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1. Bevezetés

A hazi nyul (Oryctolagus cuniculus var. domestica) jelentdsége
laboratoriumi modellallatként (taplalkozas-€lettan, toxikoldgia stb.) valamint
gazdasagi szempontbol (husnyul-eldallitds) egyarant novekszik. A husnyul-
eloallitdas  jelentds szerepet jatszhat az ¢élelemhidny probléméjanak
megoldasaban a vilag sok részén. A nyulaknak révid a nemzedékvaltasuk,
nagy szaporodasi teljesitménnyel, gyors ndvekedési sebességgel, széles
taplalkozasi spektrummal, korlatozott nagysagu élettérigénnyel rendelkeznek
¢s viszonylag konnyen felnevelheték. Azonban az értékesitésig bekovetkezd,
foleg a valasztas el6tti és utani elhullas — a felnevelési veszteség — miatt
csokken az eladhatdé husmennyiség ¢és ezéltal a termelésbdl szarmazo
jovedelem is (Rashwan és Marai, 2000).

Novendéknyulaknal a valasztist (28-35 nap) kovetden jelentdsen
megemelkedhet a mortalitds, amely legtobbszor valamilyen emésztészervi
megbetegedésre vezethetd vissza (Bennegadi és mtsai.,, 2003). A nyulak
gyomor-bélrendszeri egészsége meglehetésen érzékeny — nagymértékben fiigg
a normal mikrobidta egyenstlyatdl (eubiosis). Az emésztési folyamatban
felléepd rendellenesség, amely tobbnyire valamilyen takarmanyozasi
probléméhoz vagy stresszhez kothetd, bélbetegséghez vezet (Harcourt-Brown,

2004).



A felnevelési veszteségek csokkentése érdekében jelentds és hatasos a
terapias célu (allatorvosi rendelvényre adott) antibiotikum-felhasznalds. A
valasztas elotti szopos (21-25 naptdl) és a valasztasi utani ndvendék nyulak
részére a gyogyszerrel kiegészitett takarmany jelentdés védelmet nyujthat a
megbetegedésekkel szemben. Azonban ¢élelmiszerbiztonsagi ¢és human-
egészségligyi kockdzatuk miatt indokolt volna az antibiotikumok
mennyiségének csokkentése. Az emésztdszervi megbetegedések megeldzése
terliletén kiemelten fontos a természetes takarmany kiegésziték —
antibiotikumokat helyettesité — alkalmazasi lehetdségének kidolgozasa
(Gidenne és mtsai., 2012). Ezen teriilet ismereteinek bovitése céljabol, in vivo
kisérletben vizsgaltam két természetes takarmany-kiegészitd, a spirulina
(Arthrospira platensis) és a kakukkfti (Thymus wvulgaris L.) vakbél-
mikrobidtara gyakorolt hatdsat novendéknyulakban, molekularis genomikai
modszer (QPCR) alkalmazésaval.

A héazinyll tipcsatorndja nagy mennyiségli rostdus takarmany
feldolgozasara adaptalodott, a vékonybélen emésztetleniil athalado
taplaloanyagok mikrobidlis fermentacidja a vakbélben zajlik (Harcourt-
Brown, 2004). A nyulak estében a bélmikrobiota kialakulasat és Osszetételét
befolyasold tényezOk megismerése kulcsfontossdgi kérdés. Az emésztési

zavarok ¢és megbetegedések kialakuldsdban kozvetleniil vagy kozvetve, a
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korokok mellett a mikroorganizmusok egyensulyanak felborulasa (dysbiosis)
is szerepet jatszik.

A bélmikrobidta 6koszisztémat alkot a gazdaszervezeten beliil, amely
a mikroorganizmusok szamara élettér és taplalék-forras. Azonban ez egy
kolcsonds kapcsolat: a bélmikrobidta metabolikus aktivitdsa egy szerv
miikodéséhez hasonlithato, ,.elfelejtett szervként” is emlitik (Bocci, 1992.,
O’Hara ¢és Shanahan, 2006).

Az egészség meglétének alapvetd tényezdje emberben és gazdasagi
allatfajainkban is a normal mikrobidta jelenléte és egyenstlya (eubiosis) a
gasztrointesztinalis rendszerben (GIT). Az egészségmegdrzd szerep
hatterében egy kiemelten fontos kolcsonhatas all, a bélbaktériumok és az
immunrendszer; kiilonosen a bélhez- (GALT) (1. abra) és nyalkahartydhoz
kapcsoloddo (MALT) limfoid szovet kozott. Ez egy altalanosan elfogadott
elmélet, amely kiegésziill a  probiotikumok és  prebiotikumok
befolyasold/regenerald tulajdonsagaval. Osszességében, a bélmikrobidta
Osszetételének egyensulya szdmos eldnnyel jar a gazdaszervezet szamara; mig
a mikrobidlis egyensuly megbomldsa szdmos anyagcserével és
immunrendszerrel 0sszefliggd betegség kialakulasahoz vezet (Laparra és Sanz,
2010).

A toxikus anyagok pl. a takarmanyban el6fordulé mikotoxinok jelentds

része a tapcsatornan keresztiil, foként a takarméannyal/élelmiszerrel jut be a
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szervezetbe. A GIT szerepe kettds: a taplaloanyagok emésztésének ¢és
felszivodasanak {6 helye, valamint barriert képez a kiilsé-belsé kornyezet
kozott (homeosztazis védelme). A taplalékkal bejutd toxikus anyagok esetében

is a GIT az els6 védelmi vonal, ami azt is jelenti, hogy jelentds a GIT toxikus

terhelése.
bélboholy kripta  Follikulus  kripta bélboholy
I o i |
IEL, intraepitelidlis
s limfocita
¢ bélhamse;jt
Lamina propria kehelysejt/Goblet sejt
limfocita
béll : o
e -+—endokrin sejt
Bélham
Lamina propria Paneth-sejt
Muscularis  { )
mucosae Ossejt
parafollikularis
Submucosa ¢ -
csirakézpont
S 3 : i korona

izomréteg
savos hartya

1. dbra. A bélhez kapcsolodo nyirokszovet (GALT) sematikus abrazoldsa. (Fortun-Lamothe és
Boullier, 2007 alapjdam)

A mikotoxinok a mikroszkopikus gombak masodlagos anyagcsere-
termékei, human vonatkozasban kozegészségiligyi veszélyforrasok, valamint

jelentds veszteséget okoznak a ndvénytermesztésnek és az allattenyésztésnek.
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A szervezetbe bekeriil6 mikotoxinok felszivodasa a GIT-ben torténik, ezaltal
befolyasolhatjak mas anyagok felszivodasat, tovabba moédosithatjak a GALT
mukodését. A GIT okosziszitémajat alkotdé mikroorganizmusok atalakithatjak
a mikotoxinokat, igy azok valtozatlan, vagy metabolizalt formaban
kivalasztodhatnak az epével.

A mikotoxinoknak a bélre, a GIT-mikrobiota Osszetételére és
miikodésére gyakorolt hatasaival kapcsolatos ismereteink hidnyosak. Az
emlitett sszefliggések €s hatdismehanizmusok felderitésének céljabol két (egy
in vivo és egy in vitro) kisérletben vizsgaltam a taplaléklancbol egyeldre ki
nem iktathaté mikotoxinok hatésat: hogyan befolydsoljdk egyes mikotoxinok
a bélmikrobiota Osszetételét és miikodését. Ezzel Osszefliggésben azt is
vizsgaltam, hogy a takarmany-kiegészitOként haszndlt egyes pro- ¢és
prebiotikus hatasti készitmények az eubiosis eldsegitésével preventiv hatast
biztositanak-e hosszantartd toxikus expozicid esetén. A vizsgalatok a
Fusarium toxinok koziil a T-2-toxinra és a fumonizin B1-re (FB1) terjednek ki,
tekintettel arra, hogy ezek a Magyarorszdgon gyakran el6fordulé mikotoxinok,
amelyeknek sulyos allat- és human-egészségiigyi hatdsai vannak.

A bélmikrobiota tobb szdz baktériumbdl allé kozosség, melyeknek
csupan 25-40%-a tenyészthetd a klasszikus mikrobiologiai eljarasokkal
(Tannock és mtsai., 2000). A mikrobialis genomikai modszerek terjedésével

egyre nyilvanvalobba valt, hogy az ¢l6, de nem tenyészthetd, szigortian
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anaerob mikrobak fontos szerepet jatszhatnak a mikrobialis metabolizmusban,
valamint a mikrobdk és a gazdaszervezet kozotti kdlcsonhatasokban. Ezek
tobbsége 16S rRNS génelemzésen alapul, alkalmazasukkal gyakran tizszer
annyi mikroba mutathatd ki, mint a klasszikus tenyésztéssel (Carabano és
mtsai., 2006).

Ezen eredmények és modszerek fejlodésének hatdsara egy 0 kutatési
tertilet jott 1étre, amelyet "molekularis mikrobialis 6kologia" -nak neveztek el.
Ez éaltal lehetdség nyilik a GIT-t benépesitd mikrobialis 6koszisztéma minél
teljesebb leirasara és monitorozasara. Az in vivo és in vitro kisérleteimben
molekularis genomikai modszer (qPCR) alkalmazasaval vizsgaltam két
kiilonboz6  takarmany-kiegészité (pre- és  probiotikumok) valamint

mikotoxinok vakbél-mikrobidtara gyakorolt hatésait.
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1. Irodalmi attekintés
1.1 A hazi nyual emésztés-¢élettani sajatossagai

A nyul emésztorendszerének (2. abra) fontos egysége a gyomor; amely
jellemzden gyengén izmos fali és mindig részlegesen telitett; a tobbi gazdasagi
allatfajjal 6sszehasonlitva relative nagy, az emészt6csatorna lrtartalmanak Kb.
34%-at teszi ki (Portsmouth, 1977). A gyomor fundusa a caecotroph szdmara
tarololireget képez. A szintén nagy méretli vakbéllel Osszehasonlitva,
szoposkorban a gyomor, a ndvendék és a kifejlett allatokban a vakbél tomege
a nagyobb. A pylorusnal kezd6dd és a vakbél alapjanal végzddd vékonybél

(epés-, €h- és csipdbél) koriilbelill 3 m hosszl és 1 cm atmérdjii.

Nyelocso
Gyomorveg Cyemsrinék
Epcvezete?

Patkobel

If a8

Feregnyulvany .

Vakbel

Fusus coli

Vegbélnyilas

2. abra. A nyul emésztorendszere (FAO 1997)
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A hazinytl emészté-szervrendszerének jellegzetessége, a mas fajokhoz
viszonyitva relativ nagy jelentdéségii vastagbél (Portsmouth, 1977). A
vastagbél (vakbél, remesebél, végbél) legterjedelmesebb része a vakbél az
emésztdcsatorna mintegy 50%-at teszi ki, gyenge izomréteg és 200 g/kg
szarazanyag-tartalom jellemzi (Garcia és mtsai., 2002).

A hazi nyul emésztésében a vakbél-mikrobiota és a vakbélben zajlo
fermentacidos folyamatok kulcsszerepet jatszanak az emésztés ¢és a
taplaldanyag-hasznositds szempontjabol, valamint az emésztészervi
megbetegedésekkel szembeni védelem terén.

A novendéknyul emésztérendszerének a tejalapu taplalasrol — egy
alkalmazkodasi idészakon keresztiil — at kell allnia a szilard takarményozasra.
A novendéknyulaknak, a tejrél a szilard takarmény fogyasztisara torténd
attérése 1ddszakdban né a hasnyalmirigy és a bélnedv emésztéenzim-
termelése, elkezdddik a caecotrophia, ami tulajdonképpen egy ,.taplaloanyag-
ujrafelvételi” folyamat. Ebben az iddszakban — kiilondsen vélasztas utdn —
nagy az emésztOszervi problémak, a hasmenéssel egyiitt jard betegségek
kialakuldsanak az esélye. Az emlitett alkalmazkodasi folyamat nem csupén az
emésztést érinti, hanem a mikrobak kolonizacidjat ¢és a ,barrier”
mechanizmusok kialakulasat, amelyek védik az allatot az emésztérendszeri

betegségektdl (Carabano és mtsai., 2010).
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A nyul viszonylag magas rosttartalmu takarmanyt igényel (minimum
15%), melynek 2/3-ad részben emészthetetlen rostot kell tartalmaznia. Ez a
magas rost tartalom — kozvetleniil vagy koézvetve - az emésztOszervi
betegségek, a hasmenés kialakulasanak megeldzésében jatszik szerepet. A
gyomorban ¢és a vékonybélben emészthetetlen rost fenntartja a normalis
bélperisztaltikat, kozremiikodik a béltartalom bélcsatornan valé megfeleld
sebességli athaladdsdban (lignin), emellett energiat ad (ill6 zsirsavak). A
hemicellul6znak toxinmegkotd szerepe is van, a cellulézbdl képzddo ecetsav
pedig csokkenti a vakbél pH-jat, ezzel megakadalyozva a karos baktériumok
elszaporodasat. Megakadalyozza - kiilondsen az angoranyulakban -, hogy a
tisztalkodas sordn gyomorba keriild sz6r szdrlabdadva (trichobezoar)
tomoriiljon, valamint telitettségi érzést okoz (Szendrd és mtsai., 2010).

A takarmanyfelvétel ritmusa elsé sorban attol fligg, hogy ad libitum
vagy adagolt takarmanyellatast biztositunk. Ad libitum etetés esetében szilard
takarmanyt és vizet (a szopassal ellentétben) napjaban tobb alkalommal is
fogyasztanak a nyulak. A napi taplalkozasi (35-40) és ivasi alkalmak szama
(30-35) allando, viszont életkorral n6 az egy alkalommal, illetve az egy perc
alatt elfogyasztott takarméany és viz mennyisége. Az etetési id6 korlatozasa
vagy napi fejadag kiosztasa eldnyds lehet a valasztas utani idészakban a

hasmenéses betegségek kivédése céljabol, illetve hizonyulaknal javithato a
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takarmanyértékesités ezzel a modszerrel. A szarazanyag- és vizfogyasztas
kozotti arany kb. 1:2 (Szendr6 és mtsai., 2010).

A nyul gyomor-bél rendszerének f6 anatomiai jellegzetességei tehat a
vékony fali, nagy gyomor és az igen terjedelmes vakbél; emésztésének
sajatossagai pedig a gyomorban ¢és a vakbélben lejatszodd — szekrécios és
fermentécios - folyamatokra és a caecotrophidra vezethetdk vissza.

A caecotrophia, a hazinyal bélcsatorndjaban a téplalkozds ¢és
kivélasztas ritmikus mintdzata szerint képzddod kétféle bélsar (lagy és normal)
koziil, a lagy bélsar rendszeres elfogyasztisa. Ezéltal a nyul fehérjéhez
(aminosavakhoz), vitaminokhoz és asvanyi anyagokhoz jut.

A caecotrophia az optimalis taplaléanyag-hasznositds érdekében
mikrobialis emésztést tesz sziikségessé. A hazinyll tdpcsatornaja nagy
mennyiségli (65-80 g/kg testtdomeg) rostdus taplalék feldolgozéasara
adaptalodott, viszonylag magas alapanyagcsererata a jellemzd; az aminosav
szlikséglet fedezésében nagy jelentdségli a mikrobdk altal termelt fehérje.

A vakbélben tobb oOrads mikrobidlis fermenticid zajlik, melynek
eredményeképp nagy mennyiségti ill6 zsirsav (VFA) keletkezik, majd
felszivodik a véraramba. Az ill6 zsirsavak energiaforrasként szolgalnak a nyul
szamara, eldallitdsuk fiigg a vakbél-mikrobiota Osszetételétdl, valamint az

elfogyasztott takarmany tipusatol (Bokori és mtsai., 2003).
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2.2 A nyulvakbél-mikrobidta

A hézinyul vakbelét benépesitd mikrobiota legfobb jellemzdi Gidenne
(1997) szerint: a lassu kialakulas (a megsziiletést kdvetd elsé 3 napban szinte
steril a vakbél), és a viszonylag egyszerli Osszetétel. A nyulak - haziasitott
haszonallatok kozt egyediilalldo — emésztés-¢lettananak egyik 6 sajatossaga a
mikrobidlis fehérjéknek a vakbélbdl torténd ujrahasznositidsa caecotrophia
utjan. Az emésztési folyamatokra a vakbélben élo bakteridlis populaci6 -

egyediilalld modon - kozvetlen hatast gyakorol (Abeica és mtsai., 2007).

2.2.1 A nyulvakbél-mikrobiota osszetétele és kialakulasa

A hazinyul vakbél-mikrobiota kialakuldsat, sszetételét és egyensulyat
befolyasold tényez6k megismerése alapvetd kutatasi cél, ugyanis az emésztési
zavarok és emésztOszervi megbetegedések kialakuldsdban kozvetleniil vagy
kozvetve, egyéb korokok mellett a mikrobiota egyensulyanak felboruldsa
(dysbiosis) is szerepet jatszik; akar az allomany 30-50%-os elhullasat is
okozhatja, valamint a gydgyult allatok teljesitménye is lényegesen csokken.
(Lelkes ¢és Chang, 1987).

A nyulak bélrendszerében a mikrobialis kolonizacidé a sziiletéssel
kezdddik, az anya ivarszerveirdl kitenyésztett Bacteroides-ek alapjan mar a
sziildutban megtorténik. Tehat az els6ként megtelepedd bélbaktériumok anyai

eredetiick. A bélmikrobidta fejlédése fokozatos folyamat (Fortun-Lamothe és
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Boullier, 2007). Az elsé kolonizacié szerepe meghatarozo a végso (stabil)
Okoszisztéma kialakuldsaban (Guarner ¢és Malagelada, 2003). Az “Uttord”
baktériumok képesek befolyasolni a gazdaszervezet epitelidlis sejtjeiben a
génexpressziot. Ez altal kedvezd kornyezeti feltételeket teremtenek maguk
szamara, megakadalyozhatjdk a késébb betelepiild baktériumfajok
szaporodasat (Fortun-Lamothe és Boullier, 2004). Az egyensulyi allapotban
1évd, folyamatosan felépiild egyéni bakteridlis Gsszetétel (klimax stddium)
(Combes ¢és mtsai., 2011) bizonyos koriilmények kdzott ingadozhat; példaul
akut hasmenéses megbetegedések, antibiotikum-kezelés vagy kisebb
mértékben a tipldlkozds hatdsara, azonban a mikrobidlis kozosség
Osszetételének mintazata nagyrészt allando (Simon és Gorbach, 1984).

A vakbél-mikrobidta jelentds részét alkotd baktériumok tehat mar
egészen koran megtelepednek a vakbélben. Szerepiik a kizardlagos tejtaplalas
iddszaka alatt valdszinlileg a patogénekkel szembeni védelem mieldbbi
kialakitasa (kotOhelyek lefedése), valamint a bél fejlédésének (nyalkahartya
szoveti szerkezete, immunrendszere) eldsegitése.

A molekularis a médszerek elterjedésével az elmult években szinte
»atrendezddott” a bélmikrobiota Osszetételérdl alkotott kép. Kordbban a
Bacteroides-eket szinte kizardlagos baktériumcsoportként tartottak szamon a
nyul vakbelében (Gouet és Fonty, 1973), a molekularis analizisek 30%-0S

jelenlétrél szamolnak be (Abecia és mtsai., Smith és mtsai., 2006). Az elsd
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héten a nyal emésztérendszerét szigori anacrobok, elsésorban Bacteroides
nemzetség kolonizalja (Carabano €és mtsai., 2010). A tejfelvétel késleltetheti a
cellulolitikus baktériumok kolonizacidjat, de kozvetleniil nem befolyasolja az
E. coli-populaci6 kialakulasat (Padilha és mtsai., 1996).

Kovacs ¢és mtsai. (2000) vizsgaltak az anyai bélsar elfogyasztasanak és
a szoptatas modjanak (egyszeri vagy szabad szoptatas) hatasait a Bacteroides
nemzetségnek a vakbélbe torténd betelepedésére. A  vakbéltartalom
mikrobioldgiai vizsgalatanak eredményei azt mutattak, hogy a Bacteroides-ek
kolonizacioja mar a 3. napon megkezdddik, fiiggetlentil a szoptatasi modtol és
a bélsarhoz vald hozzaféréstdl. Azonban szabadon szoptatott és az anya
bélsarahoz hozzaférd kisnyulakban betelepedésiik gyorsabban ment végbe. Az
anyai bélsar elfogyasztdsanak megakadalyozasa tehat csupan késleltette a
normal mikrobiota kialakulasat.

A mikrobidlis populacioban bekdvetkezd korral 6sszefiiggd valtozasok
kovetkeztében az ill6 zsirsavak (VFA-k) termelése novekszik az idd
elérehaladtaval (Bellier és mtsai., 1995; Padilha és mtsai., 1995).

Combes és mtsai. (2011) hazi nyalban vizsgaltak a vakbél-mikrobidta
fejlodését, Osszetételét és aktivitasat a 2. é€letnaptol egészen a 70.-ig. A
baktériumok azonositdsa 16S rRNS génszekvencia alapjan tortént. A 2.
¢életnapon a nyulak vakbéltartalmabol kimutatott mikroba mennyiségek: 8,4;

7,2 és 7,4 logiwo kopiaszam/g a teljes baktériumtartalom, a Bacteroides-
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Prevotella és a Firmicutes csoportokat illetéen. Ezen baktériumcsoportok
maximalis mennyisége a kovetkezOk szerint alakult: a Firmicutesek esetében
a 14. nap a (10,8 logio kopiaszam/g vakbéltartalom) az Osszes
baktériumtartalom és a Bacteroides-Prevotella csoportoknal pedig a 21. napon
(11,4 és 10,7 logio kopiaszam/g vakbéltartalom). A felndtt nytl vakbelében €16
mikrobialis populaci6 f6 nemzetsége a Bacteroides (10° - 10%°
g/vakbéltartalom). Mas nemzetségek, mint példaul a Bifidobacterium,
Clostridium, Streptococcus és Enterobacter egészitik ki ezt a populaciot

(Szendrd és mtsai., 2011).

2.2.2 A nyulvakbél-mikrobiota szerepe

Mara altalanosan elfogadott az emésztd-szervrendszert benépesitd
mikrobidlis kozosség fontossaga. A GIT-t benépesitdé nagy fajszamu
baktériumpopulaci6 fontos szerepet jatszik szamos anyagcsere-, ¢€s
immunfolyamatban, valamint jelentds hatdssal van a gazdaszervezet
taplaloanyag-ellatottsagara - kiilonésen a novényevéd fajokban - valamint a
gazdaszervezetnek a korokozok elleni védelemében (Combes €s mtsai., 2011).

