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Roviditések jegyzéke

AJ — adherens junction (zonula adherens)
AMR — antimikrobialis rezisztencia

CFU - colony forming unit

DCF - 2’,7’-diklorofluoreszcein
DCF-DA — diklorofluoreszcein-diacetat

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

EGF — epidermalis novekedési faktor
EPEC - enteropatogén Escherichia coli
ETEC — enterotoxikus Escherichia coli
FBS — fotalis borjusavo

FITC-D, FD-4 — fluoreszcens izotiocianat-

dextran

GIT — gasztrointesztinalis traktus

IL-10 — interleukin-10

IL-1a — interleukin 1-alfa

IL-6 — interleukin-6

INF-y — interferon gamma

MAPK — mitogén-aktivalt protein kindz
MDR — multirezisztens

PBS — foszfattal pufferolt sooldat

RNS — reaktiv nitrogén szarmazékok
ROS — reaktiv oxigén szarmazékok
T3SS — Ill-as tipusu szekrécios rendszer
TJ - tight junction (zonula occludens)

TNF-a — tumor nekrézis faktor a



1. Bevezetés

Az antibiotikumok felfedezése hatalmas mérfoldkonek szamit az orvostudomany torténetében,
hiszen lehetdvé tette szamos, azel6tt sokszor haldlos kimenetelli betegség gydgyitasat. A
penicillin és szarmazékai a masodik vilaghabort idején terjedtek el, napjainkban pedig mar
szamos kiilonbozé antibiotikum csoportot ismeriink, ¢és rengeteg készitmény all
rendelkezésiinkre mind a humén, mint az allatgyogyészat teriiletén. Az antibiotikumok
helytelen ¢és tilzott mértékii hasznalata azonban hosszu tavon sulyos kovetkezményekkel jar.
Az 1950-es években szamos haszonallattarto kezdte rutinszertien alkalmazni ezeket a szereket
novekedési hormonokkal és szteroidokkal egytitt szubklinikai d6zisban annak érdekében, hogy
fokozza az allatok teljesitményét és testsulygyarapodasat, valamint, hogy visszaszoritsa a
bakterialis fert6zések el6fordulasat. Ez a rendszeres, Kis dozisban torténé alkalmazas azonban
szelekcids nyomast gyakorolt a baktériumokra, és elGsegitette az antibakterialis rezisztencia
kialakulasat. Az Europai Unid, felismerve, hogy a rezisztencia fokozodéasa globalis
kozegészségiigyi veszElyt jelent, 2006-ban betiltotta az antibiotikumok hozamfokozas céljabol
torténd hasznalatat. 2022-ben tovabbi jogszabalyok Iléptek életbe, melyek szigoruan

szabalyozzék az antibiotikumok felhasznalasanak modjat az allatgyogyészatban.

A probiotikumok bélrendszerre gyakorolt jotékony hatasait mar hossza id0 ota ismerik.
Képesek védelmet nyujtani a patogén baktériumok ellen azaltal, hogy felhasznaljak az azok
szémara sziikséges tapanyagokat, anyagcsere-termékeikkel megvaltoztatjdk a bél lumenének
koriilményeit, és megtelepednek a bél nyalkahartyajan, kiszoritva onnan a kérokozokat.
Emellett antimikrobialis anyagokat és vitaminokat termelnek, befolyasolni tudjak a mikrobiota
Osszetételét és interakcioba 1épnek a gazdaszervezet immunrendszerével, a gyulladasos
folyamatok és az oxidativ stressz szempontjabol lényeges jelatviteli utakat befolyasolva.
Ennélfogva a probiotikumoknak jelentds szerepe van az emésztOtraktus egészségének
megorzésében. A probiotikumok takarmanykiegészitoként torténd adagolasa hozzéjarulhat az
antibiotikum  felhasznalas csokkentéséhez és ezaltal az  antibiotikum-rezisztencia
novekedésének visszaszoritdsdhoz. A probiotikus baktériumtorzsek hatdsardl szamos adat all
rendelkezésre, de ezen baktériumok hatdsanak hatterében all6 mechanizmusok még nem
teljesen feltérképezettek. Tovabba, a probiotikumok egyes hatdsai a kiilonféle allatfajokban
kiilonbozéek lehetnek. A sertés gazdasagi szempontbol kiilondsen jelent6s haszonallat, ily
moddon a probiotikumok sertések emésztérendszerében betdltott szerepére iranyuld kutatdsok

széles kort érdeklddésre tarthatnak igényt.



Jelen dolgozatban egy sertésbdl izolalt probiotikus baktériumtorzs, a Lactobacillus rhamnosus
hatasat vizsgaltuk sertés bélhamsejtekbdl allo sejttenyészeten. Kisérleteink soran arra a
kérdésre kerestiik a valaszt, hogy képes-e¢ a kivalasztott baktériumtorzs ellensulyozni egyes
bélbeli patogén baktériumok altal kivaltott oxidativ stresszt, a bélbarrier paracellularis

permeabilitasanak novekedését és a patogének bélhamsejtekhez valod tapadésat.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A bélbarrier felépitése és funkcidoja

A gasztrointesztinalis traktus (GIT) egy komplex és dinamikus szervrendszer, mely az emésztés
¢s a felszivas feladatanak elladtasa mellett fizikai és immunoldgiai barrierként is funkcional a
szervezet és a kiilsé kornyezet kozott. Mivel folyamatos kapcsolatban van a kiilvilaggal, nap
mint nap érik kiilsé (pl. takarmany, patogének) €s belsd (mikrobiota) hatdsok, amelyekre a

megfeleld szintli védekezéssel vagy toleranciaval kell reagélnia (Pluske és mtsai, 2018).

