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Rövidítések jegyzéke 

AJ – adherens junction (zonula adherens)  

AMR – antimikrobiális rezisztencia  

CFU – colony forming unit  

DCF – 2’,7’-diklorofluoreszcein  

DCF-DA – diklorofluoreszcein-diacetát  

DMEM/F – Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium és Ham’s F12 Nutritient (1:1) 

sejttenyésztő tápfolyadék  

EGF – epidermális növekedési faktor  

EPEC - enteropatogén Escherichia coli  

ETEC – enterotoxikus Escherichia coli  

FBS – fötális borjúsavó  

FITC-D, FD-4 – fluoreszcens izotiocianát-

dextrán   

GIT – gasztrointesztinális traktus  

IL-10 – interleukin-10  

IL-1α – interleukin 1-alfa  

IL-6 – interleukin-6  

INF-γ – interferon gamma  

MAPK – mitogén-aktivált protein kináz  

MDR – multirezisztens  

PBS – foszfáttal pufferolt sóoldat  

RNS – reaktív nitrogén származékok  

ROS – reaktív oxigén származékok  

T3SS – III-as típusú szekréciós rendszer  

TJ – tight junction (zonula occludens)  

TNF-α – tumor nekrózis faktor α  

  



1. Bevezetés 

Az antibiotikumok felfedezése hatalmas mérföldkőnek számít az orvostudomány történetében, 

hiszen lehetővé tette számos, azelőtt sokszor halálos kimenetelű betegség gyógyítását. A 

penicillin és származékai a második világháború idején terjedtek el, napjainkban pedig már 

számos különböző antibiotikum csoportot ismerünk, és rengeteg készítmény áll 

rendelkezésünkre mind a humán, mint az állatgyógyászat területén. Az antibiotikumok 

helytelen és túlzott mértékű használata azonban hosszú távon súlyos következményekkel jár. 

Az 1950-es években számos haszonállattartó kezdte rutinszerűen alkalmazni ezeket a szereket 

növekedési hormonokkal és szteroidokkal együtt szubklinikai dózisban annak érdekében, hogy 

fokozza az állatok teljesítményét és testsúlygyarapodását, valamint, hogy visszaszorítsa a 

bakteriális fertőzések előfordulását. Ez a rendszeres, kis dózisban történő alkalmazás azonban 

szelekciós nyomást gyakorolt a baktériumokra, és elősegítette az antibakteriális rezisztencia 

kialakulását. Az Európai Unió, felismerve, hogy a rezisztencia fokozódása globális 

közegészségügyi veszélyt jelent, 2006-ban betiltotta az antibiotikumok hozamfokozás céljából 

történő használatát. 2022-ben további jogszabályok léptek életbe, melyek szigorúan 

szabályozzák az antibiotikumok felhasználásának módját az állatgyógyászatban.  

A probiotikumok bélrendszerre gyakorolt jótékony hatásait már hosszú idő óta ismerik. 

Képesek védelmet nyújtani a patogén baktériumok ellen azáltal, hogy felhasználják az azok 

számára szükséges tápanyagokat, anyagcsere-termékeikkel megváltoztatják a bél lumenének 

körülményeit, és megtelepednek a bél nyálkahártyáján, kiszorítva onnan a kórokozókat. 

Emellett antimikrobiális anyagokat és vitaminokat termelnek, befolyásolni tudják a mikrobióta 

összetételét és interakcióba lépnek a gazdaszervezet immunrendszerével, a gyulladásos 

folyamatok és az oxidatív stressz szempontjából lényeges jelátviteli utakat befolyásolva. 

Ennélfogva a probiotikumoknak jelentős szerepe van az emésztőtraktus egészségének 

megőrzésében. A probiotikumok takarmánykiegészítőként történő adagolása hozzájárulhat az 

antibiotikum felhasználás csökkentéséhez és ezáltal az antibiotikum-rezisztencia 

növekedésének visszaszorításához. A probiotikus baktériumtörzsek hatásáról számos adat áll 

rendelkezésre, de ezen baktériumok hatásának hátterében álló mechanizmusok még nem 

teljesen feltérképezettek. Továbbá, a probiotikumok egyes hatásai a különféle állatfajokban 

különbözőek lehetnek. A sertés gazdasági szempontból különösen jelentős haszonállat, ily 

módon a probiotikumok sertések emésztőrendszerében betöltött szerepére irányuló kutatások 

széles körű érdeklődésre tarthatnak igényt.  
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Jelen dolgozatban egy sertésből izolált probiotikus baktériumtörzs, a Lactobacillus rhamnosus 

hatását vizsgáltuk sertés bélhámsejtekből álló sejttenyészeten. Kísérleteink során arra a 

kérdésre kerestük a választ, hogy képes-e a kiválasztott baktériumtörzs ellensúlyozni egyes 

bélbeli patogén baktériumok által kiváltott oxidatív stresszt, a bélbarrier paracelluláris 

permeabilitásának növekedését és a patogének bélhámsejtekhez való tapadását. 
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2. Szakirodalmi áttekintés 

2.1. A bélbarrier felépítése és funkciója 

A gasztrointesztinális traktus (GIT) egy komplex és dinamikus szervrendszer, mely az emésztés 

és a felszívás feladatának ellátása mellett fizikai és immunológiai barrierként is funkcionál a 

szervezet és a külső környezet között. Mivel folyamatos kapcsolatban van a külvilággal, nap 

mint nap érik külső (pl. takarmány, patogének) és belső (mikrobióta) hatások, amelyekre a 

megfelelő szintű védekezéssel vagy toleranciával kell reagálnia (Pluske és mtsai, 2018).   

A béltraktus lumenét határoló barrier számos funkcionális rétegből épül fel. A legkülső réteget 

a bélben élő mikroorganizmusok (baktériumok, gombák, vírusok) alkotják, ezt követi egy 

kettős mucinréteg, melyben IgA és antimikrobiális peptidek is megtalálhatók. A harmadik réteg 

az egymáshoz szorosan kapcsolódó bélhámsejtekből áll, ez teremti meg a fő fizikai akadályt a 

belső és a külső környezet között. A bélhámsejtek alatti lamina propriában pedig a veleszületett 

és az adaptív immunrendszer sejtjei (dendritikus sejtek, makrofágok, B- és T-sejtek, 

plazmasejtek stb.) találhatók (Natividad és Verdu, 2013).  

 

1. ábra: a bélhámsejtek közötti szoros kapcsolatok struktúrája (Natividad és Verdu, 2013) 

A bélhámsejtek közötti szoros kapcsolatot citoplazmatikus és a sejtmembránba ágyazódó 

fehérjék sokasága alkotja (“apical junctional proteins”, 1. ábra). Négy fő struktúrát lehet 

elkülöníteni luminálistól bazális irányba haladva. Az első, a tight junction (TJ) transzmembrán 

(okkludin és klaudinok) és citoplazmatikus (zonula occludens, ZO) fehérjékből áll. Ezután 

következik az adherens junction (AJ), amelyet kateninek és E-kadherin építenek fel. Ezt követi 

a dezmoszóma (macula adherens), amelyet sokféle fehérje alkot (pl. dezmoplakin és 



7 

 

dezmoglein), majd a gap junction zárja a sort. A sejt két oldalán lévő apikális fehérje-

komplexeket a citoplazmán átívelő aktin, miozin és intermedier filamentumok kötik össze és 

stabilizálják (Natividad és Verdu, 2013; Hartsock és Nelson, 2008).  

Ezen apikális fehérjék által létrehozott szoros sejtkapcsolatok szigorúan szabályozzák a 

paracelluláris transzportot és így a bélhám permeabilitását. Egyfelől átengedik a szervezet 

számára fontos vizet, elektrolitokat és tápanyagokat, másfelől viszont gátat alkotnak a 

baktériumok, vírusok, toxinok és egyéb káros antigének számára (Zheng és mtsai, 2021), csak 

kis mennyiséget engedve át belőlük, hogy azok információul szolgálhassanak az 

immunrendszer számára (Natividad és Verdu, 2013).   

A sejtkapcsolatok alkotta barrier állapotát sokféle tényező befolyásolja: különféle patogének 

jelenléte és betegségek megléte, valamint az életkor és a takarmányozás (Mullin és mtsai, 2002; 

Sander és mtsai, 2005). Ha a barrier sérül és megnő a bélhám permeabilitása, toxinok, 

allergének és patogén baktériumok juthatnak nagy mennyiségben a keringésbe, és gyulladásos 

választ válthatnak ki (Asmar és mtsai, 2002; Arrieta és mtsai, 2006). A barrier funkció 

integritása ennélfogva kritikus fontosságú a bakteriális fertőzések megelőzése céljából.  