A bélmikrobiota altal kifejtett metabolikus aktivitdas hozzdjarul a
taplalékosszetevok emésztéséhez, az energiaraktarozashoz. Szerepe van a
mikrotaplaloanyagokkal valo ellatasban és a xenobiotikumok (barmely, a

baktérium szamara idegen anyag) atalakitasaban.
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A bélmikrobidta dinamikus Okoszisztémaként mikodik a
gazdaszervezet gasztrointesztindlis rendszerében, azzal nem pusztan
koegzisztencialis viszonyban van (egylitt 1étezés), hanem kolcsonds kapcesolat
all fenn. A bélmikrobiota szerkezete és Osszetétele tiikrozi a természetes
szelekcidt - mind a mikrobialis k6zosség, mind a gazdaszervezet szintjén - ami
eldsegiti az egyiittmiikodést és a komplex Okoszisztéma miikddésének
stabilitdsdt (O’Hara és Shanahan, 2006). A bélmikrobidta metabolikus
aktivitdsa egy szerv milkddéséhez hasonlithato, ,elfelejtett/elhanyagolt
szervként” is emlitik (O’Hara és Shanahan, 2006); ,,szerv a szervben” (Bocci,
1992).

A mikrobidlis populacid jelenléte a vakbélben, valamint annak
caecotrophiaval valo 4jboli elfogyasztasa lehetdvé teszi a nylll szamara tovabbi
energia, aminosavak és vitaminok felvételét. A cellulézbonté baktériumok
jelenlétét mar az 1950-1960-as években leirtak (Hall, 1952; Davies, 1965).
Késdbb, Emaldi és mtsai. (1979) tanulmanyoztdk a mikrobiota enzimatikus
aktivitasat, és a kovetkezd fobb emésztési tevékenységeket irtak le (csokkend
sorrendben): ammoniahasznositas, ureolitikus, proteolitikus és cellulolitikus
aktivitds. A Forsythe és Parker (1985), Marounek és mtsai. (1995) valamint
Sirotek és mtsai. (2003) altal végzett vizsgalatok szerint mas tevékenységek

(pl. xilanolitikus, pektinolitikus, mucinolitikus) is nagy jelentdséggel birnak.
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2.2.3 A valasztas hatasa a nyulvakbél-mikrobiétara, eubiosis — dysbiosis

A fiatal nyulaknak a tejrél a szilard takarméanyra valo Aattérése
jelentésen befolydsolja a tapcsatorna érését, fejlodését (a vakbél
okoszisztémaja, a nyalkahartya helyi immunrendszere, enzimaktivitas stb.), és
meghatdrozza az 4llatnak az enteropatogénekkel szembeni ellenalld
képességét. A valasztas koriili id6szak tehat kiilondsen fontos a fiatal nyulak
emésztOszervi megbetegedésekkel szembeni ellendlld  képességének
kialakitasa szempontjabdl (Marlier és mtsai., 2003). A hazinyul esetében az
eubiosis fenntartasa rendkiviil Osszetett, harom alappillére: az étrend, a
nyalkahartya és a normal mikrobiota (Montagne és mtsai., 2003).

Az emésztési zavarok megeldzése érdekében a gazdaszervezet, a
mikrobiota €s a kdrnyezet egyensulyanak stabilizaldsa a kulcs. Ez kiemelt
jelentéségli a nodvendéknyulakban, hiszen egy még nem stabilizalddott
Osszetételll mikrobapopulacid mellett torténik a folyékonyrol (anyatej) szilard
takarmanyra valo atallas.

A hamsejtek, a GALT ¢és a kommenzalis mikrobidta kolcsonhatasa egy
dinamikus, de finom egyensulyt eredményez; ami -elengedhetetlen a
taplaloanyagok felszivodasanak biztositasdban, ¢€és a korokozok elleni
védekezésben. Az egyensuly kialakulasdban €s fenntartasaban szerepe van az
emésztorendszerbe keriild taplaléknak, a fizikai és kémiai kornyezet
megteremtése révén, valamint az emésztd-szervrendszeren vald athaladasi
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sebességen keresztil. A fiatal nyulakban (15-35 napos korban) a
bélnyalkahartya (abszorptiv ham ¢és GALT) és a bélmikrobiota kozotti
egyensuly kiilonosen torékeny. A bélmikrobiota Osszetétele még korantsem
stabil, az immunrendszer még fejletlen €s az antitest sokféleség kialakulasa
késObb - a valasztas idészakéban - megy végbe (Fortun-Lamothe és Boullier,
2004). A mikrobialis 6koszisztéma zavara (dysbiosis) szamos korfolyamat
kialakulasat segitheti eld, elsdsorban szisztémds vagy helyi gyulladdsokat,
melyek éppen a mikrobiom és az immunfunkcidk kapcsolata kdvetkeztében
jonnek létre (Birg, 2014).

Osszességében elmondhatd, hogy a bélmikrobidta Osszetételének
egyensulya (eubiosis) szamos eldnnyel jar a gazdaszervezet szamara,
mikozben a mikrobidlis egyensuly zavara (dysbiosis) immunrendszerrel

kapcsolatos betegségekhez vezethet (Laparra és Sanz, 2010).

2.2.4 A mikrobiota vizsgalati modszerei

Az emészté-szervrendszer mikrobapopuldcidinak és  genetikai
jellemzésiiknek kutatdsa egyre nagyobb teret nyer mind a humén orvoslas,
mind az allatgyogyaszat-allattenyésztés teriiletein. A bélcsatorna
mikrébapopoulacidinak nagy része nem tenyésztheté (maximum 25-40%) a
klasszikus mikrobiologiai modszerekkel (Tannock ¢és mtsai.,, 2000);

azonositasukat a genomjaik teszik lehetévé. A klasszikus bakteridlis
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tenyésztési modszereken tal fluoreszcens in situ hibridizaci6 (FISH),
molekularis  fingerprinting, = qPCR, microarray technikdk, nagy
ateresztoképességli  16S  rRNS  génszekvencia-analizis (stb.) ¢és a
metagenomikus megkozelitések fedhetik fel a mikrobapopulédciok strukturajat
az erésen kolonizalt bélnyalkahartyan (Stecher és Hardt, 2008). Az eddig elért
eredmények csupan toredékét fedik le e hatalmas teriiletnek, mégis utalnak a
mikrobidta és a GIT miikodésének és egyes korfolyamatainak 9sszefiiggésére.
Mindezeken tOlmutat a bél-barrier elégtelen milkddése: ndveli az
extraintesztinalis, anyagcsere- ¢s immunrendszerrel kapcsolatos betegségek
kockazatat is. A molekularis technologidval megszerzett ismeretek novelhetik
a betegség-megeldzés, €s a kezelések hatékonysagat (Biro, 2014).

Mennyiségi meghatdrozds esetén a hagyomanyos vizsgalatok
eredményei (CFU/ gramm) és a molekularis biologiai eljarasokkal szerzett

adatok (copy number/gramm) nem, vagy nehezen vethet6k dssze egymassal.

2.2.4.1 Hagyomanyos mikrobiologiai tenyésztés

A hazi nyal GIT mikrobidlis kézosségének részletes vizsgalata az
1970-es évek ota zajlik, klasszikus mikrobiologiai eljarasok alkalmazasaval
(Gouet és Fonty, 1973, 1979). Egészen a 2000-es évekig, minden tanulmany -
barmilyen céllal is vizsgalta a nyal bélmikrobiotit — az ezen leirasokbol

szarmazo modszertant alkalmazta.
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A steril mintavételt és higitasi sor készitését kovetden - laboratdoriumi
koriilmények kozott - kiilonbozo differenciald és/vagy szelektiv taptalajokon
(pl. E. coli — Chromocult), megfelel6 inkubacios korilmények (id6,
homérséklet) mellett tenyésztik az egyes mikroorganizmusokat. Az
eredményeket colony forming unit-ban (CFU) fejezik ki. A mddszer egyik
legnagyobb korldtja, hogy a szigorGan anaerob mikrobak tenyésztésénél
gondot jelent az aerob koriilmények kozott készitett higitasi sorozat (Gouet és
Fonty, 1979), igy jelentdsen torzulnak az eredmények.

Béar a klasszikus eljarasokkal nem lehetséges a mikrobiota teljes
felmérése (mennyiség, diverzitas, fajgazdagsag stb.), 1étjogosultsdguk a mai
napig megkérddjelezhetetlen: egyes patogének kimutatasa, vagy szintenyészet

készitése molekularis genetikai vizsgélatokra (pl. szekvenalas).

2.2.4.2 Molekularis genetikai médszerek

A molekuléris genetikai modszerek elvi alapja a mikroorganizmusok
DNS-szekvencia (pl. 16S rRNS gén) alapu azonositasa, illetve mennyiségi
analizise. Nem kizarolag az €16, hanem a mar elpusztult (6rokité anyaga még
jelen van) mikrobak is kimutathatoak. Tehat lehetdvé teszi mind a qualitative
(identifikacio), mind a quantitative (mennyiségi) meghatarozast, akar

metagenom szinten.
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A steril mintavételt kovetd els6 1épés a DNS/RNS tisztitasa. Létezik
specialisan béltartalombdl vald baktérium-DNS tisztitasara alkalmas Kkit,
melynek hasznalataval a néhany oras eljaras eredményeképp viztiszta DNS-
oldatot kapunk.

A PCR - polimeraz-lancreakcié lehetévé teszi: 1.) egy adott DNS-
sziikséges felsokszorositasat, 2.) specifikus primer parokkal célzott
baktériumcsoportok jelenlétének, illetve mennyiségének meghatarozasat. A
PCR elemei: DNS-templat (sokszorositani kivant rész), primer par (a
kivalasztott, amplifikdland6 DNS-szakasz 5’ és 3’ végeinek szintetikusan
eloéallitott komplemeterei), dNTP-k (adenin,
timin, citozin, guanin), héstabil DNS-polimeraz enzim, reakcidépuffer, MgClo.
A PCR mikrobiologiai alkalmazasa: a felszaporitani kivant DNS-szakasz
(templat) tetszélegesen valaszthatd ki (nemzetség, fajspecifikus régio), a
reakcio specifikussdga szekvencia alapti, a specifitdist a megfelelden
kivalasztott primer par adja. Fajon beliili — akar patogén torzsek — kimutatasa
is lehetséges, ha az azonositand6 torzs tartalmaz ra jellemzd, konzervativ
szekvenciaszakaszokat.

A Quantitative PCR (qPCR) valos idejii PCR, amelyet sikeresen

alkalmaztak a gasztrointesztinalis-mintak kiilonboz6 fajainak

« ey
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baktérium-orokitéanyag mennyiségi analizise lehetséges, ami nehéz mas
(klasszikus) eljarasok alkalmazasaval (Zoetendal ¢és mtsai., 2004). A
gPCR val6s idében torténd nyomon kovetése a reakcid soran képzodo jel
intenzitdsanak megfigyelésével lehetséges. Minden amplifikacios ciklusban
torténik detektalas egy specialis fluoreszcens festék (pl. a dupla szala DNS-be
be¢kelédd6 SYBR® Green) alkalmazasaval, melynek gerjesztés hatasara
kibocsatott jelintenzitdsa aranyos a képzddd termék mennyiségével, ezaltal
mennyiségi kimutatast tesz lehetévé (Navidshad és mtsai., 2012).

A mennyiségi meghatarozast egyrészrél a qPCR valds iddben mérhetd

jelintenzitas novekedése, masrészrdl a PCR-termékek korabban plazmidba

crer

crer

sejtenkénti mennyisége folyamatosan valtozik (Rigottier-Gois és mtsai.,
2003a); valamint befolyasol6 tényezdk a bakteridlis fajok kozti kiilonbségek,
a novekedési fazis, a sejtek aktivitdsa, a genom mérete és a 16S-rRNS gén
kopiaszama és mérete genomon beliil.

Bennegadi és mtsai. (2003) a hagyomanyos- és SPF-nyulakban
vizsgalta a vakbél mikrobidlis kozosségének szerkezetét, dot-blot
hibridizaciéval 16S rRNS célzott oligonukleotid probakkal. A vakbél-
mikrobiota valtozasat az életkor, taplalkozas és a nyul egészségi allapota

(egészséges vagy hasmenéses) szerint értékelte. A vakbél-mikrobidta a 25-28

29



nap koril stabilizdlodott. A baktériumok és az archaedk a mikrobidlis
kozosségek 73%- ¢és 22%-at képviselték a valasztds utdn (28 nap).
Cellul6zbonto baktériumok részaranya kevesebb, mint 7% volt hagyomanyos-
¢s SPF-nyulakban egyarant. 97%-os azonossagi kiiszobérték alapjan Abecia és
mtsai. (2005) 44 fajrol szamolt be. A 16S rRNS-gének fragmenseit a kivont
DNS-bol PCR-rel amplifikaltak, "univerzalis" bakterialis primerekkel.

RT-PCR (reverz transzkriptdz PCR): RNS-mintak reverz transzkriptaz
enzimmel cDNS-re torténd atirasa, majd e cDNS szolgal a PCR templatjaul. A
technika az €16 és elhalt sejtek elkiilonitésére alkalmas, ugyanis a mRNS-
szintézis az elpusztult sejtekben leall, a mRNS molekuldk pedig gyorsan
lebomlanak.

Multiplex PCR esetében tobb primerpar hasznalata valosul meg
egyidejlileg, a termékek méret szerint vagy jeloléssel kiilonithetéek el. Egyik
primerpar faj- vagy nemzetségspecifikus, a masik a kimutatni kivant génre
specifikus. Sharma (2006) RT-MPCR modszer alkalmazasaval mutatott ki
enterohemorrhagias Escherichia coli torzseket (EHEC) bélsar-mintabol,
valamint az eljarast alkalmasnak talalta a bélsarban valo életképesség
vizsgalatara.

PCR-RFLP: a PCR-termékeket restrikcios enzimekkel hasitjak, a

keletkezd fragmentumok szepardlasa gél-elektroforézissel torténik. A
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1étrejové mintazatokbol kovetkeztetnek a PCR-termékek azonossagara vagy
kiilonbozdségére. Alkalmas tipizalasra, faj alatti kategoria elkiilonitésére.
PCR-DGGE: a PCR-ral amplifikalt DNS-célszekvencidk elvalasztasa
denaturalo-gradiens gélben torténik. Az elektroforézis kétféle, kémiai
denaturalo- és/vagy homérséklet-gradiens mentén, poliakrilamidgélben megy
végbe. A kémiai- és hdmérsékleti-gradiens mentén részlegesen denaturalodnak
a kétszalo DNS-molekuldk, igy mobilitasuk a gélben a szekvencidjuknak
megfelelden kiilonbozik. Alkalmas a mikrobapopuldciok 0Osszetételének
elemzésére. A modszer lehetdvé teszi akar az 1-2 bazisban eltéré molekulak
szétvalasztasat, tovabba az azonos fajhoz tartozo, hasonlo torzsek elkiilonitését
(tipizalasat) is. Huybens és mtsai. (2008) a jarvanyos nyutl-enteropathia (ERE)
rDNS-gén, restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (RFLP) és denaturalo
gradiens gélelektroforézis (DGGE) segitségével torténd elemzése alapjan,
PCR-CE-SSCP-technika is a 16S rRNS-gén alapti azonositast tesz
lehetévé. Az amplifikalds soran konzervaziv régidkra tervezett primereket
alkalmaznak, a cél DNS szekvenciabeni kiilonbségeket mutat az egyes
baktériumfajoknal. A puffer oldatban az egyszala-DNS térbeli konformaciot
vesz fel, ami szekvenciaspecifikus. Az elvélasztas kapillarisban torténik, a

tomeg, a térbeli konformacio és feliileti toltéssiiriiség alapjan. Hasznalni lehet
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faj szintli azonositasra vagy ,,csupan” diverzitasi ¢és fajgazdagsagi adatok
nyereseére.

Michelland ¢és mtsai. (2010) azt vizsgaltak, hogyan reagal a
hagyomanyos takarmanyon tartott novendéknyul vakbél-okoszisztémaja, ha
alacsony rosttartalmu diétara valtanak. A bakterialis kozosség karakterizacioja
CE-SSCP-technikaval tortént, az dsszes baktérium mennyiséget pedig real-
time PCR-ral hataroztdk meg. A takarmany rosttartalmanak csokkentése
megvaltozott CE-SSCP-profilt (P<0,001) eredményezett, de a diverzitési
index nem valtozott. Az dsszbaktérium 16S rRNS-gén kopiaszama csokkent
(P<0,01) az alacsony rosttartalom hatdsdra. Szignifikdns Osszefiiggést
figyeltek meg a vakbél bakterialis kozosség és a kornyezetének valtozasa
kozott, ami arra utal, hogy a mikrobidta gyors alkalmazkodoképességgel
rendelkezik.

DNS-szekvenalas: meghatarozzak egy DNS-molekula nukleotid-
sorrendjét. Az 1970-es években dolgoztak ki két {6 eljarastipust a Maxam és
Gilbert-féle kémiai szekvenalast és a Sanger-féle lancterminacidés modszert.
Az utdbbi terjedt el, hosszu ideig szinte kizarolag ezt a modszert alkalmaztak.
Az 1990-es években automatizaltdk az alapmodszert, nagyban meggyorsitva a
szekvenalasi folyamatot. Az ezredfordulora tehetd az NGS technoldgiak
megjelenése, melyek nagy eldrelépést jelentettek azaltal, hogy lehetdveé teszik

egy kisérletben akar 10°-10° kiilonbdzé DNS-fragmentum parhuzamos és
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gyors, automatizalt leolvasasat (HTP-moédszerek). Az NGS gyiijté6fogalom,
magaba foglal tobb kiilonb6zo eljarast (pl. piroszekvenalas; SOLiD, TSMS
stb.).

Monteils és mtsai. (2008) egy bakteridlis konyvtarat készitettek
hagyomanyosan tartott nyul vakbéltartalmabol. A teljes16S rRNS-gént
szekvenaltak. A kapott 228 klont 70 kezelhetd taxonomiai egységre (OTU)
osztottak. Az egységek nagy része (94%) a Firmicutes phylum képvisel6i kozt
oszlott meg. Csupan harom szekvencia kapcsolodott a Bacteroides
nemzetséghez. A filogén fan kilenc klasztert hataroztak meg. A vakbéltartalom
bakteridlis kozosségének nagyfokl diverzitasat mutattik ki, ami arra utal, hogy
a novényevok emésztékésziilekét benépesitd mikrobidlis-Okoszisztémak igen
véltozatosak. Csak egyetlen szekvencia volt tobb mint 97% -ban hasonld
valamilyen kitenyészthetd fajéhoz, a Variovorax sp. (talaj 6koszisztémabol
azonositott). Az Osszes tobbi szekvencia nem tenyészthetd baktériumokhoz
tartozott, és nagyfokll egyezést mutatott az adatbazisban regisztralt
szekvenciakkal.

A DNS Chip/Microarray egy négyzetcentiméternyi vagy
targylemeznyi iiveglapra szintetizalt kiilonbozd, ismert szekvencidji DNS-
darabokat tartalmazd, genom szintli vizsgalatokra alkalmas eszkoz. A
chipeknek kiillonb6zd formai léteznek eldallitasi modjuk szerint (nyomtatott

vagy szintetizalt nukleinsavat tartalmaz6 DNS chipek), illetve a vizsgalati mod
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szerint ezek lehetnek egyszini vagy kétszinlieck microarrayek. Rhee és mtsai.
(2004) tanulmanyukban a normal mikrobidta szerepét vizsgaltdk a GALT
fejlédésében. A baktériumok azonositdsa microarray technikaval,16S rRNS-
gének alapjan, a Ribosomal Database Project II hasznalataval tortént. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a normal mikrobidta specifikus tagjai a
stresszvalaszok egy bizonyos részhalmazan keresztil irdnyitjdk a GALT

fejlodését nytlban.

2.3 Antibiotikumok preventiv és hozamfokozé alkalmazasa

Az antibiotikumok, mint hozamfokozok (AGP) hasznélata az
allattenyésztésben a huszadik szdzad kozepén egy véletlen megfigyeléssel
vette kezdetét. Stokstad és Jukes (1949) a klortetraciklin-termelés maradékat
csirke takarmanyhoz adta, Bio-vitamin-forrasként. Azonban a novekedést
serkentd mértéke til nagynak bizonyult ahhoz, hogy magyarazhato legyen
csupén a vitamin hatasaként (Brezoen és mtsai., 1999). A szinte nyilvanvald
ok a klértetrciklin antibiotikus aktivitdsdban rejlik. Ezt a megfigyelést gyorsan
kiterjesztették mas antibiotikumokra és mas allatfajokra is; széles korben
elterjedt az AGP-kel kiegészitett takarmanyok alkalmazasa az
allattenyésztésben (Falcao és mtsai., 2007).

Az antibiotikumok terapias alkalmazasa tipikusan nagy dozist, rovid

tava. A hatéanyag bejuttatdsa injekcidval, vagy szajon at beadva (takarmany,
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ivoviz) torténik. A hozamfokozoként valo hasznalat altalaban ezzel szemben
alacsony dozist, hossza tavi adagolast jelent, rendszerint a takarmanyba
keverve. Természetesen létezik bizonyos mértéki atfedés a két felhasznalas
kozott (Falcao és mtsai., 2007).

Az intenziv nyultermelésben  jelentkezo emésztdszervi
megbetegedések problémaja az antibiotikumok gyakori alkalmazdsidhoz
vezetett. Az unids jogszabalyok a hozamfokozd célu felhasznalast 2006-6ta
tiltjak (Abeica és mtsai., 2007.; Bovera és mtsai., 2015). Az antibiotikumok

azonban nem csupan a fertdzések kockazatat csokkentik, hanem

crer

(Abecia és mtsai., 2005).

