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2. Bevezetés

Az éllatok takarmanyozasa mar a kezdetek ota jelentds szerepet tolt be az allattartasban, mely
az gazdalkodok gyakorlati tapasztalataival, és az egyre intenzivebb genetikai potenciallal
parhuzamosan fejlodott az évezredek soran. Az elmult 20 évben a baromfitartas ¢és
takarmanyozas robbandsszerli ndvekedést mutat, a baromfidgazat immar vezetd poziciot tolt be
termelés, husfogyasztas és jovedelmezdség tekintetében. A novekvd igények kielégitésére 1961
Ota a vilag baromfihustermelése majd 16-szorosara novekedett 2023-ra, 9 milli6 tonnarol 142
millié tonnara (Faostat, 2023). Hazankban 2022-ben a hustermelés csaknem 60%-a baromfihus
volt (KSH, 2022). A rendelkezésiinkre allo termdéteriilet mely a human élelmiszer és gazdasagi
haszonallatok takarmdnyigényinek fedezésére hasznosithatunk rendkiviil limitalt, 1;,
termelésbe vonhato teriilet mar nem elérhetd. S6t, leginkdbb a termdteriiletek kimeriilése a
jellemz6. Ebbol kifolyolag fontos, hogy olyan uj alapanyagokat, melléktermékeket,
takarmanykiegészitoket keressiink és alkalmazzunk amik javitjdk a takarmanyhasznositast,
segitik az egyedek genetikai potencidljanak kihasznéldsat, emellett konnyen kezelhetdek,

hozzaférhetdek, és nem hordoznak kdrnyezetre, allat, illetve human egészségre veszElyt.

Az intenziv allati termék termelési koriilmények tobb szempontbdl megnehezitik, hogy az
allatok a genetikai potencidljuk maximumat tudjak adni. A zstfolt és nem természetszerii telepi
koriilmények nagy stresszhatast jelentenek az allatok szdmara, ez tobb szempontbdl is negativ
hatassal van az allatok teljesitményére, immunrendszer alapallapotara és a bélmikrobiomra is.
A patogén mikrobak elszaporodasa, fertdzések, jarvanyok kialakuldsa a nem megfeleld tartasi
koriilmények kozott jelentésen csokkentik a termelékenységet. Alloméanyszinten a gyogyszerek
alkalmazdsanak megelézése kulcsfontossagi tényez6. Nemcsak a kornyezeti terhelés
csokkenthetd ezéltal, hanem az allatgyogyaszati koltségek is. Altalanos probléma a gyakori és
indokolatlan antibiotikum hasznélata, melynek eredményeképpen a baktériumok antibiotikum
érzékenyésége csokken, rezisztencia alakul ki, ami méara méar a human gyogyaszataban is
komoly nehézségeket okoz. Az antibiotikumok haszndlatanak visszaszoritasara, illetve
kivaltasara szamos kutatas irdnyul. Egy egészséges allomany vagy egyed termelésben tartasa
mindig jovedelmezdbb lesz mint egy termelésbdl részben vagy egészben korlatozott
allomany/egyed, ugyanis nemcsak a gyogyszerkoltségek terhelik meg a vallalkozast, hanem a
termeléskiesés is jelentds kéarokat okoz. A ndvényi kivonatok egészségre gyakorolt pozitiv

hatdsainak megallapitasa, és ennek megfeleld haszndlata az allati takarméanyozéasban



immunrendszer erdsitése és antibiotikumok visszaszoritasa érdekében rendkiviil hasznos

eszkoz lehet.

Munkém sordn egy magas polifenoltartalmi névényi kivonatot tartalmazo takarmanykiegészito
baromfi bélmikrobiotara gyakorolt hatdsdnak vizsgalatdban vettem részt a MATE GBI
Mikrobiologia és Alkalmazott Biotechnoldgia Tanszékének laboratoriuméaban. A kisérlet,
amibe bekapcsolddtam, egy ugynevezett biztonsagossagi vizsgalat volt, melynek célja, hogy a

tesztelt hatdanyag nem karositja-e az allatokat, illetve a mi esetiinkben a bélrendszer kiillonb6zo
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3. Célkituzések

Munkdm soran alapvetden kétféle célt szerettliink volna megvalositani.

Teszteltiik a laboratériumunkban rendelkezésre allo kiilonboz6é Salmonella kimutatasra
alkalmas taptalajokat. Kordbban ezeket a taptalajokat nem hasznaltuk és célunk volt annak
megallapitasa, hogy a haromféle taptalaj koziil melyik a leginkabb alkalmas a Salmonella

szelektiv kimutatasara bélrendszerbdl szarmazo mintak esetében.

Masik célunk az volt, hogy a kiilonb6z6é polifenol tartalmu takarmanyok broilercsirkék
bélmikrobiotajara gyakorolt hatdsat kimutassuk tenyésztésen alapuld modszerekkel. Munkam
soran meghataroztuk a begy, vakbél és végbél mintak esetében a teljes aerob csiraszamot illetve
né¢hany fontos potencidlisan patogén mikrobacsoportot (Enterobacteriaceae, Salmonella spp.
¢s Campylobacter spp.). Arra kerestiik a valaszt, hogy a takarmanyba kiilonb6z6 dézisban
adagolt takarmany kiegészitd biztonsagos-e, illetve befolyasolja-e a bélflorat. Elsésorban
szerettilk volna kizarni, hogy a takarmanykiegészité negativ hatdsa lehet a broilercsirkék

egészségére €s teljesitményére.



4. Irodalmi attekintés

4.1. A bélrendszer meghatarozasa (Gastrointestinalis traktus [GIT]):

A tapcsatorna vagy emésztOkésziilék feladata a szerves és szervetlen agyagok felvétele, fizikai
¢s kémiai lebontdsa, az emésztés soran keletkez0 anyagcseretermékek felszivasa €s a nem
hasznosithat6 anyagok eltavolitasa a szervezetbdl. A "bél" a pylorus és a végbélnyilas kozott
talalhatod tapcsatornara utald kifejezés, azonban a kiilonb6zo allatfajokra vald hivatkozaskor
pontosabb meghatarozas sziikséges. A gerincesek esetében a tapcsatornat altalaban
gasztrointesztinalis traktusnak (GIT) nevezik. A tapanyagok a szervezetbe altalaban nagy
molekulaju vegyiilet formajaban keriilnek be, az emésztés soran kisebb, a bélbol felszivodasra
képes molekuldkka alakulnak, ez tobbnyire a gazdadllat emésztdenzimjei altal torténik, de
jelentds szerepet tolt be az emésztés folyamatdban a bélrendszerben €16 mikroorganizmusok
anyagcsere tevékenysége is. A bélcsO hosszat tobb tényezd befolyasolja, ilyen példaul a faj,
testméret, életkor, azonban nagysagrendileg megallapithaté, hogy husevok esetben (pl.
macskafélék) a testhossz 6tszorose, mindenevok (pl. sertés) esetében a testhossz tizendtszorose,
mig novényevok esetében (pl. kérédzok, nyul) a testhossz huszonodtszordse (Babinszky és
Halas, 2019).

Az emésztérendszernek harom f6 szakasza van, ezek az elobél a kozépbél €és az utobél. Az
elobél részei a szdjiireg a garatiireg, a nyeldcso, és végiil a gyomor (alacsony pH-val és altalaban
alacsony mikrobidlis populacioval). A haziallatok gyomranak csoportositasa tobbféleképpen
torténhet. A gyomrot beliilrdl boritd nyalkahartya szempontjabol 1étezik egyszerti gyomor (falat
a gyomorszajtol kezdve egyrétegii hengerhdm boritja ami mirigyeket tartalmaz), ilyen gyomruk
van az embereknek és a husevd allatoknak. A masik nagy csoport az Osszetett gyomortak
csoportja (a gyomor belsd falat a nyeldcs6 betorkollasanal tobbrétegii, el nem szarusodo laphdm
boritja, ezt koveti az egyrétegli hengerham), ilyen gyomruk van a lovaknak, sertéseknek és a
kérédzoknek. Tovabba csoportosithatjuk a haziallatok gyomrat az morfologidjuk szerint.
Megkiilonboztetiink monogasztrikus, mas néven egyiiregi gyomorral (pl. sertés, nyul, 16) és
poligasztrikus vagy tobbiiregli gyomorral (szarvasmarha, juh, kecske) rendelkezd allatokat.
Poligasztrikus allatok esetében a gyomor el6tt legalabb egy nyeldcsétagulat talalhato. Kérddzok
esetében négy liregli gyomorrodl beszélhetiink, melynek részei eldgyomrok (bendd, a recés és
szazrétli gyomor), valamint az oltogyomor, vagyis a valédi gyomor. Egy kifejlett szarvasmarha

gyomranak kapacitasa kb. 200 liter, melynek 85%-a bendére jut, ezzel a bend6 tekinthetd a



legnagyobb eldgyomornak. Kérddzés soran az allat az elfogyasztott, €s részben megragott, majd
nyeléssel a benddbe juttatott takarmanyt kisebb adagokban felkérddzi, ujra megragja, majd
ismét lenyeli, ezaltal a benddben €16 mikroorganizmusok tovabb tudjék bontani a ndvényi
sejtfalban talalhatd cellulozt, igy cukrok, ill6 zsirsavak és gazok keletkeznek. A keletkezd
gazokat a kérddzés utjan tiriti az allat a kdrnyezetébe. Az elégyomrokon, majd az oltogyomron
athalado taplalék emésztése a bél késdbbi szakaszaiban, illetve a bélmikrobiota szerepe a
kérédzokben hasonld mint a monogasztrikus allatokban.

A kozépbél, vagy masnéven a vékonybél szakaszai az epésbél, ¢hbél €s a csipdbél. Egy idoben
torténnek itt a kivalasztasi, lebontasi és emésztési valamint felszivodasi folyamatok. Tobbnyire
itt torténik az emésztés az epésbélbe Uirtild nagy jarulékos mirigyek (maj és hasnyalmirigy)
valadékaban talalhatd enzimek, epesavak és epesavas sok segitségével. A bél liregében halad
tovabb a bél perisztartikus mozgasanak segitségével a béltartalom. A bél nyalkahartydjat
feliiletndveld bélbolyhok boritjdk be, amiben enzimtermeld mirigyek és a szervezetet védo
nyirokképletek vannak. A béliiregben a gazdaszervezet enzimjei, és a mikrobiota altal bontott
oriasmolekulakbal (fehérjék, zsirok, poliszacharidok) felszivasra alkalmas anyagok képzddnek,
ilyenek az oligopeptidek és aminosavak, a monochacharidok és a gliceridek valamint a
zsirsavak. A feliiletnoveld képletek feladata, hogy az oldott allapotban talalhato tdpanyagok
minél jobb hatékonysaggal diffuzié vagy aktiv transzport Gtjan felszivodjanak. A bélbdl az erek
a tapanyagokat el0sz0r a majba kertilnek.

Az utobél részei a vakbél, vastagbél és végbél. Bizonyos ndvényevd fajoknal (pl. 16, nyul)
fontos taplalékbontasi és felszivodasi folyamatok torténnek a vastagbélben, azonban a
husevoknél elhanyagolhato jelentdségli emésztés és felszivodas torténik itt. Tobbnyire mar csak
baketridlis tapanyag lebontds torténik, itt a legintenzivebb a mikrobiota tevékenység, a
szervezet szamara esszencialis vitaminokat termelnek, valamint a nagyrészt megemésztett
tapanyagokat tovabb bontjak. A vastagbélben elektrolitok, viz és a mikrobdk altal termelt
vitamok (B-vitaminok, K-vitamin, biotin) felszivodasa torténik. A vizfelszivodas
kovetkeztében a bélsar bestrlisddik, a bélsar tovabbhaladdsat a vastagbé¢l nyalkahartyajaban

talalhato kehelysejtek 4ltal termelt nyélka segiti.

4.2. Mikrobialis kozosségek

Az allatokhoz és az emberekhez komplex mikrobidlis kozosségek tarsulnak, melyek

benépesitik a bor kiilsd rétegeit, a 1égzérendszer bizonyos teriileteit valamint a tdpcsatornat. A



szoros €s hosszu tava szimbiotikus kapcsolat hatdsara ezek a mikrobidlis kzosségek nagyban
valamint a mikrobiota szdmara is elonyos, hisz a gazdaszervezet biztositja szamara az allando

¢s védett kornyezeti koriilményeket, a folyamatos tapanyag- és vizellatast.

4.2.1. Bélmikrobiota

Az eml6ésok bélrendszere Osszetett és allanddan valtozo Okoszisztéma, ahol baktériumok,
archedk eukariota sejtes organizmusok ¢€s virusok élnek. (Gordon 2012). Az allatok és emberek
tapcsatornajaban €16 baktériumkozosségek Osszessége a bélmikrobiota, a mikrobiom
elsdsorban a bélben él6 mikroorganizmusok teljes genetikai allomanya.

A béltraktusban €16 mikroorganizmusok szama és diverzitasa altalaban folyamatosan nd a
gyomor feldl a vastagbél irdnyéaba, a vastagbélben taldlhatd a legnagyobb koncentracid, itt a
mikrobidlis biomasza a teljes béltartalomnak akar az 50%-at is elérheti, az ember, mint
monogasztrikus mindenevé az egyik legnagyobb és legdsszetettebb mikrobialis populacidval
rendelkezik a béltraktusaban. A kiillonb6zé koéros folyamatokban jatszott szerepiik miatt a
legismertebb mikroorganizmusok a patogén vagy fakultativ patogén mikroorganizmusok (pl.
Escherichia coli). Az ember esetében a leggyakrabban el6forduld baktériumtorzsek a
Bacteroidetes ¢s a Firmicutes ezeken kiviil kisebb mértékben jelen vannak Actinobacteria-K,
Cyanobacteria-k, Fusobacteria-k, Proteobacteria-k és Verrucomicrobia-k (Eckburg et al. 2005).
A bélben €16 mikrobasejtek szdma jelentdsen meghaladja a gazdaszervezet Osszsejtszdmat,
ezért a bélmikrobiom anyagcsereaktivitisa magas. A baktériumkozosségek, melyek a
mikrobiotat képezik, fajtol €s €¢lohelytdl fiiggden valtozatos Osszetételiiek lehetnek, azonban
egyedi szinten hosszll 1dOn keresztiil stabilnak tekinthetd. FO befolyasolo tényezd lehet az
életkor és a takarmdnyozds/taplalkozéds. A fertézések, hirtelen takarmanyvaltds vagy
antibiotikumos kezelés negativ hatdssal van a bélmikorbiota stabilitdsara, és ez negativ hatassal
van a gazdaszervezet szdmara is. A mikrobdk eldnydket €lveznek a gazdaszervezet bélrendszere
altal biztositott kornyezeti koriilményekbdl (hdmérséklet, pH, paratartalom, stb), valamint a
folyamatosan rendelkezésre allo taplalékforrasokbol, ezen feliil a gazda fizioldgiai mitkodése
altal biztositott szabalyozasbol. A gazdaszervezet szamara szintén tobb szempontbdl fontos a
bélflora, melynek segitségével biztositja a xenobiotikus vegylileteket méregtelenitését, az

emészthetetlen tapanyagok emésztését €s felszivodasat, esszencialis vitaminokat szintetizal,



véd a patogén mikroorganizmusok ellen, €s nem utols6 sorban az immunrendszer fejlodését

segiti el6 (Walter és mtsai. 2011).

