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Einfluss von Xylanasen auf die Darmflora
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1. Einleitung

Die Einbeziehung von Xylanasen insbesondere in Ratio-
nen fur Masthuhner, Puten und in geringerem Umfang fr
Ferkel ist weitgehend praxistblich, wenn Weizen und Tri-
ticale (evtl. auch Roggen) als Getreidekomponenten ver-
wendet werden. In der Europaischen Union haben
anndhernd 40 Praparate, die Xylanaseaktivitaten allein
oder in Kombination mit anderen Enzymaktivitaten ent-
halten, eine vorlaufige Zulassung.

Der Gesamteffekt dieser Futterzusatzstoffe besteht in ei-
ner Verbesserung von Leistungsparametern, wie Le-
bendmassezunahme und Futteraufwand (FRIESEN et al.,
1992; BEDFORD, 1995), einer Reduzierung des Auftre-
tens von klebrigen Exkrementen (CHOCT und ANNISON,
1992) sowie einer Erhdhung der Umsetzbaren Energie
des Getreides bzw. der Gesamtration (DANICKE et al.,
1999; DUSEL et al., 1997; WARD, 1996). Die Wirkungs-
mechanismen, die zu diesen Effekten fUhren, waren
zun&chst wenig bekannt und sind zum Teil erst in den letz-
ten Jahren untersucht worden. Abbildung 1 gibt einen
Uberblick uber die Mechanismen, die hdchstwahr-
scheinlich an dem Gesamteffekt beteiligt sind.

Abbildung 1: Mégliche Wirkungsebenen von Nicht-Star-
ke-Polysacchariden (NSP) und NSP-hy-
drolysierenden Enzymen (E®)
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Als SchlUsselreaktionen bei der Wirkung von Xylanasen
und anderer Nicht-Starke-Polysaccharide (NSP)-hydroly-
sierender Enzyme sind die Senkung der Digestaviskositat
und wahrscheinlich auch das Aufweichen des soge-
nannten Kafigeffektes zu betrachten. Diese Reaktionen
sind auf die partielle Hydrolyse sowohl der I8slichen als
auch der unléslichen NSP zurtckzufihren. Wahrend bei
der Aufweichung des Kéfigeffektes eine direkte Erhdhung
der Verdaulichkeit der Nahrstoffe des Getreides denkbar
ist, wirkt sich die Viskositatssenkung auf zahlreiche mor-
phologische, strukturelle sowie funktionelle Parameter des
Verdauungstraktes aus. Mit einer Reduzierung der Dige-
staviskositat sind folgende Reaktionen assoziiert: Be-
schleunigung der Digestapassage (ALMIRALL und ESTE-
VE-GARCIA, 1994), Herabsetzung der relativen Masse
und Lange des Verdauungstraktes (SIMON, 1998), An-
derungen der Zottenmorphologie im Ddnndarm und re-
duzierte Proliferationsrate von Enterozyten (GEE et al.,
1996), reduzierte Proteinsyntheserate der Gewebe des

Verdauungstraktes (DANICKE et al., 2000) und verbes-
serte praecaecale Nahrstoffverdaulichkeit, besonders der
Fette (DANICKE et al., 1997; ALMIRAL et al., 1995).

Relativ wenig ist bekannt, in welcher Weise die Darmflora
durch Xylanasezusatze beeinflusst wird und welche Kon-
sequenzen dies flr den Gesamteffekt und das Tier hat.
Im Folgenden werden Untersuchungsergebnisse unserer
Arbeitgruppe zu dieser Fragestellung dargestellt.

2. Mikrobieller Abbau von Pentosanen im Diinndarm -
Wirkung von Xylanasezusatz

Diese Zusammenhange wurden an Ferkeln (24 kg LM)
untersucht, die eine Ration mit den Getreidekomponen-
ten Weizen und Roggen (ohne und mit Xylanasezusatz-
ZYB68) erhielten und mit einer duodenalen Bruckenfistel
sowie einer postvalve T-Fistel im Caecum versehen wa-
ren (BARTELT et al., 2001). Da in diesen Getreidearten
die Pentosane fast ausschlieBlich als Arabinoxylane vor-
liegen, wurde die praecaecale Verdaulichkeit anhand der
Arabinose- und der Xyloseverdaulichkeit aus der Ge-
samtfraktion sowie den I8slichen bzw. den unléslichen
Arabinoxylanen bestimmt (Abb. 2).