Az antibiotikumok folyamatos kis dézisu (terapias adagnal joval kisebb
koncentracid) alkalmazasdnak nyilvanvald veszélye, hogy a korokozo
baktériumok ellendllova valnak (rezisztens torzsek kialakuldsa) veliik
szemben. Kés6bb, a klinikai tiinetekkel jaré6 megbetegedések esetén terapias
dozisban is hatastalanok lesznek az adott hatdanyagra rezisztens korokozokkal
szemben. Mar az 1970-es években felismerték az AGP-K ilyen iranyu
kockézatat, majd fokozatosan korlatoztak a human gyogyaszatban alkalmazott

antibiotikumok hozamfokozdként torténod felhasznalasat.
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2.4 Antibiotikumok kivaltisa természetes takarmany-kiegészitékkel

A felnevelési veszteség (9-15%) csokkentése érdekében torténd
antibiotikum-felhasznalas élelmiszerbiztonsagi €s human-egészségiigyi
kockazata miatt indokolt a gydgyszerek, gyogyszeres takarmanyok csokkentett
hasznalata. Kiemelten fontos tehat a természetes takarmdny-kiegészitok
alkalmazasi lehetdségének kidolgozasa, az antibiotikumok kivaltasanak
céljabol (Bovera és mtsai., 2015).

A probiotikumok és prebiotikus hatdsu vegyiiletek alkalmazasa az
allattenyésztésben, egy lehetséges megoldast jelent a bélrendszer egészségi
allapotanak megorzésében és az allatok teljesitményének fokozéasaban, a
hozamfokoz6 antibiotikumok elhagyasaval (Kim és mtsai.,, 2011). Az
antibiotikumok kivaltasnak céljabol szdmos takarmény-adalékanyagot
(példaul ndvényi kivonatokat, pro- és prebiotikumokat) vizsgéaltak hazinytalban
(Assan, 2018) Kokcidiozis elleni védekezésben eredményesen alkalmaztak
voroshagyma, fokhagyma és oregand takarmany kiegészitket; mikdzben az
nyulak reprodukcids és novekedési teljesitménye is javult, kedvezébb vagasi
stllyal keriilhettek értékesitésre. Elesztével (Saccharomyces cerevisiae)
torténd takarmény kiegészités hatdsara modosul a valasztas utani vakbél-
mikrobiota Osszetétel. Az oregand, a fokhagyma és a rozmaring, mint
takarmany kiegészitok hozzdadasaval nagyobb testtomeg értékeket értek el, a

kokcidiosztatikummal taplalt nyulakéhoz képest. A szelidgesztenye kivonat
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modositotta a gyomor-bélrendszert benépesitdé mikrobiota stabilitasat.
Propolisz-kivonat (etanolos) és egy novényi keverék (soska, pimpd és
madarkesertifil) ivovizben adagolva mérsékeli a nyulak kronikus hasmenéses
megbetegedésének idotartamat. Megallapitottak, hogy a propolisz kedvezd
antibakteridlis tulajdonsagai Gram-pozitiv baktérium torzsek (példaul S.
aureus) gatlasan keresztiil valosulnak meg, a Gram-negativ E. coli ellen nem

tapasztaltak a gatld hatast.

2.4.4 Prebiotikumok és probiotikumok, mint természetes takarmany-

kiegészitok

A probiotikumok iranti érdeklodés visszavezetheté Elie Metchnikoff
(1908) huszadik szazad elején végzett tanulméanyaira, amelyekben a fermentalt
tejek lehetséges eldnyeit értékelte az emberi taplalkozasban. Maga a
probiotikus/probiotikum kifejezés késobb jelent meg. A probiotikumok
operativ definicidja napjainkig vita targya, de széles korben elfogadott a
kovetkez0 meghatarozas: olyan ¢€l6 mikroorganizmusokat tartalmazo
készitmény, amely megfeleld mennyiségben torténd beadasakor jotékony
hatast fejt ki az ember vagy az allat egészségére (Hamilton €s mtsai., 2003). A
probiotikumok tehat a hasznos és ¢€letképes mikroorganizmusokat tartalmazo
takarmany-kiegészitdk, amelyek kedvezd hatdssal vannak a gazdadllat

bélmikrobiotajanak egyenstlyara, és korabban klinikai vizsgalatokkal
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bizonyitottdk a jotékony egészségiigyi hatdsukat. Alkalmazasuk célja a
legkedvez6bb mikrobapopulaciok szamanak novelése €s fenntartasa, valamint

a potencialisan patogén fajok minél hatékonyabb kiszoritasa (3. abra).

enteralis
korokozok
versenyképes
kizarasa
enterocitakbol potencialis
torténd citokin kérokozok
szintézis e novekedését
indukcioja, gatlo
feliiletiikhoz molekulak
valo kotédés eléallitasa
altal |(bakteriocinek),
S— PROBIOTIKUM —
toxikus bl
- normal bél-
a?gr?ggls(if mikrobiota
. helyreallitasa
termelése antibiotikum-
(hidrogén terapia soran
peroxid) .
~— vajsav -
eléallitasa

(enterocitak
energiaforrasa)

3. dbra. A probiotikumok hatasmechanizmusai (Kaur és mtsai., 2002 alapjan)

Az elmult évtized rengeteg valtozast ¢€s fejlédést hozott a
probiotikumok kutatasa és felhasznaldsa teriiletén. Egy tanulmany (Falcao és
mtsai., 2007) szerint a probiotikumokban leggyakrabban a kovetkezo
csoportokhoz tartozé baktériumokat alkalmaztak: Bacillus nemzetség (B.
cereus, var. toyoi, B. licheniformis, B. subtilis) Enterococcus nemzetség (E.
faecium), Lactobacillus nemzetség (L.acidophilus, L. casei, L. farciminis, L.

plantarum, L. rhamnosus), Pedicoccus nemzetség (P. acidilactici) és
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Streptococcus nemzetség (S. infantarius), az éleszték koziil pedig a
Saccharomyces cerevisae torzset.

Egy vizsgalat (O’Toole ¢és mtsai., 2017) alapjan a kutatasban
felhasznalt és a kereskedelemben értékesitett probiotikumok tobbségében
Lactobacillus spp. és a Bifidobacterium spp. torzsek/fajok képviseldi
talalhatok meg; aminek egyik f6 oka, hogy az Egyesiilt Allamokban ezeket
mindsitették ,,altalanosan biztonsagosnak” (GRAS), illetve ezek a
torzsek/fajok rendelkeznek az EFSA mindsitésével. A piacon jelenleg elérhetd
probiotkiumokban az elébbicken til a Saccharomyces, Bacillus spp.,
Escherichia coli, Enterococcus nemzettség és a Wiesellé spp. képviseldit
talalhatjuk meg.

A jobb tenyésztési modszerek, a megfizethetébb genom- és
metagenom-szekvencidk, valamint a bakteridlis genomok moddositasara
szolgald hatékonyabb eszk6zok kifejlesztésével a probiotikum-kutatds Uy
korszakanak csucspontjan vagyunk. Mindezek altal lehetévé valt a testre
szabott probiotikumok kidolgozasa, melyek illeszkednek a specifikus
fogyasztoi igényekhez. Az human bélcsatorna mikrobiologiai dsszetételének
¢és miikdodésének megismerése - amelyet a tomeges parhuzamos szekvenalas is
felgyorsitott - dramai modon terjesztette ki a potencidlis egészségiigyi
elényoket hordozé organizmusok korét, bar sok koziiliik még a vizsgalat korai

szakaszaban van (O’Toole és mtsai., 2017). Ezeket a szervezeteket néha uj
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generacios probiotikumoknak (NGP) nevezik, de az Egyesiilt Allamok uj
szabalyozasi keretével dsszefliggésben €16 bioterapids termékekként (LBP) is
szerepelnek (Sun és mtsai., 2016).

Az NPG/LBP-k természetesen megfelelnek a probiotikumok korabbi
alkalmazhaté emberi betegség megeldzése, kezelése vagy gyogyitasa céljabol
3. nem oltbanyag), azonban géntechnoldgiaval modositott
mikroorganizmusokat is tartalmaznak (genetically modified microorganisms -
GMM).

A probiotikumokat nagy gyakorisaggal alkalmazzak a kedvtelésbol
tartott nyulakban eléforduld6  gyomor-bélrendszeri megbetegedések
kezelésére. Hasznalatuk a készitményeknek tulajdonitott elényds hatdsokon
alapszik, am az egészségre vagy betegségre gyakorolt befolyasukat vizsgalo
tudomanyos eredmények koziil viszonylag kevés all rendelkezésiinkre (Benato
¢s mtsai., 2014).

Amber mtsai. 2004-es tanulmanya szerint a probiotikumok
alkalmazasa szignifikansan megnovelte a nyulak cellulitikus baktériumainak a
szamat (CFU/ml), mikozben csokkent az ureolitikus baktériummennyiség.
Ebben a vizsgalatban a probiotikum nem befolyédsolta a vakbél pH-jat. A
hatasmechanizmusok  felderitése ~ érdekében,  valamint  nyulakban

eredményesebben alkalmazhat6 nyul-probiotikumok tervezése céljabol
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elengedhetetlen lenne tovabbi vizsgalatok elvégzése, amelyek emberek,
laboratoriumi modellallatok és mas gazdasagi allatfajok esetében mar
elérhetéek (Falcao és mtsai., 2007).

Turner és mtsai. (2002) megallapitottak, hogy a Bacillus subtilis, mint
probiotikum sertések esetében az immunfunkcié tdmogatasaval hozzajarult a
valasztasi stressz  csOkkentéséhez, nyulaknal pedig a novekedési
teljesitményének javitdsahoz. Li és mtsai. (2009) szerint, csirkéken végzett
vizsgalataikban a Bacillus cereus novelte a hasznos baktériumok mennyiségét,
a karosakét pedig csokkentette. Egy hazi nyulon folytatott kisérlet eredményei
kimutattak, hogy a Bacteroides és a Clostridium relativ boritasa jelentésen
csokkent, a Ruminococcus mennyisége pedig megemelkedett a Bacillus
subtilis etetését kovetden (Guo és mtsai., 2017). A Ruminococcus nemzetség
fontos szerepet jatszik a ndvényi eredetii takarményok emésztésében (Richards
¢s mitsai., 2005); gyarapodasuk ezaltal eldsegitheti a nyulak ndvekedési
teljesitményét. A Bacteroides és a Clostridium bélben torténé ndvekedése
kolitiszhez és karcinogenezishez vezet (Tannock, 2002).

1995-ben Gibson és Roberfroid a kovetkezd definicidt alkotta meg: a
prebiotikus vegyiiletek a gyomorban ¢és a vékonybélben emészthetetlen
¢lelmiszer-0sszetevok, melyeket a bélmikrobidta hasznosit, ezéltal kedvezd
hatdssal van a gazdaszervezetre. Ezt a meghatdrozast azota tobbszor is

megvitattdk és finomitottdk. Azonban a legtdbb definicié eddig egyetértett
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azzal a kovetelménnyel, hogy a prebiotikumoknak "specifikusnak" vagy
"szelektivnek" kell lenniiik az egészségmegodrzd tulajdonsdgi taxondmiai
csoportok vagy a hasznos anyagcsere-tevékenységek szempontjabol
(Roberfroid és mtsai., 2010; Rastall és Gibson, 2014).

Roberfroid ¢és mtsai. (2010) a specifikussagot tekintették a
legfontosabb  feltételnek, amelyet in vivo kisérletekkel sziikséges
alatdmasztani, allati/human bélmikrobidtaban - a legmegfelelébb moddszereket
alkalmazva - a mikroba kzosséget alkotd nemzetségek/fajok széles skalajanak
szamszerlsitésére.

A prebiotikum-koncepcio hatalmas mennyiségii kutatast inditott el, és
jelentds szerepet jatszott a gasztrointesztindlis mikrobiologia terén elért )
ismeretek feltdrasaban. Felismerték, hogy a hatdsukra a bél mikrobialis
kozosségében bekovetkezd valtozasok kedvezd élettani hatdssal jarhatnak. Ez
a felismerés nagyban hozzajarult ahhoz, hogy a bélmikrobiotat terapids célként
értekeljiik kiilonbozé korélettani Gsszefiiggésekben (Roberfroid és mtsai.,
2010; Rastall ¢s Gibson, 2014).

A jelenlegi prebiotikus koncepcid tipikusan olyan emészthetetlen
¢lelmiszer-0sszetevOkre vagy anyagokra vonatkozik, amelyek a gyomor-bél
traktus felsé szakaszan tovabb haladnak, és a vastagbél kolonizéciojat
eldsegitd hasznos/egészségbarat baktériumok novekedését és/vagy aktivitasat

serkentik (Bindels és mtsai., 2015).
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A prebiotikum-koncepcio torténetének és valtozasainak attekintése
olvashat6 az 1. tablazatban.
1. Tablazat: A prebiotikum-koncepcié fejlodése (Bindels és

mtsai., 2015 alapjan)

A
fvszém Definicié pre?;‘:fi'r‘:t‘é E”ak Valtozis Forrés
osszetevok
Emészthetetlen taplalék-
Osszetevl, amely kedvezd
hatasu a gazdaszervezetre
azaltal, hogy szelektiven Gibson és
1995 serkentik egy vagy FOS - Roberfroid
korlatozott szamu (1995)
baktériumok névekedését
¢és/vagy aktivitasat a
vastagbélben.
Emészthetetlen anyagok, AZ. ergdetl fleﬁnl,c 10 L,
amelyek kedvezd élettani k{terj esziese mas Reid o8
hatast fejtenek ki a FOS testreszekie _bmlam csak ?21;[)3(?3!)
azdaszervezetre ugy, a vastag ,? e
2003 hoiy szelektiven serk%}rlltik tGOS, Megvaltozortt kedvez§
bizonyos baktériumok Laktuléz hatds a " ISAI,DI?
novekedését vagy gazdaszervezetre™, alapito
aktivitasat helyette "kedvezd talalkoz6
) élettani hatas" szerepel
Szelektiven fermentalt
Osszetevok, amelyek A7 eredeti
lehet6vé teszik a .
gasztrointesztinalis . . m.egha't arozas
mikroflora 9sszetételében Inulin kiterjesztése a teljes Gibson és
2004 | &5/vagy aktivitasiban FOS gyomor-bel traktusra | o
. A . tGOS Az els6 alkalom, ;
bekovetkezd egyedi ] . e | (2004)
véltozdsokat, amelyek Laktul6oz amlqu az ’oss’zetetel
elénydsek a " \’/a’lt‘?zasa cs a
gazdaszervezet joléte és J0lét"szerepeliek
egészsége szempontjabol.
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A
prebiotikumnak

Evszam Definicio tekintett Viltozas Forras
osszetevok
Szelektiven fermentalt
Osszetevok, amelyek Nem valtozott a
lehet6vé teszik a definiciot, de
gasztrointesztinalis inulin kifejezetten
mikroflora 6sszetételében megallapitottak, hogy .
2007 és/vagy aktivitasaban tGOS csak két étkezési Roggg;md
bekovetkezd egyedi oligoszacharid felel | (2007)
valtozasokat, amelyek meg a prebiotikus
elonyosek a besorolas
gazdaszervezet joléte és kritériumainak
egészsége szempontjabol.
Kivették szelektivitasi
kritériumot és a
bélrendszerre valo
Inulin korlatozast.
B .  1i1s FOS, GOS, SOS, | Nem koveteli meg,
Eletképtelen tapldlck- XO0S, IMO, hogy a prebiotikufr;n
komponens, amely laktuld f wlt 1
egészségligyl szempontbol axtu oz, ermentatt fegyen vagy vt s
2008 - pyrodextrinek, | a bélmikrobidta altal |[FAO gyiilés
elényds a gazdaszervezet ; . o its e \
szaméra a mikrobista ¢élelmi rf)st’ok, metabo..h%alofij on, ezért (2008)
N 14 ellenallo nem kiilonbdzteti meg
Osszetételének e .
valtoztatasan keresztiil keményit6k, més azokat a
’ emészthetetlen hatéanyagokat,
oligoszaharidok amelyek a
bélmikrobiota
Osszetételét csak gatlo
hatéassal befolyasoljak.
Etrendi
Etrendi prebiotikum: prebiotikumokra
szelektiven fermentalt vonatkozik, amelyek a
Osszetevd, amely a Inulin gasztrointesztinalis | Gibson és
gasztrointesztinalis FOS traktusra hatnak. Az mtsai.
2010 | mikrobidta sszetételében tGOS egészségre (2010)
és/vagy aktivitdsdban Laktul6oz Osszpontosit, a "jolét"
bekovetkez6 specifikus prebiotikum kimarad. Ragaszkodik | 6. ISAPP
valtozasokat eredményez, jeloltek a "szelektiv talalkozo

ezaltal elényos a
gazdaszervezet szamara.

fermentacidhoz" a
FAO definicioval
ellentétben
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A prebiotikumok hatdsmechanizmusa a kovetkezd: megakadalyozzak
a patogén mikrobak nyalkahartyahoz vald kot6dését, valamint taplaloanyagul
szolgalnak a normal mikrobiotat alkotd baktériumok szamara, ezzel eldsegitik
a szaporodasukat. A legismertebb prebiotikumok az oligoszacharidok. A
leggyakrabban  vizsgalt  prebiotikus  oligoszacharidok a  frukto-
oligoszacharidok (FOS), természetes 0sszetevdi bizonyos gabonakultiraknak,
hagyméknak (Bailey és mtsai., 1991); valamint az élesztdsejtfal hidrolizise
soran keletkez6 mannan-oligoszacharidok (MOS).

A frukto-oligoszacharidokat a bifidobaktériumok és a laktobacillusok
fermentalhatjdk (Bouhnik és mtsai.,, 1994; Gibson és Roberfroid, 1995),
amelyeket 4ltaldban hasznos baktériumokként tartanak szamon (Gibson és
Wang, 1994). A FOS szerepe a karos baktériumok - példaul a nekrotikus
bélgyulladast okozd  Clostridium  perfringens -  ndvekedésének
szabalyozasaban vagy mennyiségének csokkentésében rejlik (Hofacre és
mtsai., 2005).

A manndéz a MOS {6 Osszetevdje; egyediilalld tulajdonsaga, hogy
kotddik az 1-es tipusu fimbridval, amelyet sok enteralis baktérium hasznal a
gazdasejthez vald megtapadasban. Ezéltal a manndz eldsegiti a nemkivanatos
baktériumok kolonizacié nélkiili 4thaladasat a bélcsatornan. A MOS egyben
immunmodulalé hatasu is, MOS-kiegészités hatasara IgA-szint-emelkedést

mutattak ki tojotytikokban (Kim és mitsai., 2009), patkanyokban (Kudoh és
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mtsai., 1999) és kutyakban (Swanson és mtsai., 2002a,b). Az IgA gatolja a
baktériumok megtapaddsat a bélhamsejteken, noveli a nyalka termelését
(McKay ¢és Perdue, 1993), és meggatolja a hamszovet-karosodast okozo
gyulladast (Russell és mtsai., 1989).

Nyulakban a prebiotikumok segitik a kedvezé baktériumok
elszaporodasat,  amelyek  kompetitive  gatolhatjdk a  koérokozd
mikroorganizmusok szaporodasat a vakbélben. Morisse és mtsai., (1992)
eredményei alatdmasztjdk a FOS vakbélben kifejtett kedvezd hatdsat. A
vakbéltartalomban nétt a szaprofita E. coli populacio és a VFA-termelés,
ugyanakkor csokkent az ammonia szintje.

Ami az egyéb prebiotikumokat illeti: a GOS (galakto-oligoszacharid)
(Peeters és mtsai., 1992) és a MOS (Mourao és mtsai., 2006) alkalmazésa
megemelkedett VFA-szinteket eredményezett a vakbéltartalomban. Gidenne
vizsgalatai (1995) azonban ellentétes eredményre vezettek, a GOS
adagolasanak nem volt pozitiv hatdsa a vakbéltartalom VFA-szintjére.

A kisebb polimerizacios foku fruktdnokat hidrolizalhatjdk a
bélcsatornaban 1évé mikrobak, kiilondsen aktiv caecotrophia mellett
(Carabano és mtsai., 2001). A MOS nyulakndl igéretes prebiotikumnak
tekinthetd, amely sokkal inkabb a patogén kolonizacid6 megeldzésével,
mintsem a kedvezd mikroorganizmusok serkentésével hat (Kocher, 2006).

MOS-al végzett kisérleteik soran Fonseca és mtsai. (2004), valamint Mourao
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¢s mtsai. (2006) a prebiotikum milkodését és hatasat az AGP-kel kapott
eredményekkel vetették 0ssze. Ami a bélmorfoldgiai hatasat illeti, Mourao és
mtsai. (2006) arrol szamoltak be, hogy a MOS ndvelte a bélbolyhok hosszat és
csOkkentette a mikrobak szamat.

A prebiotikumokkal végzett kisérletek igen eltérd eredményeket
mutatnak, ami Falcao és mtsai. (2007) szerint a kisérleti protokollok
kiilonbozdségével (pl. az allatok szama, higiéniai koriilmények, a prebiotikum
természete, a takarmanyhoz hozzaadott prebiotikum mennyisége)
magyarazhat6. A megfeleld prebiotikum-koncentrdcié problémajanak
hangstlyos voltara vilagitanak r4 Murao ¢és mtsai. (2006): ha a kedvezd hatés
elérése érdekében til nagy mennyiségben sziikséges a bevitel, a magas
koltségek hatart szabnak a gyakorlati alkalmazasnak. Mindezeken tl, nem
szabad megfeledkezniink arrdl, hogy a nyultakarmany természetes modon
rostban gazdag, amelyek koziil néhany onmagéaban is jelentds mennyiségii
oligoszacharidot tartalmaz, ezért a kereskedelmi prebiotikum-készitmények
egyik lehetséges alternativija a nyal életének minden fézisdban a
legkivanatosabb oligoszacharidokat tartalmazo6 takarmany kivalasztasa lenne
(Falcao és mtsai., 2007).

A szimbiotikum a prebiotikum ¢és probiotikum keveréke (Gibson és
Roberfroid, 1995), amely additiv vagy szinergikus hatdst fejt ki. A nem

emészthetd oligoszacharidok fermentalhaté prebiotikus szubsztratként
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szolgalnak a probiotikus Laktobacillusok és Bifidobaktériumok szamara.
Melyek ezaltal képesek a bél mikrobialis-egyenstlyanak helyreallitasara,
tovabba javitjdk a gazdaszervezet anyagcsere-folyamatainak hatékonysagat

(Mohan ¢és mtsai., 2017).

