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Samenvatting

Het doel van deze literatuurstudie is na te gaan welke wijze en in welk levensstadia het microbioom
succesvol kan worden beinvioed om de enterische methaan emissie te verminderen. Daarvoor is nodig
dat de definities helder zijn, soms worden de begrippen microbioom en microbiéle populatie, ook in
wetenschappelijk publicaties, door elkaar gebruikt. Het microbioom van de pens is de verzameling
microbiéle genomen die in de pens van een individu voorkomen. Onder de microbiota van de pens
wordt verstaan de verzameling van populaties van verschillende microben in de pens.

De samenstelling en functionaliteit van het microbioom wordt gekarakteriseerd door middel van “Next
Generation Sequencing” (NGS) technieken. De ontwikkelingen met NGS gaan zeer snel.

Interpretatie en vergelijking van de kwantitatieve gegevens over het voorkomen van diverse
microbiéle taxa, is alleen goed mogelijk tussen individuele dieren en rantsoenen binnen één studie of
onderzoek, of tussen studies waarbij identieke methoden en technieken zijn gebruikt voor het isoleren
en analyseren van DNA.

Er bestaat een grote consistentie in de samenstelling van het kern microbioom over een groot
regionaal gebied en soorten herkauwers. Verschillen in de microbiéle populaties kunnen vooral worden
toegeschreven aan het rantsoen, en dus het management en in mindere mate aan de gastheer.
Ingrepen in het rantsoen en het gebruik van additieven is het meest effectief om de microbenpopulatie
te manipuleren op korte termijn. Ingrepen in het rantsoen kunnen gericht zijn op het voerniveau,
verteerbaarheid, ruwvoer-krachtvoer verhouding, en de aanwezigheid van specifieke stoffen (bijv.
saponinen, tannines).

De microbiéle populatie is deels individueel bepaald. De mechanismen hier achter zijn nog
onopgehelderd. Wellicht spelen microben aan het pens-epitheel hier in een rol en kan er sprake zijn
van een invloed van het immuunsysteem.

Het microbioom is mogelijk deels erfelijk bepaald. Wellicht is dit gerelateerd aan de morfologie van de
pens. Ook komen ouder en jong uit hetzelfde milieu, mogelijk speelt de overdracht van micro-
organismen in het vroege leven een rol bij de waargenomen “erfelijkheid”. Verschillen in enterische
CH4 productie tussen dieren kan deels worden verklaard uit de morfologie van het dier. Een kleinere
pens en een hogere passagesnelheid resulteert in een lagere CH4 emissie. Verschillen in CH4 emissie
tussen dieren lijken consistent te zijn gedurende de lactatie.

De microbiéle populatie is zeer robuust en veerkrachtig, daarom zijn interventies bij volwassen dieren
zeer moeilijk.

Manipulatie van het microbioom is nog een grotendeels onontgonnen gebied. Introductie van nieuw
genetisch materiaal in het microbioom zou een oplossingsrichting kunnen zijn. Echter, het ontbreekt
aan kennis om dit te bewerkstelligen.

Interventies bij het jonge dier (d.w.z. direct na de geboorte, alvorens vast voer wordt opgenomen)
lijken het meest kansrijk om het microbioom gedurende langere tijd of het gehele leven te
beinvioeden. Kolonisatie van de pens treed al heel snel op, waarschijnlijk al tijdens de geboorte. In
deze fase lijkt het dier ook het meest gevoelig voor interventies. Echter, de mechanismen en het
optimale tijdstip zijn nog onduidelijk en behoeven onderzoek. De huidige studies met interventies in
het jonge leven beperken zich tot dusverre tot kleine herkauwers. Ook moet de persistentie van de
effecten nog verder worden onderzocht, bij voorkeur bij grote herkauwers.
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1 Inleiding

De veehouderij wordt verantwoordelijk gehouden voor 13,3% (CBS Statline, november 2019,
https://opendata.cbs.nl/statline/#/CBS/nl/dataset/83300ned/table?dI=2B7DD) van de totale uitstoot
van broeikasgassen (in CO2 equivalenten) door menselijke activiteit in Nederland. Van de
broeikasgasuitstoot uit de veehouderij is het overgrote deel (ca. 90%) het gevolg van uitstoot van
methaan (CH4) uit het maagdarmstelsel van dieren, de zogenaamde enterische methaanemissie. De
enterische methaanemissie is vooral afkomstig van uitgeademde methaan (CH4) die ontstaat bij de
anaerobe fermentatie van celwanden in de voormagen (pens, netmaag) van herkauwers. In mindere
mate wordt methaan geproduceerd bij anaerobe fermentatie in de dikke darm bij zowel herkauwers
als éénmagigen.

Bij het verminderen van de methaanuitstoot wordt vooral aandacht gericht op het terugdringen van de
CH4 emissie per hoeveelheid geproduceerd dierlijk product. Bijvoorbeeld de hoeveelheid methaan per
kg melk of vlees. Verhogen van de dierlijke productie, bijvoorbeeld een hogere melkproductie per koe,
is het meest efficiént en resulteert in de grootste afname van de CH4 emissie per kg dierlijk product
(Dijkstra et al., 2013). De drogestof opname verklaart voor een zeer groot deel de variatie in de
enterische methaanemissie (Knapp, 2019). Dit is onder meer gerelateerd aan de omvang van het
maagdarmkanaal (voeropnamecapaciteit), afbraaksnelheid en de passagesnelheid van het voer.
Verder spelen de rantsoen- en nutriéntensamenstelling een rol bij de aard en de hoeveelheid substraat
die beschikbaar komt voor de pensmicroben en dientengevolge ook de samenstelling van de
microbenpopulaties en daarmee de enterische methaanproductie. Onder gelijke omstandigheden
(rantsoenen, voeropname) kunnen individuele dieren significant verschillen in de methaanemissie (kg
CHs/kg DS). Een sluitende verklaring voor deze tussen-diervariatie ontbreekt nog, maar het is
mogelijk een gevolg van de dier-specifieke verschillen in het microbioom in de pens. Deze dier-
specifieke verschillen van het microbioom zijn mogelijk erfelijk bepaald, of worden mogelijk beinvlioed
door voedings- en omgevingsfactoren in het vroege leven van het dier.

