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Roviditések jegyzéke

2D — kétdimenzios

3D — haromdimenzios

AMR - antimikrobidlis rezisztencia
ANOVA - egytényezds varianciaanalizis
CFU — colony forming unit

DCF - 2’,7’-diklorofluoreszcein
DCFH-DA — diklorofluoreszcein-diacetat
DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle
Medium

DMEM/F12 — Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium és Ham’s F12 Nutritient
(1:1) sejttenyésztd tapfolyadék

DNS — dezoxiribonukleinsav

EAST — enteroaggregativ Escherichia coli
hdstabil enterotoxin

EPEC — enteropatogén Escherichia coli
ETEC — enterotoxikus Escherichia coli

EU — Europai Unio

FAO — Food and Agriculture Organization
of the United Nations (Elelmezésiigyi és

Mezdgazdasagi Vilagszervezet)

FBS — fotalis borjusavéd

FD-4 — fluoreszcens izotiocianat-dextran
GALT - gut-associated-lymphatic tissue
GIT — gasztrointesztinalis traktus

IgA, IgM, IgG — immunglobulin A,
immunglobulin M, immunglobulin G

IL — interleukin

IPEC — intestinal porcine enterocyte cell
JAM — junkcios adhézidés molekulak

LT — hére labilis enterotoxin

PBS — foszfattal pufferolt s6oldat

ROS — reaktiv oxigén szarmazék

STa és b —hdstabil a és b tipustl enterotoxin
STx2e — Shiga 2e tipust toxin

TER - transepithelial electrical resistance
(transzepitelialis ellenallas)

TJ — tight junction

WHO - World Health Organization
(Egészségligyi Vilagszervezet)

70O — zonula occludens



1. Bevezetés

Az antibiotikumok felfedezése oOridsi mérfoldké az orvostudomany torténetében, hiszen
szamos olyan betegség gyogyitasat tették lehetévé, amelyek kordbban gyakran végzetesek
voltak. Az antibiotikumok helytelen és tulzott alkalmazasa azonban hosszu tavon sulyos
kovetkezményekkel jar. Sok allattenyésztd az 1950-es években rutinszerlien kezdte
hasznalni ezeket a szereket novekedési hormonokkal és szteroidokkal egyiitt szubklinikai
dozisokban. Ennek hatdsira az allatok teljesitménye és sulygyarapodédsa fokozoddott, a
bakterialis fert6zések eléfordulasa pedig csokkent az allomanyokban. Ezzel parhuzamosan
az antibiotikum rezisztencia mértéke is elkezdett novekedni és egyre tobb rezisztens
baktériumtdrzs jelent meg.

A gasztrointesztindlis betegségek lekiizdésében a sertésdgazat is nagy mértékben
tamaszkodott az antibiotikumok profilaktikus alkalmazasara. Az antibiotikum rezisztencia
miatti aggodalomra val6 tekintettel 2006-ban az Eurdpai Unidban betiltottdk az
antibiotikumok novekedésserkentéként vald hasznalatat. A legijabb 2022. januar 28-an
hatéalyba 1épett unios rendelet (2019/6. Eurdpai Parlament és Tanacs 2018. december 11., az
allatgyogyaszati készitményekrdl) tovabb korlatozza az antibiotikumok allatgydgyaszati
felhasznalasat (Az Eurdpai Parlament és az Eurdpai Tanécs, 2018).

Minden olyan lehetdség, amely csokkentheti a rezisztencia terjedését és lehetdvé teszi az
antibiotikumok hatékonysdganak fenntartdsat, kulcsfontossdgli az emberi egészség
szempontjabol. A gasztrointesztinalis traktus egészségének megdrzésére alkalmas alternativ
takarmanykiegészitok bevezetése éppen ezért nagy jelentdséggel bir.

A probiotikumok €16 mikroorganizmusok, amelyek megfelel6 mennyiségben adva jotékony
hatast gyakorolnak a gazdaszervezetre, és hatasukat tobbféleképpen fejtik ki. Modulaljak a
gazdaszervezet immunrendszerét, illetve hatdst gyakorolnak a mikrobidtara kozvetlen
modon, valamint az Altaluk termelt anyagok felszabaduldsa 4&ltal. A probiotikus
baktériumokkal végzett eldkezelések csokkenthetik a sejthalal eléforduldsat, a sejtek
A legtobb probiotikus baktérium bélrendszer eredetii és a tejsavtermeld baktériumok
csoportjaba tartozik. Az Enterococcusokat széles korben hasznéljadk probiotikumként a
mikrobidlis egyensuly javitdsara. Az Enterococcus faecium (E. faecium) NCIMB 10415
immunrendszerre és a novekedés serkentésére gyakorolt jotékony hatasat in vitro és in vivo

kisérletek igazoltak.



Az IPEC-J2 malacok jejunumdbdl szarmazo egészséges sejtvonal. Sz¢les korben hasznaljak
sertés emésztorendszeri megbetegedéseinek modellezésére, valamint probiotikumok és mas
anyagok hatasainak tanulméanyozésara.

Jelen dolgozatban egy sertésbdl izolalt probiotikus baktériumtdrzs, az E. faecium hatésat
vizsgaltuk sertés bélhamsejtekbdl allo sejttenyészeten. Kisérleteink soran arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy képes-e a kivélasztott baktériumtorzs ellenstilyozni egyes bélbeli
patogén baktériumok 4altal kivaltott oxidativ stresszt, és a bélbarrier paracellularis

permeabilitdsanak ndovekedését.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A bél barrier funkcidja, a bél- és az immunrendszer kapcsolata

Az optimalisan miikdddé gasztrointesztinalis traktus (GIT) fontos a sertések altalanos
anyagcseréje, fiziologidja, egészségi allapota és teljesitménye szempontjabol a novekedés és
fejlddés minden szakaszaban. A bélrendszer egy Osszetett, dinamikus és folyamatosan
valtozé szervrendszer, amely szdmos fizioldgiai és funkcionalis folyamatot lat el és biztosit,
ideértve a tapanyagok emésztését és felszivodasat, a gazdaszervezet anyagcseréjét és
energiatermelését, az allando ¢és egészséges mikrobiotat, kiilonféle védekezési
mechanizmusokat, mint a barrier funkcio és a nyalkahdrtya immunmechanizmusai, valamint
az ezek kozotti kolesonhatasokat (Pluske és mtsai, 2018).

A bél egészségének megdrzésében szerepet jatszo tényezdk és feltételek osszetettek. A GIT
nyalkahartyéja és a mikrobiota kozott fellépd dsszetett kolcsonhatdsok kulcsfontossagtak a
bél egészségének megdrzésében. A GIT =zavarai egyensulyhidnyt okozhatnak ¢és
megzavarhatjak az altalanos homeosztazist. A bélrendszer védelme két f6 tényez6tdl fiigg:
¢és mtsai, 2018). A GIT-et mindig nyélkahartya boritja be, amely alatt laza kotészoveti réteg,
majd egy izomréteg helyezkedik el. A lumentdl kifelé haladva a bélcsatorna fala négy
rétegbdl all, ezek sorrendben a tunica mucosa, tunica submucosa, tunica muscularis és
tunica serosa. A tunica mucosa talan a legfontosabb rétege a GIT-nek és a feladata is
szertedgazo, védi a mélyebb rétegeket, szekrécios tevékenységet folytathat, és részt vesz a
tapanyagok felszivasaban is. Harom réteg épiti fel, a lamina epithelialis, a lamina propria
¢és a lamina muscularis mucosae. A lamina muscularis mucosae felelds a nyalkahartya
mozgésaiért, melyek a bélcsatorna falanak mozgasatol fliggetlenek (Rohlich, 2006). A
lamina epithelialis és a lamina propria bir jelentds szereppel az immunfunkciok
szabalyozasaban, igy a tovabbiakban ezek keriilnek részletesebb bemutatésra.

A ham integritasanak és strukturdjanak fenntartdsa kulcsfontossagi a kiilsé és belsd
kornyezet elvalasztasaban. Ezt részben a mikrotubulusok és az aktin szabalyozzak. A
mikrotubulusok kézponti szerepet jatszanak a celluldris integritas fenntartdsaban, iranyitjak
az intracellularis (sejten beliili) transzportot és szekrécidt. Az aktin szabalyozza az epitelialis
réteg permeabilitdsat az apikalis junkcids fehérjéken keresztiil, amelyek sejtkapcsold
komplexekbdl allnak (Natividad és Verdu, 2013).

A lamina epithelialis hamsejtei kozott szorosan Osszekapcsolodo (tight junction - TJ)

fehérjék képeznek gatakat, amelyek lezarjdk a hamsejtek kozotti paracellularis teret,



szabalyozva a hamréteg permeabilitasat (Zheng és mtsai, 2021). A hamsejtek kdzotti szoros
kapcsolat egy vékony, dvszeri strukturaval jon 1étre, amely a sejt oldalan az apikalis régional
fut korbe 6sszekapcsolva a szomszédos sejteket. A sejt-sejt kapcsolatot a szomszédos sejtek
plazmamembranjabol kinyulé membrankotd fehérjék, az okkludin és a klaudinok tartjak
fenn (1. abra). Citoplazmatikus fehérjék, mint példaul a zonula okkludens-1 (ZO-1), a zonula
okkludens-2 (ZO-2) és a cingulin szintén hozzékapcsolddnak a TJ-t alkotd fehérjékhez

(Oswald, 2006). A sejtek kozott 1étrejovo TJ szabalyozza a luminalis és a bazolateralis
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1. abra: A TJ felépitése a bélhamsejtek kozott. A sejten beliil kétféle fehérje talalhato, az
integrin és az aktin. Az aktin-filamentumok keresztkotéseket képeznek az epithelialis sejtek
apikalis junkcios komplex TJ-bél, adherens kapcsolatbol, dezmoszomakbol vagy makula
adherensekbdl all. A TJ transzmembran fehérjékbodl, okkludinbol, klaudinokbol és junkcids
adhéziés molekulakbol (JAM) éllnak, amelyek a zonula okkludens (ZO) fehérjéken
keresztiil kapcsolodnak az aktin citoszkeletonhoz (Natividad és Verdu, 2013).

