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1. A doktori értekezés elozményei és célkitiizései

Az antimikrobidlis rezisztencia (AMR) a XXI. szazad egyik vezetd humdan- és
allategészségiigyi problémaja, amely teriiletek elvalaszthatatlanul kapcsolodnak egymashoz az
AMR kialakulasa és lekiizdése szempontjabdl. Az AMR kifejezés magaban foglalja barmely
mikroorganizmusban az ellene hasznalt kemoterapeutikummal szemben kialakulé ellenallast,
de leggyakrabban a baktériumokban antibiotikumokkal szemben megjelend rezisztenciat értjiik
a kifejezés alatt. Az antibiotikumokra rezisztens baktériumok széleskori el6fordulasa,
kiilonosen a multirezisztens (multidrug-resistant, MDR, azaz tobb hatéanyaggal szemben
egyarant ellenalld) korokozdk jelenléte nagymértékben megneheziti az altaluk okozott

fertdzések gyogykezelését, és a betegség mortalitdsanak ndvekedéséhez vezethet.

A bakteridlis AMR kialakulasanak hatterében a tilzott és helytelen antibiotikum hasznalat all,
amely a humén- ¢és allatorvoslas teriiletein egyarant megfigyelhetd, igy a probléma
visszaszoritasahoz is elengedhetetlen a két oldal Gsszefogasa, és kozos, tudomanyteriileteken
ativel6 intézkedések végrehajtasa (“Egy Egészség”, “One Health” megkozelités). Kiemelt
figyelmet érdemel a haszonallatokban torténd antibiotikum felhasznélas, amely Osszefiiggést
mutat az emberekben tapasztalt rezisztens baktériumok el6fordulasaval, elsdsorban az allati
eredetii élelmiszerekkel torténd terjedés kovetkezményeként. Sertésekben az Escherichia coli
¢és Salmonella fajok altal okozott gyomor-bélrendszeri fertézések nagy jelentéséggel birnak,
mivel mindkét patogén széleskortien eléfordul, potencialisan zoonotikus, és igen hajlamos
rezisztencia kialakitasara. Az altaluk okozott fertézések igy gyakran nehezen kezelhetdk, és

kozegészségiigyi jelentséggel is birnak az élelmiszerlanccal vald terjedés lehet6sége miatt.

Az AMR lekiizdésére szamos stratégia sziiletett, amelyek ko6zé tartozik az antibiotikum
alternativak kutatdsa. Ezen vegyiiletek Onalldan, vagy antibiotikumokkal kombinacidoban
alkalmasak lehetnek bakterialis fert6zések kezelésére és/vagy megel6zésére. Az antibiotikum
alternativak nagy csoportjaba sorolhatok tobbek kozott a flavonoidok, amelyek novényi eredetii

bioaktiv anyagok szamos, emberi ¢és allati egészségre gyakorolt jotékony hatassal.

Jelen kutatds célja az volt, hogy megvizsgaljuk egyes flavonoidok — sz6ldmag oligomer
proantocianidinek (GSOP) és luteolin (LUT) — hatékonysagat sertések zoondtikus baktériumok
(E. coli és S. enterica ser. Typhimurium) okozta gyomor-bélfertdzéseit modellezd in vitro
rendszerekben,  ezaltal  képet kapva  lehetséges  alkalmazhatosagukrol, — mint

takarmanykiegészitok sertések bakterialis bélfertdzéseinek megeldzésére és kezelésére.



Els6ként megvizsgaltuk a flavonoidok sejtéletképességre kifejtett hatdsat IPEC-J2 sertés
vékonybélham sejteken, hogy meghatarozzuk a biztonsagosan alkalmazhatd koncentracioikat
(Neutral Red festés). Ezt kdvetden a bélhamsejteket bakterialis (E. coli és S. Typhimurium
eredetli) endotoxinnal (lipopoliszacharid, LPS) kezeltilk, és vizsgaltuk a flavonoidok
antioxidans hatasat az LPS altal kivaltott oxidativ stresszel szemben (dikloro-dihidro-
fluoreszcein diacetat [DCFH-DA] és Amplex Red modszerek). Gram-negativ baktériumok altal
okozott fertdzések soran az endotoxin jelenléte sulyosbithatja a tiineteket, kiilonosen, amikor
antibiotikumos kezelés soran nagy mennyiségben szabadul fel. A tesztelt flavonoidokat
kiilonbozd koncentracidkban alkalmaztuk LPS-sel kombinacioban, hogy vizsgaljuk a hatasuk

esetleges koncentracio-fiiggését.

crer

sertésbol szarmazo, klinikai E. coli és S. Typhimurium izolatumokban, hogy megvizsgaljuk
esetleges bakteriosztatikus hatdsukat (mikrohigitdsos moddszer). Teszteltiik tovabba, hogy
mutatnak-e barmilyen interakciot (szinergizmus, antagonista vagy semleges hatas) harom,
sertésekben gyakran hasznalt antibiotikummal (amoxicillin, gentamicin, enrofloxacin)
egyiittesen alkalmazva (kereszthigitasos modszer). Ezek a szerek hatékonyak lehetnek E. coli
¢s S. Typhimurium fert6zések esetén, és mind a human, mind pedig allatgyogyaszatban

széleskorlien hasznaltak, de a rezisztencia gyakori veliikk szemben.