Het hier beschreven literatuuronderzoek richtte zich op de vraag of en hoe de ontwikkeling van het
microbioom in de pens van herkauwers wordt gestuurd door individuele dierspecifieke factoren
(dierfactoren) en omgevingsfactoren, inclusief mogelijke interacties tussen dier- en
omgevingsfactoren.

Voor de dierfactoren wordt ingegaan op welke kennis er bestaat met betrekking tot het koppelen van
dierfactoren aan een bepaald type microbioom (c.q. welke dierfactoren een bepaald type microbioom
stimuleren). Het gaat om kenmerken zoals passage, fermentatieprofiel, zuurgraad, mate van
vertering, voer- en drinkwater opname, herkauwen e.d.

Om deze vragen te beantwoorden wordt in hoofdstuk 2 beschreven wat onder het microbioom wordt
verstaan en op welke wijze het microbioom gekarakteriseerd moet worden met betrekking tot de
methaanemissie. In hoofdstuk 3 wordt beschreven welke kennis in de literatuur beschikbaar is met
betrekking tot de rol van omgevingsfactoren op de ontwikkeling van een bepaald type microbioom.
Vervolgens wordt in hoofdstuk 4 ingegaan op de vraag of bepaalde dierfactoren gekoppeld zijn aan
bepaalde omgevingsfactoren, en in hoofdstuk 5 of het mogelijk is de ontwikkeling van het microbioom
te sturen. Ten slotte wordt het literatuuronderzoek in hoofdstuk 6 afgesloten met conclusies.
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2 Definiéren en karakteriseren

2.1 Definiéring van het microbioom

De termen microben, microbiota en microbioom worden in de wetenschappelijke literatuur vaak door
elkaar gebruikt en dat leidt tot verwarring (Huws et al., 2018):
- De microben zijn één- en meercellige organismen die in een bepaalde omgeving (bijvoorbeeld
de pens) voorkomen.
- De microbiota zijn de verzameling van populaties van verschillende microben die in een
bepaalde omgeving (bijvoorbeeld de pens) voorkomen.
- Het microbioom is de verzameling microbiéle genomen die in een bepaalde omgeving
(bijvoorbeeld de pens) van de gastheer voorkomen.
Het microbioom van een individu kan slaan op de totale verzameling microbiéle genomen aanwezig
op en in het dier, maar er kan ook onderscheid worden gemaakt tussen de verzameling microbiéle
genomen aanwezig op verschillen de delen van het individu, bijvoorbeeld het microbioom van de huid
of het maagdarmkanaal, of meer specifiek de pens. Uit moleculaire studies blijkt dat er een
kernmicrobioom is dat bestaat uit verschillende taxonomische groepen (Weimer, 2015) en
gedomineerd wordt door de bacteriestammen firmicutes (gram positief, endosporevormend) en
bacteroidetes (gram negatief, non-sporevormend).
De microbiéle populatie in de pens van herkauwers is zeer divers. Er zijn duizenden verschillende
soorten bacterién en archae (prokaryoten), fungi en protozoa (eukaryoten).
Bij herkauwers bestaat de microbiéle populatie uit prokaryoten (bacterién en archaea) en eukaryoten
(fungi en protozoen). De microbiéle massa wordt gevormd door (in volgorde van afnemend aantal
organismen per ml) bacterién met ca. 10'° tot 10! organismen per ml, archaea met ca. 108 tot 10°
organismen per ml, protozoen met ca. 10° tot 10° organismen per ml en fungi met ca. 103 tot 10*
organismen per ml. Daarnaast komt in de pens het grotendeels nog niet gekarakteriseerde viroom
voor (Newbold and Ramos-Morales, 2020). Het viroom is de verzameling nucleine zuren, zowel RNA-
en DNA bacteriofagen, die de gezamenlijke virale populatie vormen in een bepaalde omgeving. De rol
van het viroom bij de pensfermentatie is nog onopgehelderd.

2.2 Karakterisering van het microbioom

2.2.1 Samenstelling, taxonomie en functionaliteit

Vanouds worden pensbacterién geidentificeerd door middel van bacteriekweekmethoden. Protozoa
worden onderscheiden op basis van microscopisch onderzoek. De fungi zijn veel moeilijker te
identificeren omdat ze verschillende verschijningsvormen hebben in verschillende levensstadia (bijv.
zoOsporen en vegetatief). Tegenwoordig kan het microbioom wat betreft samenstelling, taxonomie en
functionaliteit worden gekarakteriseerd door middel van “Next Generation Sequencing” (NGS)
technieken. Deze technieken zijn een krachtiger instrument om de aanwezige en actieve microbiéle
populaties vast te stellen dan de conventionele kweektechnieken en microscopische methoden (Pitta
et al., 2018). Er is een veelheid aan materialen en technieken voor NGS beschikbaar en in
ontwikkeling, die eigen specifieke eigenschappen hebben wat betreft capaciteit, gebruiksgemak,
kosten, nauwkeurigheid, en read structure (Pitta et al., 2018).

Next Generation Sequencing kan worden toegepast voor taxonomie en karakterisering van
pensbacterién (prokaryoten) op basis van sequensing van het 16S ribosomaal RNA gen met NGS.
Echter, voor taxonomie en identificatie van archaea, protozoén en fungi zijn de mogelijkheden voor
taxonomie van karakterisering nog beperkt (Pitta et al., 2018). Recent, is sequencing van
eukaryotisch 18S ribosomaal RNA gen toegepast om protozoa (ciliaten) in de pens te karakteriseren
(Newbold et al., 2015). Er moet worden opgemerkt dat de technologische ontwikkelingen op het
gebied van NGS extreem snel gaan en recente ontwikkelingen geven aan dat er vorderingen worden
gemaakt op het gebied van de taxonomie en identificatie van archaea, protozoa, fungi en het viroom
(Newbold and Ramos-Morales, 2020).