2.2. Az oxidatív stressz és szerepe a bélfertőzésben 

Az oxidatív stressz kifejezést először Helmut Sies használta 1985-ben. A mai definíció szerint 

oxidatív stressz akkor áll fenn, ha a szervezetben felborul az egyensúly a szabad gyökök 

keletkezése és eliminálása között (Daenen és mtsai, 2019). A szabad gyökök kisméretű, 

könnyen diffundáló molekulák, ionok vagy atomok, melyek párosítatlan elektronnal 

rendelkeznek, ezért instabilak és kémiailag nagyon aktívak. Két csoportjukat különböztetjük 

meg: a reaktív oxigén gyököket (ROS) és a reaktív nitrogén gyököket (RNS). Fontos 

megjegyezni, hogy nem csak szabad gyökök játszhatnak szerepet az oxidatív stressz 

kialakulásában, hanem olyan molekulák is, amelyek nem rendelkezik párosítatlan elektronnal, 

de reaktivitásuk a szabad gyökökhöz hasonló (pl.  hidrogén-peroxid). A ROS és RNS kifejezést 

ezért tágabb értelemben reaktív oxigén, illetve nitrogén származékként is használjuk (Miller és 

mtsai, 1990).  

Az egészséges szervezetben folyamatosan keletkeznek szabad gyökök külső hatásokra 

(sugárzás, mutagén vegyületek, toxinok), valamint élettani biokémiai reakciók intermedier 

termékeiként, a peroxiszómákban, valamint a mitokondriumban zajló reakciók, a peroxiszómák 

működése, valamint a CYP450 és különböző oxidáz-enzimek által katalizált reakciók során. A 

szervezet ezeket folyamatosan igyekszik eliminálni enzimek (szuperoxid-dizmutáz, kataláz, 
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glutation-peroxidáz és vitaminok), valamint a táplálékkal bevitt mikroelemek és antioxidáns 

anyagok segítségével. Fiziológiás körülmények között a két folyamat között dinamikus 

egyensúly áll fenn (Hao és mtsai, 2021). A reaktív oxigén származékok szerepet játszanak a 

patogének elleni védekezésben, egyes jelátviteli utakban és bioszintézis-reakciókban (Brieger 

és mtsai, 2012).  

Ha a káros hatások felerősödnek, a szervezet antioxidáns rendszere nem tudja időben 

eltávolítani a keletkezett nagy mennyiségű szabad gyököt. A sejtekben felgyülemlő ROS és 

RNS károsítja a membránokat, a fehérjék, a lipideket és a DNS-t, így sérülnek a jelátviteli utak, 

az energia-metabolizmus zavart szenved, és génmutációk léphetnek fel. Az oxidatív stressz 

tehát az egész szervezetre káros hatással van. A nagyüzemi körülmények között tartott sertések 

a számos stresszhatás és az intenzív növekedés miatt különösen ki vannak téve az oxidatív 

stressz veszélyének. Hajlamosító tényezők a születés és a választás időszaka, valamint a hő- 

vagy hidegstressz, mikotoxint tartalmazó takarmány fogyasztása, szállítás, zsúfoltság, egymás 

közötti harcok, rossz higiénia és a különböző fertőzések. Az oxidatív stressz eliminálására a 

szervezet energiát fordít, melyet a növekedéstől von el, ezért termeléscsökkenést és emiatt 

gazdasági károkat okoz. (Hao és mtsai, 2021).  

Mivel a GIT állandóan ki van téve a külvilágból érkező patogéneknek, ezért kulcsfontosságú 

ROS forrás (Bhattacharyya és mtsai, 2014). Bélfertőzés esetén gyorsan kialakul az oxidatív 

stressz, amely barrier diszfunkciót okoz, aktiválja az immunrendszert és gyulladást vált ki (Han 

és mtsai, 2016). A fertőzés helyére siető neutrofil granulociták és makrofágok ROS-termelése 

súlyosbítja az oxidatív stresszt, önerősítő ciklus alakul ki, amelyet nehéz kordában tartani. Az 

oxidatív stressz és a gyulladás következménye többek között a bél élettani struktúrájának 

felbomlása, a felszívódás romlása és így az energiaellátás zavara, a bélhámsejtek apoptózisa és 

rendellenes proliferációja és a diszbiózis (Wang és mtsai, 2020).  

2.3. A sertés E. coli és S. Typhimurium okozta bélgyulladása 

A sertés colibacillózisát két fő Escherichia coli patotípus okozza: az enterotoxikus E. coli 

(ETEC) és az enteropatogén E. coli (EPEC), melyek közül az előbbi bír nagyobb jelentőséggel. 

Az ETEC újszülött korban és választás után, az EPEC pedig szintén választáskor okoz súlyos, 

hasmenéssel járó és akár halálos kimenetelű bélbetegséget (Fairbrother és Gyles, 2012). A 

halálozási ráta újszülöttkori hasmenés esetén elérheti a 70%-ot, választás utáni hasmenés esetén 

pedig 25%-os is lehet (Martelli és mtsai, 2013).  
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A Salmonella enterica serovar. Typhimurium (S. Typhimurium) a sertésben leggyakrabban 

izolált Salmonella-szerotípus Európában. Hasmenéssel, dehidrációval és súlyos esetben 

elhullással járó enterokolitiszt okoz. Hajlamosító tényezők az egyéb betegségek megléte, a 

választás időszaka és a rossz telepi higiénia. Gyógyulás után sok sertés hordozó marad és 

hónapokig üríti a kórokozót, valamint humán-egészségügyi szempontból fontos megemlíteni, 

hogy a baktériummal szennyezett sertéshús emberi fertőzéseket okozhat (Carlson és mtsai, 

2012).  

 

2. ábra: E. coli és S. enterica bélhámsejt-kolonizációja és patogén hatásai a gazdaszervezetben 

(Tran és mtsai (2016), Sansonetti (2004) és Kalita és mtsai (2014) után): a baktériumsejtek 

adhéziója a bélhámsejtek apikális felszínéhez fehérje-receptorok által (1); bakteriális biofilm 

keletkezése (2); virulencia-faktorok bejutása a bélhámsejtbe a III-as típusú szekréciós 

rendszeren (T3SS) keresztül (3); 

a bélhámsejtek közötti TJ-ök felbomlása (4); a patogén baktériumok megjelenése a 

bélhámsejtekben (5), a makrofágokban (6), a dendritikus sejtekben (7) és a lamina propriában 

(8). 

A két baktérium patogenezise nagymértékben hasonló folyamat (2. ábra). A kórokozó, miután 

bekerült a bél lumenébe, először megtapad a bél nyálkahártyáján, az E. coli fimbriák 

(Fairbrother és Gyles, 2012), a S. Typhimurium pedig csillók (Sakarya és mtsai, 2010) 

segítségével. Ennek hatására a mikrovillusok sérülnek, és csökken a felszívó felület (Croxen és 

mtsai, 2013). Ezután a baktériumok biofilmet képeznek, amely a továbbiakban metasztatikus 

centrumként szolgál (Stoodley és mtsai, 2002), és amelyben a baktériumok anyagcseréje 

lelassul, ezért rezisztensebbek lesznek az antimikrobiális szerekkel szemben (Stewart és 

Costerton, 2001). Ezt követően a kórokozók a III-as típusú szekréciós rendszerükön (type-III 

secretion system, T3SS) keresztül bakteriális effektor fehérjéket juttatnak a célsejtekbe 

(Negrate és mtsai, 2008). Ezek közé tartoznak az EPEC által termelt F-fehérjék (Mills és mtsai, 
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2008), melyek a TJ-fehérjéket károsítják, és így megnő a paracelluláris permeabilitás (Croxen 

és mtsai, 2013; Bao és mtsai, 2015), különböző immunszuppresszor fehérjék (Negrate és mtsai, 

2008; Rahman és McFadden, 2011; Gao és mtsai, 2015), valamint az E. coli által termelt 

hőlabilis (LT) és hőstabil (ST) enterotoxinok, melyek szekréciós hasmenést váltanak ki és 

ezáltal megbontják az intesztinális homeosztázist (Croxen és mtsai, 2013), valamint az 

ozmózis-viszonyok megváltoztatásával sejtlízist okoznak (Jacobsen és mtsai, 2008). Ezek a 

folyamatok profúz, vízszerű vagy véres hasmenéshez és dehidrációhoz vezetnek, amely 

utóbbira a malacok különösen érzékenyek kis testméretük miatt (Toledo és mtsai, 2012; Guerra 

Ordaz, 2013). Súlyos esetben a toxinok és a baktériumok bejutnak a lamina propriába, onnan 

pedig betörnek a véráramba, szisztémás fertőzést okozva (Bhunia, 2008). A bélfertőzések 

okozta csökkenő takarmányfelvétel, a növekedésbeli visszamaradás, a magas mortalitás és a 

kezelések ára jelentős gazdasági károkkal járhat az állattartók számára.  

