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ROVIDITESEK JEGYZEKE

RNS ribonukleinsav

40S 40S riboszémalis fehérje

ACTB béta-aktin

AMER latszolagos metabolizalhatd energia zéro nitrogénretenciora
korrigalva

ANOVA egyutas varianciaanalizis

APC antigénprezentalo sejt

C. perfringens | Clostridium perfringens

CD8+ T-sejt citotoxikus T-sejt

cDNS komplementer DNS

COX-1 ciclooxigenaz-1 enzim

COX-2 ciclooxigenaz-2 enzim

CRP C-reaktiv feheérje

Ct kiszobértékhez tartozd ciklusszam

CXC kemokin | kemokin, a két N-terminalis ciszteinjét egy aminosav valasztja el

DAD diodasoros detektalas

DDGS szaritott gabonatdrkoly

DE emeészthetd energia

DNS dezoxiribonukleinsav

dNTP dezoxinukleotid-trifoszfat

E. coli Escherichia coli

ELISA enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat

ELR glutamat-leucin-arginin motivum

FID langionizacids detektalas

GALT emésztorendszerhez kapcsolodo limfoid szovetek

GAPDH glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz




HALT Harderian- és kotohartyahoz kapcsolodo limfoid szovetek
HPLC nagy teljesitményti folyadékkromatografia

IFN I-es tipusu interferon utvonal

IFN-a interferon-alfa

IFN-y interferon-gamma

IgA immunoglobulin A

IgE immunoglobulin E

IgG immunoglobulin G

IgM immunoglobulin M

lgY immunoglobulin Y

Igd/IgD immunoglobulin D

IL-10 interleukin-10

IL-18 interleukin-18

IL-1B interleukin-1béta

IL-4 interleukin-4

IL-6 interleukin-6

IL-8 interleukin-8

IRF-1 interferon szabalyoz6 faktor-1

LPS lipopoliszacharid

MAPK mitogén-aktivalt protein kinaz utvonal

MgCl, magnézium-klorid

MHC {6 hisztokompatibilitasi komplex

MMC melanomakrofag-kdzpont

MMLV Moloney ragcsal6 leukémia virus tipusu reverz transzkriptaz
MRNS hirvivo ribonukleinsav

NDM Uj-Delhi metallo-béta-laktamaz enzimet kodol6 gén
NF-«xB nuklearis faktor-kappa B Gtvonal




NK-sejtek

természetes 6ldsejtek

NLR

NOD-szer(i receptor

PALS peri-arteriolaris limfoid huvely

PAMP patogénekre jellemzd molekuléris mintazat
PBS foszfattal pufferolt sdoldat

PCR polimeraz lancreakcid

PRRs mintazatfelismerd receptorok

PWP peri-ellipszoidalis limfoid hively

gPCR kvantitativ polimeraz lancreakcio

RMSE atlagos négyzetes hiba gyoke

RN18S 18S riboszomalis RNS

SEM az atlag szorasabdl adodo standard hiba
SRBC baranybol szarmazd vorosvérsejt

TGF-p4 transzformal6 novekedesi faktor béta 4

Th sejtek segit6 T-sejtek

TLR-15 toll-like receptor 15

TLR-21 toll-like receptor 21

TLR-4 toll-like receptor 4

TLR-5 toll-like receptor 5

TMB 3,3',5,5'-tetrametil-benzidin

TNF-a tumor nekrozis faktor alfa

UHPLC ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatogréfia
UV-VIS ultraibolya-lathat6 hulldmhossz tartomanyd detektalas




1. BEVEZETES

A gazdasagi allatfajok egeszségi allapotat és termelését szamos betegség
veszélyezteti, melyek kozul a bakterialis eredetii fertézéseket gyogyszeres kezeléssel,
antibiotikumok  alkalmazésaval  gydgyitjak (VARGA és mtsai, 2007).
Az allattenyésztesben az antimikrobas szerek felhasznaldsa azonban jelentOs
mennyisegben torténik, ami a jelenlévé rezisztens patogének szempontjabol ad okot
aggodalomra (HOELZER és mtsai, 2017). A rezisztens korokozdk jonehany utvonalon
keresztill a fogyasztokhoz is eljuthatnak (CHANG és mtsai, 2015). Az antibiotikum-
felhasznalas csokkentésének, ezéltal a tovabbi rezisztencia kialakulasanak megel6zése,
valamint a fogyasztokra veszélyt jelenté egészségiligyi kockazat megsziintetése
érdekében fontos szerepet kapnak azok a naturalis hatéanyagok, melyek természetes
uton segitik az allati szervezet védekezéképességének kialakulasat (AHAD és mtsali,
2017). Ezen hatdanyagok szarmazhatnak az élesztégombabdl, illetve kiilonféle
ndvényekbdl: olyan dsszetevokrdl van szd, melyek lehetséges immunmodulans hatéssal
rendelkeznek. Jellemz6 tovabba a probiotikumok és prebiotikumok alkalmazasa is,
melyek koziil az elébbi €16 mikroorganizmusok Osszességét jelenti és a gazdaszervezet
eldny0Os egészségi allapotat idézi eld, az utdbbi pedig emészthetetlen oligoszacharidok
keverékébdl all és a béltraktus probiotikus mikroorganizmusainak élettevékenységét
fokozza, ezaltal befolyasolja az immunrendszer miikodését (REZAEI és mtsai, 2015;
BABU és mtsai, 2012).

Az immunrendszer két részre — a madaraknal velesziletett és szerzett, a halaknal
nemspecifikus és specifikus immunvalaszra — tagolhat6. Mindkét immunitas részeként
a citokinek azok a fehérjek, melyek azonnal felszabadulnak, amint kérokoz6 vagy
»idegen” anyag keril a szervezetbe. Szereplk a sejtkommunikécié szabalyozasaban és
az informéacidkozvetitésben van, ezaltal a cellularis immunvalasz hirvivé molekulai.
Az immunoglobulinok a humorélis immunitds antitest-aktivitassal rendelkez6
glikoproteinjei (DAVISON és mtsai, 2008).

Az immunologiai homeosztazisban fontos szerepe van a gasztrointesztinalis
mikrobiotanak is, ami fizikai gatat képez és megakadalyozza a kdrokozok
megtapaddsat, valamint a toxikus metabolitok termelddését. A  béltraktus
mikrobak6zosségének Osszetétele és a velesziletett immunitas kozotti kezdeti interakcid

megalapozza a késébbi, adaptiv immunvalasz kialakuldsat (PAN és YU, 2014).



Mindemellett kiemelt szerepe van a bél morfologiai Aallapotanak is, ami
a taplaldanyagok felszivodasat, hasznosuldsat eredményezi.

Korabbi tanulmanyok alapjan a természetes, névényi eredetii vagy gombabol
szarmazd hatdéanyagok pozitivan befolyasolhatjak a brojlercsirke és a ponty citokinek
expressziojat, az immunoglobulinok szintjét, valamint a béltraktus mikrobiota-
Osszetételét és morfologiai  képleteit — ebb6l adoddan, képesek lehetnek

a gazdaszervezet immunitasanak fokozasara.

2. CELKITUZES

Kutatasunk soran célul tiztuk ki az Altalunk alkalmazott karotinoidok,
oligoszacharidok (prebiotikumok) és antocianinok — mint lehetséges immunmodulansok
— hatasanak vizsgalatat a brojlercsirke és a ponty immunoldgiai, intesztinalis
morfologiai paramétereire, valamint a brojlercsirke béltraktus mikrobiotara nézve.

A pontos vizsgélatokat az alabbi kisérletek foglaljak dssze:

Brojlercsirkével végzett kisérlet:

1. Meghatarozzuk a karotinoidok, az oligoszacharidok és az antocianinok hatésat
a brojlercsirke bizonyos termelési paramétereire (élosuly, atlagos napi

sulygyarapodas, atlagos napi takarmanyfelvétel).

2. Megvizsgaljuk a felsorolt hatéanyagok hatasat a brojlercsirke immunolégiai
paramétereire, mely hatas igazolasat génexpresszids vizsgalatok keretében
— MRNS szinten — végezziik az alabbi citokinek esetén: interleukin-1p (IL-1p),
interleukin-6 (IL-6), interferon-a (IFN-a), interferon-y (IFN-y), toll-like receptor
4 (TLR-4), és toll-like receptor 5 (TLR-5).

3. Megvizsgaljuk tovabba a karotinoidok, az oligoszacharidok és az antocianinok
hatasat a brojlercsirke immunvalaszanak kialakulasaban részt vevé citokinekre

és immunoglobulinra, fehérjeszinten az IL-1p, az IL-6 és az IgG esetén.



4. Elvégezzilk a bioaktiv hatdanyagok hatasanak vizsgalatat a brojlerek
béltraktusdnak mikrobiotajara nézve, igy DNS vizsgalatokkal meghatarozzuk
az alabbi baktériumcsoportok relativ aranyat: Lactobacillus, Bifidobacterium,

Campylobacter, Clostridium, Salmonella, Escherichia coli.

5. Fontosnak tartjuk a hatdanyagok taplaléanyag-felszivodasra gyakorolt hatasanak
megallapitasat is, ezaltal elvégezzik a felsorolt intesztinalis morfoldgiai
paraméterek  mérését:  villushossz, kriptamélyseg, a villushossz és

a kriptamélység aranya, teljes bélnyalkahartyaréteg-vastagsag.

6. A mar ismertetett hatdanyagoknak a brojlerek viselkedésére gyakorolt hatasat is
megvizsgaljuk, melynél az alabbi viselkedésformakat figyeljik meg:

takarmanycsipegetés, ivovizfogyasztas, szarnynyujtogatas, pihenés, jarkalas.

Ponttyal végzett Kisérlet:

1. A Kkarotinoidok, az oligoszacharidok és az antocianinok lehetseges
immunstimulalé hatasat a pontynal is meghatarozzuk, génexpresszios
vizsgalatok keretében az alabbi citokineknél: interleukin-18 (IL-1p),
interleukin-8 (IL-8), tumor nekrozis faktor-o (TNF-a), interferon szabalyozo
faktor-1 (IRF-1).

= sz

2. Megvizsgaljuk a bioaktiv hatéanyagok ponty-béltraktus morfoldgiajara
gyakorolt hatasat is, melynél az alabbi paramétereket vesszik figyelembe:

villushossz, villusszélesség, bélfal izomreteg-vastagsag.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Az antibiotikum-felhasznalas és a mezégazdasagban kialakulo
antibiotikum-rezisztencia

Antibiotikumoknak nevezzik azokat a kémiai anyagokat, amelyek természetes
uton termelddnek, vagy amelyet szintetikusan allitanak elé és a baktériumok
novekedését gatlo (bakteriosztatikus), valamint baktériumokat pusztito (baktericid)
tulajdonsaggal rendelkeznek (MILI'C és mtsai, 2013; MARTINEZ, 2012; GILLINGS,
2013). Az antibiotikumok megfeleld, terapias célu felhasznélasa elengedhetetlen
a gazdasagi allatfajok fert6zéseinek kezelésére, am az antimikrobas készitményeket
szamos esetben alkalmazzdk egészséges allomanyban is, valamely fertézés
kialakuldsdnak megakadalyozésdra (EUROPEAN COMMISSION). Az antimikrobas
szerek felhasznalasa hazankban is jelentds, az Eurdpai Unid tagallamai kozil
Magyarorszag a 2018-as évben az allatgyogyaszat terén az Otodik legtébb
antibiotikumot alkalmaz6 orszag volt (EMA, 2020. 12. 12.)

A felhasznélt antibiotikumok mennyiségének csokkentése globalis szintii célt
képez, ugyanis a mezdgazdasdgban megjelend rezisztens patogének egyre inkabb
novekvd aggalyt idéznek elé (EUROPEAN COMMISSION; HOELZER és mtsali,
2017). A rezisztens baktériumok szdmos utvonalon keresztiil megjelenhetnek a huméan
populdcidban: az allatokrol kozvetlentl az emberre kerllhetnek, tovabba az altaluk
szennyezett dallati eredetli termékek az ¢élelmiszerlancon keresztiil ugyancsak
veszelyforrast jelenthetnek a fogyasztéra. Egy masik veszélyes (tvonalat képez
az ugynevezett ,horizontélis géntranszfer” is, mely sordn a mezdgazdasagbol szarmazo
rezisztens gének a human korokozo baktériumokban is megjelennek (CHANG és mtsali,
2015).

A baromfiagazatban eléforduld, rezisztens mikrobadk altal okozott problémak
korabbi tanulmanyok alapjan konkrét példakkal szemléltethetok. BARTHOLOMEW és
mtsai (2003) fluoroquinolone-rezisztens Campylobacter altal szennyezett csirkehusrol
szamoltak be. Bizonyos rezisztens zoonozis-korokozok, mint a Salmonella és a
Campylobacter, klinikai fert6zéseket okoztak €s a human populacidban ugyancsak
elterjedt a methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus is (CHANG és mtsai, 2015).

WANG és mtsai (2012) a carbapenem-rezisztens Enterobacteriaceae csaladban
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megtalalhaté, konnyen terjedd, rezisztens (NDM) gén eredenddjeként szintén a
csirkehdst jelolték meg (CHANG és mtsai, 2015).

Az intenziv, iparszeri haltermelési rendszerek kialakulasa ugyancsak
a bakteridlis eredetli fert6zések Kitorését segitette (DEFOIRDT és mtsai, 2011).
A baktériumok okozta fertdzések kialakuldsanak megel6zésére vagy gyogyitasara
a halakndl is allatgyogyaszati készitmények hasznalatosak (CHEN és mtsai, 2015).
Az antimikrobas szerekre rezisztens patogének megjelenése a haldgazatban ugyancsak
kritikus probléma, hiszen nagy kockazatot jelent a rezisztens korokozd akvatikus
kornyezetb6l a human populacioba torténd transzmisszidja (PANDIYAN és mitsai,
szempontjabol, miutan a gasztrointesztinalis rendszer hasznos mikrobait is elpusztitjak.
Nem utolsosorban, a halakbdl készitett termékekben a mikrobialis szerek
akkumuldlodhatnak, mely a fogyaszt6 egészsegi allapotanak  kérosodasat
eredményezheti (DENEV, 2008).

3.2 Természetes hatéanyagok, mint lehetséges alternativak

Napjainkban egyre tobb vizsgalat irdnyul a természetes eredeti hatéanyagok
alkalmazasara — mint potencialis immunmodulatorokra — annak érdekében, hogy
csokkenteni vagy helyettesiteni tudjuk a felhasznalt antimikrobas szerek mennyiségét
(ZHANG és mtsai, 2013; WU és mtsai, 2017, MARKAZI és mtsai, 2017). llyen
természetes hatdanyagok lehetnek az antioxidansok; a gombakbol és novényekbol
szarmazo, immunstimul&ns hatasu kivonatok; valamint a pro- és prebiotikumok.

Az antioxidansok megfelelé egészsegi allapotot biztositanak a szervezetnek
az oxidativ stressz csokkentése és az immunfunkciok fejlesztése réven (CATONI és
mtsai, 2008). Mig az akut stresszhatas a gyulladaskeltd folyamatokat stlyosbithatja,
addig a kronikus stressz az immunvalasz szupresszidjat is okozhatja (DHABHAR,
2009). Ezen folyamatok enyhitésére a legfontosabb antioxidansok a C- és
az E-vitaminok, melyek kozil a C-vitamin a brojlerek humoralis immunvalaszat is
képes fejleszteni (ATTIA és mtsai, 2009), az E-vitamin pedig a reaktiv oxigén
intermedierek megkotésével, tovabba az immunvalaszban szerepet jatszd gének
szinteézisének fokozasaval gyakorolnak pozitiv hatast a madarak immunitasara (N1U és

mtsai, 2009; JANG és mtsai, 2014). Az antioxidans hatasu vegyuletek kozil fontos
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tovabba az alfa-liponsav is, melynek gyulladascsokkentd szerepe van és képes
csokkenteni a gyulladaskeltd citokinek mRNS szintjét a brojlercsirkénél (EL-
SENOUSEY és mtsai, 2018). A mikroelemek kozul antioxidans hatasd
takarmanykiegészitok a cink és a szelén, melyek az antitestek termelédését képesek
fokozni, ezaltal a humoralis immunvalaszban van fontos szerepik (AKHAVAN-
SALAMAT és mtsai, 2018; BAKHSHALINEJAD és mtsai, 2018; MA és mtsai, 2019).
Az antimikrobas szerek természetes alternativaihoz tartoznak a kulonféle
gombabol szarmazo6 vagy névényi eredeti, immunmoduléns hatast kivonatok, melyek
az immunrendszer kulonféle funkcidira gyakorolt kedvezé hatdsukkal jarulnak
a megfelel$ védekezéképesség kialakulasahoz (KOVACS, 2011). Ide sorolhatd példaul
az ¢lesztdgomba (Saccharomyces cerevisiae) sejtfalabol szarmazo p-glikan, melyet
a baromfiiparban gyakran alkalmaznak a humoralis és cellularis (sejtes) immunvalasz
fokozésa, valamint a védekezéképesség erdsitése érdekében (SHAO és mtsai, 2016).
Az akvakulturdban a Chaga, a feketepata, a laska és a shiitake gombabol szarmazo
kivonatokat alkalmaznak, ami poliszacharidokban és mas természetes bioaktiv
anyagokban, mint példaul «a- és p-glikanban, mannanokban, xildnokban és
galaktanokban gazdag (ZOU és mtsai, 2016). Ezek a kivonatok antiviralis, valamint
immunstimulans hatassal birnak (AIDA és mtsai, 2009).
A felhasznalt ndvényi eredetli kivonatok lehetnek zoldtea, szélémag, szélotorkoly, és
afonya kivonatok, melyek értékes polifenolokat tartalmaznak (FARAHAT és mtsai,
2016; EL-KELAWY és mtsai, 2018; EBRAHIMZADEH és mtsai, 2018; DAS és mtsai,
2020a). A polifenolok képesek lehetnek a gyulladaskelté citokinek szintjének
csokkentésére, azaltal, hogy fokozzdk a gyulladascsokkentd citokinek termelodését
(JOSEPH és mtsai, 2016). Ugyancsak ide sorolhatok a citrusfélékbsl, a bogydsokbol
vagy a bambuszlevélbsl elballitott extraktumok is, melyek bioaktiv hatéanyaga
a flavonoidok, melyek bizonyos immunoglobulinok (IgG, IgM) termelédését fokozzak,
ezaltal a brojlerek humoralis immunvalaszat serkentik (POURHOSSEIN és mtsai, 2015;
DAS és mtsai, 2020b; SHU és mtsai, 2020). A lehetséges immunstimulans hatassal
rendelkez6 novényi eredetli komponensekhez tartoznak a karotinoidok is, melyek kozil
az asztaxantin, a xantofill, a lutein, a kurkumin és a f-karotin gyulladascsékkent6
szereplik miatt gyakorta alkalmazott takarmanykiegészitok (LEE és mtsai, 2003; GAO
és mtsai, 2012; KOUTSOS és mtsai, 2006; SELVARAJ és mtsai, 2006; GONG és
mtsai, 2020).
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A karotinoidok, mint példaul a p-karotin vagy az asztaxantin a halaknal is potencialis
immunmodulatorok, miutdn képesek mind a sejtes, mind a humoralis immunvalasz
szabalyozéasara, ideértve tobbek kozott a fagocitdzist, a szérumlizozim-aktivitast,
a nemspecifikus citotoxicitast (AMAR és mtsai, 2004; TACHIBANA és mtsai, 1997;
TORRISSEN, 1984; AMAR és mtsai, 2000; AMAR és mtsai, 2001). A novényi
kivonatok koziil kiemelend6 a szederkivonat is, ami antocianinokban gazdag és képes
novelni a halak lizozim aktivitasat, a fagocitikus aktivitast, az immunvalaszban
résztvevd gének expresszidjat és a teljes immunoglobulin szintet (YILMAZ, 2019b).
Az akvakulturéban algéabol szdrmazé kivonatokat is alkalmaznak, hasznalatos példaul
az enyves kuszagyiiszii gyokérkivonat, az astralagus gyokérkivonat, melyek tobbek
kozott a fagocitikus aktivitast és a lizozimaktivitast képesek névelni (VALLEJOS-
VIDAL és mtsai, 2016; WANG és mtsai, 2015; YIN és mtsai, 2009), valamint
a spirulina alga, mely szintén fokozza a halak immunitasit (PROMYA és
CHITMANAT, 2011).

A naturdlis alternativdkhoz sorolhatok a probiotikumok és prebiotikumok,
melyek koziil a probiotikumok olyan él6 mikroorganizmusok 0sszessége, amelyek
megfeleld6 mennyiségben toérténd biztositdsa jO egészségi allapotot kolcsdnoz
a gazdaszervezetnek. A prebiotikumok olyan emészthetetlen oligoszacharidok
mixtarajat  jelentik, melyek tadmogatjdk a bélben talalhatd  probiotikus
mikroorganizmusok novekedését, tevékenységét (REZAEI és mtsai, 2015).
A prebiotikumokhoz tartoznak a frukto-oligoszacharidok, a mannan-oligoszacharidok
vagy a galakto-oligoszacharidok, mely oligoszacharidokat a vastagbél hasznos
baktériumai fermentaljak (GOMES és MALCATA, 1999). A belekben zajlé
fermentacio, illetve  annak  megvaltozott mikrobiotaja  befolyasolhatja
az immunrendszer miik6dését, igy a prebiotikus hatas az immunrendszer miikodésével
szoros 6sszhangban van (BABU és mtsai, 2012). A prebiotikumok kozul a mannan-
oligoszacharidok es frukto-oligoszacharidok szintén elterjedt alternativak a halaknal is,
miutan képesek a humoralis immunitas, mint példaul a lizozimaktivitds javitasara
(HOSEINIFAR és mtsai, 2015). A probiotikumok az immunsejtekkel (monocitakkal,
makrofagokkal, neutrofilekkel, természetes 6lésejtekkel) mitkkddnek egyiitt, valamint
novelni tudjak a halak immunoglobulin szintjét (IRIANTO és AUSTIN, 2002; AL-
DOHALIL és mtsai, 2009).
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3.3 A kutatdsban alkalmazott bioaktiv névényi hatéanyagok

p-glikan

A bioaktiv hatdéanyagok koziil az élesztdgomba (Saccharomyces cerevisiae)
sejtfalabol szarmazd p-glikan kivonat immunstimulalé hatasa bizonyitott (NOVAK és
VETVICKA, 2008). A sejtes és humoralis immunvélasz fokozasanak, valamint
a védekezOképesség erdsitésének céljabol a baromfiiparban széleskorben alkalmazott
kivonat (SHAO és mtsai, 2016). Korédbbi tanulmanyok szerint képes csodkkenteni
az Eimeridk okozta fert6zés stlyossagat (COX és mtsai, 2010a), bakterialis fertdzést
kovetéen fokozza a makrofagok fagocitozisat (CHEN és mtsai, 2008), emellett
a madarak termelését is pozitivan befolyasolja (CHO és mtsai, 2013). Salmonella
enteritidis sejtfalabol szarmazo6 lipopoliszachariddal (LPS) immunizélt csirkéknél
a PB-glikén csokkentette a TNF-a proinflammatorikus (gyulladaskelté) citokin
génexpresszios szintjét, ezaltal fokozta a madarak immunvélaszat (VETVICKA és
OLIVEIRA, 2014). COX és mtsai (2010b) tyakoknal az IL-8 és IL-18 gyulladaskeltd
citokinek csokkend génexpresszidjarol szamoltak be, melyet a szerzék a B-glikan
gyulladdasos  immunvélaszban  betoltott  kedvezd  szerepével — magyaraztak.
Az élesztésejtfal-kivonat pozitiv hatast gyakorolt tovabba pulykdk vakbelének
mikrobiotdjara is, miutdn novelte a hasznos baktériumok (Lactobacillus,
csokkent a gyulladaskeltd IL-1 citokinek génexpresszidja a madaraknal, melyet

a szerzOk az intesztinalis mikrobiotdban bekovetkezd eldnyds valtozasokkal hoztak

Osszefliggesbe (SHANMUGASUNDARAM és mtsai, 2014).

Karotinoidok

A karotinoidok izoprénvazas, zsirban oldodd szerves vegylletek, pigmentek
(GOODWIN, 1986). Magasabb rendii novények lipidjeiben oldodva sarga,
narancssarga, voroses, valamint ibolyas szineket mutatnak. A karotinoid szinezékek
altalaban 40 szénatomosak, konjugdlt kettds kotéssel és transz konfiguracidval
rendelkeznek. Megkllonboztetink  karotinoid-szénhidrogeneket, melyek  kozil

a legfontosabbak a likopin és az a-, 3-, y-karotinok. Az oxigéntartalmi karotinoidokhoz,
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maskeént xantofillokhoz tartozik tobbek kozott a kriptoxantin,
a zeaxantin, a lutein, a kapszantin és az asztaxantin (CSAPO és CSAPONE, 2003).
A madaraknal és a halaknal a karotinoidokon alapul a bér, a tollak, a tojassargaja és
egyeb szovetek pigmentacidja. A baromfiipar és az akvakultdra is elészeretettel
alkalmazza takarménykiegészitéként a kanthaxantint és a luteint, hogy biztositsak az
allati eredetli termékek megfelel6 pigmentéltsdgdt (KOUTSOS és mtsai, 2003).
A Kkarotinoidok antioxidans és immunmodulalé hatassal birnak (GOODWIN, 1986).
Egyes karotinoidok, mint példaul az asztaxantin, gyulladascsokkenté hatéssal
rendelkezhet, miutan lipopoliszachariddal immunizalt egereknél gatolta a TNF-« és IL-
1B gyulladaskelt6 citokinek termelédését (LEE és mtsai, 2003). A xantofillok
ugyancsak proinflammatorikus citokinek (IL-/8 és IL-6) génexpresszidjanak
csokkenését eredményezték tyukoknal (GAO és mtsai, 2012). A lutein és kurkumin
(xantofill karotinoidok) LPS-injektalt pulykaknal fokozta a gyulladascsokkentd
immunvéalaszt (SHANMUGASUNDARAM és SELVARAJ, 2011). A kurkumin
az intesztinalis morfoldgiara és az emeésztésre is pozitiv hatast gyakorolt csirkéknél
(RAJPUT és mtsai, 2013).

A karotinoidokrdl a halaknal ugyancsak a sejtes és humoralis immunitas — mint
példaul a fagocitdzis, nemspecifikus citotoxicitéas, szérumlizozim-aktivitas — potencialis
regulatoraként szamoltak be (AMAR és mtsai, 2004; TACHIBANA és mtsai, 1997;
TORRISSEN, 1984; AMAR és mtsai, 2000; AMAR és mtsai, 2001; YANAR és mtsai,
2007). Az asztaxantin gyulladascsokkentd szerepét az északi kigyofejnél (Channa
argus) is megfigyelték, miutdn az LPS-stimulalt halaknal gatolta az IL-/8, az IL-6 és
a TNF-a mRNS expresszidjat (LI és mtsai, 2019).