4.2.2. Bélmikrobiom homeosztazis

A gazdaszervezethez jellemzOen tartozd mikrobidlis taxonok hatarozzak meg az egészséges
egyed bélflorajat. Az egészséges mikrobapopulacié feladata az élettani funkciok tamogatasa. A
mikrobdk kozt vannak ,,semleges”, esszencialis €s hasznos torzsek. A bél egészsége szamos
fiziologiai, mikrobiologiai €s fizikai funkciot foglal magaban, amelyek egyiittmitkodnek a bél
homeosztazisanak fenntartdsa érdekében. Az ,,egészséges” bél nemcsak a lokdlisan a bélben
szabalyozza a bél fiziologiai homeosztazisat, hanem mas szervrendszerekre is kihatassal van,
ezzel tdmogatja a gazdaszervezet azon képességét, hogy ellenalljon a kornyezeti és fert6zo
stresszorokkal szemben (Roto et al., 2015; Kogut, 2019). Az élettani funkciokat altalaban
emberre vonatkozoan vizsgaljak, azonban a legtobb allatra is vonatkoztathatéak. Szerepiik van
az emésztorendszerben a tapanyagok lebontdsdban, az immunrendszer erdsitésében, az
energiahdztatrasban, valamint a gazdaszervezet Gsszes élettani funkciojaban (Turnbaugh és
mtsai. 2009; Clarke és mtsai. 2014). Az egészséges felndtt bélflordja kiegyensilyozottnak
tekinthetd, azonban a kornyezeti tényezok hatassal vannak rd, ilyenek a hormonalis ciklusos
valtozasok, a fizikai aktivitas, diéta, stressz, utazas, taplalékok szezonalitasa, stb. A
mikrobapopulacio egyensulyaban torténd kilengés diszbiotikus éallapotokhoz vezethet, ez a
gazdaszervezet egészségére negativ hatassal van. Az egészséges bélmikrobiota egyértelmii
mindségi és mennyiségi meghatarozdsa még ismeretlen, azonban vannak fontosabb mikrobialis
csoportok a bélfloraban, amik a bekdvetkezd karos valtozasok elorejelzdje lehet, tobbnyire az
egeészségben/betegségben feltételezett szereplik szerint (Clarke és mtsai. 2014; D'Argenio és

Salvatore 2015; Wang és Roy 2016).

4.2.3. Diszbiozis

Mivel a bél kornyezete folyamatosan valtozik, a gazdaszervezet étrendje, a gydgyszerek (pl.
antibiotikumok) a személyi és kornyezeti higiénia nagy hatassal van a bélmikrobiotara
(Sommer és Béckhed 2013). A mikrobidlis egyensuly felboruldsat, amely a bélmikrobiota
diverzitasanak, Osszetételének vagy funkcionalitasdnak valtozasabol adddik, mikrobialis

diszbiozisként definidljak (Wang és Roy 2016). A mikrobidta dsszetételében bekdvetkezd



zavarok hatdsara csokkentheti a ritkdn eléforduldé de elényds mikroorganizmusok szamat,
valamint ez az allapot az egyed betegséhez vezethet (Montalban és mtsai, 2015). A mikrobialis
egyensulyhiany kapcsolatban all tobb betegséggel, mint példaul elhizas, diabetes, autoimmun
betegségek, neurologiai rendellenességek, allergidk, gyulladasos és fert6zo betegségek (Wang
¢s Roy 2016). A haszonallatok, kiilondsen az 0jsziilottek €s az elvalaszott egyedek allapotara
szamos kornyezeti tényezd stresszorként hat. Fiziologiai stresszorok példaul a takarmanyozés
¢s a telepi koriilmények, patogén mikroorganizmusok jelenléte és elszaporodésa. Ezek a
tényezok destabilizaljak az egészséges bélflorat (Yang és mtsai. 2015; Yeo és mtsai. 2016).
Fiatal egyedekben a bélmikrobidta egyensulyanak eltolodasa tobb betegséggel illetve
gyulladésos allapottal hozhato kapcsolatba, valamint az ezekbdl szarmaztathaté novekedési
erény csokkenésével (Yeo és mtsai. 2016). A bélmikrobidta dsszetétel legnagyobb befolyasolo
tényezdje az allatoknal a takarmanyozas (Montalban és mtsai. 2015). A takarmany 6sszetevoi
elénydsen befolyéasolhatjdk bizonyos mikrobacsoportokat, mivel olyan tapannyagellatasi
koriilményeket teremtenek, amelyek tdmogatjak ezeknek a mikrobaknak a szaporodasat, €s
versenyelonyt nyujtanak nekik mas mikrobafajokkal szemben. A fert6zések lekiizdésére
alkalmazott antibiotikumok nem csak a korokozokat pusztitjak el, hanem a hasznos mikrobakat
is pusztithatja, vagy a szdmukat csokkentheti. A hasznos mikrobdk mennyiségi csokkenése a
tapanyagok anyagcseréjét és felszivodasat is csokkentheti, valamint az esszencialis vitaminok
termelésére is negativ hatassal van, ezaltal koros allapot 1éphet fel a gazdaszervezetben

(McFarland 2014).

4.2.4. Az immunrendszer aktivalasa

A gazdaszervezet immunvalaszait folyamatosan ¢és dinamikusan befolyasolja az
emésztérendszerben €16 mikrobdk tevékenysége. A mikrobidlis kolonizacid6 mar a
sziildcsatornaban megkezdddik a sziiletés sordn, és egészen a felndttkori stabil allapot
bekovetkeztéig folytatodik. Az 0jsziilott sajat belflordjanak kialakitdsa szempontjabol az €let
elsé orai kulcsfontossaguak. A bélhomeosztazis erdsen fiigg az immunaktivacio és -szabalyozas
kozotti kényes egyensulytol, és alapvetd fontossagu a bélgyulladas megeldzésében. A bélfalban
1év0 szamos 0nallod nyiroktiiszé mellett egyéb nyirokképletek is taldlhatdak, ezek szdma és
mérete fajonként eltérd. A bélben az immunoglobulin A tipusu elenanyagok a legfontosabbak,
ezek mar a béliiregben hatastalanitani tudjdk a korokozokat. A gazda szervezet megfeleld

immunvalasza a kdros ¢és artalmatlan mikrobak kozotti megkiilonboztetésen alapul, és ekdzben
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a megfeleld gyulladasi reakciok megkezdddnek ¢€s szabalyozodnak. A bélflorat alkotod segitd
baktériumok befolydsoljak az immunrendszer mikodését, példaul a gyulladdsos mediatorok
termelését €s a helper illetve szabalyozo T-sejtek aktivalodasat. Az immunrendszer megfeleld
reakcidja, amely a patogén elleni védelmet biztositja, a bélhez k6tddé immunsejtek megfeleld
mukodésén alapul, amint azt Brisbin és munkatarsai is kimutattak a baromfi példajan (2007).
Az éllatok jollétét és fejlodését tobb tényezd, mint példaul a kornyezeti feltételek, étrend és
fertézések altal okozott stresszhelyzetek befolyasoljak, ezek hatassal lehetnek a gyomor-
bélrendszerrel 0Osszefiiggd immunfunkcidkra is. A legtobb immunsejt az ¢éldlények
szervezetében a bélrendszerben taladlhato. Az itt €10 mikroorganizmusok természetes modon
eléfordulnak a szervezetben, az adott teriileten allanddan jelen vannak, segitenek az
emésztésben, védelmet nytjtanak korokozok ellen, eldsegitik az immunrendszer megfeleld
miikodését és fenntartjak a test mikrobiologiai egyensulyat, a gazdaszervezetet nem karositjak,
hanem szimbiotikus kapcsolatban élnek vele. Ez az egészséges populacio, kiilonbozo
mechanizmusokkal, példaul a barrierimmunitds megerdsitésével védi dkologiai rését (Belkan
¢s Hand 2014). A bélfloraban 1évé mikrobak és a gazda immunrendszere kozotti interakciok
befolyasoljak az immunrendszer kialakulasat és miikodését, az immunrendszer felismeri a
karosnak nem itélt mikroorganizmusokat a patogénektdl és az opportunistaktol. Ennek
érdekében a gazda szervezetnek el kell fogadnia a normalis bélflorat, hogy fenntarthat6 legyen
a bels6 egyensuly és elkeriilhetdek legyenek a koros gyulladasos reakciok (Mann €s csapata,
2013). A mikroorganizmusok, amelyeket kordbban koérokozokként azonositottak, ma mar
elengedhetetlen elemeknek tekintik a gazdaszervezet fiziologiai ¢és immunologiai
folyamatainak szabalyozasidban. Ebben a tekintetben a bélmikrobiota kulcsszerepet jatszik a
fertozésekkel szembeni gazdaszervezeti védekezd valaszban, ebben a mintafelismerd

receptorok fontos szabalyozo szerepet jatszanak (Brown és Clarke 2016).

4.3. A bélmikrobiom miikodése és szerepe

4.3.1. Anyagcsere-aktivitas

A gazdaszervezet szimbiotikus baktériumai a bélhomeosztazis fenntartasaval olyan alapvetd
élettani funkciokat toltenek be, mint példaul a tdpanyagok emésztése, az immunvalaszok
modulalasa és a bélhamsejtek fejlodésében valo részvétel (Xing és mtsai., 2021). Hatalmas

anyagcsere-kapacitasuk alapjan a bélmikrobiotat "elhanyagolt endokrin szervként" (Clarke et
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al. 2014) vagy "elfelejtett szerviinkként" (D'Argenio és Salvatore 2015) ismerik el. Ennek
hataséara az emberi, és a legtobb gazdasagi haszonallat mikrobiotédjara kiilon figyelmet kezdtek
forditani a kutatok. A becslések szerint a human bélrendszerben >10* mikrobialis sejt
(koriilbeliil tizszer annyi, mint a testiink tobbi részében), ¢s >1000 baktériumfaj talalhato,
ezaltal az emberi mikrobiom mintegy 150-szer tobb gént, mint amennyi a teljes emberi
genomban van, ez a legtobb gazdasagi haszonallatra is igaz. A potencidlisan hasznos
bélmikrobdk felderitése ¢és azonositasa atfedésben lehet a potencidlis probiotikumok

"felkutatasanak" folyamataval.

4.3.2. Hormonalis funkci6ji metabolitok

A mikrobidlis anyagcsere tobb termékét hormonalis jellegiinek tekinthetiink, ezek a vérdram
utjan a szervezetbe keriilve hatdssal lesznek a tavoli szervek és szervendszerek miikodésére.
Szénhidrat-anyagcsere Gtjan rovid szénlanct zsirsaak (pl. butirat és propionat) keletkeznek, igy
fontos tdpanyagokat biztositanak, és segitik a szervek szabalyozasat az enteralis idegrendszer
¢s az agy kozott.

A neurotranszmitterként hat6 biogén aminokat a bél mikrobidlis aminosavdekarboxilazok
alakitjak at, ezek kozé tartozik a szerotonin, a dopamin, a triptamin és a GABA (y-amino-
vajsav). Potencialis hormonalis funkcioval rendelkezé metabolitok kozé tartozik a kortizol,
amely részt vesz a stresszvalaszban, gyulladascsokkentd tevékenységben, valamint anabolikus
¢és katabolikus hatdsokban a szervezet szamos pontjan, a ghrelin, amely a gazdaszervezet
anyagcseréjében jatszik szerepet, €s a leptin, amely az étvagyat szabalyozza (Clarke és mtsai.
2014; Sudo 2014; Smith 2015). A bélmikrobiota €s az agy kozotti kétiranyt kommunikaciorol
egyre tobb az informacio, €s lehetdévé teszi a bél-mikrobiota-agy tengely fontos szerepének
mélyebb megértését a kiilonboz6 rendellenességekben, a depressziotol kezdve az elhizdson és
az autizmuson at mas neuropszichiatriai allapotokig. A kommunikacids utak kozé tartozik a
vagus-ideg, az immunrendszer, a neuroendokrin palydk és a baktériumokbdl szdrmazo
metabolitok. Jelenleg azonban is nehéz meghatarozni, hogy a bélflora valtozasa az oka vagy
kovetkezménye-e az olyan allapotoknak, mint a coeliakia, a bél-agy tengely és a viselkedés

(Sandhu és mtsai. 2017).
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4.3.3. A bélmikrobiotat befolyasol6 tényezok

A kiilonbozo és/vagy kozeli rokonsagban allo mikrobafajok kozotti diverzitas és metabolikus
kapacitas genetikai, kdrnyezeti és taplalkozasi tényezOk miatt eltérhet (Lozupone és mitsai.
2012). 71 gerinces allatfaj (beleértve emldsoket, madarakat és hiilldket is) székletmintdinak
baktériumdiverzitasat 0sszehasonlitva Godon és munkatarsai (2016) Osszefliggést talaltak a
bélrendszer térfogatanak novekedése €s a mikrobidlis diverzitas kozott. Karasov és Douglas
(2013) kimutattdk, hogy a gerincesek bélmikrobidta valtozatossaga egy nagysagrenddel
nagyobb, mint a gerincteleneknél. Mind a gerincteleneknél, mind a gerinceseknél a
bélmikrobiota kulcsszerepet jatszik a gazdaszervezet anyagcseréjében, és alapvetden
befolyasolja annak fiziologidjat, egészségét ¢&és jolétét, valamint funkcionalitdsat ¢és
teljesitményét. A tapanyagok ¢és a mikrobiota kozotti kdlcsonhatds befolyasolja a
mikrobapopulacio stabilitasat és ezaltal a gazdaszervezet egészségi allapotat. Mind a magas
zsirtartalmu, mind a magas zsirtartalmu és magas cukortartalmi étrendrdl azt jelentették, hogy
a populacioban a Firmicutes (kiilonosen egyes Clostridium-csoportok, mig a magas
szénhidrattartalmu étrend - ezen kiviil - az Erysipelotrichia-k és a Bacillusok szamat noveli) és

a Proteobacteriumok szamanak novekedése, de a Bacteroidetesek szamanak csokkenése felé

tolodik el (Turnbaugh et al. 2009).

4.3.4. Plazmid-koédolt funkciok

A plazmidok, vagyis a mobil genetikai elemek fontos szerepet jatszanak az antibiotikum-
rezisztencia gének terjedésében a kornyezetben (Jones és mtsai. 2010). Az antibiotikum-
rezisztencia terjedése kulcsfontossdgii szempont azokon a helyeken, ahol a terdpias vagy
takarmanyozasi célokra torténd antibiotikum-hasznalat, valamint a korhazi és héztartasi
szennyvizek altal okozott vizszennyezés miatt szelektiv nyomads érvényesiil. A szelektiv
nyomas (és annak visszaforditasa) talan legjobban a glikopeptid antibiotikum (avoparcin)
takarmanyban novekedésserkentoként torténd felhasznalasaval kapcsolatban a 1990-es
években volt dokumentalva. Hollandidban, ahol a vankomicin hasznalata korlatozott terapias
célra, a vankomicin-rezisztens Enterococcus-ok (VRE) gyakran eléfordulnak mind az allati,
mind az emberi bélfloraban. Emellett jelentds mennyiségii avoparcint alkalmaztak allatokban
novekedési erély fokozdsara, ami szerkezeti hasonlosaga révén a vankomicinnel, szelektiv

nyomast gyakorolhatott az allatok, és azok kornyezetéhez tartozdé Entercoccus-okra
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rezisztencia kialakitasdban. Ezt tdmasztotta ald az a tény, hogy azokban az orszagokban, ahol
az avoparcin hasznalatat betiltottdk, nem mutattak ki VRE-t sem az allatokban, sem az allati
eredetli ¢élelmiszerekben, sem az egészséges emberekben. Svédorszagban 1986-ban betiltottak
az 0sszes antibiotikum hozafokozo6 szerként vald hasznalatat, és ott nem mutattak ki VRE-t a
haszonallatok bélsarmikrobiotajaban (Van den Bogaard ¢és Stobberingh 1999). Miutan
Danidban 1995-ben betiltottak az avoparcin hasznalatat baromfi esetében, a VRE eldfordulasa

az 1995-6s 80%-rol 1998-ra 5%-ra csOkkent.