2.4. Antibiotikum-rezisztencia 

Az antibiotikumokat már évtizedek óta használják az állatgyógyászatban (Kirchhelle, 2018). 

Az 1950-es években megnőtt az állati termékek iránti igény, ami arra késztette az ágazat 

résztvevőit, hogy fokozzák a termelést és fenntartsák a haszonállatok egészségét zsúfolt 

körülmények között is (Brown és mtsai, 2017). Felfedezték, hogy az antibiotikumok serkentik 

az állatok, többet közt a sertések (Taylor és Gordon, 1955; Wahlstrom és mtsai, 1950) 

növekedését, és javítják a húsminőséget, a takarmányhasznosítás mértékét és az állatok 

egészségi állapotát (Chattopadhyay, 2014; Hao és mtsai, 2014). Ennek hatására elterjedt az 

antibakteriális szerek hozamfokozásra és betegségmegelőzésre való használata, főleg a 

takarmányhoz és ivóvízhez való adagolás formájában (Marshall és Levy, 2011).   

Az élelmiszertermelő állatoknak való tömeges antibiotikum adagolást egyértelmű 

összefüggésbe hozták az egyre növekvő antimikrobiális rezisztenciával (AMR). Az állatok és 

emberek bakteriális fertőzéseinek kezelésére alkalmazott antibakteriális szerek sok esetben 

megegyeznek, ezért aggasztó az olyan antibiotikumokkal kapcsolatos növekvő rezisztencia, 

amelyeket súlyos emberi megbetegedéseknél is használnak, mint például a kolisztin, a 

fluorokinolonok és a harmadik, valamint negyedik generációs cefalosporinok (Van Boeckel és 

mtsai, 2019). Kiemelhetők az E. coli és a Salmonella, melyeknek sok multirezisztens (MDR) 

törzsét izolálták már haszonállatokból és állati termékekből (EFSA és ECDC, 2020).  

A “One Health” (“Egy Egészség”) elv szerint az AMR-krízis nem egy izolált probléma, mivel 

az állatok és az emberek egészsége összefügg egymással, valamint a környezettel, amelyben 
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élnek, ezért az állategészségügyben és az élelmiszertermelő állatoknál használt gyógyszerek 

hatással vannak az emberek egészségére is (Kahn, 2017; Hernando-Amado és mtsai, 2019). 

Felismerve, hogy az antimikrobiális rezisztencia globális közegészségügyi problémává vált, az 

Európai Unió 2006-ban betiltotta az antibiotikumok hozamfokozás céljából való felhasználását, 

2019-ben pedig olyan rendeletet adott ki, amely szigorú szabályokkal korlátozza ezen szerek 

profilaktikus és metafilaktikus használatát. A profilaxis csak egyedi kezelésben alkalmazható, 

ha súlyos fertőző betegség kockázata áll fenn. Metafilaxis céljából történő kezelés pedig csak 

egyéb alternatíva hiányában lehetséges, amennyiben magas a fertőzés terjedésének kockázata 

egy állatcsoporton belül. Az Unió nagy hangsúlyt helyezett az életveszélyes emberi fertőzések 

megelőzésére és kezelésére szolgáló antimikrobiális szerek használatának csökkentésére is.  

Ennélfogva megnőtt az igény olyan alternatív takarmánykiegészítők iránt, amelyek nem 

járulnak hozzá az AMR terjedéséhez, és képesek az antibiotikumokhoz hasonló pozitív hatást 

elérni a haszonállat tartás folyamata során. Ezek közé tartoznak a probiotikumok, melyek 

hozamfokozó és egyéb pozitív hatásai bizonyítottak sertésben, szarvasmarhában és baromfiban 

is (Markowiak és Śliżewska, 2018).  

2.5. In vitro modellek, az IPEC-J2 sejtvonal 

Napjainkban az állatkísérletekkel szemben támasztott követelményeket nagyban befolyásolják 

az állatjóléttel kapcsolatos elvek. Ezek egyike a 3R elv, amely három angol kifejezés 

kezdőbetűjének a rövidítése: tökéletesítés (refinement), csökkentés (reduction) és helyettesítés 

(replacement). Az elv egyik célja a kutatásokhoz szükséges kísérleti állatok számának 

csökkentése, vagyis a kísérleti modellek létrehozása során a lehető legkevesebb, de még 

statisztikailag reprezentatív számú állatot kell felhasználni. Az is fontos szempont, hogy a 

kutatásokban felhasznált állatoknak a kísérletek során a lehető legkisebb mértékű szenvedést és 

fájdalmat okozzák.  Amennyiben pedig lehetséges, az állatkísérletek helyettesítendők egyéb 

módszerek használatával (Russell és Burch, 1959).  

Napjainkban elterjedt helyettesítő módszer az in vitro sejtmodellek használata, melyek 

segítségével számos állatfaj különféle sejttípusai tarthatók fenn mesterséges körülmények 

között. Ezek a tenyészetek lehetőséget adnak többek között a bélhámsejtek, bizonyos patogén 

mikroorganizmusk és a mikrobióta kapcsolatának tanulmányozására. Ezeket a sejtkultúrákat 

általában daganatos vagy transzformált sejtvonalak segítségével állítják elő, ilyenek például a 

Caco-2, HT-29 és T84 daganatos sejtvonalak, amelyeket humán bélhám modellezésre 

elterjedten használnak (Cencič és Langerholc, 2010). Tekintve az egészséges és daganatos 
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eredetű sejtek közti különbségeket (pl. megváltozott anyagcsere, morfológia, proliferáció), az 

utóbbiak kevésbé alkalmasak élettani, illetve olyan kórtani folyamatok jellemzésére, ami 

élettani, illetve nem daganatos kórtani folyamatokkal áll kapcsolatban.  

Az IPEC-J2 (intestinal porcine epithelial cells – jejunum) egy nem transzformált, sertés 

jejunumból származó bélhámsejtekből álló sejtvonal, melyet újszölött malacokból izoláltak. A 

megfelelő körülmények között egy egyrétegű bélhámsejt-tenyészetet alakít ki. A sejtek 

rendelkeznek apikális mikrovillusokkal és a TJ-ket létrehozó klaudin-3 és klaudin-4 

fehérjékkel, valamint okkludinnal, viszont hiányoznak belőlük a klaudin-14 és klaudin-16 

fehérjék. A sejteknek nincs kimutatható mucintermelése, és nincsenek közöttük kehelysejtek. 

A hiányosságok ellenére az IPEC-J2 sejtvonal alkalmas a bélhámsejt-baktérium interakciót 

kutató kísérletekben való felhasználásra, például az E. coli- és Salmonella-fertőzés okozta 

patogenezis vizsgálatára (Schierack, 2006).  

2.6. Probiotikumok 

A „probiotikum” kifejezést először Lilly és Stillwell (1965) használták olyan, egysejtűek által 

termelt anyagokra, amelyek más egysejtűek növekedését serkentették.  Azóta a fogalom 

nagyban bővült, és a kutatók az évek során számos definícióval álltak elő.  A ma leginkább 

elfogadott meghatározás szerint a probiotikumok olyan élő mikroorganizmusok, amelyek 

megfelelő adagokban alkalmazva pozitív hatással vannak a gazdaszervezet egészségére 

(FAO/WHO, 2001).   

Többféle csoportosítása létezik a probiotikumoknak. Egy adott probiotikus faj lehet baktérium, 

ez a leggyakoribb, vagy élesztő-, illetve egyéb gombafaj, és lehet spóraképző vagy nem 

spóraképző. Ha egy probiotikum autochthón, akkor normál körülmények között része a 

gazdafaj bél mikrobiótájának, ha pedig allochthón, akkor nem. Egy forgalmazott probiotikus 

készítmény tartalmazhat egy fajt (annak egy vagy több törzsét), illetve állhat több faj 

keverékéből is (FAO, 2016). A készítményekben leggyakrabban alkalmazott nemzetségek az 

alábbiak: Bacillus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Pediococcus és 

Streptococcus (Markowiak és Śliżewska, 2018).  

Ahhoz, hogy kereskedelmi forgalomba lehessen hozni, az adott probiotikus baktériumfajnak 

meg kell felelnie bizonyos biztonsági előírásoknak: nem lehet patogén vagy toxikus, valamint 

stabil génállománnyal és legalább egy tudományosan bizonyított pozitív hatással kell, hogy 

rendelkezzen. Ezen kívül ellenállónak kell lennie a gyomornedvvel és az epesavakkal szemben, 

hogy sértetlenül elérje a bél megfelelő szakaszát, és ott képes legyen megtelepedni a bél 
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nyálkahártyáján. Forgalmazási szempontból elengedhetetlen, hogy a probiotikus baktérium 

megőrizze tulajdonságait a feldolgozási és szállítási folyamatok alatt (Gaggia és mtsai, 2010).  