A kutatas harmadik fazisaban kialakitottunk egy ko-kultira modellt, amelyben IPEC-J2 sejteket
sertésbdl izolalt E. coli és S. Typhimuriummal fertéztiink, és vizsgaltuk a GSOP és a LUT
jotékony hatasait a korokozokkal szemben. A flavonoidokat ebben az esetben is kiilonb6zo
koncentraciokban teszteltiik, valamint vizsgaltuk azt is, hogy a fert6z¢s elétt, azzal egyiddben,
vagy utolagosan alkalmazva hogyan alakul a hatdsuk, ezzel modellezve lehetséges
hasznélatukat megeldzési és/vagy kezelési célokra sertések bakteridlis bélfertdzései esetén.
Teszteltiik hatasukat a sejtek reaktiv oxigéngyok (DCFH-DA és Amplex Red modszerek),
valamint interleukin-6 és interleukin-8 (IL-6, -8) szintjére (enzimhez ko6tott immunoszorbens
proba [ELISA]) a bakterialis fertézések altal okozott karos hatisok esetén. Ezeken tul
vizsgaltuk a GSOP és a LUT esetleges védOhatasat a korokozok altal kivaltott bélbarrier
karosodassal szemben (fluoreszcein-izotiocianat-dextran [FD4] proba), valamint, hogy
képesek-e gatolni a baktériumok IPEC-J2 sejtekhez torténd tapadasat (telepformald egység
[CFU] szamlalas).

Koszonhetden a vizsgalt koérokozok potencidlisan zoondtikus mivoltanak, eredményeink nem
csak az allatorvoslas, hanem a human egészségiigy szamara is hasznosak lehetnek a jovében.
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2. Az értekezés 0j tudomanyos eredményei

Jelen kutatas soran els6ként vizsgaltuk a sz616mag oligomer proantocianidinek (GSOP) és a

luteolin (LUT) jotékony hatasait bakterialis endotoxinnal (LPS) kezelt IPEC-J2 sertés

vékonybélham sejtekben, valamint IPEC-J2 — baktérium ko-kulturaban (azaz IPEC-J2 sejteket

Escherichia coli és Salmonella enterica ser. Typhimurium baktériumokkal fert6zve). Ezen tal

teszteltik a flavonoidok antibakterialis hatasat és esetleges antibiotikumokkal mutatott

interakcioit sertésbdl szarmazo, klinikai E. coli és S. Typhimurium izolatumokon.

A kutatas fobb eredményei a kovetkezok:

1.

Sem a GSOP (200 pug/ml koncentracidig), sem pedig a LUT (100 pg/ml-ig) nem
mutatott citotoxikus hatast IPEC-J2 sertés vékonybélham sejteken 1, 12 és 24 oras
kezelési idOk alatt.

A GSOP és a LUT egyarant csokkenteni tudtak az IPEC-J2 sejtekben kivaltott oxidativ
stresszt (intracellularis reaktiv oxigénszarmazékok szintjét) E. coli (0111:B4,
0127:B8) ¢és S. Typhimurium eredetti LPS-sel, valamint E. coli és S. Typhimurium in
vitro fert6zéssel szemben.

A GSOP és a LUT - bizonyos kezelési modokon alkalmazva — cs6kkenteni tudtak az
IPEC-J2 sejtekben E. coli és S. Typhimurium in vitro fertézés altal okozott gyulladast
(interleukin-6 és interleukin-8 szinteket) és bélbarrier karosodast.

A GSOP gatolni tudta az E. coli és S. Typhimurium baktériumok IPEC-J2 sejtekhez
valo tapadasat, mig a LUT nem mutatott adhéziogatld hatast egyik korokozdval
szemben sem.

A GSOP minimalis gatld koncentracidja (MIC értéke) minden vizsgalt, sertés eredett,
Klinikai E. coli és S. Typhimurium izolatum esetén 2048 pg/ml-nek bizonyult, mig a
LUT bakteriosztatikus hatasa ugyanezen baktériumok esetén mar 256 pg/ml-es
koncentraciondl megmutatkozott. Sem a GSOP, sem pedig a LUT jelenléte nem
befolyasolta a tesztelt antibiotikumok (amoxicillin, gentamicin, enrofloxacin)
hatékonysagat ugyanezen baktériumok esetén (az atlagos frakcionalt gatlo koncentracio

[FIC] indexek értéke 1.0000 és 1.4375 kozott alakult).

Eredményeink alapjan a GSOP és a LUT potencialis antibiotikum alternativak, amelyek a

jovében takarmanykiegészitoként alkalmazva hatékonyak lehetnek sertések E. coli és S.

Typhimurium altal okozott gyomor-bélfertdzéseinek megeldzésére és/vagy kezelésére.
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