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2. Kutatas el6zményei, célkitiizések

2.1. Kutatas el6zményei

A fumonizinek, melyeket eldszor Gelderblom és munkatarsai (1988)
izolaltak, tobbségében a Fusarium proliferatum és Fusarium verticillioides
(korabbi neve Fusarium moniliforme) altal termelt mikotoxinok egy
csoportja. A fumonizinek elsésorban a kukoricaban talalhatéak meg, szerte a
vilagban. A fumonizin B; (FB;) jelenléte a leggyakoribb, az 6sszes fumonizin
korulbelul 60% -at teszi ki (Voss és munkatarsai, 2011).

A fumonizinek  stabil szénlanccal rendelkeznek, a molekula kémiai
szerkezete hasonl6 a szfinganinhoz (Sa) és a szfingozinhoz (So). Ezért a
fumonizinek befolyasoljak a komplex szfingolipidek szintetizalasat. Ezek a
molekulak kulcsfontossagu szerepet jatszanak a sejtmiikodésben, mint
membranalkotok ¢és sejtszintli szabalyozdé molekuldk. A fumonizinek
viszonylag nagy dozisokban és hosszan tartd etetés utdn karos hatasokat
valtottak ki, mint példaul a nyel6csérak emberben (IARC, 1993), a sertés
pulmonalis oedema (PPE), l6-leukoencephalomalacia (ELEM) vagy
majkarosodas tdbb fajban, beleértve a sertéseket, lovakat, szarvasmarhakat,
nyulakat és foemlésoket, illetve vesekarosodast patkanyokban, nyulakban és
juhokban (Smith, 2007). A fumonizin emésztésre gyakorolt hatasanak
megismerésére nagy hangsulyt fektettek, azonban nem sok vizsgalat tortént a

fumonizin és a bél mikrobiotak kdzotti kdlcsonhatas meghatarozasara.

Legjobb tudomasunk szerint egyetlen kdzlemény jelent meg arrél, hogy a
fumonizinek kdzvetlen hatast gyakorolnak bizonyos baktériumtdrzsekre. Az
eredmények szerint az 50, 100, 500 es 1000 uM fumonisin B; koncentracok,

//////

kilonbdzott szignifikansan a kontroll és a kisérleti csoportok kdzott (Becker



és munkatérsai, 1997). A fumonizinek hatassal lehetnek a gazdaszervezet
immunrendszerére kdzvetlen modon, illetve kbzvetetten a bélrendszerben é16
patogén baktériumok mennyiségének megvaltoztatasan keresztil. A
fumonizinek pl. immuntoxicitast okoztak egérben (Abbes és munkatarsai,
2015), illetve csokkentették a csirke makrofagok aktivitsat (Chatterjee és
Mukherjee, 1994). Amikor a japan flrjeket Salmonella gallinarummal
fertézték meg, az FBi-kezelt csoportban (150 mg/kg takarmany, 6 héten
keresztil) megndvekedett mortalitdst és csokkent lymphocyta-szamot
figyeltek meg (Deshmukh és munkatérsai, 2005). A vékony és vastagbelet a
fertdzéssel bevitt E. coli torzs kimutathaté mertékben kolonizélta, amikor a
sertéseket 7 napig kezelték 0,5 mg / testtomegkg FBi—el (Oswald és
munkatarsai, 2003). A fumonizinek és egyéb mikotoxinok, kilénosen az
aflatoxin egyuttes el6fordulasa erésitette a borjak fogékonysagat a vérzéses
hasmenéssel tarsuld, shigatoxint vagy verotoxint, termel6é E. coli (STEC)
fertézésre (Baines és munkatarsai, 2013). Burel (2013) beszdmolt arrdl, hogy
fumonizint tartalmazé takarmanyokban (11,8 mg/kg takarmany, 63 napig) a
fumonizinek atlagos koncentraciéja nem volt hatassal a sertések egészségére,
de elinditotta a Salmonella typhimurium baktériumok mennyiségének
novekedését. Vannak olyan eredmények is, amelyek szerint egyes bél
mikrébak megvaltoztatjak adott mikotoxin szerkezetét vagy toxicitasat, vagy
mas mddon képesek megvédeni a szervezetet a toxin kéaros hatasatol. A
baktériumok metabolizélhatjak vagy megkothetik a fumonizineket, illetve
gatolhatjdk a penészgombak fumonizin termelését. A fumonizinek gatlasaval
kapcsolatban a Lactobacillus rhamnosus 78,64% és 92,88% koOzotti
hatékonysaggal gatolhatja az FB; termelést, és jelentésen csokkenti az FB;
karos hatasait a patkany majaban és veséjében (Al-Masri és munkatarsai,
2011). Ugyanez a  baktérium torzs egy masik Kkisérletben 43,4%-kal
csokkentette az FB, termelést (Stiles és Bullerman, 2002). A Pseudomonas



