermophiler Lactobacillus spp. wurde die Oligonukleotidsonde S-F-Lact-0770-a-A-
24 eingesetzt. Das Ergebnis dieser Hybridisierung ist in Anhang 4 dargestellt.
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Abbildung 20: Abhingigkeit der Signalstiarke von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung eines
Gemisches der Gesamt-RNA von Lactobacillus spp. zu gleichen Teilen mit S-F-Lact-0770-a-A-24
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Dabei konnte durch Einsatz eines Gemisches der RNA aller vorhandener Vertreter dieser Keim-
gruppe (Tabelle 11) in Konzentrationen von 5 ng bis 40 ng eine zur Beurteilung der Proben geeig-
nete lineare Abhédngigkeit der Signalstirken von der eingesetzten RNA-Menge beobachtet werden
(Abbildung 20). Nach Umrechnung der in dieser Hybridisierung ermittelten Signalstdrken in ng
spezifische 16S rRNA je pg Gesamt-RNA und Berechnung der Mittelwerte aus den Werten der
Parallelproben lieen sich wiederum teilweise erhebliche individuelle Unterschiede in den Mengen
an spezifischer RNA in den Parallelproben der Tiere einer Gruppe feststellen (Abbildung 21).
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Abbildung 21: 16S rRNA von Vertretern der Lactobacillus spp. in RNA-Extrakten aus Digestaproben von Broilern
(ng spezifische RNA/pg Gesamt-RNA).

Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der Parallelproben (n = 3; ': n = 2).

Gruppe A: Mais-Soja-Didt, Gruppe B: Weizen-Roggen-Diét, Gruppe C: Weizen-Roggen-Diét + Xylanase

Am 14. Lebenstag der Tiere waren dabei in den Proben der Gruppe A in allen Darmabschnitten, im
terminalen Ileum jedenfalls geringgradig, die hochsten Mengen an 16S rRNA thermophiler Lakto-
bazillen festzustellen. Die Proben der Gruppe C wiesen an diesem Lebenstag stets die geringsten
Mengen auf. In den Proben der Gruppe C wurden demgegeniiber am 21. Lebenstag der Tiere hohe-
re Werte in allen 3 Darmabschnitten gemessen als fiir die Gruppen A und B. Die fiir Gruppe A fest-
gestellten Werte lagen in den Darmabschnitten Jejunum und Ileum II iiber und im vorderen Ileum
unterhalb den Werten der Gruppe B. Am 28. Lebenstag der Tiere waren in den Proben der Gruppe
A aller Darmabschnitte erneut die hochsten Mengen spezifischer 16S rRNA zu bestimmen. Die fiir
die Proben der Gruppe B bestimmten Mengen lagen in beiden Abschnitten des Ileums oberhalb
derer der Gruppe C, im Jejunum jedoch darunter.
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In allen 3 beprobten Darmabschnitten waren unter Einbeziehung der iiber den gesamten Versuchs-
zeitraum erhobenen Werte die hochsten Werte in den Proben der Gruppe A und die geringsten in
den Proben der Gruppe B festzustellen (Tabelle 26). Es konnte fiir die Maisgruppe eine stetige Ver-
ringerung und fiir die Tiere mit pentosanreicher Didt ohne Enzymzusatz eine kontinuierliche Zu-
nahme der Werte ermittelt werden. Die Tiere mit Xylanasezusatz wiesen nach einer Verringerung
der 16S rRNA-Gehalte vom 14. zum 21. Lebenstag eine Steigerung zum 28. Lebenstag auf. Diese
Unterschiede lieBen sich statistisch nicht sichern.