2.4.5 A spirulina (Arthrospira platensis) és a kakukkfi (Thymus vulgaris

L.), mint természetes takarmany-Kkiegészitok

A spirulina egy kék-zold alga, amely gazdag fehérjében, vitaminokban,
asvanyi anyagokban és karotinoidokban. Téaplalék-kiegészit6t tobb mint 20
éve hasznaljak; magas a B komplex vitamin, a béta-karotin, az E-vitamin, a
mangan, a cink, a réz, a vas, a szelén és a gamma-linolénsav tartalma (Belay
¢s mtsai., 1996). Szamos tanulmany kimutatta a spirulina hasznos biologial
aktivitasat az immunrendszer szabalyozédsa teriiletén; valamint igazoltak
antioxidans, rdkellenes, antimikrobidlis és probiotikus hatasait is (Belay,
2002).

A spirulinaval torténd takarmany-kiegészitést széles korben
tanulmanyoztdk hdzi nytlban az elmult évtizedben. Ezen kutatdsok részletes
eredményekkel szolgéltak a spirulina teljesitményre €s a taplaléanyagok
emészthetdségére gyakorolt hatasair6l (Peiretti és Meineri, 2008, Dalle Zotte
¢s mtsai., 2013, Gerencsér €és mtsai., 2014). Tovabba a husmindségre és a hlis

zsirsav-Osszetételére (Peiretti és Meineri, 2011), a karkassz Gsszetételére-, a
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B12-vitamin felszivodasara-, a hus reoldgiai tulajdonsagaira €s a csontok
fejlodésére kifejtett hatasokrol (Dalle Zotte és mtsai., 2014 a.), valamint a hts-
zsirsav-profiljarol és oxidativ statuszardl (Dal Bosco és mtsai., 2014; Dalle
Zotte ¢és mtsai., 2014b); szérum biokémiai, immunvalasz ¢és antioxidans
paramétereket illetéen (Kovacs és mtsai., 2016). Az oxidativ stressz (Kim ¢€s
mtsai., 2010) és atherosclerosis esetében (Cheong mtsai., 2010), valamint a
magas zsirtartalmu diétdkban gyakorolt kiilonb6z6 hatdsokrol (Meineri és
mtsai., 2009; Peiretti és Meineri, 2009). Rasmussen ¢és mtsai. (2009)
bizonyitottdk, hogy a spirulindval torténd takarmany-kiegészités az egerek
bélmikrobiota dsszetételének megvaltozasahoz vezetett.

A kakukkflinek antimikrobidlis ¢és antioxidans tulajdonsagokat
tulajdonitanak (Dorman és Deans, 2000). Placha és mtsai. (2013) szerint 5 g
kakukkfii illoolaj / kg szarazanyag takarmany-kiegészités javithatja a nyulak
bélfal-integritasat (sértetlenségét) és antioxidans hatasu lehet. A kakukkfl
illoolaj novelte a Lactobacillus és csokkentette az E. coli szamot a japan fiirj
ileuméban (Khaksar ¢s mtsai., 2012); azonban (egy masik tanulmanyban) nem
volt hatdssal a csirkék GIT bakteridlis kozdsségére a 7.-28. napig (Cross és
mtsai., 2007). Egy ujabb tanulmany szerint kakukkfli levél-por adagolasa 14
¢és 28 napos kor kozott a tejsavbaktérium-populécié megerdsitésével javitotta

a bélmikrobiodta dsszetételét brojlercsirkében (Sadek és mtsai., 2014).
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2.5 Mikotoxinok

A mikroszkopikus penészgombak a természetben széleskortien
eléforduld (obligat aerob heterotrof) élélények. Gabonafélékbdl nyerik a
szamukra sziikséges taplaldanyagokat. A mikotoxinok a mikroszkopikus
gombak kedvezdtlen feltételek kozotti szaporodasa kozben termel6dd
masodlagos anyagcsere-termékei, amelyek foként takarmannyal - a
tapcsatornan keresztiil - jutnak be a szervezetbe. A GIT barriert képez a kiilso-
belsd kornyezet kozott (homeosztazis védelme). A taplalékkal bejuto toxikus
anyagok (pl. mikotoxinok) esetében is ez az elsé védelmi vonal, tehat jelentds
toxikus hatdsoknak lehet kitéve.

A mikotoxin-termel6 penészgombak elszaporodasanak mértékét a
szubsztratumok (pl. gabonafélék) érzékenysége, az oxigén jelenléte, az
optimalis hdmérséklet és nedvességtartalom hatarozza meg (Javori €s Szigeti,
2011).

Az elsédleges mezdgazdasagi termelés (takarmanyndvények, novényi
eredetli élelmiszerek stb.) eldallitasa soran foként a nagyobb viztartalmat
(>20%) 1gényld, tgynevezett szant6foldi penészgombak, a tarolas soran pedig
a kisebb nedvességtartalom (<20%) mellett az ugynevezett raktari
penészgombak szaporodnak el. A szant6foldi penészgombak csoportjaba
tartoznak a Fusarium fajok, amelyeknek allat- és human-egészségiligyi

szempontbol fontosabb toxinjaik a zearalenon (F-2 toxin, ZEA), a
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trichotecének - T-2 toxin, HT-2 toxin, nivalenol (NIV), deoxynivalenol
(DON), diacetoxyscirpenol (DAS), fusarenon-X (FX) - és a fumonizinek (FB1
—FBe). A legjelentésebb raktari penészgombak az Aspergillus és a Penicillium
fajok, amelyek a kovetkezd fontosabb toxinokat termelik: aflatoxinok,
ochratoxin-A, citrinin, patulin, rubratoxin B, és ergot toxinok.

A szant6foldi penészgombak toxintermelését a termesztésben 1évo
gabonafajtak/ hibridek fogékonysaga (rezisztencia-hianya) mellett az
agrotechnikai hibdk, a ndvényvaltds hidnya (monokultiras termesztés), a
talajsavanyodds, a novénytaplaldsi és novényvédelmi hidnyossagok is
eldsegitik. A raktdri penészgombdak szaporodédsa ¢€s toxintermelése szinte

kizarolag tarolastechnikai hibakra utal (Javori és Szigeti, 2011).

2.5.4 Mikotoxinnal szennyezett takarmany fogyasztasa, a T-2 és a

fumonizin Bi1 karos hatasai hazi nyilban

A hazi nyul takarméany-6sszetevoi kiilonbozo eredetli nyersanyagokbol
szarmaznak. A takarmany-alapanyagok mikotoxinnal val6 potencialis
szennyezettsége jelentds veszélyt jelenthet, ugyanis fogyasztasuk szamos
allategészségiigyl kockazattal jar. A mikotoxikozis lehet akut vagy kronikus,
az elfogyasztott (szennyezett) takarmany mennyiségétol fiiggéen. A szervek
karosodasa hosszu tavu fogyasztas esetén kumulativ lehet (Mézes és Balogh,

2009).
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Deoxynivalenol altal okozott gyakori klinikai tiinetek a stlyos hastaji
fajdalom és puffadas (Fioramonti €s mitsai.,1993). Aflatoxikozis hatasara
eléfordulhat hipotermia és szamos eltérés a hazinyal vérparamétereiben, pl.
magas karbamid- és kreatinin szint, a kalcium-foszfor-egyensuly zavara,
abnormalis majenzim-szintek (AST, ALT, GGT) (Sahoo és mtsai.,1993);
valamint a xenobiotikum transzformalod rendszer enzimjeinek (citokrémok)
fokozott termelddése (Guerre ¢s mtasi.,, 2000). T-2 toxikozis esetén
jelentkezhet alacsony hematokrit- és vorosvértestszint, fekélyek a szajiiregben,
a gyomorban ¢€s a nyeldcsdben; takarmany-elutasitas, fogyas és petefészek-
rendellenességek (Fekete és mtasi., 1992).

A mikotoxinok mérgezd hatasa a bélrendszerben torténd megjelenésen,
felszivodason keresztiil valosul meg. Az egészségének karosodasa intesztinalis
(és szisztémas) fertdzésekre hajlamosit, rontja a taplaldoanyagok hatékony
emésztését és az allatok termelését (Broom, 2015). A caecotrophia (lagy bélsar
ujra folvétel) utjan a mikotoxinok uUjra a nydl gyomraba keriilhetnek, ez
magyarazhatja a nyul (mint faj) nagyobb érzékenységét a mikotoxikdzisok
irant (Vetési, 1990).

Az élelmiszerekben és takarmanyokban el6fordul6 természetes eredetii
trichothecének koziil, legmagasabb toxicitdsa miatt kiemelten vizsgaltak a T-
2 mikotoxint (A-tipusu trichothecén), amely citotoxikus hatasu masodlagos

metabolit, amelyet a Fusariumok kiilonboz6é fajtai termelnek (Li €s mtsai.,
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2011). A T-2 termelését jelentésen befolyasolhatjadk a termelé gombak
genetikai adottsagai, a kornyezeti feltételek — példaul a hémérséklet,
paratartalom — ¢és a rendelkezésre allo szubsztrat tipusa (Mateo és mtsai.,
2002). Egy vizsgalat szerint az Eurdpai Unid teriiletén leggyakrabban a
kukorica (41%), a bliza (21%) és a zab (21%) esetében mutattak ki szennyezett
mintakat (Li és mtsai., 2011).

A T-2 toxin, miutan a takarmannyal/élelmiszerrel a szervezetbe kertil,
akut és kronikus toxicitasi — apoptozist indukal az immunrendszerben és a
magzati szovetekben. A toxin gyakorta metabolizalodik, ami tobb mint 20-féle
metabolitot eredményezhet. Altalanossagban elmondhato, hogy a T-2 vizben
oldodik, és a f6 metabolikus utak altalaban hidrolizis, hidroxilezés, epoxidalas
¢s konjugacié (Dohnal és mtsai., 2008).

A T-2 az egyik legfontosabb akutan mérgezd trichothecén;
leggyakoribb tiinetei hanyas, hasmenés, letargia, sulycsokkenés, vérzés,
immunszupresszid, nekrozis, a porcszovetek karosoddsa, apoptozist és
elhullast okozhat (Fairhurst és mtsai., 1987.; Glavits és mtsai., 1989)

A T-2 toxicitdsa fligg az allatfajtol, az életkortél (a ndvendékek
érzékenyebbek), az expozicid modjatdl és az adagolastol. Az LDsg érték
(median halalos adag) hazinyulban - intramuszkularis bejuttatas esetén — 1.1

mg/kg testtomeg (Li és mtsai., 2011).
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A fumonizineket el6szor Fusarium verticillioides tenyészetekbol
izolaltak (Gelderblom ¢és mtsai., 1988), elsddleges izoformaik a fumonizin B
(FB1) ¢és Bz (FB2). Kimutattdk, hogy a fumonizinek biokémiai
hatdsmechanizmusa a szfingozinéhoz hasonlé kémiai szerkezetiiknek
koszonhetd; akadalyozzak a szfingolipid bioszintézist, ami a szfingozin N-
acetil-transzferaz enzim gatlasaval valosul meg a legtobb allatfajban
(hazinytlban is) (Wang és mtsai., 1991). Az FB: nefrotoxikusnak ¢és
hepatotoxikusnak bizonyult nyulakban (Gumprecht és mtsai., 1995) és
kimutattdk, hogy karos hatdssal van a hematopoietikus szervekre (Mariscal-
Quintanar és mtsai., 1997). Az FB1 teratogén hatdsat igazoltdk Kovacs ¢és

mtsai. (2003), 300 mg/nap dozis 14 napon keresztiili alkalmazasaval.

255 A mikotoxinok hatasa a bélmikrobiotara

A mikotoxinok képesek befolyasolni a GIT szdmos kulcsfontossagu
mikodését. Hatassal lehetnek a taplaloanyag-forgalomra és a bélham barrier
szerepére. Tovabba egyes mikotoxinok megkonnyitik a koérokozok
megtelepedését a béltraktusban €s fokozzak a bélgyulladas veszélyét (Grenier
¢€s Applegate, 2013).

A mikotoxinok metabolizmusa torténhet a majban és a GIT-ben
egyarant. Amennyiben a bélrendszerben torténik, legyen sz6 akar bélhamrol,

vagy a béltraktust benépesitd mikroorganizmusokroél, az altaldban csokkentheti
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a mikotoxinok toxikus hatasait. Ez a folyamat tipikusan megfigyelhetd a
kérodzoknél, melyek szamos mikotoxint képesek atalakitani nem toxikus
metabolitokka. Monogasztrikus allatok esetében a mikotoxinok bélben torténd
biotranszformacioja elsdsorban a vastagbélben zajlik, igy a felszivodast
megel6zo detoxifikacio mértéke igen csekély (Grenier és Applegate, 2013).

A koérokozok bejutasanak legfébb feliilete a GIT, ugyanakkor pl. a
baromfifélék vakcindzdsa is leggyakrabban ezen keresztiil torténik. A
koérokozok bejutdsa, illetve az antigén beoltdsa eldidézi a bél
immunrendszerének  aktivalédasat, ami immunsejtek proliferacigjat
eredményezi. A mikotoxinok f6 ,,célpontjai” az aktivan 0sztddo sejtek, tehat a
mikotoxinnal szennyezett takarmanyt fogyasztd allatok fogékonyabbak
lehetnek az enteralis fert6zésekre (Grenier és Applegate, 2013).

Tenk és mtsai. (1982) beszamoltak arr6l, hogy a T-2 novelte a bélben
az aerob bélbaktériumok szamat sertésben. A DON kis dézisu kronikus
expozicidja sertésekben szintén ndvelte az aerob bélbaktériumok mennyiségét
(Waché ¢és mitsai.,, 2009). Devriendt és mtsai. (2009) FBi-gyel kezelt
sertésekben a GIT patogén baktériumokra valé nagyobb érzékenységét
mutattak ki, a megfigyelés Salmonelldra nem volt igaz.

Két kiilon tanulmanyban is elemezték az FB1 (5-15 mg/kg dozisok)
hatasat 6-10 napig az Escherichia coli patogén torzsek (ETEC,

Enterotoxigenic E. coli és EXPEC, Extraintesztinalis patogén E. coli) bélben
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torténd kolonizacidjara, valamint a fellépd nyalkahartya-valaszreakciokat.
Devriendt és mtsai. (2009) elhuzodo fertdzottségrol szamoltak be, amely
Osszhangban volt az Oswald és mtsai. (2003) altal megfigyelt nagyfoku
kolonizacidval.

Ouethrani és mtsai. (2013) kimutattak, hogy az ochratoxin-A (OTA)
jelentdsen csokkentette az ecetsav €és a vajsav  koncentracidjat humdn
vastagbé¢l dinamikus szimuldciés modelljiikkben. Ez azt jelzi, hogy az OTA
képes befolyasolni a vastagbél-mikrobidta Gsszetételét és / vagy metabolikus
aktivitdsat. Az eredményiik alatamasztisara Ouethrani és mtsai. (2013)
Kiiktattak a (konstans mikrobiota-alkoté) Lactobacillus reuteri torzset a
leszalld vastagbél mikrobiotabol. A Dbakteriocint termelé L. reuteri
kulcsfontossagu szerepet tolthet be a GIT-ben, mivel kimutattak, hogy pozitiv
hatassal van az immunvalaszra, illetve a bél rendellenességeivel ¢és
fertdzéseivel szembeni védekezésre (Broom, 2015).

Az elézéekben bemutatott eredményekbdl lathatd, hogy a bélrendszert
benépesitdé mikrobasejtek érzékenyek a mikotoxin-fert6zésre. A mikotoxinok
befolyasolhatjdk a bél-mikrobidta Osszetételét és / vagy fermentacios
termékeit, ezaltal pedig az allat egészségi allapotat és novekedését (Broom,
2015). Mindenképpen sziikséges tehat a kiilonb6zé mikotoxinok — dozis és

adagolasi id6 fiiggd — hatasdnak monitorozaséara, kiilonds tekintettel a

rrrrr
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2. A disszertacio célkitiizései

A kisérletek soran a kovetkez6 kérdésekre kerestem valaszt:

1. Hatéasosan alkalmazhaté-e az antibiotikumok preventiv cél, illetve
hozamfokoz6  felhasznaldsanak alternativdjaként a  spirulina
(Arthrospira platensis) és a kakukkfii (Thymus vulgaris L.), milyen
hatdsuk van ezeknek a természetes takarmany-kiegészitoknek a
vakbél-mikrobiotara novendéknyulakban?

2. Preventiv hatast biztositanak-e a takarmany-kiegészitOként hasznalt
probiotikum (Bacillus cereus var. Toyoi sporak) és prebiotikum
(mannén-oligoszacharid) az eubiosis elGsegitésével, hosszantarto
toxikus expozicio esetén nyulban?

3. Hogyan hatnak a T-2-, és a fumonizin B1-mikotoxinok a nyulvakbél-

mikrobidta dsszetételére és mikodésére in vivo, illetve in vitro?
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3. Anyag és modszer

A doktori munkdm sordn végzett kisérletek megegyezo
koriilményeinek és mddszereinek leirasait egy altalanos részben mutatom be.

Az egyes kisérletek sajatossagait kiilon alfejezetekben taglalom.

3.1 Kisérleti allat, tartasi koriilmények, takarmanyozas

A vizsgalatokat a Kaposvari Egyetemen tenyésztett (Pannon Fehér)
nyulakkal végeztiik. A kisérleti allatok 3 hetes kortol ad libitum fogyasztottak
kereskedelmi forgalomban kaphato (hizd) tapot, sulyszelepes oOnitatokbol
tetszés szerint ihattak. A valasztas utan (5 hetesen) a nyulakat drothaldébol
késziilt ketrecekben helyeztiik el (0,61%0,32 m, 3 nyal/ketrec). A hdmérséklet
15-18 °C volt, a napi vilagitas pedig 16 ora.

A kisérleti allatok 3 hetes kortdl 170-176 g/kg nyersfehérje- és 10,14
MlJ/kg emészthetd energiatartalmt (DE), gyogyszeres kiegészités nélkiili (még
kokcidiosztatikumot sem tartalmazo) kontrolltakarméanyt fogyasztottak, amely

10% keményitdt, 5% oldhato rostot, 22,6% savdetergens rostot tartalmazott.
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3.2 Kisérleti elrendezések

3.2.1 A spirulina- és/vagy a kakukkfii-kiegészités hatasanak vizsgalata

a vakbél mikrobialis kozosségére

A Kkisérleti

takarmanyok  kiegészitdinek,

Osszetevdinek  és

tapanyagtartalméanak kémiai Osszetételét az 2. és 3. tablazat foglalja Gssze.

2. Tablazat: A spirulina (Arthrospira platensis) és a kakukkfii

(Thymus vulgaris) kémiai osszetétele (g/kg)

Kémiai 0sszetétel

Arthrospira platensis Thymus vulgaris

Szarazanyag 945 890
Nyersfehérje 658 52,3
Nyerszsir 8,6 31,9
Nyersrost nm?* 182
Hamu 65,1 65,9
Keményitd 35,6 58,4
Neutralis Detergens Rost (NDF) 2,4 298
Savdetergens Rost (ADF) 4,8 210
Savdetergens Lignin (ADL) 0,6 68,1
Ca 2,2 13,6
P 9,2 0,7
Ca/P 0,2 18,7
Emészthet6 energia (DE), MJ/Kkg 10,19 10,19

! nem meghatérozott
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3. Tablazat: Kisérleti takarmanyok 6sszetevéi és kémiai

osszetétele (g/kQg)

Takarméanyok
Kontroll Spirulina Kakukkfli Spirulina+Kakukkfii
Osszetevok
Spirulina - 50 - 50
Thyme - - 30 30
Szbjabab 46% 130 55 140 60
Szaritott lucerna 400 397 370 397
Arpa 247 262 237 262
Buzaszalma 120 110 120 90
Szaritott 40 40 40 40
Zsir por (40%) 35 35 35 35
Monokalcium- 3 3 3 3
Sé (NaCl) 5 5 5 5
DL-Metionin 1 1 1 1
L-lizin HCL 4 6 4 6
Vitamin-Asvanyi 5 5 5 5
Zeolit 10 30 10 15
Kémiai 0sszetétel
Szarazanyag 896 898 898 896
Nyersfehérje 176 170 175 172
Nyerszsir 25 26 27 28
Nyersrost 160 162 157 158
Keményitd 163 181 170 178
Hamu 86 75 84 77
Neutralis Detergens 323 316 314 301
Savdetergens Rost 212 205 208 195
Savdetergens Lignin 53 45 53 46
Emészthetd energia 10,14 10,19 10,19 10,11

Premix 1 kilogramm takarmanyra vonatkoztatva: A-vitamin-3.6 mg; D3-vitamin-25
pg; E-vitamin acetat-50 mg; K3-vitamin-2 mg; biotin-0.1 mg; tiamin-2 mg; riboflavin-
4 mg; B6-vitamin-2 mg; B12 vitamin-0.1 mg; niacin-40 mg; pantoténsav-12 mg;
folsav-1mg; kolin-klorid-300 mg; Fe-100 mg; Cu-20 mg; Mg-50 mg; Co-2 mg; I-1 mg;
Zn-100 mg; Se-0.1 mg.
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A vélasztott nyulakat véletlenszeriien négy csoportba osztottuk (n = 42):
C: kontroll takarmany
S: kontroll takarmany + 5% spirulina (Arthrospira platensis)
T: kontroll takarmany + 3% kakukkfii (Thymus vulgaris L.)

ST: kontroll takarmany + 5% spirulina + 3% kakukkfii

A takarmany-kiegészités a kezelt csoportokban 5-11 hetes korban,
Olaszorszagban kereskedelmi forgalomban kaphatd spirulindval és/vagy
kakukkfiivel tortént. A kezelés soran, a 49., 63., és 77. napos korban (1, 2, 3
mintavételi pontok); véletlenszeriien kivalasztott 6 egészséges allat (1
allat/ketrec) keriilt levagdsra minden csoportbol, 14:00 orakor. Az
emésztérendszer azonnali eltavolitasat kovetden elkiilonitettiik a vakbelet. A
friss vakbéltartalom tomegének mérése utan a mintat -80°C-on taroltuk a
feldolgozasig. A mintdk el6készitése (a bakteridlis DNS tartalom tiszta
formaban vald kinyerése) utan a teljes baktériumtartalom, a Bacteroides,
Clostridium leptum és Clostridium coccoides csoportok mennyiségét
kvantitativ valés idejii PCR-el (QPCR) hataroztuk meg, MxPro 3000P gPCR
késziilékkel (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia).

