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Ontwikkelingen in technieken voor de
bepaling van nutriéntstatus van
landbouwhuisdieren
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Ontwikkeling van nieuwe indicatoren voor vaststelling van

efficiéntie van nutriéntgebruik in landbouwhuisdieren

Nieuwe technieken ontwikkelen die inzicht geven in de nutriéntstatus,
e i€ntie van nutriéntgebruik en identificatie van voor productie meest
limiterende nutriénten onder verschillende bedrijfsomstandigheden en in
onderzoek bij landbouwhuisdieren.

Een oriéntatie op de pr ics/ i i in
te zetten voor de analyse van bloed en/of urine ter bepaling van de
nutriéntstatus en efficiéntie van nutriéntbenutting.

Inzet van deze technieken kan op termijn leiden tot het identificeren van
nieuwe indicatoren voor de bepaling van efficiéntie van nutriéntbenutting.
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Nutrient status of farm animals
=]
Dietary supply Requirements
of nutrients for nutrients
. . performance
* Nutrient composition « “Optimal” performance
« Feeding strategy « Minimum nutrient losses
* Minimum environmental
impact
« Support of health
Nutrient balance
nutrient intake via the diet - nutrient loss*
nutrient retention in body, milk and/or eggs
ILoss via faeces, urine, resp. air and as heat
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Activiteiten MMM6
® |iteratuurstudie “Techniques for evaluating nutrient
status in farm animals” over de thans beschikbare
technieken voor meting van nutriéntstatus en -efficiéntie
en beschrijving van perspectieven voor nieuwe
technieken
® Mogelijkheden en kansen voor gebruik van de
technieken binnen het onderzoek van F4F - onderdeel
Meer met Minder (MMM)
g‘;ﬁ'
‘n'.........nr,um
Inleiding
" Wat is nutriént status?
® Overzicht en voorbeelden van de (klassieke) technieken
uit de literatuur
® Inzet van -omics technologieén voor de bepaling van
nutriént status
® Biomarkers voor nutriént status
® Conclusies
‘n'.........nr,um
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Voorbeeld balansstudie varkens (g/kg®75)

Normaal Beperkt
eiwit eiwit
N-opname 2.32 (100) 1.77 (100)
N-faeces 0.12 (5) 0.13(7)
N-urine 0.64 (28) 0.42 (24)
N-retentie 1.57 (67) 1.22 (69)
N-efficientie® 71 75

IN-retentie/verteerbaar N

Kampman - van de Hoek et al., 2015
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Dietary nutrients

The main groups of nutrients considered in animal nutrition
and during diet formulation are:

[N

. Energy (in the form of carbohydrates, fats, protein and
amino acids and short chain fatty acids)

Protein and amino acids

Minerals (Ca, P, Cu, Zn and other trace minerals)
Vitamins

Essential fatty acids

U s W
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Techniques for evaluating nutrient status

Pigs Poultry Ruminants |
Energy . Digest:
R Techniques Ry

-Fats * Intake (digestible) nutrients

* (Net) retention in body
Protein/AA * Post-absorptive metabolism

* Excretion/losses of
Minerals nutrients/metabolites Resp. air
(Ca, P, Cu, Zn, ...) )
“Markers” of status in Saliva
I Milk, eggs, I
uscle

tissue

blood, urine, hair, resp. air,

Vitamins

“end products” and tissues

Jansman & te Pas (2015)

Gebruik en toepassing van technieken

® Onderzoek of praktijk
® Gericht op een individueel dier of een groep van dieren