A béltraktus lumenét hatarold barrier szamos funkcionalis rétegbdl épiil fel. A legkiils6 réteget
a bélben ¢l6 mikroorganizmusok (baktériumok, gombak, virusok) alkotjak, ezt koveti egy
kettds mucinréteg, melyben IgA €s antimikrobialis peptidek is megtalalhatok. A harmadik réteg
az egymashoz szorosan kapcsolddd bélhamsejtekbdl all, ez teremti meg a {6 fizikai akadalyt a
belsd és a kiilsé kornyezet kozott. A bélhamsejtek alatti lamina propridban pedig a velesziiletett
és az adaptiv immunrendszer sejtjei (dendritikus sejtek, makrofagok, B- és T-sejtek,

plazmasejtek stb.) talalhatok (Natividad és Verdu, 2013).
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1. abra: a bélhamsejtek kozotti szoros kapesolatok strukturdja (Natividad és Verdu, 2013)

A bélhamsejtek kozotti szoros kapcsolatot citoplazmatikus és a sejtmembranba agyazodo
fehérjék sokasaga alkotja (“apical junctional proteins”, 1. abra). Négy f6 struktarat lehet
elkiiloniteni luminalistol bazalis irdnyba haladva. Az elsd, a tight junction (TJ) transzmembran
(okkludin és klaudinok) és citoplazmatikus (zonula occludens, ZO) fehérjékbdl all. Ezutan
kovetkezik az adherens junction (AJ), amelyet kateninek és E-kadherin épitenek fel. Ezt kdveti

a dezmoszoma (macula adherens), amelyet sokfé¢le fehérje alkot (pl. dezmoplakin ¢és
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dezmoglein), majd a gap junction zarja a sort. A sejt két oldalan 1évé apikalis fehérje-
komplexeket a citoplazman ativeld aktin, miozin és intermedier filamentumok kdotik dssze és

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

Ezen apikalis fehérjék altal létrehozott szoros sejtkapcsolatok szigoruan szabalyozzak a
paracelluléris transzportot és igy a bélhdm permeabilitasat. Egyfeldl atengedik a szervezet
szdmara fontos vizet, elektrolitokat és tdpanyagokat, masfeldl viszont gatat alkotnak a
baktériumok, virusok, toxinok és egyéb karos antigének szamara (Zheng ¢és mtsai, 2021), csak
kis mennyiséget engedve at beldlik, hogy azok informacioul szolgalhassanak az

immunrendszer szamara (Natividad és Verdu, 2013).

A sejtkapcsolatok alkotta barrier allapotat sokféle tényezd befolyasolja: kiilonféle patogének
jelenléte és betegségek megléte, valamint az €letkor €s a takarmanyozas (Mullin és mtsai, 2002;
Sander és mtsai, 2005). Ha a barrier sériil és megnd a bélham permeabilitasa, toxinok,
allergének és patogén baktériumok juthatnak nagy mennyiségben a keringésbe, €s gyulladésos
valaszt valthatnak ki (Asmar és mtsai, 2002; Arrieta és mtsai, 2006). A barrier funkcid

integritasa ennélfogva kritikus fontossagt a bakterialis fertdzések megel6zése céljabol.

2.2. Az oxidativ stressz és szerepe a bélfert6zésben

Az oxidativ stressz kifejezést el6szor Helmut Sies hasznalta 1985-ben. A mai definicid szerint
oxidativ stressz akkor all fenn, ha a szervezetben felborul az egyensuly a szabad gyokok
keletkezése ¢és elimindlasa kozott (Daenen €s mtsai, 2019). A szabad gyokok kisméretd,
konnyen diffundalé molekuldk, ionok vagy atomok, melyek péarositatlan elektronnal
rendelkeznek, ezért instabilak és kémiailag nagyon aktivak. Két csoportjukat kiillonboztetjiik
meg: a reaktiv oxigén gyokoket (ROS) és a reaktiv nitrogén gyokoket (RNS). Fontos
megjegyezni, hogy nem csak szabad gyokok jatszhatnak szerepet az oxidativ stressz
kialakulasaban, hanem olyan molekuléak is, amelyek nem rendelkezik parositatlan elektronnal,
de reaktivitasuk a szabad gyokokhoz hasonlo (pl. hidrogén-peroxid). A ROS és RNS kifejezést
ezért tagabb értelemben reaktiv oxigén, illetve nitrogén szdrmazékként is hasznaljuk (Miller és

mtsai, 1990).

Az egészséges szervezetben folyamatosan keletkeznek szabad gyokok kiilsé hatasokra
(sugarzas, mutagén vegyiiletek, toxinok), valamint élettani biokémiai reakcidk intermedier
termékeiként, a peroxiszomakban, valamint a mitokondriumban zajlé reakcidk, a peroxiszomak
miik6édése, valamint a CYP450 és kiilonb6z6 oxidaz-enzimek altal katalizalt reakciok soran. A

szervezet ezeket folyamatosan igyekszik elimindlni enzimek (szuperoxid-dizmutaz, kataldz,
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glutation-peroxidaz és vitaminok), valamint a taplalékkal bevitt mikroelemek €s antioxidans
anyagok segitségével. Fiziologias koriilmények kozott a két folyamat kozott dinamikus
egyensuly all fenn (Hao és mtsai, 2021). A reaktiv oxigén szarmazékok szerepet jatszanak a
patogének elleni védekezésben, egyes jelatviteli utakban €s bioszintézis-reakciokban (Brieger

¢és mtsai, 2012).

Ha a kéros hatasok feler6sodnek, a szervezet antioxiddans rendszere nem tudja idOben
eltavolitani a keletkezett nagy mennyiségli szabad gyokot. A sejtekben felgyiilemlé ROS és
RNS kérositja a membranokat, a fehérjék, a lipideket és a DNS-t, igy sériilnek a jelatviteli utak,
az energia-metabolizmus zavart szenved, és génmutaciok Iéphetnek fel. Az oxidativ stressz
tehat az egész szervezetre karos hatassal van. A nagyilizemi koriilmények kozott tartott sertések
a szamos stresszhatds és az intenziv ndvekedés miatt kiilonosen ki vannak téve az oxidativ
stressz veszélyének. Hajlamositd tényezdk a sziiletés és a valasztis iddszaka, valamint a ho-
vagy hidegstressz, mikotoxint tartalmazé takarmany fogyasztasa, szallitas, zsufoltsag, egymas
kozotti harcok, rossz higiénia és a kiilonbozo fertdézések. Az oxidativ stressz eliminalasara a
szervezet energidt fordit, melyet a novekedéstdl von el, ezért termeléscsokkenést és emiatt

gazdasagi karokat okoz. (Hao és mtsai, 2021).

