DOKTORI ERTEKEZES TEZISEI

SUCH NIKOLETTA AMANDA

GEORGIKON CAMPUS
KESZTHELY

2022



MYA\ =

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

MAGYAR AGRAR ES ELETTUDOMANYI
EGYETEM

GEORGIKON CAMPUS

PRE- ES PROBIOTIKUS
TAKARMANYKIEGESZITOK HATASANAK
KOMPLEX ERTEKELESE BROJLERCSIRKE
KISERLETEKBEN

Such Nikoletta Amanda

Keszthely
2022



A doktori iskola megnevezése: Festetics Doktori Iskola

tudomanyaga: Allattenyésztési tudoméanyok

vezetdje: Dr. Anda Angéla DSc, egyetemi tanar, MTA doktora
Magyar Agrar- ¢és  Elettudomanyi Egyetem, Georgikon Campus,

Novénytermesztési-tudomanyok Intézet, Agronémia Tanszék

Témavezet6: Dr. Dublecz Karoly CSc, egyetemi tanar
Magyar Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem, Georgikon Campus, Elettani és
Takarméanyozastani Intézet, Takarmanyozasi és Takarmanyozas-élettani

Tanszék

A jelolt a Magyar Agrar-és Elettudoméanyi Egyetem Doktori Szabalyzataban
eléirt valamennyi feltételnek eleget tett, az értekezés miihelyvitdjaban
elhangzott észrevételeket ¢és javaslatokat az értekezés atdolgozasakor

figyelembe vette, ezért az értekezés védési eljarasra bocsathato.

Az iskolavezetd jovahagyasa A témavezetd jovahagyasa



1. A munka elé6zményei, célkitiizések
A baromfi emésztékésziilékét baktérium-, gomba- és protozoonfajok sokféle
csoportja kolonizalja, baktériumok esetében ez tobb mint 900 fajt is jelenthet
(Apajalathi, 2004). A gazdaszervezet és a mikrobiom kozotti szimbiotikus
kapcsolatnak szamos jotékony hatasa van. A bélmikrobidta segiti a
taplaldanyagok emésztését és védelmet nyujt a korokozo baktériumok ellen,
az allat immunrendszerének meghatarozo részét jelenti (Thompson, 2013;
Oakley, 2014). A kiegyensulyozott bélmikrobiota kialakulasanak és
fenntartasanak elésegitése érdekében szamos takarmany-adalékanyag
hasznalata terjedt el. llyenek példaul a szerves savak, prebiotikumok vagy
probiotikumok. (Popova, 2017; Al-Khalaifah, 2018). A baromfi esetében
kiemelt figyelmet érdemel a bélflora tdmogatasa, hiszen a keltetében a
tojasokbol kikeld csibék nem érintkeznek a tojotytikokkal, természetes anyai
forras helyett mesterséges kornyezetben kolonizalodik a béltraktusuk (Kers,
2018). Ezért fontos, hogy a fiatal madarak milyen mikrofloraval keriilnek
kapcsolatba életiik elsd napjaiban. A nagyszamu irodalmi adatok alapjan
nem egyértelmii, hogy a takarmanykiegészitOkkel tartdos ¢€s Iényegi
valtozasokat lehet-e elérni a brojlercsirkék bél mikrobiota Gsszetételében.
Viszonylag kevés informacid all rendelkezésre arrol, hogy a pre- és
probiotikumok alkalmazasa befolyasolja-e az iiriilék mikroflora ureaz

aktivitasat, ezaltal az alombol elilland N-tartalmu anyagok mennyiségét.

A fentiek alapjan a dolgozat célkitiizései a kovetkezokben foglalhatok
ossze:

Egyes pre- és probiotikumok énmagukban, kombindlva, valamint kiilonb6z6
modon etetve hogyan befolyasoljak a brojlercsirkék termelési paramétereit,
a bél mikrobidta Osszetételét, a csirkék immunvalasz reakcioit és az

tirtilékbdl taivozoé ammonia mennyiségét.
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Elészor célunk annak megallapitasa volt, hogy két kiilonbozo
anyagcsereterméket  eldallitdé  probiotikus tulajdonsdgu  baktériumfaj
(Lactobacillus farciminis, Clostridium butyricum) onmagaban, vagy a
muikodését  tdmogaté  prebiotikus  hatdsu  takarménykomponenssel
(buzakorpa) képes-e pozitiv valtozast eldidézni a brojlercsirkék bél
mikrobidta Osszetételében. Ennek soran a termelési paraméterekre, a
vékonybél enzimaktivitasra és a vakbél illozsirsav koncentréciora gyakorolt
hatds mellett, a csipdbél és vakbél morfologiai paramétereit, tovabba a
vakbél mikrobidta Osszetételét vizsgaltuk. Ezen felill a baromfi {irtilék
szarazanyag tartalmat, a kiilonbozdé nitrogénformak aranyat, valamint a

kezelések ammonia emissziora gyakorolt hatasat is meghataroztuk.

Ezt kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy befolydsolhato-e a csirkék
béltraktusdban az életkor valtozasaval Osszefiiggésben a baktériumflora
Osszetétele. Ezuattal tyukok vakbelébdl izolalt tobbszaz szelektalt
baktériumot tartalmazo készitménnyel végeztiink egyszeri kezelést napos
allatokon. Emellett egy Bacillus subtilis, Saccharomices cerevisaee és inulin
tartalmu szimbiotikum kezelést allitottunk be. A hagyomanyos kukorica
alapu tapsor mellett biiza alapt és buzakorpat is tartalmazo tapot is etettiink
az arabinoxilan hatdsanak vizsgélata érdekében. A kisérlet soran a termelési
paraméterek vizsgalata mellett célunk volt a vakbél béltartalom, a csipdbél
béltartalom és bélham mikrobiota dsszetétel valtozasanak tanulmanyozasa a
csirkék életkoraval. Célunk volt tovabba a kezelések hatdsanak vizsgalatat
kiterjeszteni az immunfolyamatokra is, mely sordn a Gumboro betegség
elleni vérplazma ellenanyag szintek valtozasat mértiik. A kezelések iiriilék

Osszetételére gyakorolt hatasat ebben a kiséretben is elvégeztiik.