solanacearum és a Bacillus subtilis er6sen, 70%-, illetve 100%-0s
hatékonysaggal gatolta az FB; termelést (Cavaglieri és munkatarsai, 2005;
paracasie 20 napos inkubalas utan csokkentette (70,5 ul / ml 6sszehasonlitva
a kontroll csoportban 1évé 300 pul / ml FBj-vel) illetve a Lactobacillus
paracasie sp. paracasie 10 napos inkubacidban géatolta az FB; termelést
(Gomah és Zohri, 2014). A kukorica FB; szintjét 3 napos fermentacio utan a
Lactobacillus sp. csokkentette (Mokoena és munkatarsai, 2005). A Fusarium
verticillioides ndvekedésenek és FB; termelésének jelentés csokkenését irtak
le Propionibacterium freudenreichii ssp. Shermanii és ssp. freudenreichii
jelenlétében (Gwiazdowska és munkatarsai, 2008). Az FB; és FB;
Microbacterium oleovorans és Enterobacter hormaechei (Pereira és
munkatarsai, 2007; Pereira és munkatarsai, 2010; Sartori és munkatarsai,
2013).

Az FB;-et siker(lt hidrolizalni 3 6ras inkubalassal, talajbol izolalt bakterialis
torzzsel is (Benedetti és munkatarsai, 2006). Kukoricabol és szilazsbol
izolalt Bacillus sp. 43%-t6l 83%-0s hatasfokkal bontotta a FB;-et 6 napos
inkubalas utan. A Sphingpyxis sp. Az MTA144 —bdl izolalt két enzim szintén
képes volt degradalni a FBi-et (Heinl és munkatéarsai, 2010). Egyes
bakteriumok kotddhetnek a fumonizinekhez; Niderkorn (2006) szerint a FB;
82%, illetve 100%-a eltavolithatd  Leuconostoc mesenteroides, illetve
Lactococcus lactis segitségével. A Streptococcus és az Enterococcus szintén
jelentOs hatast gyakorol a FB; és a FB; szintre. Ezek a baktériumok a FB; és
a FB, akar 24-62%-at is meg tudjak kotni (Niderkorn és munkatarsai, 2007).

Az itt bemutatott kutatds a fumonizin B; és a bélrendszer mikrobio6tajanak

interakcidjat vizsgalta juhban és sertésben, in vitro és in vivo kiserletekben.



2.2. Celok

A kutatés célja a fumonizin B; és a gasztrointesztinalis mikrobiotak kozotti
kolcsonhatas meghatarozasa a kovetkezo szempontok alapjan:

1 - A fumonizin mikotoxin hatésa a gasztrointesztinalis traktus bakteriélis
kdzosségére juhban és sertésben.

2 - A juh és a sertés bél mikrobiota hatasa a fumonizin metabolizmusara.



3. Anyag és modszer

Harom Kisérletet hajtottunk végre:

1. kisérlet: In vitro kdlcsonhatéas a fumonizin B; €s a sertések bél
mikrobidtéja kozott

2. kisérlet: In vitro kdlcsdnhatas a fumonizin B; és a juhok bendé-
mikrobidtaja kozott

3. kiseérlet: In vivo kisérlet: Fumonizin termel6 Fusarium verticillioides
hatasa a sertések mikrobidtajara