4.4. Madarak

A madaraknal rendkiviili valtozatossag megneheziti a bélmikrobiotajukra vonatkozo
altalanositasokat, valamint a kiilonboz6é madartipusokrol rendelkezésre allo korlatozott
informdci6 is nehezitd tényezd. Valtozatos étrendjliikben a rovarok, magvak, gylimolesok,
novények, s6t, még kisebb allatok, koztiik mas madarak és ragcsalok is szerepelnek (Koutsos
¢s mtsai. 2001). A fogak hianya miatt a madarak gyomor- és bélrendszerét az egészben lenyelt,
ragatlan taplalékrészek feldolgozasara specializalodott. Emlésoktol eltérden, a madarak nem
rendelkeznek fogakkal, ennek kdszonhetden a taplalék mechanikai feltaras nélkiil keriil a
begybe, ahol 6rdkon at tarolodik és nedvességet vesz fel, ha szaraz tapot vagy magvakat
fogyasztott az egyed. Ezt kovetden keriil a mirigyes gyomorba, ¢és itt talalkozik
emésztoenzimekkel. A zGzégyomorban torténik a taplalék apritdsa a zuzdégyomor falanak
Osszehizodadsai sordn. Innen az emésztéenzimekkel keveredett homogenizalt taplalék a
vékonybélbe keriil, az emésztési folyamatok az emlds allatokéhoz hasonlé médon zajlanak.
Gazdasagi jelentdségiik miatt a madarak csoportjan beliil valoszinlileg a baromfi, példaul a
csirke €s a pulyka bélrendszerét vizsgaljak a legintenzivebben. A keléskor csiramentesnek
tekintett csirke érett béltraktusa - amely a begyet, a zizogyomrot, vékonybelet és a vakbelet
foglalja magaban — az els6é 6 hétben gyorsan fejlédik, és tobb mint 900 fajbol 4llo, valtozatos
baktériumpopulacionak ad otthont, amelyben a Firmicutes (70%) dominal, és kisebb szamban
vannak jelen a Bacteroidetes €s a Proteobacteria (Apajalahti és Vienola 2016). Az id6s6d6
csitkében a baktériumkozosségek kozotti kiilonbségek az ileum és a caecum kozott
jelentékenyebbé valnak, a caecum-ban valtozatosabb a populicis. Ugy tiinik, hogy a
tapanyagfelvétel és a bakteridlis kolonizacio kulcsfontossdgi  tényezdk, amelyek
meghatarozzak ezeket a kiilonbségeket (Shaufi és mtsai. 2015). A tyuk faj mikrobiotaja

kommenzalis és patogén baktériumfajokbdl all, amelyek koziil az utobbiak hatassal lehetnek
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akar a csirkék (E. coli és Clostridium), akar az emberek (Salmonella és Campylobacter)
egészségére. Az alomkezelés modja, az takarmanydsszetétel, és a takarmany-adalékanyagok
fenntartasa tovabba pre- és probiotikumok alkalmazasaval (a takarmanyon beliili szubterapias
antibiotikum-adagolas alternativajaként) elérhet6, és ezaltal az allatok egészségének javulasat
eredményezheti (Oakley et al. 2014). A csirke bélmikrobiotaja olyan specifikus enzimeket
biztosit, amiknek a termelésére a csirke nem képes, azonban igy lehetdévé valnak a tdpanyagbol
szarmazd poliszacharidok depolimerizacioja. Az igy keletkezd révid szénlancu zsirsavak

szerepe az egészséges bélrendszer fenntartasanak eldsegitése. Ilyen példalul a butirat, ami a
vastagbélham elsddleges energiaforrasa, ami javitja ¢és/vagy segiti a kolonocitak
homeosztazisat, a bélbolyhok morfologiai fejlettségét, javitja a ndvekedési erélyt, és a hasitott
test mindségi jellemzoit. Ezeken kiviil a rovid szénlanct zsirsavak szabéalyozzék a bélrendszer
véraramlasat, serkentik az enterocitdk ndvekedését ¢és proliferaciojat, reguldljdk a
mucintermelést és befolyasoljak a bélrendszeri immunvalaszt (Chambers és Gong; 2011).

A Salmonella baromfibol valo kiirtasaért folytatott kiizdelem hosszu ideje tart, és részben még
mindig tart. A takarmanyba adott antibiotikumok csokkentésének/betiltdsanak egyidejii
sziikségessége kiilonleges kihivasokat jelentett a csirke bélrendszerét célzo 0j stratégiak
kifejlesztése és mikrobiotajanak kedvezo modositasa eldtt. Ezek kozé tartozik a probiotikumok,
prebiotikumok (beleértve a mannan- és xilo-oligoszacharidokat), fitobiotikumok €s a fagterapia
alkalmazasa, amelyek kiilonbozd szintli sikereket eredményeztek (Yang és mtsai. 2009;

Chambers és Gong 2011; Pourabedin 2015).

J&V4

4.4.1. A baromfi bélmikrobidtajanak sajatossagai

A gazdasagi haszonallatok termelékenysége szempontjabdl a bélrendszer és a bélflora
egészsége létfontossagl, az allategészségiigy egyik sarokpontja. 1952-ben Mohr hasznalta
elészor a bélmikrobiom kifejezést, Whipps €és munkatarsai (1998) altal megfogalmazott
definicid szerint a mikrobiom egy jol definialhat6 éldhelyhez kothetd mikrobakozosség, ami
meghatarozott fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkezik. Ez a definici6 nem csak a
mikrobiotat foglalja magaba, hanem az életteriiket, a tevékenységiik helyszinét és annak
Osszetevoit is.

A baromfik esetében a kelés pillanatdban az emésztérendszer €s a bélbolyhok fejlddése nem

fejez6dott be, a bélcsoviik ekkor még steril, mikroorganizmusokkal csak a fiziologias
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fejléséssel parhuzamosan kolonizalodik (Koérosi, 2019) A baromfi bélmikrobiomja
meglehetdsen  Osszetett, tobb mint 600 kiilonb6zé baktériumfaj, ¢és aar 100
baktériumnemzettségbdl is allhat. Leggyakrabban altalaban a Firmicutes torzs, ezt a
Proteobacteria ¢és a Bacteroidetes torzsek kovetik. Jelen lehetnek még a Actinobacteria,
Tenericutes, Cyanobacteria és Fusobacteria torzsek is (Pourabedin és Zhao, 2015). A tytk faj
bélrendszerének szakaszatol fliggden a mikrobakozosségek nagy diverzitast mutatnak. A begy,
a zazogyomor ¢€s a duodenum hasonld mikrobiétaval rendelkezik, itt tobbnyire Lactobacillus

nemzettség talalhato, akar 99%-ban (Gong és mtsai; 2007).

4.4.2. A vékonybél mikrobiota jellemzése a tyuk fajban

A vékonybélnek 3 f6 szakasza van, amik a duodenum, a jejunum és az ileum. Ezek a szakaszok
hasonl6 mikrobidtaval rendelkeznek, valamint az ilealis mikrébapopulacié némileg keveredhet
a vakbélbdl szarmazd mikrobakkal (Yan és mitsai, 2019). A vékonybélben ¢él6 mikrobék
abszolut szama viszonylag alacsony, kb 10° CFU/g (colony-forming unit->telepképzo egység),
valamint a teljes ilealis mikrobiom felét csak 1-5 nemzettség kolonizalja. Vékonybelet foként
Firmicutes torzsek alkotjak, ide tartoznak az Enterococcus, Turicibacter, Clostridium sensu
stricto és a Lactobacillus fajok. A vékonybélben is élnek Escherichia coli vagy a Proteobacteria
torzshoz tartozd Helicobacter, ezeknek az elszaporodasa azonban a csirkék teljesitményének
csokkenését okozza (Kollarcikova és mtsai. 2019). A jejunumot is féként a Lactobacillus fajok
telepitik be, elsésorban L. salivarius és az L.aviarius (Gong és mtsai, 2007, Feng és mtsai,
2010). Az ileum bélmikrobiotaja nagyobb valtozatossagot mutat, az itt [évo fo0bb nemzettségek
a Lactobacillus, Candidatus Arthromitus, Enterococcus, Escherichia coli ¢és Clostridium
(Pourabedin és Zhao, 2015).
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1. abra A csirke gyomor-bélrendszeri traktusaban talalhatd f6bb baktériumtipusok (Yeoman és mtsai., 2012)

Caeca (1019-107/g) _

Firmicutes (44-56%) Firmicutes (23-46%) i
Ruminococcus Clostridium Bacteroides
Faecalibacterium L actobacillus Proteoba_ctena (1-6%) /
Pseudobutyrivirio Megamonas E@he(lch:a
Subdoligranulum Sporobacter Bilophila / |
Acetanaerobactenium Peptococcus Archaes (0.81%) /
Fungi Methanobrevibacter (woesei, thauen) /

Candida Methanobactenium  Methanothermobacter
Methanosphaera Methanopyrus /
Methanothermus Methanococcus

» /
T
Stomach
(Proventriculus) / j
\ |
- |
/ Large Intestine (108-10%g)
Grop (10°-10%g) Hg?tgt‘:::ilbs
Firmicutes
Lactobacillus Loy
Actinobacteria Gizzard (107-10%/g) Otﬁi‘;ge”c"'a
Bifidobacteium Fomlotles... =00 . T s seeonin
Protobacteria Lactobacillus Small Intestine (10%10%g)
Enterobacter Enterococcus Firmicutes
Lactobacillus
Candidatus Arthromitus (Jejunum and lleum)
Clostridium
Ruminococcus Escherichia
Protobacteria Enterococcus

4.4.3. Vakbél mikrobiota jellemzése

A baromfiknak paros vakbele van, egymashoz hasonld baktériumpopulacioval (Stanley és
mtsai, 2015). A vakbélben a baktériumok szdma jelentésen megnd (10*° CFU/g), ez a teriilet a
tytk faj bélrendszrének a legsiiribben kolonizalt teriilete, és itt élnek a legnagyobb
véltozatossagban a mikrobak. Itt torténik a nem emészthetd szénhidratok bakterialis
fermentacidja, valamint a korokozok kolonizécidja is. A vékonybélben és a vakbélben is
mintegy 1000 eltérd faj ¢l, ezek foként a Gram-pozitiv Firmicutes és Actinobacteria torzshoz,
vagy a Gram negativ Bacteriodetes vagy Proteobacteria torzshoz tartoznak (Oakley és mtsai.,
2014), és eltér6 mértékben ugyan, de minden felndtt csirke vakbelében megtaldlhatoak.
Léteznek olyan torzsek, és nemzettségek amelyek opciondlisan eléfordulhatnak a kifejlett
egyedek mikrobiotajaban, ilyen példaul az Elusimicrobia (Elusimicrobium sp.), a Synergistetes
(Cloacibacillus sp.), a Spirochaetes (Treponema sp) (Rychlik, 2020). A vakbélben el6forduld
harom 6 csalad a Clostridiaceae, Lachnospiraceae €s Ruminococcaceae, tovabba jelen van
még az Enterococcaceae, az Enterobacteriaceae és a Bacteroidaceae (Yin et al., 2009). Ezen

kiviil sok eddig ismeretlen és besorolatlan baktérium is nagy szdmban jelen lehetnek a
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vakbélben, faj szinten példaul a Bacteroides fragilis, L. crispatus, L. johnsonii, L. salivarius ¢és
L. reuteri tobb mint 40% is kiteheti a vakbél mikrobiotanak (Stanley mtsai., 2015).

A bél mikrobidta vizsgdlata soran esetben eléfordult, hogy a kdnnyebb mintavétel miatt
iriilékmintat hasznaltak. A feces mikrobiota Osszetételére azonban jelentds hatassal van a
kiilonbozoé bél szegmensekbdl szarmazd mikrobiota eltérd részardnya, ennek leginkdbb a
vakbéltartalom szakaszos iiriilése az oka (Rychlik, 2020). Ezért baromfi kisérletekben ennek a
hasznélata nem jellemzd. Stanley és munkatarsai (2015) altal megjelentetett kutatds szerint az
Osszes miikddo taxondmiai egység (OTU) koriilbeliil 88%-a, (szekvencidk 99,25%-at teszi ki),

megegyezes mutatkozott a brojlercsirkék vakbél- és tiriilékmintai kozott.

4.4.4. A bél mikrobiota hatasa a termelési paraméterekre

A termelési tényezdket igen nagy mértékben befoljasolja a bélrendszer altalanos egészséges,
ami ,,a mikrobiota €s a bélrendszer kozotti szimbiotikus egyensulyi allapot, mely sordn az
allatok egészsége stabilnak tekinthetd” (Celi és mtsai., 2019). A bél mikrobidta hatéssal van a
gazdaallat anyagcsere folyamataira, egészégi allapotara, tapanyasgok emésztésére, az allat
novekedési erélyére (Wang és mtsai., 2017). Fontos megjegyezni, hogy a gazdadllatra hato
tényezOk befolyasoljak a mikrobidta kialakuldsat és stabilitdsat. Baromfi esetében a
takarmanyok NSP (nem kemményitd jellegli) szénhidrat anyagainak magas oldhat6 rostfrakcioi
miatt a béltartalom viszkozitasa no, ezaltal rosszabb lesz a béltartalom keveredése, lassul a
passzazs ¢és romlik a taplaloanyagok emészthetdsége (Smits és Annison, 1996). Ennek
koszonhetden a mikrobidlis aktivitdas né a vékonybélben, ami negativ hatdssal van a
broilercsirkék novekedési erélyére (Silva és Smithard, 2002). A baktériumok javithatjak a
tapanyagok emészthetdségét €s hasznosulasat a gazdaszervezetben, ez javitja a termelési
mutatokat is. A mikrobiota stabilitasa hatassal van az immunvalasz reakciokra is, ami hatassal
lehet a takarmany-értékesitésre. A termelési paraméterek tekintetében az egyes bélszakaszokra
vonatkozoan idealis mikréba Osszetételt nem lehet meghatarozni, azonban kimondhat6, hogy a
jobb teljesitménnyel olyan baktériumkozosségek fliggenek 0Ossze, amik a kiilonb6zo
rostfrakcidokat és a rezisztens keményitét lebontjdk. Ilyen példdul a Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae és Erysipelotrichaceae csalad tagjai. A teljesitményt negativan befolyasolod

baktériumkozosségek a Clostridiaceae tenyésztetlen tagjai (Stanley és mtsai., 2016).
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4.5. Takarmanykiegészitok

Takarmény-kiegészitoknek azokat a szerves vagy szervetlen anyagokat nevezziik, amelyeket
annak érdekében kevernek a takarmanyokhoz, hogy javitsak a takarmanyok mindségét, a bél
mikroflorajanak stabilitasat, az dallatok termelését és ellenalld képességét, valamint a
gyartastechnoldgiai folyamatok hatékonysagat. Az Eurdpai Unid a kovetkezd 6t fOcsoportba
sorolta: 1. technoldgiai adalékanyagok; 2. érzékszervi tulajdonsagokat javitd adalékanyagok; 3.
tapértékkel rendelkez6 adalékanyagok; 4. allattenyésztésben alkalmazott adalékanyagok; 5.
kokcidiosztatikumok és hisztomonosztatikumok (1831/2003/EK és 386/2009/EK rendelet).
Fontos, hogy a takarmany-adalékok hatékonysaga akkor lesz megfeleld, ha azokat okszeriien
alkalmazzak, ehhez tudni kell, hogy az adott anyagot pontosan mire szeretnénk hasznalni.
Amennyiben az 4llatok termelésére vagy ellenalld képességére hatd adalékanyagot
alkalmazunk, tligyelni kell a fajra, korcsoprotra és hasznositasi tipusra, ezek a jellemzdk

hatarozzak meg az egyedek takarmanyanak taplaléanyag-sziikségletét.