A kutatasi protokollt az Allategészségiigyi Hivatal vizsgalta és az

Agrar Kozigazgatasi Hatosag hagyta jova (23.1 / 02322/006/2008 szamu

jegyzokonyv).
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3.2.2 A T-2-mikotoxin bélmikrobidtira gyakorolt hatisanak
vizsgalata, a pro- és prebiotikum esetleges védo hatasanak

Kimutatasa

A nagytestli (n = 180), szopds nyulakat véletlenszertien a kdvetkezo

csoportokba osztottuk:

K: kontroll takarmany

Pro: kontroll takarmany + probiotikum

Pre: kontroll takarmany + prebiotikum
Propre: kontroll takarmany + pro- €s prebiotikum

A kisérleti tapokat a nyulak az anyjuk alatt elkezdték fogyasztani, az
elsd szilard takarmany felvétel megkezdésével. Ezt a tapot fogyasztottak 11
hetes korukig. Probiotikumként 0,2% (2x10°/g) Bacillus cereus var. toyoi
(Toyocerin, Asahi Vet. S.A., Barcelona, Spain) sporakat, prebiotikumként
pedig 2% mannan-oligoszacharidot (MOS) (Bio-Mos, Alltech Hungary,
Budapest) alkalmaztunk.

A valasztas 35 napos korban tortént. Valasztaskor (1. mintavétel) és 10
hetes korban (2. mintavétel) 6-6 allat/csoport keriilt vizsgalatra (0sszesen 24-
24 allat). A 8.-10. hét k6zott a négy csoportbol (K, Pro, Pre, Propre) 6-6 nyulat

2 mg/tak.kg T—2-vel kiegészitett tapon tartottunk.
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A mikotoxinos csoportok:

K_M kontroll takarmany + T—2

Pro_M kontroll takarmany + probiotikum +T-2

Pre_M kontroll takarmany + prebiotikum + T-2
Propre_M kontroll takarmany + pro- és prebiotikum + T—2

A mikotoxinos csoportok is vagasra ¢s vizsgalatra Keriiltek (6
allat/csoport, 0sszesen 24 allat) 3 hetes toxin-kiegészitést kdvetden, azaz 11
hetes korban.

A T-2 toxint kisérleti Gton allitottuk el6 a Fusarium sporotrichioides
NRRL 3299 torzs felhasznalasaval kukoricacsiran, Fodor €s mtsai. (2006)
szerint. A gombatenyészetet a kisérleti allatok alaptakarméanyaba kevertiik, igy
a szennyezett takarmanyok 2 mg/kg takarmany T—2 toxin tartalmuaak voltak. A
kontroll- és a kisérleti takarmanyok mikotoxin koncentraciojat LC-MS-el
(Shimadzu, Kyoto, Japan) hataroztuk meg. A T-2 kimutatasi hatarértéke
(LOD) 10 ng/kg volt. A kontroll takarmdny nem tartalmazott detektalhatd
mennyiségli T-2-t, és egyik takarmany sem tartalmazott detektalhatd
mennyiségli deoxinivalenolt és zearalenont.

A mintavételek soran az emésztérendszer azonnali eltavolitasat
kovetden elkiilonitettiik a vakbelet. A friss vakbéltartalom tomegének mérése

utan a mintat -80 °C-on taroltuk a feldolgozésig. A mintak eldkészitése (a
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bakterialis DNS tartalom tiszta formaban valo kinyerése) utan az egyes
baktériumcsoportok mennyiségét qPCR-rel hataroztuk meg, MxPro 3000P
qPCR késziilékkel (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia).

A kutatasi protokollt az Allategészségiigyi Hivatal vizsgalta és az
Agrar Kozigazgatdsi Hatosag hagyta jova (SOI/31/254-3/2013 szamu

jegyzOkonyv).
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3.2.3 A fumonizin Bi-mikotoxin- és/vagy mannan-oligoszacharid-
Kiegészités hatasanak in vitro vizsgalata a nyalvakbél-mikrobiota

osszetételére

Modszeriink alapjat a Fodor és mtsai. (2007) altal a fumonizin Bi
mikrobidlis metabolizmusanak meghatdrozasa soran alkalmazott eljaras adta.

A vakbéltartalom 42 napos korban frissen ledlt allatoktol (n=3)
szarmazott, amelyeket megeldzdleg De Blas ¢s Mateos (2010) ajanlasai szerint
takarmanyoztak. A vakbéltartalmat homogenizaltuk, majd egy-egy kémecsdben
3.33 g béltartalmat (szarazanyag: kb. 30%) preinkubalt (24h/37° C/anaerob
koriilmények) McDougall (pH 8,3) pufferben (9,8 g NaHCOs3, 9,3 g NaHPO4
x 12H20, 0,57 g KCl, 0,47 g NaCl, 0,12 g MgSO4 x 7H20, 0,04 g CaCl. and
1000 ml desztillalt viz; pH 8.3) szuszpendaltunk (10%-0s szuszpenzio). Egy
Ujabb 4 oras preinkubacids (37 °C/anaerob koriilmények) periddust kdvetden
minden kémcsd tartalmahoz hozzaadtuk a vizsgalt anyagokat, a kisérleti

Osszeallitasban az aldbbi csoportokat kialakitva:

(1) kontroll (vakbéltartalom + McDougall puffer)
(2) toxin kezelés (vakbéltartalom + McDougall puffer + FB1)
(3) MOS kezelés (vakbéltartalom + McDougall puffer + MOS)

(4) kombinalt kezelés (vakbéltartalom + McDougall puffer + FB1 + MOS).
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A FB1 (F1147; Sigma Aldrich, Germany) (2-es és 4-es csoport) dozisa
0,05 mg/3,33g vakbéltartalom, mig a MOS (Alltech Hungary Kft. Budapest,
Hungary) (3-as ¢és 4-es csoport) 10 mg/3,33g vakbéltartalom Volt.
Homogenizalast kovetéen a kémcsoveket ismét anaerob inkubatorba
helyeztiik. Inkubalés el6tt (1. mintavétel, abszolut kontroll), majd 12, 24 és 36
ora inkubdcios 1d9 elteltével (2., 3. és 4. mintavétel) 1,5 g (n = 4) keveréket
steril Eppendorf csovekbe helyeztiink, majd fagyasztottuk és -80° C-on
taroltuk a DNS extrakcioig.

A mintdk el6készitése (a bakteridlis DNS tartalom tiszta forméaban valo
kinyerése) utan a teljes baktériumtartalom, az E. coli, valamint a Bacteroides
csoport mennyiségét qPCR-rel hatdroztuk meg, MxPro 3000P qPCR

késziilékkel (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia).

3.3 Quantitative PCR

A vakbéltartalombol vett mintdk elOkészitése (a bakterialis DNS
tartalom tiszta formaban vald kinyerése) utan a teljes baktériumtartalom,
illetve a kiilonféle phylumokhoz tartozd baktériumok (Firmicutes;
Bacteroidetes; Actinobacteria), illetve az E.coli (Proteobacteria) mennyiségét

gPCR-rel hatdroztuk meg.
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A szakirodalom attekintése, modszertani, elméleti tajékozodas utan
kovetkezett a kivalasztott primerek in silico ellenérzése, PCR primerek
optimalizalasa, lehet0ség szerinti uniformizaldsa (részletekért lasd 3.3.1.
bekezdést).

A kovetkezo 1épés minden kisérlet esetében a baktériumonkénti target
szekvencia felszaporitasa volt a Kaposvari Egyetem Molekularis bioldgia
laboratériuméban taldlhat6 MxPro 3000P qPCR késziilekkel (Agilent
Technologies, Santa Clara, Kalifornia).

Az amplifikalt PCR-termékek plazmidban valé klonozasa kiilsd
megrendeléssel (Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet) valosult meg. A
plazmid oldatok koncentracio-meghatdrozasa utan, az oldatokbdl higitasi sort
készitettem. A PCR-termékeket ismert koncentracidban tartalmazo6 plazmidok
higitasi sorabol nyert kalibracidos egyenesekbdl szadmoltam ki a minta
baktériumterhelését. A PCR termék akkumulalodasat SYBR® Green festékkel
kovettiik nyomon, amelyet a PCR Master Mix (Brillant I1 SYBR® QPCR Low
Rox Master Mix; Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia) tartalmazott.
A SYBR® Green festék interkalalodo molekula, amely a dupla szala (ds) DNS-
hez kotédik. Fluoreszcencidja kb. 2000-szer magasabb kett6s szala DNS-hez
kototten, mint szabadon. Gerjesztési maximuma 494 nm, emisszos maximuma
521 nm, melynek intenzitdisa a PCR folyamdn szaporodé dsDNS

mennyiségével ardnyosan ndvekszik. A Real-Time PCR-ben a SYBR® Green
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fluoreszcencidjanak detekcidja minden ciklusban a lanchosszabbitasi 1épés
végeén torténik.

A technikai triplikdtumok alkalmazdsa modszertani kovetelmény
minden minta esetében. A mintdnkénti koncentraciok kiszamitdsa utan az
értekek normalizaldsa kovetkezett az adott minta 6sszes baktériumtartalmara.
Ezt kovetden a kisérletbdl nyert adatok statisztikai értékelésére keriilt sor.

A mennyiségi meghatarozast egyrészrél a qPCR valds iddben mérhetd
jelintenzitas novekedése, masrészrdl a PCR-termékek korabban plazmidba
kifejezhetjiik kiinduldsi kopiaszamban, koncentracioban vagy CFU értékre
vald atszamitdssal. A mintdk Osszehasonlitasara a teljes baktérium
mennyiségre normalizalt értékeket is hasznalhatunk. A qPCR specifikussagat
a hasznalt primerek biztositottak.

3.3.1 A bakterialis DNS kivonasa, amplifikaciéja

A teljes DNS tartalom kivonasa 200 mg vakbéltartalombol tortént; a
tisztitast QIAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Duesseldorf,
Németorszag) felhasznalasaval, a gyarto utasitdsai szerint végeztilk. A DNS
koncentraciot Smart Spec Plus Spektrofotométeren (BioRad, Berkeley,
Kalifornia) mért A260/280 aranybol szamitottuk; majd az Gsszes minta
esetében 60 ng/ul-re allitottuk be. A kovetkez6 1épésként a vizsgalni kivant

baktériumokra jellemzd target szekvencia felszaporitdsa tortént Stratagene
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MxPro 3000P gqPCR késziilékkel (Agilent Technologies, Santa Clara,
Kalifornia). A primerek (4. tablazat) és a vizsgalt bakteridlis csoportok
kivalasztasa az emésztésélettani vagy gasztrointesztindlis betegségekben
jatszott szerepiik alapjan tortént; relevans forrasok felhasznaldsaval (Mariat €s
mtsai., 2009; Angelakis és Raoult, 2010; Xu €és mtsai., 2011), amelyekben a
kisérleteimben alkalmazottal megegyezd technikai hattér és modszereket
hasznaltak a mikrobidta monitorozasara, kiilonbozd allatfajokban.

4. tablazat: Oligonukleotid szekvencidk (primer parok)

Vizsgalt Oligonukleotid szekvenciak Ta Irodalom

baktériumcsoport (53" CO)?
Ossz. Baktérium (Ba)

Forward (27F_a) AGAGTTTGATYM TGG 60 Fierer és

Reverse (338R_a) GCT GCC TCC CGT AGG mtsai. (2008)
Clostridium coccoides (Cc)

Forward (Cc1) GAC GCCGCG TGA AGG A 60 Firmesse ¢€s

Reverse (Cc2) AGC CCCAGCCTTTCA mtsai. (2008)
Clostridium leptum (CI)

Forward (CI8) CCT TCC GTG CCG SAG 60 Firmesse ¢€s

Reverse (CI9) GAA TTA AAC CAC ATA misai. (2008)
Bacteroides (Bs)

Forward (Bs1) CCT WCG ATG GAT AGG 60 Firmesse és

Reverse (Bs2) CACGCT ACTTGG CTG mtsai. (2008)
E.coli (E)

Forward (E.coliF) ~ CAT GCC GCG TGT ATG 6o  Furetés mtsai.

Reverse (E.coli R) CGG GTAACG TCAATG (2009)
Bifidobacterium (Bi)

Forward (F_Bifid CGG GTG AGT AAT GCG 6o  Furetés mtsai.

Reverse (R_Bifid TGA TAG GAC GCG ACC (2009)

Ta — annealing/kapcsolodasi hémérséklet.
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3.3.2 A PCR fragmentek plazmidba épitése

A PCR fragmentek plazmidba épitése kiils6 megrendeléssel (MTA
Kisérleti Orvostudoményi Kutatointézet, Budapest) késziilt. A specifikus
primer parok felhasznaldsaval amplifikalt PCR fragmentek agardéz gélen
torténd futtatasa utdn (1,5% w/v agardz, 1x Trisz/Bordt/EDTA, 8 V/cm) a
specifikus PCR-termékek (inszertek, fragmentek) kivagasa és izolalasa (Gel
/PCR DNA Fragment Extraction Kit, Geneaid) megtortént. Az izolalas utan az
NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, USA) spektrofotométerrel. A
DNS fragmentek pGEM-T Easy vektorba (Promega, Mariland, USA) kertiltek
beépitésre. A ligalasi reakciok a gyartd utasitasai szerint torténtek. A ligdtumot
E. coli DHS5a kompetens sejtekbe transzformaltak (Hanahan, 1983). A
transzformans koloniak szelektalasa ampicillin és X-gal tartalma LB téptalajon
(LB Agar, Fluka, Buchs, Switzerland) tortént. A kék-fehér szelekcié utan a
vilagoskeék, illetve fehér kolonidkat egy 0j lemezre oltottak at, majd az Ujra
kindtt koloniak koziil kolonia PCR-al (T7 és SP6 primerek felhasznélésaval),
illetve gél elektroforézissel kiilonitették el az lires és rekombinans plazmidokat
(4. abra). A rekombinans plazmidokat tartalmazo kolonidkat egy teleprdl
inditva leoltottak, majd a plazmidot izolaltak a felnétt sejtekbdl (Plasmid Mini
Kit, Geneaid, New Taipei City, Taiwan). A tisztitott rekombinans

plazmidokrol génspecifikus, illetve T7 és SP6 primerek (plazmidspecifikus
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primerek) felhasznalasaval ellenérz6 PCR-t végeztek. Ezt kovetben a
rekombinans plazmidot tartalmazé E. coli DH5a koloniakat nagy térfogath
folyékony komplett tapfolyadékban (LB Broth, Fluka, ampicillin (100
microgram/ml) felnovesztették €és nagy mennyiségli, magas tisztasagu
plazmidot izolaltak (Qiagen Plasmid Midi Kit) a gyart6 utasitdsai szerint. A
kapott tisztasagi és mennyiségi értékeket a 6. tablazat tartalmazza. A tisztitott
termékbdl ellendrzd PCR-t végeztek a specifikus primerek és a pGem T Easy
plazmidspecifikus primereinek (T7 és SP6) felhasznalasaval.

5. tablazat: A gélbdl izolalt DNS fragmentek koncentracioja.

Fragment hasznalt primerpar ng/ul
Ba 27F_a-338R_a 191,2
Bi F_Bifid 09c - R_Bifid 06 | 154,0
Bs Bs1-Bs2 171,6
Cc Cc1-Cc2 222,6
Cl CI8-CI9 190,8
E E.coli F- E.coliR 176,2
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Ba Bi Bs Cc cl E  pGEM-T
Easy

4. abra. Kolénia PCR elektroforetikus mintazata az alul jeldlt primerparokkal. A kép két oldalan
molekulalétrak talalhatok. A fent aldhuzott és megvastagitott sorszamu kolonidkat hasznaltuk fel
tovabbi szaporitasra. A pGEM-T Easy jellemz6i az 1. sz. mellékletben lathatoak

6. tablazat Az eléallitott rekombinans plazmidok tisztasagi és mennyiségi
adatai

Minta | fragment | ng/pl A260 | A280 |260/280 | 260/230 | Mennyiség
ID_|1D (ng)
1 Ba 1679,09 | 33,582 | 17,586 | 1,91 2,34 171,27
2 Bi 772,78 ]15,456 18,153 |19 2,26 78,82
3 Bs 1041,95 | 20,839 | 10,971 |19 2,23 106,28
4 Cc 1226,08 | 24,522 112,939 | 1,9 2,22 125,06
5 Cl 1247,46 | 24,949 | 13,037 | 1,91 2,31 127,24
6 E 1415,18 | 28,304 | 14,783 | 1,91 2,32 144,35

3.3.3 Kalibraciés gorbék felvétele mennyiségi meghatirozashoz

Az amplifikalt PCR-termékek (5. dbra) klonozasa és palzmidba épitése

crer
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amplifikalasa adja meg a kopiaszam meghatarozasdhoz sziikséges standard
egyenest (6. abra)

5. dabra. Targetspecifikus primerparokkal amplifikalt termékek agaroz gélen futtatva, UV
megvilagitasban.

File Edit Instrument Tools Options Section View Window Help

¥ MxPro - Mx3000P SYBR Green [Admin\KAPOSVAR-4F 2A06\QPCR: E.coli standard_curve 11-07-2013, 12Hr 51Min 07 Nov 2013 13:53:44*%]

A ILAE IR RN PP e
Analysis Selection/Setup

6. abra. Kalibracios egyenes baktérium kopiaszam mennyiségi meghatarozasahoz
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3.3.4 Az egyes baktériumcsoportok mennyiségi meghatarozasa a

kisérleti mintakbol

A mintael6készités utan (bakterialis DNS kivonasa), a baktériumok
(0sszes  baktériumtartalom ¢és  kivalasztott torzsek) mennyiségének
meghatarozasa qPCR-rel tortént. A qPCR kivitelezése soran minden PCR cs6
25 ul reakcidelegyet tartalmazott: 12,5 ul Brillant 11 SYBR® qPCR Low Rox
Master Mix (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia), 0,2 pM mindkeét
primerbdl (3. tablazat), 10,5 ul steril desztillalt viz és 1 ul DNS extraktum (60
ng/ul). PCR program: 10 perc 95 °C (denaturalas); 30 masodperc 95 °C, 1 perc
60 °C —40 cikluson keresztiil. A ldnchosszabbitasi plato (72 °C) a PCR-termék
rovidsége, illetve a kapcsolddas/annealing 60 °C hdémérsékleten is
bekovetkezd lancnovekedés miatt kimaradt.

Az amplifikalt PCR-termékek klonozasat kovetden, a klonozott
termékbol higitasi sort készitettiink (6. abra); ennek segitségével tortént a
mintdk kiindulasi kopiaszdmanak (baktériumtartalméanak) kiszamitasa. Az igy

kapott kopiaszamokat vonatkoztattuk 1 gramm vakbéltartalom mennyiségre.
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3.4 Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai elemzését SPSS (20. verzid)
programcsomaggal végeztem. A tobbtényezds varianciaanalizisben (GLM —
General Linear Model) a takarmédnyozdsi csoportok (diéta), valamint a
vizsgalati idopontok voltak a faktorok és a baktérium kopiaszamok a fiiggd

valtozok.

A GLM képlete:

yij= p + mintavételi ponti + diétaj + mintavételi ponti x diétaj + ejj

ahol y a vizsgalt baktériumcsoport kopiaszama (pl. Bacteroides), p f6
atlag, a mintavételi pont a vakbéltartalom-vétel (boncolas) idépontja (pl. 1, 2,
3). A takarmanyozasi csoportok/diéta a kiillonb6z0 takarméany-kiegészitokre
utalnak (pl. C, S, T, ST) és e a maradék hiba. A gyakorisagi eloszlasok

szignifikancia vizsgalatat LSD post hoc teszttel végeztem.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 A spirulina- és/vagy a kakukkfii-kiegészités hatasa a vakbél
mikrobialis kozosségére

Eredményeim szerint, a vizsgalt csoportok kopiaszam adatai a kvetkezok:

- teljes baktériumtartalom 2,75x10% - 2,24x10%
- C. leptum 5,25x10 - 1,82x10"?
- Bacteroides 5,89x10%° - 1,10x10*2,
- C. coccoides 2,5x10%° - 6,91x10

A Clostridium leptum szerepelt a legnagyobb mennyiségben a teljes
baktériumtartalomhoz viszonyitva, ezt kdvette a Bacteroides nemzetség, majd
a Clostridium coccoides. A vizsgalt baktériumcsoportok mennyiségi adatai a
7-10. tablazatokban lathatoak, takarmény-kiegészités és mintavételi 1d6
szerint.

