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OSSZEFOGLALAS

A sertések emésztési sajatossagai és bélrendszeriik mikroba Osszetétele az életkorral
sertések takarmany-értékesitd képességére és egészségi allapotara egyarant, emiatt a
mikrobiom Osszetételét feltaré kutatasok jelentGsége ndvekszik. Jelen vizsgalatban két
sertéstelep kiilonbozd korcsoportjaitdl (malac 1. és II., hizd 1. és II., valamint koca)
gyljtottiink bélsar mintakat, amelyek segitségével megallapitottuk a Lactobacillus spp.
és a Bifidobacterium spp. korcsoportonként kialakuldé valtozasait. A baktériumok
mennyiségi meghatarozasat valos-idejii PCR moddszer segitségével végeztik.
Eredményeink alapjan 0Osszességében megallapithatd, hogy a Lactobacillus spp.
mennyisége mindkét vizsgalt telepen a malac 1. korcsoportban volt a legnagyobb. A
telepek kozott figyelemre méltod eltérés mutatkozott a Lactobacillus spp. mennyiségi
eloszlasaban. A Bifidobacterium spp. mennyisége mindkét telepen a malac 1. és IL
korcsoportokban volt a legkisebb ¢és altalanossagban az életkor eldrehaladtaval
fokozatosan ndvekedett.

QUANTITATIVE ANALYSIS OF LACTOBACILLUS SPP. AND
BIFIDOBACTERIUM SPP. IN FAECAL SAMPLES OF PIGS FROM
DIFFERENT AGE GROUPS

ABSTRACT

The digestive characteristics and the intestinal microbiota composition of pigs vary
considerably with age. The microbiota of the digestive tract can have a remarkable impact
on both the feed conversion efficiency and the health status of pigs, and therefore the
importance of research on pig microbiome composition is increasing. In the present study,
faecal samples were collected on two different farms from various age groups of pigs
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(piglet 1 and II, grower | and Il, and lactating sow) to determine the variation of
Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp. quantities in different age groups. Bacteria
were quantified by real-time PCR. Based on our results it was concluded that the piglet |
group had the highest levels of Lactobacillus spp. on both analyzed farms. There was a
remarkable difference in the quantitative distribution of Lactobacillus spp. between the
two farms. Bifidobacterium spp. were the lowest in piglet groups | and Il on both farms,
and — in general — Bifidobacterium spp. increased parallel with age.

BEVEZETES

Jelenlegi ismereteink szerint a malacok bélrendszere kozvetlenill a megsziiletés el6tt
még gyakorlatilag mikroba-mentes, majd rendkiviil gyors valtozasokon megy at, mig a
baktérium-koncentracid ugrasszerii novekedése mellett a kor elrehaladtaval kialakul a
viszonylag stabil, kifejlett egyedekre jellemz6 mikrobiota (Qi et al., 2021). Amellett,
hogy a tapanyagok felszivodasat és emésztését eldsegiti, a sertés mikrobidtanak nagy
jelentdsége van az immunrendszer funkcidinak fejlodésében és szabalyozasaban, a
takarmany energia-tartalmanak értékesiilésében, egyes szervek fejlodésében, valamint a
sertés teljes szervezetét érintd betegségek kialakulasaban (Duarte és Kim, 2022). A
mikrobak a sertés béltraktusaban rendkiviil sokféle anyagcseretermék eldallitasaért
felelosek, mint példaul rovid szénlancu zsirsavak, aminosav szarmazékok, bakteriocinek
(Wegh et al., 2019).

A bélsar mikrobiota Osszetétele nagymértéki korrelaciot (0,75) mutat a vastagbél
Osszetételével, mig a vékonybél bakterialis florajat illetéen mérsékelt-kozepes (0,38) a
hasonlésag (Zhao et al., 2015). Az emésztérendszer kedvezd egyensulyi allapotat
(eubidzis) a probiotikus hatassal biro Lactobacillus és Bifidobacterium spp. nagy aranya
jellemzi (Herceg et al., 2020).

A Lactobacillus fajok probiotikus célti felhasznalasanak a sertés takarmanyozasaban
egyre novekvd jelentoséget tulajdonitanak, mivel kedvezd hatasukat figyelték meg a
novekedési erély és a hasitott test mindségének javitasaban; fokozzak a béltraktus
anyagcsere kapacitasat, hozzajarulnak a mikrobidlis egyensuly fenntartasdhoz ¢és
altalanossagban a mikrobidta biztonsagos tagjainak tekinthet6ek (Valeriano et al., 2016).
Szamos Bifidobacterium faj szerepét hangsulyozzak a megfeleld bélallapot
kialakitasaban és fenntartasaban. Pang et al. (2022) probiotikus Bifidobacterium animalis
kiegészités mellett valasztott malacok esetében jelentds mértékli ndvekedésrdl és a
hasmenés kisebb aranyti megjelenésérél szamoltak be.