2. Anyag és modszer
2.1. Els6 kisérlet

Az elsé kisérletben probiotikum (Lactobacillus farciminis, Clostridium
butyricum), valamint btzakorpa kiegészités hatdsat vizsgaltam a
brojlercsirkék termelési eredményeire, a vékonybél hisztomorfoldgiai

srer

Osszetételére, a vakbéltartalom rovid szénlanct zsirsav (SCFA)

crer

2.1.1. Allatok és kezelések

Az allatkisérletet az Intézményi Etikai Bizottsag (Allatvédelmi Bizottsag,
Georgikon Kar, Pannon Egyetem) a MAB-5/2018 engedélyszam alatt
hagyta jova. A kisérletet Osszesen 574 darab Ross 308 tipust szexalt
kakassal végeztiik. A napos allatokat kereskedelmi keltetobdl szereztiik be,
majd 6 kezelési csoportra osztottuk, kezelésenként 4 ismétléssel, 24
allat/ketrec siirtiséggel (10 allat/m?). Az alkalmazott kezelések: Kontroll
kezelés (K), Clostridium butyricum, vajsavtermeld baktérium kezelés
(K+VB), Lactobacillus farciminis, tejsavtermelé baktérium kezelés
(K+TB), buzakorpa kiegészités (BK), buzakorpa + C. butyricum kezelés
(BK+VB), buzakorpa + L. farciminis (BK+TB) kezelés. A kontroll tap
kukorica ¢€s szo6ja alapu volt. A tapokat harom fazisban etettiik, az indito
szakasz az 1. naptdl a 10. napig, a neveld a 11. naptol a 24. napig és a
befejezd a 25. naptdl a 40. napig tartott. Az allatoknak ad libitum
hozzaférést biztositottunk a takarmanyhoz és az ivovizhez a kisérlet teljes
ideje alatt. A dercés formatumu kisérleti tapokat ugy allitottuk 6ssze, hogy
azonos energia- és fehérjetartalommal rendelkezzenek, valamint, hogy
megfeleljenek a valasztott genotipus igényeinek. A két kivalasztott
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probiotikum a Clostridium butyricum, ecetsav és vajsav termelé (Miya-
Gold®, Huvepharma, Sofia, Bulgaria 2,5x10° CFU/Kkg), valamint
Lactobacillus farciminis CNMAG7-4R, tejsavtermeld baktériumtorzset
tartalmazott (Biacton, 5x10° CFU/Kg). A buzakorpat fogyasztd csoportok
takarmanyahoz az indit6 fazisban 3, a neveld és befejez0 fazisban 6-6%

buizakorpat kevertiink.
2.1.2. Mintavétel

A nevelési idészak alatt, a takarmanyozasi fazisok utolsé napjan egyedileg
megmértilk az éllatok stlyat és a fiilkénként elfogyasztott takarmany
mennyiségét. A mért adatokbdl kiszamitottuk az atlagos stulygyarapodést
¢s a fajlagos takarmany értékesitést. A nevelés 40. napjan ketrecenként 2
allatot (kezelésenként 8 egyed, tehat 8 minta) CO2-os kabitas alatt nyaki
véna atvagasaval kivéreztettiink. Ezt kdvetéen az elvéreztetett allatok
testiiregét megnyitottuk, és a bélcsovet eltavolitottuk. Az enzimaktivitas
vizsgalathoz a jejunum Meckel-diverticulumhoz kozeli, disztalis részébdl
gyljtottiink mintat. A baktériumtenyésztéshez az ileum proximalis
részeébdl, az illozsirsav vizsgalathoz és a pH méréshez a vakbél bal oldali
zsékjabol vettlink mintat. A vakbélbdl steril kortilmények kozott mintat
gyljtottiink szekvendldsi vizsgalathoz is. A tovabbi vizsgalatokhoz a
mintak egyedi homogenizalast kdvetden -20 °C-on, szekvenalashoz -80
°C-on kertiltek tarolasra. CsipObél szovetmintakat vettiink a Meckel-
diverticulum-t6l 1 cm-re a vakbél iranyaban, valamint a vakbélbdl a bal
vakbélzsdk cstcs kozeli részEébdl. A szovetrészeket 2% -os foszfat pufferelt
sooldattal (PBS) mostuk, majd 5% -os foszfattartalma formalinnal fixaltuk
tovabbi tarolas céljabol. A kisérlet végén minden kezelésbdl 4 allatot

egyedi ketrecbe telepitettiink, ahol az allatok ezt kdvetden ugyanazt a



takarmanyt fogyasztottak, amit a kisérlet teljes ideje alatt. Az {riilék
mintavételt 43 napos korban. Minden allattol 200 g (£ 1 g) mintat
gyijtottiink, amit megfelelé homogenizalas utan -20 °C-on fagyasztva
taroltunk a tovabbi vizsgalatokig. Meghataroztuk az triilék mintak
szdrazanyag, pH, 0Osszes N, ammonium-N (NH4*-N) ¢és huagysav-N

tartalmat, valamint megmértiik az ammonia képzédés dinamikajat.

2.1.3. DNS kivonas, 16S rRNS gén PCR amplifikacio, és lllumina MiSeq

sequenalas

A vakbél teljes mikrobialis genom meghatarozasat 4 kezelés esetében (K,
K+VB, BK, BK+VB) végeztiik el. A bakterialis DNS-t jelzett primerekkel
amplifikaltuk amely a bakterialis 16S rRNS gén V3 — V4 régiojat fedi le.
A PCR konyvtarakat szamszeriisitését ¢€s mindsitését kovetden, a
konyvtarak ekvimolaris koncentracioit egyesitettiik és IlluminaMiSeq
platformon szekvenaltuk, aMiSeq Reagent Kit v3 (600 ciklus; Illumina
Inc., San Diego, CA, USA) protokoll hasznalataval. A nyers szekvenciak
analizis€éhez a Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME2)
2020.2 verzidszamu szoftverét hasznaltuk. Az operativ taxondmiai
egységek (Operational Taxonomy Unit; OTU) klaszterezését nyilt
referencia-stratégia segitségével végeztiikk. Az OTU-k csoportositasa 97%-
os hasonlosagi szinten tortént Greengenes adatbazis (13.8 verzio)
felhasznalasaval. A taxondmiai azonositast Ribosomal Database Project
(RDP) Naive Bayes-i osztalyozéval (Naive Bayesian Classifier) 0,8-as
konfidencia kiiszobértékkel végeztiik (Wang et al., 2007).