Tabelle 26: Abhingigkeit der 16S rRNA (ng/pg Gesamt-RNA) von Vertretern der Lactobacillus
spp. von Didt und der Lokalisation im Verdauungstrakt
Jejunum Ileum I Ileum IT

spezifische RNA spezifische RNA spezifische RNA
N (ng/ng) N (ng/ng) N (ng/ng)
GruppeA 9 44,27 + 28,49 Gruppe A 8 37,42 + 18,50 Gruppe A 9 36,51 £ 19,18
Gruppe B 9 20,70 + 14,90 GruppeB 9 25,46 £ 14,31 GruppeB 9 32,18 12,27
Gruppe C 8 34,55 + 24,00 GruppeC 9 28,76 £ 17,08 GruppeC 9 35,10 £ 24,61

Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Diédt + Xylanase).

5.8.5  Nicht nachgewiesene Bakteriengruppen

Auch bei Einsatz hoher Mengen Proben-RNA und hoher Sondenkonzentrationen von S-G-Bac-
0303-a-A-17(Bacteroides spp.), S-*-Chis-0150-a-A-23 (Costridium spp.) und S-G-Bif-1432-a-A-21
(Bifidobacterium spp.) wurde keine spezifische RNA in den Proben nachgewiesen.

5.9 Nachweis der 16S rRNA ausgewihlter Bakterienarten

5.9.1 16S rRNA von E.faecium und E.faecalis

Zum Nachweis der 16S rRNA von E. faecium und E.faecalis mittels Hybridisierung der RNA-
Extrakte mit S-S-Efaes-1237-b-A-17 war der Einsatz einer hoch konzentrierten Sondenldsung er-
forderlich. Erst durch Verwendung einer Sondenmenge von 500 pM konnte in den Proben die 16S
rRNA dieser Vertreter der Enterococcus spp. nachgewiesen werden (Abbildung in Anhang 4). Die
bei der Hybridisierung der Proben-RNA mitgefiihrte Gesamt-RNA von E.faecium und E.faecalis in
einem Gemisch zu gleichen Teilen liel durch Auftrag der Signalstirken in Abhingigkeit von der
eingesetzten RNA-Menge eine lineare Beziehung in einem Bereich bis 10 ng erkennen (Abbildung
22). Da die Proben-RNA aller Versuchstiere lediglich schwache Signale erkennen lieB3, war diese
Abhéngigkeit zur Berechnung der in den Proben enthaltenen Mengen an spezifischer RNA je pg
Gesamt-RNA ausreichend.
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Abbildung 22: Abhingigkeit der Signalstirke von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung eines
Gemisches der Gesamt-RNA von E.faecalis und E.faecium zu gleichen Teilen mit S-S-Efaes-1237-b-A-17

Bei der Bewertung der aus den Parallelproben errechneten Mittelwerte ist zu beachten, dass bei
einer groflen Zahl von Proben kein Signal ermittelt werden konnte, und die Ergebnisse dadurch auf
einer geringen Datenbasis beruhen (Abbildung 23). Zur besseren Ubersicht wurde die y-Achse fiir
den 28. Lebenstag abweichend skaliert.
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Abbildung 23: 16S rRNA von Vertretern von E.faecalis und E.faecium in RNA-Extrakten aus Digestaproben von
Broilern (ng spezifische RNA/ug Gesamt-RNA).

Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der Parallelproben (n=3; :n=2;%n=1).

Gruppe A: Mais-Soja-Diét, Gruppe B: Weizen-Roggen-Diit, Gruppe C: Weizen-Roggen-Diét + Xylanase

cave: Abweichende Skalierung der y-Achse fiir den 28. Lebenstag!
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Fasst man die wihrend des gesamten Versuchszeitraumes ermittelten Werte zusammen, waren in
den Proben aus allen Darmabschnitten der Gruppe A die Mengen an spezifischer RNA am gering-
sten (Tabelle 27). Die Proben der Gruppe C wiesen in den Darmabschnitten Jejunum und Ileum II
und die der Gruppe B im vorderen Ileum die hdchsten Mengen auf. Dabei zeigten sich bei den Pro-
ben der Gruppen A und C jeweils die hochsten Werte im terminalen Ileum und die niedrigsten Wer-
te im vorderen Ileum. Fiir Gruppe B lieB3 sich hingegen eine Zunahme vom Jejunum zum terminalen

[leum, in dem die signifikant hdchsten Werte zu messen waren, aufzeigen.