A lamina propria laza kotészovetbdl allo réteg, amely vér- és nyirokereket, idegrostokat és
szdmos egyéb kotdszoveti sejtet tartalmaz. Szinte teljes hosszaban megtalalhatok benne az
immunrendszer elemei, melyek a patogénekkel szemben védik a szervezetet. A kiilsé
kornyezetb6l a taplalékkal nagy mennyiségli patogén mikroorganizmus keriil a

bélcsatornaba. Mivel a hamréteg vékony és sériilékeny, ezért kifejezetten sziikséges a lamina



propria jelenléte (Rohlich, 2006). Ez a szervezet elsé védelmi vonala. Képes arra, hogy az
antigéneket (koztiik takarmanyok fehérjéit), természetes toxinokat és fertdzo betegségeket
okozd mikroorganizmusokat felismerje és a mélyebb rétegbe vald bejutastol védje (Stokes
¢s mtsai, 2001). Nagy mennyiségben megtaladlhatok benne az immunrendszer sejtes elemet,
mint a limfoid sejtek és a makrofagok. Jelen vannak tovabbé plazmasejtek, amelyek IgA
antitesteket termelnek. Gyakran eléfordul diffiz nyirokszdvet, nyiroktiiszd is, amelyet gut-
associated-lymphatic tissue-nak (GALT) neveziink. A disztalis szakaszokon ezen
nyiroktiiszOk aggregalt formait, Peyer plakkokat is taldlunk (Rohlich, 2006). Mindegyik
plakk kiilon-kiilon tartalmaz szdmos B-sejtes tiisz6t, amelyeket T-sejteket tartalmazod
interfollikularis teriiletek hatarolnak be. Az IgM-t, IgG-t és IgA-t tartalmazd plazmasejtek is
jelen vannak a tiiszOben (Stokes és mtsai, 2001).

A bélhamsejtek az altaluk felismert patogén szignalmolekuldk jelenlétének hatasara
interleukineket (IL) és novekedési faktorokat valasztanak ki, amelyek fontos
immunmodulalé tulajdonsdgokkal rendelkeznek. A GIT immunrendszere szamos
molekularis mechanizmuson keresztiil szigortian szabéalyozott, hogy megakadalyozza a
tulzott aktivaciot és gyulladast. Mindemellett a GIT immunrendszerének gyorsan és
erdteljesen reagdlnia kell a védekezd funkci6 barmely megsértésére. Patogén, illetve antigén
jellegti kihivas esetén mobilizalja a velesziiletett €s adaptiv immunvalaszokat, amely kritikus

fontossagu a fert6zés szisztémas terjedésének megakadalyozasaban (Pluske és mtsai, 2018).

2.2. Baktériumok szerepe a sertés bélrendszerében

A gasztrointesztinalis traktusban tobb, mint 10'*szamu baktérium él, amelyek élethosszig
tartd szimbiotikus kapcsolatban allnak a test sejtjeivel. Ezt az 6koszisztémat dsszefoglald
nevén intesztinlis mikrobidtanak nevezziik (Natividad és Verdu, 2013).

A nyalkahartyahoz kapcsolddd mikrobidta védelmi vonalat biztosit a kérokozok ellen és
moduldlja a gazdaszervezet immunallapotdt. A mikrobiota indukélja a nyalkahartya
immunrendszerének immunglobulin termelését, amely a lumenbe szekretalodik, hogy
korlatozza a baktériumok kolonizaciojat és megakadalyozza a baktériumok behatolasat a
hamrétegen (Zheng és mtsai, 2021).

A gazdaszervezet kolonizacidja a sziiletéskor kezdddik, és a mikrobidta Gsszetétele a
gazdaszervezet fejlddése soran folyamatosan valtozik. A mikrobialis siirliség a proximalis
bélszakasztol a disztalis bélszakaszig novekszik (a gyomorban 10!, a duodenumban 10°, a
jejunumban 10%, az ileumban 107, a vastagbélben pedig 10'? sejt/gramm talalhatd). Ezzel

parhuzamosan a baktériumok sokfélesége, bifidobaktériumok, a lactobacillusok és az
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enterococcusok szama is novekszik (Sommer és Backhed, 2013). Az intesztinalis mikrobidta
genetikai sokfélesége oridsi, amely szamos eldnnyel jar a gazdaszervezet szamara, olyan
biologiai aktivitast biztosit, amelyek a gazdaszervezetben hidnyoznak. A mikrobidta fontos
az dallatok egészsége ¢és fejlodése szempontjabdl, valamint elengedhetetlen az
immunrendszeriik és a bél barrier funkcidjanak fejlédésében (Isaacson és Kim, 2012). A
fiziologias bélmikrobidtat az anaerob baktériumok uraljak, amelyek szdma 100-1000-
szeresen meghaladja az aerob és fakultativ anaerob baktériumokét. Osszességében a

bélmikrobiota koriilbeliil 500-1000 fajbol all (Sommer és Béackhed, 2013).

2.2.1. Az Escherichia coli szerepe a sertések bélrendszeri megbetegedéseiben

A sertés colibacillozisat két Escherichia coli (E. coli) tipus okozza: az enterotoxikus E. coli
(ETEC) és az enteropatogén E. coli (EPEC), melyek koziil az elébbi bir nagyobb
jelentéséggel. Az ETEC az ujsziilott és a novendék (nemrégiben elvélasztott) sertések
megbetegedésének és elhullasanak f6 okozoja. A fertdzés a névendék sertésekben hasmenést
valthat ki az elvélasztds utdni idOszak elsé vagy maésodik hetében, ami 4ltalaban
kiszaradashoz, csokkent sulygyarapodéashoz és elhullashoz vezethet (Sun és Kim, 2017).
Ezek a baktériumok a vékonybél hamjahoz tapadnak. Kozvetleniil nem indukalnak karos
morfoldgiai valtozasokat, hanem enterotoxinokat vélasztanak ki, amelyek peptidek vagy
fehérjék lehetnek. Ezek a baktérium f6 virulencia faktorai, amelyek rontjak az enterocitdk
mitkddését azaltal, hogy novelik a bél mucin termelését és csokkentik a vizfelvételt. (Sun és
Kim, 2017) A sertéseknél hasmenést okozd ETEC torzsek altal termelt toxinok kdzé tartozik
a hore labilis enterotoxin (LT), a hdstabil A tipustu enterotoxin (STa); a hdstabil B tipust
enterotoxin (STb); a Shiga 2e tipusu toxin (Stx2e) és az enteroaggregativ E. coli hdstabil
enterotoxin 1 (EAST1) (Francis, 2002). Tovabbi virulenciafaktorok a szdrszerii
fiiggelékekkel rendelkezd adhezinek — fimbridk és pilik. A gazdaszervezet altal expresszalt
receptorok is fontosak az adhezinek és enterotoxinok altali patogenezisben. A receptorok
fajspecifikussaga miatt az ETEC torzsek nagyon specifikusak a gazdaszervezet tipusara (Sun
¢és Kim, 2017). A patogén folyamat els6 1épése a vékonybél mikrobolyhain 1év6 adhezinek
¢s ligandumok kozotti kolcsonhatds, amely elengedhetetlen lépése a baktériumok
mikrobolyhokhoz val6é kotddésének (2. dbra). A fimbridk az ETEC tapadd feliileti
antigénjeinek legelterjedtebb tipusai. A vélasztds utdn megbetegedd sertésekbdl szarmazo

ETEC-en talalhato fimbridk gyakori tipusai az F18 és az F4 (Sun és Kim, 2017).
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2. abra: Hematoxilin-eozinnal festett vékonybél szdvettani metszete ETEC-cel fertézott
sertésbdl. A baktériumok Osszefolyd réteget képeznek a ham felszinén (x400) (Francis,

2002).

Az E. coli altal okozott valasztas utani hasmenés a baktérium elszaporodésaval jar, amely
ezutan megtelepedik a vékonybél epitéliuman vagy a hadmréteget bevond nyalka
receptoraihoz kotddik. A fertdzés és a betegség kialakulasat a kolonizacié mértéke hatarozza
meg (Sun és Kim, 2017). A kolosztrumbol és tejbdl nyert antitestek (immunglobulinok)
megvédik az 0jsziilott sertéseket az E. coli torzsek bélrendszerében torténd elszaporodasatol.
Az elvalasztas okozta stressz miatt azonban a novendék sertések fogékonyabbak az E. coli
bélfertézésekre. A virusok széles kore fertdzi meg ilyenkor a sertéseket, eldsegitve a
bakterialis feliilfertdzést. Kimutattak, hogy mind a rotavirus, mind az ETEC torzs fertdzései
sulyos hasmenést eredményeznek, ami aldtdmasztja, hogy a hadm virusos karosodasa

fokozhatja az E. coli kolonizécidjat (Sun és Kim, 2017).

2.2.2. Salmonella baktériumok szerepe a sertések bélrendszeri megbetegedéseiben

A Salmonella nemzetség tagjai képesek megfertézni a gazdaszervezetek széles korét.
Szamos szerotipus meglehetdsen alkalmazkodott egyetlen gazdafajhoz, példaul a
Salmonella typhi embert, a Salmonella dublin szarvasmarhat, a Salmonella
pullorum/gallinarum baromfit, a Salmonella choleraesuis sertést betegit meg (Carlson és
mtsai, 2012). A szepszist okozo S. enterica subsp. enterica serovar Cholerasuis szerovarians
mellett a S. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) a sertésbetegségek esetén

leggyakrabban izolalt szerovariansok kozé tartozik Eurépaban és az Egyesiilt Allamokban
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(D’Incau és mtsai, 2021). A sertések szalmonellafertézései két f6 okbol jelentenek gondot.
Az elsé a sertések klinikai betegsége (szalmonell6zis), a masodik pedig az, hogy a sertések
a Salmonella szerotipusok széles skaldjaval fert6zddhetnek meg, amelyek potencidlisan
megfertdzhetik a sertés eredetli hustermékeket, és veszélyt jelenthetnek az emberi
egészségre (Carlson és mtsai, 2012).

A szalmonellozis kiilonb6z0 klinikai megnyilvanulasai koz¢ tartozik a hasmenés, a vetélés,
a tidogyulladas, a szeptikus iziiletgyulladas, az agyhartyagyulladas, a disztalis végtagok
gangréndja ¢és egyéb mas betegségek, amelyek a szerotipusok virulencidjaval, a fert6zo
dozissal és a gazdaszervezet immunitdsaval kapcsolatosak (Souto és mtsai, 2017). A S.
Typhimuriummal fertézott sertések kezdeti klinikai tlinete a vizenyds sarga hasmenés,
kezdetben vér vagy nyalka nélkiil. A betegség gyorsan elterjedhet, és néhany napon beliil a
legtobb sertést az 6lban érintheti. Szérvanyosan vér jelenhet meg a székletben, ritkédn a
érintett sertések lazasak, csokkent a takarméanyfelvételiik és dehidrataltak (Carlson és mtsai,
2012). Leggyakrabban olyan sertéseknél alakulnak ki a tiinetek, amelyek a
szalmonellafertdzéssel egy idében mas, immunszupressziv betegségben szenvednek,
emellett rossz higiéniai koriilmények kozott tartjak ket. Bar a fert6zés gyakran eléfordul, a
felnottek €s a szopds sertések ritkan betegnek meg. Betegség esetén a legtobb sertés teljesen
felépiil, de vannak olyan egyedek, amelyek tobb hoénapig is hordozok maradhatnak, és
iddszakosan iirithetik is a korokozot (D’Incau és mtsai, 2021). A betegség vilagszerte
eléfordul, de becsiilt prevalencidja, morbiditdsa és mortalitdsa jelentdsen eltér a kiilonbozo
terlileteken (Steven A. Carlson és mtsai., 2012).