® Korte en lange termijn effecten van een incorrect of
ongebalanceerd aanbod

® Gebruikte technologie (snelheid en nauwkeurigheid)
® Investeringen en kosten

" Vertaling naar praktische maatregelen ter verbetering
van de balans tussen nutriéntaanbod en -behoefte

uwmumnu-
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Rate of decarb of leucine as by a
i[1-""cyJleucine breath test combined with indirect calorimetry
of broiler fed diets with

proteinfat ratio

Q. Sweenen”, € Larsye’, 6. lanssens’, K Vesbeke', £ Decuypess' and 1 Buyse’

' e, e, B,
B Ly of sl Rtsbon, e sy, st B, 70
B Dot f g, £ e, A, B

‘The methodology to study I{1-*Cl]leucine decarboxyation in

chickens using a breath test combined with indirect calorimetry was
accomplished. Results of the nitrogen balance test indicated that the LP
broilers had an improved dietary protein retention compared with the HP
animals. Moreover, LP chickens decarboxylated a significantly lower
percentage of L[1-"C1]leucine, demonstrating several ‘protein- or amino
acid-sparing’ mechanisms in animals reared on a diet with lower protein
level.
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Swennen et al. (2007)
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Heart rate measurements as an index of energy expenditure
and energy balance in ruminants: A review!

A. Brosh?®

Beef Cattle Soction, Newe Ya'ar Ressarch Contor, Agricultural Rosearch Organization,
Hamat Yishay 30095, Isracl

Soon when devices for automatic HR monitoring of domestic ruminants
become available at a reasonable price, continuous monitoring of HR might
provide producers with a sensitive tool for identifying changes in the energy
status of their animals. This will also significantly help to shorten the time
needed to identify health problems of individual animals.

Vg = HR = [Va (004 - G041,

nw!nv\nnn(*- Brosh (2007)
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Metabelic and production profiles of dairy cows in response
to decreased nutrient density to increase physiological
imbalance at different stages of lactation

. Bjerre-Harpath,” M. C. Friggens. 13 V. M. Thorun. T. Larsen,” B. M. Dampasrd” K. L ingvarsen,
KM Moves”

Concentrations of milk BHBA (A),
protein (B), lactose (C), uric acid (D),
MUN (E), and citrate (F) at time
points (i.e., hour) relative to dietary
nutrient restriction. Results reported
here identified metabolites (i.e.,
glucose, NEFA, BHBA, cholesterol) as
predictors of Physiological
imbalance (P1) and identified milk
citrate as a promising biomarker for
Plon farm.

n"lnv\nnﬂt"- Bjerre-Harppth et al. (2012)

Patential for Estimation of Body Condition Scores in Dairy Cattle
from Digital Images

J. M. Bawley'" A M. Pascock.t O, Lewist R E. Boyce,t D.J Robsrta.t M P: Collen§
B J Kenyon® and M. M. Schetr®

Body condition scoring, an indirect measure of the level of
subcutaneous fat in dairy cattle, has been widely adopted for
research and field assessment or for management purposes on
farms. The feasibility of utilizing digital images to determine body
condition score (BCS) was assessed for lactating dairy cows. This
study demonstrated the potential for using digital images

for assessing BCS.

Digital imaging has also been applied for
assessing body shape, weight, and fatness in
live pigs (Brandl and Jgrgensen, 1996;
Schofield et al., 1999; Doeschl et al., 2004).

L e Bewley et al. (2008)
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Effects of nutrient supply, plasma metabolites, and onotritional status
of sows during transition on performance in the next lactation’

AL V. Honsen, ©. Laoridsen, M. T. Sorensen, K. E. Boch Knodsen, and P K. Thedl?

Gesmon aut Lacumon g

Correlations between sow plasma metabolites during transition and piglet
performance during the colostral period (0 to 24 h), early lactation (d 7 to 10),
and at peak lactation (d 14 to 17 and d 17 to 28).

n"lntnnnn(!u- Hansen et al. (2012)

Effects of nutrient supply, plasma metabolites, and nutritional status
of sows during transition on performance in the next lactation’

AL V. Honsen, ©. Laoridsen, M. T. Sorensen, K. E. Boch Knodsen, and P K. Thedl?