Tabelle 27: Abhingigkeit der 16S rRNA-Mengen (ng/ug Gesamt-RNA) von E.faecium und
E.faecalis von der Didt und der Lokalisation im Verdauungstrakt
Jejunum Ileum I Ileum I1

spezifische RNA spezifische RNA spezifische RNA
N (ng/ng) N (ng/ng) N (ng/ng)
GruppeA 9 0,66 + 0,34 Gruppe A 6 0,60 + 0,60 Gruppe A 5 1,45+ 1,17
GruppeB 7 1,19 + 0,90° GruppeB 9 1,61 + 1,04 GruppeB 5 4,52 + 3,65
Gruppe C 7 1,61 £09.7 Gruppe C 9 1,30 £ 1,84 Gruppe C 6 6,24 + 9,80
Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase
Unterschiedliche hochgestellte Zahlen innerhalb einer Zeile unterscheiden sich mit p < 0,05 signifikant (Scheff¢).

5.9.2 16S rRNA von Lactobacillus reuteri

Bei Einsatz von S-S-Lreu-0485-a-A-23 konnte eine zur Bewertung der in den Proben enthaltenen
Mengen an spezifischer 16S rRNA befriedigende Abhéngigkeit der Signalstirken von der einge-
setzten Referenz-RNA in einem Bereich bis 30 ng ermittelt werden (Abbildung 24). Eine Abbil-
dung des Hybridisierungsergebnisses findet sich in Anhang 4.
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Abbildung 24: Abhdngigkeit der Signalstirke von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung der
Gesamt-RNA von L.reuteri mit S-S-Lreu-0485-a-A-23

Durch Verwendung von 500 ng der Proben-RNA und Umrechnung der in der Hybridisierung erziel-
ten Signale in ng spezifische RNA je ng Gesamt-RNA konnten in den Jejunumproben vom 14. Le-
benstag der Gruppe A die hochsten und in denen der Gruppe C die geringsten Mengen an 16S
rRNA dieser Bakterienart nachgewiesen werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25: 16S rRNA von L.reuteri in RNA-Extrakten aus Digestaproben von Broilern
(ng spezifische RNA/ug Gesamt-RNA).
Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen Parallelproben (n=3; ': n =2).
Gruppe A: Mais-Soja-Diét, Gruppe B: Weizen-Roggen-Diit, Gruppe C: Weizen-Roggen-Diét + Xylanase

ng spezifische RNA/pg Gesamt-RNA

Die Tiere der Gruppe B zeigten in den Proben aus beiden Teilen des Ileums héhere Mengen an spe-
zifischer 16S rRNA als die Gruppen A und C. Gruppe C wies hier die geringsten Werte auf. Fiir die
Gruppen A und C war dabei eine stetige Abnahme der ermittelten Werte vom Jejunum zum termi-
nalen Ileum, fiir Gruppe B hingegen ein stetige Zunahme zu beobachten. Am 21. Lebenstag der
Tiere waren fiir alle Darmabschnitte in den Proben der Gruppe B die hochsten Mengen spezifischer
RNA von L.reuteri zu bestimmen. In den Proben aus dem Jejunum und terminalen Ileum der Grup-
pe A und in den Proben aus dem vorderen Ileum der Gruppe C wurden die geringsten Mengen fest-
gestellt. Auch hier nahmen die Mengen spezifischer 16S rRNA im Verlauf des Verdauungstraktes
der Tiere der Gruppe A stetig ab. Die Proben der Gruppe A vom 28. Lebenstag wiesen in allen Tei-
len des Diinndarms die hochsten Mengen ribosomaler L.reuteri-RNA auf. Im Jejunum waren die
Werte der Gruppe B und in beiden Anteilen des Ileums der Gruppe C am geringsten. Insgesamt
zeigten die Tiere der Gruppen B und C eine stetige Verringerung der Werte mit steigendem Alter.
Fiir Gruppe A war eine Verringerung der nachgewiesenen RNA vom 14. zum 21. und eine Zunah-
me zum 28. Lebenstag zu verzeichnen.