A probiotikumoknak sokféle, tudományosan bizonyított pozitív hatása van a gazdaszervezetre. 

Többféle mechanizmuson keresztül képesek gátolni és befolyásolni a patogén baktériumok 

anyagcseréjét: baktericid és bakteriosztatikus anyagokat termelnek, például bakteriocineket 

(Mazmanian és mtsai, 2008), valamint hidrogén-peroxidot (amely képes gátolni a Gram-

negatív baktériumok növekedését) és olyan fermentációs termékeket, amelyek csökkentik a 

lumen pH-értékét. Ezen kívül fizikailag is gátolni tudják a kórokozók megtelepedését a bél 

nyálkahártyáján azáltal, hogy elfoglalják a kötőhelyeket és felélik a kórokozók számára 

szükséges tápanyagokat (Gill, 2003), hozzájárulva ezzel a mikrobióta egészséges 

összetételének fenntartásához. Enyhíteni képesek a hasmenéssel járó kórképeket azáltal, hogy 

megkötik az endotoxinokat, antitoxinokat termelnek, és gátolják a patogének toxin-

expresszióját. Befolyásolják a gazdaszervezet immunválaszát azáltal, hogy stabilizálják a 

barrier funkciót (Salminen és mtsai, 1996), serkentik a nyálkatermelést, és erősítik, illetve 

gátolják az adaptív immunválasz egyes folyamatait. Segítik az emésztés és felszívás folyamatait 

azáltal, hogy növelik az egyes emésztőenzimek termelődését és aktivitását, valamint 

vitaminokat is termelnek (Hooper és mtsai, 2002; Timmerman és mtsai, 2005). Hozzájárulnak 

az oxidatív stressz csökkentéséhez, valamint képesek befolyásolni bizonyos génexpressziós 

utakat (pl. a nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB), vagy a 

mitogen-activated protein kinase (MAPK)) mind baktériumokban, mind a gazdaszervezetben 

(Feng és Wang, 2020; Oelschlager, 2010; Liao és Nyachoti, 2017; Dubreuil, 2017).  

2.7. Lactobacillus rhamnosus 

A Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus) baktériumfajt először az emberi bélrendszerből 

izolálták, az egészséges humán mikrobiom egyik alkotója (Gorbach, 1996). A Lactobacillus 

nemzetségbe tartozik, amelynek tagjait már évszázadok óta használják emberekben és 

állatokban is, mint probiotikus baktériumokat (Markowiak és Śliżewska, 2017). Az egyik 

legtöbbet tanulmányozott probiotikus hatással rendelkező baktérium, sok humán 

bélbetegséggel (pl. irritábilis bélszindróma és krónikus hasmenés) kapcsolatban végeztek vele 

kutatásokat (Yan és Polk, 2006). Patogén hatását nem mutatták ki, és kellőképpen ellenálló a 

technológiai folyamatokkal szemben, amely ideális probiotikummá teszi (Forestier és mtsai, 

2001).  
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In vitro kísérletekben a L. rhamnosus számos pozitív hatását bizonyították már. Egér (YAMC) 

és humán (HT 29) bélhámsejt-tenyészeten a L. rhamnosus GG (LGG) törzs megelőzte a 

bélhámsejtek citokin (TNF, IL-1α és IFN-γ) okozta apoptózisát azáltal, hogy aktiválta az anti-

apoptotikus protein kináz B enzimet, és gátolta az apoptotikus p38 szignál transzdukciós 

jelátviteli utat (Yan és Polk, 2002). Humán bélhámsejt tenyészeten (Caco-2) a L. rhamnosus 

35-ös sejtvonala (Lcr35) csökkentette az enteropatogén (EPEC) és enterotoxikus (ETEC) E. 

coli és a Klebsiella pneumoniae baktériumok tapadását elő-, egyidejű és utókezelés során is, 

valamint az anyagcseretermékeit tartalmazó oldata gátolta kilenc baktériumfaj, többek közt az 

ETEC, az EPEC és a S. Typhimurium növekedését (Forestier és mtsai, 2001). Két L. rhamnosus 

GG által termelt fehérje, a p40 és a p75 pozitív hatással volt a szoros sejtkapcsolatokra Caco-2 

tenyészeten: csökkentették a hidrogén-peroxid okozta TJ-károsodást, és ezáltal a sejtek 

permeabilitását a protein kináz C és a MAPK jelátviteli utak modulálásával (Seth és mtsai, 

2009). Egy kilenc különböző potenciális probiotikus baktériumot vizsgáló kutatásban a L. 

rhamnosus SD11 (LSD11) csökkentette a legnagyobb mértékben a patogén baktériumok 

(többet közt E. coli és különbző Salmonella szerotípusok) növekedését, míg a L. rhamnosus 

SD4 (LSD4) mutatta a legnagyobb mértékű adhéziót a bélhámsejtekhez (Pahumunto és mtsai, 

2021).  

Egy önkéntesekkel végzett humán kísérletben kimutatták, hogy a L. rhamnosus serkenti a 

gyulladásgátló IL-10 termelődését, amely baktériummal fertőzött T-sejtekben hozzájárul az 

IFN-γ, IL-6 és TNF-α gyulladásos mediátorok mennyiségének csökkenéséhez (Schultz, 2003). 

Az LGG takarmánykiegészítőként etetve csökkentette választási utáni malacokban az E. coli 

K88 okozta hasmenéses tüneteket azáltal, hogy módosította a bél mikrobióta összetételét, és 

befolyásolta a lokális és szisztémás immunválaszt (Zhang és mtsai, 2010).  

A L. rhamnosus befolyással volt különböző patogének tapadására sertés bélrendszerének 

különböző szakaszaiból származó nyálkán vizsgálva. Az L. rhamnosus és a Bifidobacterium 

lactis Bb12 csökkentette a S. Typhimurium ATCC 19028, az E. coli K2, a Clostridium difficile 

DSM 1296, valamint a Clostridium perfringens DSM 756 törzsek tapadását. Fontos kiemelni, 

hogy a két probiotikus törzset egymással kombinációban alkalmazva még hatékonyabban 

sikerült redukálni a nyálkához tapadt patogén baktériumok mennyiségét, mint amikor külön-

külön végezték el velük a kezelést (Collado és mtsai, 2007).  
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3. Célkitűzések 

Nagyüzemi tartási körülmények között a sertések számos stresszhatásnak és betegségre 

hajlamosító tényezőnek vannak kitéve, emiatt gyakran fordul elő náluk bakteriális bélfertőzés. 

Az Escherichia coli és Salmonella enterica serovar Typhimurium patogén baktériumok által 

okozott fertőzés teljesítménycsökkenést és így az állomány szétnövését, hasmenést, dehidrációt 

és akár elhullást is okoz, az ebből eredő gazdasági kár pedig jelentős lehet. Mivel az 

antibiotikumok használata csak súlyos tünetek esetén indokolt, megelőzésre való használatuk 

pedig növelné az antimikrobiális rezisztenciát, alternatív táplálékkiegészítőkre van szükség, 

amelyek támogatják a bélrendszer egészséges barrier funkcióját, patogének bejutása esetén 

pedig hozzájárulnak a gyulladás és az oxidatív stressz csökkentéséhez.  

A probiotikumok használata a sertéstartásban napjainkra már elterjedté vált, azonban a pozitív 

hatásuk pontos hatásmechanizmusa nem minden esetben ismert, ezeknek a felderítésére in vitro 

kísérletek szükségesek. Kísérletünkben modellként az IPEC-J2 sertés eredetű bélhám-

sejtvonalat használtuk, melynek számos kedvező tulajdonsága lehetővé teszi a baktérium-

bélhámsejt interakciók tanulmányozását.  

Kutatásunk célja annak felderítése volt, hogy a Lactobacillus rhamnosus probiotikus baktérium 

képes-e protektív hatást kifejteni a bélhámsejtekre E. coli és S. Typhimurium okozta bélfertőzés 

esetén. Először meghatároztuk azt a koncentrációt, amelyben a L. rhamnosus nem károsítja a 

sejteket, majd azt vizsgáltuk, hogy mennyire járul hozzá a patogén baktériumok által kiváltott 

oxidatív stresszt csökkentéséhez, és mennyire képes megelőzni a bakteriális kolonizáció okozta 

barrier károsodást és permeabilitás növekedést. Végül pedig a L. rhamnosus patogénekre 

kifejtett tapadásgátló hatását tanulmányoztuk.  

Hipotézisünk az volt, hogy a L. rhamnosus képes csökkenteni a bélhámsejtekben E. coli és S. 