Behalve onderzoek naar welke micro-organismen aanwezig zijn in de pens is het ook van belang te
kijken naar de functionaliteit van de micro-organismen.
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Omics technieken kunnen inzicht geven in het metabolisme van de microbiéle populatie in de pens
door via snelle sequensing van DNA en RNA genexpressies en transcripten te onderzoeken.
Voorbeelden daarvan zijn genomics (de sequenties, functies en organisatie van het genoom van een
organisme), metabolomics (metabolieten in organismen), proteonomics (de sequenties, functies en
organisatie van eiwitten in een cel of organisme), transcriptonomics (messenger RNA's van een
organisme).

2.2.2 Onderling vergelijken van microbioomstudies

De gebruikte onderzoeksmethoden zijn van grote invloed op de resultaten van bepaling van de
aanwezige taxa en hun relatieve aandeel in de microbenpopulatie en functionaliteit. Weimer (2015)
geeft in zijn review aan dat er tussen studies grote verschillen bestaan in opbrengst, kwaliteit,
frequentie en distributie van DNA van de verschillende taxa. Deze verschillen kunnen voor een deel
worden toegeschreven aan verschil in de gebruikte materialen en methoden in de studies. Factoren
gerelateerd aan de omstandigheden tijdens de studie zijn: dierfactoren (diersoort, ras, leeftijd, pens-
ontwikkeling), rantsoensamenstelling, voerniveau, de fractie waarin de analyse is uitgevoerd
(vloeistof, deeltjesfase, filtraat, neerslag en centrifugaat, etc.), monsternametijdstip ten opzichte van
voertijdstip en individuele dierverschillen. Factoren gerelateerd aan de gebruikte methoden zijn:
methode van bemonstering in de pens (slokdarmsonde, penscanule), plaats van bemonstering in de
pens (dorsale, ventrale, craniale deel van de pens, penswand).

De voornaamste conclusie is dat voorzichtigheid is geboden bij interpretatie en vergelijking van de
kwantitatieve gegevens over het voorkomen van diverse microbiéle taxa, alleen goed zijn mogelijk
tussen individuele dieren en rantsoenen binnen één studie of onderzoek, of alleen tussen studies
waarbij identieke methoden zijn gebruikt voor het isoleren en analyseren van DNA (Henderson et al.,
2013, Weimer, 2015)
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3 Microbioom, mircobiota en
omgevingsfactoren

3.1 Effecten van voeding en rantsoen op het microbioom

Een uitgebreid vergelijkend onderzoek in 742 monsters van 32 diersoorten (herkauwers en
kameelachtigen) in 35 landen leidde tot de conclusie dat er een gemeenschappelijk
kern-microbenpopulatie bestaat. Ongeveer 30 van de meest voorkomende taxa bacterién en archaea
waren dominant in 90% van de monsters (Henderson et al., 2015). De samenstelling en aanwezigheid
van de protozoa populaties waren meer variabel. Deze hoge mate van consistentie c.q. de beperkte
variatie in de samenstelling van de microbiéle populatie over een geografisch groot gebied, geeft aan
dat evolutionaire druk heeft geresulteerd in selectie van gemeenschappelijke componenten binnen de
groep pensmicroben (Henderson et al., 2015). Het onderzoek van Henderson et al. (2015) geeft
tevens aan dat verschillen in de microbiéle populaties vooral kunnen worden toegeschreven aan het
rantsoen en in mindere mate aan de gastheer.

Er zijn veel studies gedaan naar het effect van interventies in het rantsoen en/of voeding op de
samenstelling van de microbenpopulatie in de pens. Echter, het is van belang op te merken dat bij
onderzoek naar de relatie tussen rantsoeninterventies en de samenstelling van de microbenpopulatie,
het gehele microbioom in ogenschouw moet worden genomen en niet alleen de verzameling bacteriéle
genomen (het z.g. bacterionoom). Ook moet er rekening worden gehouden met interacties tussen
veranderingen in de samenstelling van het microbioom en veranderingen in de pensfermentatie en het
metabolisme van het dier (Newbold and Ramos-Morales, 2020).

Interventies kunnen worden onderverdeeld in de samenstelling van voeders (voederwaarde,
voerkwaliteit, verteerbaarheid), de rantsoensamenstelling (verhoudingen tussen verschillende voeders
in het rantsoen), voeders met specifieke eigenschappen (polyfenoloxidase, tannines, saponines),
onverzadigde vetten en additieven (3NOP, essentiéle olién) (Huws et al., 2018).

Vergroten van de het aandeel snel afbreekbare koolhydraten ten koste van structurele koolhydraten
(NDF, celwanden) resulteert in een verschuiving van de samenstelling van het microbioom en het
aandeel methanoge pensmicroben. Een meta-analyse van Gastelen et al. (2019) geeft aan dat
verbetering van de voerkwaliteit (verhogen van de organische stof verteerbaarheid en RE van graskuil
en verlagen van het NDF gehalte in graskuil en snijmais) alsmede vervangen van graskuil door
shijmais resulteert in een verlaagde methaanproductie. Vergroten van het aandeel krachtvoer
resulteert in geringere diversiteit van de microbiéle populatie en een geringer aandeel van fibrolytische
microben (Fernando et al., 2010). Krachtvoerrijke rantsoenen hebben effect op de populatie
methanogenen in de pens via het redox potentiaal (Friedman et al., 2017). Van een aantal saponinen,
onder andere voorkomen in luzerne, is negatief effect op protozoa vastgesteld, waardoor ze kunnen
bijdragen aan het reduceren van de CH4 productie in die pens. Meervoudig onverzadigde vetten zijn
remmen de groei sommige cellulolytische bacterién en protozoa die H* leveren aan methanogene
archaea.