Mivel a GIT 4llandoan ki van téve a kiilvilagbol érkezd patogéneknek, ezért kulcsfontossagu
ROS forras (Bhattacharyya és mtsai, 2014). Bélfertdzés esetén gyorsan kialakul az oxidativ
stressz, amely barrier diszfunkciot okoz, aktivalja az immunrendszert és gyulladast valt ki (Han
¢s mtsai, 2016). A fertdzés helyére sietd neutrofil granulocitdk és makrofagok ROS-termelése
sulyosbitja az oxidativ stresszt, onerdsito ciklus alakul ki, amelyet nehéz kordaban tartani. Az
oxidativ stressz és a gyulladas kovetkezménye tobbek kozott a bél élettani strukturdjanak
felbomlasa, a felszivodas romlésa és igy az energiaellatas zavara, a bélhamsejtek apoptozisa €s

rendellenes proliferacidja és a diszbidzis (Wang és mtsai, 2020).

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

A sertés colibacillozisat két f6 Escherichia coli patotipus okozza: az enterotoxikus E. coli
(ETEC) és az enteropatogén E. coli (EPEC), melyek koziil az elébbi bir nagyobb jelentéséggel.
Az ETEC 1jsziilott korban €s valasztas utan, az EPEC pedig szintén valasztaskor okoz sulyos,
hasmenéssel jaro és akar halalos kimenetelii bélbetegséget (Fairbrother és Gyles, 2012). A
halalozasi rata Gjsziilottkori hasmenés esetén elérheti a 70%-ot, valasztas utdni hasmenés esetén

pedig 25%-os is lehet (Martelli és mtsai, 2013).



A Salmonella enterica serovar. Typhimurium (S. Typhimurium) a sertésben leggyakrabban
izolalt Salmonella-szerotipus Eurdpaban. Hasmenéssel, dehidracioval és sulyos esetben
elhulléssal jar6 enterokolitiszt okoz. Hajlamositd tényezék az egyéb betegségek megléte, a
valasztas idészaka €s a rossz telepi higiénia. Gyogyulas utan sok sertés hordozd marad és
hénapokig iiriti a korokozot, valamint human-egészségiigyi szempontbol fontos megemliteni,
hogy a baktériummal szennyezett sertéshus emberi fertézéseket okozhat (Carlson és mtsai,

2012).
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2. abra: E. coli és S. enterica bélhamsejt-kolonizacioja és patogén hatasai a gazdaszervezetben
(Tran és mtsai (2016), Sansonetti (2004) és Kalita és mtsai (2014) utan): a baktériumsejtek
adhézidja a bélhamsejtek apikalis felszinéhez fehérje-receptorok altal (1); bakterialis biofilm
keletkezése (2); virulencia-faktorok bejutasa a bélhamsejtbe a I1I-as tipusu szekrécios
rendszeren (T3SS) keresztiil (3);

a bélhamsejtek kozotti TI-6k felbomlasa (4); a patogén baktériumok megjelenése a
bélhamsejtekben (5), a makrofagokban (6), a dendritikus sejtekben (7) és a lamina propridban

(8).
A két baktérium patogenezise nagymértékben hasonlo folyamat (2. dbra). A kérokozo, miutan
bekeriilt a bél lumenébe, el6szor megtapad a bél nyalkahartyajan, az E. coli fimbridk
(Fairbrother és Gyles, 2012), a S. Typhimurium pedig csillok (Sakarya és mtsai, 2010)
segitségével. Ennek hatasara a mikrovillusok sériilnek, és csokken a felszivo feliilet (Croxen és
mtsai, 2013). Ezutan a baktériumok biofilmet képeznek, amely a tovabbiakban metasztatikus
centrumként szolgédl (Stoodley és mtsai, 2002), és amelyben a baktériumok anyagcseréje
lelassul, ezért rezisztensebbek lesznek az antimikrobidlis szerekkel szemben (Stewart és
Costerton, 2001). Ezt kovetden a korokozok a IlI-as tipusu szekrécids rendszeriikon (type-111
secretion system, T3SS) keresztiil bakterialis effektor fehérjéket juttatnak a célsejtekbe
(Negrate és mtsai, 2008). Ezek kozé tartoznak az EPEC altal termelt F-fehérjék (Mills és mtsai,
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2008), melyek a TJ-fehérjéket karositjak, és igy megné a paracellularis permeabilitas (Croxen
¢és mtsai, 2013; Bao és mtsai, 2015), kiilonb6zé immunszuppresszor fehérjék (Negrate és mtsai,
2008; Rahman és McFadden, 2011; Gao és mtsai, 2015), valamint az E. coli altal termelt
hélabilis (LT) €és hostabil (ST) enterotoxinok, melyek szekrécids hasmenést valtanak ki és
ezaltal megbontjadk az intesztinalis homeosztazist (Croxen és mtsai, 2013), valamint az
0zmozis-viszonyok megvaltoztatasadval sejtlizist okoznak (Jacobsen és mtsai, 2008). Ezek a
folyamatok profuz, vizszerli vagy véres hasmenéshez és dehidracidhoz vezetnek, amely
utobbira a malacok kiilondsen érzékenyek kis testméretiik miatt (Toledo és mtsai, 2012; Guerra
Ordaz, 2013). Stlyos esetben a toxinok és a baktériumok bejutnak a lamina propridba, onnan
pedig betdrnek a véraramba, szisztémas fertdzést okozva (Bhunia, 2008). A bélfertdzések
okozta csokkend takarmanyfelvétel, a novekedésbeli visszamaradas, a magas mortalitas €s a

kezelések ara jelentds gazdasagi karokkal jarhat az allattartok szamara.