Flasma soerriiratin’

T

v 1
Tiaal SCWA 112
Total S04 0 1
AN |
LOFA 4 Y

nw“lunnnvu- Hansen et al. (2012)
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Bone as an of ge Tibia Ash in Broiler Chicks
Fed Varying Dietary Calcium and Phosphorus Levels'
E- M. Onyargo, ™ I'. Y. Hester,* B Stroshine.t and 0. Adeols®
TABLE & Corelation cortficients of tibia bone charateristios and distary Ca and P
Twwkeald broiler chicks'
Twm Ash
a 0w [
Toaal P s s
-

Al comelanon cotficients. were significant a1 F < (.06
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Onyango et al. (2003)

Quantitative Ultrasornd Methods to Assess Bone Mineral Statis
In Children: Technical Characteristics, Performance,

wd Clinkeal Application

Quantitative ultrasound (QUS) methods have been
to assess bone mineral status in some
peripheral skeletal sites such as calcaneus,
phalanges of the hand, and tibia. QUS techniques
are safe, easy to use, radiation-free, and devices
are portable, so that they are particularly indicated
to assess bone mineral status in children. The
simplicity of use of the QUS devices, the lack of
radiation exposure for the child, the possibility to
perform the examination at bedside, and the low
cost represents clear advantages of QUS methods
compared with x-ray-based densitometric

techniques.

g‘mnt_h-nﬂ(h“
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Baroncelli (2008)
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Methods of assessment of zinc status in humans: a systematic
1 1-5
review
Nicolu M Lowe, Katwlin Febete, ol Tamas Decai
Biomarkers for Zinc in man
Plasma angiotensin-converting enzyme (ILIL) 1
Peutrophil Zn (ug/10'" cells) 3
T lymplucyte metallothioncin —24 mENA 1
g MIT-24 mRNA/Dpg Practin mRNAY
Flasma 3 -mecheotidass (Shinowara units) 1
Mized-saliva Zn (ol /Ly 1
Endogenow #n cxcretion (molid) 1
Plama Zn flay (mmol'd) 1
Exchangeable ¥ pool (mmol) 1
Carbonic anbydrase (LY Hghh 1
Feces Zn (umolid) 1
Newtrophil x-o-mannosidme (nmol product - h ™' - mg protein ') 1
Meutrophil alkaline phosphatase (nmol product - b - myg peotein ') 1
Erythaocyte membrane £n (omollg proteinh 1
Erythaocyte membrane alkabme phosphatase 1
inmncl product: min " - mg proten ')
Erythaocyte membrane NP inmol product - min ' - g prosein ') 1
e Lowe et al. (2009)
Techniques for measuring nutrient status
Technique Nutrient Basis Application
Condition score Ener Whole body Man, animal
Imaging techniques (CT, MRI)  Energy, minerals ~ Whole body Man, animal
Backfat thickness, fat depots Energy Whole body/body parts Animal, man
Nutrient balance (indirect) Energy, protein Faeces, urine, expired air  Man, animal
and minerals
Nutrient retention (direct) Energy, protein Whole body, organs and ~ Animal
and minerals
Respiration measurements Energy Whole body Man, animal
Heart rate Energy Heart rate measurement  Man, animal
Electronic nose General Expired air Biomedical
Blood metabolites Nutrients Blood Man, animal
Stable isotopes of nutrients Nutrients Whole body or Man, animal
+ mass spectrometry organs/tissues
Milk composition Protein and AA Milk Dairy cows, pigs
Hair composition Minerals Hair Biomedical
Gene expression Nutrients Tissue Man, animals
Proteomics Nutrients Blood, organs and tissues ~ Man, animals
Metabolomics Nutrients Blood, urine Man, animals
Q Nutrients Interview Man, medical
Jansman & te Pas (2015)
oo
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of calcium and us feeding on
markers of bone metabolism in transition cows

V. R. Moreira ' L K. Zevingue.” C. C. Willama.t C. Leonardl,§ and M. E. McCormick®

g
Baon Fauge TON3

Blood samples were drawn 10 d before expected calving, at calving, and
at 15 and 30 DIM for serum analyses of osteocalcin, a biomarker of
bone accretion, and pyridinoline, a biomarker of bone resorption. There
was no significant effect of Ca or P on osteocalcin measurements.
Pyridinoline concentrations were affected by dietary Ca levels and
tended to have a significant dietary Ca x dietary P interaction.