In de onderstaande figuur afkomstig van Newbold and Ramos-Morales (2020), geeft een schematisch
overzicht van de effecten van additieven op verschillende microbieele doelgroepen.
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Figure 1 Potential effects of dietary additives on the rumen microbiome and fermentation and limitations of their use in animal feeding. MCFA=medium chain
fatty acids; PUFA=polyunsaturated fatty acids; VFA=volatile fatty acids.

Echter, ten aanzien van rantsoensamenstelling, voerkwaliteit en voeding zijn de mogelijkheden om de
samenstelling van de microbiéle populatie te beinvloeden niet onuitputtelijk. Onderzoeksresultaten
geven aan dat de interventies in de rantsoensamenstelling voornamelijk resulteren in een tijdelijk
effect (Weimer, 2015, Yanez-Ruiz et al., 2015, Goopy, 2019, Newbold and Ramos-Morales, 2020).
Ook kunnen er ongewenste neveneffecten optreden bij voerinterventies. Verhogen van de
voederwaarde of de energiedichtheid van het rantsoen kan leiden tot overvoeding (vervetting) bij laag
productieve dieren. Beperking van de voeropname, kan een mogelijkheid zijn tot beperken van de
energieopname. Echter, beperkt voeren kan weer leiden tot verminderd dierwelzijn.

Ook de mogelijkheden tot het gebruik van alternatieve ruwvoeders en voedermiddelen met specifieke
eigenschappen die invloed hebben op de pensfermentatie kunnen in de praktijk beperkt zijn door
agronomische factoren zoals opbrengst, oogstzekerheid en vruchtwisseling. Daarnaast, kunnen deze
stoffen ook andere ongewenste afwentelingen hebben. Bijvoorbeeld, van tanninen is bekend dat ze
een negatief effect hebben op de smakelijkheid en opname (Subnel, 1997).

Ook het gebruik van additieven met betrekking tot manipulatie van de microbiéle populatie als
maatregel voor reductie van de enterische CH4 emissie geeft een wisselend beeld. De remmende
werking van ionoforen op protozoa is in de literatuur uitvoerig beschreven. Echter, deze zijn binnen de
EU niet toegestaan. Een veelbelovende additief is 3-NOP (3-nitro-oxypropanol), deze stof remt
methyl-coenzym M reductase in archaea waardoor de methaanvorming wordt geremd (Huws et al.,
2018, Newbold and Ramos-Morales, 2020).

Voor het creéren van lange termijn effecten op de enterische methaanemissie zijn daarom wellicht
andere strategieén nodig dan rantsoen- en voerinterventies. Sturing van het microbioom lijkt daarvoor
een mogelijkheid.

3.2 Sturing van het microbioom bij het volwassen dier

Het microbioom van een volwassen rund is robuust waardoor het moeilijk te manipuleren is. Het
microbioom wordt gekenmerkt door een grote mate van redundantie. Hiermee wordt bedoeld dat er in
de microbieel populatie een grote mate aan functionele overlap tussen meerdere taxa bestaat. Er zijn
bijvoorbeeld bijv. meerdere soorten celwandafbrekende microben. Ondanks dat een rantsoen complex
kan zijn wat betreft de samenstelling, zijn er maar een relatief beperkt aantal verschillende substraten
die beschikbaar komen in de pens, terwijl het aantal microbiéle soorten enorm is (Weimer, 2015).
O'Callaghan et al. (2018) hebben een studie uitgevoerd waarin stalvoedering met een Totally Mixed
Ration (TMR) systeem, weidegang op gras (Lolium perenne), en weidegang gras-klaver (Lolium
perenne, Trifolium repens) met elkaar werden vergeleken. De behandelingen resulteerden niet in
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veranderingen in het microbioom, maar gaven wel een duidelijke verschuiving in het metaboloom van
de pens en de melk. Er werd geconstateerd dat de microbiéle populatie niet alleen zeer complex, maar
ook zeer stabiel is. Op basis van deze studie werd geconcludeerd dat over een korte termijn een
rantsoenverandering geen effect heeft op de structuur het microbioom, maar wel op de functionaliteit
van het microbioom, hetgeen is af te lezen aan het metaboloom in de pens en de melk (O'Callaghan et
al., 2018).

Het ecosysteem van de pens is in staat te reageren op verstoringen van buitenaf. Dit kan worden
beschreven in termen van stabiliteit en veerkracht. Een ecosysteem is stabiel als het moeilijk uit
balans worden gebracht en is veerkrachtig als het zich bij verstoring van het evenwicht snel herstelt.
Herstel van de balans in het ecosysteem is niet per se een terugkeer naar de situatie van voor de
verstoring. Het kan ook betekenen dat er een nieuw evenwicht ontstaat. Deze eigenschappen zorgen
ervoor dat de pensfunctie robuust is en in tact blijft onder een brede range van rantsoenen en
variéteit aan voedingssituaties. In een studie waarin pensverzuring werd geinduceerd, werden snel
verschuivingen gezien in de samenstelling van de microbiéle populatie (toename van microben die
lactaat kunnen omzetten), maar binnen 5 dagen na het induceren van pensverzuring was de
microbenpopulatie weer terug in de uitgangsituatie (Petri et al., 2013). Het nadeel van de
robuustheid van de pensfunctie is dat het moeilijk is om de pensfunctie te manipuleren en aan te
passen (bijv. minder methaanuitstoot) (Weimer, 2015).
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4 Microbioom en dierfactoren

4.1 Individueel diereffect op het microbioom

Vanuit humane studies is naar voren gekomen dat het microbioom in het maagdarmkanaal bestaat uit
een kern-microbioom met daarnaast een groot aantal microbiéle taxa die specifiek zijn voor de
gastheer (Weimer, 2015). Het kern-microbioom komt in alle individuen voor. Henderson et al. (2015)
verklaart de sterke overlap in de samenstelling van de microben populaties in de pens van
verschillende individuen uit overeenkomsten in de voeding. Voeding en rantsoen zijn volgens
(Henderson et al., 2015) de belangrijkste factoren die de samenstelling van de microbiéle populatie
bepalen. Echter, tussen individuen op hetzelfde of een vergelijkbaar rantsoen kunnen zich ook
verschillen in de samenstelling van microbiéle populatie voordoen (Henderson et al., 2015). Dit
suggereert dat de samenstelling van het microbioom deels ook individueel bepaald is en wellicht
overerfelijk is.