2.1.4. Béltartalombol végzett vizsgalatok

A pH méréshez a friss béltartalmat desztillalt vizzel (1: 5) higitottuk
kozvetleniil a mintavétel utan, és kézzel raztuk 1 percig. A pH-mérést
SNEX elektrodaval (pH200A) végeztiik, hordozhatd pH -mérével, CS1068
SNEX pH -érzékeldvel felszerelve (CLEAN Instruments, Shanghai, Kina).
A rovid szénlancu zsirsavak méréséhez gazkromatografias (TRACE 2000,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) modszert alkalmaztunk. A
kalibralashoz szabvanyos SCFA-k (1, 4, 8 és 20 mM) keverékeit
hasznaltuk, amelyek kiilsé standardként acetatot, propionatot, n-butiratot
¢és n-valeratot tartalmaztak. Az enzimaktivitas vizsgalatokat a mintavétel
masnapjan végeztik el. Az a-amilaz aktivitds meghatarozasat Dahlqvist
(1962), a lipaz aktivitast Schon et al. (1961), a tripszin aktivitast Kakade

et al. (1969) modszere alapjan végeztiik.
2.1.5. Hisztomorfologiai vizsgalatok

A szovetmintdk feldolgozédsa sorozatos dehidratalasbol, tisztitasbol é€s
viasz -impregnalasbol allt. A szovetmetszeteket 5 pm vastagsagban 3
ismétlésben szeleteltiik kezelésenként 8 madar mintdjat felhasznalva, igy
kezelésenként 24 metszettel dolgoztunk tovabb. A metszeteket
mikrotommal vagtuk és targylemezre rogzitettiikk. Rutinszerli festési
eljarast végeztiink hematoxylinnel és eozinnal. A lemezeket digitélis
videokameraval felszerelt Leica DMi8 mikroszkép alatt (Leica
Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Németorszag) fényképeztiik. A
képeket ImagelJ szoftverrel (1.47 -es verzid) elemeztiik. Osszesen 10 ép, jo
mindségli boholy-kriptaegységet valasztottunk ki hdrom ismétlésben

minden bélmetszetbdl.

2.1.6. Uriilékminta vizsgéalatok



Az 0sszes N meghatarozast a magyar szabvany szerint (MSZ EN ISO
5983-2) Kjeldahl, blokkroncsolasos/vizgdz-desztillacios modszerrel
végeztik Foss-Kjeltec 8400-as fehérjemeghatarozo késziilékkel. Az
ammonium-N meghatarozast a Peters és mtsai. (2003) altal leirt modszer
alapjan, a hugysav-N mérést Marquardt és mtsai. (1983) szerint, az in vitro
ammonia emisszids vizsgalatot pedig Santoso és mtsai. (1999) alapjan
tortént. Az ammoénium-N ¢és hugysav-N 0Osszegét vettiik vizelet
nitrogénnek. Az in vitro ammonia felszabadulas méréséhez Draeger X-am
5600 (Driagerwerk AG & Co. KGaA, Liibeck, Németorszag) késziiléket
hasznaltunk. Az friilékben jelen 1évé uredz enzim termeld baktérium
szamot a Fujita ( 2010) munkaja alapjan a MPN moddszerrel (Most Probable
Number) becsiiltik meg ureaz tiptalaj (Urea Broth Base, Scharlab)

segitségével.
2.1.7. Takarmanyanalitikai vizsgalatok

A kisérleti tipoknak meghatiroztuk a szérazanyag (ISO 6496),
nyersfehérje (ISO 5983-1: 2005), nyerszsir (ISO 6492), nyersrost (ISO
6865: 2001), teljes P (ISO 6491: 2001) és Ca (ISO 6869: 2001) tartalmat.
A keményitStartalom mérésére a 152/2009 eurdpai irdnyelvnek

megfeleléen polarimetriai modszert alkalmaztunk.
2.1.8. Statisztikai értékelés

A termelési paraméterek, SCFA, pH, hisztomorfologia és iiriilék
vizsgalatok eredményeit kéttényezOs varianciaanalizissel értékeltiik az
SPSS 24.0 szoftver segitségével. A kiilonbségeket p < 0,05 szinten
tekintettiik szignifikdnsnak, és trendnek tekintettik a 0,1 > p > 0,05
értekeket. A mintdk mikrobidlis Osszetételének statisztikai elemzése

MicrobiomAnalyst program segitségével tortént. A mintidkat az OTU-k
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atlagos gyakorisdga alapjan alacsony sziirésii szekvenciakra (<4) és
alacsony variabilitisra (<10%) szurtiik, interkvantilis
tartomanyértékeléssel. Sziirés utan az OTU-bdségeket relativ log
expresszioval transzformaltuk. A hamis felfedezési aranyt (FDR)
Benjamini és Hochberg modszerrel szamitottuk ki, és a 0,05-nél kisebb g-
értekeket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. A mikrobidlis taxonok

szamat az Osszes 16S rRNS génszekvencia szdzalékaban fejeztiik ki.
2.2. Masodik kisérlet

A masodik kisérletben a kukorica-szdja alapi kontrolltdp etetésekor
egészséges tojotyukok vakbélébdl izolalt baktériumkultara (Broilact),
szimbiotikus kezelés (Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae, inulin)
¢s buza alapu és buzakorpaval kiegészitett tap hatasait értékeltik. A
Broilactot a kisérlet 1. és 2. napjan alkalmaztuk, mig a tobbi kezelést a
teljes termelési idoben. A termelési tulajdonsagok mellett a bél mikroflora
fejlodését a csirkék életkoranak fliggvényében értékeltiik csipdbél

tartalom, csipdbél nyalkahartya és vakbél tartalom mintabol.
2.2.1. Allatok és kezelések