2.4. Antibiotikum-rezisztencia

Az antibiotikumokat mar évtizedek ota hasznaljak az allatgyogyaszatban (Kirchhelle, 2018).
Az 1950-es években megndtt az allati termékek iranti igény, ami arra késztette az agazat
résztvevoit, hogy fokozzdk a termelést €és fenntartsak a haszonallatok egészségét zsufolt
koriilmények kozott is (Brown és mtsai, 2017). Felfedezték, hogy az antibiotikumok serkentik
az allatok, tobbet kozt a sertések (Taylor és Gordon, 1955; Wahlstrom és mtsai, 1950)
novekedését, és javitjdk a husmindséget, a takarmanyhasznositds meértékét és az allatok
egészségi allapotat (Chattopadhyay, 2014; Hao és mtsai, 2014). Ennek hatasara elterjedt az
antibakterialis szerek hozamfokozasra és betegségmegeldzésre valdo hasznélata, fdleg a

takarmanyhoz €s ivovizhez val6 adagolas formajaban (Marshall és Levy, 2011).

Az élelmiszertermeld 4llatoknak valdo tomeges antibiotikum adagolast egyértelmil
osszefliggésbe hoztak az egyre novekvd antimikrobialis rezisztenciaval (AMR). Az allatok és
emberek bakterialis fertdzéseinek kezelésére alkalmazott antibakteridlis szerek sok esetben
megegyeznek, ezért aggasztd az olyan antibiotikumokkal kapcsolatos ndvekvo rezisztencia,
amelyeket sulyos emberi megbetegedéseknél is hasznalnak, mint példaul a kolisztin, a
fluorokinolonok és a harmadik, valamint negyedik generacios cefalosporinok (Van Boeckel és
mtsai, 2019). Kiemelhet6k az E. coli és a Salmonella, melyeknek sok multirezisztens (MDR)
torzsét izolaltdk mar haszonallatokbol és allati termékekbdl (EFSA és ECDC, 2020).

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

az allatok és az emberek egészsége Osszefligg egymassal, valamint a kdrnyezettel, amelyben
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¢lnek, ezért az allategészségiigyben €s az élelmiszertermeld allatoknal haszndlt gyogyszerek
hatassal vannak az emberek egészségére is (Kahn, 2017; Hernando-Amado és mtsai, 2019).
Felismerve, hogy az antimikrobidlis rezisztencia globalis kdzegészségiigyi problémava valt, az
Eurdpai Uni6 2006-ban betiltotta az antibiotikumok hozamfokozas céljabol valo felhasznéléasat,
2019-ben pedig olyan rendeletet adott ki, amely szigoru szabalyokkal korlatozza ezen szerek
profilaktikus és metafilaktikus hasznalatat. A profilaxis csak egyedi kezelésben alkalmazhato,
ha sulyos fert6z6 betegség kockazata all fenn. Metafilaxis céljabol torténd kezelés pedig csak
egy¢b alternativa hidnyaban lehetséges, amennyiben magas a fert6zés terjedésének kockazata
egy allatcsoporton beliil. Az Uni6 nagy hangsulyt helyezett az életveszélyes emberi fertézések

megeldzésére €s kezelésére szolgald antimikrobidlis szerek hasznéalatdnak csokkentésére is.

Ennélfogva megndtt az igény olyan alternativ takarménykiegészitok irant, amelyek nem
jarulnak hozza az AMR terjedéséhez, és képesek az antibiotikumokhoz hasonl6 pozitiv hatast
elérni a haszonallat tartas folyamata soran. Ezek kozé tartoznak a probiotikumok, melyek
hozamfokoz6 és egyéb pozitiv hatasai bizonyitottak sertésben, szarvasmarhaban és baromfiban

is (Markowiak és Slizewska, 2018).

2.5. In vitro modellek, az IPEC-J2 sejtvonal

Napjainkban az allatkisérletekkel szemben tamasztott kovetelményeket nagyban befolyasoljak
az allatjoléttel kapcsolatos elvek. Ezek egyike a 3R elv, amely harom angol kifejezés
kezddbetlijének a roviditése: tokéletesités (refinement), csokkentés (reduction) €s helyettesités
(replacement). Az elv egyik célja a kutatdsokhoz sziikséges kisérleti allatok szdmanak
csOkkentése, vagyis a kisérleti modellek létrehozdsa soran a lehetd legkevesebb, de még
statisztikailag reprezentativ szamu allatot kell felhasznalni. Az is fontos szempont, hogy a
kutatasokban felhasznalt allatoknak a kisérletek soran a lehetd legkisebb mértékli szenvedést és
fajdalmat okozzdk. Amennyiben pedig lehetséges, az allatkisérletek helyettesitendék egyéb

modszerek hasznalataval (Russell és Burch, 1959).

Napjainkban elterjedt helyettesitdé modszer az in vitro sejtmodellek hasznalata, melyek
segitségével szamos allatfaj kiilonféle sejttipusai tarthatok fenn mesterséges koriilmények
kozott. Ezek a tenyészetek lehetdséget adnak tobbek kozott a bélhamsejtek, bizonyos patogén
mikroorganizmusk és a mikrobiota kapcsolatanak tanulmanyozasara. Ezeket a sejtkultarakat
altalaban daganatos vagy transzformalt sejtvonalak segitségével allitjak eld, ilyenek példaul a
Caco-2, HT-29 ¢és T84 daganatos sejtvonalak, amelyeket human bélham modellezésre

elterjedten hasznalnak (Cenci¢ és Langerholc, 2010). Tekintve az egészséges és daganatos
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eredetli sejtek kozti kiilonbségeket (pl. megvaltozott anyagcsere, morfologia, proliferacio), az
utobbiak kevésbé alkalmasak élettani, illetve olyan kortani folyamatok jellemzésére, ami

¢lettani, illetve nem daganatos kortani folyamatokkal all kapcsolatban.