De relatief beperkte en kortdurende impact van verandering in rantsoensamenstelling, van vervanging
van de pens-inhoud en van voedingsstrategieén op de microbiéle populatie bij volwassen dieren heeft
geleid tot een toenemende belangstelling in de interacties tussen de gastheer (het individu) en de
samenstelling en functionaliteit van de microbiéle populatie. (Malmuthuge and Guan, 2017). Uit
diverse studies blijkt, dat na uitwisseling van de pens-inhoud tussen twee dieren, de samenstelling
van de microbiéle populatie en de pH snel (binnen enkele dagen) terugkeert naar de situatie van voor
de uitwisseling (Weimer, 2015, Weimer et al., 2017, Zhou et al., 2018). Bij uitwisseling van de
pensinhoud tussen individuele dieren met een hoge en een lage melkproductie-efficiéntie was de pH
en viuchtige vetzuurproductie binnen 1 dag, en de samenstelling van de microbenpopulatie binnen 10
dagen teruggekeerd naar de uitgangssituatie (Weimer et al., 2017).

4.2 Impact van bemonsteringsprotocol voor
pensmicrobioom

De impact van voeding, genetica en additieven en andere interventies is doorgaans onderzocht bij de
microbiéle populaties die verbonden zijn aan de vaste en vloeistoffase van de pens-inhoud. Echter ook
de microbiéle populatie die aan het pens-epitheel is gehecht is sterk van de gastheer afhankelijk
(Malmuthuge and Guan, 2017). Deze microbiéle-populatie verkeert fysiek dichter in de nabijheid van
gastheer, mogelijk is daardoor de invloed van de gastheer op deze populatie groter dan op de
microbenpopulatie die verbonden is aan de vaste en vloeistoffase van de pens-inhoud (Malmuthuge
and Guan, 2017). Het pens-epitheel speelt een belangrijke rol bij de nutriéntenopname en
immuunrespons. De microbiéle populatie die aan het pens-epitheel is gehecht speelt mogelijk ook een
belangrijke rol bij een snel herstel van de microbiéle populatie in experimenten met volledige
uitwisseling van de pens-inhoud (Zhou et al., 2018). Een mogelijk reden hiervoor is dat het praktisch
onmogelijk is om alle microben van de penswand te verwijderen. Deze microben kunnen na een
interventie (bijv. uitwisselen pens-inhoud) de pens snel opnieuw koloniseren (Zhou et al., 2018). Er is
sprake van een selectie van de microbiéle populatie onder invloed van genetica van de gastheer en/of
fysiologische condities (Bickhart and Weimer, 2018).

De gastheerspecificiteit kan mogelijk mede worden verklaard door de secretie van het
immunoglobuline A (SIgA) met het speeksel (Fouhse et al., 2017). Dit immunoglobuline dat in grote
hoeveelheden wordt uitgescheiden kan hechten (coating) aan zowel commensale (microben in het
maagdarmkanaal) als pathogene microben en speelt een rol bij de herkenning door het
immuunsysteem van de gastheer en dit mechanisme speelt mogelijk een rol bij gastheerspecificiteit
(Fouhse et al., 2017). Fouhse et al. (2017) toonde aan dat er een selectiviteit bestaat in de coating
met speeksel SIgA van commensale bacterién en dat dit gastheer specifieke effect invloed heeft op de
kolonisatie van de pens met commensale bacterién..

4.3 Erfelijkheid van het microbioom

Roehe et al. (2016) vonden dat groepen afstammelingen van vleesvee-fokstieren konden worden
gerangschikt op basis van het relatieve aandeel van archaea in de pens in combinatie met de
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enterische methaanemissie. Tevens was de rangschikking consistent over een range van verschillende
rantsoenen. Deze resultaten geven aan dat de gastheer bepalend was voor de eigen microbiota en dat
fokprogramma'’s op basis van de samenstelling van het microbioom de enterische methaan emissie
zou kunnen beinvioeden (Roehe et al., 2016). In een studie van Sasson et al. (2017), met 47 HF
melkkoeien werden in de microbiéle populatie 22 operational taxanomic units geidentificeerd, waarvan
de aanwezigheid kon worden gerelateerd aan karakteristieken van het metabolisme in de pens,
fysiologische eigenschappen van het dier en waarvan de erfelijkheid kon worden vastgesteld. De
patronen in aanwezigheid en in het relatief aandeel van deze 22 operational taxanomic units in de
microbiéle populatie verklaarden een groot deel van de variantie in pens metabolisme, in fysiologische
kenmerken en in efficiéntie (voeropname, netto energie in melk. en residuele voeropname). De
resultaten geven aan dat bij runderen genetische en fysiologische kenmerken zijn gecorreleerd met de
structuur en samenstelling van het microbioom, en dat de genetische aanleg van de gastheer het
microbioom kan vormen door omstandigheden te scheppen ten gunste van bepaalde fylogenetische
taxa die goed gedijen c.q. voordeel ondervinden onder die omstandigheden (Sasson et al., 2017).
Wallace et al. (2019) hebben in een studie met 1000 koeien een fylogenetisch gelinkt en hiérarchisch
gestructureerd erfelijk pens-microbioom geidentificeerd. De structuur van het microbioom kon worden
gelinkt aan fenotypische kenmerken zoals methaanemissie, pens- en bloedmetabolieten en efficiéntie
van melkproductie. De fenotypische kenmerken kunnen worden voorspeld uit het kern-microbioom.
Daarmee kan kennis over het erfelijke kern-microbioom worden benut om het pens-metabolisme te
manipuleren in de richting van een meer milieuvriendelijke veehouderij (Wallace et al., 2019).