Gruppe C wies unter Einbeziehung der in den einzelnen Darmabschnitten iiber den gesamten Ver-
suchszeitraum erhobenen Werte jeweils die geringsten Mengen an spezifischer RNA auf (Tabelle
28). Im Jejunum lieBen sich in den Proben der Gruppe A die hochsten Mengen an spezifischer RNA
nachweisen, in beiden Teilen des Ileums hingegen in den Proben der Gruppe B. Im terminalen
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[leum war der fiir Gruppe B bestimmte Wert signifikant hoher als der in den Proben der Gruppe C.
Innerhalb der Gruppen bestétigte sich fiir die Gruppen A und C eine stetige Verringerung der Men-
gen an spezifischer 16S rRNA im Verlauf des Verdauungstraktes. In den Jejunumproben der Grup-
pe A waren dabei signifikant hohere Werte als in den Proben aus dem terminalen Ileum und in den
Jejunumproben der Gruppe C signifikant hohere Werte als in beiden Abschnitten des Ileums zu
beobachten. Umgekehrt verhielt es sich bei den Proben der Gruppe B. Hier war eine kontinuierliche
Zunahme im Verlauf des Verdauungstraktes festzustellen.

Tabelle 28: Abhingigkeit der 16S rRNA-Mengen (ng/ug Gesamt-RNA) von L.reuteri von der
Diidt und der Lokalisation im Verdauungstrakt
Jejunum Ileum I Ileum IT

spezifische RNA spezifische RNA spezifische RNA
N (ng/ng) N (ng/pg) N (ng/pg)
Gruppe A 9 136,75+12597" |GruppeA 8 73,08+6221'7 |GruppeA 9 52,53 434,24
Gruppe B 9 67,65+ 53,73 Gruppe B 9 98,45 + 100,09 Gruppe B 9 134,85+ 148,21°%
GruppeC 8  60,03+£2995" |GruppeC 8  3494+32,19° |[GruppeC 9  21.88+21,75"
Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase
Unterschiedliche hochgestellte Zahlen innerhalb einer Zeile unterscheiden sich mit p < 0,05 signifikant (Scheff¢).

5.9.3 16S rRNA von Lactobacillus gasseri

Zur Bestimmung der 16S rRNA-Gehalte von L.gasseri in den Proben wurde die RNA dieses Ver-
treters der thermophilen Lactobacillus spp. in Konzentrationen von 1 ng bis 30 ng und die aus den
Proben extrahierte Gesamt-RNA in einer Menge von 500 ng auf positiv geladener Nylonmembran
fixiert. Das Ergebnis der Hybridisierung mit S-S-Lgas-0054-a-A-24 ist in Anhang 4 dargestellt. Es
konnte eine zur Bewertung der Proben geeignete lineare Beziehung zwischen aufgetragener Menge
der Referenz-RNA und der Signalstirke ermittelt werden (Abbildung 26), so dass auch hier eine
Umrechnung der Probensignale in ng spezifische RNA je pg Gesamt-RNA erfolgen konnte.

8000 -
7000 -
6000 -
5000
4000 -
3000 A

2000 A

Signalstirke [(OD-BG)/mm?]