3.1. In vitro kélcsonhatas a fumonizin B; és a sertések bél mikrobidtaja
kozott

Kifejlett sertésekbdl a vagoéhidi vagast kovetéen steril és anaerob
korilmények kozott vakbéltartalmat vettiink. Az anaerob koériilmények
kozott eldinkubalt (246ra/37°C) McDougall pufferben (9,8 g NaHCO3, 3,7 g
Na,HPO,, 0,57 g KCI, 0,47 g NaCl, 0,12 g MgSO,7H,0, 0,04 g CaCl, és
1000 ml desztillalt viz; pH 8,3) homogenizaltuk a mintakat, illetve magat a
puffert hasznéltuk a kontroll csoportok létrehozésdhoz (1.a. tablazat). A
Kisérletet 3 csoportra terveztik az 1.a. tdblazat szerint. A FB; vakbél
baktériumokra valé hatdsdnak meghatérozasa céljabol klasszikus tenyésztéses
és mennyisegi PCR eljardsokat hasznaltunk amelyekkel a kisérleti és
kontroll-1 csoport baktérium mennyiségeit mértik. A vakbél baktériumok
FB1 metabolizalasanak becslésésére a kisérleti és a kontroll-2 csoportban LC-
MS készilékkel mértiik meg a FB; és a HFB; koncentracidjat.

1.a. tdblazat: Kisérleti elrendezés a fumonizin B, és a sertések bél mikrobiétaja kozotti

kolcsdnhatas in vitro vizsgélatdhoz

inkubalas Kisérleti csoport Kontroll-1 csoport  Kontroll-2 csoport
(6ra) (puffer+bélsar+FB,)  (puffer+bélsar) (puffer+FB,)
0 n=4 n=4 n=4
24 n=4 n=4 n=4
48 n=4 n=4 n=4

12 x 3,33 g chymus 12 x 3,33 g chymus 12 x 9 ml puffer
Osszetétel 12 x 5,67 ml puffer 12 x5,67 ml puffer 12 x 1 mI 50 pg/g
12 x 1 ml 50 pg/g FB, 1 ml H,0 FB,




3.2. In vitro kélcsdnhatés a fumonizin B; és a juhok bendé-mikrobiotaja
kozott

A Kkisérlet a kordbban leirt elrendezésben tortént (1.a. tablazat) azzal a
kilénbséggel, hogy a az inkubalast 40 kg sulyd, 1 éves magyar racka x
merind fajtaji juh bend6jébél nyert bendéfolyadékkal veégeztik. A FB;
hatasat a bend6 baktériumaira qPCR modszerrel mértiik.

3.3. In vivo kisérlet: Fumonizin termelé Fusarium verticillioides hatasa a
sertések mikrobiotajara

A malacokat két csoportba, egy kisérleti (n=6) és egy kontroll (n=6)
csoportba osztottuk. Hét napos alkalmazkodasi id6 utin, Tossenberger és
munkatarsai (2007) modszere szerint, specidlis T kanult (PVTC; post valve
T-cannula) illesztettink a vakbélbe. A regeneraciés id6tartamot kovetden
Fusarium verticillioides gombakultdrat kevertink a Kisérleti allatok
takarmanyaba, allatonként napi 10 mg FB; bevitelt biztositva.

A 9 napos Fusarium verticillioides etetés alatt a PVTC kanulon keresztil a
0., 2., 4., 6. és 8. napokon vakbélmintdkat vettiink. A mintékat steril
csovekben gytijtottiik. A 0., 4. és 8. napok mintait mikrobidlis tenyésztéshez
készitettiikk el6. Az inkubalds utani mintanak koriilbelil 1 grammjat 9 ml
pepton sooldattal homogenizaltuk. Ezutan 10-szeres higitasi sorozatot
készitettink 10 és 107 higitasi hatarok koézott. A mintavételi pontok 6sszes
mintajat -86°C -on taroltuk a qPCR vizsgalatig.

3.4. Baktérium mennyiség mérésenek a modszerei

3.4.1. EI¢ baktériumok éGsszcsiraszdmdnak meghatdrozdsa in vitro és in
vivo sertés kiserletekben

A kivalasztott taptalajon baktérium tenyésztéses eljarassal hataroztuk meg a
baktériumszamot (1.b. tablazat). Inkubalds utan a minta korllbelll 1
grammjat 9 ml pepton so6oldattal homogenizaltuk, majd 10-szeres higitasi
sorozatot készitettiink 10™* - 10°® higitési hatarok kézott. 100 pl oldatot adtunk
az adott taptalajt tartalmazo agar feliletre baktériumtenyésztés celjabol.
Baktériumok 5 csoportjat vizsgaltuk in vitro sertéskiserletek esetében; aerob
és anaerob bakteriumok, coliform baktériumok, Escherichia coli (E. coli) és
Lactobacillus sp.. Az in vivo kisérletekben a fentieken kivil Clostridium