Oligoszacharidok (prebiotikumok)

Az oligoszacharidok a zoldségek és ndvények természetes komponensei.
A legtobb oligoszacharid, mint példaul a frukto-oligoszacharid, a mannan-
oligoszacharid vagy a galakto-oligoszacharid a monogasztrikus allatok vékonybelében
nem emészthetd, ezaltal a vastagbél hasznos mikroorganizmusai fermentaljak (GOMES
és MALCATA, 1999). Ebb6l adododan, ezeket az oligoszacharidokat szamos esetben
alkalmazzak prebiotikumként, az antibiotikumok természetes alternativaiként, melyek

stimulalhatjak a brojlercsirkék immunrendszerének miikodését (CROSS és mtsai, 2007;
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YANG és mtsai, 2008; SHASHIDHARA és DEVEGOWDA, 2003; GUO és mtsai,
2004). Néhany oligoszacharid, mint példaul a mannan- és galakto-oligoszacharid
a brojlerek intesztinalis struktarajat is fejlesztette (1JI és mtsai, 2001; XU és mtsai,
2003; SHANG és mtsai, 2015).

A halaknél az oligoszacharidok kozul az inulint, a frukto-, mannan- és galakto-
oligoszacharidokat ugyancsak alkalmazzdk takarménykiegészitéként, miutan képes
fokozni a specifikus immunitast (DAS és mtsai, 2017), valamint pozitivan
befolyasolhatja a mikrobiota alakulasat is, amely ugyancsak elényGs hatassal lehet

az immunstatuszra (BAILEY és mtsai, 1991).

Antocianinok

Az antocianinok a flavonoidokhoz tartoz6 szinanyagok. A flavonoidok
a masodlagos polifenolok egy csoportjat képezik €s a ndvényvilag jellemz6 alkotoi.
A viragok, gylimolcsdk szinét elsésorban az antocianinok és glikozidjaik adjak.
(JENKINS, 1992; ANTUS és MATYUS, 2014). Az antocianinok féként bogyods
gylimolcsokben fordulnak el és a pirosas, lilas, kékes szinek termeléséért felelnek
(TULIO és mtsai, 2008). Napjainkban az antocianinokat szintén hasznaljak
takarmanykiegészitoként, lehetséges antioxidans, gyulladascsokkentd és
immunstimulalé hatadsuk miatt, am hatasuk a madaraknal még kevésbé ismert
(CHANGXING és mtsai, 2018). Néhany korabbi tanulmany szerint az antocianinban
gazdag fragmentek gatoltdk a gyulladaskelté citokinek (IL-1p, IL-6) expresszidjat
egerekben (LI és mtsai, 2014).

Halakon végzett tanulmanyok alapjan az antocianinok képesek bizonyos
immunologiai paraméterek, mint példaul a fagocitikus aktivitas, fagocitikus index,
lizozimaktivitas, mieloperoxidaz-aktivitds és a teljes immunoglobulinszint névelésére
(YILMAZ, 2019a; YILMAZ, 2019b), tovabba bizonyos citokinek (IL-18, IL-8, TNF-a,
IFN-y) génexpresszidjat is megvaltoztatjak (YILMAZ, 2019a).
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3.4 A madarak immunrendszerének felépitése

3.4.1 A madarak immunszervei

A madar-immunolégia fejlodésének egyik legjelentdsebb mérfoldkovét képezte
az adaptiv immunrendszer két f6 aganak meghatdrozasa. A limfocitak szerepének
fontossaga korilbelil az 1960-as években értékeldédott fel és ezzel egy id6ben
altalanosan is elfogadottd valt, hogy a szerzett immunvélasznak ket tipusa létezik:
az antitesteket magéban foglal6 humordlis immunvalasz, valamint a limfocitak és
makrofagok altal kozvezitett sejtes immunvalasz. Mivel az antitesteket plazmasejtek
termelik, melyek maguk is limfocitakbol szarmaznak, nem volt egyértelmii, hogy ezek
a limfocitdk hogyan kuldnbdzhetnek azoktol, melyek a sejtes immunvélasz reszét
képezik. E probléma feltarasaban egy zsakszer(i szerkezetnek, a Fabricius-tomlének volt
dont6 szerepe. A limfomyeloid szovetek eredete lehet epitelialis (hamszovet eredetil),
mint a Fabricius-féle tasak és a timusz, valamint mezenchimalis, Ggy, mint

a 1ép, a nyirokcsomok vagy a csontvelé (DAVISON, 2008).

Fabricius-tomlé (Bursa Fabricii)

A Fabricius-toml6 a klodka proctodeum (kett6s zardizommal rendelkezd,
kulvilaggal kapcsolatban &ll6 nyilas) részéhez kapcsol6dd hamszdvet-kindvés, mely
zsékszerli szerkezetli és a bél hatsd részén megtaldlhatdo szerv (SHARMA, 1991,
DAVISON, 2008; DUBLECZ és mtsai, 2011). Elnevezése Hieronymus Fabricius utan
tortént. A Fabricius-féle tasak elsddleges és egyben egyedi immunszervként szolgal,
mely kizarolag a madaraknal talalhatdo meg. A szerv szabalyozésa alatt all a humoralis
immunitashoz tartozo, B-limfocitak altal szekretalt antitestek termel6désének folyamata
(SHARMA, 1991). A B-limfocitakat elséként csirkében azonositottak, amikor
a Fabricius-tomlé 1jsziilott korban térténé mutéti  eltavolitasat  kovetden
a madarak szervezete képtelen volt ellenanyagot termelni Salmonella typhimurium ,,0”
antigének ellen (GLICK és mtsai, 1956). Immunokémiailag és genetikailag
az immunoglobulinok harom osztalyat kilénboztetjik meg a csirkéknél, melyek
homologjai az emlés IgM-, IgA- és 1gG-nek. Az immunoglobulinok koézil az IgM a B-

limfocitak felszinén expresszalodik és elséként termelddik az antitest-immunvalasz
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sorén, mig az 1gG a mésodlagos antitest-valasz soran képzOédik és madaraknal gyakran
IgY-nak is nevezik (RATCLIFFE, 2006).

Timusz

A cellularis immunrendszer miikodését a csecsemOmirigy vagy timusz
szabalyozza. A csecsemOmirigy szintén elsédleges nyirokszerv a madaraknal, mely
a garattasak hamszovetének kindvésébol ered még a korai embrionalis szakaszbol
(SHARMA, 1991). A timusz parhuzamosan fekszik a nyaki vénakkal, korulbelul 7-8
lebenybdl all, melyek gomb, vagy bab alaklak és a nyak mindkét oldalan
megtalalhatbak (OLAH és VERVELDE, 2008). A timusz felelés a sejtes
immunrendszer f6 sejtjeinek, a T-limfocitak éréséért (SHARMA, 1991).
A gerinceseknél a T-sejtek repertoarjanak kialakuldsa és a kdzponti tolerancia
a timuszban jelenik meg. A T-sejtek fejlodését a T-sejt prekurzorok és a timusz egyeb
rezidens sejtjeinek (epitélsejtek, makrofagok, dendritikus sejtek) Gsszehangolt
mitkodése segiti (EVOLI és MEACCI, 2019). A timusz epitélsejtek 6 forrasai
a citokineknek, melyeknek szerepe van a T-sejtek differencialédasaban. A timusz sejtek
hatasara tobbek kozott citokinek, hormonok szabadulnak fel, melyeknek szerepe van az
immunvalasz modulélasaban (YAN és mtsai, 2017). A sejtes immunrendszer tovabbi
fontos sejtjei még a természetes Olésejtek (Natural Killer sejtek — NK sejtek) és
az effektor sejtek is (SHARMA, 1991).

Lép

A lép a masodlagos nyirokszervekhez tartozik, amely nélkilézhetetlen
mikrokornyezetet biztosit a limfoid és nem limfoid sejtek kozotti kolcsonhatashoz
(SHARMA, 1991; OLAH és VERVELDE, 2008). A csirkék Iépe formajat tekintve kor
vagy ovalis alak( és a mirigyes gyomor bal oldalan fekszik. Funkcidja a madaraknal
a teljes immunmiikddés soran sokkal kiemelkeddbb, mint példdul az emldsoknél,
miutan a szarnyasoknal a nyirokerek és a nyirokcsomok gyengén fejlettek (OLAH és
VERVELDE, 2008). Ezaltal a 1ép els6dleges szerv, melynél az immunvélasz megindul
az immunrendszer altal felismert antigének ellen (VAN ROOIJEN, 1990). A Iép
szOvetei a vords és fehér pép. A voros pépben eritrocitak, granulocitak, makrofagok,
elvétve T-limfocitdk és plazmasejtek vannak. A plazmasejtek &ltal termelt antitestek
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a szérumon keresztul dramlanak a szervezetben. A fehér pép morfoldgiailag 2 részre
oszthat6: a peri-arteriolaris limfoid hulvelyre (PALS) és peri-ellipszoidalis limfoid
hivelyre (PWP). A PALS a T-limfocitak stirti hiivelye, mig a PWP-ben B-limfocitak
vannak. Az antigén-specifikus, antitest el6allitd sejtek kezdetben a PALS-ban, kés6bb
mar a voros pépben vannak jelen (JEURISSEN, 1991; OLAH és VERVELDE, 2008).

Emésztorendszerhez Kkapcsolédo limfoid szovetek — GALT (Gut-Associated

Lymphoid Tissue)

Habar a csirkéknél hidnyoznak a kapszula-szerii nyirokcsomok, ehelyett azonban
fejlett  limfoid  szdvetekkel  rendelkeznek.  Miutdn a  bélnyalkahartya
az antigének els6dleges célpontja, a csirkéknél kifejlett, bélnyalkahartyahoz kapcsol6do
limfoid szovetekrdl beszélhetiink. Ezek a teljes béltraktus mentén megjelend,
egyedulallé vagy aggregélt limfoid csomok/tiiszok lehetnek. A Fabricius-tomlé mellett
a GALT-hoz soroljuk a vakbélmanduladkat, a Peyer-plakkokat, a Meckel-féle
divertikulumot és a garat manduléit (OLAH és VERVELDE, 2008).

Harderian- és kotéhartyahoz kapcsolodo limfoid szovetek — HALT (Harderian and

Conjuctiva-Associated Lymphoid Tissue)

A 6, szemhez kotédé limfoid szovetek a Harderian mirigyben és az alsd
szemhéj kotdszovetében talalhatok, de Ilimfocitdk ¢€s plazmasejtek szétszortan
a lacrimal mirigyben és a szem koriili egyéb kotdszovetekben is taldlhatok.
A Harderian mirigy ektodermalis eredetli, exokrin mirigy, mely a szem mogott
talalhato. A mirigy ,,fej” részében T-sejtek és makrofadgok, a mirigy-testben szdmos
B-limfocita és plazmasejt talalhatd. Az egyed fejlodési allapotatol fiiggden B- és T-
limfocitak csoportosulasa talalhatd a mirigy bizonyos részein (OLAH és VERVELDE,
2008).

3.4.2 A madarak velesziletett immunitasa

A madarak immunitasa velesziletett (nemspecifikus) és szerzett (specifikus)

immunitasra tagolhatdé. Habar a velesziletett immunvalasz egyes kdrokozokkal

19



szemben nemspecifikus, a patogének bizonyos csoportjai ellen a velesziletett
immunvalasz is specifikus, tovabba a szerzett immunvélasz kialakuldsdhoz vezet.
A velesziletett immunitas sajat receptorokkal rendelkezik, ide tartoznak
a mintazatfelismer6 receptorok (PRRs — Pattern Recognition Receptors) és az effektor
sejtek (heterofilek, NK sejtek és dendritikus sejtek), melyek citokineket és kemokineket
termelnek. Ezek a molekulak vesznek részt a gyulladasos immunvalasz kialakuldsaban,
az akutfazis reakcidkban, valamint antigénprezentald sejtek segitségével jelzik
a patogéneket, antigéneket az adaptiv immunvélasz irdnyaba a f6 hisztokompatibilitasi
komplex (MHC — Major Histocompatibility Complex) kozremiikodésével (KAISER,
2010).

A mintazatfelismeré receptorok (PRR-ek, Pattern Recognition Receptors)

A PRR-ek felismerik mind az exogén, mind az endogén antigéneket, tovabba

azonositjadk a patogénekre jellemzé molekularis mintazatot (Pathogen-Associated
Molecular Patterns — PAMPs). A PAMPs olyan molekulak 0Osszessége, melyek
a patogének felszinén talalhatok, mint példaul a lipopoliszacharid (LPS), a flagellin,
a peptidoglikan, vagy a kulonféle patogén nukleinsavak (RNS, DNS). Funkcidjukat
tekintve szignal és endocita PRR-eket, elhelyezkedésiiket tekintve membranhoz
kapcsolddo és citoplazmikus PRR-eket kiillonboztetiink meg (KAISER, 2010).
A legjobban karakterizalt membranhoz kapcsol6dé PRR-ek a toll-like receptorok
csaladja (TLR-ek). A specifikus PAMP felismerését kovetdéen a TLR-ek aktivacidja
szamos szignalatvonal indukalasahoz vezet, melyek a nuklearis faktor-kappa B (NF-«xB)
utvonal, a mitogén-aktivalta protein kindz (MAPK) Uatvonalak és az I-es tipusd
interferon (IFN) Gtvonal, ami tovabbi proinflammatorikus citokinek, kemokinek és I-es
tipusu IFN-ok termelddéséhet vezet (KAISER, 2010). A toll-like receptorok I-es tipusu
transzmembran fehérjék (AKIRA és mtsai, 2001). A sejtfeliilleten 1évé PAMP-ot
felismer6 TLR-ek kozil a tydk esetén bizonyosan a TLR-4 és TLR-5 ortoldg ismert
(LEVEQUE és mtsai, 2003; IQBAL és mtsai, 2005). A TLR-4 érzékeli a Gram-negativ
baktériumok sejtfalaban megtalalhatd lipopoliszacharidot, mig a TLR-5 azonositja
a bakterialis flagellin fehérjét, mely a baktérium flagellum alkotéja (KEESTRA eés
mtsai, 2007; HAYASHI és mtsai, 2001). A bakteridlis TLR-agonistak
(lipopoliszacharid, flagellin) fokozzak mas gyulladaskelt citokinek, mint példaul
az IL-1p és az IL-6 expressziojat (KOGUT és mtsai, 2005).
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A csirkéknel specifikus toll-like receptorok még a TLR-15 és TLR-21, a citoplazmikus
PRR-ek kozul legismertebbek a NOD-szerii receptorok (NLR-ek), melyek tovabbi
gyulladaskelto citokinek (IL-1P, IL-18) termelését idézik el6. A citoplazmikus PRR-ek
a virusok egyszalu vagy duplaszald RNS-ét, az endocita PRR-ek pedig a patogén
feliiletén 1évo szénhidratokat azonositjak (KAISER, 2010).

Defenzinek

A defenzinek kicsi, kationos, antimikrobas peptidek, melyek a madarakon kivdl
megtalalhatok emlésokben, rovarokban és a ndvényekben is. Funkciojukat tekintve
a mikroba sejtmembranjahoz kapcsolddnak és bennuk porusokat formalnak, mely
a mikrobasejt pusztuldsdhoz vezet, vagy tovabbitjak a makrofagok felé, ami segiti
a mikroba megsemmisitését (SORURI és mtsai, 2007). A madaraknal az o- és PB-
defenzinek koziil az utobbi van jelen, ami elsésorban a leukocitakban vagy

epitélsejtekben expresszalddik (LYNN és mtsai, 2007).

Heterofilek

A heterofilek (emldsdkben neutrofilek) polimorfonuklearis sejtek, amelyek
fagocitozis altal védekeznek a patogének ellen. A heterofilek az indukalt velesziletett
immunvalasz f6 effektor sejtjei, az els6 molekuldk egyike, melyek — valaszként
a kemokinek felszabaduldsara — reagalnak a fertézés kialakulasanak helyén. Miutan
a korokozokat bekebelezik, létrejon a fagoszoma és szamos mechanizmuson keresztul
pusztitjak el azokat (KAISER, 2010).

Dendritikus sejtek

A dendritikus sejtek szerepe a T-sejtek aktivalasdban van és Ugynevezett
,professzionalis” antigénprezentald sejtekként (APC) ismertek. Az antigén befogasat
kovetden érésiikk a nyirokcsomokban torténik az emldsoknél. Miutan a tytkoknal
a nyirokcsomok hianyoznak, a dendritikus sejtek altal végzett antigénprezentalas
a szerzett immunvalasz irdnyaba még kevésbé ismert (KAISER, 2010). Szerepik van a
nemspecifikus immunitds mas immunsejtjeivel, mint példaul az NK sejtekkel vald
kozremitkodésben (ANDREWS és mtsai, 2005).
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3.4.3 A madarak szerzett (specifikus) immunitasa

Habéar a védekezeés sordn nehany esetben elegendé a velesziiletett immunvalasz
kialakulasa is, altalanosan a szerzett immunitas feladata a szervezet patogénektdl vald
megszabaditdsa, tovabba ez vezet az immunoldgiai memoria kialakulasahoz akar
az elsédleges fert6zés, akar a vakcindkra adott vélasz eredményeként. Az adaptiv
immunitas kétféle — intracelluléris vagy extracellularis patogének eliminélasat igényl6 —
immunvalaszra oszthatd. Elobbihez tartoznak a virusok, az intracellularis baktériumok
és protozoonok, melyek ellen a sejtek altal szabalyozott, sejtes adaptiv immunvalasz
nyujt védelmet. Ezeket nevezhetjik inflammatorikus, gyulladdsos véalasznak is.
Az extracelluléris baktériumok, protozoonok, férgek esetén a humordlis adaptiv
immunvalasz aktivalodik, melyben az eozinofileknek és antitesteknek van szerepe.
A sejtes és humoralis adaptiv immunvalasz szabalyozasat részben két citokin-alcsalad
befolyésolja: Thl és Th2 (T helper) sejtek (KAISER, 2010).

Citokinek

A velesziiletett és a szerzett immunitas részeként a citokinek extracellularis
szignalként mitkodnek a sejtek k6zott az immunvalasz kialakulasa soran (KAISER és
STAHELI, 2008). Szerepik elengedhetetlen az informéacié tovabbitasanak,
a gyulladasos reakciok és az immunvélasz kialakulasanak szempontjabdl. A citokinek
a sejteken talalhato citokin receptorokhoz kapcsolddnak, igy fejtik ki hatasukat, ami
a sejtek aktivaciojat, proliferacidjat és differencialodasat idézi el6 (ERDEI és mitsai,
2012).

Az interleukin-1p (IL-1B) az interleukin-1 csalad tagja (KAISER és STAHELI,
2008). A citokin szerepet jatszik a gyulladasos reakcidok kialakulasaban, valamint
a makrofagok és T-sejtek aktivalasdban (LOTZ és mtsai, 1988; KLASING, 1988;
DIEHL és mtsai, 2000; CORWIN, 2000). Az IL-1B proinflammatorikus
(gyulladaskeltd) citokin (DINARELLO, 2000) és jellemzd az emelkedett IL-1f3
expresszio a szervezet bakteridlis, viralis vagy parazitas fertézottsége esetén (GIBSON
és mtsai, 2014). Az IL-6 az IL-1B-hoz hasonloan gyulladaskelté citokin
(KAMBAYASHI és mtsai, 1995), szerepe a limfocitak aktivalodasanak és
differencialodasanak szabalyozésédban van. Th2, valamint B-sejtek allitjak el és

a gyulladasos reakcidkban vald részvétele miatt a nativ immunvalasz elengedhetetlen
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molekuldja. Szerepe van tovabba a B-limfocitdk effektor sejtekké valo éréseben és
az ellenanyagtermelésben is (ERDEI és mtsai, 2012). Felszaporodasa akutfazis reakcio
kialakulasaként magyarazhatdé (HONG és mtsai, 2006). Az interferon-o. (IFN-a) és
az interferon-y (IFN-y) az I-es tipust IFN csaladba sorolhatd, melyek kozil az IFN-a
antiviralis funkcidval jellemezhet6 citokin (SEKELLICK és mtsai, 1994; SICK és
mtsai, 1996). Az IFN-a a velesziiletett immunitas egyik f6 immunfaktora, emelkedett
expresszidja a gazdaszervezet viralis fert6zottségére utal. Tovabbi olyan gének
emelkedett expressziodjat is eredményezi, melyek a virdlis fert6zés folyaman kialakulo
immunvalaszban vesznek reszt (JIANG és mtsai, 2011). Az IFN-y a Thl sejtek altal
eléallitott, proinflammatorikus citokin, ami a makrofagok stimulalasaban vesz részt
(GOBEL és mtsai, 2003; WU és mtsai, 2017). Intracellularis patogénekkel torténd
beoltast kovetden megfigyelték, hogy az immunvalasz soran az adott citokin dominalt,
igy kulcsfontossagu a Thl sejtek &ltal szabalyozott immunvélaszban (KAISER és
STAHELI, 2008).

Immunoglobulinok

Az immunoglobulinok olyan glikoproteinek, melyek antitest-aktivitassal
rendelkeznek. A gerinceseknél a vérben, a nyirokrendszerben, valamint a vaszkularizalt
szovetekben taldlhatok (MARCHALONIS, 1977; LITMAN és mtsai, 1993).
Struktarajukat tekintve 4 polipeptidlancbol épulnek fel, két nehéz (heavy — H) és két
konnyt (light — L) 1ancbol, melyek kézosen alkotjak a monomerikus egységet (HoL>).
A madar immunoglobulinok kézil az immunoglobulin G (IgG) sokkal komplexebb
molekula, mint az IgM vagy IgA és az emlitett alapegység sokszorosabol épil fel.
Filogenetikai tanulmanyok szerint a madarakndl az alacsony molekulatomegii IgG
homolog az emlds IgG-vel, tovabba hasonlosagokat mutat az emlds IgE-vel is, ezert
a két emlds homolog kozott lehet elhelyezni. A madéar IgG izotipus tilnyomodan
a szérumban van jelen ¢és az elsddleges antitest-valasz soran, az IgM utan termelddik,
a maésodlagos antitest-valasz soran pedig f6 izotipusnak tekinthetd. Az IgG-t
a szakirodalom madarakndl gyakran IgY-ként is emlegeti, miutdn biokémiai
tulajdonsagaiban eltér az eml6s IgG-t61 (SURESH és mtsai, 1994).

A tylkokndl az IgM mind strukturalisan, mind funkciojat tekintve megegyezik
az emlés megfelel6jével. Az embrionalis fejlodés sordn az IgM dominans B-sejt

antigénreceptor ¢és az elsé kifejez6d0 izotipus, tovabba a késdbbi fejlodés soran
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megjelend 0 antigéneknél is elséként termel6dé immunoglobulin. Bizonyos kronikus
bakterialis fert6zések kialakulasanal az IgM jonéhany hétig képes aktiv maradni
(SURESH és mtsai, 1994).

A madarak IgA antitestje struktdrajaban és funkcidjaban is homoldg
az emldsokével, ami tyukoknal foként a kiillonbozoé valadékokban, példaul az epében
talalhat6 (BIENENSTOCK és mtsai, 1972; LEBACQ-VERHEYDEN és mtsai, 1974;
ORLANS eés ROSE, 1972). A tovabbi antitestek (Igd és IgE) a madaraknal hianyoznak,
miutan az Igd helyett a madarak B-sejtjeiben nagyrészt IgM expresszalodik, az 1gE-nek
tulajdonitott funkcidkat pedig az 1gG (1gY) latja el (DAVISON és mtsai, 2008).

3.5 A hazityuk intesztindlis mikrobiota-Osszetétele és az
immunhomeosztazis kapcsolata

Az endogén intesztinalis mikrobiota a gasztrointesztinalis traktusban ¢él6
mikrobak sokasagat jelenti, felépitése és funkcidja dont6 fontossaghi a baromfi
egészsége szempontjabol (KOGUT, 2013). A mikrobiota fontos szereppel bir bizonyos
fizioldgiali folyamatokban, ideértve a tapanyagok hasznosulasat,
az anyagcserefolyamatokat és az immunitast is. Az emésztési folyamat szorosan
kapcsolodik a bélben kialakuld6 mikrobakdzosséghez, ugyanis a tapanyagok
hasznosuldsa, a takarmany emészthetdsége, az energianyerés, mindezek altal pedig
a termelékenység a mikrobiom Osszetételétél és diverzitasatol fiigg (STANLEY és
mtsai, 2013; MANCABELLI és mtsai, 2016). A csirke béltraktusadban kialakuld
mikrobiota baktériumfajok szazat tartalmazza, melyek kozul a legtobb a Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria és Actinobacteria torzsekhez sorolhato (OAKLEY és
mtsai, 2014; CLAVIJO — FLOREZ, 2018). A mikrobak6zosség a csirke béltraktusanak
kiilonboz6 szakaszain eltér, igy a vékonybélben jellemzd a Lactobacillus,
Bifidobacterium eés Enterococcus fajok jelenléte, mig a vakbélben foként anaerob,
kisebb mértékben fakultativ anaerob baktériumok vannak jelen (DIAZ CARRASCO és
mtsai, 2019; LU eés mtsai, 2003). A mikrobapopulacio kialakuldsa
az ¢életkor elérehaladtaval fokozatosan torténik. Napos korban a bélflora csiraszama
alacsony, kezdetben szamottevé az anaerob baktériumok megjelenése, melyet
az anyatol és a kornyezetb6l vesz fel a naposcsibe (MEAD és ADAMS, 1975).

A masodik és negyedik napok kozott a vekonybelben és vakbélben megjelennek
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a Streptococcusok és Enterobacteriumok. Az elsé hét elteltével a vékonybélben
a Lactobacillusok, a vakbélben a fakultativ és obligat anaerobok (Escherichia coli és a
Bacteroides fajok) dominalnak (LEV és BRIGGS, 1956; MEAD és ADAMS, 1975).
Két hét mualtan a vékonybél mikrobiota csaknem teljes, mig a vakbélben kortlbelll 30
napig tart a mikrobakozosség kialakulasa, mely id6szakban mar foként
a Bifidobacterium és Bacteroides fajok jellemzéek (BARNES és mtsai, 1972).