A spirulina (5%) takarmany-kiegészités (S) 49 és 63 napos korban
szignifikinsan magasabb teljes baktériumtartalmat eredményezett (7. tablazat)
— a kontroll csoporthoz (C) viszonyitva -, azonban a 3. mintavétel soran (77
¢letnap), a vagasi kor idején nem taldltam jelentOs kezeléshatdst. A kombinalt
kezelés (ST) és a kakukkfii onmagaban (T) nem befolyasolta a teljes

baktériumtartalmat.
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7. tablazat. A nyul vakbél teljes baktériumtartalmanak' mennyiségi
valtozasa mintavételi id6 és takarmany-kiegészités szerint (N=72)

Mintavételi 1do

Takarmany- E-éﬁék .
NG 1 2 RSD (mintavételi
kiegészités . . 3 -1
(49. ¢letnap)  (63. életnap) (77.életnap) 1d6)
C 13,2+03*  133+0,4*® 13,6+02% 0,252 0,008
S 14,1 £0,4°A  144+0,5°2  13,5+0,74 0,277 0,001
T 12,4+ 12%  130+0,3** 138+0,52 0,453 0,000
ST 13,1+£0,7A 133+0,8*B 133+05% 0437 0,000
RSD 0,660 0,573 0,095
P-érték 0,000 0,000 0,177

b gramm vakbéltartalom mintaban mért kopiaszam atlagok logio értéke és ezek szorasa (£ SEM)
2Réviditések — kontroll (C), spirulina (S), kakukkfii/thyme (T), spirulina és kakukkfii/thyme (ST)

ab.¢ Ugyanazon mintavételi idén beliil (oszlop) a kezelések kozti szignifikans eltérések jeldlése P<0,05
ABC Kezelésen beliil (sorok), a mintavételi id6k kozotti szignifikans eltérések P<0,05

A Bacteroidesek mennyisége (8. tablazat) a spirulinaval kezelt
csoportban (S) ideiglenes emelkedést mutatott, a 63. napos korban
szignifikdnsan nagyobb volt, mint a kontroll (C) csoportban. A kakukkfiivel
torténd kezelés (T) az els6 mintavétel idején kevesebb, a harmadik mintavétel
idején tobb Bacteroides szdmot eredményezett, mint a kontroll csoportban. A
kombinalt kezelés (ST) hatasara a kisérlet végén magasabb volt a Bacteroides-

mennyiség, mint a C és S csoportokban.
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8. tablazat. A nyul vakbél Bacteroides! tartalmanak mennyiségi valtozasa
mintavételi id6é és takarmany-kiegészités szerint (N=72)

Mintavételi 1do

Takarmany- P-érték
Kicgésri té§2 1 2 3 RSD (mintavételi
(49. életnap)  (63. életnap) (77. életnap) 1d9)
C 11,2 +0,32¢ 11,3+0,5%B 11,7+0,3*® 0,185 0,035
S 11,6 +0,3*" 12,0+ 0,28 11,7+ 02" 0,364 0,000
T 10,8 +0,1°A 11,1 0,62 12,0 +0,3*8 0,511 0,000
ST 11,2+02%"  11,4+02%" 12,0+ 0,6 0,634 0,000
RSD 0,371 0,476 0,401
P-érték 0,000 0,000 0,000

11 gramm vakbéltartalom mintdban mért kopiaszam atlagok logio értéke és ezek szorasa (= SEM)
2Réviditések — kontroll (C), spirulina (S), kakukkfii/thyme (T), spirulina és kakukkfii/thyme (ST)

ab.¢ Ugyanazon mintavételi idén beliil (oszlop) a kezelések kozti szignifikans eltérések jeldlése P<0,05
ABC Kezelésen beliil (sorok), a mintavételi idék kdzdtti szignifikans eltérések P<0,05

A kakukkfii 6nmagaban (T) és spirulinaval kombinalva (ST) is
csokkentette a Firmicutesek (Clostridium leptum és Clostridium coccoides)
mennyiségét a 49. és a 63. napokon a kontrollhoz (C) képest (9-10. tablazat).
Mig a spirulinaval torténd kiegészités (S) 63 és 77 napos korban fejtette ki
antimikrobialis hatasat. A teljes kisérlet soran kevesebb (atlagosan 14 %-kal)

C. coccoides volt jelen a vakbéltartalomban, mint C. leptum.
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9. tablazat. A nyul vakbél Clostridium leptum?! tartalmanak mennyiségi
valtozasa mintavételi id6 és takarmany-kiegészités szerint (N=72)

Mintavételi id6

Takarmany- P-érték
iogsri téZZ 1 2 3 RSD  (mintavételi
(49. életnap) (63. életnap) (77. életnap) 1d9)
C 12,1 £ 0,32 12,1 £ 0,32 12,1 £ 0,32 0,010 0,845
S 12,1 + 0,234 11,9 + 0,38 11,8+ 0,2~ 0,296 0,001
T 11,7 £ 0,204 11,7 £ 0,204 12,3+0,2*8 0,605 0,000
ST 11,7 £ 0,204 11,8 0,104 12,2+0,2*8 0,509 0,000
RSD 0,371 0,267 0,344
P-érték 0,000 0,003 0,000

11 gramm vakbéltartalom mintaban mért kopiaszam atlagok logio értéke és ezek szorasa (= SEM)
2Réviditések — kontroll (C), spirulina (S), kakukkfii/thyme (T), spirulina és kakukkfii/thyme (ST)
ab.¢ Ugyanazon mintavételi idén beliil (oszlop) a kezelések kozti szignifikans eltérések jeldlése P<0,05
ABC Kezelésen beliil (sorok), a mintavételi id6k kozotti szignifikans eltérések P<0,05

10. tablazat. A nyal vakbél Clostridium coccoides! tartalmanak

mennyiségi valtozasa mintavételi ido és takarmany-kiegészités

szerint (n=72)

Mintavételi id6

Takarmény- I?-érték )
A 1 2 RSD  (mintavételi
kiegészités 49 ¢l 63. ¢l ’3 46
(49. ¢életnap) (63. ¢€letnap) (77. életnap) 1dJ)
C 11,3+ 0,334 11,5+ 0,434 11,8+ 0,4*® 0,258 0,007
S 11,3 +0,3% 10,7 + 0,4°B 10,5+ 0,2°2 0,593 0,000
T 10,4 + 0,2°A 10,6 + 0,3%A 11,1 +0,2°8 0,507 0,000
ST 10,4 + 0,224 10,6 + 0,1°A 11,0+ 0,2°2 0,555 0,000
RSD 0,544 0,437 0,507
P-érték 0,000 0,000 0,000

11 gramm vakbéltartalom mintaban mért kopiaszam atlagok logio értéke és ezek szorasa (£ SEM)
2Réviditések — kontroll (C), spirulina (S), kakukkfii/thyme (T), spirulina és kakukkfii/thyme (ST)
&b Ugyanazon mintavételi idén beliil (oszlop) a kezelések kozti szignifikans eltérések jeldlése P<0.05
AB.C Kezelésen beliil (sorok), a mintavételi id6k kozotti szignifikans eltérések P<0,05
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Az 1id6 elérehaladtaval a vakbél teljes baktériumtartalma kissé
megnovekedett (C, T és ST), vagy nem valtozott (S) a kisérlet soran.
Megfigyelheté a Bacteroidesek és a Firmicutesek kopiaszamanak kor (azaz
mintavételi pont) szerinti novekedése, kivéve az S csoportot, amelyben
valtozatlanul maradt, illetve a 63. napon csokkent.

A 11. tablazatban a vizsgalt baktériumcsoportok aranyat mutatom be
az 0Osszes baktériumtartalomhoz viszonyitva. A vizsgalt baktériumok
mennyisége a teljes baktériumtartalom 0,6-13,4%-4t tette ki, a legmagasabb
(1-7,4%) a kontrollban, mig a spirulina csoportban a legalacsonyabb (0,02-
1,33%) aranyban volt jelen. Az id6 elérehaladtaval (életkor) a Clostridium
leptum  aranya  szignifikansan, 7,42-r61  2,84%-ra  csokkent a
kontrollcsoportban, valamint a kakukkfii és a spirulina kombinalt alkalmazasa
esetén. A kakukkfii-kiegészités hatasara a C. leptum és a C. coccoides aranya

is csokkent.
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11. tablazat. A vizsgalt baktériumcsoportok aranya az dsszes

baktériumtartalomhoz viszonyitva, szazalékaban kifejezve, a
kezelés és a mintavételi id6 vonatkozasaban (n=288)

Mintavételi id6

P-érték
Takarmany- 1 2 3 RSD (mintavételi
KiegésziteS' (49 gletnap)  (63. életnap)  (77. életnap) idd)
Bacteroides
C 1,54 +0.,8 0,96 + 0,4 1,23 +0,3 0,057 0,368
S 0,21 +0,1 0,27 +0,1 0,72 + 0,4 0,030 0,647
T 1,11 +£0,42 1,69 + 1,1° 2,80 + 0,5° 0,441 0,000
ST 2,82 +0,8 3,60+ 1,7 426+ 1,7 0,214 0,210
Clostridium leptum
C 742+3,00 4,95+ 1,02° 2,84 +0,9° 0,215 0,004
S 0,73 +0,2 0,33 +0,3 1,33+0,8 0,079 0,305
T 7,66 + 1,12 6,58 + 1,8° 5,50 + 1,3¢ 0,466 0,000
ST 10,02 +3,4% 8,14+ 1,8%° 5,40 +1.2° 0,263 0,050
Clostridium coccoides
C 1,09 £ 0,3 1,42 £ 0,6 1,11£0,5 0,036 0,536
S 0,15+0,1 0,02 + 0,0 0,06 + 0,0 0,039 0,559
T 0,46 +0,1* 0,51 +0,1%P 0,34 £0,1° 0,181 0,014
ST 0,51+0,2 0,56+ 0,1 0,29 + 0,0 0,162 0,317

1Roviditések jelentése — kontroll (C), spirulina (S), kakukkf{i/thyme (T), spirulina és

kakukkfii/ thyme (ST)

ab.c Ugyanazon takarmanykiegészitdvel torténd kezelésen beliil (sor) a mintavételi alkalmak
kozti szignifikans eltérések jelolése P<0,05
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5.1.1. Eredmények értékelése

Az 1d6 eldrehaladtaval a vakbélben taldlhatd baktériumok szdma
novekedett a kontroll csoportban, valamint a kakukkfii és kombinalt kezelés
esetén 1is, spirulina takarmany-kiegészités mellet pedig - néhol ideiglenes
emelkedés utan - minden esetben csokkenést tapasztaltam.

Nyul vakbél-vastagbél szakaszan a bakterialis kozosség mennyisége
Michelland és mtsai. (2011) szerint 12,1+0,05 logio kopia/ g vakbéltartalom
volt a 49-88 napos korban. Kisérletemben ennél magasabb baktériumtartalmat
mutattam ki, 13,2+0,3 - 13,6+0,2 logio kopia/ g vakbéltartalom (49. nap és 77.
nap).

Combes ¢és mtsai. (2011) a nyal vakbél-mikrobiota fejlodését
tanulmanyoztdk 16S rRNS gén alapi molekularis biologiai vizsgélati
modszerrel; az identifik4ciot kapillaris elektroforézis egyszalti konformacios
polimorfizmus (CE-SSCP) és qPCR kombinacidjaval valositottak meg.
Eredményeik szerint a teljes baktériumszam a kor elérehaladtaval novekedett,
a Bacteroides-Prevotella kopiaszam a 14.-t6l a 21. napig emelkedett, mig 35-
70 napos korban csokkent. A Firmicutesek a sziiletést kovetd masodik héten
jelentek meg, majd jelenlétiik stabilizalodott, a kopiaszamuk a 14. és 70. nap
kozott nem valtozott. A teljes baktérium mennyiség €s a Bacteroides csoport
mennyisége az eredményeimhez képest kisebb volt; ez a kiilonbség adddhat a

kiilonb6z6 nyul hibridek hasznalatabol, a takarmanyozas €s tartas eltéréseibdl,
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illetve a PCR-hez hasznalt kiilonb6z6 oligonukleotid szekvenciakbol, eltérd
hatékonysagu minta-elokészitésbol.

A vakbél-mikrobiota Osszetétele fiatal nyulakban nagymértékben
valtoz6 egészen 49 napos korig, azonban 70 napos korukra egészen homogén
lesz (Combes ¢és mtsai., 2011). Ez alapjan 49 napos kor utan a takarmany-
kiegészités alkalmazasaval kevésbé avatkozhatunk be a mikrobiota
Osszetételébe, mennyiségébe. Kisérletem  eredményeib6l  azonban
megallapithatd, hogy a spirulina és / vagy a kakukkfii takarméany kiegészitdk
alkalmazasa jelentds hatassal volt a vizsgalt baktériumok kopiaszamara a 49.
¢és a 77. napok kozti intervallumban is. Ugyanakkor a teljes baktériumszadmra
gyakorolt hatasuk csak ideiglenes volt (lasd a spirulina-kiegészitést a 63.
napon), és a 77. napon nem mutatott eltérést a kontrollhoz viszonyitva. |débeni
valtozast is észleltem, a 77. napon magasabb volt az Osszes baktérium
kopiaszam, mint a 49. napon, az S csoport kivételével.

A spirulina kevésbé ismert, mint pro- vagy prebiotikus takarmany-
kiegészitd. Rasmussen és mitsai. (2009) kisérletiikben 5%-0s Spirulina
platensis-kiegészitést alkalmaztak, amely modositotta az egér bélmikrobiota
Osszetételét, de a mikrobidlis k6zosség koriilbeliil 70% -a megegyezett az
kontroll allatokéval.

Kisérleteim soran a spirulindval torténd takarmény-kiegészités

magasabb Bacteroides-kopiaszamot eredményezett a 63. napon, azonban a
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Firmicutesek szama 63 és 77 napos korban szignifikansan alacsonyabb értéket
mutatott. A kisérletben szerepld baktériumcsoportok aranyanak vizsgalata
soran - a teljes baktériumtartalmon beliil -, arra a kovetkeztetésre jutottam,
hogy a spirulina, mint takarmany kiegészit6 a Bacteroides, a C. leptum és a C.
coccoides baktériumok Osszes baktériumtartalomhoz viszonyitott aranyat az
1d6 eldrehaladtaval novelte, mig a masik harom kezelés altalam nem vizsgalt
baktériumcsoportok aranyndvekedéséhez vezetett.

A kakukkf(i antimikrobialis hatasa a Firmicutesek kopiaszamara csak
atmeneti, a 63. napon volt érvényes. Masrészrol a kakukkfii, a C. leptum és a
C. coccoides, dsszes baktérium mennyiséghez viszonyitott aranyat 77 napos
korra szignifikdnsan csdkkentette. Az eredményeim tehat 6sszhangban allnak
a korabbi adatokkal, amelyek szerint a kakukkfii (a benne 1évé ill6 olajok
révén) antimikrobidlis hatast fejt ki.

Dorman és Deans (2000) kimutattak, hogy az altaluk vizsgalt ill6 olajok
ko6zo6tt a Thymus vulgaris olaj (timol) rendelkezik a legszélesebb antibakterialis
spektrummal. A timol fenolos szerkezetli, erdteljes gatld hatast fejtett ki a
Gram-pozitiv baktériumok ellen, beleértve a Clostridiumokat is.

Osszességében elmondhato, hogy a mar elvalasztott, 35 és 77 napos kor
kozotti nyulak esetében a spirulina és kakukkfli, kiilon-kiilon vagy
kombinalva, mint takarmany-kiegészitok hatassal voltak a vakbél-mikrobiota

Osszetételére. Hatdsuk kiterjedt az Osszes baktérium mennyiségre, a
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Bacteroides, a C. leptum ¢és a C. coccoides csoportok kopiaszamara, valamint
az emlitett baktériumok aranyara a teljes bakterialis kozosséghez viszonyitva.
A spirulina takarmény-kiegészités ideiglenesen megndvelte a teljes
baktériumtartalmat és a Bacteroidesek mennyiségét, mikoézben kisebb
Clostridium kopiaszamot eredményezett. A kakukkfii a Clostridiumokon

kifejtett antimikrobidlis hatdsat csak 63 napos korig gyakorolta.
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5.2. A T-2-mikotoxin bélmikrobidétara gyakorolt hatasa, pro- és
prebiotikum esetleges védo hatasanak kimutatasa

A probiotikumként alkalmazott Bacillus cereus var. toyoi sporak a
Bacteroides (13. tablazat) és E. coli (17. tablazat) baktériumok mennyiségét
szignifikansan novelték, a teljes baktériumtartalom csdkkent (12. tablazat), a
tobbi vizsgalt baktériumcsoport mennyisége nem valtozott jelentdsen.

A mannanoligoszacharid (MOS) mint prebiotikum hatasara a
Clostridium leptum és a Bifidobaktérium-kopiaszamok a masodik mintavételi
idopontban szignifikansan magasabb értéket mutattak (15. és 16. tablazat) a
kontrollcsoporthoz viszonyitva; ezen baktériumcsoportok esetén igazolodott a
kedvezo prebiotikus hatas.

A prebiotikumként alkamazott mannan-oligoszacharid (MOS) és a
probiotikumként alkalmazott Bacillus cereus var. toyoi spoérak egyiittes
fogyasztasa esetén nem észleltem jelentds, tartdos valtozast az egyes

baktériumcsoportok mennyiségét illetden.

A takarmanyba kevert T-2 mikotoxin a vakbéltartalom E. coli
mennyiségét szignifikansan, 86,4 %-kal csokkentette (17. tablazat). A teljes
baktérium mennyiségre (12. tablazat), illetve a Bacteroides, Clostridium
coccoides, Clostridium leptum és a Bifidobaktérium csoportok mennyiségére

(13.,14.,15.,16. tablazat) nem volt szignifikans hatassal.
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A csak mikotoxinnal (mesterségesen) szennyezett tapot fogyasztd

csoporthoz  viszonyitva, szignifikdinsan magasabb volt a teljes

baktériummennyiség a toxin mellett prebiotikummal, illetve pre- és

probiotikummal kiegészitett takarmanyt fogyasztokban (12. tablazat).

12. tablazat. A nyul vakbél teljes baktériumtartalmanak® mennyiségi
valtozasa mintavételi id6 és takarmany-kiegészités szerint (N=72)

P-érték
Takarmény- Mintavételi id6 RSD (mintavételi
kiegészités? idd)
1 2

K 12,9 + 0,234 12,3+0,4°8 0,771 0,000

Pro 12,2 +£ 0,204 12,0+0,1*B 0,447 0,009

Pre 12,740,147 12,5+0,3>8 0,465 0,015

ProPre 12,7+ 0,1 12,3+0,3>82 0,706 0,001

K M 12,0 +0,1°

Pro M 12,2 +0,1°

Pre M 12,5 + 0,3*P

ProPre M 12,5 +0,4°
RSD 0,705 0,615
P-érték (diet) 0,000 0,000

11 gramm vakbéltartalom mintdban mért kopiaszam atlagok logio értéke és ezek szordsa (= SEM)

2 Roviditések — kontroll (K), probiotikum (Pro), Prebiotikum (Pre), Pro- és Prebiotikum (ProPre),
mikotoxinnal kiegészitett (M)

&b Ugyanazon mintavételi idén beliil (oszlop) a kezelések kozti szignifikans eltérések jeldlése P<0,05
ABC Kezelésen beliil (sorok), a mintavételi id6k kozotti szignifikans eltérések P<0,05
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13. tablazat. A nyil vakbél Bacteroides! tartalmanak mennyiségi
valtozasa mintavételi id6 és takarmany-kiegészités szerint (N=72)

P-érték
Takarmény- Mintavételi id6 RSD ) oo
(mintavételi
. rrer 2
kiegészités 1 5
K 9,9 +0,12A 9,7+ 0,0*B 0,902 0,000
Pro 10,2 +0,2° 10,1 +0,5° 0,000 0,955
Pre 10,1 £0,12 9,8 + 0,22 0,167 0,186
ProPre 10,1 + 0,2%0A 98+0,1*2 0,516 0,009
K M 9,5+0,12
Pro M 9.6 + 0,02
Pre M 9,9 £ 0,22
ProPre M 9,6 +£0,3?
RSD 0,520 0,369
P-érték (diet) 0,001 0,014

11 gramm vakbéltartalom mintaban mért kopiaszam atlagok logio értéke és ezek szordsa (+ SEM)

2 Roviditések — kontroll (K), probiotikum (Pro), Prebiotikum (Pre), Pro- és Prebiotikum (ProPre),
mikotoxinnal kiegészitett (M)

ab.c Ugyanazon mintavételi idén beliil (oszlop) a kezelések kozti szignifikans eltérések jeldlése P<0,05
ABC Kezelésen beliil (sorok), a mintavételi id6k kozotti szignifikans eltérések P<0,05
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14. tablazat. A nyil vakbél Clostridium coccoides! tartalmdana mennyiségi
valtozasa mintavételi id6 és takarmany-kiegészités szerint (N=72)

Mintavételi id6 P-érték
Takarmdny- RSD (mintavételi
kiegészités?
1 2
K 9,8 +0,12A 9,1+0,128 0,911 0,000
Pro 9,5+ 0,1°A 9,1+0,3* 0,419 0,012
Pre 9.4 +0,2° 9,2 +(,32¢ 0,055 0,462
ProPre 9,3 +0,2° 9,2+0,2° 0,062 0,563
K M 9,2 +(,12¢
Pro M 9,2 +0,2P¢
Pre M 9,2+0,28
ProPre M 92+0,12
RSD 0,638 0,191
P-érték (diet) 0,000 0,320

11 gramm vakbél tartalom mintdban mért kdpiaszam atlagok log 10 értéke és ezek szorasa (= SEM)

2 Roviditések — kontroll (K), probiotikum (Pro), Prebiotikum (Pre), Pro- és Prebiotikum (ProPre),
mikotoxinnal kiegészitett (M)

ab.c Jgyanazon mintavételi idén beliil (oszlop) a kezelések kozti szignifikans eltérések jeldlése P<0,05
ABC Kezelésen beliil (sorok), a mintavételi idék kdzdtti szignifikans eltérések P<0,05
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15. tablazat. A nyil vakbél Clostridium leptum? tartalmanak mennyiségi
valtozasa mintavételi id6 és takarmany-kiegészités szerint (=72)

S P-érték
Takarményz- Mintavételi id8 RSD (mintavételi 1d6)
kiegészités
1 2
K 10,5+ 0,1~ 10,2 +0,1°®8 0,574 0,004
Pro 10,5 + 0,22 10,2+0,3° 0,168 0,146
Pre 10,4 +0,2° 10,4+0,0° 0,113 0,286
ProPre 10,5 + 0,234 10,2 + 0,08 0,807 0,000
K M 10,5 + 0,22
Pro M 10,3+ 0,1°
Pre M 10,4 + 0,0
ProPre M 10,2 + 0,29
RSD 0,231 0,789
P-érték (diet) 0,117 0,000

1 1 gramm vakbéltartalom mintdban mért kopiaszam atlagok logio értéke és ezek szorasa (£ SEM)

2 Roviditések — kontroll (K), probiotikum (Pro), Prebiotikum (Pre), Pro- és Prebiotikum (ProPre),
mikotoxinnal kiegészitett (M)

ab.c Ugyanazon mintavételi idén beliil (oszlop) a kezelések kozti szignifikans eltérések jelslése P<0,05
ABC Kezelésen beliil (sorok), a mintavételi id6k kozotti szignifikans eltérések P<0,05
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16. tablazat. A nyil vakbél Bifidobacterium ! tartalmanak mennyiségi
valtozasa mintavételi id6 és takarmany-kiegészités szerint (N=72)

P-érték
Takarmény- Mintavételi 1d6 RSD (mintavételi
kiegészités? idd)
1 2
K 9,5+ 0,3%A 9,1 +0,3%8 0,322 0,040
Pro 9,2 +(,2° 9,2+0,1° 0,083 0,944
Pre 9,0 + 0,104 9,6 + 0,328 0,396 0,017
ProPre 9,1 +0,2° 9,1 +0,4° 0,019 0,394
K M 9,0 +0,2°
Pro M 9,1 +0,1°
Pre M 9,2 +0,0°
ProPre M 9,3+0,0°
RSD 0,520 0,518
P-érték (diet) 0,001 0,000

1 1 gramm vakbéltartalom mintdban mért kopiaszam atlagok logio értéke és ezek szorasa (£ SEM)

2 Roviditések — kontroll (K), probiotikum (Pro), Prebiotikum (Pre), Pro- és Prebiotikum (ProPre),
mikotoxinnal kiegészitett (M)

ab.c Ugyanazon mintavételi idén beliil (oszlop) a kezelések kozti szignifikans eltérések jeldlése P<0,05
ABC Kezelésen beliil (sorok), a mintavételi id6k kozotti szignifikans eltérések P<0,05
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17. tablazat. A nyudl vakbél E.coli! tartalmanak mennyiségi valtozasa
mintavételi id6 és takarmany-kiegészités szerint (N=72)

Mintavételi ido RSD P-érték
Takarmény- (mintavételi
kiegészités? T >
K 5,9 + 0,424 7,3+0,4>8 0508 0,014
Pro 6,8 + 0,4°A 8,4+04*® 0,594 0,001
Pre 6,5 + 0,420A 6,9+ 0,28 0,396 0,017
ProPre 6,8 + 0,320A 6,003 0,376 0,020
K M 6,5+ 0,4°
Pro M 6,8 +0,5°
Pre M 6,2 +0,2°
ProPre M 7,1 +0,3°
RSD 0,268 0,692
P-érték (diet) 0,072 0,000

11 gramm vakbéltartalom mintdban mért kopiaszam atlagok logio értéke és ezek szorasa (£ SEM)

2 Roviditések — kontroll (K), probiotikum (Pro), Prebiotikum (Pre), Pro- és Prebiotikum (ProPre),
mikotoxinnal kiegészitett (M)

ab.c Ugyanazon mintavételi idén beliil (oszlop) a kezelések kozti szignifikans eltérések jeldlése P<0,05
ABC Kezelésen beliil (sorok), a mintavételi id6k kozotti szignifikans eltérések P<0,05

Az idébeni valtozasokat szintén a 12.-17. tdblazatokban figyelhetjiik
meg. A kontrollcsoportban csokkent a teljes baktériumtartalom, a
Bacteroidesek, a Firmicutesek és a Bifidobaktériumok mennyisége, mig az E.
coli kopiaszam az id6 el6rehaladtaval nétt. A probiotikumot fogyasztd
csoportban a teljes baktériumtartalom ¢és a Clostridium coccides kopiaszam
csokkent, mig az E. coli mennyiség novekedett az id6 elérehaladtaval. A MOS-
kiegészitést kapo csoportban az 1d6 elérehaladtaval szignifikansan csokkent a
teljes baktériumtartalom, viszont a Bifidobaktériumok és az E. coli

mennyisége nott.
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5.2.1. Eredmények értékelése

Saint-Cyr és mtsai. (2013) oralisan beadott Fusarium toxin (DON)
hatasat vizsgaltak emberben a bélmikrobidta alkotokra; széklet mintabol
dominans €s szubdominans bakterialis csoportok valos idejii PCR-mennyiségi
meghatarozasaval. Az oralis DON expozicio soran a Bacteroides/Prevotella
csoportban a beadast kovetd elsé 3 hét soran jelentds, 0,5 logio névekedést
figyeltek meg. Az Escherichia coli mennyiségében jelentds csokkenést (0,9
logio CFU / g) figyeltek meg.