ANYAG ES MODSZER

A mintavételezést két nagy létszamu sertéstelepen végeztiik. Mindkét telepen 6t azonos
korcsoportot valasztottunk ki és minden korcsoportbol 5-5 friss bélsar mintat gytijtottiink.
A csoportok kijeldlésénél fontos szempont volt, hogy a korcsoportokat legalabb két hete
az adott takarmanykeverékkel etessék. A korcsoportokat mindkét telep esetében a
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lehetdségekhez mérten azonos koru egyedekbdl valasztottuk ki. A korcsoportok alapjan
az 0t mintavételi csoportot a malac I-IL., hiz6 I-1I., és koca elnevezések jelentik. Mindkét
telep esetén ugyanazt az elnevezést hasznaltuk a korcsoportokra, a telepeket pedig ,,A”-
val és ,,B”-vel jeloltik. Az ,,A” és ,,B” telep dllomanyat tekintve hasonld kort egyedek
voltak fellelhetdek, az eltérések az egyes korcsoportokban minimalisak.

Az ,,A” telep esetén a malac 1. csoport egyedei 6 hetesek, a malac Il. csoport egyedei
10 hetesek, a hizo 1. egyedei 21 hetesek, a hiz6 II. csoport egyedei pedig 26 hetesek voltak
a mintavétel id6pontjaban. A kocak mintavételét tigy idézitettiik az ,,A” telepen, hogy az
a varhato fialas el6tt 6t nappal torténjen.

A ,,B” telep esetén a malac 1. csoport egyedei 7 hetesek, a malac 1. csoport egyedei 10
hetesek, a hizo 1. egyedei 21 hetesek, a hizo II. csoport egyedei pedig 23 hetesek voltak.
A kocék a ,,B” telep esetében a mintavételt megel6z6en harom nappal fialtak.

A DNS izolalast alapvetéen Machiels et al. (2000) protokollja alapjan, de kisebb
mintamennyiséggel (0,5 g) végeztik, a tovabbi vizsgalatok kezdetéig az izolalt DNS

s

A vizsgalt baktérium csoportok (6sszes baktérium, Lactobacillus spp., Bifidobacterium
spp.) relativ mennyiségi vizsgalatat kvantitativ, valds ideji polimeraz lancreakcio (qPCR)
segitségével végeztik el. A reakciok soran felhasznalt primerek szekvencidjat az 1.
tablazatban mutatjuk be. A 25 ul-es reakciok Osszeallitasa soran 12,5 ul SYBR Green
gPCR Master Mixet (Thermo Scientific), 1-1 pl forward és reverse primert (Integrated
DNA technologies), 9,5 ul nukledzmentes vizet (Thermo Scientific), végil 1 pl izolalt
DNS-t (200 ng) hasznaltunk fel. A reakciokat Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR Detection
System késziilékben futtattuk a kovetkezo beallitasokkal: kezdeti denaturacié 95 °C-on
10 percig, majd 40 cikluson at denaturacio 95 °C-on 30 masodpercig, kapcsolodas vagy
annealing 15 masodpercig, és elongacido 72 °C-on 15 masodpercig. A specifikus PCR-
termékek keletkezését a reakcio végére beallitott olvadasi analizissel ellendriztiik.

1. tablazat. A qPCR soréan alkalmazott primerek

Primer szekvencia (F, R; 5°-3°) Annealing | PCR-termék hossza

O (bp)

Osszes GTGSTGCAYGGYYGTCGTCA, 55 147

baktérium! ACGTCRTCCMCNCCTTCCTC

Bifidobacterium | CGCGTCCGGTGTGAAAG, 59 126

spp.2 CTTCCCGATATCTACACATTCCA

Lactobacillus AGAGGTAGTAACTGGCCTTTA, 59 391

spp.® GCGGAAACCTCCCAACA

Fuller et al. (2007), 2Malinen et al. (2003), *Xiang et al. (2011) alapjin
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EREDMENYEK ES ERTEKELES