1000 +

0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

RNA - Auftrag (ng)
Abbildung 26: Abhingigkeit der Signalstirke von der eingesetzten RNA-Menge bei Hybridisierung der
Gesamt-RNA von L.gasseri mit S-S-Lgas-0054-a-A-24

Bei Einsatz von S-S-Lgas-0054-a-A-24 war bei einer grofleren Zahl von Proben kein Signal zu er-
zielen. Davon waren in erster Linie die Proben des 28. Lebenstages der Tiere betroffen (Abbildung
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27). Zur besseren Ubersicht wurde die y-Achse fiir den 14. Lebenstag abweichend skaliert. Es zeig-
te sich, dass in den Proben der Gruppe A vom 14. Lebenstag in allen Darmabschnitten die hochsten
Mengen an spezifischer RNA nachzuweisen waren. Diese Aussage bleibt auch dann giiltig, wenn
der Mittelwert der parallel angelegten Jejunumproben dieser Gruppe um den mit Abstand hdchsten
Wert korrigiert wird. In den Proben aus den Darmabschnitten Jejunum und Ileum II waren die ge-
ringsten Mengen an L.gasseri-16S rRNA in den Proben der Gruppe C und im Darmabschnitt [leum
I in den Proben der Gruppe B zu verzeichnen. Fiir die Proben der Gruppe A und B war eine Verrin-
gerung der zu messenden Werte vom Jejunum zum vorderen Ileum, gefolgt von einer Zunahme
zum terminalen Ileum festzustellen. Demgegeniiber nahmen die Werte in den Proben aus Gruppe C
vom Jejunum zum vorderen Ileum erst zu, um dann zum terminalen Ileum wieder abzunehmen.
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Abbildung 27: 16S rRNA von L.gasseri in RNA-Extrakten aus Digestaproben von Broilern
(ng spezifische RNA/ug Gesamt-RNA).

Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der Parallelproben (n=3; : n=2; % n=1).
Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase
cave: Abweichende Skalierung der y-Achse fiir den 14. Lebenstag!

Am 21. Lebenstag konnten die hochsten Mengen spezifischer RNA im Jejunum in den Proben der
Gruppe B, im vorderen Ileum in den Proben der Gruppe C und im terminalen Ileum in den Proben
der Gruppe A gemessen werden. Die niedrigsten Werte im Jejunum und terminalen Ileum wurden
fiir Gruppe C und im vorderen Ileum fiir Gruppe B bestimmt. Dabei wiesen die Mengen spezifi-
scher 16S rRNA in den Proben aller Gruppen denselben Verlauf in Abhingigkeit von der Lokalisa-
tion im Verdauungstrakt auf wie am 14. Lebenstag. In den Proben aus den Darmabschnitten Jeju-
num und Ileum I der Gruppe A waren am 28. Lebenstag der Tiere mehr Anteile von L.gasseri-RNA
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an der Gesamt-RNA als fiir die beiden iibrigen Gruppen nachzuweisen. In den Proben aus dem ter-
minalen Ileum waren in den Proben der Gruppe C die hochsten Werte zu messen. Die Proben der
Gruppe A zeigten in allen Darmabschnitten eine Verringerung der gemessenen Werte vom 14. zum
21. Lebenstag und einen Anstieg vom 21. zum 28. Lebenstag. Sowohl fiir Gruppe B als auch fiir
Gruppe C war im Jejunum und fiir Gruppe B im terminalen Ileum eine kontinuierliche Verringe-
rung in Abhdngigkeit vom Alter der Tiere zu beobachten. Demgegeniiber kam es bei den Tieren der
Gruppe B im vorderen Ileum zunéchst zu einer Verringerung der Mengen an spezifischer RNA vom
14. zum 21. Lebenstag und dann zu einem Anstieg zum 28. Lebenstag. Diese Entwicklung war
ebenfalls im terminalen Ileum der Tiere der Gruppe C zu verzeichnen, welche im vorderen Ileum
hingegen eine gegenldufige Entwicklung zeigten.