4.5.1. Antibiotikumok

Az éllattenyésztésben széles korben elterjedt gyakorlat volt az antibiotikumok
hozamfokozoként valo alkalmazasa, ezzel kihasznalva azon tulajdonsagukat, hogy csdkkentik
az emésztorendszerben a mikrobak szaporodasat, valamint javitjdk a tapanyagok
emészthetdségét (Dublecz, 2011). Ennek kovetkeztében valtozik a bélmikrobidta, valamint
kialakulhat a patogén baktériumok antibiotikum rezisztencidja (Aarestrup, 1999). Az
agrartumban alkalmazott antibiotikumok névelik a human gydgyaszatban a rezisztens
betegségek kockazatdt (Cheng ¢és mitsai.,, 2014). 2000 ota csokkentettek a hozamfokozd
antibiotikumok felhasznaldsdnak lehetdségét az allati termelésben (Dublecz, 2011), és 2006
januar 1.-t6l kezdve be is tiltottdk a hasznalatukat. Az antibiotikumok alkalmazéasa bizonyos
korilmények kozott elengedhetetlen, viszont ez a béltraktusban €16 mikroflorara, és a
bélrendszerre hatast gyakorol. Csokkenthetik a tejsav-termel6 fajok jelenlétét, a bélmikrobiom
diverzitasat, valamint a Clostridium fajok elszaporodasat okozzak (Lu és mtsai., 2008). A
bélmikrobiodta egyensulya az antibiotikum-kezelés utan altaldban gyorsan rendezddik, egyes
torzsek a kezelés utan akar 6 honappal sem. A bélmikrobiota homeosztazisdnak stabilitasa igen

fontos, lIényegében egy Osszetett Okoszisztéma €l ott. A tdpanyagok, a mikrobidta és a
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gazdaszervezet folyamatosan kapcsolatban vannak egymadassal (Azad és mtsai, 2018).
Egészséges koriilmények kozott a patogén €s a hasznos baktériumok kozott egyensuly van az
emésztorendszerben, és szamtalan szimbiotikus illetve competitiv kolcsonhatas torténik. Abban
az esetben, amikor a bélmikroflora stabilitasa felborul, problémak lépnek fel a tapanyagok
hasznositdsa, ez hatassal van az dasvanyi anyagok forgalmara is. Ezek a folyamatok
hasmenéshez, a takarmanyok tdpanyagainak nem megfelelé emésztéséhez vezet, valamint n6 a

keletkezo karos gazok mennyisége.

4.5.2. Antibiotikumok alternativai

Sokféle antibiotikumot hasznaltak takarmany-adalékanyagként a takarmanyozasban a
novekedési erély és az egészség javitasa érdekében. Az 1940-es évek végén tortént felfedezéstol
kezdve az antibiotikumok takarmany-adalékanyagként valo felhasznalasa a sertés- és
baromfiiparban elterjedt alkalmazassd valt. Antibiotikumok hozamfokozasra vald
alkalmazasanak betiltasdt kovetéen alternativdkat kell keresni az elhullasok ¢és a
megbetegedések megeldzésér, szamos Ujszerli természetes helyettesitdé anyagot vizsgaltak
tobbek kozott probiotikumokat, prebiotikumokat, szerves savakat, ndvényi kivonatokat és
ill6olajokat alkalmaztak (Fulton és mtsai., 2002). Ilyenek példaul az antibakteridlis vakcinak,
bakteriofagok, pre- €s probiotikumok, szimbiotikumok, ndvényi kivonatok, baromfitojasbol
szarmazé antitestek, stb (Cheng és mtsai, 2014; Gadde és mtsai., 2017). Ezek a termékek
jotékony hatdsa dokumentalt ugyan, de telepenként és turnusonként eltéré eredményeket
mutatnak. Ezen modszerek megfeleldé kombinalasa, a megfeleld gazdalkodési és tartasi
kortilmények egylitt elsddleges fontossaguak lehetnek az éllattenyésztés fenntartdsdban é€s

javitasaban (Gadde és mtsai., 2017).

Allatok takarményozasa soran alkalmazott adalékanyagok kozé sorolhatéak a bélfléra-

stabilizald anyagok, ide tartoznak a savanyitok, a probiotikumok és a prebiotikumok.

4.5.3. Savanyitok

Olyan szerves savak mely segitik a bélflora eubiotikus allapotanak fenntartasat. (Papatsiros és
Billinis, 2012). A savanyitok a pH savas iranyba tolasaval a baktériumok szamara kedvez6tlen

¢letfeltételeket biztositanak, novelik a sejtek hidrogénion-tartalmat. A hangyasav €s soi1 gatoljak
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a tejsavtermeld baktériumok tejsavtermelését, valamint csokkentik az E.coli- és a Salmonella-

szamot.

4.5.4. Probiotikumok

A WHO definicigja szerint a probiotikumok olyan mikroorganizmusok, amelyek megfeleld
mennyiségben ¢és ¢él0 allapotban adagolva javitjdk a gazdaszervezet egészségi allapotat,
valamint javitjdk az emésztést, €és a tapanyagok felszivodasat. Csak olyan
mikroorganizmusokat lehet probiotikumként alkalmazni, amelyek az eubiotikus florara
nincsenek negativ hatdssal, nem patogének vagy toxikusak, ellenallnak a gyomornedveknek,
valamint a genomjuk nem tartalmaz antibiotikum-rezisztencia géneket (Wright, 2005), ezen
kiviil biztonsdgosan lehessen haszndlni élelmiszeriparban és klinikailag is, j6 technoldgiai
tulajdonsagokkal rendelkezzen, emberi és allati szervezetre ne legyen negativ hatdsa (Havas,
2015). Legfrissebb kutatasok szerint segithetik a szérum koleszterin szabalyozasat az emberi
vérben, csokkenthetik a laktdz intolerancia tiineteit, a vastagbélrak kockazatat (Zendeboodi és
mtsai., 2020). Hasznélatuk sordn a f6 cél a patogén mikroorganizmusok kiszoritdsa a
bélcsatornabol oly mddon, hogy a bélhamsejtek feliiletén 1évo, baktériumok altal telepalkotasra
hasznalhato, korlatozott mértékben elérhetd kdtohelyeket a kedvezd baktériumok telepitsék be,
ezzel kiszoritva a patogén mikroorganizmusokat, €s javitva az egyedek teljesitményét (Jadhav
és mtsai., 2015). Ily modon a bélsarral iiritett patogének szama is csokkenthetd. Harom f6
csoportjuk van. Az élesztok csoportjaba a Saccharomyes fajok tartoznak, amiknek kompetitiv
hatasuk van, €s az eubiotikus mikrofléranak biztositanak megfelel6 kornyezetet (Schmidt,
2015). A sproraképz6 baktériumok (pl. Bacillus fajok) vegetativ formaban keriilnek a
tapcsatornaba, a bélcsatorndban keriilnek vegetativ allapotba, és gyorsan kolonizalnak. Ezek a
baktériumok bakteriosztatikus anyagokat termelne (ilyen példaul a Bacillus toyonensis, ami
toyocerint termel (Juménez és mtsai, 2013). A toyocerin egyes patogének (pl. E.coli) szamara
mérgez0, azonban a gazdaszervezetben nem szivodik fel, igy nem okoz problémat. Ebbe a
csoportba sorolhaté a Bacillus subtilis és a Bacillus licheniformis is. A harmadik csoportba
elsGsorban a tejsavat termeld fajok (Lactobacillus, Enterococcus és Pediococcus) tartoznak.
Ezek a mikrobdk tejsavtermelésiiknek koszonhetden csokkentik a béltartalom pH-jat, serkentik
a bélhamsejtek osztodasat (igy novelik a felszivodasra alkalmas feliiletet), gyorsan
kolonizalnak, és kiszoritjak a patogén baktériumokat a bélhamsejtek kotohelyeirdl, valamint

aktivaljak a bélcsatorna immunrendszerét.
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Az EU-ban altalaban baktériumokat hasznalnak takarmany-kiegészitonek, ezek tobbnyire
Gram-pozitiv fajok (pl. Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus), €s
néhany gomba (pl Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces sp.). Léteznek tobb komponensii
termékek, ezek egyszerre tobb fajt tartalmaznak. Hatékonysagukat tobb tényezd befolyasolja,
példaul a torzsek megfeleld kivalasztasa, dozisa (megfeleld0 mennyiségli €letképes sejtet
tartalmazzon). Fontos, hogy a termékeket a gyartd altal eldirt, megfeleld koriilmények kozott
taroljak és alkalmazzék. A probiotikum készitmények a gazdaallat fajatol és koratol fliggden
alkalmazhatdak por, szuszpenzid, kapszula, pellet, gél vagy paszta formajaban is, idészakosan
vagy folyamatosan, kozvetleniil vagy takarmanyadalékként (Markowiak and Slizewska, 2018).
A probiotikumok és antibiotikumok egyarant termelésnovekedést eredményeznek, annak
ellenére, hogy mikodésiik alapelve eltér egymastél. A probiotikumok hatékonysagat

befolyasolja a kezelés hossza, a baktériumtorzsek koncentracioja és a valaszott torzsek.

45.5. Prebiotikumok

A prebiotikumok olyan nem emészthet6, de a hasznos baktériumok altal tapanyagként
hasznosithat6 szénhidratok, melyek tobbnyire oligoszacharidok (Gibson és Roberfroid, 1995),
valamint energiaszolgaltat vegyiiletek a vastagbél hamsejtei szamara. A probiotikus
mikroorganizmusok tapanyagként tudjdk hasznositani a prebiotikumokat, ezaltal
felszaporodnak és igy kiszoritjdk a patogén mikroorganizmusokat (Dublecz, 2011). A {6
prebiotikus szénhidratok kozé tartoznak a fruktooligoszacharidok (FOS), oligofruktoz, inulin,
galaktooligoszacharidok (GOS) és a xilooligoszacharidok (Azad és mtsai, 2018).

lebontasi termékei €s a tobbértékli alkoholok is (Cheng és mtsai.,, 2014). Természetes
prebiotikum forrasok a hiivelyesek, a gabonafélék és a gyiimolcsok (Markowiak and Slizewska,
2018). Az ezekben 1évé nem keményitd jellegli szénhidratok novelik a vastagbélben 1évo
mikroorganizmusok szamat, valamint a bélmikroflora osszetételét javitjak, kiszoritva ezzel a
patogén baktériumokat (Dublecz, 2011). A prebiotikumok hatasanak értékelésekor figyelembe
kell venni azt a tényt, hogy a gazdasagi allatok mindegyike kiilonbozik anatomiai, emésztés-
fiziologiai és a bélmikrobiota 6sszetétel szempontjabol (Markowiak és Slizewska, 2018). A
prebiotikum kiegészitések esetén elengedhetetlen a megfeleld adagolds meghatarozasa, ugyanis
tuladagolasuk emésztési zavarokhoz vezethet. Ugyanakkor nagy elénylik, hogy hosszu ideig és
megel6zd jelleggel hasznalhatok az enterdlis megbetegedések megelézésére (Markowiak és

Slizewska, 2018).
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4.5.6. Szimbiotikumok

Szimbiotikumokrol egymassal szinergikus kapcsolatban all6 probiotikumok ¢és a
prebiotikumok egyiittes alkalmazasakor beszéliink. Azok a termékek szimbiotikumok, amikben
a prebiotikus alkotoelem szelektiven segiti egy probiotikus mikroorganizmus miikodését
(Markowiak and Slizewska, 2018). A cél a bélflora egyensilyanak fenntartasa és javitasa agy,
probiotikumok egyéni kombinacidjatol (Slizewska és mtsai., 2020) TSbb olyan vizsgalatban
azonban, ahol Osszehasonlitottdk a pre- és probiotikumok hatasat az egylittes adagolassal, a
kombindcio tobb esetben mégis feliilmulta a csupan pro- és prebiotikus kezelések eredményeit

(Tayeri és mtsai., 2018).

4.5.7. Novényi kivonatok alkalmazasa takarmany kiegészitoként

Az allati takarmanyozés sordn az egyéb adalékok kozé tartoznak a ndvényi kivonatok és az
éterikus olajok. Az aktiv hatéanyagaik a flavonoidok, a polifenolok és a katechol vegyiiletek.
A novényekbdl szarmazd szamos természetes anyagok, illoolajok, melyeket a ndvények
kiilonbozé részeibdl nyernek ki alapvetd szerepet jatszhat az élelmiszerekben mint
antimikrobialis és antioxidans vegyiiletek. Ezek koziil a leggyakoribbak a gyogyndvények és a
fiszerek. A novényi kivonatok foként fehérjékbdl, peptidekbdl, oligoszacharidokbol,
zsirsavakbol, vitaminokbo6l, mikro asvanyi anyagokbol allnak. A ndvényi kivonatok széleskorti
bioaktivitdssal rendelkeznek, és aktiv masodlagos ndvényi metabolitjaik jellemzden az
izoprénszarmazékok és a flavonoidok osztalyaba tartoznak (Tajodini és mtsai., 2015). Vannak
olyan novényi kivonatok, amik prebiotikus oligoszacharidokat is tartalmaznak,
fermentaciojukat kovetden eldsegitik a propionsav-képzddést, ezaltal csdkkentik a patogének
szaporodasat (Alloui et al, 2014). Szdmos nodvényi extraktum tartalmaz antioxidans,
antimikrobialis, gyulladascsokkentd, antikokcidalis, és féreghajto tulajdonsadgokkal rendelkezd
kémiai vegyiileteket. A novényi kivonatok segitik a bélmikrobidta eubiotikus allapotanak
fenntartasat (Lopez-Bote, 2004), mivel Gram pozitiv és negativ baktériumokra egyarant hat a
baktericid illetve bakteriosztatikus hatasuk (Alloui et al., 2014). A termdtertilet, az éghajlati
viszonyok, a vegetacios fazis, a genetikai moddositasok befolyasoljdk kémiai és biologiai

sokféleségiiket. A novényi kivonatok a hatdsukat a takarmanyfelvétel novelésével, az endogén
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valadékok serkentésével, javitjak a taplaldanyag-felszivodast €s a nitrogén-retenciot, illetve
antioxidans, antimikrobialis tevékenységiik is van. Ezeken kiviil fokozzdk a bélcsatorna
vérellatasat is. Az oreganokivonatrél Giannenas és munkatarsai (2003) bizonyitottdk, hogy
kokcidiaellenes hatasa van (Eimeria tenella, E. acervulina), éterikus olajokkal fokozhato a
hasnyalmirigy és a vékonybél enzimtermelése (Jamroz és mtsai., 2005), valamint a fokhagyma
szerves kénvegyiileteii fokozzak az emésztéenzimek termelését és antibakterialis hatasuk is van
(Peinado és mtsai., 2013). Tobb kutatds dokumentalta a novényi kivonatok jotékony hatasat a
baromfi teljesitményére (Tucker, 2002, Denli €s mtsai., 2004). A ndvényi kivonatok vagy olajok
javitjak a bél mikrobiomot ugy, hogy szabalyozzak a potencialis koérokozokat, és a
vékonybélben 1évé emésztési kapacitast segitik. Wenk és munkatarsai (2000) megfigyelték,
hogy a névényi kivonatok erds hatast gyakorolnak az endokrin rendszerre €s serkentik a koztes
tdpanyag-anyagcserét. A novényi kivonatok takarmany-adalékanyagként vald haszndlata
baromfi esetében értékes lehet, mert lehetdvé teszi az altalanos teljesitmény maximalizalasat és
a baromfi emészthetOségének javitasat. A baromfikisérletekben vizsgalt novényi kivonatok
tobbsége pozitiv hatdst mutatott a termelékenységre, és nem volt karos hatdsa az allatok

egészségére €s a kapott allati termékekre.