Az allatok tartasi és kisérleti koriilményei megegyeztek az el6zd
kisérletben leirtakkal. A kisérlet engedélyszama MAB-9/2019 volt. Ezattal
egy kontroll és harom kezelési csoportot alkalmaztunk, kezelésenként 6
ismétléssel, ami 6 ketrecet jelent, amelyekben 24 allat kertilt elhelyezésre.
Az alkalmazott kezelések: kukorica-, szojaalapu kontroll tip (K),
buzaalapti + buzakorpa-kiegészitést tartalmazé tdp (B), kontroll tap
Broilact kiegészitéssel (BR), kontroll tap szimbiotikus kiegészitokkel (SZ).
Az inditd, neveld €s befejezd etetési fazisok idétartama a kovetkezd volt:

1-10., 11-24. és 25-40 nap. A B kezelés esetében az inditd 3%, a neveld és
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a befejezd tap 6% buzakorpat tartalmazott. A Broilact készitmény
(Broilact, Europharmavet Kft., Budapest) SPF-tytkok vakbélflorajabol
szarmazo6 ¢€ldcsiras, liofilizalt probiotikum-készitmény volt, amelyet a
csibék egy ¢€s két napos korban begybe fecskendezve kaptak 2 részletben,
osszesen 1,25 x 10’ CFU/0,5 ml adagban. A szimbiotikus kezelés 3
készitményt tartalmazott: Bacillus subtilis, DSM17299 probiotikus
baktériumtorzset (0,4 g/kg, 1,6 x 10° CFU/g; Gallipro, Biochem GmbH,
Lohne, Németorszag), inulint (5g/kg, Oratfi HSI, Beneo GmbH, Tienen,
Belgium) és élesztdtgombat (Saccharomyces cerevisiae boulardii, 1 x 10°
CFU/kg Levucell SB 20, Lallemand GmbH., Bécs, Ausztria). A
takarmanyhoz minden kezelés esetében Econase XT (béta 1-4, endo-
xilanaz) enzimet adtunk (AB Vista Ltd., Marlborough, Anglia). Az allatok

tartdsa megegyezett el6z0 kisérletben leirtakkal.
2.2.2. Mintavétel

A termelési paraméterek vizsgalata megegyezett el6z0 kisérlet soran
leirtakkal. A nevelés 7., 14., 21. és 40. napjan kezelésenként 12 allatot CO-
gazzal torténd kabitasat kovetden a nyak atvagasaval kivéreztettiink és
béltartalom, valamint vérmintat gyljtottiink elemzésre. A vért
centrifugacsovekben fogtuk fel, 20 percen keresztiil allni hagytuk, majd a
szérumot hitott centrifugaban 10 °C-on 10 percen keresztiil 5000/perc
fordulatszdmon  elkiilonitettik. A szérumot a  vizsgalatokig
hiitészekrényben 5 °C-on taroltuk. A  gy{jtott  szérummintdk
ellenanyagtiter-meghatarozasat a VIRION Kereskedelmi és Szolgaltato Bt.
végezte ELISA-modszerrel ID Screen — IBD Indirect Kit (IDVet, Grabels,
Franciaorszag) alkalmazaséaval, ami IgG €s IgM antitesteket mér. Az ilealis

béltartalom (ileal chymus; IC) és az ilealis nyalkahartya (ileal mucosa, IM)
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mintakat egy 10 cm hossz vékonybél szakaszbol vettiik, 3 cm -rel a
Meckel diverticulum utdn. A vakbél béltartalom mintat (caecal chymus;
CC) a bal oldali zsakbol vettiik. A csip6- és vakbéltartalmat 6vatosan, a bél
szerkezetének karosodasa nélkiil toltuk ki steril taroloba koriilbeliil 2 g
mennyiségben, majd steril szélesztobotokkal homogenizaltuk. Ezt
kovetden az iledlis szakaszt steril, jéghideg foszfatpuffer oldattal (PBS)
lemostuk a béltartalom eltavolitasa érdekében, majd a nyédkot sterilizalt
iiveglappal lekapartuk a bélham belsd falarol. A mintakat homogenizaltuk,
majd az 0sszes mintat azonnal lefagyasztottuk folyékony nitrogénben, és
kortilbeliil -80 °C-on taroltuk a vizsgalatokig. A DNS kivonas elott
mintavételi helyenként a 12 mintabdl ugyanazon ketrec két madaranak
mintajat egyesitettik. Ennek eredményeként az egyes bélszegmensek
mikrobidta elemzését 6 ismétlésben végeztiik (Xenovea Kft., 6726 Szeged,
Jobb fasor 23. B. ép.). Emellett a Broilact készitmény tényleges mikroba
Osszetételét is meghataroztuk. A kisérlet 40. napjan a ketrecek aljara
nejlonfoliat teritettiink. Ilyen mdédon minden ketrecbdl koriilbeliil 200 g
friss triiléket gylijtottiink, amit megfelel6 homogenizalas utdn -20 °C-on

fagyasztva taroltunk a tovabbi vizsgalatokig.
2.2.3. Vizsgalatok

A mikrobiom ¢és tirtilékvizsgéalatok menete megegyezett az el6z6 kisérlet

soran leirtakkal.
2.2.4. Statisztikai és bioinformatikai analizis

A termelési paramétereket, a Gumboro-titer értékeket, valamint
triilékmintak vizsgalt paramétereit kéttényezOs varianciaanalizissel
elemeztiik SPSS 24.0 szoftver (IBM Corp. Released 2015) segitségével,