Abbildung 2: lleale Verdaulichkeit von Arabinoxylanen
bei Ferkeln - Einfluss eines Xylanasezu-
satzes
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Dabei ist zu beachten, dass eine Hydrolyse von Arabi-
noxylanen im Dunndarm nur durch Enzyme von Mikroor-
ganismen erfolgen kann, da keine kdérpereigenen Enzy-
me des Tieres daflr existieren. Ohne Zusatz von Xylana-
se lag die Verdaulichkeit sowohl fir Arabinose als auch
fur Xylose aus der Gesamtfraktion unter 5 %. Betrachtet
man aber die unléslichen und |8slichen Pentosane ge-
trennt, ergibt sich ein differenzierteres Bild. Wahrend die
praecaecale Verdaulichkeit der unléslichen Fraktion bei
10 bis 15 % liegt, ist fur die 16sliche Fraktion eine stark ne-
gative Verdaulichkeit zu beobachten. Dieser Befund zeigt,
dass die Mikroorganismenpopulation des Dunndarmes in
erster Linie eine Solubilisierung von Pentosanen bewirkt,
indem unldsliche Arabinoxylane in eine 16sliche Form Uber-
fuhrt werden. Bei Einsatz einer Xylanase als Futterzu-
satzstoff wird die Verdaulichkeit bis Dunndarmende so-
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wohl fur die Gesamtfraktion als auch fur die unléslichen
Pentosane auf 30 bis 40 % erhéht. AuBerdem liegt auch
eine positive Verdaulichkeit fur die I6sliche Faktion vor.
Daraus ist zu schlussfolgern, dass durch den Xylanase-
zusatz im Dunndarm sowohl der Abbau unléslicher als
auch loslicher Arabinoxylane wesentlich erhéht wird. An-
hand dieser Ergebnisse kann aber nicht gesagt werden,
ob dafur die Aktivitat der zugesetzten Xylanase allein ver-
antwortlich ist oder ob auch die Férderung einer spezifi-
schen zur NSP-Verwertung befahigten Flora dabei eine
Rolle spielt.

3. Einfluss von Xylanasen auf die Mikroorganismen-
population im Dinndarm und deren Stoffwechsel-
aktivitat

3.1 Anwendung klassischer Methoden der Mikrobio-
logie

Zur Beurteilung des Einflusses von Nahrungsfaktoren auf
die mikrobielle Besiedlung des Verdauungstraktes kann
die Methode der Anzucht von Proben aus dem Verdau-
ungstrakt auf Selektivndhrmedien herangezogen werden.
Auf diese Weise kann man bei Anwendung von Verdin-
nungsreihen die Zahl kolonienbildender Einheiten (KBE
oder CFU) bestimmter Gruppen von Bakterien erfassen,
die nicht nur einer Gattung angehéren, wie Enterobakte-
rien, gram-positive Kokken oder Milchs&urebakterien. Da-
bei kann man noch zwischen luminalen Bakterien (Dige-
staprobe) und gewebeassoziierten Bakterien (Mucosa-
probe nach Waschen) differenzieren. Eine der ersten
Untersuchung dieser Art an Broilern (VAHJEN et al., 1998),
die Weizen mit hoher Extraktviskositat als alleinige Ge-
treidekomponente mit und ohne Xylanasezusatz (ZY68)
erhielten, hat verdeutlicht, dass es durch den Xylanase-
zusatz offenbar zu Verschiebungen des Artenspektrums im
Verdauungstrakt kommt (Abb. 3 bis 5).

Abbildung 3: Entwicklung luminaler Enterobakterien im
Dinndarm von Broilern
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Abbildung 4: Entwicklung gewebeassoziierter gram-po-
sitiver Kokken im Dinndarm von Broilern
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Abbildung 5: Entwicklung gewebeassoziierter Lacto-
bacillen im Diinndarm von Broilern
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Die wesentlichen Beobachtungen dieses Versuches wa-
ren reduzierte Keimzahlen luminaler und gewebeassozi-
ierter Enterobakterien und gram-positiven Kokken wahrend
der ersten 2 bis 3 Lebenswochen sowie erhdhte Keimzahl
von gewebeassoziierten Lactobacillen ab der zweiten Le-
benswoche durch die Xylanasesupplementierung. In fol-
genden, &hnlichen Untersuchungen konnten die Befun-
de zu den Enterobakterien und zu den gram-positiven
Kokken bestatigt werden, nicht aber zu den Lactobacil-
len (HUBENER et al., 1998).