A Lactobacillusok Gram-pozitiv baktériumok és minddsszesen 140 faj alkotja a
nemzetséget. Spoératlanok, alakjuk szerint gémb, palcika vagy spiralis alakuak.
Antibiotikumok termelésére képesek (mint példaul Lactacin B, Helveticin J), tovabba
szerves savakat allitanak el6, mely altal csokken a béltraktus pH-€értéke, ami gatlo hatést
fejt ki a korokozok élettevékenységére. Egyéb eldnyds mikrobdk életfolyamatait
serkenti, ezaltal a Lactobacillus fajok a probiotikumok jellemzé mikrobai
(HUYGHEBAERT és mtsai, 2011; GIBSON és ROBERFROID, 1995).
A Bifidobacteriumok ugyancsak Gram-pozitivak és a mikrobiota hasznos baktériumai.
A nemzetségre jellemz6, hogy meghatarozott szereppel bir a mikrobiota normaél
egyensulyanak fenntartasdban, befolyasolja az immunvéalasz kialakulasat és gatolja
a patogének aktivitasat (ROSSI és AMARETTI, 2010). A Lactobacillusok mellett
a Bifidobacteriumok is a probiotikumok baktériumai (LEE és mtsai, 2010).
A Clostridiumok Gram-pozitiv, anaerob baktériumok és normal esetben Kis
mennyiségben eléfordulnak a madar bélflordjaban. Enterotoxin termelésre képes fajok,
melyek kozil a legismertebb kérokoz6 a Clostridium perfringens (BARNES és mtsai,
1972; HUTCHINSON és RIDDEL, 1990; ONDERKA és mtsai, 1990).
Az Escherichia coli Gram-negativ, az Enterobacteriaceae csalddhoz tartozé baktérium,
mely Kis aranyban szintén a normal mikrobiota alkotdja (DOZOIS és mtsai, 2003;
PUENTE és FINLAY, 2001). A mikrobiota tagjai kozé sorolhatd patogének
a Salmonella és a Campylobacter, melyek kozil a Salmonella gyakorta el6fordul
a baromfinal, ezaltal az élelmiszerlancban is megjelené korokozo (AMIT-ROMACH és
mtsai, 2004). A Campylobacter human enteropatogén, mely gyakran szarmazik
a csirke béltraktusabodl és akut bakterialis fert6zést okoz (MORENO és mtsai, 2001).

A Dbéltraktusban kialakul6 mikrobiota fontos szerepet jatszik a madarak
immunologiai homeosztazisdban. Ebbdl addddan, az immunrendszer allapotdban
bekovetkezd egyensulyhiany az intesztindlis mikrobiota egyenstlyhidnyéra vezethetd
vissza, ami a madarak egészségi allapotat is befolyasolja (DIAZ CARRASCO és mtsai,

2019). A gasztrointesztinalis mikrobiota egyfajta fizikai gatat, ,,barrier-t” képez, mely
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ved a fert6zések kialakulasa ellen, gatolja a patogének megtapadasat, kolonizaciojat es
a bakteriocinek, valamint egyéb toxikus metabolitok termelédését. Emellett, az dsszetett
poliszacharidok fermentalasaval energiat biztosit a szervezetnek. A mikrobiota és
a velesziiletett immunrendszer kozotti kezdeti interakcié a késébbi B-sejtes vagy T-
sejtes  szerzett immunvélaszt is megalapozza (PAN és YU, 2014).
A béltraktusban bekovetkezd fert6zéseket a szervezet immunrendszere érzékeli és
a velesziletett, valamint a szerzett immunitast is magaban foglald, komplex,
0sszekapcsolodd utvonalak rendszerén keresztil ad valaszreakcidt. A béltraktus
védekezesi mechanizmuséhoz tartoznak a béta-defenzinek, azok az antimikrobialis
peptidek, melyek a béltraktus hamrétegének felszinén taladlhatok és a velesziletett
immunrendszer fontos részei (SHIMIZU és mtsai, 2008). Ezek a peptidek a szervezet
lipopoliszachariddal torténé fertézésére termelédnek és magukban foglaljak a toll-like
receptorok (TLR-4) és az NF-kB transzkripcios faktorok kifejez6dését (AKBARI és
mtsai, 2008). Ezek az elsddleges valaszreakciok kapcsolddnak a madarak velesziiletett
immunrendszeréhez és megalapozzak a szerzett immunitas kialakulasat (PAN és YU,
2014). A mikrobiotadt alkotd baktériumkozosségekben bekdvetkezd valtozasok
a citokinek génexpressziojat is érintik (CORTHAY, 2006). A Proteobacteria torzshoz
szamos patogén (Campylobacter, Salmonella) sorolhaté és a torzs tagjainak
novekedésével a gyulladaskeltd citokin profil hozhatd Osszefliggésbe, mig
a Firmicutes torzshez tartozé baktériumok (Lactobacillus, Clostridium) szamanak
novekedésével a gyulladascsokkentd citokinek kifejezddése van 6sszhangban (DIAZ
CARRASCO és mtsai, 2019; DEAK és mtsai, 2006). Példaként, az IL-4 és az IL-10
csokkent expresszidjat tobbek kozott a Salmonella vagy Campylobacter korokozdk
altali fert6zés is okozhatja (KUMAR és mtsai, 2018). Az IL-6 expresszidja Salmonella
typhimurium  hatadsara  emelkedhet (WITHANAGE és mtsai, 2005) és
a Proteobaktériumokhoz tartoz0 E. coli, Salmonella és Shigella ugyancsak
proinflammatorikus mechanizmusokat eredményeznek. A Firmicutes térzshdz tartozé
Faecalibacterium negativan korrelal a proinflammatorikus citokinek (IL-1p, IL-6, IL-
18) expresszidjaval, mig pozitiv 6sszefliggésben van az anti-inflammatorikus TGF-p4
(transzformald novekedési faktor béta 4) citokin kifejez6désével. A Firmicutes torzsbe
tartoz0 mas baktériumok pozitivan korreldlnak a gyulladaskelté citokinek

expresszidjaval (OAKLEY — KOGUT, 2016).
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3.6 A halak immunrendszerének felépitése

3.6.1 A halak immunszervei

A csontos halaknal a timusz, mint immunszerv elhelyezkedésérdl és fejlodésérdl
els6ként Maurer szamolt be 1886-ban. Mikroszkopikus megfigyelésre alapozva azt
a hipotézist allitotta fel, miszerint kiilonb6z6é kora halaknal a timuszban megtalalhato
limfocitak kozvetleniil epitélsejtekbol fejlddnek (MAURER, 1886).
A csontos halaknal a timuszon kivil a 1ép, valamint a vese jelenik meg a legfontosabb
immunszervek kdzott (ZAPATA és mtsai, 2006).

Timusz

A halaknal a timusz két homogén lebenybdl all, melynek strukturdja kapszula-
szerti (ELLIS, 2001; DAVIS és mtsai, 2002). A szerv fejlédésének ideje a csontos
halfajoknal eltérd, melyben nagy szerepe van a hdmérséklet testsulygyarapodasra
gyakorolt hatasanak. Szerkezetének differencialodasa a csontos halaknél ugyancsak
valtozd, szamos fajnal ugyanis nem lehet megfigyelni a kéreg és a medullarészek
elkiiloniilését, mely a magasabb rendii gerincesekre jellemzé (BOWDEN és mtsai,
2005). A timuszban mieloid sejtek és eozinofilek, tovabba bizonyos epitél gdcok
jelennek meg, melyeket Hassal-testeknek neveznek (ZAPATA és mtsai, 2006).
A limfoid szerv legfontosabb szerepe a T-sejtek elballitasaban van (TREDE és mtsali,
2001). Itt csoportosulnak a makrofagok, melyek a T-sejtek kapszulan belili
proliferacigjat idézik elé (DAVIS és mtsai, 2002).

Vese

A csontos halak esetén a vese funkcioja megegyezik a gerincesek csontveldjének
funkcidjaval és a veérképzés legfontosabb helyszine (ZAPATA és mtsai, 2006).
Szerkezetileg az elils6 vese retikuldris rostok halozatabol all, melyek
a limfoid szbdvetet tamogatjék és elszortan talalhatok a vérképzo sejtek kozott. Az eliilsd
vese fO sejtjei a makrofagok, amelyek melanomakrofag-kézpontoknak nevezett

struktardkban aggregaldodnak, valamint a limfoid sejtek, amelyek minden fejlodési
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szakaszban megtalalhatok és tobbnyire Ig + sejtekként (B sejtek) vannak jelen (PRESS
és mtsai, 1994). A retikularis sejtek fontos szerepet jatszanak a limfoid sejtek és
a sinusoidok endotél sejtjeinek miikodéséhez sziikséges kolcsonhatasok biztositasaban.

Ez utobbi rendszer a vérsziirés f6 alkotdeleme, miutan képes az endocitdzis

vegrehajtasara (DANNEVING és mtsai, 1994).

Lép

Az immunszerv Iépi ellipszoidok, MMC-k és nyirokszovetek 0sszességébdl all
(FERGUSON, 1989). Az ellipszoidok vastag falu kapillarisok, amelyek a pépben
megnyilnak és a 1ép arterioldinak megoszlasabol szarmaznak. A falak mentén 1évo
sejtek aktivan részt vesznek az antigének makrofagok Altali fagocitdzisaban.
Az antitestek vagy metabolikus termékek az antigéneket hossz( ideig visszatartjék,
melynek fontos szerepe van az immunoldgiai memoria kialakuldsdban (DOS SANTOS
és mtsai, 2000; PETRIE-HANSON és AINSWORTH, 2000).

A halak immunrendszere — néhany kilonbséget leszamitva — fizioldgiailag
megegyezik a magasabb rendii gerincesekével. A magasabb rendli gerincesekkel
ellentétben, a halak egészen a korai embrionalis szakasztol szabadon €16 organizmusok
és a tulélésik a velesziletett immunitas fuggvénye (ROMBOUT és mtsai, 2005).
Az immunrendszer nemspecifikus és specifikus immunitasra oszthatd, melyek kdzul
az eclobbinek alapvetd szerepe van a halak védekezési mechanizmusaban.
A nemspecifikus immunvélasznak kulcsfontossagu szerepe van a szerzett immunitas
kialakulasaban és a receptorfehérjek rendszerén keresztul biztositja a homeosztazis
fenntartasat. Ezek a receptorfehérjék felismerik a PAMP-okat, mint példaul
a poliszacharidokat, lipopoliszacharidokat, a peptidoglikan baktérium DNS-ét, a virusok
RNS-¢ét és az egyéb ,,idegen” molekulakat. Ez a folyamat a fizikai ,,barrierek” (korlatok,
hatarok), valamint a sejtes és humorélis immunvalaszok fiiggvénye, melyhez
a kovetkez6 immunologiai paraméterek tartoznak: novekedesgatlok, litikus enzimek,
a klasszikus komplementrendszer, az alternativ és lektin Gtvonalak, az agglutininek,
antitestek, citokinek, kemokinek és az antibakterialis peptidek. A velesziiletett
immunrendszer paramétereit kiilonbozdé belsd és kiilsé tényezdk befolydsolhatjak:

a hoémérsékletvaltozas, a kiillonb6z6é  stresszfaktorok, valamint a sirliség
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immunszupressziv  hatdst lehet, mig a kalonféle takarmanykiegészitok és
immunstimuldnsok  fokozhatjdk a  mikodését (MAGNADOTTIR, 2006;
MAGNADOTTIR, 2010).

3.6.2 A halak nemspecifikus immunitasa

A halak velesziletett immunvalasza a korokozok elleni kiizdelemben alapvetd
szerepet tolt be, mig a szerzett immunrendszer mitkodése korlatozott, ami tobbek kdzott
a limitalt szdmu antitesteknek, valamint a limfocitak lasst proliferacids, érési és
memdria folyamatainak tulajdonithatd (WHYTE, 2007). A velesziletett
immunrendszer elemei az epitél/nyalkahartya ,barrier”, valamint a cellularis és
humorélis komponensek (MAGNADOTTIR, 2006).

A fizikai barrierek

A fizikai barrierekhez a pikkelyeket, a bor nyalkahartyarétegét és a kopoltyut
soroljuk, melyek az elsé akadalyt jelentik a fertézések kialakuldsa sordn (INGRAM,
1980; SHEPHARD, 1994; ELLIS, 2001). A nyélkahartya kulonféle lektineket,
pentraxinokat, lizozimokat, komplement fehérjéket, antibakterialis peptideket és IgM-et
tartalmaz, melyek a korokozdk bejutasat gatoljak (ALEXANDER és INGRAM, 1992;
ROMBOUT és mtsai, 1993; ARANISHI és NAKANE, 1997; BOSHRA és mtsai, 2006;
SAURABH és SAHOO, 2008). Az epidermisz szintén képes a kiilonb6z6 tdmadasokra
reagalni (megvastagodas, cellularis hiperplazia), tovabba az integritas és az ozmotikus
egyensuly fenntartasaval ugyancsak gatlé hatassal bir az ,,idegen” anyagok bejutasaval
szemben (HIBIYA, 1994). A limfocitadk, makrofagok és eozinofilikus granulalis sejtek
jelenléte szintén a védekez6 mechanizmus elsé vonalat képezi (SVEINBJORNSSON és
mtsai, 1996; ELLIS, 2001; FISCHER és mtsai, 2006).

A nemspecifikus cellularis citotoxicitas

A nemspecifikus immunvélaszt a citotoxikus sejtek hajtjak végre. A magasabb
rendli szervezeteknél ezek a sejtek az NK sejtek, mig a halaknél a citotoxikus sejtek
Kisebb, agranuléris limfocitdk, melyek a nyirokszdvetekben, az eliilsé vesében és
a lépben, ritkan a vérben talalhatok (EVANS és JASO-FRIEDMANN, 1992; SHEN eés
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mtsai, 2002). Szerepilk a parazitak, valamint egyéb ,,idegen” célpontok eliminéalasaban
van (HASEGAWA és mtsai, 1998).

Az antimikrobidlis peptidek a csontos halak esetén a nyakban, a méjban és
a kopoltyu szdvetében talalhatok, mely polipeptidek képesek a baktériumok falanak
lebontasara és a szervezet virusokkal szembeni védelmére (ELLIS, 2001; MAIER és
mtsai, 2008; BIRKEMO és mtsai, 2003).

A halak fagocitozisa soran a fobb sejtek a neutrofilek és makrofagok, mely
sejtek foként reaktiv oxigén gyokok termelésével tavolitjadk el a baktériumokat
(SECOMBES és FLETCHER, 1992; FISCHER és mtsai, 2006). A neutrofilek
ugynevezett mieloperoxidazzal is rendelkeznek, melyek halid és hidrogén peroxid
jelenléte mellett a baktérium sejtfal halogenizaciojara képesek. Ezek a sejtek
a lizoszomaikban lizozimot és mas hidrolitikus enzimeket is tartalmaznak (FISCHER és
mtsai, 2006). A makrofagok nitrogén-oxidot termelnek, ami szintén antibakterialis
hatast (SECOMBES és FLETCHER; 1992).

A nemspecifikus immunrendszer része a komplementrendszer is, mely
a csontos halaknal harom részre, a klasszikus, az alternativ és a lektin Utvonalakra
bonthatd. A klasszikus utvonalat az antitestek sejtfelszinhez vald kotédése aktivalja
(HOLLAND és LAMBRIS, 2002). Az alternativ utvonal antitestekt6l fiiggetlen, ezt
az Utvonalat az ,,idegen” mikroorganizmusok aktivaljak. A lektin Gtvonal aktivalddasat
olyan fehérjekomplexek megkdtése eredményezi, melyek a baktériumsejtekben

talalhatok és mann6zhoz vagy mannanhoz k6t6d6 lektint tartalmaznak (SAKAL, 2001).

Citokinek

A halaknal a citokinek olyan kis fehérjék, melyeknek szerepe a sejtek kdzotti
szignal folyamatokban, valamint a gazdaszervezet fert6zések elleni védelmeben van
(GOMEZ és BALCAZAR, 2008; KAISER és STAHELI, 2008; GONZALEZ és mtsai,
2007). Funkcibjukat tekintve képesek moduldlni a velesziletett és szerzett
immunvalaszt, tovabba stimulaljak a vérképzést is (GOMEZ és BALCAZAR, 2008).
A citokinek kilonféle kemokineket, interferonokat, interleukineket, limfokineket és
tumor nekrozis faktorokat foglalnak magukban (SECOMBES és mtsai, 2001).
A halaknal a gyulladaskeltd citokinek koziil az IL-1p és a TNF-a a legszéleskoriibben
karakterizalt citokinek (SAEILJ, 2003; SAVAN és mtsai, 2003). Az IL-1B és TNF-a

multifunkcionalis immunfaktorok, melyek a gyulladasos allapot soran befolyasoljak
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a gének expresszidjat (SIGH és mtsai, 2004). Az immunvélasz kialakuldsanak kezdeti
fazisdban vesznek részt, ugyanis szerepiik a leukocitak gyulladas helyszinére torténd
vonzasaban van (HUISING és mtsai, 2003). Szignalként miikodnek a sejtek kdzotti
interakcids folyamatokban, részt vesznek a gazdaszervezet védekezd mechanizmusaiban
és a gyulladas kialakuldsdban ~ (BOUDJELLAB és  mtsai,  2000).
A TNF-o-t makrofigok szekretaljadk és fokozza a sejtek méas cellularis
immunfaktorokkal valo egyiittmikodését (DE és MUKHERJEE, 2009). Az IL-1pB-nak
a méasodlagos citokinek termel6désében van szerepe (MARKUS és SUSETTA, 2011).
Az IL-8 csoportositasa szerint ugynevezett ,,CXC” kemokin, ami egy bizonyos
glutamét-leucin-arginin (ELR) ,,motivumot” tartalmaz a CXC szekvencia el6tt és
a neutrofilek vonzasaban van szerepe (CHEN és mtsai, 2005). Az interferon szabalyoz6
faktor-1 (interferon regulatory factor-1, IRF-1) az interferon szabalyoz6 faktor csalad
tagja, mely olyan transzkripcios faktor csalad, aminek szerepe viralis fert6zések soran,
vagy mas sejttipusoknal kialakulé stresszfolyamatoknal van (TAMURA és mtsai, 2008;
BARNES és mtsai, 2002). Az IRF-1 részt vesz olyan virusok, mint a baromfipestis,
a szivizomgyulladas és a Hepatitisz C elleni antiviralis folyamatokban (WYLLIE és
mtsai, 1980; FUJIMOTO és mtsai, 2000; KANAZAWA és mtsai, 2004).

Proteaz-inhibitorok

A nemspecifikus immunrendszer alkot6ihoz sorolhatdk a proteaz-inhibitorok,
melyek a szérumban és egyéb testnedvben taladlhatok (BOWDEN és mtsai, 1997).
Legfobb szereplk a testfolyadék homeosztazisdnak fenntartasaban van, valamint
proteolitikus enzimek szekretalasaval vesznek részt az akutfazis reakcidkban és
a patogének elleni védelemben (MAGNADOTTIR, 2010).

Lizozim

A velesziletett immunvalasz részeként a lizozim olyan bakteriolitikus enzim,
mely a baktérium sejtfalban 1évé peptidoglikan hidrolizalasaval a sejtek lizisét
eredményezi. Szerepe van a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok elleni
védelemben is (MAGNADOTTIR, 2006). A lizozim f6 forrasai a makrofagok és a
neutrofilek (SVEINBJORNSSON és mtsai, 1996).
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Antitestek

Az antitestek a veleszuletett immunitas részeként is megjelennek. Az emlitett
immunfaktorok a szérumban talalhatok és azonnali védelmet biztositanak
a baktériumok, virusok ellen. A csontos halak szd&mos antigén ellen specifikus 1gM-
tipust antitestek termelésére képesek (WHYTE, 2007).

Pentraxinok

A nemspecifikus immunalkotokhoz tartoznak a pentraxinok is, melyek a C-
reaktiv fehérjék (CRP), valamint a szérum amyloid fehérjék és a testnedvekben vannak
jelen (BAYNE és GERWICK, 2001; WU és mtsai, 2003). Ezen proteinek szintje
megemelkedik szoveti sériilés, trauma, vagy fertdzés esetén €s nagy szerepik van
a komplementrendszer klasszikus utvonalanak aktivalasaban és az apoptotikus sejtek
eltdvolitasadban (COOK és mtsai, 2003; DE HAAS és mtsai, 2000).
A transzferrin olyan glikoprotein, mely magas vaskelatképz6 aktivitassal rendelkezik €s
a legfébb vasion transzportfehérje az  allatokndl. Magasfoki  genetikai
polimorfizmusdnak koszonhetden tobb genotipusa létezik, melyeknek szerepe van
a bakterialis eredetii fertdzések elleni rezisztencia kialakuldsdban (SUZUMOTO és
mtsai, 1997).

3.6.3 A halak specifikus immunitasa

A specifikus (szerzett) immunvalasz mechanizmusa specifikus sejtek, fehérjék,
gének és biokémiai Utvonalak komplex halozata, olyan magas specifitasu es affinitasu
effektor sejtekkel, antitestekkel, amelyek biztositjdk a szervezet antigének elleni

specifikus immunvalaszat (URIBE és mtsai, 2011).

Antitestek

A csontos halak esetén a dominans immunoglobulin az IgM osztalyanak
tetramerje, ami 8 antigén-kombinacios hellyel rendelkezik, néhany hal szérumaban
azonban monomer IgM talalhaté (ACTON és mtsai, 1971; WILSON és WARR, 1992).

Az IgM utan a halakban azonositott masodik izotipus az IgD, mely a B-sejtekben
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fejez6dik ki (WILSON és mtsai, 1997). Az antitestek a borben,
a béltraktusban, a kopoltyu nyalkahartydban, az epében és a plazméban talalhatok
(HATTEN és mtsai, 2001; ROMBOUT és mtsai, 1986; LUMSDEN és mtsai, 1993;
JENKINS és mtsai, 1994), melyek koziil a bor és a kopoltytt immunvalasza rendkivil

fontos, miutén a kornyezettel kdzvetlen kapcsolatban allnak (CAIN és mtsai, 2000).

Immunoloégiai memoria

A specifikus immunitashoz tartozik az immunoldgiai memdria Kialakulésa is.
A memodria a T-sejt-fliggetlen antigének megjelenését koveten azonnal kialakul, mig a
T-sejt-fliggd antigének esetén a masodszori jelenlétiiket kovetden jon létre. A folyamat
sordn a nagy affinitasi receptorokkal rendelkezé B-sejtek B memoria sejtekké
szelektadlédnak (MORRISON és NOWAK, 2002).

Cellularis citotoxicitas

A szerzett immunitas fontos eleme a celluléris citotoxicitas, melynek soran
a halak leukocitai cellularis citotoxikus folyamatokat képesek generdlni. Azok a sejtek,
melyek ezekért a folyamatokért felelnek, nehezen azonosithatok. Emldsokben
a kiiléonboz6 virusfert6zések elleni kiizdelemben a CD8+ citotoxikus T-limfocitak altal
produkalt adaptiv immunvalasz meghataroz6. Ezek a limfocitdk azonositjak és
elpusztitjdk azokat a sejteket, melyek virusos eredetli peptideket tartalmaznak
(FISCHER és mtsai, 2006). Az adaptiv immunitas soran bizonyos citokinek is jelen
vannak, mely citokinek a T helper sejtek aktivaciojat és differencialodasat idézik eld,
valamint tovabbi citokinkészlet felszabadulasat eredményezik (SECOMBES, 2008).
A szerzett immunitas soran tobbek kdzott az 1- és 11-es tipusu interferonok aktivalodnak
és a Th1l sejtek differencialodasat idézik el6. A citokinek kozil példaul 1L-10 és TGF-p
is felszabadul, melyek a szabalyozd T-sejtek effektor sejtjei (URIBE és mtsai, 2011).
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1 A novényi kivonatok eléallitasa

4.1.1 Karotinoidok

A karotinoidok (1. kép) kivonasat magyar édes pirospaprika-érleménybél (1-5 g)
vegeztik. A paprikapor kimérésére triplikatumban kerilt sor, majd a Kinyeréshez
oldoészerként 50 ml dikloretan:aceton:metanol = 2:2:1 aranyd oldatat hasznaltuk. Ezt
kovetéen a keveréket 30 percig ultrahangos vizfiirdében tartottuk, majd sziirépapir
segitségével atszirtlk. A tovabbi tisztitdishoz 0,22 pm-es PTFE sziirépapiron is
atsziirtik a mintat. Az atszlirt anyagot 40°C-on 0,2 bar nyomassal bepéaroltuk, majd
HPLC (nagy teljesitményii  folyadékkromatografia)  pigment  reagensben
(izopropanol:ACN:metanol = 55:35:10) oldottuk fel (NAGY és mtsai, 2017).
A tovabbi elvalasztast HPLC késziilék Phenomenex Kinetex® oszlopan (2,6 pum, XB-
C18, 100 A, 100 x 4,6 mm) (Phenomenex, Torrance, CA, USA) végeztiik 2 gradiens
folyadék segitsegével: A: 11% metanol, B: izopropanol:ACN:metanol = 55:35:10
VIVIV%. A grédiens elucios 1épések a kovetkezok voltak: 0-3 percig: A 100%; 15-20
percig A 20%; 25-45 percig B 100%; 48-50 percig A 100%. Az aramlasi sebesség 0,6
ml/perc volt. A diédasoros detektalast (DAD — Diode-Array Detection) 460 és 350 nm-
en végeztik. A mintak injektalasa 10 pl-es mennyiségekben tortént. A HPLC profil
alapjan a legnagyobb tertilettel rendelkez6 karotinoid molekulakat az 1. tAblazat foglalja

0ssze.

1. kép: A karotinoidokban gazdag kivonat
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1. tablazat

Az azonositott karotinoid komponensek neve és relativ tertlet-aranya

Retencios idé (perc) Karotinoid molekula neve  Relativ terilet-arany (%o)

11,163 B-karotin 9,965
16,054 cisz-kapszantin 10,743
17,17 kapszantin 10,854
18,462 zeaxantin 4,503

4.1.2 Arabino-galaktdz tartalmu oligoszacharidok

Magyar édes pirospaprika ipari feldolgozasa soran keletkezé melléktermékbol
magas arabino-galaktéz  tartalmd  oligoszacharidokat — mint természetes
prebiotikumokat — wvontunk ki (2. kép). Az oligoszacharidok kinyerése és az
oligoszacharid komponensek meghatarozdsa HP5890 gazkromatograf SP-2380
kapillaris oszlopaval (30 m x 0,25 mm; 0,2 um) tortént. A mintakat liofilizaltuk, majd
az extraktumot triflourecetsav:ecetsav:viz = 5:75:20 arényu oldoészerrel oldottuk.
Az oligoszacharid komponensek meghatarozasa el6tt azokat alditol-acetatta redukaltuk,
majd a cukrokat cukoralkoholla (alditol) alakitottuk, melyek kikiszobolik a zavard
izomereket és anomereket. A redukcid natrium-borohidriddel tortént, az acetilezést
piridin ecetsav-anhidriddel végeztiik. Inert gazként nitrogént alkalmaztunk, az aramlasi
sebesség 1,2 ml/perc, az injektalasi hdmérséklet 300°C volt. Langionizacios detektalast
(FID — Flame lonization Detection) kovetéen az aldbbiakban felsorolt oligoszacharid

komponenseket (2. tablazat) azonositottuk.