A S. Typhimurium egyre nagyobb mértékben felelds az emberekben eléforduld Salmonella-
jarvanyokért, és ez a harmadik leggyakrabban jelentett szerovarians. A szalmonella
eléfordulasa nagymértékben valtozik a gazdasagok kozott, illetve ugyanazon gazdasagon
beliil a kiilonb6z6 ndvekedési szakaszokban. A faktorok nagy szama, valamint a kdrokozo
¢s a gazdaszervezet kozotti Osszetett kapcsolatok miatt a baktériumok ataddsanak és
uritésének mechanizmusainak megértése a mai napig nehézséget jelent (D’Incau és mtsai,

2021).

2.3. Az oxidativ stressz szerepe a bélrendszerben
A bélhdmsejtek, illetve az immunsejtek altal termelt reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)
elengedhetetlenek a jelatviteli utvonalak szabélyozasaban, beleértve a sebgydgyuldsban

részt vev folyamatokat (Aviello és Knaus, 2017).
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Az oxidativ stressz egyensulyzavart jelent a reaktiv oxigénfajtak termelési és eliminacios
folyamatai kozott. A ROS-ok instabil és aktiv oxigénkdzponti molekuldk, melyek
szignalmolekulaként fontos élettani funkcidkat toltenek be az anyagcsere folyamatokban és
az immunrendszer miikodésében. Fiziologids koriilmények kozott az él6lények képesek a
ROS eldallitasara és annak hatékony eltavolitasara, azonban az exogén forrasok, mint a
szennyezd anyagok, a sugarzas, korokozok, valamint a helytelen étrend és életmdd mind
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy felboruljon az egyensuly, és a ROS-ok szintje koros
mértékben emelkedjen. A ROS-ok kozott megtalalhatok gyokos és nem gydkds molekulak
is. Legismertebb gyokos képviseldik kozé a szuperoxid anion gydk (O2—), a hidroxilgyok
(‘OH), a peroxilgyok (ROO-) és az alkoxigyok (RO-) tartozik. A nem gyokos ROS
vegyiiletek koziil a legismertebb a hidrogén-peroxidbdl (H202). A ROS-ok sokfélesége
hatdrozza meg a ROS tulajdonsagait, beleértve az instabilitast és az aktivitast (Wang és
mtsai, 2020).

Az oxidativ stressz okozta karosodas akkor kovetkezik be, amikor az antioxidans védelmi
rendszer nem tudja eltdvolitani a felesleges ROS-okat a szervezetbdl. Ez a fehérjék, a lipidek
¢s a DNS karosodasat okozza, ami végiil betegségekhez vezethet. A fehérjék, mint a
szovetek ¢€s szervek alapvetd komponensei, a ROS-ok fontos célmolekuldi. A ROS-ok
modosithatjdk az aminosav-maradékokat, keresztkotéseket alakithatnak ki a fehérjékkel,
ezaltal karositva a sejteket. Az oxidativ stressz szignifikansan Osszefiigg a DNS-
karosodassal, mivel DNS-szaltoréseket és a bazisok mdodosuldsat okozhatja. Emiatt a ROS-
ok a legfontosabb rakkeltd, teratogén és mutagén tényezok kozé tartoznak (Wang és mtsai,
2020).

A ROS-ok toleralhato és karos szintje kdzotti egyensulyt szabalyozé bioldgiai rendszerek
diszfunkcioja tartds és megoldatlan nyalkahartya-gyulladashoz vezethet. Az oxidaldszerek
nem megfeleld, azaz tal alacsony vagy tul magas szintje megvaltoztatja a redox egyensulyt,
ezaltal koéros folyamatokat indit el. A redox egyensuly szabalyozasanak rendellenességei
veszélyeztetik az antimikrobidlis védekezést, meghosszabbitjdk az immunaktivaciot, és
megvaltoztatjadk a velesziiletett és adaptiv immunvélaszokat. Az ebbdl eredé hidnyos
koérokozo-eliminéacio és oxidativ stressz nemcsak allandositja a gyulladéast, hanem végso
soron mas kronikus szovédményekhez is vezethet, mint példaul fibrozis, neoplazia és

extraintesztinalis tiinetek (Aviello és Knaus, 2017).
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2.4. Az antibiotikum rezisztencia és jelentosége

Becslések szerint 2050-re a vildgon €16k szama eléri a 9 millidrdot. Az emberi populécio
folyamatos novekedése elvalaszthatatlanul Osszefiigg a ndvényi ¢és allati eredetii
¢lelmiszerek iranti novekvo keresettel. Emiatt a szakemberek olyan megolddsokat keresnek,
amelyek lehetévé teszik az élelmiszertermelés intenzitdsanak novelését és a termelési
koltségek csokkentését. Az 0j allattenyésztési modszerek célja a his mindségének és
mennyiségének novelése, az allatok jolétének és a természeti kdrnyezet szempontjainak
figyelembevételével (Markowiak és Slizewska, 2018).

Mind az allati takarmanynak, mind a takarmanykiegészitdknek szigoru kritériumoknak kell
megfelelniiik anélkiil, hogy az allattenyésztési koltségek egyidejiileg emelkednének. A
multban az antibiotikumokat és mas gyogyszereket széles korben hasznaltdk, foként az
bélmikrobiota modositdsara, valamint a termelékenység és az éllatok novekedésének
fokozéséara. Az antimikrobidlis szerek emberi €letek millidit mentették meg, de tobbségiiket
¢lelmiszertermeld allatokndl hasznéljadk (Van Boeckel és mtsai, 2019). Ezen anyagok
hosszatavl hasznélata antibiotikum rezisztens (AMR) mikroorganizmusok kialakulédsdhoz
vezetett, amelyek veszélyt jelentenek a fogyasztok egészségére és negativ hatast
gyakorolnak a kérnyezetre (Markowiak és Slizewska, 2018).

Az emberbdl szarmazo baktériumok rezisztencidja az élelmiszertermeld allatokbdl szdrmazo
baktériumok rezisztencidjaval Osszefiiggésbe hozhatd, amely foként az 4llatok
antimikrobialis szerekkel torténd kezelésébdl adodik. A Campylobacter torzsek esetében
példaul az elébb emlitettekre egyértelmii pozitiv Osszefliggést talaltak (EFSA, 2022).

Az éllatok és emberek bakterialis fertdzéseinek kezelésére alkalmazott antibakterialis szerek
sok esetben megegyeznek, ezért a sulyos emberi megbetegedéseknél is hasznalt
antibiotikumokkal kapcsolatos novekvo rezisztencia egyre nagyobb problémat jelent. (Van
Boeckel és mtsai, 2019). Az EU felismerve az antibiotikum rezisztencia novekvo veszélyét,
2006-ban betiltotta az hozamfokozdként vald hasznalatukat (Europai Bizottsag, 2005).
2019-ben 4j unids rendeletet adtak ki (2019/6. Eurdpai Parlament és Tanacs 2018. december
11., az allatgyogyaszati készitményekrdl), amely tovabb korldtozza az antibiotikumok
allatgyogyaszati felhasznaldsat. Az EU nagy hangstlyt helyezett az emberi fertézések
megeldzésére és kezelésére szolgald antimikrobidlis szerek hasznalatanak csokkentésére is.
(Az Eurdpai Parlament és az Eurdpai Tanécs, 2018).

Az Uj rendeletek nagy nyomas ald helyezték az allat- és baromfitelepeket, amelynek 6
kovetkezménye a terdpias antibiotikumok hasznélatanak jelentds ndvekedése volt. Olyan

alternativak keresése valt sziikségessé, amelyek javithatjak az allatok természetes védekezd
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mechanizmusait ¢és csokkenthetik az antibiotikumok tomeges hasznalatat. Ebben az
Osszefiiggésben a probiotikumok, prebiotikumok és szinbiotikumok lehetséges megoldast

jelentenek (Balamurugan és mtsai, 2013).

2.5. Probiotikumok
A ,,probiotikum” kifejezés két gorog szobol szarmazik (,,pro” és ,,bios”), és jelentése ,,az
életért” az ,¢let érdekében”. A probiotikumokkal kapcsolatban 1907-ben elséként
Mechnikov irta le, hogy fermentalt tejtermékek jotékony hatassal lehetnek a bél természetes
,,Anti- und Probiotika” cimii cikkében az antibiotikumok és mas antimikrobialis szerek bél
mikrobidtara gyakorolt karos hatasat a probiotikumok jotékony hatasaval hasonlitotta dssze.
Id6vel a probiotikum definiciéja nagymértékben médosult (Markowiak és Slizewska, 2018).
A probiotikumok kifejezést Lilly és Stillwell (1965) is hasznaltak egy csillos protozoon altal
termelt ismeretlen novekedésserkentd anyagok megjelolésére, amelyek egy masik csillos
protozoon ndvekedését serkentették. A kifejezés ma mar az organizmusok sokkal szélesebb
csoportjat takarja. Parker (1974) Ggy hatirozta meg a probiotikumokat, mint szervezeteket
¢s anyagokat, amelyek hozzdjarulnak a bél mikrobidlis egyensulydhoz, igy az €16
szervezeteket és a nem €16 anyagokat egyarant magukban foglaljak. Fuller (1989) biralta az
»anyagok™ szo beillesztését, és Ujradefinidlta a probiotikumok fogalmat, mint egy €16
mikrobidlis takarmany-kiegészit6t, amely jotékony hatdssal van a gazdaéllatra azaltal, hogy
javitja a bél mikrobiélis egyensulyat. Az Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi Vilagszervezete
(FAO) és az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) k6z6s munkacsoportja a probiotikumokat
¢16 mikroorganizmusokként hatirozta meg, amelyek megfelel6 mennyiségben adva
jotékony hatassal vannak a gazdaszervezetre (FAO/WHO, 2001). Ezt a definiciét a
Probiotikumok és Prebiotikumok Nemzetkdzi Tudomanyos Szovetsége széles korben
elfogadja és hasznalja (Bajagai és mtsai, 2016).
A probiotikum kifejezés olyan tapszerekre vagy termékekre vonatkozik, amelyek bizonyos
szigorian meghatarozott kritériumoknak megfelelnek. A  kritériumok kozil a
legfontosabbak a kovetkezOk: az életképes sejtek megfeleld szama, a gazdaszervezet
egészségére gyakorolt jotékony hatas (amely magaban foglalhatja a novekedés serkentését
is), valamint a tdpcsatorna mikodésére gyakorolt jotékony hatds. A probiotikus
készitmények hatékonysaga szamos tényez6tdl fligg, ezért rendkiviil fontos a
baktériumtdrzsek megfeleld kivalasztasa és a megfelelé dozis alkalmazéasa. (Markowiak és
Slizewska, 2018).
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Probiotikumként sok mikroorganizmust hasznalnak, amelyek kiilonboz6 tulajdonsagaik
szerint csoportosithatok. A legtobb felhasznalt mikroorganizmus baktérium, azonban
bizonyos élesztd- és gombafajok a nem probiotikus baktériumok kozé tartoznak. Ilyen
példaul az Aspergillus oryzae és Saccharomyces cerevisiae. Bakterialis probiotikumokra
példa a Lactobacillus, a Bifidobacterium, a Bacillus és Enterococcus nemzetségbe tartozo
szamos faj. Lehet egy probiotikum sporaképzd vagy nem sporaképzd. Bar kezdetben a nem
sporaképzd Lactobacillus és a Bifidobacterium torzseket hasznaltak gyakrabban, ma mar
inkabb sporaképzd baktériumokat hasznalnak, pl. a Bacillus subtilist. A probiotikus
termékek mikrobidlis Osszetétele az egyetlen torzstdl a tobb torzsbdl vagy fajbol alloig
terjed, ez alapjan megkiilonboztetiink tobb fajbdl (vagy tobb torzsbol allo) és egyfaju (vagy
egyetlen torzsbdl allo) probiotikumokat. Azokat a probiotikumként hasznalt
mikroorganizmusokat, amelyek altaldban nincsenek jelen az allatok bélrendszerében,
allochtonnak nevezik (példaul élesztdgombak), mig a normdl esetben a GIT Gshonos
lakoiként jelenlévd mikroorganizmusokat autochton probiotikumoknak nevezik (példaul
Lactobacillus és Bifidobacterium nemzetségek képviseldi) (Bajagai és mtsai, 2016).