Diese Art von Ergebnissen bestatigen die Vermutung ei-
ner Beeinflussung der Bakteriengemeinschaften im Dunn-
darm, lassen aber kaum Interpretationen Uber deren Be-
deutung fur das Wirtstier zu. Ein Grund dafUr ist, dass mit
den Selektivnahrmedien Mikroorganismengruppen erfasst
werden, deren Vertreter vollig harmlos sein kénnen oder
aber Pathogenitatsfaktoren tragen kénnen, wie es sowohl
fur Enterobakterien als auch fur gram-positive Kokken der
Fall sein kann. Diese weiter zu differenzieren ist sehr auf-
wendig und fur Serienuntersuchungen kaum praktikabel.
Aber die beschriebene Methodik ist noch aus einem an-
deren Grunde nicht befriedigend. Es wird von einer Zahl
zwischen 300 bis 500 Mikroorganismenarten ausgegan-
gen, die den Verdauungstrakt besiedeln, wovon aber nur
10 bis 50 % auBerhalb des Verdauungstraktes kultivier-
bar sind. Das bedeutet, wir erfahren bei Anwendung der-
artiger Methoden weitaus weniger als die ,halbe Wahr-
heit".

3.2 Anwendung der 16S rRNA-Sondenhybridisierung
zur Untersuchung der Darmflora auf Artenebene

Mit molekularbiologischen Methoden ist es mdglich, eine
semiquantitative (quantitative) Erfassung von Populati-
onsgroéBe bzw. -aktivitat von Mikroorganismen auch auf
Artenebene im Verdauungstrakt zu erméglichen, auch
wenn es sich um nicht oder schwer kultivierbare Mikroor-
ganismen handelt. Hierzu werden markierte Oligonu-
cleotidsonden entwickelt, die aus 18 bis 30 Basen beste-
hen, deren Sequenz spezifisch nur fir eine bestimmte
Gattung (Gruppensonde) oder z. B. nur fir eine Art (artspe-
zifische Sonde) ist. Als besonders geeignet hat es sich
erwiesen, mit Sonden fur ribosomale RNA der 16S-Unter-
einheit von Ribosomen (16S rRNA) zu arbeiten. Diese be-
sitzt neben sehr konservierten Bereichen der Basense-
quenz auch stark variable Bereiche, so dass sich meist
sowohl Gruppensonden als auch artspezifische Sonden
finden lassen, die nicht mit Nukleinséduren anderer Mikro-
organismen hybridisieren. Das methodische Vorgehen ist
in den Abbildungen 6 und 7 schematisch dargestellt. Da
Ribosomen die ,Proteinfabriken” der Bakterienzelle dar-
stellen, korrelieren die Ergebnisse der 16S rRNA-Hybridi-
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sierung mit der Stoffwechselaktivitat einer speziellen Bak-
terienart bzw. einer Bakteriengruppe.

Abbildung 6: Methodik
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Abbildung 7: Hybridisierung von RNA-Extrakten aus
dem Dinndarm mit 16S rRNA-Oligonu-
kleotidsonden am Beispiel von L. acido-

philus*

Kontroll-  Enzym- Kontroll- Enzym- Kontroll-  Enzym-

gruppe  gruppe gruppe gruppe gruppe  gruppe
Duodenum
lleum ® ° o ®
Jejunum | » © )
Jejunum |1 ol® 2|l@® . . o " g
Jejunum 111 = R .‘ . u "R ]
Proben-Nr. 15 16| 17 18] 19 20 21 22|23 24 |25 26
Referenzstamm | 250ng 100ng 50ng 10ng 5ng 1ng 25 1%9 g-ng 10ng 5ng 1ng
L. acidophilus . 3
DSM 20079 J . . e ¢

DIG Standard DIG Standard

*250 ng RNA-Extrakt bei 59 °C 14 h mit 40pM Sonde hybridisiert

Am folgenden Beispiel wird die Anwendung einiger artspe-
zifischer 16S rRNA-Sonden fur die Gattung Lactobacillus
demonstriert. Als Probenmaterial diente Dinndarmdige-
sta von Ferkeln, die drei Wochen lang nach dem Abset-
zen eine Ration mit Weizen/Roggen als Getreidekompo-
nente erhielten - je 6 Tiere mit bzw. ohne Zusatz einer Xy-
lanase (ZY68). In Abbildung 8 sind die Ergebnisse, die
mit der Gruppensonde fur die Gattung Lactobacillus er-
mittelt wurden, dargestellt. Danach gibt es eine Tendenz
zu einer gesteigerten Stoffwechselaktivitat der Mikroor-
ganismen dieser Gattung im mittleren und terminalen Je-
junum sowie im lleum unter dem Einfluss der Xylanasen.