2. kép: Az oligoszacharidok (prebiotikumok) kivonata
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2. tablazat

Az azonositott oligoszacharid monomer egységek neve és relativ tertlet-aranya

Monomer egység neve Relativ tertlet-arany (%)
Glikoz 71,310
Arabindz 8,993
Xiléz 8,697
Galaktoz 6,815
Mannéz 4,185

4.1.3 Antocianinok

Az antocianinok (3. kép) kivonasa magyar meggybol tortént. A meggy
kimagozasat kovetéen a  mintat homogenizaltuk, majd a Kinyeréshez
metanol:viz:ecetsav = 25:24:1 aranyl oldatat hasznaltuk. A mintat 1 6ran keresztil
magneses kever6vel kevertlk, atsziirtik, majd centrifugéltuk 10000 RPM-en, 5 percen
keresztul. Ezt kOvetden elére kondicionalt csdvekben (Supelclean ENVI-18 SPE)
egyszerll frakcionalast végeztink. A csoveket 5 ml metanollal, majd 5 ml vizzel
kondicionaltuk, majd 1 ml gylimd&lcsmintat hasznaltunk. Az eluéalas soran 20%-ban
vizet tartalmazo metanololdatot alkalmaztunk, majd a beparlas 40°C-on zajlott (BUCHI
ROTAVAPOR R-210, Flawil, Sv4jc). A minték szaritasa vakuumban tortént. A kivonat
antocianin profiljanak meghatarozasat VWR-Hitachi ChromasterUltraRs UHPLC
(Hitachi, Tokid, Japan) berendezés segitségével, Phenomenex Kinetex® oszlopon (2,6
um, XB-C18, 100 A, 100 x 4,6 mm) (Phenomenex, Torrance, CA, USA) végeztiik, az
alabbi két oldoszer alkalmazasaval: A: metanol és B: 3% hangyasav. A folyamat
a kovetkez6 gradiens elucios 1épéseket foglalta magaban: 0. perc olddszer A: 15%; 0—
25. perc kozott oldoszer A: 30%; 25-30. perc kozott olddszer A: 40%; 30-40. perc
kozott olddszer A: 50%. Az aralmasi sebesség 0,7 ml/perc, a hdmérséklet 25°C volt. Az
antocianin  komponensek mennyiségének meghatarozdsara a megfeleld hiteles
szabvanyok alapjan kerult sor. Az UV-VIS detektalast 565 nm-en végeztik,
betaplalaskor 10 ml minta kertlt injektaldsra (NEMES és mtsai, 2018). A f6 antocianin

komponenseket a 3. tablazat tartalmazza (HOMOKI és mtsai, 2016).
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3. kép: Az antocianinokban gazdag meggykivonat

3. tablazat
Az azonositott antocianin komponensek neve és mennyisége
Az antocianin komponens neve Mennyiség (mg/100 g)
cyanidin-3-O-glucosyl-rutinoside 2,77-10,31
cyanidin-3-O-rutinoside 4,93-14,56
cyanidin-3-O-monoglucoside 2,02-7,79
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4.2 Brojlercsirkével végzett vizsgalatok

A Kisérletet a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga (DE MAB)
engedélyezte (engedélyszam: DEMAB/12-7/2015).

4.2.1 A kisérleti beallitas és mintavétel

A Kisérlet bedllitasa a Debreceni Egyetem Allattenyésztési Kisérleti Telepén
tortént, Ross 308 genotipusu brojlercsirkékkel. A Kisérletben 6sszesen 900 vegyes ivaru
egyed vett részt, melyek egynapos korukban érkeztek és brojlertapot kaptak
(4. kép). A kisérleti takarmanyt a csirkék az erkezés napjatol kaptak. A kiserlet ideje 42
napig tartott. A tdp kukorica-szdja alapu volt, a takarmanyozas 4 féazisban tortént.
A takarmany Osszetevdit és az egyes fazisokat a 4. téblazat ismerteti. A tiszta ivoviz
minden esetben elérhetd volt a csirkék szamara, alomként pedig faforgaccsal
gazdagitottuk a kdrnyezetet. VVolierenként 60 egyed kerilt elhelyezésre, kezelésenként 3
volier kerllt kialakitasra. A madarak megvilagitasa OLANREWAJU és mtsai (2006)
szerint tortént, az alabbiak alapjan: az els6 7 napon 23h fény:1h sotét, a 8-28. napok
kozott 20h fény:4h sotét, végul a 29-42. napok kozott 23h fény:1h sotét.
A kontrollcsoporton kivil kialakitasra kerllt egy pozitiv kontrollcsoport is, hiszen
korabbi tanulmanyok szerint az élesztégomba (Saccharomyces cerevisiae) sejtfalabdl
szarmazo PB-glukén bizonyitottan immunmodulans hatassal rendelkezik. A pozitiv
kontrollcsoport esetén a hizotaphoz 0,05%-ban adtuk a PB-gliként. A kontroll és
a pozitiv kontrollcsoportokon kivil 3 tovabbi csoport kerilt beallitasra, melyeknél
takarmanykiegészitéként a karotinoidokat, a magas arabino-galaktéz tartalmd
oligoszacharidokat és az antocianinokat alkalmaztuk, kezelésenként 0,5%-ban.

| -\v = yng

4. kép: A csirkék elhelyezése a volierben
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4. tablazat

A brojler hizotap 6sszetétele, valamint energia- és tdplaléanyag-tartalma

Asszetétel Pre-starter Inditd Nevel6 Befejezo
(1-9. nap) (10-21.nap) (22-31.nap) (32-42.nap)
Kukorica, % 33 34 33 32
Buza, % 27 29 31 32
Extrahalt szojadara
(46% nyersfejhérje), % 29 24 20 16
Extrudalt szoja
(46% nyersfejhérje), % 4 0 4 4
Extrahalt napraforgd, % 1 3 4
Takarmanyéleszto, % 1
DDGS, % 1 3 5
Novényi zsirok, olajok, % 2 1 3 4
Premix 6sszetevok, % 4 4 3 3
Osszesen, % 100 100 100 100
Energia- és taplaléanyag-
tartalom
Szérazanyag, % 89,06 89,03 89,15 89,15
AME, baromfi, MJ/kg 12,23 12,47 12,81 13,01
Nyersfehérje, % 21,58 20,28 19,05 18,28
Nyerszsir, % 4,61 4,83 6,22 6,83
Nyersrost, % 3,37 3,51 3,7 3,88
Lizin, % 1,37 1,27 1,17 1,09
Metionin, % 0,57 0,54 0,53 0,49
Metionin + Cisztein, % 0,94 0,9 0,87 0,83
Kalcium, % 0,85 0,73 0,71 0,67
Foszfor, % 0,63 0,55 0,52 0,49

DDGS (Distillers Dried Grains with Solubles): szaritott gabonatorkély

AME:;: latsz6lagos metabolizalhatd energia zéro6 nitrogénretenciora korrigalva

A Dbrojlercsirkék élosulyat 42 napos korban meértik. Az adatok alapjan

kiszdmoltuk az atlagos napi sulygyarapodast. Az ¢élésuly és az atlagos napi

sulygyarapodas értékek egyedenkénti mérésen alapultak (n = 18/kezelés). Az atlagos

napi takarmanyfelvételt volierenként (n = 3) hataroztuk meg.

Az immunvalasz indukalasa eérdekében a kisérlet 26. napjan (LI és mtsai, 2015a)

kezelésenként 6 himivara egyedet testtdmeg-kilogrammonként 2 mg Escherichia coli

O55:B5 baktérium sejtfalabdl szarmazo lipopoliszachariddal (LPS) immunizaltunk,

a kontrollcsoporton beltl tovabbi 6 himivard egyedet fiziologidas séoldattal is
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beoltottunk annak érdekében, hogy szimulaljuk a tiszuras altal kivaltott stresszhatést (n
= 6/kezelés; kontroll: n = 6 sdoldattal oltott és n = 6 LPS-sel immunizalt).

12 ora elteltével (27. nap) a beoltott madarak az €losuly mérését kovetden cervikalis
diszlokacio altal levagasra keriltek. A mintavétel soran lép, csip6bél (ileum) €s
vérplazma mintakat gyijtottink. A 1ép tomegének mérését kovetden az 6sszes mintat
-196°C-o0s folyékony nitrogénbe helyeztik, ezt kovetdéen a tovabbi felhasznélasig
-80°C-on taroltuk. A mintagyQjtés soran tovabbi, koriilbeliil 1 cm-es ileummintakat
gyljtottink a csip6bél hatsdé szakaszabdl (n=3/kezelés) és 10 %-os formalinban,
szobahdmérsékleten taroltuk morfolégiai paraméterek meghatarozasanak céljabol
(SALIM és mtsai, 2013). A mikrobiota-0sszetétel meghatarozasahoz bélsarmintékat

gytjtottink a Kisérlet 19. napjan (7. kép).

4.2.2 RNS izolalas és cDNS szintézis

A teljes RNS izolalas soran Direct-zol™ RNS MiniPrep Kit-et alkalmaztunk.
A munkank sordn a kit altal javasolt protokoll alapjan jartunk el, mely az al&bbi
Iépéseket foglalta magaban: A 1ép és az ileummintakbol 25+2,5 mg-ot mértink
jégblokkban tartott centrifuga csdvekbe. Kovetkezd 1épésként 600 ul TRI Reagenst
adtunk a kimert szdvetekhez, majd UltraTurrax segitségével lizaltuk a mintdkat. Ezt
kovetéen a TRI Reagenssel megegyez6 mennyiségli (600 ul) 95-100%-0s etanolt
mértiink a mintdkhoz, majd vortexeltik Sket. A kit 4ltal biztositott Zymo-Spin™ 11C
oszlopokat gytijtdcsovekbe raktuk, majd a mintakat az oszlopokra pipettaztuk. 16000 g-
n 30 mp-ig centrifugéltuk, majd uj gyiijtécsévekbe helyeztiik az oszlopokat.
Az RNS izolalés sordn a genomi DNS eltavolitasa érdekében DNaz kezelest
alkalmaztunk, mely a kovetkezd 1épésekbdl allt: 400 ul RNS mosopuffert pipettaztunk
az oszlopokra, majd a mintékat centrifugaltuk az el6bb ismertetett értéken. RNaz-
mentes csében mintanként szamolva 5 pl DNazt és 75 pl DNS emésztdpuffert mértiink
Ossze, az igy kapott oldatbdl 80-80 pl-t mértink a mintdkra, majd azokat
szobahémérsékleten 15 percig allni hagytuk. Ezt kdvetéen a mintakra 400 ul RNS el6-
mosoépuffert mértiink, centrifugaltuk, és a folyamatot Ujra megismételtiik. Ezutan 700 pl
RNS mosépuffert adtunk a mintakhoz és a centrifugalast 16000 g-n 2 percig végeztik.
Végezetiil az oszlopokat Eppendorf csébe tettilk, DNS- és RNS-mentes vizbdl 50 pl-t

pipettaztunk kézvetlenil az oszlopokra, majd centrifugaltuk a mintakat.
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Az igy kapott RNS koncentréciokat es az izolatumok tisztasagat NanoDrop ND-
1000 spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével
hataroztuk meg. Az RNS koncentracidokat ng/ul-es mértekegységben kaptuk meg.
A merések soran két aranypart vettiink figyelembe: a 260/280 fehérjére nézve, mig
a 260/230 ardnypar szerves oldoszerre nézve mutatja meg az mintak tisztasagat.
Mindkét aranypar 1,9-es érték felett fogadhato el. Az RNS integritast 1%-o0s agaroz gél-
elektroforézis (Cleaver Scientific, Warwickshire, UK) segitségével ellenériztlk,

az RNS-t a tovabbi felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

A kvantitativ PCR (gqPCR) vizsgalatokhoz az RNS molekularol reverz
transzkriptaz segitségével DNS masolat készithetd. Az igy szintetizadlt mMRNS
komplementer szalat nevezik cDNS-nek, ami méar templatként hasznalhaté a tovabbi
mérésekhez (NYITRAI, 2013).

A reverz transzkripciohoz a PCR BIO cDNA 16 Synthesis Kit-et alkalmaztuk.
Egy reakcio végtérfogata 20 ul volt, mely a kovetkezdket tartalmazta:

- 800 ng RNS

- 4 pl 5x cDNS szintézis mix, mely tartalmazta az oligo d(T) primereket, random
hexamereket

- 1l 20x MMLYV tipusu reverz transzkriptaz

- desztillalt viz

A reakcid 40°C-on 30 percig, majd a reverz transzkriptdz denaturacidja 85°C-on
10 percig tartott. Az igy kapott cDNS-t tizszeresére (4 ng/ul) higitottuk, majd -20°C-on

taroltuk.

4.2.3 Kvantitativ PCR (QPCR)

A kvantitativ PCR soran olyan referenciagen alkalmazasa sziikséges, mely
valamely alapvetd anyagcserefolyamatban részt vevd fehérjét hatdroz meg, illetve
amelynek kifejezodésére a kisérlet koriilményei nincsenek hatassal. A 1ép és a csipdbél
(ileum) mintak esetén a B-actin (ACTB), a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(GAPDH), illetve a 18S riboszémalis RNS (RN18S) génjét a kovetkezé 3 algoritmus
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segitségével vizsgaltuk: ACt, Best Keeper, NormFinder. A 3 algoritmus alapjan mértani
kozeperték szamitassal a 1ép esetén a GAPDH, mig az ileumnal az ACTB bizonyult
a legstabilabban kifejez6d6 referenciagénnek. A citokinek és receptorok génjeinek
meghatarozasahoz intront ativeld, forward és reverse primereket terveztink a Primer
Express v3.0.1 szoftver segitségével, mely primerek szekvenciait az 5. tablazat
ismerteti. A vizsgalt génekhez tartozd oligonukleotid primerek szekvenciit
a National Center for Biotechnology Information (NCBI) Primer Blast segitségével
ellendriztik (YE és mtsai, 2012). A kvantitativ PCR-hez 384 mintara alkalmas plate-t
(4titude, Surrey, UK) alkalmaztunk, a reakcidelegyeket 3 technikai ismétlésben vittik
fel a plate-re. A reakcié végtérfogata minden minta esetén 10 pl volt, mely

a kovetkezOket tartalmazta:

- 1ul (4 ng) cDNS

- 5 pl 2x Xceed qPCR SG Hi-ROX MasterMix
- 0,2 pul 200 nM forward oligonukleotid primer
- 0,2 pul 200 nM reverse oligonukleotid primer

- 3,6 pl desztillalt viz

A reakcidok Osszedllitasat kovetéen a plate-et 1500 g-n, 2 percig centrifugaltuk.
A kvantitativ PCR-t Light Cycler 480 Instrument Il tipust készulékkel (Roche Life

Science, Penzberg, Németorszag) hajtottuk végre.

A qPCR a kovetkezd folyamatokbdl allt:

- denaturacié 95°C-on 2 percig,
- denaturaci6 95°C-on 5 mp-ig,

_ o s . } 40 ciklus
- primerek tapadasa/lanchosszabbitas 60°C-on 30 mp-ig.

A nyers fluoreszcens adatokat a LightCycler 1.5.0 szoftver segitségével
gyujtottik ki. A LinReg PCR 2017.0 szoftver alkalmazasaval az egyedi amplifikéacios
gorbék alapjan linearis regresszidanalizissel meghataroztuk a reakcidk hatékonysagat
mind a referenciagén, mind a célgén esetén, illetve megkaptuk az amplifikacios
gorbékhez tartozo Ct (kiszobértékhez tartozo ciklusszam) értékeket. Az eredmények
meghatarozasahoz a Pfaffl mddszert alkalmaztuk (PFAFFL, 2001), a citokinek és
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receptorok esetén a vizsgalt gén expresszidjat a referenciagén expresszidjahoz torténd

normalizaldsa altal. Az alkalmazott modszer képletét a kovetkezd egyenlet irja le:
R = [(ECéIgén)ACt Célgén (KontroII-KisérIet)] / [(EReferenciagén)ACt Referenciagén (KontroII-Kl’sérIet)]

ahol:
- R:relativ expresszio,
- E: hatékonysag,
- Ct: kuszobértékhez tartozo ciklusszam.
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A brojlercsirke citokinjeinek és receptorainak primer szekvenciai

5. tablazat

. . crs oms s . s Olvadaspont Amplikon
Geén Primerek szekvenciaja (5°—3°) GénBank azonosito (°C) hossza (bp)
F: TGCTTCGTGCTGGAGTCACCC 64,93
IL-1p R: GGCCGGTACAGCGCAATGTT XM_015297469.1 64,02 %8
F: AGCGAAAAGCAGAACGTCGAGTC 63,73
IL-6 R: GCCGAGTCTGGGATGACCACTTC XM_015281283.2 64,94 107
F: ACTTCAGCTGCCTCCACACCTT 64,14
IFN-o R: CAGGAACCAGGCACGAGCTT AM049251.1 62,74 92
F: AACAACCTTCCTGATGGCGTGA 62,46
IFN-y R: GCTTTGCGCTGGATTCTCAAGT NM_205149.1 62,02 89
F: ACCCGAACTGCAGTTTCTGGAT 62,20
TLR-4 R: AGGTGCTGGAGTGAATTGGC NM_001030693.1 60,61 120
F: ATGAGCTGAGGCTTTAGTTGGAGA 61,61
TLR-5 R: CCAGCTAGTGCTATTCCAAAGACA XM_025148815.1 60,62 108
ACTB F: AGATCACAGCCCTGGCACCTAG SIMON és mtsai, 63,80 61
R: TTGCGCTCAGGTGGGGCAAT (2018) 65,22
GAPDH F: GCTGGCATTGCACTGAATGAC SIMON és mtsai, 60,73 13
R: CACTCCTTGGATGCCATGT (2018) 57,42
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424 ELISA médszer

Az IL-1B, az IL-6 és az IgG fehérjék mérését vérplazmabdl végeztik, QnD
Chicken IL-1beta, IL-6 és IgG ELISA Kit segitségével. A Kit-ek a dupla-szendvics
ELISA technikat kovették. A szendvics ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay —
enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat) maodszer 1ényege, hogy egy
biotechnolodgiai cég altal elkészitett, 96 mintara alkalmas mikrotiter-plate valyudiba
a vizsgalni kivant fehérjét (célfehérjét) felismerd, ismert mennyiségii antitestet
rogzitenek. A célfehérjét tartalmaz6 minta hozzamérését, valamint a célfehérje
bekotédését kovetden elsddleges és masodlagos antitestek oldataval inkubaljuk
a mikroplate-et. A mésodlagos antitesthez kapcsolodd enzim generdlta szinreakcid
alapjan kovetkeztethetiink a vizsgélni kivant fehérje mennyiségére, melynél a jel
intenzitdsa és ceélfehérje mennyisége kozott egyenes ardnyossag all  fenn
(WUNDERLICH, 2014).

A mikroplate-ek IL-1B, IL-6 vagy 1gG monoklondlis antitestet tartalmaztak,
a detektalt antitest biotinnel jel6lt poliklonalis antitest volt. A Kit alkalmazésa soran
az avidin-peroxidaz enzim-konjugat a tetrametil-benzidin (TMB) szubsztratot
valtoztatta kék sziniivé. Az ELISA assay alkalmazasa sordn a Kit altal javasolt
protokollt kdvettiik, mely az alabbi Iépéseket foglalta magaban:

A mikroplate-et felhasznalas elétt 20 perccel kivettik a hatébol és
szobahdmérsékleten tartottuk, tovabba elkészitettik a Kit altal javasolt standard sor
higitasait, mely a kdvetkezd higitasi sort foglalta magaban: az IL-1p, IL-6 esetén 1000;
500; 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6 pg/ml és vak minta. Az 1gG esetén 1000; 500; 250; 125;
62,5; 31,2; 15,6 ng/ml és vak minta. Ezt kdvetden a standard sorbol 100-100 pl-t
duplikatumban pipettaztunk a plate-re. A standard sor felvitelét kovetden a vérplazma
mintakbol is 100-100 pl-t pipettaztunk az egyes valyukba, majd a plate-et adheziv
foliaval fedtik le. A mintak felvitele a Kit altal javasolt 5 perces iddtartamon beliil
tortént. Ezt kovetden a mintdkat tartalmazo plate-et 37°C-on, 90 percig inkubaltuk
Synergy HTX Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, Winooski, Vermont, USA)
készlilékben. Az inkubalast kovetden a folosleges folyadékot leontottik a plate-rél,
majd az eldzdleg elkészitett mosofolyadékbdl (mosopuffer:molekuléris biologiai
tisztasagu viz = 1:25) 350-350 pl mennyiséeget pipettaztunk az ELISA plate-re. A mosas

folyamata ennél a Iépésnél kétszer tortént, a mosofolyadék hozzaadasat kovetden
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mindkét esetben 30 mp-et vartunk. Az ELISA plate-hez hozzdadtuk a biotinnel jel6lt
csirke IL-1p vagy IL-6 vagy lgG antitest folyadékot (antitest:antitesthigitd6 = 1:100)
valyunként (kivéve a vak minta valydit) 100-100 ul-es mennyiségben, majd a plate-re
foliat tettlink és 37°C-on, 60 percig inkubaltuk. Az inkubalast kovetéen a folosleges
folyadékot Gjra ledntottiik, majd a mar ismertetett mosasi folyamatot alkalmaztuk,
ezuttal haromszor. Az ELISA mikroplate-re ezt kovetéen az enzim-konjugatum
folyadékbdl (enzim-konjugatum:enzim-konjugatumhigité = 1:100) valyunként (kivéve
a vak minta valyuit) 100-100 pl-t mértink, a mikroplate-re féliat helyeztiink és 37°C-
on, 30 percen keresztil Gjabb inkubalasi folyamatot végeztink. Az inkubalést 6tszori
Iépésben mosési folyamat kdvette.

Ezutan a plate-en (a vak mintat is beleértve) minden valyiba 100-100 pl-t mértink
a szinreagens folyadékbdl (szinreagens A:szinreagens B = 9:1), majd a plate-et a 37°C-
os inkubatorba helyeztiik, mindaddig, amig a standard sor esetén az erésebb szinek,
valamint a szingradiens meg nem jelent. Ez a folyamat kordlbeltl 10 percet vett
igénybe. A szingradiens megjelenését kdvetden az ELISA plate-re a szinreagens C nevii
folyadékbdl mértink minden valyudba (a vak mintat is beleértve) 100-100 pl-t, ami
a kromogén reakciot megallitotta (5-6. kép). A mikroplate-et folia nélkil Gjra
a mikroplate olvasdba helyeztiik, 10 mp-en keresztil a plate-et razattuk, majd 10 percen
belll leolvastuk a standard sor és a mintdk 450 nm-en mért abszorbancia ertékét.
Az egyes mintakhoz tartozo IL-1p, IL-6 és IgG koncentraciokat a HTX Synergy Multi-
Mode Microplate Reader és a Gen5 3.03 szoftver segitségével szamoltuk ki, ahol
a standard sor koncentracioi alapjan lineéris standard kalibracios gorbét vettink fel,

melynek x tengelye a koncentraciokat, y tengelye az abszorbancia értékeket tartalmazta.

5-6. kép: Az 1gG meghatarozéasa a brojlercsirke vérplazmaban ELISA modszerrel
(AL, A2: vak minta; B1, B2 — H1, H2: standard sor; A3 — H8: a kezelések mintai;

G9-12 és H9-12: Ures valyuk)
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4.2.5 Bakterialis DNS izolalas és a polimeraz lancreakcio (PCR)

A béltraktus mikrobiota vizsgalatdhoz bélsarmintabol izolaltunk DNS-t.
A bakterialis DNS izolalashoz az E.Z.N.A.® Stool DNA Kit-et alkalmaztuk, melynek
soran az alabbi lépéseket kovettik: A sejtfeltaras érdekében 200 mg bélsarmintahoz 200
mg ,,Glass Beads X”-et meértink, majd a mintdkhoz 540 pl SLX-Mlus puffert
pipettaztunk. Ezt kovetden a mintakat 10 percig homogenizaltuk. A fehérje
eltavolitasahoz 60 ul DS puffert és 20 ul Proteinaz-K oldatot mértiink. VVortexelés utan
a mintakat BioSan TS-100 Thermo-Shakerben (BioSan, Riga, Lettorszag) inkubaltuk
70°C-on, 10 percig, majd 95°C-on, 5 percig (8. kép). 200 ul SP2 puffer hozzaadasat,
majd 30 mp vortexelést kovetden a mintakat jégblokkba helyeztik 5 percig, ezt
kovetéen 18000 g-n szintén 5 percig centrifugaltuk. A centrifugalas utan a feltilisz6bol
400 pl-t 0j centrifugacsovekbe mértiink és a fellliszora 200 pl cHTR reagenst
pipettdztunk. Vortexelés utdn a mintakat szobahémérsékleten tartottuk 2 percig, majd
ismét centrifugalas kovetkezett. Az igy képzodott fellluszébdl 250 pl-t szintén (j
centrifugacsovekbe pipettdztunk, majd 250 pl BL puffert, tovabba 100%-os etanolt
mértiink a mintakhoz. 10 perc homogenizalast kdvetden a kit ltal biztositott HiBind®
DNS Mini oszlopokat gytijtécsovekbe raktuk, majd a mintdkat az igy elkészitett
oszlopokra pipettaztuk. 20800 g-n 1 percig centrifugaltuk, majd a DNS oszlopokat 0j
gylijtéecsovekbe helyeztik és 500 pul VHB puffert pipettdztunk az izolatumhoz. 30 mp
centrifugalast kovetden az atfolyt folyadékot kiontottik, majd az oszlopokat a mar
hasznalt gytijtdcsovekbe raktuk vissza. 700 pl DNS mosépuffert mértiink az oszlopokra,
majd a mintdkat 1 percig centrifugéltuk. A folyamatot megismételtik 2 perces
centrifugalasi idétartammal. A DNS oszlopokat ezt kovetden centrifugacsdvekbe tettik,
majd az eldmelegitett eluald pufferbdl 100-100 pl-t mertunk az oszlopokra. A mintak 2
percen keresztiil szobahdmérsékleten alltak, majd 1 percen keresztul centrifugalas
kovetkezett.