Az IPEC-J2 (intestinal porcine epithelial cells — jejunum) egy nem transzformalt, sertés
jejunumbol szarmazo bélhamsejtekbdl allo sejtvonal, melyet Gjsz616tt malacokbdl izolaltak. A
megfeleld koriilmények kozott egy egyrétegli bélhamsejt-tenyészetet alakit ki. A sejtek
rendelkeznek apikdlis mikrovillusokkal ¢és a TJ-ket létrehoz6 klaudin-3 ¢és klaudin-4
fehérjékkel, valamint okkludinnal, viszont hianyoznak bel6liik a klaudin-14 és klaudin-16
fehérjék. A sejteknek nincs kimutathatd mucintermelése, €s nincsenek kozottiik kehelysejtek.
A hidnyossagok ellenére az IPEC-J2 sejtvonal alkalmas a bélhamsejt-baktérium interakciot
kutatd kisérletekben valo felhasznalasra, példaul az E. coli- és Salmonella-fert6zés okozta

patogenezis vizsgalatara (Schierack, 2006).

2.6. Probiotikumok
A ,,probiotikum” kifejezést el0szor Lilly €s Stillwell (1965) hasznaltak olyan, egysejtiiek altal

termelt anyagokra, amelyek mas egysejtiiek novekedését serkentették. Azota a fogalom
nagyban boviilt, és a kutatok az évek sordn szamos definicioval alltak el6. A ma leginkabb
elfogadott meghatarozas szerint a probiotikumok olyan ¢l6 mikroorganizmusok, amelyek
megfeleld adagokban alkalmazva pozitiv hatassal vannak a gazdaszervezet egészségére

(FAO/WHO, 2001).

Tobbféle csoportositasa l1étezik a probiotikumoknak. Egy adott probiotikus faj lehet baktérium,
ez a leggyakoribb, vagy éleszté-, illetve egyéb gombafaj, és lehet sporaképz6 vagy nem
sporaképz6. Ha egy probiotikum autochthon, akkor normal koriilmények kozott része a
készitmény tartalmazhat egy fajt (annak egy vagy tobb torzsét), illetve allhat tobb faj
keverékébdl is (FAO, 2016). A készitményekben leggyakrabban alkalmazott nemzetségek az
alabbiak: Bacillus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Pediococcus és

Streptococcus (Markowiak és Slizewska, 2018).

Ahhoz, hogy kereskedelmi forgalomba lehessen hozni, az adott probiotikus baktériumfajnak
meg kell felelnie bizonyos biztonsagi eléirasoknak: nem lehet patogén vagy toxikus, valamint
stabil génallomédnnyal és legalabb egy tudomanyosan bizonyitott pozitiv hatdssal kell, hogy
rendelkezzen. Ezen kiviil ellenallonak kell lennie a gyomornedvvel és az epesavakkal szemben,

hogy sértetleniil elérje a bél megfeleld szakaszat, és ott képes legyen megtelepedni a bél
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nyalkahartyajan. Forgalmazasi szempontbol elengedhetetlen, hogy a probiotikus baktérium

megorizze tulajdonsagait a feldolgozasi és szallitasi folyamatok alatt (Gaggia és mtsai, 2010).

A probiotikumoknak sokféle, tudomanyosan bizonyitott pozitiv hatdsa van a gazdaszervezetre.
Tobbféle mechanizmuson keresztiil képesek gatolni és befolydsolni a patogén baktériumok
anyagcser¢jét: baktericid és bakteriosztatikus anyagokat termelnek, példaul bakteriocineket
(Mazmanian ¢és mtsai, 2008), valamint hidrogén-peroxidot (amely képes gatolni a Gram-
negativ baktériumok novekedését) és olyan fermentacios termékeket, amelyek csokkentik a
lumen pH-értékét. Ezen kiviil fizikailag is gatolni tudjak a korokozok megtelepedését a bél
nyalkahartyajan azaltal, hogy elfoglaljak a kotohelyeket és felélik a korokozok szamdra
szikkséges tapanyagokat (Gill, 2003), hozzajarulva ezzel a mikrobidta egészséges
Osszetételének fenntartasahoz. Enyhiteni képesek a hasmenéssel jaro korképeket azaltal, hogy
megkotik az endotoxinokat, antitoxinokat termelnek, és gatoljdk a patogének toxin-
expressziojat. Befolyasoljak a gazdaszervezet immunvalaszat azaltal, hogy stabilizaljak a
barrier funkciot (Salminen és mtsai, 1996), serkentik a nyalkatermelést, és erdsitik, illetve
gatoljak az adaptiv immunvalasz egyes folyamatait. Segitik az emésztés és felszivas folyamatait
azaltal, hogy novelik az egyes emésztdenzimek termeldédését és aktivitasat, valamint
vitaminokat is termelnek (Hooper és mtsai, 2002; Timmerman és mtsai, 2005). Hozzajarulnak
az oxidativ stressz csokkentéséhez, valamint képesek befolyasolni bizonyos génexpresszids
utakat (pl. a nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-xB), 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 el6szér az emberi bélrendszerbol
izolaltak, az egészséges human mikrobiom egyik alkotoja (Gorbach, 1996). A Lactobacillus
nemzetségbe tartozik, amelynek tagjait mar évszazadok ota hasznaljak emberekben és
allatokban is, mint probiotikus baktériumokat (Markowiak és Slizewska, 2017). Az egyik
legtobbet tanulmanyozott probiotikus hatidssal rendelkezd baktérium, sok humdn
bélbetegséggel (pl. irritabilis bélszindroma €s kronikus hasmenés) kapcsolatban végeztek vele
kutatdsokat (Yan és Polk, 2006). Patogén hatidsat nem mutattak ki, és kell6képpen ellenalld a

technoldgiai folyamatokkal szemben, amely idedlis probiotikumma teszi (Forestier és mtsai,