Kisérletemben azonos molekularis genetikai mddszerrel vizsgéltam a
T-2 expozicio bélmikrobidtara gyakorolt hatasat, amely szintén az Escherichia
coli mennyiségének jelentés mértékii (0,8 logio kopiaszam/g) csokkenéséhez
vezetett. Az emlitett tanulmanyban kimutattak, hogy a DON oralis expozicid
jelentds hatassal van a bélmikrobidta 0sszetételére. Ezen kutatas adatait - a
Fusarium toxinok egy mas képviseldjének vizsgalataval — kiegészitve;
eredményeim alapjan elmondhatdé, hogy a T-2 mikotoxin szdjon at
(takarmannyal/élelmiszerrel) bejutva jelentdsen befolyasolja a bélmikrobidta
Osszetételét.

A probiotikumként alkalmazott Bacillus cereus var. toyoi sporak a
Bacteroides és E. coli baktériumok mennyiségét szignifikansan novelték; az
Osszbaktérium tartalom pedig szignifikdns csokkent, tehat molekularis

genetikai vizsgalatokon alapuldé eredményeimmel alatdmasztom a korabban
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mar — mas allatfajokban, illetve nytilban hagyoményos teny€sztési eljarassal -
megallapitott kdvetkeztetést (Scharlek €s mtsai., 2007; Bonai és mtsai., 2008;
Gisbert és mtsai., 2013), hogy takarmanyhoz adagolva képes valtoztatni a

bélmikrobiodta Osszetételét.
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5.3. A fumonizin Bi-mikotoxin- és/vagy mannan-oligoszacharid-
kiegészités hatasa a nyilvakbél-mikrobiota dsszetételére in vitro

A FBi1i alkalmazdsa az 0Osszes mintavételi pontndl kisebb
Osszesbaktérium mennyiséget eredményezett, a kontrollmintdkhoz képest. A
12 o6ras inkubacid 66,5%-0s  Osszbaktérium-tartalom  csokkenést
eredményezett. A mikotoxin hozzaadasa 80%-kal kisebb E. coli mennyiségét
eredményezett a kontrollcsoporthoz viszonyitva 12 dras inkubécio utan, 36 ora
elteltével a kiilonbség nem volt szignifikdns. A 36 oras inkubacié utan, mas
kezelésekhez képest a MOS kezelés eredményezte a legmagasabb
baktériumszamot (18. tablazat).

A Bacteroidesek mennyiségének novekedése 36 ora elteltével lassabb
volt, mint a kontrollmintakban; de a kombinalt kezelés esetén ez fokozattan
mutatkozott. Az E. colit mennyiségét minden kezelés (MOS és FBi
onmagaban, illetve kombinacidban), 12 és 24 6ras inkubacid utan egyarant
visszaszoritotta, de a kiilonbség a kisérlet végén (36 6ras inkubacié utan) nem
volt szignifikans.

A MOS kezeléshez, illetve a kontrollcsoporthoz hasonlitva a MOS és
az FB1 kombinalt alkalmazasa soran az Osszes baktériumtartalom kevesebb
volt, azonban ez a kezelés eredményezte a legmagasabb Bacteroides
mennyiséget. E. coli esetében az egyiittes hatds hasonlé kopiaszamot

eredményezett, mint a MOS és az FB1 kezelés onmagukban.
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Az inkubacids ido hatasa

A kontrollcsoportban csokkent az teljes baktériumtartalom és a
Bacteroidesek mennyisége, mig az E. coli kdpiaszam az id6 elérehaladtaval
nott.

A MOS kezelés az 1d6 elorehaladtaval fenntartotta a teljes
baktériumtartalom novekedését, ezzel szemben toxinnal torténd és a kombinalt
kezelés esetében csokkent.

Az FB; hatasara gyorsabban ¢€s erdteljesebben csokkent a baktériumok

szama, mint amikor a MOS + FB1 kezelést alkalmaztam.
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18. tablazat. Kezelés és idohatas a vizsgalt bakterialis csoportok

kopiaszam valtozasa alapjan

Képiaszamok !

Mintavételi
1do 1. mintavétel 2. mintavétel 3. mintavétel 4. mintavétel
(Inkubacios
idé, ora) (0) (12) (24) (36)
GSSZ.
Baktérium
Kontroll 13,3540,14  13,52+0,1%*  13,36+0,1*®  13,24+0,1%¢
FB1 13,35+0,1*  12,90+0,1°®  13,01+0,1°©  12,90+0,1B
MOS 13,35£0,1%  13,45+0,1®®  13,50+0,1®®  13,51%0,18
FB1+MOS  13,35+0,1"  13,16+0,1"®  13,12+0,1°®2  13,08+0,1®
Bacteroides
Kontroll 11,2740,04  11,2740,1*AB  11,26+0,1®®  11,1840,128C
FB: 11,27+0,0 11,33£0,32  11,42402%  11,44+0,2°
MOS 11,27+0,0 11,350,228 11,46+0,0°  11,39+0,2°
FB:+MOS  11,27+0,04  11,65+0,1°®  11,67+0,1°®  11,68+0,1®
E. coli
Kontroll 9,15£0,1%  11,12+1,0®®  11,20+0,548  11,44+0,4%®
FB: 9,15£0,14  8,81+0,1°AC  9,72+0,6"  10,04+0,2%
MOS 9,15£0,1%  9,33+0,1°*B  9,39+0,1PAB 9474028
FB1+MOS  9,15+0,14 9,65+0,1°A  10,76+0,2**B  10,98+0,1%¢

11 gramm inkubécids mixben mért kdpiaszam atlagok logio értéke és ezek szorasa (£ SEM)
ab.c Ugyanazon mintavételi idén beliil (oszlop) a kezelések kozti szignifikans eltérések jellése

P<0,05

ABC Kezelésen beliil (sorok), a mintavételi id6k kozotti szignifikans eltérések P<0,05
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5.3.1. Eredmények értékelése

Ebben a kisérletemben, a teljes baktérium-, a Bacteroides és az E. coli
mennyiségét a korabbiakkal megegyezden bakteridlis célszekvencia-
specifikus qPCR-el vizsgaltam. Eredményeimet 6sszehasonlitva Combes és
mtsai. (2011) tanulményaval, a kovetkezd kiilonbségek allapithatok meg: a
teljes baktériumtartalom és a Bacteroidesek kezdeti mennyisége magasabb
volt az inkubécios keverékben (haromszorosara higitott vakbéltartalom), mint
Combes ¢s mtsai. (2011) vizsgélata sordn teljes vakbéltartalombdl kimutatott
baktérium mennyiségek. Az 0sszes baktériummennyiség a 35. életnapon
kopiaszdmban kifejezve 13,35 + 0,1 logio volt 1g inkubécios keverékben; ezzel
szemben Combes és mtsai. (2011) 11,35 + 0,15 logio kdpiaszamot allapitott
meg 1g higitatlan vakbéltartalomban. A Bacteroidesek mennyisége a 35.
életnapon 11,27 + 0,0 logio példany volt 1g inkubacids keverékben, szemben
a 10,58 + 0,15 logio kopiaszam értékkel 1g teljes vakbéltartalombol, amelyet a
Combes ¢és mtsai. (2011) allapitott meg.

A mikotoxinok esetében lehetséges bizonyos mértékii mikrobialis
metabolizacio a béltraktusban, de - mas mechanizmusokon keresztiil — akar
befolyasolhatjak a mikrobidta Osszetételét is. Egyes toxinok mikrobaellenes
hatést fejthetnek ki (Grenier és Applegate, 2013). A mikotoxinok nemcsak a
kozosségi struktirat, hanem a bélmikrobidta alkotok funkciondlis gén

Osszetételét is befolyasolhatjak (Guo €s mtsai., 2014). Azonban csupan néhany
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vizsgalatot végeztek eziddig, a szajon at bejutd mikotoxin expozicid
mikrobialis kozosségre gyakorolt hatasdnak megismerésére.

A FB: bakterialis novekedésre gyakorolt hatasdval kapcsolatos els6
tanulmanyt 1997-ben publikaltdk (Becker ¢s mtsai.,, 1997). A humén
bélmikrobiotat tipikusan reprezentald baktériumokat inkubaltak in vitro 50-
1000 puM FB: jelenlétében. A bakteridlis ndvekedés gatldsa nem volt
megfigyelhetd, ami arra engedett kovetkeztetni, hogy az FB1 nem toxikus a
vizsgalt baktériumok szamara. Antonissen és mtsai. (2015) in vitro vizsgalata
szintén nem mutatta ki a FB1 gatlo hatasat a bakteridlis novekedésre nézve
(kiilonb6zd koncentracidkban); nem taldltak kiilonbséget a mikrobidta
Osszetételében a kontrol- illetve a toxinnal szennyezett takarmanyt fogyaszto
csirkék kozott.

Vizsgalatomban az FB1 kisebb 0sszbaktérium- és E. coli mennyiséget
eredményezett, de a kisérlet végén (utolsé mintavétel) tobb Bacteroides volt a
kontroll kezeléshez képest. Ezen eredményeim 6sszhangban vannak Saint-Cyr
¢s mtsai. (2013) eredményeivel, akik az oralis DON expozicié hatasat
vizsgaltak az emberi bélmikrobiotan. A szdjon at térténd DON expozicid utan
jelentds novekedés volt tapasztalhaté a Bacteroides / Prevotella csoportban,
mikozben csokkent az E. coli koncentracio.

A kisérletemben sikeresen demonstraltam a mannan-oligoszacharid

(MOS) kedvezé élettani hatasat az Osszbaktériumszam és a Bacteroidesek
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szamanak szignifikans novekedésével, ezt alatamasztotta az E. coli
baktériumok szamanak csOkkenése is a kontrollcsoporthoz képest. Ezen
eredményeim Osszhangban allnak Spring és munkatarsai (2000) altal csirkével
végzett in vivo vizsgalat eredményeivel és Oso és mtsai. (2013) altal nyulakon
végzett kisérlet eredményeivel is. A MOS jellemz0 tulajdonsaga, hogy képes
kotddni az 1-es tipusti fimbridkat expresszald patogén baktériumokhoz,
példaul az E. colihoz, ezaltal a MOS novelheti a koran elvalasztott nyulak
rezisztenciajat az emésztési megbetegedésekkel szemben.

Kombinalt alkalmazas esetén a MOS korlatozza a FB1 negativ hatasat
a teljes baktériumtartalomra nézve (a kiilonbség nem szignifikéns, de
figyelemre méltod p = 0,058).

A teljes baktériumtartalom és a Bacteroidesek mennyiségének
csokkenése az inkubacids 1d0 elorehaladtaval, a szubsztrat kimeriilésével
magyarazhatd. A baktériumok nodvekedési iliteme kozvetleniil aranyos a
rendelkezésre all6 tapanyag mennyiségével (Monod, 1949). A nem hasznos E.
coli baktériumok kopiaszama az inkubacids idével parhuzamosan nétt, ami
magyarazhat6 a baktériumcsoportot jellemz6 nagyon rovid generacios idével,
valamint a mas baktériumcsoportok mennyiségének csokkenése kedvezd lehet
szamukra. Ez esetben a forras-kompeticiés modell (resource ratio competition

model) 1ép érvénybe, amely szerint a fogyaszthato tdpanyagok elérhetdsége és
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aranya meghatarozza a kiilonboz6é bakterialis fajok aranyat a bakteridlis

kozosségen beliil (Hibbing és mtsai., 2010).
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6. Kovetkeztetések, javaslatok
6.1. A spirulina- és/vagy a kakukkfii-kiegészités hatasa a vakbél
mikrobialis kozosségére

A kisérletemben alkalmazott modszer - Quantitative Real-time PCR és
SYBR® Green — alkalmazasaval azonos életkorban magasabb teljes
baktériumtartalmat mutattam ki, mint a Michelland és mtsai. (2011) altal
alkalmazott eljaras - ABI Prism 7900HT sequence detection system with
TagMan® universal PCR master mix.

A kisérletben szerepld baktériumcsoportok aranyanak vizsgalata soran
- a teljes baktériumtartalmon beliil -, arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a
spirulina, mint takarmany kiegészit6 a Bacteroides, a C. leptum és a C.
coccoides baktériumok Osszes baktériumtartalomhoz viszonyitott aranyat az
1d6 eldrehaladtaval novelte, mig a masik harom kezelés altalam nem vizsgalt
baktériumcsoportok aranyndvekedéséhez vezetett.

Az a mechanizmus, amellyel a spirulina befolyasolja a vakbél-
mikrobiota Osszetételét, és amellyel kozvetleniil vagy kozvetve csokkenti
ezeknek a baktériumoknak az aranyat, még nem ismert. Eredményeim alapjan
¢s szakirodalmi adatok (Rasmussen és mtsai., 2009) szerint is valosziniisithetd
a spirulina szelektiv antimikrobidlis aktivitasa, vagy az, hogy bizonyos

mikrobak szamara szubsztratként szolgalhat.
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Combes és mtsai. (2011) szerint 49 napos kor utan a takarmany-
kiegészités alkalmazasdval kevésbé avatkozhatunk be a mikrobidta
Osszetételébe, mennyiségébe. Kisérletem eredményei szerint — ezzel
ellentétben - a spirulina és/vagy a kakukkfii takarmany kiegészitok hatassal
voltak a vizsgalt baktériumok kopiaszamara a 49. és a 77. napok kozti
intervallumban is: 63 és 77 napos korban is voltak szignifikans kiilonbségek.

Kisérleteim eredményei bizonyitjak a vizsgalt takarmany-kiegészitok
(spirulina, kaukkfll) gyakorlati alkalmazasdnak megalapozottsagat a vakbél-
mikrobiodta dsszetételének modositasara a kisérletben alkalmazott dézisokban.

A sajat eredményeimen tal egy kozelmultban megjelent tudomanyos
Osszefoglald kozlemény (Assan, 2018) aldtdmasztja szdmos takarmany-
kiegészitd kedvezd élettani hatasat. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a
nyultenyészték sokféle lehetéség kozil valaszthatnak, dontésiiket
befolyasolhatja a kezelési, illetve megeldzési célteriilet, az étrendkiegészitd
jellege (takarmannyal, ivovizzel, kivonatként vagy teljes novényi részként
adagolva), elérhetésége. A spirulina és kakukkfii alkalmazédsdnak terén
tovabbi vizsgalatokat javasolnék. Az eubiosis eldsegitésének szempontjabol

fontos lenne az optimalis aranyuk minél pontosabb kidolgozasa.
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6.2. A T-2-mikotoxin bélmikrobidétara gyakorolt hatasa, pro- és
prebiotikum esetleges védoé hatasanak kimutatasa

A T-2 -mikotoxin takarmannyal bejutva jelentdés hatdssal van a
bélmikrobiota Gsszetételére, azonban prebiotikum, illetve pre- és probiotikum
egyiittes alkalmazasaval a toxin — baktérium mennyiséget csokkentd — hatasa
mérsékelheté. A mannan-oligoszacharidot (MOS) mint prebiotikum, a teljes
baktériummennyiséget Onmagaban nem befolyasolta; azonban MOS-sal
torténd takarmany-kiegészités hatasara a Clostridium leptum ¢és a
Bifidobaktérium-kopiaszamok szignifikdnsan magasabb értéket mutattak, a
kontrollcsoporthoz viszonyitva; ezen baktériumcsoportok esetén igazolodott a
kedvezd prebiotikus hatas. Utobbi eredményem szdmos kordbbi — egyéb
allatfaj, technika, baktériumcsoport - tanulmany eredményeivel 6sszhangban
all. Molekularis genetikai vizsgalatokon alapul6 eredményeim alatdmasztjak a
korabban mas allatfajokban, illetve nyulban csupan hagyomanyos tenyésztési
eljarassal megallapitott kovetkeztetést, hogy a probiotikumként alkalmazott
Bacillus cereus var. toyoi sporak takarmanyhoz adagolva hatassal van a
bélmikrobiota dsszetételére.

Eredményeim alapjan javasolhatd a pre- €és probiotikumok gyakorlati
alkalmazasa a takarmanyozasban, azok preventiv €s eubiosist eldsegitd hatasai

miatt.
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6.3. A fumonizin Bi-mikotoxin- és/vagy mannan-oligoszacharid-
kiegészités hatasa a nyulvakbél-mikrobiota dsszetételére

A vizsgélt mikotoxin a FBi karos hatassal van a nyutlvakbél-
Okoszisztémara, ami a baktériumszam jelentds, 66,5%-0s csokkenésén
keresztiil nyilvanult meg.

A mannan-oligoszacharid (MOS) kedvezé ¢lettani hatdsa
bebizonyosodott, az Osszbaktériumszam ¢és a Bacteroidesek szamanak
szignifikans novekedésével, illetve az E. coli baktériumok szamanak
csOkkenésével. Az eubiosis eldsegitésén til, kombindlt alkalmazas esetén a
MOS korlatozta a FB1 negativ hatdsat a teljes baktériumtartalomra nézve.

A vizsgalat tovabbi jelentdsége, hogy az alkalmazott prebiotikum és
mikotoxin hatasait in vitro koriilmények k6zott - kozvetleniil a mikrobiotara —
értékelhettiik; igy nem érvényesiilhettek a szervezet (és bizonyos élettani

mechanizmusok) esetleges befolyasold koriilményei.
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7. Uj tudomanyos eredmények

Az elvégzett kisérletek eredményei alapjan az alabbi 6t 4j tudoméanyos
eredmény fogalmazhaté meg:

1. A spirulina (5%) takarmany-kiegészités 49 és 63 napos korban
szignifikdnsan =~ magasabb  Osszbaktérium-tartalmat  eredményez, a
Bacteroidesek kopiaszamat idbélegesen megemeli (63 napos korban
magasabb). A spirulina (5%) 6nmagaban ¢s (3%) kakukkfiivel kombinalva is
csokkenti a Firmicutesek mennyiségét.

3. A (2 mg/kg) T-2-toxin tartalma takarmany (2%) prebiotikummal
(MOS), valamint a prebiotikummal és probiotikummal torténé egylittes (2%
MOS + 0,2% (2x10°/g) Bacillus cereus var. toyoi) kiegészitése szignifikansan
(p<0,05) noveli a nyul vakbelében talalhato baktériumok mennyiségét, a csak
mikotoxinnal kiegészitett takarmanyt fogyasztd csoportéhoz képest.

3. A takarmannyal bevitt (2 mg/kg) T-2 mikotoxin jelentosen, 86,4%-
kal csokkenti a nytl-vakbéltartalom Escherichia coli mennyiségét.

4. A nyual vakbéltartalomhoz in vitro adott FB1 mikotoxin (0,05
mg/3,33g vakbéltartalom) 12 6ras inkubaciot kdvetden jelentdsen csokkenti a
baktériumok teljes mennyiségét (66,5%), valamint az Escherichia coli
kopiaszamot (80%), megvaltoztatja vakbél-mikrobidta mennyiségét és

Osszetételét.
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5. A nyual vakbéltartalomhoz in vitro adott FB1 mikotoxin (0,05
mg/3,33g vakbéltartalom) teljes baktériumtartalomra gyakorolt negativ hatasat

korlatozza az egyiittesen alkalmazott MOS prebiotikum (10 mg/3,33¢g

vakbéltartalom) (p = 0,058).