A DNS koncentraciéjanak meghatarozasa a 4.2.2 pontban ismertetett méddszerrel

azonosan tortént. A DNS-t a tovabbi felhasznalasig -20°C-on taroltuk.
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7-8. kep: A bélsar mintavétel és a bakterialis DNS izolaldsanak inkubacios 1épése

A DNS izolalast kovetéen (n=6/kezelés) PCR technika segitsegével a Lactobacillus,
Bifidobacterium, Salmonella, Campylobacter, Clostridium és Escherichia coli
csoportokra specifikus primerparokkal amplifikéltuk a bakterialis DNS-t. Alkalmaztunk
tovabba egy univerzalis baktérium primerpart is, mely a felsorolt baktériumcsoportok
megegyezést mutatd 16S rDNS szakaszéra volt tervezve. Ezt az univerzalis primerpart
a teljes mikrobiota populaci6 meghatarozasara hasznaltuk, majd az egyes
baktériumcsoportokat ehhez hasonlitottuk. A primerek szekvencidit és a hozzajuk
tartozo szakirodalmi forrast a 6. tablazat jeldli. A polimeraz lancreakciot PCRmax
Alpha Cycler (PCRmax, Staffordshire, UK) segitségével hajtottuk végre, a reakcidk

végtérfogata 20 pl volt, mely a kovetkezOket tartalmazta:

- 2 ul (10 ng) DNS templat

- 0,1 pl (0,5 U) DreamTaq polimeraz

- 0,2 pul 200 nM forward oligonukleotid primer
- 0,2 pul 200 nM reverse oligonukleotid primer
- 2 ul 10x DreamTaq Z6ld Puffer

- 0,4l 10 MM dNTP

- 1,6 pl 25 mM MgCl;

- 13,5 pl desztillalt viz
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A PCR az alabbi kondiciokbol alit:

polimeraz aktivéacio: 95°C-on 1 percig,
denaturacio 95°C-on 30 mp-ig,

anellacié 60°C-on 30 mp-ig, 35 ciklus
elongacio 72°C-on 1 percig,

végso elongacid 72°C-on 5 percig.
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6. tablazat

A vizsgalt baktériumcsoportok 16S rDNS-re tervezett primerek szekvenciai

Olvadaspont  Amplikon

Baktériumcsoport Primerek szekvenciaja (5°—3°) Referencia (C°) hossza (bp)
Univerzalis F: CGTGCCAGCCGCGGTAATACG AMIT-ROMACH és 66,47
- . 611
bakterium R: GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT mtsai (2004) 74,79
_ F: CATCCAGTGCAAACCTAAGAG WANG és mtsai 56,61
Lactobacillus 286
R: GATCCGCTTGCCTTCGCA (1996) 60,82
B _ F: GGGTGGTAATGCCGGATG LANGENDIJK és 57,84
Bifidobacterium ; 510
R: CCACCGTTACACCGGGAA mtsai (1995) 59,26
F: ATCTAATGGCTTAACCATTAAAC DENIS és mtsai 52,84
Campylobacter 857
R: GGACGGTAACTAGTTTAGTATT (2001) 52,80
o F: AAAGGAAGATTAATACCGCATAA AMIT-ROMACH és 53,88
Clostridium . 722
R: ATCTTGCGACCGTACTCCCC mtsai (2004) 61,67
F: CGGGCCTCTTGCCATCAGGTG AMIT-ROMACH és 65,67
Salmonella ) 396
R: CACATCCGACTTGACAGACCG mtsai (2004) 61
o F: GACCTCGGTTTAGTTCACAGA CANDRIAN €s mtsai 57,34
Escherichia coli (1991), WANG és 585
R: CACACGCTGACGCTGACCA mtsai (1996) 63,13
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A PCR termékeket 2%-0s agar0z gélelektroforézis (Cleaver Scientific,
Warwickshire, UK) segitségével futtattuk meg. A gélképek elemzését Bio-Rad Gel Doc
XR+ geldokumentécidés rendszer (Bio-Rad Laboratories, Kalifornia, USA)
alkalmazasaval végeztik. A gélképek (9. kép) értékeléseénél az ImagelLab szoftver
Hrelativ mennyiség” opcidjat hasznaltuk, ahol az univerzalis baktérium primerekkel
kapott PCR terméket (teljes baktériumszam) 100%-nak vettik és ehhez képest
hataroztuk meg a Lactobacillus, Bifidobacterium, Campylobacter, Clostridium,
Salmonella és az E. coli csoportok relativ aranyat (AMIT-ROMACH és mtsai, 2004).

2. S EE 6 S 8 2 SR OO e 8

9. kép: A baktériumcsoportok 16S rDNS PCR termékei 2 minta esetén

1. DNS létra (100 bp), 2. Univerzalis baktérium primer PCR terméke, 3. Lactobacillus,
4. Bifidobacterium, 5. Salmonella, 6. Campylobacter, 7. Clostridium, 8. Escherichia
coli

4.2.6 Intesztinalis morfoldgiai vizsgalat

A formalinban tarolt csip6bél mintakbdl (n=3/kezelés) a kovetkezé paraméterek

kerliltek meghatarozéasra:

- villus (bélboholy) hossz,
- kriptamélység,
- avillushossz és a kriptamélység aranya,

- teljes mucosa (bélnyalkahartyaréteg) vastagsag.

Az ileummintakbdl metszeteket vagtunk, majd hematoxilin-eozin festést
vegeztunk. Ezt kovetéen a festett metszetekrél fotdkat készitettiink Zeiss SteREO V8
tipusi mikroszképhoz kapcsolt Zeiss Camera (Carl Zeiss, Jena, Németorszag)
segitségével (10-11. kép) (FISCHER és mtsai, 2008). A felsorolt paraméterek

méresehez az Adobe Photoshop CC version 19.1.6 szoftvert alkalmaztuk, amelyben
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a vizsgalt tulajdonségokrol metszetenként 12-12 adatot gytjtottiink. A szoftver vonalzd
eszkdzének segitségevel megmértilk az 1 mm-nek megfelel6 képpontok kiterjedését,
ami 152 képpont volt. Ezt kovetéen a mérés skalan 1 mm logikai hossznak 152
képpontot allitottunk be, majd vonalzéval megmértik a kriptamélysegeket és a teljes
mucosa vastagsagat. A villusok teriiletét gyorskijel6lé eszkdz segitségével hatéroztuk
meg. A vizsgélatok sordn a villushosszt a villus csdcsatol a bélnyalkahartya
kotészovetes rétegének (lamina propria mucosae) tetejéig; a kriptamelységet a villus-
kripta hatartdl a kripta aljaig; a teljes mucosa vastagsagot a villus csucsatdl a bélfalig
mértlik, mely magaban foglalta a villus hosszat, a kriptamélységet és az izomréteget
(muscularis mucosae) (MUNYAKA és mtsai, 2012).

10-11. kép: A morfologiai vizsgalathoz alkalmazott csirke ileum szoveti metszetek

4.2.7 Viselkedés-megfigyelés

A madarak viselkedését a kiserlet 25., valamint a 32. napjan, délelétti (9:00-
10:00) és délutani (14:00-15:00) napszakokban tanulmanyoztuk. A megfigyelés soran
a kontrollcsoportot és a kezeléseket is 1-1 6ran keresztill (volierenként 20 percig)
figyeltik. A viselkedésmintak kozul a takarmanycsipegetést, az ivlvizfogyasztast,
a pihenést, a jarkalast és a szarnynyujtogatast vettiik szemigyre. A voliereket egyesével
figyeltik. A megfigyelésnek nem volt sorrendje, az Osszes kezelés megfigyelése
egyszerre tortént (adott id6ben, adott kezelés 1 volierjét 1 személy figyelte).
Volierenként az dsszes egyed lathatd volt. Minden tevékenység esetén minden masodik
percben jegyeztik fel az adott cselekvést végz6 madarak szamat. Az eredmények

az adott tevékenységek gyakorisagaban (%) kertltek meghatarozasra.
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4.3 Ponttyal végzett vizsgalatok

A Kisérletet a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatj6léti Bizottsaga (DE MAB)
engedélyezte (engedélyszam: 15/2019/DEMAB).

4.3.1 A kisérleti beallitas és mintavétel

A Kkisérlet beéllithisa (12-13. kép) a Debreceni Egyetem Mezbégazdasag-,
Elelmiszertudomanyi és Kornyezetgazdalkodasi Kar Halbioldgiai Laboratoriumaban
tortént. A kisérletben 0Osszesen 132 egynyaras ponty vett részt, melyek sajat
szaporitasbol szarmaztak, nevelésik intenziv recirkulacios rendszerben tortént. A halak
kezdeti nedves testtomege 123,45 + 0,37 g volt, a kisérlet ideje 6 hétig tartott.
A pontyok takarményozésa sajat receptira alapjan készilt alaptakarmannyal tortént
(kontrollcsoport), melynek szemcsemérete 3 mm volt. Kialakitasra kerult tovabba 3
Kisérleti csoport is, melyekhez a mar korabban ismertetett bioaktiv ndvényi
hatéanyagokat (karotinoidok, oligoszacharidok, antocianinok) 1-1%-ban adtuk.
A takarmany osszetételét, valamint a szdmitott energia- és taplaléanyag-tartalmat a 7.
tablazat mutatja be. A kontrollcsoport és a kezelések 3 ismétlésben kerlltek beallitasra,
medencénként 11 egyeddel. A medencék hasznos viztérfogata 350 liter volt, a rendszer
mechanikai és bioldgiai sziirdket tartalmazott. A halak takarmanyozasa napi haromszori

alkalommal (8:00, 12:00, 16:00), kézi adagolassal tortént.

12-13. kép: A pontykisérlet beéllitdsa és a mintavétel
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7. tablazat

A haltakarmény Osszetétele, valamint energia- és taplaléanyag-tartalma

Osszetétel Kontroll Karotinoid Oligoszacharid Antocianin
takarmany  kezelés kezelés kezelés
Baromfi melléktermék-liszt, % 20 20 20 20
Vérliszt (sertés hemoglobin), % 2 2 2 2
JPC 56 szojafehérje
koncentrétdm, % : 10 10 10 10
Halliszt, % 15 15 15 15
Premix, % 2 2 2 2
Zeolit, % 2 2 2 2
Glikoz, % 1 1 1 1
Halolaj, % 2 2 2 2
(I;)isérleti takarmanykiegészito, 0 1 1 1
Buzaliszt, % 46 45 45 45
Osszesen, % 100 100 100 100
Energia- és taplaléanyag-
tartalom
DE, MJ/kg 15,04 14,92 14,92 14,92
Széarazanyag, % 90,26 90,39 90,39 90,39
Nyersfehérje, % 33,5 33,39 33,39 33,39
Nyerszsir, % 6,91 6,9 6,9 6,9
Nyersrost, % 1,32 1,3 1,3 1,3
Hamu, % 6,09 6,8 6,8 6,08

DE (Digestible Energy): emészthetd energia

A mintavétel a kisérlet 6. hetén tortént, mely sordn a teljes Iép és a kdzépbél

kozEépso szakaszar6l szarmazd szovetmintakat gytjtottink. A mintékat a felhasznalasig

-80°C-on taroltuk. A kozépbél kozépsé szakaszarol tovabbi, 1 cm-es mintat gytijtottink,

melyet PBS (foszfattal pufferolt sooldat) oldattal tisztitottunk, ezt kovetéen 10%-0s

formalinban taroltuk, morfoldgiai paraméterek mérésenek céljabol.

4.3.2 RNS izolalas és cDNS szintézis

A teljes RNS izolalas a 4.2.2 pontban ismertetett mddszerrel azonosan tortént.
A cDNS szintézishez a Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit-et

alkalmaztuk. A reakciok végtérfogata 20 pl volt, mely a kovetkezOket tartalmazta:
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- 400 ng RNS,

- 1 ploligo (dT)1s primer,

- 2l 10 mM dNTP mix,

- 1 pl reverz transzkriptdz enzim,

- 4l 5X reverz transzkripcios puffer,
- 1 pl RNaz inhibitor,

- nukledz-mentes viz.

A cDNS szintézis koriilményei a kovetkezdk voltak:
- inkubécid 65°C-on 30 percig,
- termin&cio 85°C-on 5 percig.

Az atirt cDNS-t tizszeresére (2 ng/ul) higitottuk és a felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

4.3.3 Kvantitativ PCR (QPCR)

A génexpresszids vizsgalatok elvégzése a 4.2.3 pontban leirtakhoz hasonldan
tortént, igy ebben a fejezetben az eltéréseket ismertetjik. A ponty Iép és kozépbél
szovetmintak esetén az ACTB, a GAPDH és a 40S referenciagének kozul a 1épnél a 40S,
a kozépbélnél a GAPDH bizonyult a legstabilabban kifejez0dé referenciagénnek.
A vizsgalatha vont citokinek génjeihez szikséges oligonukleotid primerek tervezését
az Oligo 7 szoftver segitségével végeztilk. A primerek szekvencidit az 8. tablazat

tartalmazza.

A reakciOk végtérfogata minden minta esetén 10 pl volt, mely a kovetkezoket
tartalmazta:

- 2 ul (4 ng) cDNS

- 2l 5x HOT FIREPoI® EvaGreen® gPCR Supermix

- 0,2 pl 200 nM forward oligonukleotid primer

- 0,2 pl 200 nM reverse oligonukleotid primer

- 5,6 pl desztillalt viz
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A qPCR a kovetkez0 1épésekbol allt:
- enzim aktivacid: 95°C-on 12 percig,
- denaturacid: 95°C-on 15 mp-ig,
- anellacio: 60°C-on 20 mp-ig, 40 ciklus
- elongécio: 72°C-on 20 mp-ig.

A genexpresszios eredmények kiszamitasahoz ugyancsak a Pfaffl modszert

alkalmaztuk.
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A ponty citokinek primer szekvenciai

8. tablazat

Olvadaspont

Amplikon

Gén Primerek szekvenciaja (5°—3) GénBank azonosito °C) hossza (bp)

F: AACACCATCACAGCCGATGACC 63,14

IL-18 XM_019111088.1 77
R: TTGTAAGCCGTGCCCGTCTC 62,78
F: AGCTCTTCCCTCCAAGCTCACAC 64,33

IL-8 XM_019099676.1 101
R: AACCCAGGGTGCAGTAGGGTCCA - 67,36
F: ACTTCCAAGGCAGCCATCCAT 62,10

TNF- XM_019088899.1 108
’ R: CAAGCCGCCTGAAGTGAAAGC - 62,65
F: TCAGCAGCAGTTCTGAGAGTGGA 52,17

IRF-1 XM 019072461.1 115
R: GCGCATTCTGGACACAGGCAT - 57,14
F: ACGAGGACAAGACCAAATCAGGC 62,99

GAPDH XM 019119762.1 79
R: CGGGTCACCAGACGCCCAA - 64,77
F: CCGTGGGTGACATCGTTACA . _ 60,04

40S URAN es mtsai, 2008 69
R: TCAGGACATTGAACCTCACTGTCT 61,48
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4.3.4 Intesztinalis morfoldgiai vizsgéalat

A formalinban tarolt kbzépbélmintakbol a kovetkezé paramétereket hataroztuk
meg:

- Villushossz,
- villusszeélesség,

- bélfal izomrétegének vastagsaga.

A kozépbélmintakbdl (n = 3/kezelés) metszeteket vagtunk, majd hematoxilin-eozin
festést vegeztiink (14. kép). Ezt kovetéen a festett metszetekr6l mikroszkopi fotokat
készitettink Olympus DP71 tipusi mikroszkophoz kapcsolt Olympus Camera
(Olympus, Toki6, Japan) segitségével. A felsorolt paraméterek mérésehez a cellSens
Entry szoftvert alkalmaztuk.

14. kép: A ponty kozépbélszakasz metszetérol készitett mikroszkopi foto
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4.4 Statisztikai analizis

A statisztikai analizist a GraphPad Prism 7.0 szoftver segitségével veégeztik.
A sz€lséséges értékeket a GraphPad outlier kalkulator segitségével szirtik ki.
Az elemzések soran egyutas varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk. A mintak
egyenld szorodasdt a Bartlett-féle teszttel ellendriztik. Ezt kovetéen a post hoc
teszteknél Tukey-tesztet hasznaltunk, a valtozok egyenlé szorodasanak nem teljesiilése
esetén Tamhane-féle T2 tesztet alkalmaztunk. A viselkedés-megfigyelésnél kétutas
varianciaanalizist hasznaltunk, ahol a volierek kulon faktorként kerultek tesztelésre.
A csoportok kozotti kilonbségeket p < 0,05 érték esetén tekintettiik szignifikansnak.
Az eredmeényeket atlag £+ SEM (Standard Error of Mean — az atlag sz6résabol adodd
standard hiba) értékekben adtuk meg. A termelési paraméterek esetén az atlagertékek
mellett az RMSE (Root Mean Square Error — atlag négyzetes hiba gyoke) értékek
kerlltek megadasra.
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5. EREDMENYEK ES AZOK ERTEKELESE

5.1 A brojlercsirkével végzett vizsgalatok eredményei

5.1.1 A bioaktiv névényi hatéanyagok hatasa a brojlercsirke termelési
paramétereire

Az alkalmazott bioaktiv hatdanyagoknak a brojlercsirke termelési paramétereire
kifejtett hatdsanak eredményeit az 9. tdblazat tartalmazza. A termelési parameéterek
koziil az élosuly, az 4tlagos napi sulygyarapodéas, valamint az datlagos napi
takarmanyfelvétel kerllt meghatarozasra. A Kkezelések nem gyakoroltak hatast
az ¢él6stulyra a kontrollcsoporthoz mérten. Az atlagos napi stlygyarapodast a teljes
kisérlet id6tartama alatt egyik kezelés sem befolyasolta. A brojlercsirkék &tlagos napi
takarmanyfelvételét a kontrollcsoporthoz képest (73 g/nap/madar) a B-glikanos (83
g/nap/madar), az oligoszacharidos (82 g/nap/madar) és az antocianinos (88

g/nap/madar) kiegészités egyarant novelte.

9. tdblazat

A bioaktiv névényi hatéanyagok hatasa a brojlercsirke termelési paramétereire

T lési ot Kezelés RMSE*
ermelési parameter :
P Kont. p-gl. Karot. Oligosz.  Antoc.

Atlagos é16stly (g/madar)

2758 2727 2748 2618 2590 98
42. nap
Atlagos napi sulygyarapodas
(g9/nap/madar) 1-42. nap 65 64 65 61 61 2
Atlagos napi
takarmanyfelvétel 732 g3 g13P 2P 88P 6

(g/nap/madar) 1-42. nap

a, b = Soronként az eltérd betiik szignifikdns kilonbséget jeldlnek. Az eredmények atlag és RMSE
értékekben jelennek meg. Kont. = kontroll csoport; B-gl. = B-glikan kezelés; Karot. = karotinoid kezelés;

Oligosz. = oligoszacharid kezelés; Antoc. = antocianin kezelés. *RMSE = Atlagos négyzetes hiba gyoke.
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Az eredményekkel ellentétben, ZHANG és mtsai (2013) a takarmanyhoz B(1-
3)(1-6)-p-gluként kevertek 50, valamint 75 mg/kg-os koncentricidban és novekedést
tapasztaltak a csirkék ¢€lostlyaban. Az eredményekhez hasonléan, REZAEI és mtsai
(2015) ugyancsak a brojlerek valtozatlan atlagos napi sulygyarapodasarél szamoltak be,
amikor a takarmanyt 0,5- és 1%-ban oligoszacharid kivonattal egészitették ki. A szerz6k
az oligoszacharid kivonat alacsony koncentraciéi miatt valoszinisitették, hogy
a takarmanykiegészitd a brojlerek béltraktusaban €16 hasznos baktériumok novekedését és
élettevékenységet nem fokozta. ZHANG és mtsai (2013) szintén fokozott
takarmanyfelvételt figyeltek meg a csirkéknél az 50, valamint 75 mg/kg B(1-3)(1-6)-p-
glukdn Kkiegészités hatdsdra. REZAEI és mtsai (2015) is megvaltozott termelési
paraméterrdl szamoltak be a teljes kisérleti idészak (1-35 nap) soran, amikor
a takarmanyhoz  1%-ban  adtak  oligoszacharid  kivonatot. A  szerzok
a takarmanykiegészités hatasara a brojlerek kedvezobb takarmanyértékesitésérol

szamoltak be a kontrollcsoport madaraihoz képest.

5.1.2 A bioaktiv novényi hatéanyagok hatasa a brojlercsirke immunoldgiai
parameétereire
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1. abra: A brojlercsirke lépsulyanak mérési eredményei az élésiilyhoz viszonyitva a

bioaktiv ndvényi hatéanyagok hatasara
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A Dbrojlercsirke lépsuly eredmeényeinek (1. é&bra) értékelése soran azt
tapasztaltuk, hogy az ¢éldstlyhoz viszonyitott 1épsuly az LPS-immunizalt
kontrollcsoportnal 0,093%, a fiziologias séoldattal injektalt kontrollcsoportnal 0,10%, a
B-glukannal kiegészitett takarmany hatasara 0,1%, a karotinoidos kezelés hatdsara
0,082%, az oligoszacharidos kezelésnél 0,091% és az antocianinos kezelés hatasara
0,082% volt. A kezelések hatdsara az ¢lstlyhoz viszonyitott 1épsuly nem mutatott
kilonbséget a kontroll (LPS) csoporthoz képest.

Az alkalmazott bioaktiv novényi hatéanyagok nem  befolyasoltak
a brojlercsirkék 1épsulyat. Hasonld eredményeket figyeltek meg SHANG és mtsai
(2015) és a brojlercsirkék egészséges immunstatuszarol szdmoltak be, ugyanis a lép és
a Fabricius-toml6 immunszervek relativ tdmege nem valtozott 21 napos korban, amikor
Kisérlet soran frukto-oligoszacharidokat alkalmaztak takarmanykiegészit6ként ¢és
Salmonella enteritidis sejtfalabol szdrmazd lipopoliszachariddal (LPS) immunizaltak
a csirkéket. Ugyanerre a megéallapitdsra jutottak, amikor [-gliikkannal t6rténd
takarmanykiegészités hatdsara a brojlerek testsulyahoz viszonyitott Iép sulya nem
valtozott a kontrollcsoportok és a kezelések kozott a kisérlet 14. és 38. napjan
(RATHGEBER és mtsai, 2008). WANG és mtsai (2016) szintén a brojlerek valtozatlan
Iépsulyardl szamoltak be éleszté alkalmazasat kovetéen. KAMBOH és mtsai (2016)
a brojlercsirkéknél magasabb Iép indexet (p < 0,01) mértek 21 napos korban, amikor
a takarmany bioflavonoidokat (genistein:hesperidin=1:4, 20 mg/kg) tartalmazott és
a brojlereket LPS-sel immunizaltdk; am a bioflavonoidokat kisebb koncentraciéban

vagy énmagaban alkalmazva, azok nem befolyasoltak a csirkék l1ép indexét.

A brojlercsirke 1épében mért citokinek (IL-1p, IL-6, IFN-a, IFN-y) és receptorok
(TLR-4, TLR-5) mRNS expresszioja a kontrollcsoportnal és az egyes kezeléseknél
a 2. abran jelenik meg. A citokinek és receptorok Ct-értékei (atlag + szoras) a lépben az
alabbiak szerint alakultak: IL-74: 34,226 + 1,198; IL-6: 33,299 + 1,434; IFN-a. 23,354
+ 1,395; IFN-y: 32,192 + 1,138; TLR-4: 29,793 + 1,350; TLR-5: 33,606 + 1,501. Ezek

az értékek jelzik a citokinek és receptorok mRNS expresszidjat.

62



(A)

1% _ B ‘VO * B ‘VOQ
% %,
%, e,
e 2, e,
%, * %,
& cews
_H %, e,
< B *@Q W_W _ - &\0& &«060
“ ow\ Y, £
%, O %, ©
= [ «, HER =,
..\v\, ..o\om
& &
ER ", H - G,
() e,
.0%.@ 405.
7 Q 2 9,
v = = %, 4 i mr TEC A
3 = pL 2 Y % o S p p Y, ¥
(WAS F) orzssaadxa SNYW Apeppl 911 %

(INAS F) 01zss21dx0 SNHW APEPIANAT &

= _H %, H %

- [ %, * T,
.-\@‘ ..\$$

© N N %
%, 5, % ¥,
)

A £ s,
%, 0 “, o
o .\0 i u\Q
= [l -+, It -, “,
..o\awb\ ..o\om
o
= i Qm. —I B .\\%
%, 4,
2 %
o %, W %, W
@, L7 OvV 7,
r T T 1 V& 0.\ T T T 1 </ 0.\
0 S w S Y, 0 S w S %
— - = = .A\Q ../V \Q - - S = ..00 ..ws
(A AS F) 9zssaadxa GNYW eI -1 %, <= (AS F) orzssardxa SNYW APEPI 0-NAT 2

63



(E) F)
= =
2 &
17 1.59
4 157 i;,
2 S
2 g
g = 1.04
2 1.0 e
Z _ @
7]
Z Z
E 0.5 — E 057 —
z 2
@ Bt
; 0.0' T T T u? 00- ! ! !
B = A~ 5N D * ¥ *
S Q) > ¥ 3¥ ¥ o 2 o a0 ) O
=S A A E O E g & &S
ST A M & o F F
& W R & > & & W & AP ©
& & & S & & & W
& <°\\ N + ‘o\ R
™ \) & o
& &
a,b:p<0,05

2. dbra: A bioaktiv névényi hatéanyagok hatasa a brojlercsirke citokinjeinek és

receptorainak relativ génexpresszidjara a Iépben

Az elmondhato, torténd
takarmanykiegészités hatast gének expresszidjara.
A Kkarotinoidos kezelés tobb mint 80%-kal alacsonyabb (p = 0,0114) IL-1p

génexpressziot eredményezett a lépben az LPS-sel immunizélt kontrollcsoporthoz

eredmények alapjan hogy a p-gliikannal

nem gyakorolt a vizsgalt

képest (2/A abra). A karotinoidok csokkentették (p = 0,0325) az IL-6 génexpresszidjat
is a Iépben az LPS-sel injektalt kontrollcsoporthoz mérten és az emlitett citokinnek tébb
mint 70%-kal alacsonyabb mRNS szintjét eredményezték (2/B abra). A karotinoidok
az IFN-a, az IFN-y, a TLR-4 és a TLR-5 mRNS expresszidjara nem gyakoroltak hatast
(2/C, D, E, F abréak). Az IL-1p génexpresszioja a lépben kortlbelll 70%-kal csokkent (p
= 0,0497) az oligoszacharidos kezelés hatasara is (2/A abra), am a tovabbi gének
kifejezodésére a kezelés nem gyakorolt hatast. Az antocianinok majdcsak 80%-kal
csOkkentettek az IL-7f (p = 0,0303) mRNS szintjét (2/A abra), am a tovabbi citokinek
és receptorok génjeinek kifejez6dését nem befolyasoltdk a kontroll (LPS) csoporthoz

képest.