perfringens (C. perfringens) is tenyésztésre kerult. Az aerob és anaerob
baktériumok kereskedelemben kaphat6 “blood” agaron (BA; Bak-Teszt Ltd.,
Budapest, Hungary), a coliform és Escherichia coli populaciok ChromoBio
Coliform Agar (BioLab) taptalajon, a Lactobacillus sp. mennyiségét MRS
agaron (BioLab) hataroztuk meg. C. perfringens szdmlalasahoz lemezdntéses
technikat alkalmaztunk Tryptose sulphite cycloserine (TSC) agar (1SO7937 —
VWR Chemical) felhasznalasaval. 100 ul higitott mintat kevertiink el 10 ml
TSC agarban, majd Gjabb 10 ml TSC agarral fedtik be a kordbban
megsziladult, el6z6ekben leirt, mintat tartalmazo taptalajt.

1.b. tdblazat: Baktérium tenyésztéses eljarassal meghatarozott baktériumok,
baktérium csoportok és az alkalmazott taptalaj és kortlmények dsszefoglalasa

. ) . tenyésztés ideje aerob /
k I
bakterium taptala) és homérséklete anaerob
aerob o
baktérium Blood agar 1nap, 37°C aerob
anaerob o
baktrium Blood agar 1nap, 37°C anaerob
Coliform ChromoBlo 1nap, 37 °C aerob
coliform agar
. ChromoBio
(I:Eoslciherlchla Coliform 1nap, 37 °C aerob
agar
L ill
Ssctobam us MRS agar 3 nap, 30 °C anaerob
Tryptose
Clostridium sulphite
rai uiphite 3 nap, 30 °C anaerob
perfringens cycloserine
(TSC) agar

A telepképzd egységek szama (CFU/g) a kovetkezd képlettel lett
meghatarozva:

N=xC/Vx11xd

ahol

>C a megszamolt kolonidk szama két egymast kovetd higitdsi sorozat
tagjanak esetében. A higitasi sorozat két tagjanak egyikén legalabb 10
koldnianak kell lennie.



V az a Petri-csészeékre helyezett oltdanyag mennyisége milliliterben
kifejezve.
d amegtartott két higitasi tag koziil az els6 tag higitasi aranya.

3.4.2. Quantitativ polimerdz lancreakcié (qPCR) alkalmazasa a
baktériumok DNS kopiaszamanak mérésére.

Minden, e dolgozatban leirt kisérletben hasznaltunk qPCR-t a baktériumok
DNS kdpiaszdméanak vizsgalatéra (2. tablazat).

2. tablazat. A kutatasban vizsgélt baktérium csoportok

kisérletek szama

baktérium 1. 2. 3. 4.
dsszes baktérium X X X

E. coli X
Enterobacteria X
Bacteroides és Prevotella X X X
Clostridium sp. X
Lactobacillus sp. X X X
Firmicutes X X

Delta- és X

Gammaproteobacteria

DNS kivonésa és gPCR

A DNS kivonasa korulbelil 200 mg fagyasztott minta és QIAamp®DNA
Stool Mini Kit felhasznalasaval tortént a gyarto instrukcioi alapjan.

A kalibracios egyenes létrehozasahoz tisztitott PCR terméket higitottunk
Lactobacillus sp., Firmicutes, Delta- and Gammaproteobacteria esetében.
E.coli, Enterobacteria, C. perfringens, Bacteroides és Prevotella
meghatarozasakor plazmid higitasi sor szolgalt a kalibracidés egyenes
alapjaul.

A bakteridlis csoportok mennyiségét SYBR Green hasznélataval, gPCR
maodszerrel hataroztuk meg. A hasznalt primerek szekvencidit szakirodalmi



informéciok alapjan valogattuk ki. A gPCR végtérfogata 25 pl/cs6é volt. A
reakcidelegy 12,5 ul Brillant 11 SYBR gPCR Low Rox Master Mix-et
(Agilent Technologies, CA, USA), 0,2 — 0,2 uM primert, 10,5 pl steril DEPC
kezelt desztillalt vizet és 1 pl DNS extraktumot tartalmazott. Enterobacteria,
E. coli, Bacteroides és Prevotella esetében a PCR program a kovetkez6 volt:
10 perc 95°C-on, 40 ciklus 30 mp 95°C-on, 1 perc 60 °C-on. Firmicutes,
Delta- és Gammaproteobacteria esetében a PCR program: 10 perc 95°C-on,
40 ciklus 15 mp 95°C-on, 1 perc 60 °C-on. Clostridium sp., esetében a PCR
program: 3 perc 95°C-on, 40 ciklus 40 mp 95°C-on, 40 mp 54 °C-on, 80 mp
72 °C-on. Minden minta triplikdtumban volt bemérve. A baktérium
mennyiség a kalibracids egyenesek felhasznalasaval lett meghatarozva. A
kapott kopiaszamokat egy gram mintara szamoltuk at.