mely soran Tukey tesztet hasznaltunk (p < 0.05). A szekvencidkat a
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Quantitative Insights IntoMicrobial Ecology 2 (QIIME?2), 2020.2 verzioja
szoftvercsomag (Bolyen et al., 2019) segitségével elemeztiik, tovabbi
feldolgozasunk megegyezett az elsé kisérlet soran leirtakkal. A
szekvenciadkat operativ taxonomiai egységekbe (OTU) csoportositottuk
vsearch algoritmus nyilt referencia klaszterezéssel, 97% -os hasonldsag
alapjan a SILVA (132. kiadés) referencia-adatbazissal (Quast et al, 2013).
Az alfa-diverzitas-mutatokat (Chaol, Shannon és Simpson) és a béta-
diverzitas-mutatokat (Bray — Curtis dissimilarity) a QIIME2-diverzitas ¢és
a Calypso (San Francisco, CA, USA) online szoftver (8.84. Verzio;
Zakrzewski et al., 2017) segitségével becsiiltiik meg. A mintak kozotti
bakteriotakozosség szerkezetének kiilonbségeinek vizsgalatahoz a Calypso
online szoftver segitségével végeztink f6 koordinata-elemzést (PCoA)
Bray—Curtis modszerrel. Az alfa diverzitds mutatoit és a bakteriota
Osszetételt kiilonboz6 taxonomiai szinteken és kiilonb6zd bélmintakban
(IC, IM és CC) kéttényez0s varianciaanalizis segitségével hasonlitottuk
O0ssze Tukey HSD teszt hasznalataval, ahol a f6 tényezdkként a
takarmanykezeléseket (K, B, Br és Sz) és a madarak ¢életkorat (7, 14, 21 és
40 napos) alkalmaztuk. Az egyes mintavételi idépontokat alkalmazo
takarmanykezeléseket egytényezds varinaciaanalizissel is értékeltiik. A
szignifikans kiilonbségnek az FDR p <0,05 értéket, mig az 0,05 és 0,10
kozotti értéket trendnek tekintettiik.

14



3. Eredmények és azok értékelése

A termelési paraméterek egyikében sem okoztak valtozast a kisérleti
kezelések az sem inditd, sem a neveld, sem a befejezd takarméanyozasi
fazisban. A bélmorfologiai paraméterek tekintetében azonban a buzakorpa
kezelés valtozast okozott, mind a csipdbélben, mind a vakbélben
megnovelte a kriptdk mélységét és az izomréteg vastagsagot. A
probiotikum kezelések, a buzakorpa és ezek kombinacidja sem
befolyasolta szignifikdnsan a jejunum béltartalom tripszin, lipaz és amilaz
aktivitasat.

1. tablazat: A baktérium nemzetségek relativ gyakorisaga 40 napos
brojlercsirkék vakbéltartalmaban.

K K+VB BK BK+VB SEM p-érték  g-érték
Bacteroides 54,1 48,1 46,8 48,9 2,37 0,865 0,956
Oscillospira 2,57 1,91 1,43 2,12 0,201 0,521 0,956
Akkermansia 2,17ab  0,02¢ 7,772 1,17° 1,071 <0,001 0,004
Faecalibacterium 2,09 1,88 0,77 1,72 0,25 0,936 0,956
Ruminococcus 1,83 15 1,33 1,78 0,143 0,667 0,956
Streptococcus 1,24 1,37 0,9 0,91 0,181 0,813 0,956
Lactobacillus 0,55 0,89 0,94 0,42 0,142 0,469 0,956
Dehalobacterium 0,52 0,71 0,77 0,51 0,1 0,606 0,956
Anaeroplasma 0,11 0,6 0,24 0,31 0,086 0,016 0,106
Clostridium 0,2 0,17 0,31 0,32 0,04 0,895 0,956
Coprococcus 0,24 0,16 0,22 0,22 0,022 0,43 0,956
Butyricicoccus 0,31 0,16 0,18 0,19 0,027 0,133 0,663
Turicibacter 0,27 0,23 0,14 0,17 0,028 0,856 0,956
Anaerotruncus 0,41 0,06 0,2 0,09 0,065 0,007 0,072
Blautia 0,2 0,19 0,12 0,15 0,019 0,956 0,956

Az ab jelzések az atlagok kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik. (K) kontroll, (K+VB)
vajsavtermeld probiotikum, (BK) buzakorpa, (BK+VB) buzakorpatvajsavtermelé probiotikum. A
g-érték a hamis felfedezési arany (FDR), a p-érték korrekcidja Benjamini-Hochberg modszerrel
(9<0,05). A statisztikailag szignifikans értékek félkovér betlivel vannak szedve.
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Hasonloképpen, a kezelések nem valtoztattdk meg a vakbéltartalom
illozsirsav-tartalmat és pH-jat sem. A csipdbél és a vakbél Lactobacillus
szama ¢s a vakbél coliform baktérium tartalma nem véaltozott. Masrészrol
Uj generacios 16S rRNS szekvenaldsi technikaval vélhetdleg el6szor
sikeriilt kimutatni, hogy brojlercsirkék vakbélében a buzakorpa ndvelheti

az Akkermansia nemzetség gyakorisagat.

Mindkét probiotikum kezelés novelte az iiriilék szarazanyag-tartalmat és a
bélsar-N aranyat, mig a buzakorpa jelentésen csokkentette az NHs*-N
mennyiségét. Emellett a buzakorpa kiegészités novelte az ureolitikus
baktérium szdmot, és ez ndvelte az ammonia felszabaduldsanak sebességét

az urulékbol.

1. abra. Kezelések hatasa a bélsar és vizelet N aranyéra.

100% 100%
90% 90%
80% 80%
70% 70%
60% 60%
50% 50%
40% 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%

0% 0%
K B VB K BK

B bélsar-N  mvizelet-N Hbélsar-N  mvizelet-N

Az a,b jelzések az atlagok kozotti szignifikans kiilonbséget jelolik. (K) kontroll, (TB) tejsavtermeld
probiotikum, (VB) vajsavtermeld probiotikum, (BK) buzakorpa,
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A masodik kisérletiinkben a buzaalapt és a buzakorpa-kiegészitést
tartalmazo tap etetése javitotta a csirkék termelési eredményeit a kontroll,
Broilact ~ és  szimbiotikum  kezeléssel = 0Osszehasonlitva. A
takarmanyfogyasztdsban nem volt eltérés a kezelések kozott, a
testtOomeggyarapodasban és a fajlagos takarmanyértékesitésben azonban a
btiza alapu kezelés eredményei kedvezdbbek voltak.

2. tablazat: A kezelések hatdsa a brojlercsirkék testtomegére ¢és
testtomeggyarapodasara.

Kezelés Testtomeg Testtomeggyarapodas

0 nap 7. nap 21.nap  40.nap Indité Nevel6  Befejezé Teljes
g/madar
K 43 260° 1057° 2397° 2170 797 1340P 2354P
B 43 2832 11262 25532 2392 843 14272 25092
Br 43 256° 1065° 2398P 213P 808 13330 2355°
Sz 43 260P 1073° 2441° 217° 812 1369° 2398°
SEM 0,07 2,78 9,58 18,57 2,76 7,83 12,69 18,57
p-érték 0,711 0,000 0,035 0,002 0,000 0,196 0,025 0,002

(K) kontroll kezelés, (Br) Broilact kezelés, (B)-buzas kezelés, (Sz)-szimbiotikum kezelés * © Az
eltéro betiivel jelzett értékek szignifikans kiilonbséget jelolnek.