64



ab ab
\ba*’ o
?’&eg

ab

o
P

&

ab
s
>
S
X
(\)
@»‘

a
&

T 1
W) =] Wy =] (4]
- - s = U, ¥

)
< (uas T owssoadxo SNyw Apepa JIT1 ¥

N—r

(©)

(B)

L]
|

T T
'\ =
— —

4,
(NAS F) o1zssaadxd GNRW ADERI A-NAT @s

T 1
\n =
[ =

—

_x
T

1

65



(D) (E)

=)
g =
= « 2.0
W H R
+H 1.5' "
N’ Q b
™ N
= P b
3 T £ 151 a -
£ 1.0 B = ab == ab
e Y
2 rén 1.0 == ab
s 0.5 E
0.5-
2 £ §
: [
E i
‘T 0.0- T T T E 0.0- ! ! !
-4 2 Q S ¥ & ¥ = o o oF o o
= \3‘»’ \sb __sé"b &0 . &B . \QG d & \b‘b \sb Q@ i& &Q
- N\ o N O RS LoD & o & S & o
o\\ » ﬁ\,’,% & &‘D R ‘0\ o g O & o:}
& & & & ¢ & &
& ‘e\\ {\%e v + ﬁe\} §%
& o &
+ &
a,b:p<0,05

3. dbra: A bioaktiv ndvényi hatéanyagok hatasa a brojlercsirke citokinjeinek és

receptorainak relativ génexpresszidjara az ileumban

A Dbrojlercsirke csipdbélben (ileum) mért citokinek és receptorok mRNS
expresszidja az egyes kezelések hatdsara a 3. abran lathatok. A citokinek és receptorok
Ct-értékei (atlag + szdras) az ileumban a kovetkezOk szerint alakultak: IL-1p4: 34,120 +
1,222; IFN-a: 23,911 + 1,962; IFN-y: 31,342 + 1,868; TLR-4: 30,256 *+ 1,668; TLR-5:
33,441 £ 2,486. Ezek az értékek jelzik a citokinek és receptorok mRNS expresszidjat az
ileumban.

A B-glikanos csoportndl az ileumban alacsonyabb TLR-5 génexpressziot
(p = 0,0387) meértlink az antocianinos kezeléshez kepest és a TLR-5 mRNS szintje 22%-
ra csokkent (3/E &bra). Az IL-1p, IFN-a, IFN-y, TLR-4 és TLR-5 esetén nem
tapasztaltunk kilonbséget a kontroll (LPS) csoporthoz képest. A karotinoidoknak és
az oligoszacharidoknak nem volt hatasa az ileélis interleukin, interferon és toll-like
receptor profilra (3/A, B, C, D, E abrék). Az antocianinos kezelés nem gyakorolt hatast
az ilealis citokin mMRNS expressziora, &m a TLR-5 génexpresszidja 141%-ra emelkedett
az emlitett kezelésnél a B-glukén (pozitiv kontroll) csoporthoz mérten (3/E é&bra).

Az IL-6 a csipdbélben nem expresszalddott.
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A kisérlet soran a B-gliikkannal torténd takarmanykiegészitést pozitiv kontrollként
alkalmaztuk, miutan korabbi tanulmanyok arrdl szamoltak be, hogy a B-glik&n képes
a csirkék megfelel6 immunstatuszanak fenntartasara a szervezet valamely mikrobialis
fert6zése alatt. Példaként a B(1-3)(1-6)-p-glikan képes volt csokkenteni
a gyulladaskeltd TNF-a citokin, valamint a kortizol szintet a szérumban (VETVICKA —
OLIVEIRA, 2014). Egy masik tanulmanyban szintén az ¢lesztésejtfal pozitiv
immunoldgiai hatasat bizonyitottak, ugyanis novelte a bér tulérzékenységi reakcidjat,
ami a cellularis immunvalasz egyik kozvetett faktora (MORALES-LOPEZ — BRUFAU,
2013). SHEN és mtsai (2009) a Saccharomyces cerevisiae fokozott hatasarél szamoltak
be, amikor a takarmanykiegészités hatdsara sertésszérumban a gyulladaskeltd IFN-y
citokin alacsony szintjét mérték. Az ¢élesztd szintén csokkentette a szérum
gyulladaskelté IL-1B citokin szintjét is, LPS-injektalt sertések esetén (COLLIER és
mtsai, 2011). WANG és mtsai (2016) ugyancsak kiemelték az éleszté immunstatuszra
gyakorolt pozitiv hatdsdt LPS-sel immunizalt brojlereknél, miutin az élesztd
csokkentette az IL-1p szintjét.

A vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a Kkisérletben alkalmazott
B-glikanos kezelés nem volt hatdssal a Iépben, illetve az ileumban mért citokinek
(IL-1p, IL-6, IFN-a, IFN-y) és receptorok (TLR-4, TLR-5) génexpresszios szintjére az
LPS-sel injektalt kontrollcsoporthoz képest. Ezekkel az eredményekkel megegyezden,
MARKAZI ¢és mtsai (2017) nem tapasztaltak valtozast az élesztdsejtfalbol szarmazo
termékek alkalmazasat kovetden, hiszen vizsgalataik alapjan az IL-/f mRNS szintje
nem valtozott a csirkék vakbélmanduldjaban kokcidiozis fertézés alatt. KUMAR és
mtsai (2011) a B-glikanos kezelés hatasara szintén valtozatlan IL-/8, TLR-4 és TLR-5
génexpresszios szintet hataroztak meg a csirkék lépében, LPS-immunizalt madarakhoz
képest. A génexpresszids vizsgalatok soran egyetlen esetben tapasztaltunk valtozast
a B-glikanos takarmanykiegeszites hatasara, amikor a kezelés csokkentette az ilealis
TLR-5 mRNS expressziot az antocianinos kezeléshez képest. SHEORAN és mtsai
(2017) a csokkent TLR-5 génexpresszios szintet a patogének csokkend kolonizacidjaval
hoztdk dsszefliggésbe. SHANMUGASUNDARAM és mtsai  (2014) szintén
megallapitottak, hogy az élesztdbol eldallitott termékek hozzdadasat kovetden fokozotta
valt a hasznos baktériumok — mint a Lactobacillusok és Bifidobacteriumok —
novekedése, ezéltal az alacsonyabb TLR-5 mRNS expressziot ugyancsak mikrobiélis
okokkal magyaraztak.
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A karotinoidokkal  torténé  takarmanykiegészités  hatdsat  ugyancsak

megvizsgaltuk a brojlercsirke citokinjeinek és receptorainak génexpresszios szintjére
nézve. A varthoz mérten, a 1épben és az ileumban is magas volt a gyulladaskelt6 IL-15
MRNS szintje az LPS-immunizalt madaraknal, a fizioldgias sooldattal injektalt kontroll
egyedekhez képest. Kovetkeztetésként elmondhat6, hogy a kisérlet sordn alkalmazott
Escherichia coli sejtfalbdl szarmaz6 LPS akut immunvalasz kialakulsat és bakterialis
megbetegedést eredmenyezett (WU és mtsai, 2017). MUNYAKA és mtsai (2012)
szintén ezt tapasztaltdk és magas IL-1f génexpresszios szintet hataroztak meg LPS-sel
fertdzott csirkék 1épében, a fizioldgias sooldattal injektalt madarakéhoz képest.
A vizsgélataink soran megallapitottuk, hogy a karotinoidok képesek csokkenteni
a lépben mért gyulladasos IL-18 génexpresszids szintet a kontroll (LPS) csoporthoz
képest, am az ileumban mért IL-/8 mMmRNS expressziojara a karotinoidok nem
gyakoroltak hatast. GAO és mtsai (2012) a szintén a karotinoidok csoportjaba sorolhato,
xantofillok hatasat vizsgaltdk 20 és 40 mg/kg koncentracidban a takarmanyban és azt
tapasztaltak, hogy a xantofillok nem gyakoroltak hatast az ileumban mért gyulladaskelto
citokinek szintjére. Az interleukin-1p-hoz hasonléan, a proinflammatorikus interleukin-
6 citokin felszaporodasa egyarant akutfazis reakcioként magyarazhaté6 (HONG és mtsai,
2006). A vizsgalataink soran magas IL-6 genexpresszids szintet mértiink az LPS-sel
oltott kontroll brojlereknél, ehhez mérten a karotinoidok hatasara csokkent az IL-6
MRNS szintje a lépben. Ezen eredmények alapjan megallapithatd, hogy a karotinoidok
képesek a gyulladasos paraméterek csokkentésére, ezéltal a gyulladds mértékének
mérséklése  szempontjabol  hasznos  takarmdnykiegészitonek  bizonyulhatnak.
SHANMUGASUNDARAM és SELVARAJ (2011) ugyanerre a kovetkeztetésre
jutottak, amikor a lutein (karotinoid) kiegészités csokkentette az IL-/5 génexpressziot
LPS-fert6zott pulykéaknal.

A természetes prebiotikumkeént alkalmazott, magas arabino-galaktéz tartalmu
oligoszacharidok a brojlerek citokinjeinek genexpresziojara kifejtett hatasat ugyszintén
megmeértik. Az alkalmazott oligoszacharidok a proinflammatorikus IL-/f alacsony
génexpressziojat eredményezték a csirkék 1épében, mely eredmény azt mutatja, hogy
az oligoszacharidok hatékonyak lehetnek a gyulladas fokanak enyhitésében.
Az oligoszacharidok nem befolyasoltak az ileumban mért IL-/5 mRNS expressziot.

A takarméanykiegészitoként  alkalmazott antocianinoknak a  madar
immunvalaszra kifejtett hatasat is megfigyeltik, mely soran megallapitottuk, hogy

az antocianinok az IL-/p alacsonyabb génexpresszios szintjét eredményezték a lépben.
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CHANGXING és mtsai (2018) szintén az antocianinok hatasat tanulményoztak és
meghataroztak, hogy antocianin-kiegészités csokkenti a ciclooxigendz-1 (COX-1) és
ciclooxigendz-2 (COX-2) gyulladdsos enzimek szintjét, ezaltal gatolja
a proinflammatorikus interleukinek expressziojat. LI és mtsai (2014) antocianinokban
gazdag fragmentumot alkalmaztak egerek etetésénél, ami gatolta az IL-/8 mRNS
expresszidjat. Az antocianinok gyulladascsokkenté hatasat CARVALHO és mtsai
(2015) is megerdsitették, amikor az antocianin-kiegészités csokkentette a gyulladaskeltd
citokinek (IL-1p, IL-6, IFN-y) szintjét etidium-bromiddal indukalt patkanyoknal. Jelen
kutatdsban az antocianinok nem gyakoroltak hatast az ilealis interleukin-13
génexpressziojara.

A karotinoidok kivételével, a tovabbi komponensek nem voltak hatassal a Iépben
mért IL-6 mMRNS expressziéra. Ehhez hasonléan, egy masik tanulmanyban
a galaktoglikomannan oligoszacharid-arabinoxilan hatasat vizsgalva a szerzok szintén
nem tapasztaltak hatast a 1épben kifejez6d6 IL-6 mMRNS szintjére vonatkoz6an (FABER
és mtsai, 2012). Ezekkel ellentétben, a xylo-oligoszacharidokat 2 g/kg-os
koncentracioban alkalmazva a takarmanyban, a szerzok alacsony IL-6 mMRNS szintet
mértek a vakbélmanduldban Salmonella-immunizalt csirkéknél.

Sem a karotinoidok, sem az oligoszacharidok, sem pedig az antocianinok nem
befolyéastoltdk a TLR-4, TLR-5, IFN-a és IFN-y citokinek mRNS expressziojat. Miutan
a toll-like receptor 4 lipopoliszacharid-felismeré receptor, az LPS-sel immunizalt
kontroll csoportnal magasabb TLR-4 relativ expressziora szamitottunk a fiziologias
sooldattal oltott egyedekhez viszonyitva. TAN és mtsai (2014) magasabb TLR-4
génexpressziot  hatdroztak  meg  LPS-injektalt  csirkék  1épében, mig
a takarmanykiegészités hatasara alacsonyabb TLR-4 génexpressziot mértek. Ezzel
szemben, vizsgélataink soran az egyes kezelések alkalmazasat kovetéen nem
tapasztaltunk hatast sem a lépben, sem az ileumban mért TLR-4 mRNS szintben. Ehhez
hasonléan, KUMAR és mtsai (2011) is megallapitottak, hogy a B-glikant 0,1%-ban
alkalmazva az nem befolydsolta a TLR-4 génexpresszidt a csirkék Iépében, habér
a Kkisérlet soran LPS immunizalas sem tortént. Vizsgalataink sordan a TLR-5
génexpresszios szintjében sem tapasztaltunk kilonbséget a kezelt csirkék és
a kontrollcsoport kozott. Ezzel ellentétben, SHEORAN és mtsai (2017) alacsony TLR-5
MRNS szintet mértek a csirkék vérében, amikor 0,5 g/kg, 1 g/kg és 2 g/kg
koncentracioban ~ mannan-oligoszacharid  alapld  prebiotikumot  alkalmaztak

takarmanykiegészitoként. Kovetkeztetésként arra jutottak, hogy a mannan-
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oligoszacharid képes csokkenteni olyan Gram-negativ baktériumok kolonizécidjét,
melyek flagellinnel rendelkeznek, mint példaul az E. coli vagy Salmonella spp.
Az alkalmazott ndvényi hatéanyagok szintén nem befolyasoltak az IFN-o citokin
MRNS szintjeit sem. Ezzel ellentétben, KHAN és mtsai (2020) magasabb IFN-a
génexpressziot mértek olyan tojok 1épében, amelyeket Fert6z6 Bronchitis virus (IBV) T
torzsével fertéztek. A szerzOk a magas IFN-a génexpresszidt azzal magyaraztak, hogy
a madarak szervezete érzékelte a virdlis RNS-t és az immunrendszer meginditotta
a vedekezé mechanizmusokat. A génexpresszids mérések soran a proinflammatorikus
IFN-y citokin szintje ugyancsak valtozatlan maradt az egyes kezelések hataséara. Ezzel
ellentétben, LI és mtsai (2015b) emelkedett IFN-y génexpresszios szintet mértek LPS-
immunizalt csirkék Iépében, tovabba COX és mtsai (2010a) is magasabb IFN-y mRNS
expressziot mutattak ki Eimeria oocisztakkal fert6zott csirkék 1épében. Kisérletlik soran
takarmanykiegészitéként B-glikant hasznaltak, melynek hatasara csokkent az emlitett
citokin szintje. POURABEDIN és mtsai (2017) a mannén-oligoszacharidok hatasat
vizsgaltdk 1 g/kg-os koncentracidban a takarmanyban. Az emlitett oligoszacharidok
gatoltak a gyulladaskelté IFN-y génjének kifejez6dését a csirkék vakbélmandulajaban,
mikdzben a madarak Salmonella enteritidis fert6zés alatt alltak. A szerzOk arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy az IFN-y fokozza a makrofagok aktivacidjat és

a nitrogén-oxid termel6dését.

A brojlercsirke vérplazmajaban mért, az immunvalasz kialakulasaban résztvevd
citokinek (IL-1B, IL-6) koncentrécidi a 4. és 5. abrakon lathatok. A brojlercsirke
veérplazmajaban meghatéarozott IL-1p citokin koncentracidja a kontroll (LPS) csoportnal
19,80 pg/ml; a kontroll (fiz. sdoldat) csoportnal 13,25 pg/ml; a B-glikénos kezelésnél
16,40 pg/ml; a karotinoidok hatasara 25,50 pg/ml; az oligoszacharidos kezelés esetén
12,17 pg/ml; az antocianinos kiegészités hatasara 17,20 pg/ml volt. A brojlercsirke
verplazmajaban meghatarozott 1L-6 citokin koncentracioja a kontroll (LPS) csoport
esetén 340,3 pg/ml; a kontroll (fiz. soéoldat) csoportnal 314,8 pg/ml; a B-glikanos
kezelés hatasara 349,5 pg/ml; a karotinoidos kiegészités hatasara 292,7 pg/ml,;
az oligoszacharidos kezelés eseten 303,8 pg/ml; az antocianinos kiegészitésnel 309,3
pg/ml volt.
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Az IL-I§ citokin mRNS szinten szignifikdnsan csokkend szintet mutatott
a karotinoidok, az oligoszacharidok és antocianinok hatasara, azonban fehérjeszinten
a kezelések hatasara nem tapasztaltunk eltérést az LPS-immunizalt kontrollcsoporthoz
képest. Az IL-1P szintje az antocianinok hatdsara alacsonyabb volt (p = 0,0133) a
karotinoidos kezeléshez viszonyitva. Az IL-6 citokin mRNS expresszidja a karotinoidos
kezelés hatasara csokkent, mig fehérjeszinten is a karotinoidok hatasara mutatott
alacsonyabb (p = 0,0466) koncentraciot a B-glikan csoporthoz viszonyitva. Az LPS-sel
injektalt kontrollcsoporthoz képest fehérjeszinten egyik kezelés hatdsara sem
tapasztaltunk eltérést.

Az mRNS- és a fehérje-expresszid kozotti korrelaciéo hianya jonéhany okkal
magyarazhatd, melyekbdl egyszerre tobb is fennallhat. Az mRNS fehérjévé vald
transzlacioja el6tt szamos bonyolult poszt-transzkripciés folyamatok zajlanak le,
melyek pontosan nem ismertek. Okozhatja tovdbba az a tény is, hogy
a fehérjék kiilonbozo fél-életidovel rendelkeznek, ami a valtozatos fehérjeszintézis és
degradacio eredménye (GREENBAUM és mtsai, 2003). A fehérjék fél-életidejével
jellemezhetd az ugynevezett protein ,,turnover”, amit szamos koriilmény befolyasolhat.
A sejtek képesek szabalyozni egy adott fehérje degradécidjat, szintézisét (JUHASZ és
mtsai, 2013). Befolyasolhatja végil az eredményt az is, hogy az MRNS és
fehérjevizsgalatok soran szamos hibalehetoség, és ,zaj” limitalhatja a vizsgalt

molekuldk expresszidjarol kapott végeredményt (GREENBAUM és mtsai, 2003).
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A humoralis immunvalaszban résztvevé IgG antitest koncentracioja a 6. dbréan
lathaté. A brojlercsirke vérplazma IgG koncentricidja az egyes kezeléseknél
a kovetkez6 értékeket mutatta: kontroll (LPS) csoportnal 196,4 ng/ml; a kontroll (fiz.
sboldat) csoport esetén 205 ng/ml; a P-glikanos kezelés hatasara 252,1 ng/mil;
a karotinoidos kiegészitésnél 220,8 ng/ml; az oligoszachariddal kezelt csoport esetén
253,5 ng/ml; az antocianinos kiegészitésnél 224,6 ng/ml.
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6. dbra: A bioaktiv ndvényi hatéanyagok hatasa a brojlercsirke 1gG

koncentracidjara a vérplazmaban

Az IgG koncentracidja nétt a P-glukan (pozitiv kontroll) csoport esetén
(p = 0,0382), valamint az oligoszacharidos kezelés (p = 0,0449) hatasara, mig a tovabbi
kezelések (karotinoidok és antocianinok) nem gyakoroltak hatast a brojlercsirkék
vérplazma 1gG szintjére. Az eredmenyekhez hasonloan, az IgG szintje ugyancsak
emelkedett BAKHSHALINEJAD és mtsai (2018) tanulmanyaban is, amikor
takarmanykiegészitot alkalmaztak és SRBC-vel (sheep red blood cell - baranybdl
szarmazO vorosvérsejt) immunizaltdk a csirkéket. CAl és mtsai (2012) kisérletében

a takarmanykiegeészités hatasara ugyancsak névekedett az IgG szintje brojlereknél, amit
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a szerzok a csirkék humoralis immunvalaszanak fejlédésével magyaraztak. A vérplazma
IgG szintje szintén novekedett 21 napos csirkéknel, melyek 2 mg/kg xylo-
oligoszachariddal kiegészitett hizotapot kaptak. A szerzék ezt a xylo-oligoszacharidok
immunfunkciot javitd hatdsdval magyardztak (YUAN és mtsai, 2018). Az 1gG szintje
magasabb volt 21 és 42 napos csirkék ileumaban is, tovabba 42 napos korban
a jejunumban is, amikor a takarméany mannan-oligoszacharidokat tartalmazott 0,5 g/kg,
1 g/kg és 1,5 g/kg koncentracioban (ZHOU és mtsai, 2019).

-z =7

A brojlercsirke ileumban mért morfoldgiai paraméterek mérési eredményei
a 10. tblazatban olvashatdk. Az ileumban mért villusok (bélbolyhok) hossza nagyobb
volt a B-glikénos (p < 0,0001), a karotinoidos (p < 0,0001), az oligoszacharidos
(p < 0,0001), és az antocianinos (p < 0,0001) takarmanykiegészités hatasara is, mig
a két kontrollcsoport kozétt nem volt killonbség. A kezelések kozil az oligoszacharidos
kezelésnél nétt (p < 0,0001) a kriptamelység. A kontroll (fiz. séoldat) csoport esetén
kisebb (p = 0,0009) kriptamélységet hataroztunk meg a kontroll (LPS) csoporthoz
képest, mig a B-gliikanos és antocianinos kezelés kdzott nem tapasztaltunk kilonbséget
a kriptamélységeket illetden. A villushossz:kriptamélység aranya magasabb volt
a B-glukanos kezelésnél (p < 0,0001), valamint az antocianinos kezelésnél (p = 0,0063)
a lipopoliszachariddal oltott kontrollcsoporthoz képest. A villushossz:kriptamélység
aranyokat tekintve a kontroll (fiz. séoldat), a karotinoidos és az oligoszacharidos
kezelések kozott nem tapasztaltunk kilonbséget. A csipdbélben a legnagyobb
bélnyalkahartyaréteg-vastagsagot a pB-glikanos (p < 0,0001), az oligoszacharidos
(p < 0,0001) es az antocianinos kezelés (p = 0,048) hatasara mértink, mig a kontroll

(fiz. s6oldat) és karotinoidos kezelések kozott nem tapasztaltunk eltérést.

74



A brojlercsirke intesztinalis morfoldgiai paramétereinek eredményei a bioaktiv névényi hatéanyagok hatasara

10. tablazat

Morfologiai Kezelés o

paraméter Kontroll (LPS)  Kontroll (fiz.s0) p-glikan Karotinoidok  Oligoszacharidok  Antocianinok prertek

V”'(‘:fr?,;’ssz 774,31+20,3? 712,02¢13,1%  998,93+11,9° 908,94+11,8" 977,08+24,1° 921,84+17,8®  p<0,0001
Kript(aunrf)l yseg 140,38 +5,9°¢ 107,31+2,92 120,43 3,6 160,27+7,5° 179,90+6,2¢ 134,47+3,9°  p<0,0001
k\r/,g:;ﬁ:‘ecﬁ,sszeg 5,83 +0,22P 6,81+0,20¢ 8,57+0,2¢ 6,190,320 ¢ 5,700,22 7,12+0,2° p < 0,0001
Teljes mucosa ) o0 00,04 98C 11374741028 1350,07428,7°  1251,06 £14,20C  134649+286°  1286,38+205°  p<0,0001

vastagsag (um)

a, b, ¢, d = Soronként az eltérd betiik szignifikans kilonbséget jeldlnek.
Az eredmények atlag + SEM értékekben jelennek meg.

75



A bélnydlkahartya integritdsa, valamint morfologidja kritikus mutatoja
a megfelel6 taplaloanyag-felhasznalasnak, valamint az immunfunkcionak (LI és mtsai,
2020). A hosszabb villusok és rovidebb kriptamélységek nagyobb felliletet biztositanak
az emésztési folyamatoknak, ezéltal fokozzak a tapanyagok felszivodasat (MUNY AKA
és mtsai, 2012). A villusok hosszénak és a kripta mélységeinek nagyobb aranya
ugyancsak a hatékonyabb tapanyagfelszivodast szolgalja (SONG és mtsai, 2019).

Vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy a p-glikan, a karotinoidok,
az oligoszacharidok és az antocianinok egyarant novelték a bélbolyhok hosszat, mely
hatdas a felszivodasi funkciok szempontjabol elényds. A kezelések koziil
az oligoszacharidok novelték a kriptamélységet, a tovabbi kezelések nem voltak
hatassal a kriptamélységekre. A fiziologias sooldattal injektalt egyedeknél alacsonyabb
kriptamélységet mértink az LPS-sel oltott kontroll madarakhoz képest.
A Vvillushossz:kriptamélység aranyat tekintve a B-glukdn és az antocianin kezelésnél
kaptunk magas értékeket, vastagabb bélnyalkahartyaréteget pedig a [B-glukén,
az oligoszacharid és az antoncianin takarmanykiegészités alkalmazasanak hatasara
mértink. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az alkalmazott
bioaktiv ndvényi hatéanyagok novelték a taplaldanyagok felszivodasi fellletét
a brojlerek csipébelében. Az eredményeinkhez hasonléan, SHANG és mtsai (2015)
0,5%-0s frukto-oligoszacharidos kezelés hatasara hosszabb villusokat, nagyobb
kriptamélységet és vastagabb bélnyalkahartyaréteget mértek E. coli sejtfalbol szarmazé
LPS-sel immunizalt csirkéknél. XU és mtsai (2003) ugyancsak hosszabb villusokat és
nagyobb villushossz:kriptamélység aranyokat hatéroztak meg csirkék ileumaban
0,4%-os frukto-oligoszacharidos kiegészités hatasara. A szerzok a kedvez6 valtozasokat
a frukto-oligoszacharidoknak a béltraktus mikrobialis kornyezetére kifejtett jotékony
hatdsdval magyaraztak. SHANMUGASUNDARAM és mtsai. (2013) nagyobb
villushossz:kriptamélység aranyrdl szamoltak be csirkéknél, élesztésejtfallal kiegészitett
takarmanyozas hatasara. A szerzOk ugy vélték, a két paraméter nagyobb aranya
a tapanyagok felszivddasat, valamint a termelési paraméterek javulasat egyarant

elésegitheti.
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5.1.4 A bioaktiv hatéanyagok hatasa a brojlercsirke bél-mikrobiota dsszetételére

A brojlercsirke bélsarmintaibol meghatarozott Lactobacillus, Bifidobacterium,
Salmonella, Campylobacter, Clostridium és Escherichia coli baktériumcsoportok PCR
termékeinek relativ aranya a teljes vizsgalt baktériumszamhoz képest a kontrollcsoport

és a bioaktiv névényi hatéanyagokkal beallitott kezelések esetén a 7. abran lathatok.
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7. &bra: A brojlercsirke bélsarmintaibdl meghatarozott bakteriumcsoportok PCR

termékeinek relativ aranya

A baktériumcsoportok relativ aranyai az emlitett csoportoknal a kdvetkez6képp
alakultak: A Lactobacillusok relativ aranya a kontrollcsoportnal 61,7%; a B-glik&nos
kezelésnél 72,8%; a karotinoidos kezelésnél 53,3%; az oligoszacharidos kezelésnél
73,8%; az antocinaninos kezelésnél 65,6% volt. A Bifidobacteriumok relativ aranya
a kontrollcsoport esetén 10,6%, a B-glikdnos takarmanykiegészités esetén 18,3%;
a  karotinoidos  takarmanykiegészités  esetén  47%; az  oligoszacharidos
takarmanykiegészités esetén 28,8%; az antocianinos takarmanykiegészités esetén 49,3%
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volt. A Salmonella relativ aranya a kontroll egyedeknél 30,8%; a B-glikan kezelésnél
46%, a karotinoidos kezelésnél 40,8%; az oligoszacharidos kezelésnél 38,6%;
az antocianinos kezelésnél 47,5% volt. A Campylobacter nem volt Kkimutathato
a mintadkban. A Clostridiumok relativ aranya a kontrollcsoportnal 34,6%, a [-glikan-
Kiegészités hatasara 31,6%, a karotinoid-kiegészités hatasara 43,2%, az oligoszacharid-
Kiegészitées hatdsara 57,3%; az antocianin-kiegészités hatdsara 66,2% volt.
Az Escherichia coli aranya a kontrollcsoportnal 50,6%; a B-glikénnal kezelt egyedeknél
58%; a karotinoidokkal kezelt egyedeknél 54,5%; az oligoszacharidokkal kezelt
egyedeknél 50,3%; az antocianinokkal kezelt egyedeknél 55,5% volt.