3.5. Mikotoxin kivonés és analizis

FB; kivonasat a kisérleti és a kontroll-2-es csoportoknal kétszeres higitassal
kezdtiik (7 ml minta + 7 ml desztillalt viz), majd 5 perces 3000 fordulat/perc
(rpm) centrifugalassal folytattuk. A felliluszobol a FB; kivonasahoz Sep-Pak
C18 oszlopot hasznéltunk (Waters Co., Milford, MA, USA) (Fodor és
munkatarsai, 2014). Az oszlop kondicionalasa 2 ml metanollal, majd 2 mi
desztillalt vizzel tortént. Ezutan a higitott mintat (2 ml) feltoltottik az
oszlopra és azt 2 ml desztillalt vizzel mostuk. Az FB; elualasat 2 ml
viz/acetonitril keverékkel (1:1 v/v) hajtottuk végre.

A folyadék kromatografids és tdmegspektrometrias analizis Shimadzu
Prominence UFLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) elvéalasztdé rendszerrel tortént
(LC-MS-2020, ultra-gyors folyadék kromatograf, quadrupole témeg
spektrométer  electrospray  forrassal  ellatva). Az  optimalizalt
tdmegspektrumot 4,5 kV interfész fesziltseggel, 1,05 kV negativ illetve 1,25
kV pozitiv modban 1év6 detektor fesziiltséggel vettilk fel. A mintdkat
Phenomenex Kinetex 2,5un C18(2)-HST oszlopon (100 mm x 2,00 mm)
analizaltuk. Az oszlop homérséklete 40°C, az aramlasi sebesség 0,3 ml/perc
volt. A gradiens eltcié LC-MS mindségii desztillalt vizzel (VWR Hungary,
Debrecen) (eluens A) és acetonitrillel (eluens B) tortént. Mindkét eluens
0,1% ecetsavat tartalmazott. 10 pl mintdhoz a kovetkezd gradienst
hasznaltuk: (0 perc) 5% B, (3 perc) 60% B, (8 perc) 100% B, melyet 3 perces
100% B, majd 2,5 perces 5% B eluenssel végzett kezelés kovetett.
Referenciaként FB; (1000 mg/l koncentraciobdl higitva) és HFB; (25 mg/l



koncentracidbol higitva) standard oldatokat hasznaltunk. MS korulmények:
forras blokk hémérséklete 200 °C; szaritogaz sebessége 15,0 I/perc. A
detektalas szelektalt ion monitor (SIM) modban tortént.

Az FB; kovertéldsénak a hatékonysagat aminopentolla (teljesen hidrolizélt
FB: . HFB;) azok molekulatémegei (FB1: 721 g/mol; HFB;: 405 g/mol)
alapjan hataroztuk meg a kovetkezo képlettel:

teljesen hidrolizalt fumonizin B; (mol/g) x 721 g/mol

405 g/mol x fumonizin B; (mol/g)

3.6. Statisztikai analizis

R i386 3.1.2 és az IBM SPSS 22 programokat hasznaltuk a statisztikai
értékelésekhez. Az atlagok Osszehasonlitasat fuggetlen t-prébaval, egyutas
ANOVA és Tukey post-hoc teszttel végeztik. Amennyiben az adatok
eloszlasa nem kdvette a normal eloszlast, nem-paraméteres Kruskal-Wallis
tesztet alkalmaztunk. Ismétléses ANOVA eljarast hasznéltunk a FB; és HFB;
koncentraciok, koloniaképzé egységek és a DNS kopiaszam valtozasanak
vizsgélatahoz.