4.5.8. Polifenolok altalanos jellemzése

Human ¢és gazdasagi haszondllatok esetében egyarant tobb kutatds is foglalkozik a
polifenolokban dus ételek fogyasztasanak hatasait (Marranzano és mtsai, 2018, Silva-Guillen
¢és mtsai., 2020, Hashem és mtsai., 2020). Ezek a vegyiiletek kémiailag véltozatos, méasodlagos
anyagcsere termékek, melyek legalabb egy aromas gy(iriit tartalmaznak, és kiilonboz6 funkcios
csoportok (foként hidroxil csoport) kapcsolddik. A polifenolok funkcidjuk szerint elsdsorban a
novény leveleiben, riigyeiben és a gylimdlcsokben halmozddik (Lavola és mtsai., 2012). F6
feladatuk megvédeni a novényt a stresszhatasoktdl antioxidansként, szinanyagokként vagy
sztubsztatként (Berini és mtsai, 2018). A fenolos vegyiiletek emelkedését okozod stresszfaktor
lehet a vizhidny, UV-B sugarzas és a kartevok jelenléte (Nascimento €és mtsai., 2015,
Kovalikova és mtsai., 2019). Polifenolos vegyiiletek eldallitasdra az emberi és az allati
szervezet nem képes, ezért ezek a vegyiiletek csak taplalékkal keriilhetnek a szervezetbe.
Felszivodasuk és bioldgiai hasznosuldsuk nagyban fiigg az adott vegytilet kémiai felépiilésétdl,
a polifenol molekulat koriilvevd takarmanyban 1€v6 élelmi rostok, és a bélflora (Marin és

mtasi., 2015, Catalkaya és mtsai., 2020). Polifenolok biokémiai tulajdonsaga az antioxidans
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hatas, ezt a kémiai szerkezete hatdrozza meg. A fenolos gytirti és a hidroxilcsoportok miatt jo
elektron és hidrogéndonor, ezaltal a szabad gyokoket képes semlegesiteni, valamint kelatokat
tud képezni a fémionokkal (Leopoldini és mtsai., 2006). A polifenolok immunmodulaléd
hatassal is birnak. Hatdssal vannak az immunsejtek populacioira, szabalyozzék a gyulladast
segitd gének kifejez0dését, valamint szabalyozzak a citokinek termelddését. A flavanoidoknak
lehet kozvetett ¢ kozvetlen antibakteridlis hatdsuk valamint gatolhatjdk a biofilmmek
képzddését (Cushnie és Lamb, 2011). Xu és Lee antibiotikum rezisztens baktériumok ellen
hatékonyan hasznalhat6 flavanoid molekulat kerestek (2001). Kimutattak, hogy a meticillin-
rezisztens Staphylococcus aureus ellen négy flavanoid (miricetin, datiszcetin, kempferol és

kvercetin ) €s két flavon (flavon és luteoin) is hatasos.

4.5.9. Sz6lémagkivonat

Az Elelmezésiigyi és Mez6gazdasagi Vilagszervezet (FAO) adatai alapjan évente 67 millid
tonna sz016t terem, ezzel a vilag egyik legjelentdsebb gylimolcse, melynek nagy része boraszati
¢s gyiimodlcsléipar mellékterméke lesz a feldolgozas sordn. A keletkezd szO16torkdly (héj,
magok ¢€s szar) egy kifejezetten olcsd, zuzott keverék. A beltartalmi mutatoit nagymértékben
befolyasolja az éghajlat, az alkalmazott sz6l0fajta, talaj €s éghajlati adottsagok, borkészités
technologidja. A sz616 6sszetételét és tulajdonsagait széles korben vizsgaltak, és arrol szamoltak
be, hogy a sz616 nagy mennyiségli fenolos vegyiiletet tartalmaz (Somers és Ziemelis, 1985). A
sz6l6torkolybol nyert kivonatok nagy mennyiségben tartalmaznak monomer fenolos
vegylileteket, példaul (+)-catechineket, (-)-epicatechint ¢és (-)-epicatechin-3-o-gallétot,
valamint dimer, trimer és tetramer procianidineket (Saito €s mtsai., 1998). A sz6l6torkoly
bioaktiv vegyiiletei eltérnek a sz6ldben és a borban talalhatoaktol, a boraszati melléktermékek
patogén baktériumok, virusok, gombak, toxinok és parazitdk elleni aktivitdsa bizonyitott
(Friedman 2014). A sz616torkolyben 1évé antioxidans fenolos vegyiiletek, ezeket patogén
betegségek elleni potencidlis szerként ismerjiik. Fontos, hogy ezek a fenolos vegyiiletek a
borkészités soran rosszul oldodnak ki a borba, tehat a szOl6tdrkolyben maradnak, ezaltal a
sz616torkdly polifenolokban nagyon gazdag (Friedman 2014). Az antioxiddnsok olyan
molakulak, melyek a célsejtben megakadalyozzak vagy késleltetik az oxidativ kérosodast.
Hatasukat az €16 szervezetekben alacsony koncentracioban, és eltérd modon fejtik ki. Ilyen
példaul, ha redulélészerként mikodnek vagy génkifejezodést szabalyozzak (Gutteridge és
Halliwell 2010). Néhany példa az antioxiddnsokra az aszkorbinsav, a hugysav és egyes

polifenolok, mint a resveratrol. A sz616torkolykivonatok antioxidanst élelmi rostokat, valamint
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kivonhat6 €s nem kivonhaté polifenolokat tartalmazé komplex dsszetétellel rendelkezik, ennek
koszonhetden széles korti felhasznalasi lehetOségeket mutathatnak tobbek kozott a
mezdgazdasagi és takarmanyiparban, valamint a gyogyszer €s kozmetikai iparban (Tayengwa
¢s Mapiye 2018). A sz016torkolyben 1évo antioxidativ polifenolok a fenolsavak, a flavonoidok,
a lignanok és a sztilbének. A kiilonboz6é tipustt szdlOpolifenolok egészségfejlesztd ¢és
betegségmegeldzo hatdsai jol dokumentaltak. A fehér sz616 torkolyének 6 fenolos 0sszetevoi
a fenolsavak, a flavan-3-olok és azok gallatjai, valamint a flavonolok és glikozidjaik. Az
antimikrobialis gyogyszerek kiterjedt haszndlata az antimikrobidlis rezisztencidk novekedését
eredményezte, ami a jelen pillanatban aggaszt6 probléma. Az antimikrobidlis képességgel
rendelkezd természetes kivonatok hasznalata jo alternativa lehet, amellyel elkeriilhetd a

rezisztenciak kialakulasa (Murphy és mtsai. 2017).
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5. Anyag és modszerek

5.1. Bélsarmintak homogenizalasa, elokészitése és feldolgozasa

A gbdolléi laborban a fagyasztott allapotban 1évé mintakbol analitika mérleggel kb. 150 mg-ot
mértiink ki steril, 2 ml-es Eppendorf csévekbe, majd annyi steril fiziologias sdoldatot (8,5 g/l
NaCl) adtunk hozza, hogy a minta tizszeresre higuljon (kb. 1350 ul-t). Ezutan az elegyet
homogenizaltuk, és torzsoldatot készitettiink. Ezt kovetden tizes 1éptékli higitasi sort
készitettiink, ahol az elsd tag a torzsoldat volt az utolsé pedig ennek 107-szeres higitasa. A
higitott mintakbol 25-25 pl-t cseppentettiink szelektiv taptalajokra, legnagyobb mértéki
higitassal kezdve a csokkend higitdsok (ndvekvd sejtkoncentraciok) felé haladva. A
hagyomdanyos szélesztési technikaval 100-100 pl mintat kellett volna a kiilonb6z6 taptalajokra
széleszteni, azonban ehhez a mdodszerhez rengeteg Petri-csésze lett volna sziikség, valamint a
jol elvégzett szélesztés folyamata rendkiviil iddigényes. A laboratériumunk dolgozodinak
kordbbi vizsgalatai igazoltak, hogy mindkét technika alkalmas a mintdk telepszdmanak
meghatdrozasara, és a kapott eredmények kozt nincs szignifikans eltérés, ezért ido és
fogyoeszkoz takarékossag céljabol a foltban oltas technikdjaval hataroztuk meg a baktériumok

telepszamat minden esetben.

5.2. Tenyésztett mikrobak csiraszammeghatarozasa

A Petri-csészén egy-egy telep egy-egy telepképzé egységnek, masnéven colony forming unit-
nak (CFU) felel meg az eredeti mintaban. Ez az érték baktériumok és élesztégombak esetében
megkozelitleg megegyezik a sejtszammal, de nem minden esetben. A telepképzd egységek
meghatarozasa €16, novekedésre képes sejtek tenyésztésén alapszik. Az eredeti székletminta
mikrobaszdmanak meghatarozashoz megszamoltuk, hogy egy taptalajon hany darab mikroba
telep lathatd, majd a parhuzamos tenyésztések eredményét atlagoltuk és a kapott értéket
megszoroztuk a higitas mértékével és meg 40-nel, mivel a CFU értéket 1 g-ra kell megadni, és
a taptalajra minden esetben csak 25-25 ul-t mintat cseppentettiink. Ha a higitas és a cseppentés
megfeleld, akkor altalaban két higitasi tag esetében is leszamolhaté a telepszam, azonban az
alabbi képlettel kell korrigdlni az eredményeket:

Ahol,
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e N: mikrobaszam 1 ml-re vagy egy g-ra
e >C: a két kiilonbozo higitasi taptalajain leszamolt - Z(

telepek Gsszege P = ™ % Ll %
e V: a szélesztésre hasznalt inokulum térfogata ml-ben
(jelen esetben ez 0,1 ml)
e d: a kevésbé¢ higitott lemez higitasi foka.
Az Osszcsiraszam meghatarozasa egyszerii, az 0sszes mikrobatelepet meg kell szdmolni a
taptalajon, azonban a szelektiv taptalajok esetében ez komplikaltabb, mivel el kell kiiloniteni a

meghatarozni kivant baktériumot a taptalajon esetlegesen ndvekvd egyéb mikrobaktol.

5.3. Alkalmazott taptalajok

A Nutrient agaron az aerob Osszcsiraszam meghatarozasa tortént. A Nutrient agar nem
tartalmaz semmilyen gatld vagy szelektald szert, elméletileg mindenféle mikroorganizmus
képes rajta novekedni.

o Osszetétele: 15 g/l agar, 1 g/l hiiskivonat, 5 g/l pepton, 5 g/l NaCl, 2 g/l élesztSkivonat.

e Inkubaciés idé: aerob koriilmények kozott, 24 oran keresztiil

e Inkubacios hémérséklet: 37 °C

Coliform és E.coli baktériumok (Enterobacteriaceae) kimutatisa az élelmiszer és a
vizmintakbol kotelezd, ezért ezek telepszamanak meghatdrozasara tobb taptalajt is
Kifejlesztettek a kutatok, ezekkel a taptalajokkal a coliform baktériumok szelektiven
tenyészthetok. Munkank soran a ChromoBio Coliform Agar taptalajt hasznaltuk. A
taptalajban 1évé kromogén anyagok miatt nem autoklavozhatd. Az izopropil-béta-d-
thiogalaktopiranozid a laktozt helyettesiti, ennek koszonhetden a laktozt fermentalo
baktériumok laktdz bont6 enzimjeinek a vizsgélataért felelés. Tehat a taptalaj detektalja a -D
gliikuronidaz és a B-D- galaktozidaz aktivitast, a két anyag egylittes jelenléte a telepeknek kék-
sotétlila szint kolcsondz. Azonban nem minden E. coli torzs (3-4%) rendelkezik B-D
gliikuronidaz aktivitassal, igy ezek rozsaszin telepeket képeznek, a galaktoziddz enzim jelenléte
miatt.

o Osszetétele a kovetkezo: kazein pepton 1 g/l, élesztd kivonat 2 g/l triptofan 1 g/,
szorbitol 1 g/, natrium- klorid 5,0 g/I, natrium piruvat 1,0 g/, 6-cloro-3-indolyl-p-D-
galac-topyranoside 0,2 g/, 5-brom-4-klor-3-indolyl-p-D-gliikoronid 0,1 g/1, izopropil-
béta-d-thiogalaktopiranozid (X-gal) 0,1 g/, Tergitol 7.
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e Inkubacios id6: aerob koriilmények kozott, 24 6ran keresztiil
e Inkubacioés hémérséklet: 37 °C
A Lactobacillus-ok Gram pozitiv fakultativ anaerob vagy mikroaerofil sporat nem képzd, palca

alaku baktériumok. Szinte mindentitt 2. abra A tejsavbaktériumok széndioxiddal dusitott 1égtérben torténd

7 v , tenyésztésének megvalositasara alkalmazott ,,berendezés”.
cléfordulnak, pl. ndvényeken, allatok Y &

testfelszinén, bélrendszeriikben, stb. CO2-vel
dasitott  atmoszféraban  tenyésztettik a
Lactobacillus izolatumokat. A  laborban
rendelkezésre all néhany anaerob
tenyésztdedény, és egy megfeleld csatlakozo,
igy egy egyszerli szddas szifon segitségével
konnyedén  tudtunk COo-t juttatni a
taptalajokat tartalmazd és mar légmentesen
lezart tenyésztéedényekbe (2. abra). A

Lactobacillus-ok meghatarozasa De Man—

Rogosa—Sharpe (MRS) taptalajon tortént. Ez a
taptalaj kis mértékben szelektiv (alacsony pH értéke miatt), és optimalis koriilményeket biztosit
a Lacobacillus-ok szamara. Osszetétele szinte gyartonként eltér, egyik sem biztosit teljes
szelektivitas Lactobacillus fajokra.

e Az MRS taptalaj osszetétel példa: gliikoz 20 g/l, agar 15 g/l, peptonok 10 g/,
haskivonat 10 g/1, élesztd kivonat 5 g/l, natrium acetat 5 g/l, ammonium citrat 2 g/l,
dikalium-hidrogénfoszfat 2 g/, tween80 1.08 g/, magnézium-szulfat 0.2 g/l,
mangan-szulfat 0.05 g/l

e Inkubacios hémérséklet: 37 °C

e Inkubacios id6: 3-4 napon keresztiil.