107



8. Osszefoglalas

Elso, in vivo kisérletemben azt vizsgaltam, milyen hatdsa van a spirulina és
kakukkfii természetes takarmany kiegészitbknek a vakbél-mikrobiotara
novendéknyulakban. Kisérleteim soran alkalmazott molekularis genetikai
modszerek elvi alapja a mikroorganizmusok DNS-szekvencia (pl. 16S rRNS
gén) alapl azonositasa, illetve a mennyiségi analizise kvantitativ valds idejii
PCR-el (gPCR - Quantitative Real-time PCR). Combes és mtsai. (2011) a
nyulvakbél-mikrobiota - a sziiletés utani - fejlodését tanulmanyoztak 16S
rRNS gén alapti molekuléris biologiai vizsgélati mddszerrel; eredményeik
szerint a teljes baktériumszam a kor elérehaladtaval novekedett, a Bacteroides-
Prevotella kopiaszam a 14.-t6l a 21. napig emelkedett, mig 35-70 napos korban
csokkent. A Firmicutesek kopiaszdma a 14. és 70. nap k6zott nem valtozott. A
teljes baktérium mennyiség és a Bacteroides csoport mennyisége az
eredményimhez képest kisebb volt; ez a kiilonbség adodhat a kiilonb6zd nyul
hibridek hasznalatabol, a taplalas és tartas eltéréseibdl, illetve a PCR-hez
hasznalt kiilonb6z6 oligonukleotid szekvenciakbal.

Kisérletemben a kopiaszamban bekovetkezd idébeli (mintavételi
alkalom) valtozasokra hatdssal voltak a takarmany kiegészitOkkel tortént
kezelések. A kopiaszamok emelkedtek; kivéve, ha spirulindval egészitettiik ki
a takarmanyt. A vakbél-mikrobiota Osszetétele fiatal nyulakban

nagymértékben valtozo egészen 49 napos korig, azonban 70 napos korukra
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egészen homogén lesz (Combes és mtsai., 2011). Ez alapjan 49 napos kor utdn
a takarmany-kiegészités alkalmazasaval kevésbé avatkozhatunk be a
mikrobiota dsszetételébe, mennyiségébe.

Kisérletem eredményeibdl megallapithato, hogy a spirulina és / vagy a
kakukkfi takarmany kiegészitok alkalmazasa hatassal volt a vizsgalt
baktériumok képiaszamara a 49. és a 77. napok kozti intervallumban is. A
spirulina kevésbé ismert, mint pro- vagy prebiotikus takarmany-kiegészito.
Rasmussen és mtsai. (2009) kisérletikben 5%-0s Spirulina platensis -
kiegészitést alkalmaztak, amely moddositotta az egér bélmikrobidta
Osszetételét, de a mikrobidlis k6zosség koriilbeliil 70% -a megegyezett az
kontroll allatokéval.

Kisérleteim sordn a spirulindval torténd takarmany-kiegészités
magasabb Bacteroides kopiaszamot eredményezett a 63. napon, azonban a
Firmicutesek szama 63 és 77 napos korban szignifikansan alacsonyabb értéket
mutatott. A kisérletben szerepld baktériumcsoportok ardnyanak vizsgalata
sordn - a teljes baktériumtartalmon beliil -, arra a kdvetkeztetésre jutottam,
hogy a spirulina, mint takarmany kiegészité a Bacteroides, a C. leptum és a C.
coccoides baktériumok Osszes baktériumtartalomhoz viszonyitott aranyat az
1d6 elérehaladtaval novelte, mig a masik harom kezelés altalam nem vizsgalt

baktériumcsoportok aranyndvekedéséhez vezetett.
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Az a mechanizmus, amellyel a spirulina befolyasolja a vakbél-
mikrobiota Osszetételét, és amellyel kozvetleniil vagy koézvetve csokkenti
ezeknek a baktériumoknak az aranyat, még nem ismert. Valdsziniisitheté a
spirulina szelektiv antimikrobialis aktivitdsa, vagy annak szubsztratként valo
felhasznalasa bizonyos mikrobak altal (Rasmussen €s mtsai., 2009).

A kakukkf(i antimikrobialis hatasa a Firmicutesek kopiaszamara csak
atmeneti, a 63. napon volt érvényes. Masrészrol a kakukkfii, a C. leptum és a
C. coccoides, dsszes baktérium mennyiséghez viszonyitott aranyat 77 napos
korra szignifikdnsan cskkentette. Az eredményeim tehat 6sszhangban allnak
a kordbbi adatokkal, amelyek szerint a kakukkfii (a benne 1év6 illo olajok
révén) antimikrobidlis hatast fejt ki.

Osszességében elmondhato, hogy a mér elvalasztott, 35 és 77 napos kor
kozotti nyulak esetében a spirulina és kakukkfii, kiilon-kiilon vagy
kombinalva, mint takarmany-kiegészitOk hatassal voltak a vakbél-mikrobiota
Osszetételére. Hatasuk kiterjedt az Osszes baktérium mennyiségre, a
Bacteroides, a C. leptum és a C. coccoides csoportok kopiaszamara, valamint
az emlitett baktériumok ardnyara a teljes bakterialis kozosséghez viszonyitva.
A spirulina takarmany-kiegészités ideiglenesen megndvelte a teljes
baktériumtartalmat és a Bacteroidesek mennyiségét, mikdzben kisebb
Clostridium kopiaszamot eredményezett. A kakukkfii a Clostridiumokon

kifejtett antimikrobidlis hatasat csak 63 napos korig gyakorolta.
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Kisérleteim eredményei bizonyitjak a vizsgalt takarmany-kiegészitok
(spirulina, kaukkfil) gyakorlati alkalmazasanak megalapozottsagat a vakbél-
mikrobidta dsszetételének modositasara a kisérletben alkalmazott dozisokban.
A spirulina és kakukkfli alkalmazasanak terén tovabbi vizsgalatokat
javasolnék. Az eubiosis elOsegitésének szempontjabol fontos lenne az
optimalis aranyuk minél pontosabb kidolgozasa.

Masodik kisérletemben a kordbbiakkal azonos molekularis genetikai
modszerrel vizsgdltam a T-2 expozicid bélmikrobidtara gyakorolt hatésat,
amely az Escherichia coli mennyiségének jelentés mértékii (0,8 logio
kopiaszam/g) csokkenéséhez vezetett, ami 0sszhangban all Saint-Cyr és mtsai.
(2013) eredményeivel. Az emlitett tanulmanyban kimutattadk, hogy a DON
oralis expozicid jelentds hatdssal van a bélmikrobidta Osszetételére. Ezen
kutatas adatait - a Fusarium toxinok egy mas képviseldjének vizsgalataval —
kiegészitve; eredményeim alapjan elmondhatd, hogy a T-2 mikotoxin sz4jon
at  (takarmannyal/élelmiszerrel) bejutva jelentdsen befolydsolja a
bélmikrobiodta dsszetételét.

A probiotikumként alkalmazott Bacillus cereus var. toyoi sporak a
Bacteroides és E. coli baktériumok mennyiségét szignifikansan novelték; az
Osszbaktérium tartalom pedig szignifikdns csokkent, tehat molekuldris
genetikai vizsgalatokon alapuldé eredményeimmel alatdmasztom a korabban

mar — mas allatfajokban, illetve nytilban hagyomanyos tenyésztési eljarassal -
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megallapitott kdvetkeztetést (Scharlek és mtsai., 2007; Bonai és mtsai., 2008;
Gisbert és mtsai., 2013), hogy takarmanyhoz adagolva képes befolyasolni a
bélmikrobiodta dsszetételét.

A mannan-oligoszacharidot (MOS) mint prebiotikum, a teljes
baktérium mennyiséget 6nmagaban nem befolyasolta, azonban MOS-sal
torténd  takarmany-kiegészités hatasara a Clostridium leptum ¢és a
Bifidobaktérium-kopiaszamok szignifikdnsan magasabb értéket mutattak, a
kontrollcsoporthoz viszonyitva; ezen baktériumcsoportok esetén igazolodott a
kedvezd prebiotikus hatds. Utdbbi eredményem szdmos korabbi — egyéb
allatfaj, technika, baktériumcsoport - tanulmany eredményeivel dsszhangban
all.

Harmadik, in vivo kisérletemben, a teljes baktérium, a Bacteroides és
az E. coli mennyiségét a korabbiakkal megegyezden bakterialis célszekvencia-
specifikus qPCR-el vizsgaltam. Eredményeimet Osszehasonlitva Combes és
mtsai. (2011) tanulményéval, a kovetkezd kiilonbségek allapithatok meg: a
teljes baktériumtartalom és a Bacteroidesek kezdeti mennyisége magasabb
volt az inkubécios keverékben (haromszorosara higitott vakbéltartalom), mint
Combes ¢s mtsai. (2011) vizsgélata sordn teljes vakbéltartalombodl kimutatott
baktérium mennyiségek. A mikotoxinok esetében lehetséges bizonyos mértékii
mikrobialis metabolizacid a béltraktusban, de - mas mechanizmusokon

keresztiil — akar befolyasolhatjak a mikrobidta dsszetételét is. Egyes toxinok
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mikréba ellenes hatast fejthetnek ki (Grenier €s Applegate, 2013). A
mikotoxinok nemcsak a k6zosségi struktarat, hanem a bélmikrobiota alkotok
funkcionalis gén 0Osszetételét is befolyasolhatjdk (Guo ¢és mtsai., 2014).
Azonban csupan néhany vizsgalatot végeztek ezidaig, a szdjon at bejutd
mikotoxin  expozicid6 mikrobialis kozOsségre gyakorolt hatdsanak
megismerésére.

Az FB1 bakteridlis novekedésre gyakorolt hatdsaval kapcsolatos elsd
tanulmanyt 1997-ben publikéltdk (Becker és mtsai.,, 1997). A human
bélmikrobiotat tipikusan reprezentald baktériumokat inkubaltdk in vitro 50-
1000 uM FBi jelenlétében. A bakteridlis novekedés gatldsa nem volt
megfigyelhet6, ami arra engedett kdvetkeztetni, hogy az FB1 nem toxikus a
vizsgalt baktériumok szdmara. Antonissen és mtsai. (2015) in vitro vizsgélata
szintén nem mutatta ki a FB1 gatlo hatdsat a bakterialis novekedésre nézve
(kiilonbdz6 koncentracidkban); nem taldltak kiilonbséget a mikrobidta
Osszetételében a kontroll- illetve a toxinnal szennyezett takarmanyt fogyaszto
csirkék kozott.

Vizsgalatomban az FB1 kisebb 6sszbaktérium- és E. coli mennyiséget
eredményezett, de a kisérlet végén (utols6é mintavétel) tobb Bacteroides volt a
kontroll kezeléshez képest. Ezen eredményeim 6sszhangban vannak Saint-Cyr
¢és mtsai. (2013) eredményeivel, amelyek az oralis DON expozicié hatdsat

vizsgaltak az emberi bélmikrobiotan. A szdjon at torténé DON expozicid utan
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jelentds névekedés volt tapasztalhatd a Bacteroides / Prevotella csoportban,
mikdzben csdkkent az E. coli koncentracio.

A kisérletemben sikeresen demonstraltam a mannan-oligoszacharid
(MOS) kedvezd élettani hatasat az Gsszbaktériumszam és a Bacteroidesek
szamanak szignifikans novekedésével, ezt alatamasztotta az E. coli
baktériumok szamanak csOkkenése is a kontrollcsoporthoz képest. Ezen
eredményeim Osszhangban allnak Spring és mtsai. (2000) altal csirkével
végzett in vivo vizsgalat eredményeivel és Oso és mtsai. (2013) altal nyulakon
veégzett kisérlet eredményeivel is. A MOS jellemzd tulajdonsaga, hogy képes
kotddni az 1-es tipusti fimbridkat expresszald patogén baktériumokhoz,
példaul az E. colihoz, ezaltal a MOS novelheti a koran elvalasztott nyulak
rezisztenciagjat az emésztési megbetegedésekkel szemben. Kombinalt
alkalmazas esetén a MOS korlatozza a FB1 negativ hatasat a teljes
baktériumtartalomra nézve (p = 0,058).

A teljes baktériumtartalom és a Bacteroidesek mennyiségének
csokkenése az inkubacids 1d0 elorehaladtaval, a szubsztrat kimeriilésével
magyarazhatd. A baktériumok nodvekedési iiteme kozvetleniil aranyos a
rendelkezésre allo tapanyag mennyiségével (Monod 1949). A nem hasznos E.
coli baktériumok kopiaszama az inkubacids idével parhuzamosan nétt, ami
magyarazhat6 a baktériumcsoportot jellemz6 nagyon révid generacios idével,

valamint a mas baktériumcsoportok mennyiségének csokkenése kedvezd lehet
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szamukra. Ez esetben a forras-kompeticios modell (resource ratio competition
model) 1€p érvénybe, amely szerint a fogyaszthato tapanyagok elérhetdsége és
aranya meghatarozza a kiilonboz6é bakterialis fajok aranyat a bakteridlis

kozosségen beliil (Hibbing és mtsai., 2010).
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9. Summary

The development of the rabbit caecal microbiota after birth has been
thoroughly studied using 16S rRNA gene approaches coupled with capillary
electrophoresis single-stranded conformation polymorphism (CE-SSCP) and
gPCR by Combes et al. (2011). According to their results the total bacteria and
Bacteroides-Prevotella copy number increased with age. The copy number of
Firmicutes did not change between 14 and 70 days of age. The amount of total
bacteria and Bacteroides was less in their investigation when compared to my
results, likely due to the different hybrids used, to rabbit nutrition and
management, and also to different oligonucleotide sequences used for PCR.
Age (sampling time) related changes in the copy number were influenced by
the dietary treatments, i.e. copy numbers increased except when spirulina was
added to the diet.

The composition of the caecal microbiota in young rabbits is highly
variable between individuals up to 49 days of age, whereas it becomes
homogenous by 70 days of age (Combes et al. 2011). According to this
statement after 49 days of age it is less possible to modify the microbiota,
through nutritional factors.

In my first experiment, the use of spirulina and / or thyme supplements
influenced the amount of the copy number of the individual bacteria examined

between 49 and 77 days of age. There were more bacteria (total bacteria
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number) at 77 compared to 49 days of age, except in group S, where no
increase was observed.

Several pro- and prebiotics have been described to modify the
composition of the gut microbiota, however the modulation appears to be
restricted usually only to certain bacterial groups (Macfarlane et al. 2008).
Spirulina is less known as a pro- or prebiotic feed supplement. According to
Rasmussen et al. (2009) feeding 5% Spirulina platensis induced changes in the
murine gut microbiota, but the microbial community remained around 70%
similar to that of the control animals. In my experiment dietary inclusion of
spirulina resulted in more Bacteroides on day 63 but significantly lower
amount of Clostridia at 63 and at 77 days of age. Investigating the ratio of the
examined bacterial groups within total bacteria, | can conclude that spirulina
increased the ratio of the sum of Bacteroides, C. leptum and C. coccoides as
time went by, while the other three treatments led to the increase of the ration
of other, not identified bacteria. The mechanism by which spirulina modulates
microbiota composition, and by which directly or indirectly decreased the ratio
of these bacteria is not known yet, it is suggested to be due to selective
antimicrobial activity, or it may serve as substrate for certain microbes
(Rasmussen et al. 2009).

The antimicrobial effect of thyme on the absolute Clostridia number

was only temporary, prevailing on day 63. On the other hand thyme resulted
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in significantly decreasing percentage ratio (within total bacteria) of C. leptum
and C. coccoides by 77 days of age. Results support previous data according
to which thyme (due to its volatile oils) exerts antimicrobial effects. In this
study in the potential use of these additives to modify the composition of the
microbiota has been demonstrated, but further research is advisable to optimize
effects on rabbits’ microbial balance before any practical recommendation.

In my second experiment, | studied the effect of T-2 exposure on
intestinal microbiology using the same molecular genetic method, which also
led to a significant reduction in the amount of Escherichia coli (0.8 logio copies
/ 9), in accordance with Saint-Cyr et al., (2013).

As a probiotic, Bacillus cereus var. toyoi spores increased the amount
of Bacteroides and E. coli bacteria significantly; and the total bacterial content
is significantly decreased, so | conclude with my results based on molecular
genetic studies the established conclusion (Scharlek et al., 2007; Bonai et al.,
2008; Gisbert et al., 2013) that, by feeding it can influence the microbial
composition of the intestine.

The mannan oligosaccharide (MOS) as a prebiotic, did not affect the
total bacterial count; however, with the addition of MOS to feed supplements,
the Clostridium leptum and Bifidobacterium copy numbers showed
significantly higher values compared to the control group; for these bacterial

groups the favorable prebiotic effect was confirmed. My result is in line with
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the results of a number of previous studies - other animal species, techniques
and bacterial groups.

Investigation of intestinal microbiota by molecular genetic tools is in
the focus of recent researches in rabbits. In my third study the amount of total
bacteria, Bacteroides and E. coli was examined by bacterial target sequence
specific qPCR. Comparing our results with those of Combes et al. (2011), the
following differences could be checked: the initial amount of total bacteria and
Bacteroides were higher in the incubation mix (three-fold diluted caecal
content) than Combes et al. (2011) detected in their study in full caecal
contents.

Mycotoxins may undergo microbial metabolism in the intestine, but
may also affect the composition of the microbiota. Some toxins may exert
antimicrobial effects (Grenier and Applegate, 2013). Mycotoxins may alter not
only the community structure but the functional gene composition of the gut
microbiota as well (Guo et al., 2014). However, there are only a few
investigations on the effect of oral mycotoxin exposure on the microbial
community shift. The first study related to the effect of FB1 on bacterial growth
was published in 1997 (Becker et al., 1997). Bacteria typical representatives of
the human intestinal microbiota were incubated in vitro in the presence of 50
to 1000 uM FB1. They observed no inhibition of bacterial growth concluding

that FB1 is non-toxic for the bacteria investigated. Results of Antonissen et al.

119



(2015) showed no influence of different concentrations of FB1 on the bacterial
growth in vitro, they could not show a difference in microbiota composition
between chickens fed the control or the FBs contaminated diet as well.

In my study FB; resulted in less total bacteria and E. coli, but more
Bacteroides compared to the control treatment by the end of the experiment.
This is similar to the results of Saint-Cyr et al (2013) who investigated the
impact of oral DON exposure on the human gut microbiota. After oral DON
exposure a significant increase for the Bacteroides/Prevotella group, while
decrease in E. coli concentration was described.

MOS has successfully demonstrated its beneficial physiological effect
via significant increase of the total bacterial count and number of Bacteroides,
while reduction of number of E. coli bacteria compared to the control group.
These results are in accordance with the in vivo results of Spring et al. (2000)
in chicken and Oso et al. (2013) in rabbits. MOS has the ability to bind
pathogenic bacteria expressing type-1 fimbriae such as E. coli, so MOS may
increase resistance of early weaned rabbits to digestive troubles as well.

In case of combined application MOS fend off the negative effect of
FB1 on total bacteria (p=0,058).

The reduction in the amount of total bacteria and Bacteroides during
incubation could be explained by substrate depletion. The growth rate of the

bacteria is directly proportional to the amount of food available (Monod,
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1949). The copy number of nonadvantageous E. coli increased significantly in
parallel the incubation time. These bacteria have very short generation time
and conceivably decline of other groups of bacteria is favourable for them. The
resource ratio competition model can be applied, suggesting that the
availability and rate of consumption of nutrients will determine the

predominance of different bacterial species (Hibbing et al., 2010).
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10. Koszonetnyilvanitas

Eztton szeretném kdszonetemet és halamat kifejezni Kovacs Melinda
akadémikus asszonynak a doktori képzésben valo részvétel lehetoségéért; a
kisérletek tervezésében, kiértékelésében, a publikaciok és a disszertacio
elkészitésében nyujtott segitségéért, szakmai irdnyitasaért. Koszondm tovabba
a szakmai tovabbképzéseken, tudomanyos konferencidkon vald részévétel
lehetdségét, barati tamogatasat.

Koszonom Dr. Zsolnai Attila témavezetdomnek a mikrobialis
genomikai modszerek és azok kiértékelésének elsajatitdsdban, valamint a
publikaciok és a disszertacio elkészitésében nyujtott segitségét.

Koszondm Dr. Tornyos Gabornak az allatkisérletekben valo aktiv
részvétel és az egyetemi oktatisba vald ,betekintés” lehetdségét; Bota
Brigittanak és Dr. Szabé-Fodor Juditnak és a tanszék 6sszes dolgozdjanak a
kisérletek elvégzésében nyujtott segitségiiket €s tAmogatasukat.

Koszonettel tartozom Dr. Szendrdé Zsoltnak, Dr. Matics Zsoltnak,
Dr. Gerencsér Zsoltnak, Dr. Nagy Istvannak, tovabba a nyultelep 0sszes
dolgozdjanak a kisérletek elvégzésében nyujtott segitséglikért.

Koszonom Dr. Ferenczi Szilamérnak a molekularis genetikai munka
soran elengedhetetlen 1épés, a PCR fragmentek plazmidba épitése soran

végzett munkajat.
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A szoveg gondozasaban nyujtott barati segitségéért koszonetet mondok
Arvai Leventének.

Végiil, de nem utolso6 sorban halas koszonettel tartozom Csaladomnak
(Fiaimnak, Férjemnek és Sziileinknek) valamint barataimnak, akik munkam
soran messzemenokig kitartottak mellettem és tdmogattak abban, hogy véghez

vihessem terveimet.
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1 sz. melléklet

pGem T Easy vector Technical Manual (www.promega.com)

Technical Manual

g pGEM®-T and pGEM®-T
Easy Vector Systems

INSTRUCTIONS FOR USE OF PRODUCTS A1360, A1380,
A3600 AND A3610,

A pGEM-T Easy vektor klonozo helye.

5.D. pGEM®-T Easy Vector Map and Sequence Reference Points
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The pGEM®-T Vector is derived from the pGEM®-5Zf(+) Vector (GenBank®
Accession No. X65308). The pGEMP-T Vector was created by linearizing the
pGEM®-5Zf(+) Vector with EcoRV at base 51 and adding a T to both 3"-ends.
The EcoRV site will not be recovered upon ligation of the vector and insert.
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Figure 1. The promoter and multiple cloning sequence of the pGEM®-T Vector.
The top strand corresponds to the RNA synthesized by T7 RNA polymerase. The
bottom strand corresponds to the RNA synthesized by SP6 RNA polymerase.

165