Die statistische Bewertung der iiber den gesamten Versuchszeitraum fiir die einzelnen Darmab-
schnitte ermittelten Werte liel keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen erkennen.
In den Darmabschnitten Jejunum und Ileum I lagen die Werte in den Proben der Gruppe A oberhalb
den Werten der Gruppen B und C (Tabelle 29). Im Jejunum waren die Mengen der 16S rRNA von
L.gasseri in den Proben der Gruppe C und in beiden Teilen des Ileums in denen der Gruppe B am
geringsten. Im terminalen Ileum waren die fiir Gruppe C errechneten Werte hoher als die der Grup-
pe A. Die Proben der Gruppe A wiesen eine kontinuierliche Verringerung und die der Gruppe C
einen kontinuierlichen Anstieg vom Jejunum zum terminalen Ileum auf. Auch in den Proben der
Gruppe B waren im terminalen Ileum die hochsten Mengen an spezifischer RNA zu messen. Aller-
dings zeigten hier die Proben aus dem vorderen Ileum die geringsten Werte.

Tabelle 29: Abhéngigkeit der 16S rRNA (ng/pg Gesamt-RNA) von L.gasseri von der Diédt und
der Lokalisation im Verdauungstrakt

Jejunum Ileum I Ileum I1
spezifische RNA spezifische RNA spezifische RNA
N (ng/ng) N (ng/ng) N (ng/ng)
Gruppe A 8 4,20+ 4,40 Gruppe A 8 2,73+1,93 Gruppe A 8 2,64 +1,82
Gruppe B 9 2,04 +1,72 Gruppe B 9 1,75+ 1,13 Gruppe B 7 2,40+ 1,75
GruppeC 6 1,87 + 1,36 GruppeC 9 1,92 + 1,60 GruppeC 7 3,21 +2,87

Gruppe A: Mais-Soja-Diit, Gruppe B: Weizen-Roggen-Didt, Gruppe C: Weizen-Roggen-Didt + Xylanase

5.9.4 16S rRNA von L.fermentum

Durch Auftrag der Gesamt-RNA von L.fermentum in Konzentrationen von 1 ng bis 60 ng gegen die
jeweils erzielten Signalstirken nach Hybridisierung mit S-S-Lfer-061-a-A-26 (Abbildung in An-
hang 4) konnte eine exponentielle Beziehung festgestellt werden. Nachdem die Signalstidrken gegen
die eingesetzten RNA-Mengen in logarithmischer Form aufgetragen wurden, ergab sich auch in
diesem Fall eine zur Beurteilung der Probensignale geeignete lineare Abhingigkeit (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Abhingigkeit der Signalstirke von der eingesetzten RNA-Menge (logarithmischer Auf-
trag) bei Hybridisierung der Gesamt-RNA von L.fermentum mit S-S-Lfer-061-a-A-26

Nach Umrechnung der log-RNA Mengen in ng spezifische RNA je ug Gesamt-RNA und Berech-
nung der Mittelwerte aus den Parallelproben zeigten sich nur geringradige Unterschiede zwischen
den 3 Gruppen in allen beprobten Darmabschnitten (Abbildung 29).

3 Gruppe A
Gruppe B
Gruppe C

| 14. Lebenstag 121. Lebenstag

ng spezifische RNA/ug Gesamt-RNA

ng spezifische RNA/pg Gesamt-RNA

Jejunum Ileum I Jejunum Tleum 1 Tleum IT

| 28. Lebenstag

N

ng spezifische RNA/ug Gesamt-RNA

il

Jejunum Tleum I Tleum II

Abbildung 29: 16S rRNA von L.fermentum in RNA-Extrakten aus Digestaproben von Broilern

(ng spezifische RNA/ug Gesamt-RNA).

Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der Parallelproben (n = 3; ': n=2).