AMIT-ROMACH és mtsai (2004) tanulméanyukban ugyanezt a mddszert
alkalmaztdk és a brojlercsirkék béltraktusaban a mikrobiotat alkotd, bizonyos
baktériumcsoportoknal a kovetkez6 relativ aranyokat hataroztdk meg: a 14. napon
a Lactobacillusok és a Bifidobacteriumok relativ aranya elérte a 40%-ot, mig a 25.
napon a két nemzetség egylttesen majdnem elérte a teljes baktériumszam felét. A 14.
napon a Salmonella ardnya 30% volt, mig a 25. napon ez az arany 20% ala csokkent.
A Campylobacter nemzetség a 14. napon és a 25. napon csak egészen kis mennyiséegben
volt jelen. A Clostridium és az E. coli relativ aranyai a teljes baktériumszamnak
korilbell 30-30%-a volt mindkét mintavételi idépontban.

A vizsgalataink soran AMIT-ROMACH és mtsai (2004) eredményeihez
hasonlitva az egyes kezeléseknél magasabb Lactobacillus és Bifidobacterium relativ
aranyokat hataroztunk meg. A Salmonella relativ ardnya hasonléan alakult AMIT-
ROMACH és mtsai (2004) 14. napi eredményeihez képest, egyes kezeléseknél
(B-glukan, karotinoid, antocianin) meghaladta a 40%-os ardnyt. AMIT-ROMACH és
mtsai (2004) eredményeinél a Campylobacter nyomokban volt jelen, mig méréseink
soran nem volt kimutathaté. A Clostridium relativ aranyai a kontrollcsoportnal és
a B-glikén kezelésnél megegyeztek a referencia eredményeivel, mig a tovabbi
kezeléseknél a baktériumcsoport relativ aranya meghaladta a 40%-ot (karotinoid), az
50%-ot (oligoszacharid) és a 60%-ot (antocianin) is. Az E. coli relativ aranyait tekintve
ugyancsak magasabb értékeket mértiink, mely minden kezelésnél elérte az 50%-ot.

Az eredményeink alapjan megéllapithatd, hogy az alkalmazott bioaktiv ndvenyi
hatéanyagok kozil a karotinoidok és az antocianinok hatidsadra novekedett
a  Bifidobacteriumok  relativ ardnya a  kontrollcsoporthoz  viszonyitva.
A Bifidobacteriumok a Lactobacillusokkal egyuttesen a mikrobiota hasznos

baktériumai, probiotikus baktériumok, melyek stimulaljak mas, a szervezet egészsegi
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allapotdnak szempontjab6l hasznos mikrobdk novekedését, élettevékenysegeit
(LUCCHINI és mtsai, 1998; MIKKELSEN és mtsai, 2003). A karotinoidokrol és
az antocianinokrol elmondhatd, hogy pozitiv hatassal lehetnek a mikrobiota bizonyos
probiotikus baktériumainak, a Bifidobacterium nemzetség novelésére a csirkék
béltraktusdban, mig a p-glikdn és az oligoszacharidok nem befolyasoltak
a Bifidobacteriumok relativ aranyat.

A kontroll valamint a B-gliikan csoportokhoz képest az antocianinos kezelés
hatdsara emelkedett a Clostridium nemzetség relativ aranya is. A Clostridiumok,
ideértve a C. perfringenst, szinte mindenhol megtalalhatok a kornyezetben, valamint
a human és az allati béltraktus mikrobiotajanak jellemzé alkotéi (BRANDT és mtsai,
1999). Az oligoszacharidos kezelés hatdsdra ugyancsak valtozatlan maradt
a Clostridiumok relativ aranya.

Az egyes kezelések (karotinoidok, oligoszacharidok, antocianinok) hatasara
a Lactobacillus, a Salmonella, a Campylobacter és az Escherichia coli
baktériumcsoportok  relativ  aranyait tekintve nem tapasztaltunk valtozast
a kontrollcsoporthoz képest.

Mindezekkel egyez6en, REZAEI és mtsai (2015) kisérletében ugyancsak
véltozatlan eredményekrdl szamoltak be a vakbélben meghatarozott Bifidobacteriumok,
Lactobacillusok, Salmonella, Campylobacter és Escherichia coli logaritmikus kopiainak
szamat tekintve a kisérlet 21. és 35. napjan, amikor takarmanykiegészitdként 0,5%-ban

és 1%-ban palmamagtorkolybdl kivont oligoszacharidokat alkalmaztak.

79



5.1.5 A bioaktiv hatéanyagok hatasa a brojlercsirke viselkedésére

A 8. abran lathatok a brojlercsirke-viselkedés megfigyelésének eredményei

a kontrollcsoport és a bioaktiv noveényi

hatdanyagok hatasara. A megfigyelt

viselkedésmintak a takarmanycsipegetésre és ivovizfogyasztasra, komfortérzetet mutato

szarnynyujtogatas tevékenységére, tovabba a jarkalasra és pihenésre terjedtek ki.
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8. dbra: A brojlercsirke-viselkedés megfigyelésének eredményei a bioaktiv

névenyi hatéanyagok hatasara

A brojlercsirke viselkedésének megfigyelése soran a kontrollcsoportnal
megfigyelt egyedek 9,4%-a, a p-glikdnos kezelésnél az egyedek 10,8%-a,
a karotinoidos takarmanykiegeészités hatasara az egyedek 12,2%-a, az oligoszacharidos
kezelés hatasara a megfigyelt egyedek 11,7%-a, valamint az antocianinos kiegészitésnél
az egyedek 11,8%-a csipegette a takarmanyt. A takarmanycsipegetés gyakorisagat
a karotinoidos (p < 0,0001), az oligoszacharidos (p = 0,0012) és az antocianinos
(p = 0,0011) kezelés egyarant novelte, mig a B-glikan hatdsara az emlitett
viselkedésforma gyakorisdga nem valtozott (8/A abra).

Az ivovizfogyasztast a karotinoidos (p = 0,0437) és az oligoszacharidos
(p = 0,027) takarmanykiegészités esetén figyeltilk meg a legkevesebbszer a B-glikan
csoporthoz mérten. A karotinoid-kiegészitésnél a megfigyelt egyedek 3,5%-a, mig az
oligoszacharidos kezelésnél a megfigyelt egyedek 3,2%-a fogyasztott az itatobol.
Az ivovizfelvetel gyakorisaga az egyes kezelések hatasara valtozatlan maradt
a kontrollcsoporthoz képest (8/B abra).

A komfortérzetet jelz6 szarnynyujtogatds megfigyelésénél az adott
viselkedésforma a karotinoidos takarmanykiegészités esetén fordult elé a legtdbbszor
(p < 0,0001), mely kezelésnél a megfigyelés idején az egyedek 3,2%-a nyujtogatta
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a szarnyat. A karotinoidos kezelést az antocianinos takarmanykiegészités kovette
(p = 0,0387), ahol a megfigyelt madaraknak 2,2%-a nyujtézkodott. A legkevesebbszer
a kontrollcsoport esetén szamoltuk a szarnyak nyujtoztatasat, melynek értéke 1,3% volt
(8/C abra).

A megfigyelés idején a brojlercsirkéknek korulbeltl 77-82%-a pihent. A legtobb
pihené madarat a kontrollcsoport (81,7%) és a B-glukénos kezelés (82,1%) esetén, mig
a legkevesebb (p = 0,0018) pihené madarat a karotinoidos kezelésnél (77,7%)
szamoltuk (8/D abra). A brojlereknek korilbelul 3,1-3,8%-a jarkalt a megfigyelések
soran. A jarkalas gyakorisagat egyik hatéanyag sem befolyasolta (8/E abra).

EL IRAQI és FAYED (2012) kisérletiikben az élesztégomba (Saccharomyces
cerevisiae) hatasat vizsgaltak a brojlerek viselkedéseére nézve. Eredményeinkhez
hasonldan, a takarmanycsipegetést az él6 és az inaktivalt formaban alkalmazott
¢lesztbgomba nem befolyasolta. Vizsgalatuk sordn azonban a szaritott élesztot
tartalmazd termék fokozta a taplalékfelvétel gyakorisagat, amit a szerzok a termékben
jelenlévé vitaminok étvagyfokozo hatdsdval magyaraztak. Az ivas gyakorisaga csokkent
az €16, valamint a szaritott élesztdgomba-hozzaadast kovetéen, mig az inaktivalt forma
nem befolyasolta az emlitett tevékenységet a kontrollcsoporthoz —mérten.
Megfigyeléseinkkel ellentétben, kisérletikben a komfortérzetre utalé szarny- és
labnytjtoztatas gyakorisaga az ¢€l6 és szaritott élesztd hatasara csokkent, mig
az 1naktivalt forma nem befolydsolta az emlitett tevékenység eldéforduldsanak
gyakorisagat. A tovabbi komfortérzetet mutaté tevékenységek kozil a tollaszkodas az
inaktivalt éleszté etetésének hatasara fordult el6 a legkevesebbszer, mig a legtdbb
pihend madarat szintén az emlitett kezelésnél szamoltdk. A szerzOok arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy az inaktivalt élesztot tartalmazo termék stimulalja
a brojlerek immunitasat és minimalizaljak a stresszhatast. SYMEON és mtsai (2010)
kisérletukben a csirkék takarmanyahoz oreganoolajat adtak 100 és 250 mg/kg
koncentracioban. A megfigyeléseik sordn mindkét koncentracié hatasara csokkent
az etetévalyuk és az itatok felkeresése, valamint a mozgas tevékenységének
gyakorisaga. Mindezt a szerzOk az illéolaj nemkivanatos izével/illataval indokoltak,
tovabba azzal, hogy a madaraknal az evés és ivas gyakorisaga kozott egyenes
aranyossag all fenn.

Megfigyeléseink soran a karotinoidok, az oligoszacharidok és az antocianinok is

novelték a takarmanycsipegetés gyakorisagat, igy az emlitett bioaktiv hatdéanyagok
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valoszintileg nem rendelkeznek rossz izzel/illattal. A karotinoidok €és az
oligoszacharidok hatdsara a varthoz képest valtozatlan maradt az ivovizfogyasztas.
A szarnynyujtogatas a karotinoidok hatasara gyakoribb volt, ami dsszeftiggésben lehet
az emlitett hatdéanyag lehetséges immunstimulalo és stresszhatast csokkentd
tulajdonsagaval. A legtobb pihené egyedet a kontrollcsoportnal és a B-glikan kezelésnél
szamoltuk, ami szintén mutathatja az emlitett kezelés stresszhatast minimalizal6

tulajdonsagat.
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5.2 A ponttyal végzett vizsgalatok eredményei

521 A bioaktiv ndveényi
paramétereire

hatéanyagok hatasa a ponty

immunoldgiai

A ponty IL-18, IL-8, TNF-a és IRF-1 mRNS expresszioja a |épben az 9. &bran

lathato.
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9. abra: A bioaktiv ndvényi hatéanyagok hatasa a ponty citokinek relativ

génexpresszidjara a lépben
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A Ct-értékek (atlag + szoOrds) az egyes citokinek esetén a kovetkezéképpen
alakultak: IL-14: 26,457 = 1,494; IL-8: 26,945 + 0,985; TNF-a: 35,209 + 1,157; IRF-1:
24,743 £ 1,150; mely értékek jelzik az mRNS expressziot a lépben mind a
kontrollcsoport, mind a kezelések esetén. Megallapithato, hogy sem a karotinoidok, sem
az oligoszacharidok, sem pedig az antocianinok nem befolyasoltak a pontynal a Iépben
vizsgalt citokinek genexpresszids szintjét.
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10. &bra: A bioaktiv ndvényi hatéanyagok hatésa a ponty citokinek relativ

génexpresszidjara a kozépbélben
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A ponty IL-1p, IL-8, TNF-a és IRF-1 génexpresszios szintje a kdzépbélben
az 10. abran olvashat6. A Ct-értékek (atlag + szdras) az egyes citokinek esetén a
kozépbélben a kovetkezOképpen alakultak: IL-74: 35,773 + 1,504, IL-8: 25,498 + 0,698;
TNF-a: 33,313 + 1,038; IRF-1: 24,337 + 2,278, mely értékek jelzik a citokinek mRNS
expressziojat. A Iéphez hasonldan, a kozépbélben vizsgalt citokinek génexpresszios

szintjére sem gyakoroltak hatast az egyes néveényi hatéanyagok.

A takarmanyban 1%-ban alkalmazott karotinoidok, oligoszacharidok és
antocianinok hatasat a ponty citokinjeinek génexpresszios szintjeire nézve ugyancsak
meghataroztuk. A karotinoidok alkalmazasat kovetden a Iépben és ileumban vizsgalt
interleukin-1p, interleukin-8, tumor nekrozis faktor-o és interferon szabalyoz6 faktor-1
génexpresszios  szintjeire az emlitett novényi kivonat nem volt hatassal
a kontrollcsoporthoz képest. A karotinoidos etetés hatdsara egyetlen esetben talaltunk
kilonbséget, amikor az ileumban mért gyulladaskelté IL-15 génexpresszids szintje
csokkent az antocianinos kezeléshez mérten (10/A abra). LI és mtsai (2019) ugyancsak
az IL-1p és a TNF-a proinflammatorikus citokinek csokkené génexpresszios szintjérol
szamoltak be. Tanulmanyukban az északi kigyofej (Channa argus) etetésénél
a karotinoidokhoz sorolhat6 asztaxantint alkalmaztak 50, 100 és 200 mg/ttkg-os
koncentracioban, valamint a kisérlet soran a halaknal LPS-indukalast alkalmaztak.
Mivel az asztaxantin gatolta a gyulladasos citokinek kifejez6dését, a szerzok arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy a karotinoid komponens képes csokkenteni
a gyulladasos immunvalaszt.

A Kisérleteink soran alkalmazott oligoszacharidok nem befolyasoltak a pontynal
mért citokinek mMRNS expresszidjat. YOUSEFI és mtsai (2018) a galakto-
oligoszacharidok hatasat vizsgaltak 0,5, 1 és 2%-ban a takarmanyban a zebrahal (Danio
rerio) velesziletett immunparamétereire vetitve. Az eredményeinkhez hasonldan,
a szerzOk nem tapasztaltak kilonbséget az 1 és 2%-o0s takarmanykiegészités hatasara
az sem az IL-/ mRNS szintjében, valamint a 2%-o0s kiegészités kovetkezményekeént
a TNF-a mRNS szintjében sem. Ezzel ellentétben, a 0,5%-0s galakto-oligoszacharid
kiegészités szignifikansan csokkente az IL-/f mRNS szintet. A TNF-a mRNS szintje
nétt azoknal a kezeléseknél, melyek a galakto-oligoszacharidokat 0,5 és 1%-ban
tartalmaztak. Kovetkeztetésképpen, a szerzOk ugy Vélték, hogy a prebiotikumok
befolyésolhatjak az immunparamétereket és az azokhoz kapcsolddo gének expresszios
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szintjét, ez&ltal a galakto-oligoszacharidok lehetséges immunmodulans hatéssal
rendelkezhetnek molekularis szinten (YOUSEFI és mtsai, 2018).

Az antocianinokkal 1%-ban Kkiegészitett takarmany hatasat ugyancsak
megvizsgaltuk a ponty bizonyos immunfaktorainak mRNS szintjére nézve, am
az emlitett hatéanyagok nem befolyasoltdk a citokinek génexpresszidjat. Ehhez
hasonldan, Yilmaz és mtsai (2019b) mérései sordn a lépben mért IL-8 génexpresszios
szintje valtozatlan maradt, amikor magas antocinanin-tartalma szederszirupot adtak
a nilusi tilapia (Oreochromis niloticus) takarmanyahoz 7,5, 15 és 30 g/kg
koncentracidban. Eredményeinkkel ellentétben, a szerzék a 7,5 g/kg-0s szederszirupos
Kiegészités hatasara azonban az IL-15 és TNF-a szintjének novekedését figyelték meg
a lépben, ezéltal arra a koOvetkeztetésre jutottak, hogy a szederszirup fokozza
a velesziletett immunrendszer alkotdinak termelddését, valamint az immunrendszer
fejlodését. Yilmaz és mtsai (2019a) kisérletik soran 40, 80 és 160 mg/kg
koncentracidban antocianinokkal egészitettek ki a takarmanyt, aminek hatasara
novekedett az IL-78 mRNS szintje. A 20, 40, 80 és 160 mg/kg antocianin-kiegészités
hatasara az I1L-8 és TNF-« is magas génexpresszios szintet ért el.

Az altalunk vizsgélt ndvényi kivonatok kozil egyik sem befolyasolta a 1ép (9/D
dbra) és a kozépbélszakasz (10/D &bra) IRF-1 mRNS szintjét. Ezzel egyezlden,
TEROVA és mtsai (2016) sem talaltak kilonbséget az eurdpai tengeri slgér

(Dicentrarchus labrax) IRF-1 mRNS szintjénél.
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A kozepbélben mért morfologiai paraméterek eredmenyeit a 11. tablazat foglalja
0ssze. A morfometriai tulajdonsagok kozil a villusok hosszat és szélessegét, valamint
az izomréteg vastagsagat hataroztuk meg és az alabbi eredményeket kaptuk: a villusok
hossza nem Véltozott a karotinoidokkal és az oligoszacharidokkal kiegészitett
takarmanyetetés hatasara a kontrollcsoporthoz képest. A kontroll halakhoz hasonlitva
rovidebb villusokat (p = 0,0203) meértlink az antocianinos kezelés hatésara.
A villusszélességet tekintve a legszélesebb méretet a kontrollcsoportnal kaptuk, ehhez
mérten a karotinoidok (p < 0,0001), az oligoszacharidok (p = 0,0004) és az antocianinok
(p = 0,0005) hatasara keskenyebb villusokat hataroztunk meg. A pontyok
bélfalizomrétegének vastagsdga a karotinoidos, valamint oligoszacharidos kezelés
hatasara valtozatlan maradt, mig az antocianinos kiegészités hataséra a bélfal izomréteg-
vastagsag csokkent (p = 0,0397) a kontrollcsoport egyedeihez képest.

A magasabb és szélesebb villusok nagyobb felllettel rendelkeznek, ezaltal teszik
hatékonyabbd a tapanyagfelszivodast (HEIDARIEH és mtsai, 2013). Bizonyos
komponensek, mint példaul a kilonféle oligoszacharidok az enterocitdk Altal
fokozhatjdk a mucus szekrécidjat is, ami az emésztés viszkozitasat javithatja
(TORRECILLAS és mtsai, 2011). Az utdbbi novelése stimuldlhatja a bélfal
izomrétegének fejlodését (YUJI-SADO és mtsai, 2015).

A villusok hosszét tekintve a legmagasabb bélbolyhokat a kontrollcsoportnal,
valamint a Kkarotinoidos és az oligoszacharidos kezelés hatasara kaptunk, mig
az antocianinos kezelés eredményeként rovidebb villusokat mértink. A legszélesebb
bélbolyhokat a kontrollcsoportnal tapasztaltuk, ehhez képest a takarmanykiegészités
hatdsara keskenyebb villusokat figyeltink meg. A  kontrollcsoportnal  és
az oligoszacharidos kezelésnél vastagabbnak bizonyult az izomréteg az antocianinos

kezeléshez képest.
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A ponty intesztinalis morfologiai paramétereinek eredményei

11. tablazat

Morfolégiai Kezelések -érték
paraméter Kontroll Karotinoidok  Oligoszacharidok Antocianinok P
VI||(l:lsrrr1]())ssz 360,74+252°  372,88+432°  379,93+3,66°  338,2043,13% p<0,0001
V'"“?flzrﬁ')esseg 44,620,887  38,62+054%  40,740,78%  40,80:0,63%  p<0,0001
VOMICIES | 4796:042° 45526069 4818:051°  4491+101%  p=00048

vastagsag (um)

a, b = Soronként az eltérd betiik szignifikans kulonbséget jeldinek.

Az eredmények atlag + SEM értékekben jelennek meg.
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Az eredményeinkhez hasonléan, a vords arnyékhal (Sciaenops ocellatus)
kiilonb6z6 bélszakaszaiban a villusok hossza véltozatlan maradt a frukto-
oligoszacharidok, a galakto-oligoszacharidok, a mannan-oligoszacharidok és galakto-
gluko-mannanok (10-10 g/kg) hatasara is (ZHOU és mtsai, 2010).

YUJI-SADO és mtsai (2015) szintén a bélfal izomrétegének vastagsagat
vizsgaltadk a nilusi tilapia (Oreochromis niloticus) esetén. A kisérletikben 30 és 60
napon keresztil 0,2, 0,4 és 0,6%-ban mannan-oligoszacharidokat alkalmaztak.
A méréseik soran a 30. napon gyiijtott mintaknal csupan a 0,2%-0s kiegészités hatasara
maradt valtozatlan, mig a 60. napon gylijtott mintaknal egyik koncentréacié hatasara sem
kilénbozott a bélfal izomrétegének vastagsaga.

Az eredményeinkkel ellentétben, SAMAVAT és mtsai (2019) 12,5 és 25 mg/kg-
ban flavonoidokat tartalmazé grapefruit kivonattal kiegészitett takarmany hatasara
hosszabb és szélesebb villusokat mértek a gyongyds koncér (Rutilus frisii kutum) eliilsé
bélszakaszédban. YUJI-SADO és mtsai (2015) ugyancsak hosszabb bélbolyhokat
figyeltek meg a nilusi tilapia (Oreochromis niloticus) eliils6 béltraktusaban, amikor 30
napon keresztll 0,2 és 0,4% mannan-oligoszacharid kiegészitést alkalmaztak. A kisérlet
30. napjan a 0,4%-0s mannan-oligoszacharid kiegészités hatasara a bélfal
izomrétegének vastagsaga is nott. A kisérletet tovabb folytattdk, azonban a 60. napon
mar egyik paraméternél sem tapasztaltak kilonbséget.

Kovetkeztetéskeént elmondhato, hogy a taplaléanyag-felszivodas
a kontrollcsoport esetén lehet a leghatékonyabb, mig az emészthetdség szempontjabol
az antocianinos kezelésnél hatranyt jelenthetnek a rovidebb és keskenyebb villusok,

valamint a kisebb bélfal izomréteg-vastagsag.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Kutatasunk soran kilénféle bioaktiv novényi hatéanyagok (karotinoidok,
oligoszacharidok, antocianinok) hatdsat vizsgaltuk a brojlercsirke immunolégiai és
intesztinalis morfolégiai paramétereire, a bél-mikrobiota Osszetételére, valamint
a viselkedésre és az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

Az altalunk alkalmazott karotinoidok, oligoszacharidok és antocianinok nem
befolyésolték a 42 napos brojlercsirkék él6stlyat, tovabba valtozatlan maradt az atlagos
napi sulygyarapodas is. A hatéanyagok koziil a B-glikan kezelés (83 g/hap/madar),
az oligoszacharidos Kkiegészités (82 g/nap/madar) és az antocianinos kiegészités (88
g/nap/madar) hatéséra nétt az atlagos napi takarmanyfelvétel a kontrollcsoporthoz
képest (73 g/nap/madar).

Az alkalmazott bioaktiv anyagok részben kedvezden Dbefolyasoltak
a brojlercsirke sejtes immunvalaszaban szerepet jatszd, gyulladésos paraméterek mRNS
szintjét. A karotinoidok, az oligoszacharidok és az antocianinok csokkentették a Iépben
mért proinflammatorikus interleukin-13 mRNS-expressziot, tovabba a karotinoidok
hatasara a gyulladaskelt6 interleukin-6 génexpresszidja is csokkent a Iépben. Ezen
eredmények alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az alkalmazott karotinoidok,
oligoszacharidok és antocianinok képesek lehetnek a gyulladaskeltd citokinek
kifejezodését gatolni, ezaltal csokkenthetik a gyulladds mértékét. Ebbol adddoan,
a karotinoidok, az oligoszacharidok és az antocianinok a sejtes immunvalasz potencialis
immunmodulatorai lehetnek. A pozitiv kontrollként alkalmazott B-glikan-kiegészités
hatdsara a toll-like receptor 5 mutatott alacsony génexpressziét az antocianinokkal
kezelt egyedekhez képest, mely a mikrobiota hasznos baktériumainak névekedésével és
a patogének csékkend kolonizacidjaval hozhatd Osszefiiggésbe.

Azon citokineknél, melyeknél mRNS szinten valtozast tapasztaltunk, a bioaktiv
ndvényi hatéanyagok hatasat fehérjeszinten is megvizsgaltuk. Eredményeink alapjan
az IL-1B és IL-6 fehérjeknél a kezelések hatasara nem tapasztaltunk valtozast, amely
tobb tényez6 fliggvénye is lehet. Az mMRNS- és fehérje-expresszio kozotti killonbségeket
okozhatjak az mRNS poszt-transzkripcios folyamatai, a fehérjék kiilonb6zo fél-
életideje.