4.4 Erfelijkheid van CH4 emissie

Een belangrijke speerpunt met betrekking tot manipulatie van het microbioom is vermindering van de
enterische methaan-emissie. Goopy et al. (2014) toonde aan dat schapen met een lage methaan-
emmissie zich kenmerken door een kleinere pens en een kortere verblijftijd van de digesta in de pens.
Bij een kleinere pens en een hogere turn-over in de pens werd een grotere heterofermentatieve
activiteit met een grotere lactaat productie en lagere methaan productie gemeten (Kamke et al.,
2016). Dit geeft aan dat dierspecifieke eigenschappen, en daarmee samenhangend de samenstelling
van de microbiéle populatie, het fenotype voor methaanproductie vormen. Individuele verschillen in
voeropname en passagesnelheid van voerdeeltjes uit de pens verklaren een groot deel van de
methaanproductie tussen dieren (Lyons et al., 2018). Identificatie van hoog en laag emitterende
dieren is lastig omdat gedurende de lactatie de emissie intensiteit veranderd (g CH4 per kg FPCM;
CHa4/kg DS opname of CH4/NEL opname). Dit is toe te schrijven aan afnemende voerefficiéntie
(FPCM/kg DS, VEM/kg FPCM, of VEM balans/kg (metabool) lichaamsgewicht) gedurende de lactatie
(Lyons et al., 2018). Echter, de correlatie tussen voer-efficiéntie factoren, en samenstelling van de
microbiéle populatie moet nog verder onderzocht worden (Lyons et al., 2018). Ondanks de
veranderingen in de CH4 emissie gedurende het verloop van de lactatie blijken tussen-dierverschillen
in methaanemissie (bepaald op basis van MIR melkspectra en GreenFeed ademanalyses over een
periode van 5 maanden) wel consistent te zijn (Denninger et al., 2019).

Een deel van de verschillen in emissie intensiteit gedurende de lactatie zijn te verklaren uit de
mobilisatie en aanzet van lichaamsreserves. In het begin van de lactatie is een deel van de gebruikte
energie voor melkproductie afkomstig van mobilisatie van lichaamsreserves, terwijl in de tweede helft
van de lactatie deze lichaamsreserves weer worden aangezet. Hierdoor veranderen ook de
efficiéntiekenmerken (de FPCM/kg DM of FPCM/kg VEM opname) gedurende het verloop van de
lactatie. Het mobiliseren van lichaamsreserves heeft mogelijk ook effect op de pensfermentatie. Bielak
et al. (2016) definieerden twee groepen melkkoeien op basis van de mobilisatie van vetreserves
(grote mobilisatie vs. kleine mobilisatie). Bij deze koeien was de CH4 emissie niet gerelateerd aan de
azijnzuur concentratie in de pens, de koeien met een hoge vetmobilisatie en een laag plasma
azijnzuurgehalte hadden een lagere CH4 emissie/kg DS en CH4 emissie/kg NDF, dan dieren met een
lage vetmobilisatie (Bielak et al., 2016). Er is een negatieve correlatie tussen vetmobilisatie en de
plasmaniveaus CCK. Het hormoon CCK speelt een rol bij de regulatie van de motiliteit van het
maagdarmkanaal. Dieren met een grote vetmobilisatie hadden lagere plasma niveaus van
cholecystokinine (CCK) in het begin van de lactatie, dit ging gepaard met een grotere motiliteit van de
pens en hogere passagesnelheid in de pens en daardoor een lagere CH4 productie. Het directe verband
tussen de plasma CCK concentratie en CH4 productie in de pens en de negatieve correlatie tussen
plasma NEFA als maat voor mobilisatie en CH4 productie biedt mogelijk perspectieven om de interactie
tussen het metabolisme van de gastheer en pensfermentatie te verklaren (Bielak et al., 2016).

Brade (2019) komt tot de conclusie dat herkauwers geen genen in hun genoom hebben voor de
methaan (CH4). Verschillen die worden waargenomen tussen dieren in het niveau van CHs-emissie
zijn nog niet volledig verklaard.

Openbaar Wageningen Livestock Research Rapport 1297 | 14



Deze verschillen kunnen voor een deel verklaard worden op basis van individuele verschillen in de
anatomie van het maagdarmkanaal, verteringsfysiologie en metabolisme. Het pensvolume en
penspassagesnelheid van de digesta dragen bij aan de variabiliteit van CH4 productie. De oorzaken
voor de tussen diervariatie in CH4-vorming moeten consequent worden onderzocht om fouten in de
fokkerij te vermijden bijvoorbeeld het opzetten van een te eenzijdige intensieve selectie voor
verminderde CH4-emissie (Brade, 2019).
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5 Manipulatie van het microbioom

5.1.1 Introductie van nieuw genetisch materiaal

Uit literatuurstudie zoals beschreven in de voorgaande paragrafen blijkt dat bij het volwassen dier het
microbioom en de microbiota robuust en veerkrachtig zijn en daardoor moeilijk te sturen zijn.
Permanente veranderingen in de samenstelling van de microben populatie is wellicht mogelijk door
middel van inoculatie met (een mengsel van) microben die een nog onbenutte niche in de pens
kunnen opvullen (Weimer, 2015). In het verleden is gebleken dat het mogelijk is geiten zonder
natuurlijke resistentie tegen mimosine (giftig niet-eiwit aminozuur verwant aan tyrosine), toch
resistent te maken door een bacteriestam (Synergistes jonesii) in de pens te enten afkomstig uit
geiten die wel van nature resistent waren (Bickhart and Weimer, 2018). Een andere mogelijke
oplossingsrichting is het inzetten van genetic enginering om de metabolische eigenschappen van reeds
in de pens gekoloniseerde microbenstammen aan te passen, door het inbouwen van genetisch
materiaal van een bacterieel plasmide of faag en op deze wijze nieuw genetisch materiaal aan het
microbioom toe te voegen. Echter, het ontbreekt aan voldoende kennis over de betreffende
mechanismen en de DNA sequencies om dit op korte termijn mogelijk te maken (Bickhart and
Weimer, 2018).