Gruppe A: Mais-Soja-Diét, Gruppe B: Weizen-Roggen-Diit, Gruppe Gruppe C: Weizen-Roggen-Diit + Xylanase
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Es sei auf eine grofle Zahl von Proben verwiesen, welche bei Hybridisierung mit S-S-Lfer-061-a-A-
26 kein Signal aufwiesen. Dabei waren vor allem die Proben vom 21. und 28. Lebenstag betroffen.
Gruppe B wies mit Ausnahme der Jejunumproben des 14. und 28. Lebenstages die hochsten Men-
gen an L.fermentum-RNA auf. In diesen Proben zeigte Gruppe A die hochsten und Gruppe B die
niedrigsten Werte. Nach Korrektur des Mittelwertes der Maisgruppe vom 14. Lebenstag um einen
einzelnen sehr hohen Wert ist dieser Unterschied nur noch sehr gering.

Unter Einbeziehung der iiber den gesamten Versuchszeitraum fiir die einzelnen Darmabschnitte
ermittelten Werte lieen sich im Jejunum die hochsten Mengen spezifischer RNA fiir die Tiere mit
Maisdidt und die geringsten fiir die Tiere mit Enzymzulage feststellen (Tabelle 30). In beiden An-
teilen des Ileums konnten hingegen jeweils die hochsten Mengen an 16S rRNA von L.fermentum in
den Proben der Tiere aus Gruppe B und die geringsten in denen der Tiere aus Gruppe A bestimmt
werden. Im vorderen Ileum lieBen sich diese Unterschiede gegeniiber den Gruppen A und C und im
terminalen Ileum gegeniiber der Gruppe A statistisch sichern. Bei den Tieren der Gruppe A war bei
dieser Bewertung der Ergebnisse eine kontinuierliche Verringerung der Werte vom Jejunum zum
terminalen Ileum zu beobachten. Demgegeniiber lieen sich fiir die Proben aus dem vorderen Ileum
der Tiere der Gruppen B und C jeweils die hochsten und im Jejunum die geringsten Mengen an
spezifischer RNA nachweisen. In den Jejunumproben der Gruppe B lagen die gemessenen Werte
signifikant unterhalb derer aus beiden Abschnitten des Ileums.

Tabelle 30: 16S rRNA (ng/pug Gesamt-RNA) von L.fermentum in Digestaproben
Abhingigkeit von derVersuchsdiit und der Lokalisation im Verdauungstrakt
Jejunum Ileum I Ileum 11

spezifische RNA spezifische RNA spezifische RNA
N (ng/ng) N (ng/ug) N (ng/ng)

Gruppe A 7 2,56 + 1,08 Gruppe A 6 2,09 +0,04° Gruppe A 8 2,08 + 0,06

GruppeB 6 2,17 40,127 GruppeB 9 2,35+0,19*' GruppeB 8 2,33 +0,23"!

Gruppe C 8 2,12+ 0,09 Gruppe C 8 2,27+0,14* Gruppe C 7 2,17+0,14°
Gruppe A: Mais-Soja-Diét, Gruppe B: Weizen-Roggen-Diét, Gruppe C: Weizen-Roggen-Diét + Xylanase
Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben innerhalb einer Spalte und unterschiedliche hochgestellte Zahlen innerhalb
einer Zeile unterscheiden sich mit p < 0,05 signifikant (Scheffé).

5.9.5 Nicht nachgewiesene Bakterienarten

Bei Finsatz der Sonden S-S-Ecae-0181-a-A-24 (E.caecorum), S-S-Ecasflaga-0185-a-A-21
(E.casseliflavus, E.flavescens, E.gallinarum), S-S-Lacet-0061-a-A-25 (L.acetolerans), S-S-Lacid-
2519-a-A-20 (L.acidophilus) und S-S-Lamy-0499-a-A-24 (L.amylovorus) konnte keine Hybridisie-
rung der Proben-RNA beobachtet werden, obwohl die als Positivkontrolle eingesetzte Kultur-RNA
Signale erbrachte.
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