A bélrendszerében ¢l6 Gram negativ mikrobdk egyik jellegzetes csaladja az
Enterobacteriaceae. Ezeket szoktak ,,bélbaktériumoknak™ vagy ,,coliform baktériumoknak™ is
nevezni. Szamos kiilonbozd genus tartozik ide, egy része elsddlegesen patogén (Salmonella,
Shigella, Yersinia), de a legtobb faj nem vagy csak bizonyos koriilmények kozt szdmit
korokozonak (Escherichia, Klebsiella, Proteus, Enterobacter, Morganella, Serratia,
Providencia, stb.). A Salmonella fajok jelentés korokozok baromfi esetében, ezen feliil
potencialisan human patogének is, ezért a tervezett etetési kisérlet soran kimutatasuk és

mennyiségi meghatarozdsuk fontos, ennek megfeleléen tobb taptalajt is kifejlesztettek a

29



kutatok. A g6dolléi laborban harom ilyen taptalaj elérhetd volt ugyan, de korabban nem volt

hasznalva, ezért el kellett végezni a taptalajok 6sszehasonlitasat. Ezek a kovetkezdk voltak:

SS: Salmonella—Shigella Agar:

e Felhasznalasa: szelektiv és differencial6 taptalaj a patogén enteralis

e Dbaktériumok, kiilonosen a Salmonella nemzetséghez tartozd baktériumok klinikai
mintakbol valo izolalasara.

e Miikodési elve: Gram-pozitiv mikroorganizmusok ¢és a Salmonella és a Shigella
kivételével az Enterobacteriaceae-k gétlasanak mértéke alapjan kozepesen szelektiv
taptalajnak szamit, amelyet epesok, brilliantzold €s citratok tartalma miatt gatol. A
taptalajban 1évd laktézzal az SS Agarban az enetrilis mikroorganizmusok
megkiilonboztethetdek, mivel a laktozt nem fermentald mikroorganizmusok szintelen,
mig a laktézt fermentalok altal termelt sav miatt a neutral vords indikator jelenlétében
voros telepek keletkeznek

o Osszetétel: agar 13.5 g/l, marhahtskivonat 5 g/I, pankreatikusan emésztett kazein 2.5
g/1, peptikusan emésztett allati szovetek 2.5 g/, laktoz 10 g/l, epesok 8.5 g/l, natrium-
citrat 8.5 g/l, natrium-tioszulfat 8.5 g/l, vas-citrat 1 g/1, brilliantzold 0.33 g/1, neutral
vords 0.025 g/l

e Inkubaciés idé6: legalabb 18-24 6ran at vagy sziikség esetén

e Inkubaciéos homérséklet: 35+-2°C-on

XLD: Xylose Lysine Deoxycholate Agar:

Felhasznalasa: mérsékelten szelektiv és differencidlo taptalaj Gram-negativ enteralis
patogén (Salmonella és Shigella) klinikai mintakbol vald izoldldsara valamint
differencialasara. Shigella sp. izolalasara kifejezetten alkalmas.

Miikodési elve: A patogéneket megkiilonbozteti a nem patogén laktdozfermentald
mikroorganizmusoktdl, valamint szamos, laktozt vagy szachar6zt nem fermentald, nem
patogén mikroorganizmustol is A tdpkozeget ugy allitottak Gssze, hogy segitse a Shigella
szaporodasat, mivel az szamos mas tapkozegen az abban talalhat6 toxikus inhibitorok miatt
nem novekedett. Elesztékivonatot tartalmaz tapanyag- és vitaminforrasként. A
natriumdezoxikolatot szelektaldé anyagként funkcional a gram-pozitiv mikroorganizmusok
gatlasara. A taptalaj tartalmaz xilozt is, mivel azt a Shigella fajok kivételével gyakorlatilag
az Osszes enteralis mikroorganizmus fermentalja, igy a Shigella fajok elkiilonithetéek. A
hozzaadott lizin lehetdvé teszi a Salmonella fajoknak a nem patogén fajoktol valod

elkiilonitését
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Osszetétel: agar 13.5 g/1, laktoz 7.5 g/l, szachardz 7.5 /1, natrium-tioszulfat 6.8 g/1, lizin 5
g/1, natrium-klorid 5 g/1, xil6z 3.5 g/1, élesztOkivonat 3 g/I, natrium-dezoxikolat 2,5 g/1, vas-
ammoOnium-citrat 0.8 g/, fenolvoros 0.08 g/l

Inkubaciés id6: legalabb 18—24 6ran 4at, azonban el6fordulhat, hogy a XLD Agar taptalajon
1év6 kolonidknak 48 6ras inkubdcioéra van sziikségiik a teljes szinfejlodéshez.

Inkubacios homérséklet: 35+-2°C-on

HE: Hektoen Enteric Agar:

Felhasznaldsa: mérsékelten szelektiv és differenciald taptalaj a Gram-negativ enteralis
mikroorganizmusok (els6sorban Shigella és Salmonella fajok ) izolalasara és tenyésztésére
Miikddési elve: A korabbi HE agarhoz képest, mar nincs benne natrium-dezoxikolat, illetve
kisebb az epesdk koncentracioja, valamint annak érdekében, hogy ellenstilyozva legyen az
kozeget, gatoljak a Gram-pozitiv szervezeteket, és csokkentik néhany, a Salmonella és a
Shigella kivételével a Gram-negativ szervezetek ndvekedését. A taptalajban 1évé vas-
ammonium-citrat miatt kimutathatd a Salmonella éltal termelt kénhidriogén. A laktozt, a
szachar6zt és a szalicint a kolonidk és a kolonidk melletti taptalaj szine alapjan torténd
optimalis megkiilonboztetés érdekében tartalmazzak. A Salmonella és a Shigella nem bontja
ezeket a szénvegyiileteket, ezaltal nem okoznak szinvaltozast a pH-indikatorrendszerben.
Azok a szervezetek (pl. E.coli) egyet, vagy tobbet savakkd fementalnak sarga vagy
narancssarga szinvaltozast okoz.

Osszetétel: agar 13.5 g/1, laktéz 12 g/1, szachar6éz 12 g/l, peptikus emésztett allati szdvetek
12 g/1, epesok 9 g/l, natrium tioszulfat 5 g/l, natrium klorid 5 g/1, élesztdkivonat 3 g/l,
szalicin 2 g/l, vas-ammonium-citrat 1.5 g/l, fuchsin sav 0.1 g/l

Inkubacios id6: 1824 ora

Inkubacios homérséklet: 35+-2°C-on

A bélrendszerében €16 Gram negativ mikrobak kozé tartoznak Campylobacter nemzettség

tagjai is, mikroaerofil koriilményeket kedvelik. Campylobacter fajokrél ismert, hogy tobb,

intesztinalis fertdzéseket okozd patogén faj is talalhatd kozottiik. Broilercsirkék esetében a

Campylobacter jejuni és Campylobacter coli fajok okozzak a legnagyobb problémat. Fontos

megjegyezni, hogy nem megfeleld hdkezelést kovetden a Campylobacter fertézés csirkehus

fogyasztasat kovetden emberre is atterjedhet. A kutatdsunk soran a Campylobacter Bloodfree

Selective taptalajt hasznaltuk.
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Campylobacter Bloodfree Selective taptalaj
e Felhasznalasa:

szelektiv taptalaj

vért aktiv szén, vas-szulfat és natrium-piruvat kombinacidja helyettesiti. A szén abszorbalja
a legtobb toxikus anyagot, mig a vasszulfat és a piruvat kémiai redukalészerként van jelen.
Kutatok kifejlesztették dezoxikolat és a cefoperazon olyan kombinaciodjat, mely gatolja a

normal fléra mikroorganizmusait, azonban nem gatolta a C. jejuni, a C. fetus, a C. coli és a

C. lari fajok novekedését.

szén 4 g/1, hidrolizalt kazein 3 g/l, natrium-dezoxikolat 1 g/l, vas-szulfat 0.25 g/l, natrium-

piruvat 0.25 g/, cefoperazon 32 mg/I

Inkubacios id6: 42—48 6ran keresztul

Campylobacter fajok székletmintdbdl torténd izolaldsara szolgald

Miikddési elve: A marhahuskivonat és két kiilonb6z6 pepton biztositja a nitrogénforrast. A

Osszetétel: agar 12 g/, marhahuskivonat 10 g/l, pepton 10 g/l, natrium-klorid 5 g/l, aktiv

Inkubaciés hémérséklet: 35-37 °C-on, mikroaerob koriilmények kozott

5.4. A Salmonella taptalajok tesztelésére alkalmazott mikrobak

A haromféle Salmonella téaptalaj specifikussaganak teszteléséhez 15 baktérium torzset

alkalmaztunk, a baktériumokat Nutrient taptalajon tartottunk fent (1. tablazat)

1. tablazat Salmonella taptalaj specifikussagi vizsgalat teszteléséhez alkalmazott baktériumok

azonosito

azonosito

Salmonella enterica ATCC 13076

Enterobacter aerogenes ATCC 13048

Salmonella enteritidis 704

Enterobacter cloacae ATCC 13047

Salmonella typhimurium 208

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Salmonella infantis 1747

Klebsiella oxytoca ATCC 49131

Escherichia coli ATCC 25922

Proteus vulgaris ATCC 6380

Shigella boydii ATCC 9207

Proteus mirabilis ATCC 29906

Shigella sonnei ATCC 9290

Proteus hauseri ATCC 13315

Shigella flexneri ATCC 12022

ATCC: American Type Culture Collection torzsgyljtemény referencia izolatumai. Az ATCC

szammal nem rendelkezd Salmonella torzsek a MATE GBI torzsgytijteményébdl szarmaznak.
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5.5. Statisztikai elemzés

Minden kezelési csoportban 6-6 allat mint4jabol hataroztuk meg a vizsgalt baktériumok
telepszamat két parhuzamos tenyésztés atlagolasaval. A kapott telepszam értékeket ezutan
log10 értékekké alakitottuk (az abrazolhatosag érdekében) és a statisztikai elemzése soran is a
logl10 értekeket hasonlitottuk Ossze egyvaltozds varianciaanalizis (ANOVA) segitségével,
melyet Tukey utolagos teszt kovetett. Minden tesztben a P-érték < 0,05-6t tekintettiink

statisztikai jelentOségnek.
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6. Eredmények és értékelésiik

6.1. Salmonella specifikus kimutatasara alkalmas taptalajok tesztelése

A Salmonella fajok jelentdés korokozok baromfi esetében, és mivel potencidlisan humén
patogének is, a tervezett etetési kisérlet soran kimutatdsuk és mennyiségi meghatarozasuk
kiemelt fontossagi volt. Kiemelt fontossaguknak koszonhetden kimutatasukra ¢és
azonositasukra szamos kiilonbozd taptalajt  fejlesztettek, melybdl haromfélével a
laboratoriumunk is rendelkezik (SS: Salmonella—Shigella Agar, XLD: Xylose Lysine
Deoxycholate Agar; HE: Hektoen Enteric Agar), de ezeket korabban még nem hasznaltuk, igy
elsd 1épésként a taptalajok Osszehasonlitasat végeztiik el. Teszteltiik, hogy a kiilonb6zo
Salmonella izoldtumok hogyan névekednek a tiptalajokon, illetve azt is vizsgaltuk, hogy kozel
rokon egyéb Enterobacteriaceae csaladba tartozd baktériumok milyen telepmorfologiat
mutatnak ezeken a taptalajokon. Mindkét vizsgalat fontos, mivel egyrészt biztosnak kell
lenniink abban, hogy a Salmonella telepeket azonositani tudjuk, masrészt pedig a lehetd
lebiztosabban ki kell zarni minden fals pozitiv talalatot.

Munkank els6 1épéseként tehat egy torzsgylijteményes (S. enterica ATCC 13076) és harom, az
intézeti dolgozok altal korabban izolalt €s azonositott, Salmonella izolatum (S. enteritidis 704,
S. typhimurium 208, S. infantis 1747) alkalmazésaval teszteltiik a taptalajokat. Mind a négy
baktériumbol 0,5 McF toménységii (ez hozzavetdlegesen 1-2x10% CFU/ml baktériumnak fele
meg) szuszpenziot készitettiink steril fiziologids sdéoldatban, majd ebbdl tizes 1éptékii higitasi
sort készitettiink (szintén fiziologias so6oldatban) és 25-25 pl-t foltban oltottunk a haromféle
taptalajra harom higitasi tagbol, amirdl feltételeztiik, hogy jol elkiiloniild telepeket kapunk. A
taptalajokat 24 oran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk, majd az eredményt értékeltiik (3. abra).
Mind a négy Salmonella izolatum a Salmonelldkra jellemz0 telepmorfologiat mutatta: XLD:
fekete telepek, taptalaj piros marad a telepek koriil; SS: fekete telepek, a taptalaj feltisztul a
telepek koriil; HE: sotét telep €s a taptalaj elszinezddik (2. tablazat).
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3. abra Az S. typhimurium 208 izolatum ndvekedése és telepmorfologidja a harom kiilonbdz6 taptalajon. Balrol jobbra: XLD,
SS és HE.

A Salmonella izoldtumok mellett 11 egyéb Enterobacteriaceae csaladba tartozo baktériumot
(1d. 2. tablazat) is teszteltiink a haromféle taptalajon, melyekrdl kozismert, hogy képesek rajta
novekedni és bizonyos esetekben akar Salmonella-szerli telepeket is képezhetnek. A kapott

eredményt az 2. tablazat foglalja 6ssze.

2. tablazat négy Salmonella és 11 egyéb izolatum telepmorfologiai sajatossagai a harom kiilonb6z6 taptalajon

azonosito S5 XLD HE
. fekete telepek, a fekete telepek, taptalaj [sdtét telep és a
Salmonella enterica ATCC 13076/ .. o Por . pek faplag) suietielepesa
taptalaj feltisztul piros marad taptalaj elszinezodik
fekete telepek fekete telepek, taptalaj |s6tét telep €
Salmonelia enteritidis 704 cxete Ielepex, a crele Ielepek, fapldiaj |suiet felepes @
taptalaj feltisztul piros marad taptalaj elszinezbdik
, , fekete telepek, a fekete telepek, taptala) [sdtét telep és a
Salmonella typhimurium 208 taptalaj feltisztul piros marad taptalaj elszinezbdik
Salmonella infantis 1747 f?l-(ete Felepek, a fgl-(ete telepek, taptalaj sltitét tglep é_s a B
taptalaj feltisztul piros marad taptalaj elszinezbdik

fehér telep, taptala)

sargas telep, taptalaj

13048

sargul a telep karl

Escherichia coli ATCC 25822 rézsaszines telep . - ;
sargul a telep karl feltisztul
Shigelfa boydii ATCC 9207 rozsaszines telep rozsaszines telep sotet telep =e
taptalaj elszinezddik
Shigella sonnei ATCC 9290 rézsaszines telep rozsaszines telep s)otet t‘?'ep e
taptalaj elszinezddik
Shigella flexneri ATCC 12022 rézsaszines telep rozsaszines telep S,Otet t‘?'ep esa
taptalaj elszinezddik
Enterobacter aerogenes ATCC . ] fehértelep, tptalaj  |sargas telep, taptalaj
rézsaszines telep

feltisztul

Enterobacter cloacae ATCC
13047

rézsaszines telep

fehér telep, taptala)
sargul a telep karl

s0tét telep, taptalaj
feltisztul

Klebsiella pneumoniae ATCC
13883

rézsaszines telep

fehér telep, taptala)
sargul a telep kardl

sargas telep, taptalaj
feltisztul

Klebsiella oxytoca ATCC 49131

rézsaszines telep

fehér telep, taptalaj
sargul a telep karil

sargas telep, taptalaj
feltisztul

Proteus vulgaris ATCC 6380

fekete telepek, a
taptalaj feltisztul

fehér telep, taptalaj
sargul a telep karil

sargas telep, taptalgj
feltisztul

Proteus mirabilis ATCC 29906

fekete telepek, a
taptalaj feltisztul

rézsaszines telep

sOtéttelep és a
taptalaj elszinezodik

Proteus hauseri ATCC 13315

fehéres, rozsaszines
telep, kicsit feketedik

fehér telep, taptalaj
sargul a telep karl

sargas telep, taptalaj
feltisztul
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A 2. tablazatban a négy Salmonella és 11 egyéb izoldtum telepmorfologiai sajatossagai a
harom kiilonb6z0 taptalajon. A piros szinnel kiemelt telepmorfologia azokra a baktériumokra
utal, melyek az adott taptalajon Salmonella-szerii vagy ahhoz nagyon hasonldak (és kontroll

nélkiil nehezen elkiilonithetdk).