A nagylizemi sertéstenyésztésben a legtobb stressz az elvalasztashoz és a valasztas utani
iddszakhoz kapcsolodik. Stresszfaktort jelent az elvalds a kocatdl, a laktacids immunitas
vége, az atallas a tejrél a ndvényi poliszacharidokon alapul6 étrendre, valamint a szallitas
egy termeld gazdasdgba. Ezeket az idOszakokat a takarméanyfelvétel azonnali, de 4tmeneti
csokkenése jellemezi, ami rontja az allatok ndvekedési teljesitményét. Mindezek a tényezdk
negativan befolyasolhatjak a sertések immunmiikddését és a bélmikrobiota egyenstlyat, ami
a sertések fokozott érzékenységéhez vezet, példaul bélrendszeri rendellenességekhez,
fertézésekhez és hasmenéshez. A multban az elvalasztas és az elvalasztas utani iddszak
étrendje magdban foglalta az antibiotikumok és fémek (réz €s cink) megel6z6 hasznalatat.
A takarmanyon beliili antibiotikumok teljes betiltasat, valamint a réz és cink bekeverési
szintjének Eurdpai Uni6 altali drasztikus csokkentését kovetden folyamatosan kutatnak
valasztas utani rendellenességek kezelésére alkalmas alternativ anyagok utan (Gaggia és
mtsai, 2010).

Egyre tobb kutatas folyik a probiotikumok hasznalataval kapcsolatban a korokozo terhelés
csOkkentése és a sertések gyomor-bélrendszeri betegségek tiineteinek enyhitése érdekében.
A legjobb potencidlis probiotikumok azonositasara iranyul6 in vitro tesztek mellett szdmos
in vivo vizsgalatot végeznek kiilonbozd probiotikus mikroorganizmusok felhasznalasaval

(Gaggia és mtsai, 2010).
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2.5.1. Az Enterococcus faecium probiotikus baktériumtorzs

A probiotikus Enterococcus faecium NCIMB 10415 (E. faecium) kocdk és malacok
engedélyezett takarmany-adalékanyaga az Eurdpai Unidban, amirdl kimutattdk, hogy
csokkenti a hasmenés eléforduldsat és sulyossagat az elvalasztott malacoknal (Klingspor és
mtsai, 2015).

A gasztrointesztinalis fertézések in vivo modelljei kimutattdk, hogy a kiilonb6z0 probiotikus
takarmany-adalékanyagok pozitiv hatdssal vannak a bél funkciondlis barrierjére. Ezeket az
eredményeket alatdmasztjak az in vitro sejtkultura fertézési modellekbdl szarmazé adatok,
amelyekben a probiotikus torzsek megelézik vagy enyhitik a hdm integritdsanak patogén
altali karosodasat (Klingspor és mtsai, 2015). Emellett a human gyogyaszatban az E.
faeciumot sikeresen alkalmazzak akut hasmenéses betegségek kezelésében ¢és az
antibiotikumokkal 6sszefliggd hasmenés megelézésében (Klingspor és mtsai, 2015).

Az Enterococcus probiotikumoknak szamos jotékony hatdsa van az allatokra és emberekre,
de fontos azt is megemliteni, hogy ezeket a baktériumokat szamos emberi fertdzéssel és
atvihetd antibiotikum-rezisztenciat meghataroz6 tényezok jelenlétével is Osszefliggésbe
hoztdk. Az Enterococcus nemzetségbe tartozd fajok, kiilonosen az E. faecalis és az E.
faecium, a k6zOsségben és a korhazban szerzett fertdzésekkel jarnak egyiitt, és az 1990-es
években a korhazi fertdzések leggyakoribb okai koz¢é tartoztak. Az Enterococcusbol szamos
virulenciafaktort azonositottak, amelyek vagy kolonizacidval, invazidéval vagy koros
elvaltozasok kialakulasaval jarnak egyiitt. Ezek a baktériumok opportunista modon
Osszefliggésbe hozhatok a hugyuti fertdzésekkel, az endokarditisszel és az enterococcus

bakteriémiaval is emberekben (Bajagai és mtsai, 2016).

2.6. In vitro modellek jelentosége

Az elmult évtizedekben in vitro, ex vivo és in vivo modelleket fejlesztettek ki a bélham
kiilonb6zd funkcidinak és anyagcseréjének vizsgalatara, kiilondsen gyulladdsos éllapot
vizsgalatara (Ponce de Leon-Rodriguez és mtsai, 2019). Az allatkisérletek csokkentése
érdekében olcso és egyszerlien hasznalhato bélfunkcids sejtmodelleket hoztak létre az uj
anyagok toxicitasanak és bioldgiai hozzaférhetéségének, valamint a gazdaszervezet, a
korokozok és a bél mikrobiota kozotti kolesonhatasok tanulményozasara (CenciC és
Langerholc, 2010). Emellett az in vitro sejtkultara-modellek alkalmazasa is megnovekedett,
mivel az allatmodellek hasznalata meglehetdsen draga ¢s etikai problémakkal jar (Ponce de

Ledn-Rodriguez és mtsai, 2019).
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Eredetileg a sejtvonalakat a rdkkutatdsban hasznaltdk, de kés6bb a modellek egy részét
tovabb hasznaltdk a fizioldgiai mechanizmusok mélyrehatd vizsgalatara. Ezen tulmenden
ko-kultira modelleket fejlesztettek ki, hogy jobban utdnozzdk a bél barrier komplex
funkciojat. A legtobb jelenleg alkalmazott sejttenyésztési modellben kétdimenzids (2D)
koriilmények kozott végzik a kutatdsokat. Ezen modellek belsd korlatai vezérelték a
haromdimenzids (3D) tenyésztési rendszerek fejlesztését. A technologiai fejlesztések
eredményeként jelentésen megnétt a 3D in vitro modellek alkalmazédsa az in vivo
sejtmikrokdrnyezet helyredllitasara (Ponce de Ledn-Rodriguez és mtsai, 2019).

A bélrendszer in vitro sejtmodelljei funkciondlisan hasonlitanak az in vivo allapotra. Mivel
a bél egy Osszetett rendszer szdmos kolcsonhatdsban 1évo sejttipussal és mikrobidtaval, a
modelleknek e tényezok koziil a lehetd legtobbet figyelembe kell venniiik. Az epitelialis
sejtek in vivo szorosan tométten helyezkednek el, szelektiven permedbilis membrannal és
mérhetd transzepitelidlis rezisztencidval (TER) rendelkeznek. A polarizalodo in vitro
hamsejteknek ezeket a tulajdonsagokat ki kell alakitaniuk, ha azokat mikropordzus
membranon tenyésztik. Az epitelidlis sejteknek, esetenként madas sejtvonalakkal is
kombindlva, reagalniuk kell a kdrnyezeti tényezdkre, példaul a citokinekre és a gyulladasos
molekuldkra. Emellett a sejtvonalak eredete is fontos, hiszen a fiziologids €s patologids
allapotokat minden esetben az adott allatfajbol szdrmazo sejttenyészet képes a legteljesebb

mértékben tiikrozni (3. dbra).

3. abra: Bélhamsejtvonalak: (a) Caco-2; b) HIEC; (c) H4; (d) IPEC-J2; (e) IPEC-J2-3; (f)
IPEC-J2-9. 200% nagyitas. A Caco-2, HIEC és H4 human eredetii sejtvonalak, mig az IPEC-

J2-t sertésbdl izolaltadk. Bar az Osszes sejtet epitelialis osztalyba soroljak, vannak koztiik
morfoldgiai kiilonbségek. A Caco-2 kivételével minden sejtvonal nem tumoros eredetii

(CenciC és Langerholc, 2010).
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A sejtmarkerek, receptorok jellemzése és a funkciondlisan fontos fehérjék expresszidja
szintén fontos a sejtvonal funkcionalitdsanak tisztdzasa és a differencialodasi vagy
aktivacios statusz meghatarozasa szempontjabol. Ezen informéciok alapjan modelleket lehet

felépiteni bizonyos helyzetek tanulményozasara (CenciC és Langerholc, 2010).

2.6.1. Az IPEC-J2 sejtvonal

A mechanizmusok ¢és jelatviteli utak molekularis vizsgalatdhoz hasznalt sertés
sejttenyészetek csak akkor alkalmasak a kisérletekre, ha tulajdonsagaik a lehetd legnagyobb
mértékben egyeznek a sertés vékonybél epitéliumanak tulajdonsagaival. gy a bél barrier
mitkddésének kutatdsdhoz a sejtmodelleknek specifikus fiziologiai kdvetelményeknek kell
megfelelnitik: tikrozniik kell az epitelidlis felépitést, megfeleld transzepitelidlis
rezisztenciaval (TER) ¢és transzport tulajdonsagokkal kell rendelkeznilik, tovabba
expresszalniuk kell a TJ-t alkotd fehérjéket. Ha ezek az eldfeltételek teljesiilnek, a
modellrendszer potencialisan alkalmas lesz taplalkozassal Osszefiiggd vizsgélatokhoz
(Zakrzewski és mtsai, 2013).