3. tablazat. A kezelések hatdsa a brojlercsirkék takarmany-fogyasztasara
¢s takarmanyértékesitéseére.

Takarmanyfogyasztas Takarmanyértékesités
Kezelés

Indito  Neveld Befejez6 Teljes Indito Nevelé  Befejezo Teljes
g/madar kag/kg
K 302 1420 2299 4020 1,302 1,58 1,642 1,592
B 298 1452 2164 3913 1,18° 1,52 1,42b 1,43b
Br 304 1451 2284 4038 1,342 1,59 1,612 1,582
Sz 290 1443 2293 4026 1,26% 1,57 1,592 1,552
SEM 2,30 10,41 38,25 42,51 0,01 0,009 0,03 0,10
p-érték 0,16 0,702 0,574 0,734 0,003 0,090 0,058 0,026
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(K) kontroll kezelés, (Br) Broilact kezelés, (B)-buzas kezelés, (Sz)-szimbiotikum kezelés a, b Az
eltéré betiivel jelzett értékek szignifikans kiilonbséget jeldlnek.

Mindegyik pre- és probiotikus kezelés javitotta a szerokonverziot és a vér
Gumboro titereinek CV%-at a kontrollcsoporthoz képest. A buzaalapt
takarmanykezelés esetén az anyai antitest-titer érték a 7. napon
szignifikansan magasabb volt, mint a kontrollcsoporté. A legmagasabb
humoralis antitest titer értékeket a 40. napon a Broilact csoportban mértiik,

bar ezek a kiilonbségek nem voltak szignifikdnsak.

2. abra. A kezelések hatasa a vérplazma Gumboro ellenanyag titerek
alakulasara (atlag + St.hiba).

3500
3000
2500
2000
1500

1000

gumboroi betegség titer (log2)

500

7. nap 14. nap

40. nap

OK BB mBR BSZ
(K) kontroll kezelés, (Br) Broilact kezelés, (B)-buzéas kezelés, (Sz)-szimbiotikum kezelés Az &P

jelzések az atlagok kozotti szignifikans kiilonbséget jeldlik..

Masodik kisérletiinkben bizonyitottuk, hogy a mikrobiota Osszetételét
leginkabb befolyasolo tényezdk a madarak életkora és a mintavételi hely.

A takarmany kezelés hatasok kisebbek voltak, és tobbnyire az elsé héten
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voltak észlelhetdk. A mikrobidta diverzitasa a madarak ¢letkoraval
folyamatosan nétt, kivéve az csipdbél béltartalmat, ahol a harmadik hét
végén érte el a maximumat. A masik két mintavételi helyhez képest a
Simpson-index szerint a diverzitas variabilitasa a csip6bél nyalkahartyaban
volt a legmagasabb. A harom bélszakasz koziil az ileum nyalkahartya
mikrobidlis diverzitasa 40 napos kor el6tt volt a legalacsonyabb. A vakbél
mikrobiota diverzitdsa a madarak ¢letkordval folyamatosan nott,
szignifikans kiilonbség volt lathato az egyes napok kozott. A meghatarozo
torzs minden bélszakaszban és életkorban a Firmicutes volt. Relativ
gyakorisaga a csipObél nyalkahartyaban volt a legmagasabb. A kiilonb6z6
mintavételi helyeken nem talaltunk életkorral Gsszefiiggd tendenciat. A
Proteobacteria torzset mindharom bélszegmensben alacsonyabb relativ
gyakorisag jellemezte, ami az id6 muldsaval tovabb csokkent. Az csipdbél
béltartalomban és nyalkahartyaban relativ gyakorisdga szignifikansan
nagyobb volt a 14. napon (p < 0,05), majd késébb a béltartalomban 1% ala
csokkent. Az életkor hatasai mellett csak a csipdbél nyalkahartydjaban 1évo
Cianobacteria-t és a vakbéltartalomban a Lentisphareae-t érintették a
takarmany kezelések. Az elsd esetben a szimbiotikum, a vakbélben pedig
a buza alapu kezelés okozott szignifikdnsan nagyobb gyakorisagot az
emlitett torzsek esetén. Nemzetség szintjén hirom esetben, a csipdbél
tartalomban az Enterococcus (Broilact és szimbiotikum) és a Bacillus
(szimbiotikum), a vakbélben a Ruminoclostridium_5 (buza) nemzetség
mutatott szignifikans novekedést. Az életkor mindharom mintavételi hely

esetében erdteljesebb hatdssal volt a bakteridta Osszetételére.

19



3. abra. A takarmanykezelések ¢és az életkor hatdsa az csipdbél tartalom
(IC) és nyalkahartya (IM) baktérium osszetételére nemzetség szinten.
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(K) kontroll kezelés, (Br) Broilact kezelés, (B) buzas kezelés, (Sz) szimbiotikum kezelés A pontok
a kiugro értékeket jelzik.

Ebben a kisérletben az iiriilék szdrazanyag-tartalma szignifikansan megnott
a bluza alapti buzakorpa kiegészitést fogyasztd takarmanyozasi csoport
esetén. Annak ellenére, hogy a bizas kezelés novelte a vizelet N aranyat az

uriilékben, a szimbiotikum kezelés mintai esetén jegyezik fel a
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legintenzivebb NH3s felszabadulast a kezdeti idépontokban. A buzas
kezelés esetén az iiriilékbol valo NHz felszabadulds dinamikéja lassabb
volt. Ennek oka vélhetden az ureolitikus baktériumok eltérd aranya lehet a

két kezelés kozott.
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4. Kovetkeztetések