2001).
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In vitro kisérletekben a L. rhamnosus szamos pozitiv hatasat bizonyitottak mar. Egér (YAMC)
¢s human (HT 29) bélhamsejt-tenyészeten a L. rhamnosus GG (LGG) torzs megeldzte a
bélhamsejtek citokin (TNF, IL-1a és IFN-y) okozta apoptozisat azaltal, hogy aktivalta az anti-
apoptotikus protein kinaz B enzimet, és gatolta az apoptotikus p38 szignal transzdukcids
jelatviteli utat (Yan és Polk, 2002). Human bélhamsejt tenyészeten (Caco-2) a L. rhamnosus
35-0s sejtvonala (Lcr35) csokkentette az enteropatogén (EPEC) és enterotoxikus (ETEC) E.
coli és a Klebsiella pneumoniae baktériumok tapadasat eld-, egyidejt és utokezelés soran is,
valamint az anyagcseretermékeit tartalmazo oldata gatolta kilenc baktériumfaj, tobbek kozt az
ETEC, az EPEC és a S. Typhimurium ndvekedését (Forestier és mtsai, 2001). Két L. rhamnosus
GG éltal termelt fehérje, a p40 és a p75 pozitiv hatassal volt a szoros sejtkapcsolatokra Caco-2
tenyészeten: csokkentették a hidrogén-peroxid okozta TJ-karosodast, ¢és ezaltal a sejtek
permeabilitasat a protein kinaz C és a MAPK jelatviteli utak modulalasaval (Seth és mtsai,
2009). Egy kilenc kiilonb6z6é potencialis probiotikus baktériumot vizsgéald kutatdsban a L.
rhamnosus SD11 (LSD11) csokkentette a legnagyobb mértékben a patogén baktériumok
(tobbet kozt E. coli és kiilonbz6 Salmonella szerotipusok) novekedését, mig a L. rhamnosus
SD4 (LSD4) mutatta a legnagyobb mértékii adhéziot a bélhamsejtekhez (Pahumunto és mtsai,
2021).

Egy Onkéntesekkel végzett human kisérletben kimutattak, hogy a L. rhamnosus serkenti a
gyulladédsgatlo IL-10 termelddését, amely baktériummal fert6zott T-sejtekben hozzéjarul az
IFN-y, IL-6 és TNF-a gyulladasos mediatorok mennyiségének csdkkenéséhez (Schultz, 2003).
Az LGG takarmanykiegészitoként etetve csokkentette valasztasi utani malacokban az E. coli
K88 okozta hasmenéses tiineteket azaltal, hogy modositotta a bél mikrobidta Gsszetételét, és

befolyasolta a lokalis és szisztémas immunvalaszt (Zhang ¢és mtsai, 2010).

A L. rhamnosus befolyassal volt kiilonb6zé patogének tapadasara sertés bélrendszerének
kiilonb6z6 szakaszaibdl szarmazo nyalkan vizsgalva. Az L. rhamnosus és a Bifidobacterium
lactis Bb12 csokkentette a S. Typhimurium ATCC 19028, az E. coli K2, a Clostridium difficile
DSM 1296, valamint a Clostridium perfringens DSM 756 torzsek tapadasat. Fontos kiemelni,
hogy a két probiotikus torzset egymassal kombinacioban alkalmazva még hatékonyabban
sikeriilt redukalni a nyalkédhoz tapadt patogén baktériumok mennyiségét, mint amikor kiilon-

kiilon végezték el veliik a kezelést (Collado és mtsai, 2007).
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3. Célkitizések

Nagyiizemi tartasi koriilmények kozott a sertések szamos stresszhatasnak és betegségre
hajlamosité tényezOnek vannak kitéve, emiatt gyakran fordul el naluk bakterialis bélfert6zés.
Az Escherichia coli és Salmonella enterica serovar 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 hasznalata csak stlyos tiinetek esetén indokolt, megel6zésre vald hasznalatuk
pedig ndvelné az antimikrobidlis rezisztencidt, alternativ taplalékkiegészitokre van sziikség,
amelyek tdmogatjak a bélrendszer egészséges barrier funkciodjat, patogének bejutisa esetén

pedig hozzajarulnak a gyulladas 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. Kisérletlinkben modellként az IPEC-J2 sertés eredetii bélham-
sejtvonalat hasznaltuk, melynek szamos kedvezd tulajdonsdga lehetdvé teszi a baktérium-

bélhamsejt interakciok tanulmanyozasat.

Kutatasunk célja annak felderitése volt, hogy a Lactobacillus rhamnosus probiotikus baktérium
képes-e protektiv hatast kifejteni a bélhamsejtekre E. coli és S. Typhimurium okozta bélfertézés
esetén. El6szor meghataroztuk azt a koncentraciot, amelyben a L. rhamnosus nem karositja a
sejteket, majd azt vizsgaltuk, hogy mennyire jarul hozza a patogén baktériumok altal kivaltott
oxidativ stresszt csokkentéséhez, €s mennyire képes megeldzni a bakteridlis kolonizacio okozta
barrier karosodast és permeabilitas novekedést. Végiil pedig a L. rhamnosus patogénekre

kifejtett tapadasgatlo hatasat tanulméanyoztuk.

Hipotézisiink az volt, hogy a L. rhamnosus képes csokkenteni a bélhamsejtekben E. coli és S.
Typhimurium fert6zés hatasara termelddott intracellularis ROS mennyiségét, segit fenntartani
a bél barrier integritdsat, és megakadalyozza a patogén baktériumok tapadasat az

enterocitakhoz.
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4. Anyag és modszer

4.1. Az IPEC-J2 sejttenyészetek létrehozasa

A kutatdsunkhoz felhasznélt IPEC-J2, 0jsziilott sertés jejuumabdl izolalt epitelialis sejtvonalat
a North Carolina State University (Department of Clinical Sciences, College of Veterinary
Medicine, Raleigh, NC, USA) egyetemtdl kaptuk. A sejtek szaporitasahoz és fenntartdsdhoz a
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) és a Ham’s F12 Nutrient Mixture 1:1 aranyt
keverékét hasznaltuk (DMEM/F12). Ezt a kdvetkezd anyagokkal egészitettiik ki: 5%-os fotalis
borjusavé (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 kiegészit6kt6l

mentes, un. ,,plain” tapfolyadékot (pDMEM/F12) hasznaltunk.