Miel6tt in vitro sejttenyészet modellt in vivo helyettesitoként hasznalnank, funkcionalisan,
morfoldgiailag és molekularis szinten is jellemezni kell (Zakrzewski és mtsai, 2013). Az
IPEC-J2 sejtvonal egy nem transzformalt bélsejtvonal, amely eredetileg 0jsziilott malacbol
izolalt jejundlis epitéliumbol szdrmazik (Schierack ¢és mtsai, 2006). Bar az IPEC-J2
tenyészet mindossze egy sejtrétegbdl all, ezzel egyiitt megfelelden tiikrozi a sertés jejunum
fiziologias tulajdonsagait ¢és felépitését. Ez sziikséges ahhoz, hogy a transzepitelidlis
transzportot és a paracelluldris bél barrier funkcidjat sertésekkel kapcsolatos kutatdsokban

alkalmazni lehessen (Zakrzewski és mtsai, 2013).
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3. Célkitiizések

Nagylizemi tartasi koriilmények kozott a sertések szamos stresszhatasnak és betegségre
hajlamositd tényezének vannak kitéve, emiatt gyakran fordul eld naluk bakteridlis
bélfertézés. Az E. coli és a S. Typhimurium patogén baktériumok altal okozott fert6zés
teljesitménycsokkenést és igy az allomany szétnovését, hasmenést, dehidraciot €s akar
elhullast is okoz, az ebbdl eredd gazdasagi kar pedig jelentds lehet. Mivel az antibiotikumok
haszndlata csak stlyos tiinetek esetén indokolt, megeldzésre valo hasznalatuk pedig novelné
az antimikrobidlis rezisztenciat, alternativ tdplalékkiegészitOkre van sziikség, amelyek
tamogatjdk a bélrendszer egészséges barrier funkcidjat, patogének bejutdsa esetén pedig
hozzajarulnak a gyulladés és az oxidativ stressz csokkentéséhez.

A probiotikumok hasznélata a sertéstartdsban napjainkra mar elterjedté valt, azonban a
pozitiv hatasuk pontos hatasmechanizmusa nem minden esetben ismert, ezeknek a
felderitésére in vitro kisérletek sziikségesek. Kisérletiinkben modellként az IPEC-J2 sertés
eredetli bélhdm- sejtvonalat hasznaltuk, melynek szamos kedvezd tulajdonsdga lehetové
teszi a baktérium- bélhamsejt interakciok tanulmanyozasat.

Kutatasunk célja annak felderitése volt, hogy az Enterococcus faecium probiotikus
baktérium képes-e protektiv hatast kifejteni a bélhamsejtekre E. coli és S. Typhimurium
okozta bélfertéz¢és esetén. Eldszor meghataroztuk azt a koncentraciot, amelyben az E.
faecium nem karositja a sejteket, majd azt vizsgaltuk, hogy mennyire jarul hozzé a patogén
baktériumok altal kivaltott oxidativ stresszt csokkentéséhez, és mennyire képes megeldzni a
bakteridlis kolonizacié okozta barrier kdrosodast €s permeabilitas novekedést.
Hipotézisiink az volt, hogy az E. faecium képes csokkenteni a bélhamsejtekben E. coli és S.
Typhimurium fert6zés hatasara termelddott intracellularis ROS-ok mennyiségét, segit
fenntartani a bél barrier integritasat, és megakadalyozza a patogén baktériumok tapadasat az

enterocitakhoz.
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4. Anyag és modszer

4.1. A sejttenyésztés koriilményei és folyamata

Kutatdsunkhoz az IPEC-J2-t, 0jsziilott sertés jejunumabol izolalt sejtvonalat a North
Carolina State University (Department of ClinicalSciences, College of Veterinary Medicine,
Raleigh, NC, USA) egyetemtdl kaptuk. A sejtek szaporitdsdhoz és fenntartasdhoz a
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) és a Ham’s F12 Nutrient Mixture 1:1 aranyt
keverékét hasznaltuk (DMEM/F12). Ezt a kovetkezd anyagokkal egészitettiik ki: 5%-os
fotalis borjusavo (FBS), 5 pg/ml inzulin, 5 pg/ml transzferrin, 5 ng/ml szelén, 5 ng/ml
epidermalis novekedési faktor (EGF) és 1% penicillin-sztreptomicin. A kisérletek soran
kiegészit6ktdl mentes, Un. ,,plain” tdpfolyadékot () DMEM/F12) hasznaltunk.

A kisérletek megkezdéséig az IPEC-J2 sejteket folyékony nitrogénben taroltuk. A
felhasznalt sejtek maximalis passzazsszama 54 volt. A sejteket a szaporitashoz sejttenyésztd
flaskdban 37°C-on inkubaltuk, 5% CO»-t tartalmazo pdarasitott levegd jelenlétében, és
kétnaponta tapfolyadékot cseréltiik rajtuk. Ezutan 6, illetve 96 lyuku tenyésztéedényekbe,
valamint 12 lyuku tenyésztéedénybe helyezett poliészter membran inzertre helyeztiik at a
sejteket, és addig tenyésztettiik 6ket, ameddig ki nem alakitottdk az egysoros sejtréteget TJ

kapcsolatokkal. A sejttenyészet allapotat naponta ellendriztiik fénymikroszkdppal.

4.2. Baktériumtenyésztés koriilményei

Kutatasunkhoz héaromféle baktériumtorzset hasznaltunk. A probiotikumként szolgélo,
sertésbol izolalt Enterococcus faecium NCIMB 10415 probiotikus torzset a Magyar
Tejgazdasagi Kisérleti Intézettdl szereztiik be. Az E. coli és a S. Typhimurium torzsek
fertozott sertésekbdl, hazai klinikai mintdkbol szarmaztak (ATE Jarvanytani és
Mikrobiologiai Tanszék). Az E. coli torzset 2019-ben izolalték, rendelkezik F4 antigénnel,
valamint termel hdstabil (STa és STb) és holabilis (LT) enterotoxinokat is. A S.
Typhimurium izolatumot szintén magyarorszagi klinikai mintdbdl nyerték ki 2009-ben.
Mindharom baktériumtérzset -80 °C-on taroltuk Microbank gyongyokon. A baktérium
szuszpenziok elkészitéséhez a gyongyoket pPDMEM/F12 tapfolyadékban szuszpendaltuk,
majd 18-24 oran keresztiil inkubaltuk 37 °C-on, egy 5% CO2-bdl és 95% levegdbdl allo
gazkeverék jelenlétében, hogy az IPEC-J2 sejtek tenyésztési koriilményeit utdnozzuk.
Korabbi tanszéki kisérletek sordn mar meghataroztuk, hogy ezen koriilmények kozott

tenyésztve mindharom baktériumtérzs 108 CFU/ml koncentraciot ér el. A sejtek
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életképességének mérésére 108, 10°, 10* CFU/ml E. faecium szuszpenzidt hasznaltunk. Az
eld-, egyidejli- és utdkezelési oldatokban az alkalmazott E. faecium koncentracioja 107 és
108 CFU/ml, az E. coli és S. Typhimurium koncentracidja pedig 108 CFU/ml volt. Az dsszes
baktériumszuszpenzidt a torzsoldatokbol (E. faecium 108 CFU/ml, E. coli 10 CFU/ml, S.
Typhimurium 10% CFU/ml), higitoreagensként pedig sima (antibiotikumoktol mentes)
DMEM/F12 taptalajt hasznalva higitottuk. A kutatashoz felhasznalt reagenseket €s a sejtek
tenyésztéséhez sziikséges anyagokat és tapfolyadékokat a Merck Magyarorszag Kft.-t6l

(Merck, Darmstadt, Németorszag) szereztiik be.

4.3. A sejtek életképességének vizsgalata

Az E. faecium esetleges citotoxikus hatasat az IPEC-J2 sejteken a Neutral Red probat
alkalmazva vizsgaltuk. A Neutral Red egy voros festék, amelyet csak az €16 sejt tud felvenni
aktiv bekebelezéssel, az elpusztult sejtbe pedig nem jut be, tehat a sejtekbe jutott festék
mennyisége ardnyos az ¢€l0 sejtek szdmaval. A sejttenyészethez feleslegben hozzaadott
Neutral Red lemosésa utan az ¢l6 sejtekben felhalmozodott mennyiséget savas-alkoholos

extrakcidval szabaditottuk fel.

crer

cre

kezeldoldatait hasznaltuk. Az IPEC-J2 sejteket 96 lyuku lemezre oltottuk, és 1, 2, 4 és 24
oran keresztiil (37 °C, 5% CO») az E. faecium szuszpenzidkkal inkubaltuk. A kisérletben 1
Ords sima tapkozeggel végzett kezelést hasznaltunk kontrollként. Az IPEC-J2 sejtek
életképességét 24 ora utan mértiik.

Koréabbi kisérleteink soran, mas probiotikus baktériumtorzseket alkalmazva a 107 és 10®
koncentraci6 biztonsagosnak és hatékonynak bizonyult az IPEC-J2 sejtek kezelésében. A
baktériumszuszpenzidt a tdrzsoldatbol pDMEM/F12 antibiotikum-mentes tapfolyadék
segitségével készitettilk. A 96 lyuka tenyésztéedénybe oltott sejtekhez foszfat pufferes
(PBS) mosas utan 100-100 pl-t adtunk a baktériumot tartalmazé kezeldoldatokbol, a
kontrollcsoporthoz pedig 100 ul pDMEM/F12 tapfolyadékot pipettaztunk, és 24 o6ran
keresztiil inkubaltuk a sejttenyészeteket. Osszesen 6 parhuzamos mérést végeztiink. Az
inkubdcios 1d6 leteltével a kezeldoldatokat fenolvordsmentes tapfolyadékra cseréltiik, majd
100 pl Neutral Red oldatot tettiink a sejtekre, melyet 2 6rds inkubacid kovetett. Az
inkubacids 1d6 letelte utan eltavolitottuk a feleslegben maradt festéket és PBS-sel mostuk a
tenyészeteket. Ezutan 50 pl, 50%-ban 96%-o0s etanolt, 49%-ban desztillalt vizet és 1%-ban

koncentralt ecetsavat tartalmazo oldatot pipettaztunk a tenyészeteinkre és 20 percig korkodros
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iranyban torténd razatas utan kinyertiik a benniik felhalmozodott festékanyagot. A feliiliszo
oldatok abszorbancidjat Spectramax iD3 spektrofotométerrel (Molecular Devices, San Jose,
CA, USA) 540 nm-en hataroztuk meg. Az abszorbancia értékek aranyosak a felvett festék

mennyiségével, igy ez alapjan a kezeletlen sejtekhez viszonyitva kovetkeztetni tudtunk a

crer

crer

(10% CFU/ml) mar tanszékiink korabbi kisérleteibdl ismerjiik, ezért kisérleteink soran ezzel

a koncentracioval dolgoztunk.