Az ,A” telepen az Osszes baktériumok relativ mennyisége valamennyi vizsgalt
korcsoportban kiegyenlitettnek tekinthetd, illetve a kor eldrehaladtaval alapvetden enyhe
ndvekedést mutatott, tovabba viszonylag kevés baktérium volt megtalalhatd a malac I.,
hizé I-1l. és a koca csoportokban a ,,B” telep mintaival dsszevetve. Ugyanakkor az ,,A”
telep malac II. csoportjaban nagyobb 0sszes baktérium mennyiség figyelhetd meg a ,,.B”
telep hasonl6 csoportjahoz képest (1. dbra).
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1. abra. Az 6sszes baktérium relativ mennyiségének alakulasa a két vizsgalt sertéstelep
kiilonb6z6 korcsoportjaiban

A Lactobacillus értékeket megfigyelve (2. dbra) elmondhatd, hogy az ,,A” telepen az
¢életkor eldrehaladtaval altalanossagban csokken a relativ mennyiség. A legnagyobb
mennyiséget a malac 1. csoport egyedeinél mértiik, mig a masodik legmagasabb érték a
malac II. csoport egyedeinél figyelheté meg. A hizd I-II. és a koca csoportoknal a
Lactobacillus mennyiség kozel azonos értékii. Weiss et al. (2016) kisérletéhez hasonld
eredményt tapasztaltunk, ugyanis az ,,A” telep egyedei nagy mennyiségii arpat (20-37%)
fogyasztottak a takarméanykeverékiikben, amely jelentés nyersrosttartalma révén
hozzajarulhat a magasabb Lactobacillus értékekhez, mig a ,,B” telepen nem szerepelt arpa
a receptirakban. Mindkét telep esetén a malac 1. korcsoport egyedeinél volt a legnagyobb
a Lactobacillus spp. értéke, ami részben azzal magyarazhato, hogy a fiatal egyedekre a
laktaz enzim kifejezett aktivitasa jellemzo, amely a szénhidratok bontasakor savas
kozeget teremt, ezaltal kedvez a Lactobacillus spp. tagjainak.
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2. abra. A Lactobacillus spp. relativ mennyisége a két vizsgalt sertéstelep kiilonb6z6
korcsoportjaiban

A Bifidobacterium spp. relativ mennyiségét tekintve mindkét telep malacainak esetében

viszonylag alacsony értékeket figyeltiink meg (3. dbra). Az ,,A” telep esetében az életkor
elérehaladtaval, korcsoportonként né a Bifidobacteriumok szama. A ,,B” telep esetén ez
csak részben mondhato el, mert a hizd 1. korcsoport utan a hizdé II. és a koca
korcsoportoknal nagyobb mértékii visszaesés tapasztalhato. A Bifidobacterium spp.
mennyisége jelentds mértékben fligg a takarmany Osszetételének alakulasatol,
kifejezetten a nyersrost aranyatdl. A nyersrost aranya a sertések takarmanyozasaban a
valasztott malacok csoportjatdl kezdédden fokozatosan ndvekszik, mig a legnagyobb
rosttartalmat jellemzéen a vemhes kocéak csoportjaban sziikséges biztositani.
Sajat megfigyeléseinkhez hasonloan a takarmany nyersrost tartalmanak novelése és a
Bifidobacterium spp. mennyiségének novekedése kozotti Osszefiiggésrél szamoltak be
Heinritz et al. (2016). Kisérletiikben a nagy zsir- és kis rosttartalmi takarmany a
Lactobacillus spp. mennyiségét csokkentette a kis zsir- és nagy rosttartalmu izokalorikus
étrendhez viszonyitva.
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3. abra. A Bifidobacterium spp. relativ mennyisége a két vizsgalt sertéstelep kiilonb6z6
korcsoportjaiban

KOVETKEZTETES

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az Gsszes baktérium, a Lactobacillus spp.
¢s a Bifidobacterium spp. mennyisége nagymértékli eltéréseket mutat a vizsgalt
korcsoportokban, tovabba jelentés kiilonbség figyelheté meg az egyes telepi
koriilmények és takarmanyozasi protokoll mellett nevelt azonos korcsoportok kdzott is.
Az eltérd sertéstelepi koriilményektdl fiiggetleniil megfigyelhetd, hogy a Lactobacillus
spp. legnagyobb mennyiségben a malac I. kategoriaban mérhetd, mig a Bifidobacterium
spp. mennyisége a malac 1. korcsoportnal a legkisebb. A korcsoportokra jellemzo
mikrobidta egyensiuly megismerése és feltarasa érdekében elengedhetetlen a kiilonb6z6
nemzetségek mennyiségi vizsgalata, aminek segitségével az altalanosan jotékony hatdssal
rendelkez6 nemzetségek, fajok kiilsé forrasbol (pl. mikrobiodta transzplantacid) torténd
poétlasaval, dusitasaval lehet6ség nyilik az eubidzis célzott fenntartasara.