Tsem Hese ACALP LCaHP LOsLP
O, o ngenl as2 282 243

PV, sl A s

Moreira et al. (2009)
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Methods of assessment of zinc status in humans: a systematic
review'™

Nicols M Loswe. Kutlin Febete, ond Timas Decai

Biomarkers for Zinc in man

Flasmascrum #a (pmolL)

Urinary Zn (mmolimol sreatining) supplemecrtation
Jeinary Fn {eolid) depietion

Erythrocyte #n (maliL)

Mancnudeas oell Zn (umsol/ W0 cells)
Polymorphonuclear cell £n (umod/ 10 cellsy
Platelet Zn {nmold 11" cells)

Hai n (ppes)

Plasma alkaline plenphatase (1L}

Aminclevulinic acid dehydratae (IUL REC)
Exythrocyte iomein (g MT/g protein)
Erythrocyte metaliothionein (smalig prosein) depletian
Manccyte metallothianein cDNA (g cDNARg RNA)
Saliva Zn mghL}

Salivary-sediment £n (molig dry wt)

Plasma euteacellulas sapenide dismutae (IWmL)
Lymphocyte ¥ ol 10" cells)

Lymphocyte ecio-3'-amdectdase (nmod - b ™" - 107" cells)
Nail Zn (ppes)

g‘mnt_h-nﬂ(h“
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Lowe et al. (2009)

Outline = genomics tools en nutrient status

" Genomics

e Wat is het?

® Waarom zou je het willen?

e Hoe toe te passen?
" Biomarker

e Wat is het?

e Wat kun je er van verwachten?
® Toepassingen

e Voorbeelden

g‘mnt_h-nﬂ(h“

Genomics: wat is het?

" Een gereedschapskist om de werking van alle tot
expressie komende genen in specifieke cellen of weefsels
tegelijk en in relatie tot elkaar te bestuderen.

" Het centrale dogma van de biologie en omics methoden:

Erfelijkheid
Genomics

= Erfelijkheid en omgeving bepalen samen de respons en
reactie van het dier.

g‘mnt_h-nﬂ(h“
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Genomics: hoe ziet het er uit?
g, e rss—
Functional Genomics and Bioinformatics
r mRNAS _
-—|-— proteing :|l—-- |
— |metabolites| —
g, e rss—
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Genomics: hoe toe te passen?

® (Voer) interventie studie
e Wat verandert er? (Monitoren)

e Welk biologische mechanismen veranderen er?
(Diagnose: is dit goed voor het dier - voor de
efficiéntie van productie en nutriéntgebruik?)

e Kan ik er van leren en het de volgende keer
voorspellen? (Voorspellende waarde - biomarker)

I e o

Geintegreerde analyse

I e o
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Genomics: waarom zou je het toepassen?

" Alle biologische kenmerken van dieren worden gevormd
door een scala aan biologische processen in het dier.

® ledere verandering in de omgeving en aanbod van voer
en nutriénten zal leiden tot een verandering in het dier.

o Dieren verschillen in reactie door de interactie met
hun DNA.

e De reactie is te meten met omics technieken.

® Als je kennis hebt kun je de reactie voorspellen of
monitoren met biomarkers.

e Ook respons op nutriéntaanbod, variatie in
nutriéntbehoefte, en nutriénten opname (capaciteit)
zijn te meten met omics technieken.

I e o

Omics en nutriéntstatus en -balans

I e o
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Biomarker: Wat is het?

® Een test om het niveau van een molecuul (nutriént of
metaboliet) te bepalen

® Voorwaarde: het molecuul zegt iets over het
biologische proces dat verantwoordelijk is voor het te
bestuderen kenmerk

® Er is geen noodzaak om het verantwoordelijke (causale)
molecuul te bestuderen: Voorbeeld = Diabetes

i« R . 31

Biomarkers: Toepassing voor nutriénten
status en balans

" VB: Interventie: verandering in voersamenstelling
(ingrediénten of nutriénten) of voeraanbod

= Vooraf inschatten wat het effect van een interventie zal
zijn

® Monitoren van de interventie met mogelijkheid bij te
sturen

® Een “bijsluiter” bij het voer: Aantoonbare biologische
effecten van de nutriénten op het dier (bijv. groei,
gezondheid, ...)

i« R 32

16
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Toepassingsmogelijkheden

® Enkele voorbeelden van mogelijkheden:

" Onderzoek:

® Hoe werken nutriénten in de cellen? / hoe
herkennen cellen de nutriénten?