4. Eredmények

4.1. In vitro kdlcsdnhatas a fumonizin B; és a sertések bél mikrobiotaja
kozott

A kisérleti mintakban a FB; koncentracio csokkenése volt megfigyelheté 24
¢és 48 ora inkubacios id6 utan a kontroll-2 csoporthoz képest, mig a HFB;
(FB; metabolizalt terméke) koncentracid 0,33 %-rdl 0,66 %-ra emelkedett (3.
tablazat)

3. tdblazat: Fumonizin B, és a hidrolizalt fumonizin B; koncentracié (ng/ml) a kontroll
és a kisérleti csoportokban az inkubacios idé alatt.

inkubacios ido

0 6ra 24 6ra 48 Ora
kon;roll kisérlet kon;roll kisérlet kon;roll kisérlet
B 6,433 + 5185+  6,338°+ 4,080°+ 4587°+ 2,747°+
! 0,076 0,175 0,108 0,065 0,085 0,548
0,012 0,024 + 0,004
HFB, 0 0 0 (0,33%) 0 (0,66%)

b szignifikans kiilonbség a kontroll és kisérleti csoportok kozott (P < 0,05)

%: atalakulasi arany: FB; ; HFB;

4.  tablazat: A sertések vakbéltartalménak baktérium tenyésztéses eljarassal
meghatarozott baktériumszamai (logy, CFUY/g, atlag + SD) a feltiintetett inkubacids
idék utan, fumonizin B, -gyel (kisérleti csoport; KCs) és anélkiil (kontroll-1 csoport).

inkubacios ido

Baktérium 0 6ra 24 6ra 48 éra

kontroll-1 KCs kontroll-1 KCs kontroll-1 KCs
aerob 758+007 749+0,09 7,49+0,25 755+0,15 7,31+0,19 7,26 +0,22
anaerob 9,05+ 0,04° 9,02 + 0,05° 8,76 +0,05° 8,74 + 0,19° 8,39 +0,14° 8,34 + 0,08°
E, coli 587+0,07 5,89+0,07 599+0,33 558+0,11 587+0,66 6,16 +0,83
coliform 5,39+0,12 5,33+0,06 569+0,29 544+0,11 584+0,55 5,99 +0,86
hﬁgt"bac' 7,87£0,09 7,76 +0,04* 8,04 £0,09 7,99 +0,06° 7,93+ 0,12 8,01+ 0,11"
ICFU: koléniat alkotd egységek szama
ab.c szignifikans eltérés a csoportok kozott (P < 0,01)
KCs: kisérleti csoport




5. tablazat: gPCR-el meghatarozott baktériumszam (log,, kopiaszam/g, atlag + SD)
sertés vakbéltartalmaban a feltiintetett inkubacios idék alkalmazasaval fumonizin B; -
gyel (kisérleti csoport; KCs) és anélkiil (kontroll-1 csoport)

inkubacios ido

Baktérium 0 6ra 24 6ra 48 6ra
kontroll-1 KCs kontroll-1 KCs kontroll-1 KCs
dsszes 11,33+ 11,52 + 11,68+ 11,91+ 1166+ 11,79 +
baktérium 0,38 0,16 0,21 0,03 0,13 0,05
Bacteroides 7,32+ a 1,95 7,83+ 7,83+ b
ésPrevotella 028 A EOMT 496 0,13° 012> 97011
9,61+ 11,35+ 11,23+ 11,13+ 11,33 +

Lactobacillus 9,80 + 0,25%

0,40 0,11° 0,17° 0,15 0,14°

2P szignifikans eltérés a csoportok kézétt (P < 0,05),

KCs: kisérleti csoport

Baktériumtenyésztéses eljaras esetén nem észleltiink szignifikéns eltérést a
kontroll-2-es és a kisérleti csoport kdzott. 48 dras inkubalas utan (4. tablazat)
az aerob, anaerob, E. coli, coliforms és Lactobacillus baktériumszamaiban
(logip CFU/g) gPCR technikéaval (5. tablazat) mindegyik csoporton beliil
észleltiink eltéréseket. Az 6sszes baktérium, Lactobacillus és Bacteroides-
Prevotella kopiaszamai (logio kdpiaszdm/g) a Kisérleti csoportban

magasabbak voltak a kontroll-2-es csoporthoz viszonyitva.

4.2. In vitro kélcsonhatéas a fumonizin B; és a juhok bendé-mikrobidtaja
kozott

A Bacteroides és Prevotella csoportban (6. tablazat) szignifikans kilonbséget
észleltlink a kontroll-1-es és a kisérleti csoport kdzott a 24-ik és 48-ik draban.
A Kkoépiaszamok (logyy koépiaszam/g) a  kontroll-1-es  csoportban
szignifikansan alacsonyabbak voltak.