A kisérletek megkezdéséig az IPEC-J2 sejteket folyékony nitrogénben taroltuk. A felhasznalt
sejtek maximalis passzazsszama 54 volt. A sejteket a szaporitdshoz sejttenyésztd flaskaban
37°C-on inkubaltuk, 5% COo-t tartalmaz6 parasitott levegd jelenlétében, és kétnaponta
cseréltiik rajtuk a tapfolyadékot. Ezutan 6, illetve 96 lyuku tenyésztéedényekbe, valamint 12
lyuku tenyésztdedénybe 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 fénymikroszkoppal.

4.2. Felhasznalt baktériumtorzsek és vegyiiletek

Kutatdsunkhoz haromféle baktériumtorzset hasznaltunk. A probiotikumként szolgalo, sertésbol
izolalt Lactobacillus rhamnosus DSM 7133 torzset a Magyar Tejgazdasagi Kisérleti Intézettdl
(Mosonmagyarovar) szereztiink be. Az E. coli és a S. Typhimurium torzsek fertdzott
sertésekbdl szarmaztak, hazai klinikai mintakbol (ATE Jarvanytani és Mikrobioldgiai
Tanszék). Az E. coli torzset 2019-ben izolaltak, rendelkezik F4 antigénnel, valamint termel
héstabil (STa és STb) és hélabilis (LT) enterotoxinokat is. A S. Typhimurium torzset 2009-ben

izolaltak.

Mindharom baktériumtdrzset Microbank gydngyokon taroltuk -80 °C-on. A baktérium-
szuszpenziok elkészitésehez 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. Korabbi tanszéki kisérletek soran mar meghataroztuk, hogy ezek kozott a

koriilmények kozott tenyésztve mindharom baktériumtdrzs 108 CFU/ml koncentraciot ér el.
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A kutatdshoz felhasznalt reagenseket és a sejtek tenyésztéséhez sziikséges anyagokat és
tapfolyadékokat a Merck Magyarorszag Kft-t6l (Merck, Darmstadt, Németorszag) szereztiik
be.

4.3. A sejtek életképességének vizsgalata

A L. rhamnosus esetleges citotoxikus hatasat az IPEC-J2 sejteken a Neutral Red probat
alkalmazva vizsgaltuk. A Neutral Red egy vords festék, amelyet csak az €16 sejt tud felvenni
aktiv bekebelezéssel, az elpusztult sejtbe pedig nem jut be, tehat a sejtekbe jutott festék
mennyisége aranyos az €l0 sejtek szdmaval. A sejttenyészethez feleslegben adott Neutral Red
lemosésa utan az €16 sejtekben felhalmozodott mennyiség savas-alkoholos extrakcidval

szabadithato fel.

cre

hasznaltuk. Korabbi kisérleteink sordn, mas probiotikus baktériumtorzseket alkalmazva ez a
koncentraci6é biztonsdgosnak és hatékonynak bizonyult az IPEC-J2 sejtek kezelésében. A
baktériumszuszpenziét a torzsoldatbol pDMEM/F12 antibiotikum-mentes tapfolyadék
segitségével készitettiik. A 96 lyuku tenyésztoedénybe oltott sejtekhez foszfat pufferes (PBS)
mosas utan 100-100 pl-t adtunk a baktériumot tartalmazod kezeldoldatokbol, a
kontrollcsoporthoz pedig 100 ul pPDMEM/F12 tapfolyadékot pipettaztunk, és 24 6ran keresztiil
inkubaltuk a sejttenyészeteket. Osszesen 6 parhuzamos mérést végeztiink. Az inkubéciods id6
leteltével a kezeldoldatokat fenolvordsmentes tapfolyadékra cseréltiik, majd 100 ul Neutral Red
oldatot tettiink a sejtekre, melyet 2 oras inkubacid kovetett. Az inkubacios id6 letelte utdn
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 korkords iranyban torténd razatas utan
kinyertiik a benniik felhalmozddott festékanyagot. A feliilisz6 oldatok abszorbanciajat
Spectramax iD3 spektrofotométerrel (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) 540 nm-en

hataroztuk meg. Az abszorbancia értékek aranyosak a felvett festék mennyiségével, igy ez

cre

crer

(108 CFU/ml) mar tanszékiink korabbi kisérleteibdl ismerjiik.
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4.4. Intracellularis redox allapot vizsgalata

A sejtekben termel6dott ROS mennyiségét nem specifikus modon  vizsgéltuk
diklorofluoreszcein-diacetat (DCF-DA) segitségével. A DCF-DA 6nmagaban nem fluoreszkalo
vegyiilet, amely ROS jelenlétében molekuldris atalakulason megy keresztiil; acetat csoportjat
elvesziti és fluoreszkald 2’,7’-diklorofluoreszceinné (DCF) alakul. A mérhetd fluoreszcencia

intenzitasa ennek kovetkeztében aranyos a sejtekben 1évé ROS mennyiségével.

A kisérlethez az IPEC-J2 sejteket 6 lyuku tenyésztéedényben szaporitottuk el, amig egységes
réteget nem alkottak. Ezalatt elkészitettiik a baktériumokat tartalmaz6 szuszpenziokat: az E.
colit és S. Typhimuriumot tartalmazé oldatokat 106 CFU/ml, a L. rhamnosust tartalmazot 108

CFU/ml koncentracioban. A kezelések megkezdése elott a sejttenyészeteket PBS-sel mostuk.