4.4. Az intracellularis redox allapot jellemzése

A sejtekben termelddott ROS-ok mennyiségét nem specifikus moédon vizsgaltuk
diklorofluoreszcein-diacetdit (DCFH-DA) segitségével. A DCFH-DA 06nmagaban nem
fluoreszkalo vegyiilet, amely ROS jelenlétében molekularis atalakuldson megy keresztiil;
acetat csoportjat elvesziti és fluoreszkald 2°,7’-diklorofluoreszceinné (DCF) alakul. A
mérhetd fluoreszcencia intenzitdsa ennek kovetkeztében aranyos a sejtekben 1évé ROS
mennyiségével.

A kisérlethez az IPEC-J2 sejteket 6 lyukl tenyésztdedényben szaporitottuk el, amig
egységes réteget nem alkottak. Ezalatt elkészitettlik a baktériumokat tartalmazé
szuszpenzidkat: az E. colit és S. Typhimuriumot tartalmazé oldatokat 10 CFU/ml, az E.
faeciumot tartalmazot 107 és 108 CFU/ml koncentracioban. A kezelések megkezdése elétt a
sejttenyészeteket PBS-sel mostuk.

Haromféle kezelést alkalmaztunk: eld-, egyidejii és utokezelést (1. tablazat). Az eldkezelés
sordn el6szor az E. faeciumot tartalmazo tapfolyadékkal kezeltiik a sejteket, majd 1 ora
inkubdaciods 1d6 utan leszivtuk a probiotikumot tartalmazd oldatot, rapipettaztuk az E. colit
vagy a S. Typhimuriumot tartalmazé oldatot és ismét 1 6ran keresztiil inkubaltuk a sejteket.
Az egyidejii kezelés soran egyszerre adtuk hozza a sejtekhez a kétféle (E. faeciumot és E.
colivagy S. Typhimurium) kezeldoldatot €s 1 6ran at inkubaltuk azokat. Az utdkezelés soran
elészor az E. colit vagy a S. Typhimuriumot tartalmazé oldatot raktuk a sejtekre, 1 oOra
inkubdcios 1d6 utan eltavolitottuk a feliiliszot €s rahelyeztiik a sejtekre az E. faeciumot
tartalmazod oldatot, ezt ismét 1 6ra inkubacids id6 kovette. A negativ kontrollként szolgalo
sejtekhez tapfolyadékot, a pozitiv kontroll sejtekhez pedig csak E. colit vagy S.
Typhimuriumot tartalmazé tapfolyadékot adtunk.

Az inkubdciés idok letelte utan a feliiliszot eltavolitottuk, és kiegészitOket tartalmazo

DMEM/F12 tapfolyadékot adtunk a sejtekhez. Huszonnégy ora varakozas utan leszivtuk
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réluk a tapfolyadékot, és PBS-mosast végeztiink. Elsotétitett laborban a DCFH-DA festéket
feloldottuk kiegészitd- és fenolvordsmentes tapfolyadékban, ezt utdna a sejtekre helyeztiik,
majd 1 6ran at inkubaltuk 6ket. Ezalatt a DCF a sejtekbe jutva reakcidba Iépett a reaktiv
oxigénszarmazékokkal. Az inkubéci6 utdn kétszeres PBS-mosas kovetkezett, majd
sejtkapard segitségével felszedtiik a sejteket, minden lyukat egységesen 30 masodpercig
kaparva. A felkapart sejttormeléket Eppendorf csdvekbe pipettaztuk, majd centrifugéltuk, és
a feliiluszobol 100-100 pl-t 96 lyuka sejttenyésztd edényre adagoltunk. Ezt az edényt a
fluoreszcens spektrofotométerbe helyeztiik, és két hullamhosszt allitottunk be. Az egyik
hullamhossz volt felelds azért, hogy a keletkezett termék gerjesztett allapotba keriiljon, a
masikkal pedig detektalni tudtuk a termék altal kibocsatott fényt, amikor visszatért az
alapallapotba. A kezeletlen kontrollhoz képest meghatdroztuk, hogy a patogéneket
tartalmazé mintakban mennyire nétt meg a ROS-szint, majd ez utdbbihoz képest mértiik,
hogy az egyes kezelés- kombinacidokndl csokkent-e a reaktiv oxigén szarmazékok

mennyisége.

A kezelés tipusa

A hozzaadott probiotikus
baktérium és mennyisége

A hozzaadott patogén
baktérium és mennyisége

E.faecium + E. coli
elokezelés

E. faecium 10’ vagy 10°
CFU/ml a patogén elott

E. coli 10° CFU/ml

E.faecium + E. coli
egyideji kezelés

E. faecium 10’ vagy 10°
CFU/ml a patogénnel egy
idében

E. coli 10° CFU/ml

E.faecium + E. coli
utokezelés

E. faecium 10’ vagy 10°
CFU/ml a patogén utan

E. coli 10° CFU/ml

E.faecium + S.
Typhimurium elékezelés

E. faecium 10’ vagy 10°
CFU/ml a patogén elott

S. Typhimurium 10°
CFU/ml

E.faecium + S.
Typhimurium egyideji
kezelés

E. faecium 10’ vagy 10°
CFU/ml a patogénnel egy
idében

S. Typhimurium 10°
CFU/ml

E.faecium + S.
Typhimurium utokezelés

E. faecium 10’ vagy 10°
CFU/ml a patogén utan

S. Typhimurium 10°
CFU/ml

1. tdblazat: a DCFH-DA proba soran alkalmazott kezelések osszetétele. A tovabbi kisérletek

soran ugyanezt az elrendezést alkalmaztuk.
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4.5. A bélhamsejtek paracellularis permeabilitasanak vizsgalata

A barrier funkcio sériilésének mértékét FD4 (fluoreszcein izotiocianat-dextran) probaval
vizsgaltuk. Ehhez 0,4 pm poliészter membran inzerteken (Transwell, Corning) szaporitottuk
el az IPEC-J2 sejteket, egészen addig, amig a membranon egyrétegli bélhamsejtréteg alakult
ki, és létrejottek a szoros sejtkapcsolatok. A sejtek ala és folé is kiegészitdket tartalmazo
DMEM/F12 tapfolyadékot rétegeztink (pDMEM/F12), igy szimuldlva az apikalis
(luminalis), illetve a bazolateralis teret. Ha a sejtek alkotta barrier intakt, az apikalis térbdl
csak transzcelluldrisan juthatnak 4t anyagok a bazolateralis térbe, ha viszont sériil a barrier,
a transzport paracellularisan is megvaldsul.

A baktériumokkal torténd eld-, egyidejii és utokezelés a redox vizsgalathoz hasonléan
zajlott, mindig apikalis iranybodl. Szintén apikalisan adtuk a sejtekhez az FD4 (fluoreszcein
izotiocianat-dextran, 4 kDa) fluoreszcens jeloldmolekulét tartalmazo, fenolvords-mentes,
pDMEM tépfolyadékot. Az FD4 csak paracellularisan tud atjutni az IPEC-J2 sejtrétegen,
igy abbdl, hogy mennyi jeloldmolekula jutott at a bazolaterélis térbe, kovetkeztetni lehet
arra, hogy a patogén E. coli vagy S. Typhimurium baktériumok milyen mértékben
karositottdk a TJ-ket, és ezt a hatast az E. faecium mennyire képes megeldzni vagy gatolni.
A bazolaterdlis folyadékbol 24 ora elteltével mintat vettiink, és fluoreszcens
spektrofotométerrel detektaltuk az FD4 jelolomolekula mennyiségét. Az eredmények
értékelése soran a mintdk fluoreszcencia értékeit a kontroll sejtekben tapasztalhatd
fluoreszcencidhoz képest hataroztuk meg (gerjesztési hullimhossz: 485 nm, emisszios

hullamhossz: 535 nm).

4.6. Statisztikai szamitasok

A statisztikai szdmitdsokat R 3.3.2 (2016) programmal végeztiik el. A torzitdé pontok
kizarasara, valamint a reziduumok normal eloszldsanak megéllapitdsara diagnosztikai
analizist hasznaltunk. A csoportatlagok Osszevetésére egytényezds varianciaanalizist
(ANOVA) végeztiink. A csoportok kozotti eltérések vizsgéalatanal a szignifikancia szintet

5%-ban (p < 0,05) hataroztuk meg.
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5. Eredmények

5.1. A sejtek életképességének vizsgalata

Az E. faecium szuszpenziok IPEC-J2 sejtek életképességére gyakorolt hatisanak
meghatarozasara a Neutral red modszert alkalmaztuk. A 103 CFU/ml koncentracioja E.
faecium szuszpenziok szignifikansan csokkentették az IPEC-J2 sejtek életképességét, ha 4
€s 24 6ran keresztiil alkalmaztuk dket (1. diagramm). Mas kezelési koncentraciok és kezelési
idék nem okoztak szignifikdns valtozast az IPEC-J2 sejtek ¢életképességében a kontrollhoz
képest. Az E. coli és a S. Typhimurium citotoxikus hatdsat korabban teszteltiik, az optimalis
kezelési koncentracié 10° CFU/ml, az optimalis kezelési id6 pedig 1 ora.

120

|m | |p |w *
. 1 I

1. 6ra 2. 6ra 4. 6ra 24. ora

Abszorbancia (Kontroll %)

m Kontroll = Ef 10”4 Ef 10n6 m=Ef10"8

1. diagramm: IPEC-J2 sejtek életképessége E. faecium NCIMB 10415-tel torténd kezelés

utan kiilonb6z6 idépontokban.