Typhimurium fertőzés hatására termelődött intracelluláris ROS mennyiségét, segít fenntartani 

a bél barrier integritását, és megakadályozza a patogén baktériumok tapadását az 

enterocitákhoz.  
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4. Anyag és módszer 

4.1. Az IPEC-J2 sejttenyészetek létrehozása 

A kutatásunkhoz felhasznált IPEC-J2, újszülött sertés jejuumából izolált epiteliális sejtvonalat 

a North Carolina State University (Department of Clinical Sciences, College of Veterinary 

Medicine, Raleigh, NC, USA) egyetemtől kaptuk. A sejtek szaporításához és fenntartásához a 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) és a Ham’s F12 Nutrient Mixture 1:1 arányú 

keverékét használtuk (DMEM/F12). Ezt a következő anyagokkal egészítettük ki: 5%-os fötális 

borjúsavó (FBS), 5 µg/ml inzulin, 5 µg/ml transzferrin, 5 ng/ml szelén, 5 ng/ml epidermális 

növekedési faktor (EGF) és 1% penicillin-sztreptomicin.  A kísérletek során kiegészítőktől 

mentes, ún. „plain” tápfolyadékot (pDMEM/F12) használtunk.   

A kísérletek megkezdéséig az IPEC-J2 sejteket folyékony nitrogénben tároltuk. A felhasznált 

sejtek maximális passzázsszáma 54 volt. A sejteket a szaporításhoz sejttenyésztő flaskában 

37°C-on inkubáltuk, 5% CO2-t tartalmazó párásított levegő jelenlétében, és kétnaponta 

cseréltük rajtuk a tápfolyadékot. Ezután 6, illetve 96 lyukú tenyésztőedényekbe, valamint 12 

lyukú tenyésztőedénybe helyezett poliészter membrán inzertre helyeztük át a sejteket, és addig 

tenyésztettük őket, ameddig ki nem alakították az egysoros sejtréteget TJ kapcsolatokkal. A 

sejttenyészet állapotát naponta ellenőriztük fénymikroszkóppal.  

4.2. Felhasznált baktériumtörzsek és vegyületek 

Kutatásunkhoz háromféle baktériumtörzset használtunk. A probiotikumként szolgáló, sertésből 

izolált Lactobacillus rhamnosus DSM 7133 törzset a Magyar Tejgazdasági Kísérleti Intézettől 

(Mosonmagyaróvár) szereztünk be. Az E. coli és a S. Typhimurium törzsek fertőzött 

sertésekből származtak, hazai klinikai mintákból (ÁTE Járványtani és Mikrobiológiai 

Tanszék). Az E. coli törzset 2019-ben izolálták, rendelkezik F4 antigénnel, valamint termel 

hőstabil (STa és STb) és hőlabilis (LT) enterotoxinokat is. A S. Typhimurium törzset 2009-ben 

izolálták.   

Mindhárom baktériumtörzset Microbank gyöngyökön tároltuk -80 °C-on. A baktérium-

szuszpenziók elkészítéséhez a gyöngyöket pDMEM/F12 tápfolyadékban szuszpendáltuk, majd 

18-24 órán keresztül inkubáltuk 37 °C-on, egy 5% CO2-ből és 95% levegőből álló gázkeverék 

jelenlétében. Korábbi tanszéki kísérletek során már meghatároztuk, hogy ezek között a 

körülmények között tenyésztve mindhárom baktériumtörzs 108 CFU/ml koncentrációt ér el.  
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A kutatáshoz felhasznált reagenseket és a sejtek tenyésztéséhez szükséges anyagokat és 

tápfolyadékokat a Merck Magyarország Kft-től (Merck, Darmstadt, Németország) szereztük 

be.  

4.3. A sejtek életképességének vizsgálata 

A L. rhamnosus esetleges citotoxikus hatását az IPEC-J2 sejteken a Neutral Red próbát 

alkalmazva vizsgáltuk. A Neutral Red egy vörös festék, amelyet csak az élő sejt tud felvenni 

aktív bekebelezéssel, az elpusztult sejtbe pedig nem jut be, tehát a sejtekbe jutott festék 

mennyisége arányos az élő sejtek számával. A sejttenyészethez feleslegben adott Neutral Red 

lemosása után az élő sejtekben felhalmozódott mennyiség savas-alkoholos extrakcióval 

szabadítható fel.  

Az életképességi vizsgálathoz a L. rhamnosus 108 CFU/ml koncentrációjú kezelőoldatát 

használtuk. Korábbi kísérleteink során, más probiotikus baktériumtörzseket alkalmazva ez a 

koncentráció biztonságosnak és hatékonynak bizonyult az IPEC-J2 sejtek kezelésében. A 

baktériumszuszpenziót a törzsoldatból pDMEM/F12 antibiotikum-mentes tápfolyadék 

segítségével készítettük. A 96 lyukú tenyésztőedénybe oltott sejtekhez foszfát pufferes (PBS) 

mosás után 100-100 μl-t adtunk a baktériumot tartalmazó kezelőoldatokból, a 

kontrollcsoporthoz pedig 100 μl pDMEM/F12 tápfolyadékot pipettáztunk, és 24 órán keresztül 

inkubáltuk a sejttenyészeteket. Összesen 6 párhuzamos mérést végeztünk. Az inkubációs idő 

leteltével a kezelőoldatokat fenolvörösmentes tápfolyadékra cseréltük, majd 100 μl Neutral Red 

oldatot tettünk a sejtekre, melyet 2 órás inkubáció követett. Az inkubációs idő letelte után 

eltávolítottuk a feleslegben maradt festéket és PBS-sel mostuk a tenyészeteket. Ezután 50 μl, 

50%-ban 96%-os etanolt, 49%-ban desztillált vizet és 1%-ban koncentrált ecetsavat tartalmazó 

oldatot pipettáztunk a tenyészeteinkre és 20 percig körkörös irányban történő rázatás után 

kinyertük a bennük felhalmozódott festékanyagot. A felülúszó oldatok abszorbanciáját 

Spectramax iD3 spektrofotométerrel (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) 540 nm-en 

határoztuk meg. Az abszorbancia értékek arányosak a felvett festék mennyiségével, így ez 

alapján a kezeletlen sejtekhez viszonyítva következtetni tudtunk a különböző koncentrációjú 

oldatokkal kezelt csoportok túlélő sejtjeinek arányára.  

Az E. coli és S. Typhimurium IPEC-J2 sejteken biztonságosan alkalmazható koncentrációját 

(106 CFU/ml) már tanszékünk korábbi kísérleteiből ismerjük.  
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4.4. Intracelluláris redox állapot vizsgálata 

A sejtekben termelődött ROS mennyiségét nem specifikus módon vizsgáltuk 

diklorofluoreszcein-diacetát (DCF-DA) segítségével. A DCF-DA önmagában nem fluoreszkáló 

vegyület, amely ROS jelenlétében molekuláris átalakuláson megy keresztül; acetát csoportját 

elveszíti és fluoreszkáló 2’,7’-diklorofluoreszceinné (DCF) alakul. A mérhető fluoreszcencia 

intenzitása ennek következtében arányos a sejtekben lévő ROS mennyiségével.  

A kísérlethez az IPEC-J2 sejteket 6 lyukú tenyésztőedényben szaporítottuk el, amíg egységes 

réteget nem alkottak. Ezalatt elkészítettük a baktériumokat tartalmazó szuszpenziókat: az E. 

colit és S. Typhimuriumot tartalmazó oldatokat 106 CFU/ml, a L. rhamnosust tartalmazót 108 

CFU/ml koncentrációban. A kezelések megkezdése előtt a sejttenyészeteket PBS-sel mostuk.   

Háromféle kezelést alkalmaztunk: elő-, egyidejű és utókezelést (1. táblázat). Az előkezelés 

során először a L. rhamnosust tartalmazó tápfolyadékkal kezeltük a sejteket, majd 1 óra 

inkubációs idő után leszívtuk a probiotikumot tartalmazó oldatot, rátettük az E. colit vagy a S. 

Typhimuriumot tartalmazó oldatot, és ismét 1 órán át inkubáltuk a sejteket. Az egyidejű kezelés 

során egyszerre adtuk a kétféle (L. rhamnosus és E. coli vagy S. Typhimurium) kezelőoldatot 

a sejtekhez, és 1 órán át inkubáltuk azokat. Az utókezelés során először az E. colit vagy a S. 

Typhimuriumot tartalmazó oldatot raktuk a sejtekre, 1 óra inkubációs idő után eltávolítottuk a 

felülúszót, és ráhelyeztük a sejtekre a L. rhamnosust tartalmazó oldatot, ezt ismét 1 óra 

inkubációs idő követte. A negatív kontrollként szolgáló sejtekhez tápfolyadékot adtunk, a 

pozitív kontroll sejtekhez pedig csak E. colit vagy S. Typhimuriumot tartalmazó tápfolyadékot.  