6. tablazat: qPCR-rel meghatarozott baktériumszam (log,q képiaszam/g, atlag = SD) a
feltiintetett inkubacios id6k alkalmazasaval fumonizin B, -gyel (kisérleti csoport; KCs)
és anélkil (kontroll-1 csoport)

inkubacios ido

Baktérium 0 6ra 24 6ra 48 6ra
kontroll-1 KCs kontroll-1 KCs kontroll-1 KCs
Osszes 11,16 £ 11,13 + 11,11 + 11,11 +
bakterium 102012 11144004 7555 0.55 0,02 0.12
Bacteroides 8,36 8,48 + 7,73 8,04 +
és Prevotella 019003 822£003 4z 0,05 0,04° 0,16

Firmicutes 8,66+004 871+005 8,77+0,11 885+0,03 855+0,06 852+0,10

Delta-és
Gammaprote 5,95+0,09 6,00£0,06 6,02+0,13 6,15+0,08 5,97+0,10 595+0,13
obacteria

&b szignifikans eltérés a csoportok kozétt (P < 0,05)

4.3. In vivo kisérlet: Fumonisint termelé Fusarium verticillioides hatasa a

/////

Eltérést talaltunk a kontroll és a kisérleti csoport kdzo6tt az aerob baktérium
mennyiségében (logio CFU/g) (7. tablazat); a FBj-et fogyasztd allatokban
atmenetileg, a 4. napon szignifikansan csdkkent az aerob baktériumok szama.



7. tdblazat: Baktérium tenyésztéses eljarassal meghatarozott baktériumszam (logi
CFU'/g, atlag + SD) a sertések vakbéltartalmaban a feltiintetett etetési idétartamok
alatt Fusarium sp.-vel (kisérleti csoport; KCs) és anélkil (kontroll csoport).

Etetési idotartam (nap)

Baktérium 0 4 8

csoportok kontroll KCs kontroll KCs kontroll KCs
Eiﬁgrium 8,44+0,10 8(')(,35151i 86?2025 86,02603 8,56+ 048 86?25
anaerod 865007 86?385* 9,36 + 0,33 96?571“ 9,42 +0,22 953;
E. coli 7,68+ 1,12 76?2711 7,70+ 0,29 7i2,038i 7,32+ 0,47 7(’)‘,13;
coliform 6,72 + 0,96 66‘,134* 6,98 + 0,44 66?0391 6,07 + 0,56 6(%5*
';F‘;"_Ct"bad””s 7,86+ 0,14 8(,)%5?61 8,44+ 0,34 85?381 8,35+ 0,55 Sé%gf
g(:‘r’fsrtlgg::]': 4,63+ 0,06 46%21 3,55+ 0,68 36%5 3,15+ 0,61 3(’)?2?91

ICFU: koléniat alkotd egységek szama

ab.¢ szignifikans eltérés a csoportok kozott (P < 0,05)

KCs: kisérleti csoport

gPCR technikédval (8. tablazat) az 6sszes baktériumszamban a 2. napon
Kisebb, a 6. napon nagyobb, a Firmicutes csoport esetében a 2. napon kisebb,
az E. coli és Enterobacteria esetében a 4. napon Kkisebb mennyiséget
észleltiink a kontroll csoporthoz képest. Az egész etetési Kisérlet idejére

vonatkoztatva nem volt szignifikans kiilonbség a két csoport kozott.



8. tablazat: gPCR-rel meghatarozott baktériumszam (log;, copies number/g, means +
SD) a feltiintetett inkub4cids idok alkalmazasaval Fusariummal (Kisérleti csoport; KCs)
és anélkil (kontroll; Ctrl)

Etetési idotartam (nap)
0 2 4 6 8
Ctrl KCs Ctrl KCs Ctrl KCs Ctrl KCs Ctrl KCs

osszes 12,37 1246 1248 12l 4q 99 1795 1212 1243 1548 1548
baktérium £0,18 £0,09 (7o (% £028 £013 (5. (5 014 £008
Ol0% 9,20+ 9,18+ 9,28+ 8,79+ 8,79+ 8,62+ 8,36+ 8,38+ 8,79+ 881+
orooiia 032 037 043 049 060 067 067 046 058 071