Bei Anwendung artspezifischer Sonden fir L. acidophi-
lus, L. amylophilus und L. reuteri (Abb. 9 bis 11) wird deut-
lich, dass insbesondere L. reuteri bei Xylanasezusatz in
seiner Stoffwechselaktivitat geférdert wurde. Diese Lac-
tobacillus-Art ist als Bacteriocinbildner bekannt und wur-
de auch auf seine probiotische Wirksamkeit Uberprdft. An-
hand der enormen Streuungen ist aber auch zu erkennen,
dass die Mikroorganismengemeinschaften im Dinndarm
der einzelnen Tiere in sehr unterschiedlicher Weise auf
derartige nutritive Faktoren reagieren.

Abbildung 8: Metabolische Aktivitat der Lactobacillus-
population im Dinndarm von Ferkeln
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Abbildung 9: Metabolische Aktivitat von L. Acidophilus
im Diinndarm von Ferkeln
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Abbildung 10: Mittlere metabolische Aktivitat von L.
Amylophilus im Dinndarm von Ferkeln
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Abbildung 11: Metabolische Aktivitat von L. Reuteri im
Diinndarm von Ferkeln
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3.3 Anpassung der Darmflora an die NSP-Verwertung -
oder wie Xylanasen einen ,,Dominoeffekt” auslésen

Bei der Beurteilung der physiologischen Bedeutung von
nutritiv bedingten Veranderungen der Darmflora sind die
Stoffwechselleistungen der Mikroorganismen von groB-
tem Interesse. Wie weiter oben dargestellt, ist eine dieser
Stoffwechselleistungen der Abbau von NSP. Da mit dem
Futter zugefUhrte Xylanasen eine partielle Hydrolyse von
Pentosanen bewirken (s. Abb. 2), war zu vermuten, dass
spezifisch Mikroorganismen geférdert werden, die Arabi-
noxylane verwerten kénnen und die selbst Xylanasebild-
ner und moglicherweise auch Produzenten anderer NSP-
hydrolysierender Enzyme sind. Dieser Hypothese wurde
mit verschiedenen Versuchsansatzen nachgegangen. Als
Versuchstiere dienten jeweils Broilerkiken, die vom er-
sten Lebenstag an eine der Rationen mit Getreideanteil
Mais oder Weizen/Roggen erhielten, letztere Ration mit
bzw. ohne Xylanasezusatz.

Eine Moglichkeit ist die Messung der B-Glucanaseaktivitat
(die im Verdauungstrakt nur mikrobiellen Ursprungs ist)
in der Digesta der einzelnen Darmanschnitte nach Ver-
abreichung der genannten Rationen (Abb. 12).

Abbildung 12: Bakterielle Enzymaktivitat von B-Glu-
canasen
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Im Vergleich zur Mais basierten Ration bewirkt die Wei-
zen/Roggen Ration einen Anstieg der B-Glucanaseakti-
vitat im Caecum. Die Supplementation der gleichen Diat mit
einer Xylanase (frei von Nebenaktivitdten anderer NSP-
hydrolysierender Enzyme) fUhrt zu einem Anstieg der -
Glucanaseaktivitat auch im Dunndarm und das insbe-
sondere im lleum, woraus die stimulierte Etablierung ei-
ner NSP-verwertenden Mikroorganismenpopulation im
Dunndarm unter Wirkung der Xylanase abgeleitet werden
kann. Im Rahmen eines DFG-Projektes unserer Arbeits-
gruppe sind B-Glucanasebildner im Verdauungstrakt von
Kuken isoliert worden. Als B-Glucanaseproduzenten sind
verschiedene Arten der Gattungen Clostridium, Bactero-
ides, Streptococcus und Enterococcus identifiziert wor-
den (Abb. 13, die hellen Lysezonen zeigen auf diesen Zy-
mogrammen B-Glucanaseaktivitat an). Quantitativ scheint
Enterococcus faecium als Glucanasebildner im vorderen
Verdauungstrakt die gréBte Bedeutung zu haben.