5.1.2 Interventies bij het jonge dier: Early Life Programming

Het is moeilijk om de samenstelling van het microbioom in een volwassen dier met een volledig
ontwikkelde pens te manipuleren. Echter, bij jonge dieren is de microben populatie minder stabiel. Al
vanaf de allervroegste levensfase beginnen microbenpopulaties het maagdarmkanaal te koloniseren
(Rey et al., 2014, Abecia et al., 2017, Dias et al., 2017, Yeoman et al., 2018). Deze kolonisatiefase
biedt wellicht mogelijkheden om het microbioom te manipuleren (Yanez-Ruiz et al., 2015, Newbold
and Ramos-Morales, 2020).

Reeds voor 1960 was bekend dat het rantsoen in het jonge leven een effect heeft op de
microbenpopulatie in het maagdarmkanaal en de structuur van de pens (Goopy, 2019). Morvan et al.
(1994) vonden in experimenten dat het microbioom in een vroeg stadium van het leven wordt
bepaald. Bij lammeren van 20 uur oud werd al een sterke kolonisatie van waterstofafhankelijke
acetogene microben gevonden, terwijl methanogene microben op dat moment nog niet aanwezig
waren. Methanogenen ontwikkelenden zich na 30 uur, de toename van de methanogenen leidde tot
een proportionele afname van acetogene microben, hetgeen wijst op competitie tussen acetogene en
methanoge microben. Waterstof gebruikende sulfaat reducerende microben verschenen pas na 72 uur
en werden niet beinvloed door competitie met acetogenen en methanogenen.

Onderzoek van Dias et al. (2017) liet zien dat de archaeale, bacteriele en fungi taxa, die ook in de
volwassen pens wordt gevonden, al aanwezig zijn bij nog niet herkauwende kalveren van 7 dagen
oud. Dit geeft aan dat de kolonisatie plaatsvindt zonder dat er vast voer wordt opgenomen. Dit werd
ook gevonden door Rey et al. (2014). Kolonisatie van de pens vind plaats in verschillende fasen en
gaat door tot er een stabiele micobiéle populatie is gevormd (Rey et al., 2014, Abecia et al., 2017).
Rey et al. (2014) zag dat tot de tweede dag na geboorte, de initiéle fase, de microben populatie in de
pens vooral uit proteobacteria (70%) en bacteroidetes (14%) bestond. Tussen dag 2 en 3 vond er een
sterke verandering plaats die duurde tot ca. dag 12, waarin de bacteroiden (21%), prevotella (11%),
fusobacterium (5%) en Streptococcus (4%) tot de meest voorkomende genera behoorden. Vanaf dag
15 tot 83 de periode waarin de dieren vast voer begonnen op te nemen, werd prevotella de dominante
genera (42%), terwijl sommige genera sterk afnamen of geheel verdwenen.

De initiéle fase van de kolonisatie van de pens vindt plaats gedurende de eerste dagen na de
geboorte, de microbiota zijn vooral afkomstig uit de omgeving en de moeder, zoals de geboorteweg,
huid, biest (Yeoman et al., 2018). Vanaf dag 3, begint de transitiefase waarin wordt overgeschakeld
van biest naar melk. Vanaf dag 15 begint de maturatie fase. Hierin vestigen zich alle bacteriéle taxa
en microbiéle groepen in de pens die ook in het volwassen dier aanwezig zijn.

In diverse studies is onderzoek gedaan naar het effect van de voer- en speenstrategie bij jonge
herkauwers (Abecia et al., 2014, Yanez-Ruiz et al., 2015, Abecia et al., 2017, Belanche et al., 2019) ,
in deze studies werden effecten gevonden op de microbiéle kolonisatie van de pens.

De voer- en speenstrategie (biest, met melk, biest met kunstmelk, kunstbiest met kunstmelk) bij
jonge lammeren kan resulteren in significante verschillen in de samenstelling van de microbiéle
populatie en pensfermentatie (Belanche et al., 2019).
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Op 23 weken leeftijd bleken lammeren opgefokt met echte biest en echte melk een grotere diversiteit
aan fungi en protozoa en een 4% hogere verteerbaarheid van het rantsoen te hebben. Maar deze
verschillen bleken niet te resulteren in verschillen in productiviteit. Verder werd geconcludeerd dat het
rantsoen in het vroege leven bepalend is voor de vorming van het microbioom, maar dat de
persistentie hiervan zwak is (Belanche et al., 2019).