Kontroll: kezelés mentes sejttenyészet 1 ora utan; 1. 6ra Ef 1074: a sejtek 1 6rés kezelése
10* CFU/ml szuszpenzéval; 1. éra Ef 1076: a sejtek 1 oras kezelése 10° CFU/ml
szuszpenzoval; 1. 6ra Ef 1078: a sejtek 1 oras kezelése 103 CFU/ml szuszpenzoval; 2. 6ra
Ef 1074: a sejtek 2 oras kezelése 10* CFU/ml szuszpenzdval; 2. éra Ef 1076: a sejtek 2 Oras
kezelése 10° CFU/ml szuszpenzoval; 2. 6ra Ef 1078: a sejtek 2 oras kezelése 103 CFU/ml
szuszpenzoval; 4. 6ra Ef 10”4: a sejtek 4 oras kezelése 10* CFU/ml szuszpenzoval; 4. 6ra
Ef 1076: a sejtek 4 oras kezelése 10° CFU/ml szuszpenzdval; 4. 6ra Ef 1078: a sejtek 4 Oras
kezelése 108 CFU/ml szuszpenzoval; 24. ora Ef 1074 a sejtek 24 oras kezelése 10* CFU/ml
szuszpenzdval; 24. 6ra Ef 1076: a sejtek 24 Oras kezelése 10° CFU/ml szuszpenzdval; 24.
6ra Ef 1078: a sejtek 24 6ras kezelése 10 CFU/ml szuszpenzoval;

*: szignifikans kiilonbségeket jelez (p < 0,05) a kontrollhoz képest.
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5.2. Belso redox allapot vizsgalat eredményei

Az IPEC-J2 sejtek intracelluldris redox allapotanak jellemzésére a DCFH-DA moddszert
alkalmaztuk. A S. Typhimurium-mal végzett kezelés a fluoreszcencia novekedését okozta a
kontrollhoz képest (2. diagramm). Mindhdrom kezelési kombinacié (azaz eldkezelés,
egylittes kezelés és utokezelés S. Typhimuriummal és E. faeciummal két kiilonbozo
koncentracidoban) a ROS mennyiségének csokkenését eredményezte. Amikor az IPEC-J2
sejteket csak 108 CFU/ml és 107 CFU/ml E. faeciummal kezeltik, a fluoreszcencia

csokkenése volt megfigyelhetd a kontrollhoz képest.

* %k %k

%k %

%k ¥

* % % %k %k ¥

e e

_kkk ¢k
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Kontroll ~ Ef10°8  Ef10°7  S.Typh.  Ef10°8  Ef10°7  Ef10°8 ~ Ef10°7  Ef10°8  Ef10"7
ELO ELO  EGYIDEJU EGYIDEJU  UTO UTO

2. diagramm: Az intracellularis ROS mennyisége E. faeciummal, S. Typhimuriummal és
ezek kombinacidjaval. Az E. faeciumot 1 oraval a S. Typhimurium hozzaadasa eldtt
(eldkezelés), egyidejiileg (tarskezelés) vagy utana (utokezelés) adtuk hozza. Az E. faeciumot
108 CFU/ml vagy 107 CFU/ml koncentracidban adtuk hozza.

Kontroll: kezelés mentes sejttenyészet; Ef 10°8: E. faecium 108 CFU/ml; Ef 10°7: E.
faecium 107 CFU/ml; S. Typh.: Salmonella Typhimurium 10° CFU/ml; Ef 1028 ELO:
eldkezelés E. faeciummal 108 CFU/ml + S. Typhimurium 10° CFU/ml; Ef 10~7 ELO:
elékezelés E. faeciummal 107 CFU/ml + S. Typhimurium 10° CFU/ml; Ef 1078
EGYIDEJU: elékezelés E. faeciummal 108 CFU/ml + S. Typhimurium 10® CFU/ml; Ef
107 EGYIDEJU: elékezelés E. faeciummal 107 CFU/ml + S. Typhimurium 10° CFU/ml;
Ef 1078 UTO: elékezelés E. fueciummal 108 CFU/ml + S. Typhimurium 10° CFU/ml; Ef
1077 UTO: elékezelés E. faeciummal 10" CFU/ml + S. Typhimurium 10 CFU/ml
**:p=<0,01

*xE:p<0,001
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Az E. coli kezelés a fluoreszcencia novekedését okozta a kontrollhoz képest (3. diagramm).
Az E. faeciummal végzett el6kezelés jelentdsen csokkentette a ROS mennyiségét a sejtekben
a csak E. colival kezelt mintdkhoz képest. Mindkét alkalmazott E. faecium koncentracio (108
CFU/ml és 10" CFU/ml) a ROS szignifikans csokkenését eredményezte. Ugyanez volt

megfigyelhet6 az egyidejii- és utdkezelések esetében is.
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3. diagramm: Az intracellularis ROS mennyisége E. faeciummal, E. colival és ezek
kombinacidjaval. Az E. faeciumot 1 oOréval az E. coli hozzidadasa eldtt (eldkezelés),
egyidejlileg (tarskezelés) vagy utana (utokezelés) adtuk hozza. Az E. faeciumot 108 CFU/ml
vagy 107 CFU/ml koncentracioban adtuk hozza.

Kontroll: kezelés mentes sejttenyészet; E. coli: E. coli 10° CFU/ml; Ef 108 ELO:
eldkezelés E. faeciummal 108 CFU/ml + E. coli 10° CFU/ml; Ef 10~7 ELO: el6kezelés E.
faeciummal 107 CFU/ml + E. coli 10° CFU/ml; Ef 10~8 EGYIDEJU: el6kezelés E.
faeciummal 108 CFU/ml + E .coli 10° CFU/ml; Ef 10~7 EGYIDEJU: el6kezelés E.
faeciummal 10" CFU/ml + E. coli 105 CFU/ml; Ef 10°8 UTO: elSkezelés E. faeciummal
108 CFU/ml + E. coli 10° CFU/ml; Ef 10A7 UTO: elSkezelés E. faeciummal 107 CFU/ml +
E. coli 10 CFU/ml

**:p<0,01

*xE:p<0,001

5.3. Paracellularis permeabilitas vizsgalata
Egy oras korokozd expozicid utan az epitelidlis sejtréteg részben megszakadt. A
bazolateralis kompartmentben mért fluoreszcencia intenzitds szignifikdnsan megndvekedett

(a kezeletlen kontroll mintakhoz képest), amikor az IPEC-J2 sejteket S. Typhimuriummal
(4. diagramm) vagy E. colival (5. diagramm) kezeltiik. Az E. faeciummal végzett kezelés
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onmagaban, két kiilonbozé koncentracioban (108 CFU/ml vagy 107 CFU/ml) nem
eredményezett intenzitas valtozast (4. diagramm). Az E. faeciummal végzett elo-, egyidejli-
¢és utokezelés szignifikdnsan csokkentette az FD4 nyomjelzd jelenlétét a bazolateralis
kamraban, amikor a sejteket S. typhimuriumnak tették ki (4. diagramm). Ugyanez a hatés

figyelheté meg, amikor az IPEC-J2-t E. coli fert6zte meg.
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4. diagramm: E. faeciummal, S. Typhimuriummal és ezek kombinéciojaval kezelt IPEC-J2
sejtek paracellularis permeabilitdsanak vizsgalata Az E. faeciumot 1 Ooraval a S.
Typhimurium hozzdadasa eldtt (eldkezelés), egyidejiileg (tarskezelés) vagy utdna
(utdkezelés) adtuk hozza. Az E. faeciumot 108 CFU/ml vagy 107 CFU/ml koncentracioban
adtuk hozza.

Kontroll: kezelés mentes sejttenyészet; Ef 10°8: E. faecium 108 CFU/ml; Ef 10°7: E.
faecium 107 CFU/ml; S. Typh.: Salmonella Typhimurium 10° CFU/ml; Ef 1028 ELO:
elokezelés E. faeciummal 108 CFU/ml + S. Typhimurium 10° CFU/ml; Ef 1027 ELO:
el6kezelés E. faeciummal 10 CFU/ml + S. Typhimurium 10° CFU/ml; Ef 1078
EGYIDEJU: elékezelés E. faeciummal 108 CFU/ml + S. Typhimurium 10® CFU/ml; Ef
107 EGYIDEJU: elokezelés E. faeciummal 107 CFU/ml + S. Typhimurium 10° CFU/ml;
Ef 108 UTO: elékezelés E. faueciummal 108 CFU/ml + S. Typhimurium 10° CFU/ml; Ef
1077 UTO: elékezelés E. faueciummal 107 CFU/ml + S. Typhimurium 10¢ CFU/ml
*p=<0,05

*xE:p<0,001
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5. diagramm: E. faeciummal, E. colival és ezek kombinacidjaval kezelt IPEC-J2 sejtek
paracelluléris permeabilitasanak vizsgalata Az E. faeciumot 1 6raval az E. coli hozzéadésa
elott (elokezelés), egyidejlileg (tarskezelés) vagy utana (utdkezelés) adtuk hozza. Az E.
faeciumot 108 CFU/ml vagy 107 CFU/ml koncentracioban adtuk hozza.

Kontroll: kezelés mentes sejttenyészet; E. coli: E. coli 10° CFU/ml; Ef 108 ELO:
eldkezelés E. faeciummal 108 CFU/ml + E. coli 10° CFU/ml; Ef 10~7 ELO: el6kezelés E.
faeciummal 107 CFU/ml + E. coli 10° CFU/ml; Ef 10~8 EGYIDEJU: el6kezelés E.
faeciummal 108 CFU/ml + E. coli 10° CFU/ml; Ef 1027 EGYIDEJU: elokezelés E.
faecciummal 107 CFU/ml + E. coli 10° CFU/ml; Ef 10~8 UTO: elSkezelés E. faeciummal
108 CFU/ml + E. coli 105 CFU/ml; Ef 107 UTO: elSkezelés E. faeciummal 107 CFU/ml +
E. coli 10° CFU/ml

*xE:p<0,001
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6. Megbeszélés

Jelen tanulmény célja volt, hogy megvizsgalja az E. faecium hatdsat a bélham redox
allapotara és barrier funkcidjara abban az esetben, amikor bakterialis eredetii gyulladasnak,
illetve oxidativ stressznek van kitéve. Annak vizsgdlatira, hogy a probiotikus
baktériumtorzs képes-e modositani sertések gyakori emésztérendszeri megbetegedéseit
okoz6 patogének altal kivaltott koéros folyamatokat, IPEC-J2 sertés eredetli bélhamsejt
tenyészetbdl, valamint E. coli, illetve S. Typhimurium baktériumokbol allo ko-kulturat
alakitottunk ki. Ebben a rendszerben teszteltiik az E. faecium probiotikus baktériumtorzs
hatéasat. Hipotézisiink az volt, hogy az E. faecium csokkentheti a reaktiv oxigénszarmazékok
mennyiségét, és pozitiv hatassal van a patogének altal karositott bélham integritasara.
Kezeléseink soran el6-, egyidejli- €s utokezelés formaban alkalmaztuk, hogy modellezziik a
probiotikus torzs szerepét a betegségmegeldzésben, illetve a mar kialakult fert6zés
kezelésében.