IRODALOMJEGYZEK

Duarte, M. E. — Kim, S. W. (2022): Intestinal microbiota and its interaction to intestinal
health in nursery pigs. Animal Nutrition. 8, 169-184.

Fuller, Z. — Louis, P. — Mihajlovski, A. —-Rungapamestry, V. — Ratcliffe, B. — Duncan, A.
J. (2007): Influence of cabbage processing methods and prebiotic manipulation of colonic
microflora on glucosinolate breakdown in man. British Journal of Nutrition. 98, 364-372.
Heinritz, S. N. — Weiss, E. — Eklund, M. — Aumiller, T. — Heyer, C. M. E. — Messner, S. —
Rings, A. — Louis, S — Stephan S. C. — Mosenthin, R. (2016): Impact of a high-fat or

161



TEMPFLI K.— BARANDI B. - LENCSES-VARGA E.

highfiber diet on intestinal microbiota and metabolic markers in a pig model. Nutrients.
5, 1-16.

Herceg E. B. — Lencsés-Varga E. — Szalai K. — Tempfli K. — Bali Papp A. (2020):
Mikrobiom kutatdsok a sertés mint modellallat segitségével. Acta Agronomica
Ovariensis. 61, 94-113.

Machiels, B. M. — Ruers, T. — Lindhout, M. — Hardy, K. — Hlavaty, T. — Bang, D. D. —
Somers, V. A. —Baeten, C. —von Meyenfeldt, M. — Thunnissen, F. B. (2000): New protocol
for DNA extraction of stool. Biotechniques. 28, 286—-290.

Malinen, E. — Kassinen, A. —Rinttila, T. — Palva, A. (2003): Comparison of real-time PCR
with SYBR Green I or 5'-nuclease assays and dot-blot hybridization with rRNA-targeted
oligonucleotide probes in quantification of selected faecal bacteria. Microbiology. 149,
269-277.

Pang, J. — Liu, Y. — Kang, L. — Ye, H. — Zang, J. — Wang, J. — Han, D. (2022):
Bifidobacterium animalis promotes the growth of weaning piglets by improving intestinal
development, enhancing antioxidant capacity, and modulating gut microbiota. Applied
and Environmental Microbiology. 88, e0129622.

Qi, R. — Qiu, X - Du, L. —Wang, J. - Wang, Q. — Huang, J. — Liu, Z. (2021): Changes of
gut microbiota and its correlation with short chain fatty acids and bioamine in piglets at
the early growth stage. Frontiers in Veterinary Science. 7, 617259.

Valeriano, V. D. V. — Balolong, M. P. — Kang, D. K. (2016): Probiotic roles of
Lactobacillus sp. in swine: insights from gut microbiota. Journal of Applied
Microbiology. 122, 554-567.

Wegh, C. A. M. — Geerlings, S. Y. — Knol, J. (2019): Postbiotics and their potential
applications in early life nutrition and beyond. International Journal of Molecular
Sciences. 20, 4673.

Weiss, E. — Aumiller, T. — Spindler, H.K. — Rosenfelder, P. — Eklund, M. — Witzig, M. —
Jorgensen, H. — Bach Knudsen, K. E. — Mosenthin, R. (2016): Wheat and barley
differently affect porcine intestinal microbiota. Journal of the Science of Food and
Agriculture. 96, 2230-2239.

Xiang, Z. T. — Qi, H. W. — Han, G. Q. — Liu, J. — Huang, Z. — Yu, B. (2011): Real-time
TagMan polymerase chain reaction to quantify the effects of different sources of dietary
starch on Bifidobacterium in the intestinal tract of piglets. African Journal of
Biotechnology. 10, 5059-5067.

Zhao, W. — Wang, Y. — Liu, S. — Huang, J. — Zhai, Z. — He, C. — Ding, J. — Wang, J. —
Wang, H. — Fan, W. — Zhao, J. — Meng, H. (2015): The dynamic distribution of porcine
microbiota across different ages and gastrointestinal tract segments. PLoS ONE. 10,
e0117441.

162