Az inkubációs idők letelte után a felülúszót eltávolítottuk, és kiegészítőket tartalmazó 

DMEM/F12 tápfolyadékot adtunk a sejtekhez. Huszonnégy óra várakozás után leszívtuk róluk 

a tápfolyadékot, és PBS-mosást végeztünk. Elsötétített laborban a DCFH-DA festéket 

feloldottuk kiegészítő- és fenolvörösmentes tápfolyadékban, ezt utána a sejtekre helyeztük, 

majd 1 órán át inkubáltuk őket. Ezalatt a DCF a sejtekbe jutva reakcióba lépett a reaktív 

oxigénszármazékokkal. Az inkubáció után kétszeres PBS-mosás következett, majd sejtkaparó 

segítségével felszedtük a sejteket, minden lyukat egységesen 30 másodpercig kaparva. A 

felkapart sejttörmeléket Eppendorf csövekbe pipettáztuk, majd centrifugáltuk, és a felülúszóból 

100-100 µl-t 96 lyukú sejttenyésztő edényre adagoltunk. Ezt az edényt a fluoreszcens 

spektrofotométerbe helyeztük, és két hullámhosszt állítottunk be. Az egyik hullámhossz volt 

felelős azért, hogy a keletkezett termék gerjesztett állapotba kerüljön, a másikkal pedig 

detektálni tudtuk a termék által kibocsátott fényt, amikor visszatért az alapállapotba. A 
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kezeletlen kontrollhoz képest meghatároztuk, hogy a patogéneket tartalmazó mintákban 

mennyire nőtt meg a ROS-szint, majd ez utóbbihoz képest mértük, hogy az egyes kezelés-

kombinációknál csökkent-e a reaktív oxigén származékok mennyisége.  

A kezelés típusa A hozzáadott probiotikus 

baktérium és mennyisége 

A hozzáadott patogén 

baktérium és mennyisége 

L. rhamnosus + E. coli 

előkezelés 

L. rhamnosus 108 CFU/ml a 

patogén előtt 

E. coli 106 CFU/ml 

L. rhamnosus + E. coli 

egyidejű kezelés 

L. rhamnosus 108 CUF/ml a 

patogénnel együtt 

E. coli 106 CFU/ml 

L. rhamnosus + E. coli 

utókezelés 

L. rhamnosus 108 CFU/ml a 

patogén után 

E. coli 106 CFU/ml 

L. rhamnosus + S. 

Typhimurium előkezelés 

L. rhamnosus 108 CFU/ml a 

patogén előtt 

S. Typhimurium 106 CFU/ml 

L. rhamnosus + S. 

Typhimurium egyidejű 

kezelés 

L. rhamnosus 108 CFU/ml a 

patogénnel együtt 

S. Typhimurium 106 CFU/ml 

L. rhamnosus + S. 

Typhimurium utókezelés 

L. rhamnosus 108 CFU/ml a 

patogén után 

S. Typhimurium 106 CFU/ml 

1. táblázat: a DCF-DA próba során alkalmazott kezelések összetétele. A további kísérletek 

során ugyanezt az elrendezést alkalmaztuk 

4.4. A bélhámsejtek paracelluláris permeabilitásának vizsgálata 

A barrier funkció sérülésének mértékét FITC-D (fluoreszcein izotiocianát-dextrán) próbával 

vizsgáltuk. Ehhez 0,4 µm poliészter membrán inzerteken (Transwell, Corning) szaporítottuk el 

az IPEC-J2 sejteket, egészen addig, amíg a membránon egyrétegű bélhámsejtréteg alakult ki, 

és létrejöttek a szoros sejtkapcsolatok. A sejtek alá és fölé is kiegészítőket tartalmazó 

DMEM/F12 tápfolyadékot rétegeztünk (pDMEM/F12), így szimulálva az apikális (luminális), 

illetve a bazolaterális teret. Ha a sejtek alkotta barrier intakt, az apikális térből csak 

transzcellulárisan juthatnak át anyagok a bazolaterális térbe, ha viszont sérül a barrier, a 

transzport paracellulárisan is megvalósul.   

A baktériumokkal történő elő-, egyidejű és utókezelés a redox vizsgálathoz hasonlóan zajlott, 

mindig apikális irányból. Szintén apikálisan adtuk a sejtekhez az FD-4 (fluoreszcein 

izotiocianát-dextrán, 4 kDa) fluoreszcens jelölőmolekulát tartalmazó, fenolvörös-mentes, 

pDMEM tápfolyadékot. Az FD-4 csak paracellulárisan tud átjutni az IPEC-J2 sejtrétegen, így 
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abból, hogy mennyi jelölőmolekula jutott át a bazolaterális térbe, következtetni lehet arra, hogy 

a patogén E. coli vagy S. Typhimurium baktériumok milyen mértékben károsították a TJ-ket, 

és ezt a hatást a L. rhamnosus mennyire képes megelőzni vagy gátolni. A bazolaterális 

folyadékból 24 óra elteltével mintát vettünk, és fluoreszcens spektrofotométerrel detektáltuk az 

FD-4 jelölőmolekula mennyiségét. Az eredmények értékelése során a minták fluoreszcencia 

értékeit a kontroll sejtekben tapasztalható fluoreszcenciához képest határoztuk meg (gerjesztési 

hullámhossz: 485 nm, emissziós hullámhossz: 535 nm).  

4.5. A tapadás gátlásának vizsgálata 

Ennek a kísérletnek az első felében ugyanúgy jártunk el, mint az intracelluláris redox állapot 

vizsgálatánál, azzal a kivétellel, hogy a sejteket 24 lyukú plate-eken szaporítottuk el. Ugyanúgy 

alkalmaztunk pozitív (E. coli és S. Typhimurium) és negatív kontrollt, valamint L. rhamnosus 

elő-, egyidejű és utókezelést. Az inkubációs idő után eltávolítottuk a felülúszót, és a sejtekre 

Triton X-100 felületaktív anyag 1%-os oldatát pipettáztuk, majd 30 percig körkörös irányban 

rázattuk őket, így a sejtek megszűntek kapcsolódni egymáshoz és az aljzathoz. Ezekből a 

sejtszuszpenziókból 96 lyukú tenyésztőedényen hígítási sort készítettünk, tömény, 102, 103, 104 

és 105-szörös hígításokat kapva. Mindegyik hígításból kikentünk 50-50 l-t agart tartalmazó 

Petri-csészékre. Ezeket 24 órán át inkubáltuk, majd megszámoltuk a baktériumtelepeket.  

4.6. Statisztikai számítások 

A statisztikai számításokat R 3.3.2 (2016) programmal végeztük el. A torzító pontok kizárására, 

valamint a reziduumok normál eloszlásának megállapítására diagnosztikai analízist 

használtunk. A csoportátlagok összevetésére egytényezős varianciaanalízist (ANOVA) 

végeztünk. A csoportok közötti eltérések vizsgálatánál a szignifikancia szintet 5%-ban (p ≤ 

0,05) határoztuk meg.  
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5. Eredmények 

5.1. A L. rhamnosus hatása az intracelluláris ROS mennyiségére 

A Neutral Red próba során kapott abszorbancia értékek összehasonlításával megállapítottuk, 

hogy az általunk vizsgált 108 CFU/ml koncentrációjú L. rhamnosus kezelőoldat nem 

csökkentette az IPEC-J2 sejtek életképességét a 24 órás inkubálást követően a kontroll 

sejtekhez képest.  A fenti eredmény alapján a L. rhamnosus a vizsgált koncentrációban és ideig 

biztonságosan alkalmazható kísérleteinkben.  

Az IPEC-J2 bélhámsejtekben a reaktív oxigén származékok mennyisége az E. coli (3. ábra, a) 

és S. Typhimurium (3. ábra, b) kezelések hatására szignifikánsan megnőtt a kontrollcsoporthoz 

viszonyítva. A L. rhamnosus előkezelés következtében a ROS mennyiség jelentősen csökkent 

a bélhámsejtekben mind az E. coli, mind a S. Typhimuriumnak kitett sejtekben, és hasonló 

eredményt kaptunk akkor is, amikor egyidejű és utókezelést alkalmaztunk. Az egyidejű és az 

utókezelés hatékonysága között nem volt szignifikáns különbség kimutatható (p=0,749), az 

előkezelés azonban jelentősen hatékonyabbnak bizonyult, mind az egyidejű (p=0,0162), mind 

az utókezelésnél (p=0,0005) az E. coli által kiváltott oxidatív stressz csökkentésében (3. ábra, 

a). A S. Typhimurium kezelés következtében megemelkedett ROS szint csökkentésében nem 

volt különbség a háromféle probiotikum kezelés hatékonysága között (3. ábra, b). A L. 

rhamnosus önmagában alkalmazva a ROS mennyiség csökkenését eredményezte a kontrollhoz 

képest (3. ábra, b).   