A két kisérlet eredményeit 0sszevetve megallapithatjuk, hogy a pre- ¢és
probiotikummal kiegészitett takarmany etetésének hatasa nem elsdsorban
a termelési paraméterek javulasaban nyilvanul meg. Eredményeink alapjan
a takarmanykiegészitok hatasa a bél mikrobidta §sszetételére is csupan kis
mértékii. A bél hisztomorfologiai paraméterek vizsgalata soran kapott
eredmények alapjan a bizakorpa és a probiotikumok csupan kis mértékben
ugyan, de befolyasoltak a brojlercsirkék béltulajdonsagait. A mikrobidtara
gyakorolt hatas leginkdbb a csipdbélben kovethetd le. Az elsd kisérlet soran
kapott  eredményekbdl  megallapithatjuk, hogy a  buzakorpa
prebiotikumként vald alkalmazdsa nem minden esetben jelenti az
illozsirsav  termelésért felelds baktériumcsoportok felszaporodasat.
Masodik kisérletiink eredményei alapjan a mikrobidta Osszetételét
befolyasold f6 tényezOk a madarak életkora és a mintavételi hely volt. Ez
nem azt jelenti, hogy a pro- és prebiotikumok nem hatékonyak, hanem azt,
hogy hatasuk ellendrzott koriilmények kozott és egészséges allatokban
valdszintileg korlatozott. Az els6 kisérlet eredményeiben bemutattuk, hogy
a Verrucomicrobia torzs tagja, az Akkermansia nemzetség buzakorpa
kiegészités hatdsara fel tudott szaporodni a vakbélben. Eredményeink azt
sugalljak, hogy az Akkermansia nemzetség kolonizaciojanak
takarmanyozassal torténd eldsegitése nemcsak emldsokben, hanem a csirke
utobél szakaszaiban is fontos lehet. A Gumboro-betegség antitest-titer
eredményei arra utalnak, hogy a csirkék adaptiv immunkompetencia-
fejlodését  kis  mértékben a  takarmany  Osszetétele és a

takarmanykiegészitk is befolyasoljak.
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Az els6 kisérletiink soran kapott eredményekbdl arra lehet kovetkeztetni,
hogy a buzakorpaval kiegészitett tap megnovelte az iiriilék uredz
aktivitasat, és igy modositotta az ammonia felszabadulasanak dinamikajat.
A masodik kisérletiink eredményei ugyancsak megerdsitik ezt. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a mikrobiom takarmanyozassal torténd
befolyasolasa hatékony megoldas lehet a vizelet-N csokkentésére.
Vizsgalatunkban a szimbiotikum kezelés csokkentette a vizelet-N aranyat

az Urlilékben, ami kisebb ammonia emissziot eredményez.

23



5. Uj tudomanyos eredmények

1. A kukorica alapu tapok 3, 6 és 6%-os blizakorpa kiegészitése az inditod
neveld és befejezd takarmanyozasi fazisban mélyebb kriptakat eredményez

a vakbélben.

2. A bél mikrobiota vizsgalat soran megallapitottuk, hogy az indit6, neveld
¢s befejezd fazisban kukorica alapt tdpon 3, 6 és 6% buzakorpa etetésekor

a csirkék vakbelében megnovekszik az Akkermansia nemzetség aranya.

3. A Lactobacillus farciminis (5x10° CFU/kg) és Clostridium butyricum
(2,5x10% probiotikum kiegészitések hatdsara szignifikinsan megnétt az

iiriilék szarazanyag tartalma, és csokkent az iiriilékben a vizelet-N ardnya.

4. A 30% buza tartalmu és buzakorpaval kiegészitett (3, 6 és 6% az indito,
neveld, befejezd fazisban) tadpok etetése javitja a brojlercsirkék
sulygyarapodasat és takarmanyértékesitését, valamint novelik tiriilékben a
vizelet eredetli N és az ureolitikus baktériumok aranyat a kontrollként

hasznalt kukorica alapu tdpokhoz képest.

5. A gumboro betegség elleni immunvalasz kialakuldsara gyakorolt hatas
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a maternalis ellenanyagszinteket a
buza alapt tap buzakorpa kiegészitéssel magasabban tartja a 7. életnapon.
Az ezt kovetden kialakuld immunvalasz-reakciok egyontetiiségét a
Broilact (1,25 x 10" CFU/0,5 ml), a szimbiotikum, (Bacillus subtilis,
DSM17299; 1,6 x 108 CFU/g, inulin, 5 g/kg; Saccharomyces cerevisiae
boulardii, 1 x 10° CFU/g) és a buza (30%) + buzakorpa (3, 6 és 6%)

kiegészités egyarant pozitivan befolyasoljak.

24



Irodalomjegyzék

1. Apajalahti, J.; et al. (2004) Characteristics of the gastrointestinal
microbial communities, with special reference to the chicken. Worlds.
Poult. Sci. J., 60, 223-232.

2. Thompson, C.L.; et al. (2013) Immune-modulating gut symbionts are
not “candidatus Arthromitus”. Mucos. Immunol., 6, 200-201.

3. Oakley, B.B.; et al. (2014) The chicken gastrointestinal microbiome.
FEMS Microbiol. Lett., 360, 100-112.

4. Popova, T. Effect of probiotics in poultry for improving meat quality.
Curr. Opin. Food Sci. 2017, 14, 72-77.

5. Al-Khalaifah, H.S. Benefits of probiotics and/or prebiotics for antibiotic-
reduced poultry. Poult. Sci. 2018, 97, 3807-3815.

6. Kers, J. G. et al. (2018) ‘Host and Environmental Factors Affecting the
Intestinal Microbiota in Chickens.’, Frontiers in microbiology, 9, p. 235.

7. Quast, C. et al. (2013) ‘The SILVA ribosomal RNA gene database
project: Improved data processing and web-based tools’, Nucleic Acids
Research. 41(D1), pp. D590-D596.

8. Peters, B. J. et al. (2003) Recommended Methods for Manure Analysis,
ASA-CSSA-SSSA ANNUAL MEETING ABSTRACTS. Madison,
Wisconsin

9. Santoso, U. et al. (1999) ‘Dried Bacillus subtilis Culture Reduced
Ammonia Gas Release in Poultry House’, Asian-Australasian Journal of
Animal Sciences. 12(5), pp. 806-809

10. Zakrzewski, M. et al. (2017) ‘Calypso: A user-friendly web-server for
mining and  visualizing  microbiome-environment  interactions’,
Bioinformatics. 33(5), pp. 782—783.