Abbildung 13: SDS / PAGE Zymogramme 1,3-1,4-B-Glu-
canase spaltender Bakterienisolate (Zu-
sammenfassung mehrerer Zymogram-

me)
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2 = Clostridium oroticum, 3 = Clostridium viride, 5 = Streptococcus bovis,
6 = Clostridum perfingens, 7 = Bacteroides ovatus, 9 = Enterococcus faecium.

Abbildung 14: Xylanaseaktivitat im Digestaliberstand
von Broilern am 28. Lebenstag

70 1 [ weizen/Roggen
60 4 [MWeizen/Roggen + Enzym

ad

Duodenum Jejunum lleum Caecum

Flache der Lysezone in mm?

Bei Xylanasesupplementation der Weizen-Roggen-Rati-
on wurde die Xylanaseaktivitat in allen gepriften Darm-
abschnitten auf ein Mehrfaches erhdht (Abb. 14). Dies
muss in erster Linie auf die exogen supplementierte Xy-
lanase zurtckgefuhrt werden. Allerdings ist auch hierbei
ein Dominoeffekt zu beobachten, d. h. stimulierte mikro-
bielle Expression von Xylanase im Verdauungstrakt durch
exogene Zufuhr einer Xylanase. Der Nachweis hierflr war
kompliziert zu erbringen, ist aber mit der Zymogramm-
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technik schlieBlich gelungen. Dabei konnte in der Dige-
sta von Xylanase supplementierten Tieren neben der ak-
tiven Bande des mit dem Futter zugefUhrten Enzyms im
niedermolekularen Bereich zusétzlich das Auftreten einer
Xylanaseaktivitat im hochmolekularen Bereich nachge-
wiesen werden. In Digesta von Kuken, die die Weizen/Rog-
gen-Ration ohne Xylanase erhielten, fehlten beide Xyla-
nase-Aktivitdtsbanden.

Ein weiteres Indiz fur die Anpassung einer spezifischen
Bakterienpopulation mit der Fahigkeit der Verwertung von
Arabinoxylanen durch die Xylanasen im Futter liefern Ver-
suche zur Wachstumskapazitat von Proben aus dem Dunn-
darm und dem Caecum in Minimalmedien mit Weizen-
Arabinoxylan als einziger Energiequelle (Abb. 15). Bei die-
ser Technik wird nach Inkubation bei 40 °C fur 18 Stunden
die Tribungsmessung vorgenommen, die ein MaB fur die
Zellvermehrung ist. Das stimulierte Zellwachstum von An-
séatzen mit Digesta von Tieren, die Xylanase mit dem Fut-
ter erhielten, spricht fur die Anwesenheit einer gréBeren
Zahl von Mikroorganismen, die in der Lage sind, Arabi-
noxylane als Energiequelle zu nutzen.

Abbildung 15: Wachstumskapazitat luminaler Xylan-
verwerter in der 6. Lebenswoche
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4. Schlussfolgerungen

e Unter dem Einfluss von Xylanasen als Futterzusatzstoff
kommt es zu Modifikationen der luminalen sowie der
gewebeassoziierten Mikroorganismenpopulation im In-
testinaltrakt sowohl bei Masthihnern als auch bei Fer-
keln.

e Mit Kultivierung auf Selektivndhrmedien wird regelméaBig
eine Reduzierung der Enterobakterien und gram-posi-
tiven Kokken nachgewiesen und (weniger gut repro-
duzierbar) eine Zunahme von Milchsaurebakterien.

¢ |nnerhalb der Gattung Lactobacillus reagieren die ein-
zelnen Arten unterschiedlich intensiv auf einen Xyla-
nasezusatz zum Futter. Insbesondere die Stoffwech-
selaktivitat von L. reuteri scheint stimuliert zu werden.

e Xylanasezuséatze zum Futter bewirken eine Stimulie-
rung einer Bakterienpopulation im Ddnndarm, die in
der Lage ist, Pentosane und vermutlich auch andere
NSP energetisch zu verwerten. Es erfolgt eine Lokali-
sationsverlagerung dieser spezifischen Keime in vor-
dere Bereiche des Intestinaltraktes.
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