" Toepassing:
e Eigen experiment: Wat verandert er in het dier als
de voersamenstelling wijzigt?

T

Onderzoek: Nutriént sensing in weefsels en cellen

p feyan et al. (2015)
Nutrient-sensing mechanisms and pathways. REVIEW doi 038/nature14190

nw“'un--nﬂ(ﬂ-“ 3
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Toepassing: Nutriénten samenstelling -
“wat doet het met je?”

= Experiment: Invloed van
nutriénten samenstelling
van het voer op de
gezondheid meten

® Te Pas, M.F.W., L. Kruijt, S-J.

Koopmans, M.A. Smits. Plasma S - Cateria
Proteome profiles associated e

with diet-induced metabolic X | Wettrrranee
syndrome and the early onset N\ o __,/'-

of metabolic syndrome in a pig Celpp

model . PLoS ONE 8 (2013)
Issue 9, e73087

T

Meten in bloed met proteomics

® Geen klinische effecten bij de dieren gAY
® Aantoonbare verschillen: | -
. -
e Gezondheidseffecten te verwachten 9P A =
® Ook bij de gezonde dieren L™ . ™=
et i e
(ST

® Vertaling naar productiedieren:
o Voer heeft invloed op gezondheid
® Dit is al te meten voor het zichtbaar is!
e Voorspellende waarde -
o Gezondheid product ‘ 13

j = B ===
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Onderzoek: Begrijpen hoe het werkt

Hardie, 2003

T

Integratie van kennis door omics

Energiemetabolisme

i
*

Tokunaga et al., 2004

T
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Wat kun je er NU mee?

® Effecten van nutriénten in dieren bepalen

® Effecten van nutriénten op gezondheidsaspecten van de
producten bepalen voor consumenten

= Effecten van veranderingen van voersamenstelling
bepalen (monitoren / voorspellen)

= \oer labelen (certificeren)
L

T

Meten in de stal!

® Ontwikkelingen die NU lopen:
e In line meten:
o RNA niveau van een gen in 2 uur op locatie bepalen

e Dipstick voor proteomics - resultaten in melk en

urine
e Blue4Green: metabolieten real time meten

e ... Ontwikkelingen gaan erg snel!

T

20
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Samenvattend: Toepassingsmogelijkheden Conclusies (2)

® Omics kan: ® De vertaling van -omics parameters/markers op

. . . I/weefsel niv naar nutrién voor h hel
® Biologische mechanismen ophelderen cel/weefse eau naar nutriéntstatus voor het gehele

dier vraagt nog nadere aandacht.
e Langs deze weg meten van de nutriéntstatus en

-balans in het dier

e Daardoor voorspellen van veranderingen van de " Biomarkers voor nutriéntstatus bieden een goed |
nutriéntstatus en -balans in het dier t.g.v. perspectief voorltoepassmg in de praktijk maar dienen
verandering van voersamenstelling en -aanbod nog verder ontwikkeld te worden.

e Zowel in individuele dieren als in groepen (bijv. ras
effecten)

n...un.mnu-m nnuu»-vnrul-m

Conclusies (1) Dank voor uw aandacht !

® Er bestaat een range aan (nieuwe) technieken voor

bepalen nutriéntstatus in verschillende diercategorieén.
= Keuze techniek afhankelijk van een groot aantal factoren Feed4
(nutriént, toepassing, kosten, termijn) Foodure

=

i“é
® Omics technologieén bieden grote mogelijkheden voor
de ontwikkeling van nieuwe methodieken voor bepaling
van nutriéntstatus in landbouwhuisdieren en biomarkers

hiervoor. alfons.jansman@wur.nl

marinus.tepas@wur.nl
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