A bioaktiv névényi hatdanyagok hatasanak vizsgalatat elvegeztiik a brojlercsirke
verplazma IgG szintjére is, melynél az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le: a kezelések

kozil a pozitiv kontroll (B-glikan) csoport és az oligoszacharidok hatasara nott
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a verplazméban az IgG koncentracio, ezaltal a B-glikdn és az oligoszacharidok
fokozhatjak a humoralis immunvalasz kialakulasat. Az IgG a madaraknal az elsédleges
antitest-valasz sordn — az IgM utan — termelédik, a masodlagos antitest-valasz soran
pedig elsédleges izotipus. Ez alapjan megallapithato, hogy a p-glikan és
az oligoszacharidok humoralis immunfunkciot javito hatassal birhatnak. Erdemesnek
tartjuk a madaraknal jellemz6, mas immunoglobulinok (IgM, IgA) vizsgélatat is, annak
érdekében, hogy az alkalmazott bioaktiv hatéanyagok humoralis immunvalaszra
kifejtett hatasarol tovabbi informéaciokkal rendelkezziink.

Megvizsgaltuk a p-glukdn, a karotinoidok, az oligoszacharidok és
az antocianinok hatésat a csirkebél morfoldgiai paramétereire is, melynél az aldbbi
eredményeket kaptuk. A kezelések pozitiv hatast gyakoroltak a brojlercsirke ileum
(csip6bél) morfologidjara, ugyanis a karotinoidok, az oligoszacharidok és
az antocianinok egyarant novelték a villusok hosszat; a p-glikan és az antocianinok
hatasara nagyobb volt a villushossz:kriptamélység aranya; a teljes bélnyalkahartyaréteg
pedig a B-glikén, az oligoszacharidok és az antocianinok hatasara is vastagabb lett.
Ebbbl adddoan, a felhasznalt ndvényi hatéanyagok novelték a brojlercsirkénél
a téapladléanyagok felszivodasara rendelkezésre allo fellletet, ezaltal a vizsgalt
hatbéanyagok javithatjdk az emésztési funkciokat és kedvez6 hatast gyakorolhatnak
a taplaléanyag-felszivodasra. Fontosnak tartjuk a vékonybél tovabbi szakaszainak
(duodenum, jejunum) morfologiai vizsgalatat, annak érdekében, hogy a lehetséges
pozitiv morfoldgiai valtozasokat a teljes vékonybéltraktusra vetitve tudjuk
megallapitani.

A novényi eredetii bioaktiv anyagok hatasara a brojlercsirke bél-mikrobiota
Osszetételében bekovetkezd valtozasokat meghatarozva arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy a vizsgalt Lactobacillus, Bifidobacterium, Clostridium, Campylobacter,
Salmonella és Escherichia coli baktériumcsoportok kozil a karotinoidok és
az antocianinok hatasara novekedett a Bifidobacteriumok relativ aranya.
A Bifidobacterium nemzetség a hasznos mikrobakhoz sorolhatd, a béltraktus
probiotikus baktériumai kozé tartoznak és mas elényds mikrobak élettevekenységét
fokozzak. Szerepuk van tovabba a bél mikrobialis egyensulyanak fenntartasaban. Ebbol
adddoan, a karotinoidok és az antocianinok kedvezd hatdsa a mikrobiota kialakuldsa
sorén is megjelenhet és az emlitett hatéanyagoknak fontos szerepe lehet a béltraktus
mikrobialis egyensulyanak fenntartasaban.
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Megfigyeltiik, hogy az alkalmazott ndvényi hatdéanyagok miként hatnak
a brojlerek viselkedésére, melynek soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
a karotinoidok, az oligoszacharidok €és az antocianinok egyarant fokoztak
a takarmanycsipegetés gyakorisadgat. Ebb6l adodoan, a felhasznalt novényi kivonatok
valésziniileg nem rendelkeznek rossz izzel/illattal. A  komfortérzetre utald
szarnynyujtogatés tevékenysége a karotinoidos és az antocianinos kezelés hataséra volt
a leggyakoribb, ami utalhat az emlitett hatdanyagok lehetseges immunmodulalo és
stresszhatast csokkentd hatasara. A pihenés tevékenységének megfigyelése soran
a legtobb pihend madarat a kontrollcsoportnal és a B-glikan kezelésnél szamoltuk, ami
ugyancsak mutathatja az emlitett hatdanyag stresszhatast csokkent6 tulajdonsagat.

Az alkalmazott karotinoidok, oligoszacharidok és antocianinok hatasanak
vizsgalatat elvégeztik a ponty immunoldgiai és intesztinalis morfologiai paramétereire
nézve is, melynek soran az alabbi kdvetkeztetéseket vontuk le: megallapitottuk, hogy
sem a karotinoidok, sem az oligoszacharidok, sem pedig az antocianinok nem
gyakoroltak hatast a specifikus immunrendszer részeként a sejtes immunvéalaszban
szerepet jatszo citokinek (IL-1p, IL-8, TNF-o, IRF-1) mRNS szintjére. Fontosnak tartjuk
ezért a ponty immunvalasza soran jellemzden jelen 1évd, egyéb immunfaktorok (példaul
lizozim-C, TGF-B, NF-xB 1tvonal) génexpresszidjanak, valamint a humoralis
immunitasban szerepet jatszo, a pontynal jellemz6 immunoglobulinok (IgM vagy IgD)
vizsgalatat.

A Kkarotinoidok, az oligoszacharidok és az antocianinok hatésat a ponty
intesztinalis morfoldgiai tulajdonséagaira nézve ugyancsak meghataroztuk, mely soran
a kozépbél kozépsé szegmensét vizsgaltuk. Eredményeink alapjan megéllapitottuk,
hogy a karotinoidok és oligoszacharidok hatasara nem valtozott, mig az antocianinok
hatasara csokkent a villusok hossza. A bélbolyhok szélessége a kontrollcsoporthoz
képest a karotinoidok, az oligoszacharidok és az antocianinok hatasara is keskenyebb
volt. A belfal izomrétegének mérése sordn a karotinoidok és az oligoszacharidok
hatasara nem valtozott, mig az antocianinok hatasara csokkent az izomréteg vastagsaga.
Ebbdl adddodan, az alkalmazott hatéanyagoknak a kozépbél morfologiai képleteire
kifejtett kedvezd hatasat a pontynal nem sikeriilt kimutatnunk. Tovabbi eredmények
érdekeében fontosnak véljiik méas bélszakaszok (elébél, utobél) morfologiai vizsgalatat is

elvégezni.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A Kkarotinoidoknak, az oligoszacharidoknak és az antocianinoknak a brojlercsirke

immunoldgiai és intesztindlis morfologiai paramétereire, a bél-mikrobiotara, valamint

a ponty immunologiai és intesztinalis morfoldgiai paramétereire gyakorolt hatasanak

vizsgalata soran az alabbi Uj tudomanyos eredmények szilettek:

1.

Az alkalmazott karotinoidok, oligoszacharidok és antocianinok nem gyakoroltak
hatdst a brojlercsirkék élosulyara, valamint a napi sulygyarapodésra.
A kontrollcsoporthoz  képest (73 g/nap/madar) a pB-glikén-kiegészités
(83 g/nap/madar), az oligoszacharidok (82 g/nap/madar) és az antocianinok

(88 g/nap/madar) is novelték a napi takarmanyfelvételt.

Megallapitottam, hogy a karotinoidok, az oligoszacharidok és az antocianinok
potencialis  immunmodulatorok  lehetnek a  brojlercsirke  gyulladasos
immunvalaszanak kialakulasa soran, miutan a proinflammatorikus IL-7/5 mMRNS
szintjét a lépben mindharom hatéanyag csokkentette. A karotinoidok 80%-kal,
az oligoszacharidok 70%-kal, az antocianinok 80%-kal alacsonyabb IL-1p
génexpresszios szintet eredményeztek. A karotinoidok hatasara 80%-kal csokkent a

gyulladaskelt6 IL-6 mRNS szintje is.

A B-glukén és az oligoszacharidok a brojlercsirke humorélis immunitasat javito
funkcioval birhatnak, miutdn hatasukra a vérplazma IgG szintje magasabb lett
(252,1 ng/ml és 253,5 ng/ml) a kontrollcsoporthoz (196,4 ng/ml) képest.

A B-glukan 22%-kal, a karotinoidok 14%-kal, az oligoszacharidok 20%-kal és
az antocianinok 16%-kal novelték a brojlercsirke bélbolyhainak hosszat.
A B-glikén (8,57) és az antocianinok (7,12) novelték a villushossz:kriptamélység
aranyait a kontroll egyedekhez (5,83) képest. A B-glikan és az oligoszacharidok
hatasara 14-14%-kal, az antocianinok hatadsara 11%-kal vastagabb lett
a bélnyalkahartyaréteg is. Az alkalmazott hatéanyagok pozitiv hatassal lehetnek

a brojlercsirkék taplaldanyag felszivodésara.
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Megallapitottam, hogy a karotinoidok és az antocianinok elényds hatassal lehetnek
a  brojlercsirke  bél-mikrobiota  Osszetételére, miutdn az  emlitett
takarmanykiegészitbk majdcsak 40%-kal novelték a Bifidobacteriumok relativ

aranyat.

Az alkalmazott hatéanyagok a brojlerek viselkedését is befolyasoltdk, miutan
a karotinoidok, az oligoszacharidok és az antocianinok is novelték
a takarmanycsipegetés gyakorisagat, valamint az karotinoidok és az antocianinok
hatdsara a komfortérzetet jelz6 szarnynyujtogatés tevékenysége is gyakrabban
elofordult.

A karotinoidok, az oligoszacharidok és az antocianinok lehetséges immunmodulal6
hatdsdt a pontynal nem figyeltem meg. A felsorolt hatéanyagoknak a ponty

bélmorfoldgiai paramétereire Kifejtett kedvez6 hatasat sem sikerdlt kimutatni.
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8.

GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK

A dolgozat eredményei alapjdn az egyes novényi eredetli, bioaktiv

hatéanyagokrél megéllapithatd, hogy milyen Kkedvez6 hatast gyakorolhatnak

a termelésre:

1.

A p-glikan pozitivan hathat a taplaléanyag-felszivodasra, tovabba a humoralis

immunitas szempontjabdl is potencialis immunstimulator lehet.

A kutatas soran vizsgalt karotinoidok a brojlercsirkénél akutfazis valaszreakcion
keresztill képesek a gyulladasos reakciok csokkentésére és a sejtes immunvalasz
potencialis immunmodulatorai lehetnek. Alkalmazédsuk javasolt a taplaléanyag-
felszivodas javitasdnak szempontjabdl is. A brojlerek  béltraktusaban
a Bifidobacterium nemzetség novelésével az megfelelé mikroflora egyensulyanak

kialakulasahoz is hozzajarulhat.

Az alkalmazott, magas arabino-galakt6z  tartalmd  oligoszacharidok
(prebiotikumok) felhasznaldsa javasolt a tyuk gyulladasos faktorainak enyhitése,
ezaltal a sejtes immunvélasz, valamint a humoralis immunvalasz fokozéasanak
céljabdl. Az emlitett hatéanyag a bélmorfometriai paraméterek kozil a villusok
hosszéanak, valamint a bélnyalkahartyaréteg vastagsdganak novekedését is

elésegitheti.

A vizsgalatok soran felhasznélt antocianinok a brojlerek esetén gyulladascsokkent6
szereppel  rendelkezhetnek, = mindemellett  pozitiv  hatassal  lehetnek
a bél morfoldgiai tulajdonséagaira, tovabba pozitiv hatast gyakorolhatnak a bél-

mikrobiota kedvez6 baktériumainak (Bifidobacteriumok) aranyara.

96



9. OSSZEFOGLALAS

Az allatgydgyaszati célbol felhasznalt antibiotikumok szerepe jelent6s, am nem
megfelelé alkalmazasuk egyre nagyobb aggalyt jelent az antibakteridlis szerekre
rezisztens patogenek miatt. Ezaltal, szdmos kutatas iranyul olyan naturdlis eredetii
alternativak vizsgalatara, amelyek termeszetes Uton segithetik a gazdasagi haszonéallatok
védekezOképességének kialakulasat. Ilyen természetes hatéanyagok lehetnek tébbek
kozott az antioxidansok, a pro- és a prebiotikumok, valamint az immunstimulald
novényi  kivonatok. Kutatdsunk sordn célul tiztik ki a karotinoidok,
az oligoszacharidok és az antocianinok lehetséges immunmoduléld, tovabba
az intesztinalis morfologiara és mikrobiotara kifejtett hatdsanak vizsgalatat
a brojlercsirke esetén. A hatéanyagok immunoldgiai, tovabba a bélmorfoldgiai
paraméterekre gyakorolt hatasanak vizsgalatat a ponty esetén is elvégeztik.

A brojlerkisérlet beallitdsa Ross 308 genotipusu brojlercsirkékkel tortént, ahol
a kontrollcsoporton kivil kialakitasra kerilt egy pozitiv kontrollcsoport is, melynél
a bizonyitottan immunmodulans hatassal rendelkez6 B-glikant 0,05%-ban alkalmaztuk
takarmanykiegészitéként. A tovabbi kezelések a karotinoidokat, az oligoszacharidokat
és az antocianinokat 0,5%-ban tartalmaztdk. A kisérlet ideje 42 napig tartott.
A felhasznalt bioaktiv anyagok nem gyakoroltak hatast 42 napos korban a brojlercsirkék
¢lostlyara, valamint nem befolyasoltak az atlagos napi sUlygyarapodast sem.
A B-glukén, az oligoszacharid és az antocianin-kiegészités a hizlalasi id6szakban
novelte az atlagos napi takarmanyfelvételt.

A Dbioaktiv ndvényi hatdéanyagok immunmodulalé hatasat génexpresszids
vizsgélatok keretében, gPCR modszerrel, a Iépben és csipdbélben MRNS szinten
hataroztuk meg a cellularis immunvalaszban szerepet jatszo interleukin-1p (IL-1p),
az interleukin-6 (IL-6), az interferon-a (IFN-a), az interferon-y (IFN-y) citokinek,
valamint a toll-like receptor 4 (TLR-4) és a toll-like receptor 5 (TLR-5) esetén.
A felsorolt citokinek és receptorok kozil a proinflammatorikus IL-7/8 mRNS szintje
csokkent a karotinoidok, az oligoszacharidok és az antocianinok hatasara is, tovabba
az ugyancsak gyulladaskelt6 IL-6 génexpresszids szintje is alacsonyabb lett
a karotinoidos kezelés esetén. Eredmenyeink alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy a felsorolt ndvényi kivonatok a gyulladaskeltd citokinek kifejezddését gatolhatjak,

ezéltal pozitiv szerepiik lehet a gyulladasos immunvalasz kialakuldsa soran. Mivel
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a citokinek a sejtes immunvélasz szignal fehérjéi, az emlitett hatéanyagok a cellularis
immunitas potencialis immunmodulatorai lehetnek.

A lehetséges immunstimulans hatast fehérjeszinten, szendvics ELISA modszer
segitségével is megvizsgaltuk az IL-1B és az IL-6 citokinek, valamint a humoralis
immunvalaszban részt vevo 1gG esetén. Az ELISA meérések alapjan a két citokin esetén
eltér6 fehérje-expresszidt hataroztunk meg a génexpresszids eredményekhez képest,
melynek kilonféle poszt-transzkripcids okai lehetnek, valamint a fehérjék kiilonb6z6
fél-életidejével is magyarazhatok. A vérplazma 1gG koncentracidja a B-glikan és
az oligoszacharidok hatéséra is emelkedett, ezaltal mindkét hatéanyagnak szerepe lehet
a brojlercsirkék humoralis immunitasanak fokozasaban.

A munkank sordn valaszt kerestink arra is, hogy az alkalmazott bioaktiv
hogyan befolyésoljak a taplaléanyagok felszivodasat. Ezeket a méréseket a csipObél
hats6 szakaszéban végeztiik, melynél a szoveti metszetek hematoxilin-eozin festést
kovetéen, mikroszkopi  kameraval  készitett fotok  segitsegével  keriiltek
tanulmanyozasra. Méréseink soran arra jutottunk, hogy a B-glikan, a karotinoidok,
az oligoszacharidok és az antocianinok egyarant novelték a bélbolyhok hosszat.
A B-gliikan és az antocianinok hataséara nagyobb lett a villushossz:kriptamélység aranya,
valamint a B-glikén, az oligoszacharidok és az antocianinok is novelték a mucosa
rétegének vastagsagat. Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy
az alkalmazott bioaktiv anyagok novelték a taplaloanyag-felszivodasra rendelkezésre
allo feliiletet, ezaltal eldny0s hatast gyakorolhatnak az emésztési funkciokra.

Kutatasunk soran megvizsgaltuk a névényi hatéanyagok hatasat a brojlerek bél-
mikrobiota 6sszetételére nézve is. A 16S rDNS-re tervezett primerparok segitségével,
PCR technikaval és agar6z gélelektroforézissel a Lactobacillus, Bifidobacterium,
Clostridium, Campylobacter, Salmonella és Escherichia coli baktériumcsoportok relativ
aranyait mertik meg. A DNS vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a karotinoidok és
az antocianinok is novelték a Bifidobacteriumok relativ aranyat, ezaltal fontos szerepik
lehet a bél mikrobialis egyensulyanak fenntartasaban.

Megvizsgaltuk tovabbd az alkalmazott hatéanyagok hatadsat a brojlerek
viselkedesere is, melynel azt tapasztaltuk, hogy a karotinoidok, az oligoszacharidok és
az antocianinok hatasara gyakoribba valt a takarmanycsipegetés, ami jelezheti, hogy
a felsorolt  hatéanyagok nem  rendelkeznek  kellemetlen  izzel/illattal.

Az ivovizfogyasztas gyakorisaga az egyes kezelések hatasara nem valtozott.
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A karotinoidok és az antocianinok hatasara tobbszor figyeltik meg a szarnynyuljtogatas
tevékenységét is, ami a madarak komfortérzetére és a felsorolt hatéanyagok lehetséges
stresszhatast csokkent6 tulajdonsagara utalhatnak.

A halakkal végzett kisérletet egynyaras pontyokkal Aallitottuk be.
A kontrollcsoporton kivil az egyes kezelések a karotinoidokat, az oligoszacharidokat és
az antocianinokat tartalmaztdk 1%-ban. A Kkisérlet ideje 6 hétig tartott, a mintavétel
a 6. héten tortént. Az alkalmazott hatéanyagok lehetséges immunstimulans hatasat
ugyancsak génexpresszios vizsgalatokkal végeztikk a Iépben és a béltraktus kozépséd
szakaszaban az IL-1p, az IL-8, a TNF-a és az IRF-1 citokineknél. A vizsgalatok soran
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az alkalmazott hatéanyagok nem gyakoroltak
hatdst sem a Iépben, sem a bélszakaszban mért citokinek mMRNS szintjére.
A béltraktusban mért IL-15 génexpresszids szintje a karotinoidok hatdsara csokkent,
az antocianinos kezeléshez képest.

A bioaktiv novényi hatéanyagok hatasanak vizsgalatat elvégeztik a ponty
béltraktusanak morfologiai tulajdonsagaira is, a kozépbél kozépsd szakaszarol gyiijtott
mintdkbol, a metszetek hematoxilin-eozin festését kovetden. A mérések soran azt
az eredményt kaptuk, hogy az alkalmazott kezelések hatdsara a villusok hossza nem
valtozott (karotinoidok, oligoszacharidok), vagy csokkent (antocianinok). A novényi
eredeti hatdéanyagok a villusok szélességét csokkentették. A bélfal izomrétegének
vastagsagat  nem befolyasoltdk  (karotinoidok, oligoszacharidok)  vagy
az izomrétegvastagsag csokkent (antocianinok), igy az alkalmazott hatéanyagok pozitiv
hatasat a ponty taplaldéanyag-felszivédasanak meghatarozasanal nem siker(lt

kimutatnunk.
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10. SUMMARY

The application of antibiotics in veterinary medicine is indispensable, however,
inappropriate usage has led to increasing concerns due to pathogens resistant to
antimicrobial agents. Therefore, many natural alternatives are being investigated these
days, to strengthen the defense system of poultry and fish. These potential natural
compounds are antioxidants, probiotics or prebiotics, and immunostimulant plant
extracts. In our research, we aimed to study the effects of carotenoids, oligosaccharides,
and anthocyanins on immunological parameters, intestinal morphology, and microbiota
of broiler chicken. Effects of mentioned bioactive plant extracts were examined on fish
immunological parameters and intestinal morphology as well.

Ross 308 genotype broiler chickens were placed into experimental groups. The
dietary treatments consisted of the control group (basal diet), the B-glucan considered as
positive control and supplementation of carotenoids, oligosaccharides, or anthocyanins.
B-glucan was added to the basal diet at 0.05%, the other treatments contained 0.5% of
each bioactive extract. The experiment lasted for 42 days. The applied bioactive
compounds affected neither the live weight of broiler chickens on day 42 nor the
average daily gain. B-glucan, oligosaccharides, and anthocyanins increased average
daily feed intake through the entire feeding period (1-42 days).

Examination of immunomodulant effects of bioactive compounds was carried
out with gene expression analysis. A quantitative PCR was used to evaluate the mRNA
levels of IL-1p, IL-6, IFN-a, IFN-y cytokines, and TLR-4, TLR-5 receptors. Among the
mentioned cytokines and receptors, gene expression levels of pro-inflammatory IL-15
decreased after carotenoid, oligosaccharide, and anthocyanin supplementations.
Carotenoids could result in a lower gene expression level of pro-inflammatory IL-6.
Based on these results, the applied bioactive extracts could inhibit the expression of
some pro-inflammatory cytokines and may have a positive impact on inflammatory
responses. Since cytokines act as signal proteins between cells during immune
responses, the examined bioactive compounds can be potential immunomodulators of
cellular immunity.

Possible immunostimulant effects of bioactive compounds were investigated on
protein level as well, and concentrations of IL-1f, IL-6, and 1gG were investigated by
sandwich ELISA assays. Based on the ELISA assay measurements, concentrations of

the cytokines showed differences compared to the gene expression levels, which may be
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due to various post-transcriptional mechanisms or the different half-lives of proteins. p-
glucan and oligosaccharides could reach a higher concentration of plasma 1gG, thereby
those compounds may improve the chicken humoral immunity.

In our experiments, we investigated the effects of the bioactive compounds on
the intestinal morphology of broiler chickens, which can be referred to as nutrient
absorption. Morphological measurements were carried out from terminal ileum
segments, which were stained with hematoxylin-eosin. Photos were taken from stained
segments and villus height, crypt depth, villus height to crypt depth ratio, and total
mucosa thickness were determined. Based on the measurements, -glucan, carotenoids,
oligosaccharides, and anthocyanins resulted in higher villus length, B-glucan and
anthocyanins could reach higher villus length to crypt depth ratios, and B-glucan,
oligosaccharides, and anthocyanins thickened total mucosa. These findings indicate an
increased absorption area in the ileum of broiler chicken, therefore the examined natural
compounds may have beneficial effects on digestive functions.

In this research, we also examined the effects of natural plant extracts on the

intestinal microbiota of broiler chicken. Primer pairs were designed using the 16S
rDNA region for each bacterial group and the relative proportion of Lactobacillus,
Bifidobacterium, Clostridium, Campylobacter, Salmonella, and Escherichia coli were
determined with the PCR technique. Based on the band intensity of PCR fragments,
carotenoids and anthocyanins could reach a higher relative proportion of
Bifidobacterium, therefore, these compounds may have a role in maintaining the
microbial balance in the gut.
Effects of the applied natural compounds were also investigated on chicken behavior,
when carotenoids, oligosaccharides, and anthocyanins affected feed pecking positively,
which may suggest the desirable smells/flavors of the mentioned compounds. Feed
additives did not alter water drinking. Carotenoids and anthocyanins increased the
frequency of wing stretching, which can be referred to as comfort feeling.

The fish experiment was carried out with common carp juveniles. Carp were
assigned into 4 experimental groups consisted of the control group (basal diet), and
other treatments were supplemented with carotenoids, oligosaccharides, or anthocyanins
at 1%. The experiment lasted for 6 weeks and samples were collected on the 6th week.
Potential immunostimulant effects of carotenoids, oligosaccharides, and anthocyanins
were investigated by gene expression analysis on mRNA levels of IL-74, IL-8, TNF-a,

and IRF-1 in the spleen and the middle part of the intestinal tract. Neither carotenoids,
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oligosaccharides, nor anthocyanins affected mRNA expression levels of the mentioned
cytokines compared to control birds, however, carotenoids resulted in lower gene
expression level of intestinal IL-/4 contrasted to anthocyanin-fed birds. Based on the
results, we concluded the applied bioactive agents did not affect the mRNA level of
examined cytokines neither in the spleen nor in the intestine.

Effects of carotenoids, oligosaccharides, and anthocyanins were also
investigated on fish intestinal morphology, and segments were collected from the
middle part of the mid-intestine and stained with hematoxylin-eosin. No alterations
were found in the length of villi after carotenoid and oligosaccharide supplementations,
and villus length was smaller in anthocyanin treatment. The applied carotenoids,
oligosaccharides, and anthocyanins decreased the width of villi. Carotenoids and
oligosaccharides did not influence the thickness of the intestinal muscular layer, while
anthocyanins decreased the mentioned parameter. In the fish experiment, the applied
bioactive compounds did not impact nutrient absorption positively.
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Az értekezés elkészitését a GINOP-2.3.2-15-2016-00042, valamint az EFOP
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1. melléklet

A vegyszerek jegyzeke
Vegyszer neve Gyarto
AccuGENE, RNaz-, Dndz mentes viz Lonza
Agaréz Lonza
dinatrium-hidrogenfoszfat-dodekahidréat Sigma-Aldrich
DirectZol™ RNA MiniPrep Kit Zymo Research
dNTP VWR
DreamTaq Hot-Start DNA Polymerase kit | Thermo Fischer Scientific
ecetsav Sigma-Aldrich
Escherichia coli O55:B5 lipopoliszacharid | Sigma-Aldrich
etanol Molar
etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) VWR
E.Z.N.A.® Stool DNA Kit Omega Bio-tek
fiziologias sooldat B.Braun
formalin oldat Sigma-Aldrich
GeneRuler 100 bp DNS marker Thermo Fischer Scientific
hangyasav Sigma-Aldrich
HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix | Solys BioDyne
HPLC pigment reagens Merck
kalium-dihidrogén-foszfat Sigma-Aldrich
kalium-klorid Sigma-Aldrich
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit | Thermo Fischer Scientific
metanol Sigma-Aldrich
natrium-borohidrid Sigma-Aldrich
natrium-klorid Sigma-Aldrich
oligonukleotid primerek Integrated DNA Technologies
QnD chicken ELISA Kit Xingidi Biological Technology
gPCRBIO cDNA Synthesis Kit PCR Biosystems
trifluorecetsav Sigma-Aldrich
tris VWR
TRI Reagens Thermo Fischer Scientific
Xceed gPCR SG Hi-ROX Mastermix Institute of Applied Biotechnologies
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