Mindharom Proteus izolatum Salmonella-szeri vagy ahhoz nagyon hasonl6 telepeket képzett
SS taptalajon, a P. mirabilis HE téaptalajon is (4. dabra). Ez utdbbi taptalajon a Shigella
izolatumok ¢és az egyik Enterobacter is sotét telepeket képzett. Ezen telepek részletesebb
vizsgalattal elméletileg elkiilonithetdk lennének a Salmonella telepektdl, de amikor bélsar
mintakbdl akarunk kimutatni Salmonellat, melyben rengeteg egyéb mikroba is megtalalhato
(tobbek kozt az itt tesztelt egyéb Enterobacteriaceae izolatumok is) a nagyszamu egyéb telep
mellett ezek pontosan nem azonosithatok be tovabbi vizsgalatok nélkiil. A harom taptalaj koziil
a legjobbnak tehat az XLD taptalajt bizonyult (mivel a vizsgalt baktériumok koziil csak a
Salmonella 1izolatumok mutattak ténylegesen Salmonella-szerti telepmorfoldgiat), igy a

késobbiekben ennek hasznalatat részesitettiik elényben.

4. dbra Harom Proteus izolatum névekedése és telepmorfoldgiaja a harom kiilonbozo taptalajon. Balrdl jobbra: XLD, SS és

HE. Minden taptalajon a kdvetkez6 sorrendben talalhatok a baktériumok: balra fent: P. hauseri; jobbra fent: P. vulgaris;

kozépen lent: P. mirab

6.2. Salmonella specifikus kimutatasara bélsar mintakbal

Miutan kivalasztottuk a megfeleld taptalajt teszteltiik a Salmonella kimutatdsat valds bélsar
mintakbol. A teszt sordn egy korabbi kisérletbdl szarmazo és azdta -80 °C-on tarolt sertés
széklet mintat vizsgaltunk meg. A mintabdl higitasi sort készitettiink az anyagok és modszerek

fejezetben leirtak alapjan és a széklet szuszpenzidt (M), valamint annak 10, 100 és 1000-szeres
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higitasabol (-1, -2 és -3) 25-25 ul-t foltban oltottunk XLD taptalajra, illetve a tomény mintabol
(M) 100 pl-t hagyomanyos modon is szélesztettiink. Az inkubaciot kovetden (24 ora, 37 °C)
értékeltiik az eredményt és megallapitottuk, hogy nincsenek fekete telepek, vagyis nem volt
Salmonella a mintaban, pontosabban a mintdban kevesebb Salmonella talalhat6, mint a
kimutatasi érték als6 hatdra (100 CFU/g). Egyéb telepek, melyek feltehetden
Enterobacteriaceae csalddba tartoz6 baktériumok lehetnek (pl. E. coli) novekedtek a taptalajon,
de ez megfelet az el6zetes elvarasainknak (5. abra).

Kovetkezd 1épésként ugyan ehhez a sertés bélsar mintdhoz ismert mennyiségii (2.89x10°
CFU/ml) S. typhimurium 208-at adtunk és széklet és Salmonella keverék szuszpenziobol
higitasi sort készitettlink és meghataroztuk a keverék Salmonella mennyiségét foltban oltas és
hagyomanyos szélesztés alkalmazasaval (6. abra), mindkét esetben két parhuzamos szélesztést
készitettiink és a telepszamokat a két szélesztés atlagabol szamoltuk ki. Mindkét technikéval
sikeriilt kimutatni a széklet mintahoz adott Salmonella jelenlétét és a mennyiségét is megfeleld
pontossaggal hatdroztuk meg: a foltban oltas technikaval a 2x10° CFU/ml mig a hagyoményos
szélesztéssel 1,37x10° CFU/ml kaptunk, ami jol megkdzeliti az elméleti 2,85x10° CFU/ml
értéket. Osszességében megéllapithatjuk tehat, hogy a kivalasztott XLD taptalaj Salmonellat
tartalmazd széklet minta esetében megfelelé modon mutatta ki, illetve hatdrozta meg a
baktérium mennyiségét tehat valdos mintdk esetében is megfeleld lesz a Salmonella fajok

meghatarozasara.

5.abra: A sertés széklet minta szélesztése XLD taptalajon. Balra: a tdmény szuszpenzio (M) és 10-es 1éptéki higitasaibol (-1,

-2 és -3) 25 nl-t foltban oltasa. Jobbra: a tdmény szuszpenziobol (M) 100 ul szélesztése. A Salmonellara utalo fekete

telepeket egyik esetben sem novekedtek a taptalajokon.
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6. abra: A Salmonellaval beoltott sertés széklet minta szélesztése XLD taptalajon. A tdmény szuszpenzidbdl (M) négytagli

tizes 1éptékii higitasi sirt készitettiink (-1, -2, -3 és -4). Balra: a az utols6 harom higitasi tagbol (-2, -3 és -4) 25 pl foltban

oltasa. Jobbra: a -3 higitasi tagbdl 100 pl szélesztése hagyomanyos modon.

6.3. A kiilonb6z6 szolomagkivonat tartalmu takarmanyok mikrobiotara gyakorolt
hatasanak vizsgalata broilercsirkékben

Munkédnk soran négy kiilonb6z6 mennyiségli polifenol tartalmt takarménykiegészitd
bélmikrobiotara gyakorolt hatdsag vizsgaltuk harom bélszakasz (begy, vakbél és vastagbél)
esetében. A kontroll (G1) takarmany kiegészitd mentes volt, mig a harom kezelési csoport
alacsony (G2), kozepes (G3), és magas (G4) polifenol tartalmt keverékek voltak. Kezelési

csoportonként 6 (0sszesen 24) allat mintajat vizsgaltuk mindharom bélszakaszban.

6.3.1. Begymintak eredményei:

Az adatok elemzését a begymintakkal kezdem. Itt vizsgaltuk a total aerob CFU-t, Lactobacillus
spp., Enterobacteriaceae spp, Salmonella spp.. és Campylobacter spp. fajok szamanak
valtozasat.

Az 7. abran a polifenol tartalomnak harom baktériumcsoportra (totdl aerob, LAB -
tejsavbaktériumok, Enterobacteriaceae) gyakorolt hatasat mutatom be a kiilonb6zd kezelések

szerint.
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7. abra Polifenol tartalom hatasa a begyben az 6sszes acrob baktériumra, tejsavbaktériumokra, és az Enterobacteriaceae

fajokra vonatkozoan
9.00

8.00

7.00
6.00
5.00
4.0
3.0
2.0
1.0
0.00

total aerob bakt. Lactobacillus spp. Enterobacteriaceae

log10 CFU/g
o o o

o

EG1T mG2 mG3 =G4

A kovetkezoket lathatjuk:

A total aerob baktériumok atlagos mennyisége szamottevoen (P>0.05) nem valtozik a
polifenol tartalom ndvekedésével, de az megallapithaté, hogy a polifenol tartalom
novekedésével a baktériumok szama kis mértékben novekedik.

A LAB (tejsavbaktériumok) esetében szintén mérsékelt ndvekedést lathatunk,
kiilonosen az alacsony €s magas polifenol tartalmu kezeléseknél. Kozepes polifenol
tartalom esetében is kis mértékben ndvekedett a Lactobacillusok szama, ez arra utal,
hogy a kdzepes polifenol tartalom hatassal van a populéciora, azonban nem egyértelmdi.
hogy ez kedvez0 hatds-e. Az abran lathato, hogy a polifenolok jelenléte statisztikailag
A polifenol tartalom és az Enterobacteriaceae fajok kapcsolatanak pontos elemzése
nehéz, mert a kezelési csoportokon beliil az egyes allatok CFU értékei kozt igen
jelentds, akar két nagysagrendnyi eltérés is volt. (7. abra) A tobbi bélszakaszhoz képest
az Enterobaceriaceae mennyisége joval alacsonyabb volt, tobb mintdban kimutatési
hatar alatti (vagyis <200 CFU/g). Az Enterobacteriaceae mennyiségének atlagértéke a
kontroll mintdkban volt a legalacsonyabb ¢és kezelt mintakban kissé novekedett, de a
mintak kozti nagymértékli szoras miatt ez nem volt szignifikdns eltérés (P>0.05). Az
egy kezelési csoportba tartozo allatok CFU adatai kozott a szOoras egyre nagyobb a

magasabb polifenol tartalmu csoportokban. A polifenol tartalmu takarmény esetében az
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Enterobacteriaceae baktériumok mennyiségének atlagértéke hozzavetdlegesen fél
nagysagrenddel nagyobb, mint a kontroll allatoké. Elképzelhetd, hogy ezt még
jelentdsen befolyasolta a takarmany mikrobialis Osszetétele €s a kiilsé kornyezet egyéb
paraméterei (mivel a begy a tapcsatorna kezdeti szakaszaban taldlhato €s mikrobidta
Osszetételét jelentdsen befolyasolja a kiils6 kdrnyezet, sokkal jobban, mint a bélrendszer
késObbi szakaszai esetében).

e A begymintadkon végzett Campylobacter és Salmonella kimutatasara végzett tesztek
eredménye negativ lett, nem nétt egy telep sem egyik csoportban sem.

e Szignifikans eltérést sehol nem tapasztaltunk (P>0.05, 1.tablazat).

A begytmintak ANOVA elemzése
Az 3. tablazatban a varianciaanalizis Osszesitett eredményei vannak, kiegészitve a

szorasértékekkel a begymintak esetében

3. tablazat Begymintak varianciaanalizis dsszesitett eredményei

kezelés | total aerob bakt. | Lactobacillus | Enterobacteriaceae
Gl 6.26+0.54a 6.75+0.34a 2.43+£0.67a
G2 6.35+0.58a 7.17+£0.38a  |2.92+0.79a
G3 6.53+£0.51a 6.76+0.65a 3.07£1.21a
G4 6.68+0.32a 7.21+£0.27a 2.88+1.21a
p érték 0.48 0.15 0.71

A kezelések (G1-G4) nem mutattak statisztikailag szignifikdns hatast egyik baktériumcsoport

szamara sem,

crer

6.3.2. Vakbélmintak eredményei:

a kiilonbozd kezelések nem befolyasoltak jelentésen a vizsgalt

A kovetkezokben a vakbélmintak eredményeit ismertetem. A 8. abran a polifenol tartalom
hatéasat lathatjuk a vakbélben az Gsszes aerob baktériumra, illetve az Enterobacteriaceae fajokra
vonatkozoan. Az latszik, hogy a magasabb polifenol tartalom némileg csokkenti a

mikrobatelepek szamat, de szignifikans hatds nem tapasztalhato.
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8. abra Polifenol tartalom hatasa a vakbélben az Gsszes aerob baktériumra, illetve az Enterobacteriaceae fajokra

vonatkozdan
12.00
10.00
%ﬂ 8.00
O 6.00 I
o
Yoo
S 4.00
2.00
0.00
G1 G2 G3 G4
m total aerob Enterobacteriaceae

A polifenol hatasa az 0sszes aerob baktériumra a vakbélmintadkban (8. abra):

e A total aerob baktériumok atlagos szama szamottevéen nem valtozik a polifenol
tartalom novekedésével

e A magas polifenol tartalmu takarmany esetében a legalacsonyabb az 6sszes aerob
mikroorganizmus szama.

e Latszik az adatokbdl, hogy a polifenol tartalom mérsékelt hatassal van az aerob
mikroorganizmusok szdmara. A magas polifenol tartalom csokkentheti az Gsszes
aerob mikroorganizmusok szamat, de a minimalis és maximalis értékek valtozasa
jelzi, hogy a polifenolok koplex mddon hatnak a kiilonb6z6 mikroorganizmusokra.

A polifenol hatdsa Enterobacteriaceae fajok szamara (8. abra):
A péarhuzamos mintak kozti eltérés tovabbra is jelentds, altalaban nagyobb, mint a total aerob
CFU esetében. Ennek oka az lehet, hogy a 6sszes mikroba mennyisége viszonylag allandé és
nem tér el jelentdsen az egyedi allatok kozott, a pontencialisan patogén Enterobacteriaceae
mennyisége egyedenként - akar a kezelések hatdsatol fiiggetleniil is — jelentdsen eltérhet. A
takarmanykiegészitok hatasat ezen mikroba csoportra a vakbél mintak esetében az alabbiakban
foglalhatjuk ossze:

e A legmagasabb értékeket a polifenol mentes takarmany esetében lathatjuk

e Alacsony polifenol tartalmi takarmanyt folgyasztd6 csirkék mintdjdban az

Enterobacteriaceae fajok mennyisége csokken a kontrollhoz képest.
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o Kozepes polifenol tartalmt takarmanyok esetében n6 az Enterobacteriaceae CFU atlag
értéke majdnem azonos a kontroll mintak értékével. Ugy tiinik, hogy a kozepes polifenol
tartalom nem feltétleiinl csokkenti az Enterobacteriaceae fajok mennyiségét.

e Magas polifenol tartalmi takarmanyok esetében a legalacsonyabb az
Enterobacteriaceae fajok mennyisége, ez utalhat arra, hogy a magas polifenoltartalom

gatl6 hatassal van az Enterobacteriaceae esetében.

A vakbélmintdkon végzett Campylobacter ¢és Salmonella kimutatdsara végzett tesztek

eredménye negativ lett, nem nétt egy telep sem egyik csoportban sem.

Vakbélmintak ANOVA értékelése
A 4. tablazatban a varianciaanalizis Osszesitett eredményei vannak, kiegészitve a

szorasértékekkel a vakbélmintak esetében

4. tablazat Vakbélmintak varianciaanalizis 0sszesitett eredményei

Kezelés | total aerobic |Enterobacteriaceae
Gl 10.66+1.23a 7.26+0.52a
G2 10.65+0.75a 6.57+0.89a
G3 10.78+0.58a 7.17+0.63a
G4 9.96+1.51a 6.16+0.73a
p érték | 0.551 0.063

e Az Osszes aerob baktérium (p=0.551) és Enterobacteriaeae fajok (p=0.063) esetében
sincs szignifikans kiilonbség a kezelések kozott.
o Sziikséges megjegyezni, hogy G4-es csoport majdnem szignifikansan tér el a tobbi

csoporttdl az Enterobacteriaeae baktériumok mennyiségének tekintetében.

6.3.3. Székletmintak eredményei:

A 9. abran lathatjuk a polifenol tartalom kiilonb6z0 szintjeinek a hatasat a széklet 6sszes aerob
mikroorganizmusra, valamint az Enterobacteriaeae csaladba tartozd baktériumokra.
Elmondhato, hogy a polifenolok hatassal lehetnek mind az sszes aerob mikroorganizmusra,
valamint az Enterobacteriaeae csaladba tartozo baktériumokra, de a valtozasok mértéke és

iranya eltéré lehet a polifenol tartalom koncentraciojatol fiiggden. Az Enterobacteriaeae
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csaladba tartozo mikroorganizmusok szamat tekintve a magasabb polifenol tartalom gy tlinik,

hogy csokkenti a mennyiségiiket.