Interventies in het vroege leven via het rantsoen kan op verschillende manieren. Ten eerste door
directe inoculaties met specifieke microben en het gebruik van additieven die de kolonisatie van
bepaalde groepen microben kan remmen of stimuleren. Bijvoorbeeld, bromochloromethane (BCM) in
het rantsoen van geitenlammeren beinvioedde de kolonisatie van archaea en resulteerde in een 50%
reductie van de methaanemissie. Dit effect hield 3 maanden stand (Abecia et al., 2014). Dit geeft aan
dat sommige interventies gericht op modulatie van de kolonisatie van de pens een langduriger effect
hebben. Echter, het optimale tijdstip en de levensfase waarin deze interventies het meest succesvol
zijn voor effecten op lange termijn moet nog worden vastgesteld (Huws et al., 2018). Ook de
mechanismen zijn nog niet bekend. Mogelijkerwijs spelen complexe processen met Toll-like receptors
een centrale rol (Malmuthuge et al., 2012). Deze Toll-like receptoren (TLRs) zijn aanwezig in
weefselcellen van het maagdarmkanaal en bestaan uit herkenningseiwitten en receptoren die
interacties aangaan met microben die een rol spelen bij het handhaven van homeostase in het
maagdarmkanaal. De genexpressie van TLRs wordt negatief beinvioed door de leeftijd van het dier.
Afhankelijk van de plaats in het maagdarmkanaal kan de genexpressie negatief of positief
gecorreleerd zijn met de samenstelling van de microbenpopulatie (Malmuthuge et al., 2012).

In de literatuur wordt vaak gesproken over “langdurige” effecten. Echter, meestal gaat dit om een
periode van enkele maanden in het leven van schapen en geiten (Abecia et al., 2014, Yanez-Ruiz et
al., 2015). Echte langdurige effecten van interventies bij runderen zijn (nog) niet beschreven.
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6 Conclusies

Definitie en bepalen microbioom

De termen microbioom, en microbiota en microbiéle populatie worden door elkaar gebruikt. Er wordt
gesproken van een microbioom wanneer het gaat om de verzameling microbiéle genomen die in een
bepaalde omgeving van de gastheer voorkomen. Onder de microbiota wordt verstaan de verzameling
van populaties van verschillende microben die in een bepaalde omgeving voorkomen.

Het microbioom kan wat betreft samenstelling, taxonomie en functionaliteit worden gekarakteriseerd
door middel van “Next Generation Sequencing” (NGS) technieken. De ontwikkelingen op dat gebied
gaan zeer snel.

Interpretatie en vergelijking van de kwantitatieve gegevens over het voorkomen van diverse
microbiéle taxa, is alleen goed mogelijk tussen individuele dieren en rantsoenen binnen één studie of
onderzoek, of tussen studies waarbij identieke methoden (monstername, diersoort, leeftijd, ) en
technieken zijn gebruikt voor het isoleren en analyseren van DNA.

Microbioom en omgevingsfactoren

Er bestaat een grote consistentie in de samenstelling van het kern microbioom over een groot
regionaal gebied en soorten herkauwers. Dit wijst er op dat geografie gekoppelde effecten zoals
grondsoort en klimaat een gering effect hebben. Verschillen in de microbiéle populaties kunnen vooral
worden toegeschreven aan het rantsoen, en dus het management en in mindere mate aan de
gastheer.

Ingrepen in het rantsoen en het gebruik van additieven is het meest effectief om de microbenpopulatie
te manipuleren op korte termijn. Ingrepen in het rantsoen kunnen gericht zijn op het voerniveau,
verteerbaarheid, ruwvoer-krachtvoer verhouding, en de aanwezigheid van specifieke stoffen (bijv.
saponinen, tannines). De effecten van rantsoeningrepen moeten in de gehele microbiéle populatie
worden onderzocht en niet alleen in deel populaties (bijv. het bacterionoom).

Microbioom en dierfactoren

De microbiéle populatie is deels individueel bepaald. De mechanismen hier achter zijn nog
onopgehelderd. Wellicht spelen microben aan het pens-epitheel hier in een rol en kan er sprake zijn
van een invloed van het immuunsysteem. Mogelijk speelt ook de genetica van het dier een rol.

Het microbioom is mogelijk erfelijk bepaald. Wellicht is dit gerelateerd aan allerlei kenmerken zoals de
morfologie van de pens. Ook komen ouder en jong uit hetzelfde milieu, mogelijk speelt de overdracht
van micro-organismen een rol bij de waargenomen “erfelijkheid”.

Verschillen in enterische CH4 productie tussen dieren kan deels worden verklaard uit de morfologie van
het dier. Een kleinere pens en een hogere passagesnelheid resulteert in een lagere CH4 emissie.
Verschillen in CH4 emissie tussen dieren lijken consistent te zijn gedurende de lactatie.

Er is geen sprake van een gen voor CHs4 emissie in het genoom van het rund. De individuele
verschillen in CH4 emissie kunnen voor een deel verklaard worden op basis van individuele verschillen
in de anatomie van het maagdarmkanaal, verteringsfysiologie en metabolisme

Manipulatie van het microbioom

De microbiéle populatie is zeer robuust en veerkrachtig, daarom zijn interventies bij volwassen dieren
zeer moeilijk. De impact van voeding, genetica en additieven en andere interventies is doorgaans
onderzocht bij de microbiéle populaties die verbonden zijn aan de vaste en vloeistoffase van de pens-
inhoud. Echter ook de microbiéle populatie die aan het pens-epitheel is gehecht is sterk van de
gastheer afhankelijk en mogelijk een verklaring voor de robuustheid en resistentie van het
microbioom.

Openbaar Wageningen Livestock Research Rapport 1297 | 18



Manipulatie van het microbioom is nog een grotendeels onontgonnen gebied. Introductie van nieuw
genetisch materiaal in het microbioom zou een oplossingsrichting kunnen zijn. Echter, het ontbreekt
aan kennis.

Interventies bij het jonge dier (dwz direct na de geboorte, alvorens vast voer wordt opgenomen) lijken
het meest kansrijk om het microbioom gedurende langere tijd of het gehele leven te beinvloeden.
Kolonisatie van de pens treed al heel snel op, waarschijnlijk al tijdens de geboorte. In deze fase lijkt
het dier ook het meest gevoelig voor interventies. Echter, de mechanismen en het optimale tijdstip is
nog onduidelijk.

Ook moet de persistentie van de effecten nog verder worden onderzocht, bij voorkeur bij grote
herkauwers. De huidige studies beperken zich tot dusverre tot kleine herkauwers.
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