 

3. ábra, a: az E. coli és L.rhamnosus intracelluláris ROS szintre gyakorolt hatása  
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3. ábra, b: a S. Typhimurium és L. rhamnosus intracelluláris ROS szintre gyakorolt hatása  

*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001, n=6 

 

Ec: E. coli 106 CFU/ml koncentrációban 

St: S. Typhimurium 106 CFU/ml koncentrációban 

Lrh: L. rhamnosus 108 CFU/ml koncentrációban 

Lrh PRE: L. rhamnosus 108 CFU/ml, utána E. coli/S. Typhimurium 106 CFU/ml 

koncentrációban 

Lrh CO: L. rhamnosus 108 és E. coli/S. Typhimurium 106 CFU/ml koncentrációban 

Lrh POST: E.coli/S. Typhimurium 106 CFU/ml, utána L. rhamnosus 108 CFU/ml 

koncentrációban 
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5.2. A L. rhamnosus hatása a bélhámsejtek paracelluláris permeabilitására 

Mind az E. coli (4. ábra, a), mind a S. Typhimurium (4. ábra, b) kezelés jelentősen növelte a 

bélhámsejtek permeabilitását a kontrollcsoporthoz képest. Ezt a megnövekedett paracelluláris 

permeabilitás értéket mindkét patogénnek kitett enterocitákban sikerült csökkenteni a L. 

rhamnosus probiotikus baktérium alkalmazásával. Hatékonyságukat tekintve nem volt jelentős 

különbség a különböző kezeléstípusok (elő-, egyidejű- illetve utókezelés) között.  

 

4. ábra, a: az E. coli és L. rhamnosus bélhám permeabilitásra gyakorolt hatása  

 

4. ábra, b: a S. Typhimurium és L. rhamnosus bélhám permeabilitásra gyakorolt hatása  

*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001, n=6  

 

Ec: E. coli 106 CFU/ml koncentrációban 
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St: S. Typhimurium 106 CFU/ml koncentrációban 

Lrh: L. rhamnosus 108 CFU/ml koncentrációban 

Lrh PRE: L. rhamnosus 108 CFU/ml, utána E. coli/S. Typhimurium 106 CFU/ml 

koncentrációban 

Lrh CO: L. rhamnosus 108 és E. coli/S. Typhimurium 106 CFU/ml koncentrációban 

Lrh POST: E.coli/S. Typhimurium 106 CFU/ml, utána L. rhamnosus 108 CFU/ml 

koncentrációban 

5.3. A L. rhamnosus tapadásgátló hatása 

A tapadásos vizsgálatok esetén a patogénekkel való kezelésben részesülő minták felületére 

tapadt és azokból származó E. coli (5. ábra, a) illetve S. Typhimurium (5. ábra, b) telepek számát 

tekintettük 100%-nak, és ehhez képest határoztuk meg a L. rhamnosus elő- egyidejű, illetve 

utókezelésben részesülő mintákból származó telepek számát. Megállapíthatjuk, hogy mindkét 

patogénnek kitett sejtekben jelentősen csökkent a L. rhamnosus inkubáció hatására az 

enterocitákhoz tapadt baktériumok mennyisége.  Az E. colival történő kezelésnél az elő- és az 

utókezelés során szignifikánsan hatékonyabbnak bizonyult az egyidejű kezelésnél. A S. 

Typhimuriummal történő kezelés esetében az elő- és egyidejű kezelésnek köszönhetően 

csökkent a legnagyobb mértékben patogén baktériumok IPEC-J2 sejtekhez való tapadása.   

 

5. ábra, a: E. coli tapadása az IPEC-J2 sejtekhez elő-, egyidejű és utókezelés során  
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5. ábra, b: S. Typhimurium tapadása az IPEC-J2 sejtekhez elő-, egyidejű és utókezelés során 

 

*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001, n=4 

 

Lrh PRE: L. rhamnosus 108 CFU/ml, utána E. coli/S. Typhimurium 106 CFU/ml 

koncentrációban 

Lrh CO: L. rhamnosus 108 és E. coli/S. Typhimurium 106 CFU/ml koncentrációban 

Lrh POST: E.coli/S. Typhimurium 106 CFU/ml, utána L. rhamnosus 108 CFU/ml 

koncentrációban 
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6. Megbeszélés 

Az E. coli és a S. Typhimurium törzsek által okozott emésztőrendszeri megbetegedések jelentős 

gazdasági veszteséget okozhatnak a sertéságazatnak, és az emberi egészségre is veszélyt 

jelenthetnek. Mindkét baktérium zoonózis kórokozó, az élelmiszerlánc által közvetítve 

bekerülhetnek a sertéshúsból készült termékekbe, továbbá jelenlétük hozzájárulhat az 

antibiotikum-rezisztencia terjedéséhez is (Dubreuil, 2017). Ezek a baktériumok többféle 

mechanizmuson keresztül károsíthatják a sertés béltraktusát, és okozhatnak emésztőrendszeri 

megbetegedéseket. A betegségek kialakulásához vezető mechanizmusok között jelentős 

szerepe van a patogének bélhámsejtekhez való tapadásának, a baktériumok által kiváltott 

oxidatív stressznek, és a bél barrier funkciójának károsításának. 

Annak pontos mechanizmusa, hogy az E. coli és a S. Typhimurium hogyan fejtik ki oxidatív 

stresszt kiváltó hatásukat, nem teljesen tisztázott, de a kórokozók oxigént termelhetnek, hogy 

aerob környezetet hozzanak létre, és így oxidatív stresszkörülményeket hozzanak létre a bélben 

(Wang, J és mtsai, 2021). A L. rhamnosus elő-egyidejű, illetve utókezelés antioxidáns 

hatásának igazolására meghatároztuk a bélhámsejtekben termelődő ROS mennyiséget. Az E. 

coli és a S. Typhimurium az intracelluláris ROS mennyiségének növekedését váltotta kis az 

IPEC-J2 sejtekben. A 108 CFU/ml mennyiségben L. rhamnosussal végzett elő-, egyidejű- és 

utókezelés jelentősen csökkentette az E. coli és az S. Typhimurium által indukált ROS-

termelődést. Ez az eredmény azt jelzi, hogy a L. rhamnosus képes enyhíteni az E. coli és a S. 

Typhimurium által okozott oxidatív stresszt. Eredményeinkkel összhangban, egyes 

probiotikumokról kimutatták, hogy mérséklik ROS termelést, pl. L. plantarum ZLP001-gyel 

történő előkezelés csökkentette a hidrogén-peroxid által okozott oxidatív stresszt IPEC-J2 

sejtekben (Wang és mtsai, 2021). Az Enterococcus faecium, valamint a Bacillus licheniformis 

és Bacillus subtilis, sertésből származó probiotikus baktériumtörzsek alkalmazása sikeresen 

járult hozzá a ROS mennyiségénnek csökkentéséhez sertés bélhámsejteken végzett in vitro 

kísérletekben (Pézsa és mtsai, 2022a; Pézsa és mtsai, 2022b).  

A probiotikumok egyik hatásmódja lehet a bélbarrier erősítése (Yang és mtsai, 2015). 

Kísérleteinkben a L. rhamnosus önmagában is jelentős hatással volt a bazolaterális 

kompartmentben mért fluoreszcens festék mennyiségére. Egyes irodalmi adatok szerint a 

probiotikumok alkalmazása önmagában nem befolyásolja az epiteliális barrier integritását és 

permeabilitását (Sherman és mtsai, 2005; Czerucka és mtsai, 2000), míg más in vitro 

vizsgálatok azonban azt mutatták, hogy a probiotikus baktériumok alkalmazása önmagában is 

fokozhatja a barrierfunkciót (Ewaschuk és mtsai, 2008; Otte és Podolsky, 2008; Resta-Lenert 
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és Barret, 2003). A Gyógyszertani és Méregtani Tanszéken korábban, más probiotikus 

baktériumtörzsekkel végzett kísérletek eredményei is különböztek egymástól; míg sertésből 

izolált Bacillus subtilis kezelés (Pézsa és mtsai, 2022b) az IPEC-J2 sejtek 

áteresztőképességének növekedését eredményezte, addig a szintén sertés emésztőcsatornájából 

származó Enterococcus faecium jelenléte a paracelluláris permeabilitás csökkenését 

eredményezte a sertés eredetű bélhámsejteken, mind E. coli, mind pedig S. Typhimurium 

kezelést követően (Pézsa és mtsai, 2022a). A L. rhamnosussal kapott eredményeink ez 

utóbbiakkal állnak összhangban. Az E. coli vagy S. Typhimurium jelenléte a bazolaterális 

kompartmentben mért FD-4 festék mennyiségének jelentős növekedését eredményezte, ami azt 

jelzi, hogy ezek a patogének növelték a bélhámréteg permeabilitását.  A barriert károsító 

mechanizmusok hátterében feltételezhető a Gram-negatív baktériumok lipopoliszacharidjának, 

illetve egyes bakteriális metabolitok szerepe (Lodemann és mtsai, 2015). Eredményeink azt 

mutatják, hogy a L. rhamnosussal történő kezelés képes ellensúlyozni az E. coli, illetve a S. 