2. abra: Polifenol tartalom hatasa a székletben az 6sszes aerob baktériumra, illetve az Enterobacteriaceae fajokra

vonatkozdan

12.00

10.00
8.00 {
6.00
4.00 {
2.00
0.00

total aerob bakt. Enterobacteriaceae

log10 CFU

mG1 mG2 mG3 1G4

A polifenol hatasa az 6sszes aerob baktériumra a széklet mintakban (9. abra)

Polifenolmentes takarmanyt fogyasztd madarak mintdinak esetében latszik, hogy
polifenolok hidnydban a mikroorganizmusok szdma viszonylag alacsony, és a mintdk
minimum-maximum értékei kozott kicsi a kiilonbség.

Alacsony polifenol tartalmui takarmany esetében né a minimum-maximum értékek kozti
kiilonbség, ami arra utalhat, hogy a polifenolok hatéssal lehetnek a mikroorganizmusok
szamara.

Kozepes polifenol tartalmi takarmany esetében csokken az Osszes aerob
mikroorganizmus szama.

Magas polifenol tartalma takarmény esetében latszik, hogy csokken a

mikroorganizmusok szama €s szordsa csokken.

Osszességében elmondhaté, hogy a polifenolok tartalmanak novekedése altalaban csokkenti a

minimalis és maximalis mikroorganizmus szintek kozti kiilonbséget, ami stabilabb mikrobialis

kozosségeket eredményezhet, azonban az aerob mikroorganizmusok szama nem mutat

egyértelmii trendet.

A polifenol hatasa az Enterobacteriaeae csaladban 1évo baktériumokra a széklet mintdkban:

Az alacsony polifenol tartalmi takarmanyt fogyasztdé csirkék mintdiban az
Enterobacteriaceae csaladba tartoz6 baktériumok szdma csokken a kontrollcsoporthoz

képest.
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e A magas polifenol tartalmu takarmanyt fogyasztdé csirkék mintdban az
Enterobacteriaceae csalddba tartozo baktériumok mennyisége tovabb csokken, ez
utalhat arra, hogy a magas polifenol tartalom gatlé hatassal van az Enterobacteriaceae
baktériumokra..

Osszességében az abra azt sugallja, hogy a polifenolok jelenléte és koncentracidja befolyasolja

az Enterobacteriaceae baktériumok mennyiségét.

A székletmintdkon végzett Campylobacter és Salmonella kimutatasara végzett tesztek

eredménye negativ lett, nem nétt egy telep sem egyik csoportban sem.

A székletmintak ANOVA elemzése
Az 5. tablazatban a varianciaanalizis Osszesitett eredményei vannak, kiegészitve a

szorasértékekkel a székletmintak esetében

5. tablazat Vastagbélmintak varianciaanalizis 0sszesitett eredményei

Kezelés |total aerob bakt.| Enterobacteriaceae
Gl 8.89+0.64a 5.33+0.69a
G2 8.99+0.85a 4.45+1.33a
G3 8.29+0.76a 5.04+1.63a
G4 8.57+0.44a 4.42+1.12a
p érték 0.309 0.517

Az Osszes aerob baktérium (p=0.309) és Enterobacteriaeae fajok (p=0.517) a polifenolok

mutathato ki egyértelm, szignifikdns eltérés a kisérleti csoportok kozott.
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6.3.4. Begy, vakbél és székletmintak dsszehasonlitasa:

A 6. tablazat adatain latszik, hogy a szakirodalmi adatoknak megfeleléen a vakbélben a
legmagasabb a totdl aerob mikrobaszam, és Enterobacteriaeae fajok atlaga, ez alatamasztja a
tényt, hogy vakbél fontos szerepet jatszik bizonyos emésztési folyamatokban és a mikrobialis

populécio fenntartasaban.

6. tablazat Kiilonb6z6 bélszakaszokbdl vett mintak 6sszehasonlitasa

Total aerob baktérium Enterobacteriaceae
kezelés | Begy | Vakbél | Széklet | kezelés | Begy | Vakbél | Széklet
Gl 6.26 10.66 8.89 Gl 2.43 7.26 5.33
G2 6.35 10.65 8.99 G2 2.92 6.59 4.45
G3 6.53 10.78 8.29 G3 3.07 7.18 5.04
G4 6.68 9.96 8.58 G4 2.88 6.16 4.42
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7. Kovetkeztetések és javaslatok

Munkam soran két célt kiztiink ki. Elsé feladatunk az volt, hogy a rendelkezésre allo,
Salmonella fajok kimutatasara szolgald harom taptalaj koziil kivalasszuk, hogy melyik taptalaj
a legalkalmasabb a Salmonella azonositasara. Megallapitottuk, hogy Salmonelldk tenyésztésére
mindharom taptalaj megfelel, azonban az XLD a legalkalmasabb a székletmintak esetében.
Ezen a taptalajon lehetéség van a Salmonella azonositasara, valamint a kézel rokon egyéb fajok
nem képeznek Salmonella-szerti telepeket, igy nem kapunk hamis eredményeket. Dolgozatom
ezen eredménye a laboratériumunkban foly6 tobbi hasonld jellegli munkara is pozitivan hatott,
mivel ezen eredmények alapjan alkalmazzak a kollégak a tobbi etetési kisérlet soran az XLD

taptalajt a baktériumok Salmonella kimutatasara bélsar mintak esetében.

Masodik feladatunk a polifenol kiegészitést tartalmaz6 takarmanyokrol bizonyitani, hogy nincs
negativ hatdsa a madarak mikrobiotdjara. Vizsgalati eredményeinkben sikeriilt igazolni a
szakirodalmi adatokat, miszerint a vakbélben taldlhaté a legtobb baktérium. Ezen kiviil a
vizsgalt szer nem volt szignifikdns hatdssal a bélmikrobiotara, bar a vakbél esetében a G4-es
csoport majdnem szignifikdnsan tér el a tobbi csoporttdl az Enterobacteriaeae baktériumok
mennyiségének tekintetében. Feltételezhetd, hogy tobb allat vizsgalata esetén (vagyis ha nem
6-6, hanem 10-10 vagy még tobb egyedet vizsgalunk) az eltérés szignifikans lett volna, de ha
nem is akkor is biztatd, hogy egy pontencialisan kérokozé csoport mennyisége csokkent.

A szabadalmi érdekeket is figyelembe véve a dolgozatomban annyi koziilhetiink, hogy a G4-es
csoport polifenol koncentracioja a normal takarmanykoncentracional joval magasabb volt, ami
problémat is okozhatott volna az bélmikrobiomnak, megallapithattuk, hogy a takarmany-

kiegészitd alkalmas a tovabbi vizsgalatokra.
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8. Osszefoglalas

A Salmonella fajok jelentds koérokozok a baromfikban és potencidlisan az emberekben is, ezért
kimutatasuk és mennyiségi meghatarozasuk kulcsfontossagu. A Salmonella kimutatasara és
azonositdsdra kiilonbozé taptalajokat fejlesztettek ki, amelyek kozil harommal
laboratériumunk is rendelkezik (SS: Salmonella-Shigella Agar; XLD: Xylose Lysine
Deoxycholate Agar; HE: Hektoen Enteric Agar). Osszehasonlitottuk ezeket a taptalajokat,
megvizsgalva, hogy a kiilonb6z6 Salmonella-izolatumok hogyan nének rajtuk, és hogy az
Enterobacteriaceae csaladba tartozd, kozeli rokon baktériumok milyen telepmorfologiat
mutatnak ezeken a taptalajokon. Fontos, hogy a Sa/monella-koldnidk azonosithatok legyenek,
¢s megbizhatdan ki lehessen zarni a hamis pozitiv eredményeket.

Egy torzsgylijtemény (S. enterica ATCC 13076) és harom, az intézet munkatarsai altal kordbban
azonositott Salmonella-izolatum (S. enteritidis 704, S. typhimurium 208, S. infantis 1747)
felhasznalasaval teszteltiik a taptalajokat. Mind a négy baktériumot a haromféle taptalajon
tenyésztettiik, mindegyiket haromszoros higitasban, és 37 °C-on inkubaltuk 24 6ran keresztiil.
A Salmonella izolatumok mindegyik taptalajon a Sal/monellara jellemzd koloniamorfologiat
mutattak. A tiptalajok koziil az XLD agar bizonyult a legalkalmasabbnak a szalmonella
azonositasara, mivel csak a szalmonella izolatumok mutattak szalmonellaszerii kolonia-
morfologiat.

A Salmonella izoldtumokon kiviil 11 masik Enterobacteriaceae baktériumot is teszteltiink a
harom téptalajon, amelyekrdl ismert, hogy azokon ndvekednek, és potencialisan Salmonella-
szerli kolonidkat képeznek. Az eredmények a koloniamorfoldgia eltéréseit mutattak a
baktériumok kozott a kiillonbozd taptalajokon. Az XLD agar volt a legmegbizhatobb a
Salmonella és a kdzeli rokon baktériumok megkiilonboztetésében, ezért a tovabbi felhasznalas
soran eldnyben részesitettiik.

A megfeleld tapkozeg kivéalasztasa utan teszteltik a Salmonella kimutatisat valodi
sz€kletmintakban. Egy tarolt sertés liriilékmintat vizsgaltunk, és a mintaban nem mutattunk ki
Salmonella-t, ami a kimutatdsi hatar alatti mennyiséget jelzi. Mas, valdsziniileg az
Enterobacteriaceae csaladba tartozo baktériumok a varakozasoknak megfeleléen novekedtek a
taptalajon. Ezt kdvetden ismert mennyiségli S. typhimurium 208-at adtunk a sertésiirtilék-
mintahoz, és a jelenlétét és mennyiségét foltban oltas és hagyomanyos szélesztéses modszerrel
hataroztuk meg, mindkettd az elméleti értékhez kozeli eredményt mutatott.

Dolgozatomban négy kiilonb6zd polifenoltartalmu takarmanykiegészité hatdsat vizsgaltam
brojlercsirkék harom bélszakaszaban (begy, vakbél, szé€klet) a bélmikrobidtara. A kiilonb6zo

47



bélszakaszokban kapott telepszam értékek megfeleltek az irodalmi adatok alapjan feltételezett
értekeknek. A kontrollcsoport nem kapott takarmanykiegészitot, mig a harom kezelési csoport
alacsony, kdzepes és magas polifenol tartalmu keverékeket kapott, megallapitottuk, hogy egyik
bélszakasz mikrobidtajara sem volt szignifikdns hatassal a polifenol kiegészités.
Campylobacter ¢és Salmonella kimutatasara végzett tesztek eredménye minden bélszakaszban

negativ lett.

Megallapithato, hogy a biztonsagossagi vizsgalat eredményes volt, a tesztelt hatoanyag nem

rrrrr
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11. Tablazatok

1. tablazat Salmonella taptalaj specifikussagi vizsgalat teszteléséhez alkalmazott baktériumok

azonosito azonosito

Salmonella enterica ATCC 13076 Enterobacter aerogenes ATCC 13048

Salmonella enteritidis 704 Enterobacter cloacae ATCC 13047

Salmonella typhimurium 208 Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Salmonella infantis 1747 Klebsiella oxytoca ATCC 49131

Escherichia coli ATCC 25922 Proteus vulgaris ATCC 6380

Shigella boydii ATCC 9207 Proteus mirabilis ATCC 29906

Shigella sonnei ATCC 9290 Proteus hauseri ATCC 13315

Shigella flexneri ATCC 12022

2. tablazat négy Salmonella és 11 egyéb izolatum telepmorfoldgiai sajatossagai a harom kiilonb6z6 taptalajon

azonosito SS XLD HE
. fekete telepek fekete telepek, taptalaj |s6tét telep &
Salmonelia enterica ATCC 13076/ coroe @ eree telenel faplda) soierielep esa
taptalaj feltisztul piros marad taptalaj elszinezddik
Salmonella enteritidis 704 ft?kete Felepek, a fgkete telepek, taptalaj s}c’itét tglep é}s a B
taptalaj feltisztul piros marad taptalaj elszinezadik
. . fekete telepek, a fekete telepek, taptala) |s6tét telep és a
Salmonella typhimurium 208 taptalaj feltisztul piros marad taptalaj elszinezodik
. . fekete telepek, a fekete telepek, taptala) |s6tét telep és a
Salmonelia infantis 1747 SHete elepex, . pek, faplaa) sotertelepesa |
taptalaj feltisztul piros marad taptalaj elszinezodik

Escherichia coli ATCC 25922

rézsaszines telep

fehér telep, taptalaj
sargul a telep korl

sargas telep, taptalaj
feltisztul

Shigella boydii ATCC 9207

rézsaszines telep

rézsaszines telep

sOtét telep és a
taptalaj elszinezadik

Shigella sonnei ATCC 9290

rézsaszines telep

rézsaszines telep

sOtét telep és a
taptalaj elszinezadik

Shigella flexneri ATCC 12022

rézsaszines telep

rézsaszines telep

sOtét telep és a
taptalaj elszinezédik

Enterobacter aerogenes ATCC
13048

rézsaszines telep

fehér telep, taptala)
sargul a telep karl

sargas telep, taptalaj
feltisztul

Enterobacter cioacae ATCC
13047

rozsaszines telep

fehér telep, taptala)
sargul a telep karal

sdtét telep, taptala)
feltisztul

Klebsiella pneumoniae ATCC
13883

rézsaszines telep

fehér telep, taptalaj
sargul a telep korl

sargas telep, taptalgj
feltisztul

Klebsiella oxytoca ATCC 49131

rézsaszines telep

fehér telep, taptala)
sargul a telep kordl

sargas telep, taptalaj
feltisztul

Proteus vulgaris ATCC 6380

fekete telepek, a
taptalaj feltisztul

fehér telep, taptala)
sargul a telep karl

sargas telep, taptalaj
feltisztul

Proteus mirabilis ATCC 29906

fekete telepek, a
taptalaj feltisztul

rézsaszines telep

sotét telep és a
taptalaj elszinezadik

Proteus hauseri ATCC 13315

fehéres, rdzsaszines
telep, kicsit feketedik

fehér telep, taptala)
sargul a telep karl

sargas telep, taptalaj
feltisztul
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3. tablazat Begymintak varianciaanalizis dsszesitett eredményei

kezelés |total aerob bakt. | Lactobacillus | Enterobacteriaceae
G1 6.26+0.54a 6.75+0.34a 2.43+0.67a
G2 6.35+£0.58a 7.17+£0.38a 2.92+0.79a
G3 6.53+0.51a 6.76+0.65a 3.07+1.21a
G4 6.68+0.32a 7.21+0.27a 2.88%1.21a
p érték 0.48 0.15 0.71

4. tablazat Vakbélmintak varianciaanalizis 0sszesitett eredményei

Kezelés total aerobic | Enterobacteriaceae
G1 10.66+1.23a 7.26x£0.52a
G2 10.65+0.75a 6.57+£0.89a
G3 10.78+0.58a 7.17+£0.63a
G4 9.96+1.51a 6.16+0.73a
p érték 0.551 0.063

5. tablazat Vastagbélmintak varianciaanalizis 0sszesitett eredményei

Kezelés | total aerob bakt. Enterobacteriaceae
G1 8.8910.64a 5.33+0.69a
G2 8.9910.85a 4.45+1.333
G3 8.2910.76a 5.04+1.63a
G4 8.5710.44a 4.42+1.12a
pérték | 0.309 0.517

6. tablazat Kiilonb6z6 bélszakaszokbol vett mintak Gsszehasonlitasa

Total aerob baktérium Enterobacteriaceae
kezelés | Begy | Vakbél | Széklet | kezelés | Begy | Vakbél Széklet
G1 6.26 10.66 8.89 G1 2.43 7.26 5.33
G2 6.35 10.65 8.99 G2 2.92 6.59 4.45
G3 6.53 10.78 8.29 G3 3.07 7.18 5.04
G4 6.68 9.96 8.58 G4 2.88 6.16 4.42
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