Clostridium 8,34+ 8,26 £ 831+ 8,74+ 9,35+ 8,98+ 9,28+ 8,93+ 9,19+ 9,08+
sp. 058 041 039 o050 047 049 032 031 o042 031
Escherichia 9,49+ 9,64+ 938+ 8,87+ 9,65+ 8,79+ 968+ 914+ 951+ 9,34+
coli 084 046 051 083 035 050° 058 1,14 059 084

Enterobactr 10,11 10,24 9,98+ 9,78 £ 10;60 9,88+ 1052 9,82+ 9,71+ 9,61+
ia +0,86 +0,43 056 0,74 059*’ 0,38* +055 1,05 052 0,84

10,55 10,52 104’_52 10;36 10,36 10,30 10,26 10,27 10,24 10,26
+0,14 +0,07 014[, OIOa +0,11 £0,08 £0,17 +£0,15 0,09 +0,05

Lactobacill 10,34 10,06 10,12 10,39 9,88+ 10,19 9,98+ 10,16 10,07 9,91+
ussp, +107 +£091 +0,87 +0,47 0,87 *057 0,75 *0,50 +0,98 0,79

baktérium

Bacteroides

Firmicutes

Ctrl és KCs: kontroll és kisérleti csoport

&b szignifikans eltérés a csoportok kozétt (P < 0,05)



5. Kdvetkeztetések

5.1. In vitro kélcsdnhatéds a fumonizin By és a sertések bél mikrobidtaja
kozott

A fumonizin Bj-et a sertés vakbelében taldlhatd mikroorganizmusok
metabolizaljak, de a vizsgalt baktériumok mennyisége nem valtozott FB;
hatasara. Vélhetéen egyéb mikroorganizmusok is érintettek a fumonizinek és
a bel mikrobiotdak kozotti kolcsonhatasban, melyeket tovabbi in vivo

Kisérletekben lehet vizsgalni.

5.2. In vitro kdlcsdnhatés a fumonizin B; és a juhok bendé-mikrobiotaja
kozott.

A Bacteroides és a Prevotella mennyisége a kisérleti csoportban magasabb
volt, mint a kontroll csoportban, mikézben nem volt kilénbség a teljes
baktérium mennyiségben. A vizsgalat eredménye alapjan tovabbi kisérleteket
kell végezni a FB; és a Bacteroides és Prevotella kozotti kapcsolat

tisztazasara.

5.3. In vivo kisérlet: Fumonizint termelé Fusarium verticillioides hatasa a
sertések mikrobiotajara

A Fusarium verticillioides rovid idére megvaltoztathatja a baktériumok
novekedését, de ezen események csak rovid ideig alltak fenn. A Fusarium
verticillioides altal termelt mikotoxinoknak a bél mikroorganizmusokra vald

hatasat hosszabb kisérleti id6tartamban kellene vizsgalni.



6. Uj kutatasi eredmények

1. Els6ként lett vizsgalva tenyésztéses és qPCR technikaval a sertés bélsar
tartalmanak (0sszes baktérium, anaerob és anaerob baktériumok,
Coliform, E. coli, Enterobacteria, Lactobacillus, Bacteroides and
Prevotella  baktériumok) interakcidja FBj-gyel.  Szignifikans
kilonbséget nem észleltiink a kontroll (bélsar tartalom FB; nélkal) és
Kisérleti csoport (bélsar tartalom FB; -gyel) kozott.

2. Kimutattuk, hogy a FB; indukélja a Bacteroides és Prevotella baktériumok
novekedéset 48 oras inkubacio elteltével; 8,04 £ 0.16 vs. 7,73 = 0.04
(logyo kbpiaszam/g, 6. tablazat)

2. Az in vivo Kisérletben a takarméany Fusarium verticillioides
gombatenyészettel torténd kiegészitésével (10 mg FBi/egyed/nap)
néhany baktérium az egyes idOpontokban valtozast mutatott.
Klasszikus baktériumtenyésztéses eljarassal vizsgalva a 4. napon
atmenetileg csokkent az aerob baktériumok mennyisége. gPCR
technikdval kimutathat6 volt az dsszes baktériumszam csokkenése a 2.
illetve annak emelkedése a 6. napon a kontroll csoporthoz képest. A
Firmicutes baktériumszam a 2. napon, az E. coli és Enterobacteria

baktériumszadm a 4. napon kisebb volt a kontroll csoporthoz kepest.
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