11. Bolyen, E. et al. (2019) ‘Reproducible, interactive, scalable and
extensible microbiome data science using QIIME 2°, Nature
Biotechnology. 37(8), pp. 852-857.

25



6. Az értekezés témakoréhez kapcsolodo publikaciok

I. Szakcikk idegen nyelvii, impakt faktoros folyodiratban:

Molnar A.*, N. Such*, V. Farkas, L. Pal, L. Menyhart, L. Wagner, F.
Husvéth, K. Dublecz (2020): Effects of Wheat Bran and Clostridium
butyricum Supplementation on Cecal Microbiota, Short-Chain Fatty Acid
Concentration, pH and Histomorphometry in Broiler Chickens. Animals,
10, 2230.

Such, N.; Csitari, G.; Stankovics, P.; Wagner, L.; Koltay, I.A.; Farkas, V.;
Pal, L.; Strifler, P.; Dublecz, K. (2021): Effects of Probiotics and Wheat
Bran Supplementation of Broiler Diets on the Ammonia Emission from
Excreta. Animals, 11, 2703.

Such, N.; Farkas, V.; Csitari, G.; Pal, L.; Marton, A.; Menyhart, L.;
Dublecz, K. (2021): Relative Effects of Dietary Administration of a
Competitive Exclusion Culture and a Synbiotic Product, Age and Sampling
Site on Intestinal Microbiota Maturation in Broiler Chickens. Vet. Sci. 8,
187.

I1. Szakcikk idegen nyelvii, referalt folyoiratban

Such N., F. Husvéth, A. Marton, 1. A. Koltay, Z. Szok6, K. Dublecz (2019):
The effect and accumulation of antibiotics and their residues in
horticultural plants: a review. Journal of Central European Agriculture.
20(1), 431-446

Such N., A. Molnar, V. Farkas, L. Pal, F. Husvéth, 1. A. Koltay, M. A.
Rawash, A. Mezdlaki, K. Dublecz (2020): Feeding two single strain

probiotic bacteria and wheat bran failed to modify the production traits but

26



altered some gut characteristics in broiler chickens. Journal of Central
European Agriculture, 21(3), p.499-507

Such N., V. Farkas, A. Molnar, G. Csitari, L. Pal, M. A. Rawash, 1. A.
Koltay, F. Husvéth, K. Dublecz (2021): The effect of diet composition, a
probiotic and a symbiotic treatment on the ileal microbiota composition of
one-week-old broiler chickens. Acta Agraria Debreceniensis. 1. 207-213.
ISSN: 1587-1282

I11. Szakcikk anyanyelven referalt folydiratban:

Such N., Molnar A., Pal L., Farkas V., Menyhart L., Husvéth F., Dublecz
K. (2021): Pre- és probiotikum-kezelések kedvezé hatasa a Gumboro-
betegség elleni vakcindzas egyes paramétereire brojlercsirkékben. Magyar

Allatorvosok Lapja, 143. 119-127.

Such N., Farkas V., Pal L., Koltay I. A., Mez6laki A., M. A. Rawash,
Husvéth F., Dublecz K., Molnar A. (2021): Pecsenyecsirke tapok
bluzakorpa kiegészitésének hatdsa a vakbél mikrobiom Osszetételére Uj

generacids szekvenalasi modszer alkalmazéasaval. Allattenyésztés ¢és

Takarmanyozas, 70. 1. 25-34. ISSN: 0230-1814
IV. Konferencia kiadvanyban teljes terjedelemben megjelent:

Such N., V. Farkas, I. A. Koltay, M. A. Rawash, K. Dublecz, A. Molnar
(2019): Wheat bran supplementation increases the abundance of
Akkermansia muciniphila whereas single strain probiotic C. butyricum fails
to influence caecal microflora composition of broiler chickens. 18. BOKU-
Symp. Anim. Nutr., Wien, apr. 30., konf. kotet 189-192

Such N., Koltay I. A., M. A. Rawash, Mezélaki A., Csitari G., Wagner L.,
Péterné Farkas E., Molnar A., Dublecz K. (2019): Buzakorpa etetésének

27



hatasa a broiler csirke tiriilékének ammonia kibocsajtasara. XXV. Ifjusagi

Tudoményos Forum, méjus 23. Keszthely

Such, N., I. Koltay, L. Pal, L. Wagner, M. A. Rawash, A. Mezélaki, A.
Marton, A. Molnar, K. Dublecz (2019): Feeding two single strain probiotic
bacteria and wheat bran failed to modify the production traits but altered
some gut characteristics in broiler chickens. 22nd European Symposium in
Poultry Nutrition, 10-13 June. ISBN: 978-83-942760-6-5

Such, N (2019): Wheat bran supplementation increase Akkermansia
muciniphila in the chicken caecum. ConF.e of Agronomy Students, Cacak.
Preceedings book. 11. 11.364-372. ISSN: 2334-99883

Such N., V. Farkas, I. A. Koltay, M. A. Rawash, A. Mez6laki, L. Pal, F.
Husvéth, K. Dublecz, A. Molnar (2019): The effect of wheat bran
supplementation on the microflora of broiler chickens, 61th. Georgikon
Scientific ConF.e, 3-4. october, p 397- 406. ISBN 978-963-396-130-8

Such N., Koltay I. A., Menyhart L., M. A. Rawash, Molnar A., Mezélaki
A., Pal L., Dublecz K., Farkas V. (2020): Buza és a kukorica alapu tapok
etetésének hatasa 7 és 14 napos brojlercsirkék bélbakteriota dsszetételére.
XXVI. Ifjosagi  Tudomanyos Forum, majus 21. Keszthely.
konferenciakiadvany 1-7. 0. ISBN 978-963-396-143-8

V. Konferencia kiadvany dsszefoglalo kotetében megjelent:

Such, N., I. Koltay, L. Pal, L. Wagner, M. A. Rawash, A. Mezélaki, A.
Marton, A. Molnar, K. Dublecz (2019): Feeding two single strain probiotic
bacteria and wheat bran failed to modify the production traits but altered
some gut characteristics in broiler chickens. 22nd European Symposium in
Poultry Nutrition, 10-13 June.

28