Az E. coli és a Salmonella torzsek oxidativ stresszt indukald hatasanak pontos
mechanizmusa nem tisztazott, de a kdrokozok oxigént termelhetnek, hogy aerob kornyezetet
hozzanak 1étre, ezaltal oxidativ stressz okozva a belekben (Wang és mtsai, 2021). Az E.
faecium el6-, egyideji- és utokezelésként torténd alkalmazésanak antioxidans hatasanak
igazolasara meghataroztuk a kezelési modszerek ROS-termelés mérsékld képességét. Az E.
coli és az S. Typhimurium intracellularis ROS emelkedést indukalt IPEC-J2 sejtekben. A
108 CFU/ml vagy 10" CFU/ml E. faeciummal végzett elé-, egyidejii- és utdkezelés jelentdsen
csokkentette az E. coli vagy S. Typhimurium 4&ltal kivaltott ROS képzdédést. Ez a
megallapitds arra utal, hogy az E. faecium mérsékelheti az E. coli és S. Typhimurium altal
okozott oxidativ stresszt. A Gyogyszertani ¢s Méregtani Tanszék korabbi kutatasai soran sor
keriilt az E. faecium altal termelt, szamos hatéanyagot tartalmazo feliiliszo vizsgélatara. Az
E. faeciumbol szarmazd anyagcseretermékek hatdsat kiilonbozo eredetii lipopoliszacharidok
altal kivaltott oxidativ stressz esetében vizsgaltdk. S. Typhimurium eredetii LPS altal
kivaltott oxidativ stressz esetén az E. faecium feliilusz6 jelentds mértékben csokkentette az
intracellularis ROS mennyiséget, azonban ez a pozitiv hatds mar nem volt tapasztalhatd
kétféle E. coli eredeti LPS kezelés esetében. Sot, az E. coli O111:B4 endotoxin és az E. coli
0127:B8 endotoxin altal kivaltott ROS szint emelkedéséhez képest még tobb intracelluldris
reaktiv oxigénszarmazék jelenléte volt kimutathatdé az E. faecium feliiliszéval kezelt
mintakban. A tanszéki vizsgalatok soran egyes probiotikus torzsek anyagcseretermékei

csOkkent ROS termelést, mig mas torzsek feliilszoi (pl. Lactobacillus rhamnosus) a

30



varakozassal ellentétben ROS emelkedést eredményeztek (nem publikalt eredmények). Ezek
az eredmények, 0sszevetve a teljes baktériumszuszpenziokkal kapott eredményekkel arra
utalnak, hogy a probiotikus baktériumok torzsspecifikus modon befolyasolhatjak az IPEC-
J2 sejtek intracellularis ROS-termelését. Ugy tiinik, hogy az oxidativ stressz kivaltasara
hasznalt baktérium, illetve bakterialis eredeti lipopoliszacharid tipusa is befolydsold
tényez0, ami arra utal, hogy a probiotikumok kiilonboz6 stratégidkat alkalmaznak a
kiilonb6zo korokozok karos hatasainak lekiizdésére, tovabba az antioxidans hatas sem
feltétleniil a termelt anyagcseretermékek jotékony hatasahoz kothetd.

A probiotikumok egyik hatdsmechanizmusa valoszinlileg a bél epitelidlis barrierjének
megerdsitésén alapul. Az E. coli és a S. Typhimurium megbonthatjdk a barrier integritasat,
novelve ezzel a paracelluldris permeabilitds mértékét és a korokozok bejutasanak esélyét a
véraramba (Yang és mtsai, 2015). Kisérleteink sordn az FD4 moddszert alkalmaztuk az
epitelidlis barrier permeabilitas valtozdsainak feltérképezésére. Kisérleteinkben az E.
faecium dnmagaban nem volt szignifikdns hatassal a bazolateralis kompartmentben mért
FD4 festék mennyiségére. Ez az eredmény megegyezik azokkal a tanulmanyokkal, amelyek
szerint a probiotikumok hasznalata onmagiban nem befolyédsolja az epitelidlis gat az
integritasat és permeabilitasat (Czerucka és mtsai, 2000; Lodemann és mtsai, 2015; Sherman
¢s mtsai, 2005). Mas in vitro vizsgélatok azonban azt mutattak, hogy a probiotikus
baktériumok 6nmagukban torténd alkalmazésa is fokozhatja a barrier funkciot (Resta-Lenert
¢s Barrett, 2003).

Az E. coli és a S. Typhimurium kezelés hatdsara a bazolateralis kompartmentben mért FD4
festék mennyiségének jelentds novekedését eredményezte a kisérleteink sordn, ami azt jelzi,
hogy ezek a torzsek képesek voltak kérositani a sejtréteg integritasat, dsszhangban a korabbi
megallapitasokkal (Geens és Niewold, 2010). A koérokozdk indukélhatjdk az enterocitak
apoptozisat is, ami megndvekedett TER értékeket eredményez, jelezve, hogy a barrier
funkcid sériilt. Feltételeztiik, hogy az E. faecium képes ellenstilyozni a megnovekedett FD4
aramlast. A Caco-2- ¢és T84-sejteken végzett vizsgalatok kimutattdk, hogy a probiotikus
baktériumok képesek megakadalyozni az E. coli barrier karositd hatdsat (Anderson és mtsai,
2010; Sherman ¢s mtsai, 2005). Kisérleteink azt mutattak, hogy az E. faeciummal végzett
el6-, egyidejii- és utdkezeléssel is megeldzhetd az E. coli vagy S. Typhimurium altal indukalt
a karos hatds a barrier integritdsara, ¢és jelentdsen csokkent az FD4 mennyisége a
bazolateralis kompartmentben.

Osszességében az IPEC-J2 sejtek E. faeciummal valo kezelése szamos jotékony hatassal van

a sejtek integritdsara, a paracellularis permeabilitasra és az intracellularis ROS termelésre.
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Az E. faecium igéretes probiotikus kiegészitd lehet emberi és allati felhasznalasra egyarant.
Takarmanykiegészoként hasznalni lehet olyan célbdl sertések szamara, hogy erdsitse a
gyomor-bélrendszer egészségét és ezaltal kozvetetten hozzédjaruljon az antibiotikum
felhasznalas csokkentéséhez (Pézsa és mtsai, 2022). A jovOben tovabbi in vitro €s in vivo
kisérletek sziikségesek a fenti eredmények validalasara. A kisérleti modellt érdemes olyan
iranyban tovabbfejleszteni, hogy egyidében egyszerre tobb probiotikus torzs bélhamsejtekre

gyakorolt hatdsanak vizsgélata is lehetévé valjon.
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7. Osszefoglalas

Az Escherichia coli (E. coli) és Salmonella torzsek altal okozott bélbetegségek jelentds
gazdasagi veszteséghez vezethetnek az ¢élelmiszertermeld allatokban, ¢és veszélyt
jelenthetnek az emberi egészségre is. Az emlitett patogének oxidativ stresszt valtanak ki a
bélrendszerben ¢és a bél barrier funkciodjat is karositjak. Ezek a hatasok egytittesen klinikai
tiinetek kialakuldsahoz vagy akar elhullashoz is vezethetnek.

A gasztrointesztindlis betegségek lekiizdésére ¢s hozamfokozasra a sertésagazat nagyrészt
az antibiotikumok profilaktikus alkalmazasara tdmaszkodott. Az antibiotikum-rezisztencia
miatti aggodalomra valo tekintettel az Europai Unidban mar lassan két évtizede betiltottak
az antibiotikumok novekedésserkentéként vald hasznalatat, illetve tovabbi, 2022-ben életbe
Iépett rendelkezésekkel szabalyozzdk az antibiotikumok felelés hasznélatdit az
allatgyogyaszatban. A gasztrointesztindlis  traktus  egészségének  megdrzésére
alkalmas alternativ takarmanykiegészitok bevezetése a sertésagazat, és az emberi egészség
szempontjabol is fontos jelentdséggel bir. A probiotikumokat mér hosszu ideje hasznaljak
az allatgyogyaszatban, de sok esetben még nem teljesen ismert a pozitiv hatdsukért felelds
pontos hatdsmechanizmus és a hatékonysaguk mértéke.

Jelen dolgozatban az Enterococcus faecium (E. faecium) probiotikus baktérium IPEC-J2
sertés eredetii bélhamsejteken kifejtett véddhatasat vizsgéltuk a patogén E. coli €s S. enterica
serovar Typhimurium (S. Typhimurium) baktériumokkal szemben.

Neutral Red probaval meghataroztuk, hogy az IPEC-J2 sejtek életképességét az E. faecium
107 és 10® CFU/ml koncentracioban alkalmazva nem befolyasolja. A tovabbi kisérletekben
ezeket a koncentraciokat alkalmaztuk. A sejtek intracellularis redox 4llapotanak
vizsgalatdhoz DCFH-DA probat alkalmaztunk, melynek soran harom kiilonb6z6é kezelést
alkalmazva (el6-, egyidejli és utokezelés) adtuk hozza a sejtekhez az E. faeciumot, valamint
a patogén baktériumokat. A probiotikus torzs hatasat a bélhamsejtek paracelluldris
permeabilitdsara FD4 fluoreszcens probaval teszteltiik.

Kutatdsunk eredményei azt bizonyitjak, hogy az E. faecium jelentdsen csokkenti a sertés-
bélhamsejtekben az E. coli és S. Typhimurium altal kivaltott oxidativ stresszt, és emellett
képes mérsékelni a barrier funkcid karosoddsat. Tovabbi in vitro és in vivo vizsgalatok

sziikségesek az E. faecium pozitiv hatasanak hatterében allo folyamatok felderitésére.
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8. Summary

Intestinal diseases caused by Escherichia coli (E. coli) and Salmonella spp can lead to
significant economic losses in food producing animals and can also pose a risk to human
health. These pathogens induce oxidative stress in the intestinal tract and impair the function
of the intestinal barrier. Taken together, these effects can lead to the development of clinical
symptoms or even death.

The pig industry has relied largely on the prophylactic use of antibiotics to combat
gastrointestinal diseases and increase production. In response to concerns about antibiotic
resistance, the use of antibiotics as growth promoters has been banned in the European Union
for almost two decades, and further regulations were introduced in 2022 to control the
responsible use of antibiotics in veterinary medicine. The introduction of alternative feed
additives to maintain the health of the gastrointestinal tract is important for the pig sector
and for human health. Probiotics have been used in veterinary medicine for a long time, but
in many cases the exact mechanism of action responsible for their beneficial effects and the
extent of their efficacy are not yet fully understood.

In the present study, the protective effect of the probiotic Enterococcus faecium (E. faecium)
on IPEC-J2 porcine enteric epithelial cells against pathogenic E. coli and S. enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium) was investigated. The Neutral Red assay was used to
determine that the viability of IPEC-J2 cells was not affected by E. faecium at concentrations
of 107 and 10® CFU/ml. These concentrations were used in further experiments. To
investigate the intracellular redox status of the cells, a DCFH-DA assay was applied, in
which E. faecium and pathogenic bacteria were added to the cells using three different
treatments (pre-, co-, and post-treatment). The effect of the probiotic strain on the
paracellular permeability of the intestinal epithelial cells was tested using the FD4
fluorescent assay.

The results of our study demonstrate that E. faecium significantly reduces the oxidative stress
induced by E. coli and S. Typhimurium in porcine intestinal epithelial cells and is also able
to attenuate the damage of barrier function. Further in vitro and in vivo studies are needed to

elucidate the processes underlying the positive effect of E. faecium.
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