Typhimurium által indukált barrierkárosodást. Az elő-, egyidejű-, illetve utókezelés 

hatékonysága között nem tapasztaltunk különbséget.  

A kórokozók adhéziójának gátlása az egyik legfontosabb tulajdonsága annak, hogy a 

probiotikumok hogyan fejthetik ki jótékony hatásukat. A különböző probiotikus törzsek 

patogén adhéziót gátló képességét széles körben vizsgálták (Wang és mtsai, 2018; Jin és mtsai, 

2000). Eredményeink megerősítik, hogy a L. rhamnosus képes gátolni az E. coli és a S. 

Typhimurium adhézióját. A L. rhamnosus tapadásgátló hatása és a kezelés módja között nem 

lehet egyértelmű kapcsolatot megállapítani. Az a tény, hogy az utókezelés is képes volt gátolni 

mind az E. coli, mind a S. Typhimurium adhézióját, azt jelezheti, hogy a L. rhamnosus képes 

volt megzavarni a kialakult kórokozó kolonizációt. Korábbi tanszéki kísérleteinkkel 

összehasonlítva eredményeinket megállapítható, hogy nem minden probiotikus baktériumtörzs 

képes az E. coli, illetve az S. Typhimurium tapadását in vitro körülmények közt 

megakadályozni IPEC-J2 sejteken: az Enterococcus faecium és a Bacillus licheniformis 

mindkét patogén esetében jelentősen csökkentette a bélhámsejtekhez történő adhéziót, míg a 

Bacillus subtilis csak az E. coli tapadására bírt befolyással (Pézsa és mtsai, 2022a; Pézsa és 

mtsai, 2022b).  

Összegzésképpen elmondhatjuk, hogy a L. rhamnosus kezelés kedvező hatást gyakorolt az 

IPEC-J2 sejtekre. A probiotikus baktérium jelenléte csökkentette az E. coli, illetve S. 

Typhimurium által kiváltott oxidatív stresszt, részt vett a patogének okozta bélbarrier károsodás 

helyreállításában, illetve megakadályozta azok adhézióját a bélhámsejtekhez. Ezen eredmények 
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alapján a L. rhamnosus ígéretes takarmánykiegésző jelölt lehet sertések számára olyan célból, 

hogy erősítse a gyomor-bélrendszer egészségét, ezáltal közvetetten hozzájáruljon az 

antibiotikum felhasználás csökkentéséhez. A jövőben további in vitro (pl. gyulladásos citokinek 

szintjének meghatározása, TJ fehérjék vizsgálata) és in vivo kísérletek szükségesek a fenti 

eredmények megerősítésére. A kísérleti modellt érdemes olyan irányban továbbfejleszteni, 

hogy egyidőben egyszerre több probiotikus törzs bélhámsejtekre gyakorolt hatása is lehetővé 

váljon.  
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7. Összefoglalás 

Nagyüzemi körülmények között tartott sertésekben a zsúfoltság és az intenzív technológia 

okozta stressz miatt gyakori az Escherichia coli (E. coli) és Salmonella Typhimurium (S. 

Typhimurium) okozta bélfertőzés. A patogének által kiváltott oxidatív stressz és a bél barrier 

funkciójának károsodása a termelés csökkenéshez és klinikai tünetek kialakulásához vagy akár 

elhulláshoz is vezethet. Hosszú évtizedekig ennek megelőzésére és hozamfokozásra 

rutinszerűen alkalmaztak antibiotikumokat, és ez a gyakorlat is hozzájárult a manapság egyre 

nagyobb mértékeket öltő antimikrobiális rezisztenciához. Az Európai Unió ma már szigorúan 

szabályozza az antibiotikumok állatgyógyászati felhasználását. Felmerült tehát az igény olyan 

alternatív szerek és táplálékkiegészítők iránt, amelyek nem járulnak hozzá a rezisztencia 

növekedéséhez, ugyanakkor képesek pozitív hatást kifejteni az állatok egészségére és 

termelőképességére, és segítenek megőrizni a béltraktus egészséges barrier funkcióját. 

A probiotikumokat már hosszú ideje használják az állatgyógyászatban, de sok esetben még nem 

teljesen ismert a pozitív hatásukért felelős pontos hatásmechanizmus és a hatékonyságuk 

mértéke. Kísérletünkben a Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus) probiotikus baktérium 

IPEC-J2 sertés eredetű bélhámsejteken kifejtett védőhatását vizsgáltuk a patogén E. coli és S. 

Typhimurim baktériumokkal szemben. 

Először Neutral Red próbával meghatároztuk, hogy a L. rhamnosus 108 CFU/ml 

koncentrációban alkalmazva nem befolyásolja az IPEC-J2 sejtek életképességét, további 

kísérleteinkben ezt a koncentrációt alkalmaztuk. Ezután a sejtek intracelluláris redox állapotát 

vizsgáltuk DCFH-DA próbával, melynek során három különböző kezelést alkalmazva (elő-, 

egyidejű és utókezelés) adtuk hozzá a sejtekhez az L. rhamnosust, valamint a patogén 

baktériumokat. FITC-D fluoreszcens próbát alkalmazva teszteltük a probiotikus törzs hatását a 

bélhámsejtek paracelluláris permeabilitására. Végül pedig azt vizsgáltuk, hogy a L. rhamnosus 

milyen mértékben akadályozza meg a patogén baktériumok tapadását az IPEC-J2 

bélhámsejtekhez.  

Kutatásunk eredményei azt bizonyítják, hogy a L. rhamnosus jelentősen csökkenti a sertés-

bélhámsejtekben az E. coli, illetve S. Typhimurium által kiváltott oxidatív stresszt, képes 

megelőzni a barrier funkció károsodását és gátolja a patogén baktériumok adhézióját. További 

in vitro és in vivo vizsgálatok szükségesek a L. rhamnosus pozitív hatásának hátterében álló 

folyamatok felderítésére. 
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8. Summary 

Intestinal infections caused by Escherichia coli (E. coli) and Salmonella Typhimurium (S. 

Typhimurium) are common in pigs kept in large-scale production due to crowding and stress 

caused by intensive technology. The oxidative stress and impairment of the intestinal barrier 

function caused by pathogens can lead to reduced production and the development of clinical 

signs or even death. For many decades, antibiotics were routinely used to prevent these diseases 

and for growth promotion, and this practice has contributed to the increasing antimicrobial 

resistance. Nowadays, the European Union strictly regulates the use of antibiotics in veterinary 

medicine. The need has therefore arisen for alternative agents and nutritional supplements that 

do not contribute to increased resistance but can have a positive effect on animal health and 

productivity and help to maintain healthy intestinal barrier function. 

Probiotics have been used in veterinary medicine for a long time, but in many cases the exact 

mechanism of action responsible for their positive effects and the extent of their efficacy are 

not yet fully understood. In our experiment, we investigated the protective effect of the probiotic 

bacterium Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus) in IPEC-J2 porcine intestinal epithelial 

cells against pathogenic E. coli and S. Typhimurium bacteria. 

First, by using Neutral Red assay we determined that L. rhamnosus at a concentration of 108 

CFU/mL did not affect the viability of IPEC-J2 cells and used this concentration in further 

experiments. Next, the intracellular redox state of the cells was investigated by DCFH-DA 

assay, where L. rhamnosus and pathogenic bacteria were added to the cells using three different 

treatment types (pre-, parallel, and post-treatment). The effect of the probiotic strain on the 

paracellular permeability of intestinal epithelial cells was tested using the FITC-D fluorescence 

dye. Finally, preventive effect of L. rhamnosus on the adhesion of pathogenic bacteria to IPEC-

J2 intestinal epithelial cells was tested.  

The results of our study demonstrate that L. rhamnosus significantly reduces the oxidative stress 

induced by E. coli and S. Typhimurium in porcine intestinal epithelial cells. It could prevent 

barrier function damage and inhibits the adhesion of pathogenic bacteria. Further in vitro and 

in vivo studies are needed to elucidate the processes underlying the positive effect of L. 

rhamnosus. 
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