Haromféle kezelést alkalmaztunk: eld-, egyidejii és utokezelést (1. tablazat). Az eldkezelés
soran elészor a L. rhamnosust tartalmazé tapfolyadékkal kezeltik a sejteket, majd 1 6ra
inkubacids id6 utan leszivtuk a probiotikumot tartalmazo oldatot, ratettiik az E. colit vagy a S.
Typhimuriumot tartalmaz6 oldatot, €s ismét 1 6ran at inkubaltuk a sejteket. Az egyidejii kezelés
soran egyszerre adtuk a kétféle (L. rhamnosus és E. coli vagy S. Typhimurium) kezel6oldatot
a sejtekhez, és 1 oran at inkubaltuk azokat. Az utdkezelés soran el6szor az E. colit vagy a S.
Typhimuriumot tartalmaz6 oldatot raktuk a sejtekre, 1 6ra inkubécids 1d6 utan eltavolitottuk a
feliiluszot, és rahelyeztiik a sejtekre a L. rhamnosust tartalmazo oldatot, ezt ismét 1 ora
inkubacids 1d6 kovette. A negativ kontrollként szolgalod sejtekhez tapfolyadékot adtunk, a

pozitiv kontroll sejtekhez pedig csak E. colit vagy S. Typhimuriumot tartalmazoé tapfolyadékot.

Az inkubdcios idOk letelte utan a feliiliszot eltavolitottuk, és kiegészitOket tartalmazo
DMEM/F12 tapfolyadékot adtunk a sejtekhez. Huszonnégy 6ra varakozas utan leszivtuk roluk
a tapfolyadékot, és PBS-mosast végeztiink. Elsotétitett laborban a DCFH-DA festéket
feloldottuk kiegészitd- €és fenolvorosmentes tapfolyadékban, ezt utdna a sejtekre helyeztiik,
majd 1 o6ran 4t inkubaltuk Oket. Ezalatt a DCF a sejtekbe jutva reakcioba l1épett a reaktiv
oxigénszarmazékokkal. Az inkubécio utan kétszeres PBS-mosés kovetkezett, majd sejtkapard
segitségével felszedtiik a sejteket, minden lyukat egységesen 30 masodpercig kaparva. A
felkapart sejttormeléket Eppendorf csdvekbe pipettaztuk, majd centrifugaltuk, és a feliiluszobol
100-100 pl-t 96 lyuku sejttenyészté edényre adagoltunk. Ezt az edényt a fluoreszcens
spektrofotométerbe helyeztiik, és két hullamhosszt allitottunk be. Az egyik hullimhossz 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
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kezeletlen kontrollhoz képest meghataroztuk, hogy a patogéneket tartalmazé mintdkban

mennyire nétt meg a ROS-szint, majd ez utdébbihoz képest mértiik, hogy az egyes kezelés-

kombinacioknal csokkent-e a reaktiv oxigén szdrmazékok mennyisége.

A kezelés tipusa

L. rhamnosus + E. coli
elokezelés
L. rhamnosus + E. coli
egyidejii kezelés

L. rhamnosus + E. coli

A hozziadott probiotikus
baktérium és mennyisége
L. rhamnosus 108 CFU/ml a
patogén elott
L. rhamnosus 108 CUF/ml a
patogénnel egyiitt
L. rhamnosus 108 CFU/ml a

A hozziadott patogén

baktérium és mennyisége

E. coli 108 CFU/m

E. coli 108 CFU/m

E. coli 108 CFU/ml

utokezelés patogén utan

L. rhamnosus + S. L. rhamnosus 108 CFU/mla S. Typhimurium 108 CFU/ml
patogén elott

L. rhamnosus 108 CFU/ml a

Typhimurium elékezelés
L. rhamnosus + S. S. Typhimurium 108 CFU/mI

Typhimurium egyideji patogénnel egylitt

kezelés

L. rhamnosus 108 CFU/ml a

L. rhamnosus + S. S. Typhimurium 10® CFU/mI

Typhimurium utékezelés patogén utan

1. tablazat: a DCF-DA proba soran alkalmazott kezelések 0sszetétele. A tovabbi kisérletek
soran ugyanezt az elrendezést alkalmaztuk

4.4. A bélhamsejtek paracellularis permeabilitasanak vizsgalata

A barrier funkcio sériilésének mértékét FITC-D (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 egyrétegili bélhamsejtréteg alakult ki,
¢s létrejottek a szoros sejtkapcsolatok. A sejtek ald és folé is kiegészitOket tartalmazo
DMEM/F12 tapfolyadékot rétegeztiink (hDMEM/F12), igy szimulalva az apikalis (luminalis),
illetve a bazolateralis teret. Ha a sejtek alkotta barrier intakt, az apikalis térbol csak
transzcellularisan juthatnak &t anyagok a bazolateralis térbe, ha viszont sériil a barrier, a

transzport paracellularisan is megvalosul.

A baktériumokkal torténd eld-, egyidejii €s utdkezelés a redox vizsgalathoz hasonloan zajlott,
mindig apikalis iranybol. Szintén apikalisan adtuk a sejtekhez az FD-4 (fluoreszcein
izotiocianat-dextran, 4 kDa) fluoreszcens jeloldmolekulat tartalmazo, fenolvords-mentes,

pDMEM tapfolyadékot. Az FD-4 csak paracellularisan tud atjutni az IPEC-J2 sejtrétegen, igy
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abbol, hogy mennyi jelolémolekula jutott at a bazolateralis térbe, kovetkeztetni lehet arra, hogy
a patogén E. coli vagy S. Typhimurium baktériumok milyen mértékben karositottak a TJ-Ket,
és ezt a hatast a L. rhamnosus mennyire képes megel6zni vagy gatolni. A bazolateralis
folyadékbol 24 éra elteltével mintat vettiink, és fluoreszcens spektrofotométerrel detektaltuk az
FD-4 jelolémolekula mennyiségét. Az eredmények értékelése sordn a mintdk fluoreszcencia
értékeit a kontroll sejtekben tapasztalhato fluoreszcencidhoz képest hataroztuk meg (gerjesztési

hullamhossz: 485 nm, emisszios hulldmhossz: 535 nm).

4.5. A tapadas gatlasanak vizsgalata

Ennek a kisérletnek az els6 felében ugyantigy jartunk el, mint az intracelluldris redox allapot
vizsgalatanal, azzal a kivétellel, hogy a sejteket 24 lyuku plate-eken szaporitottuk el. Ugyanugy
alkalmaztunk pozitiv (E. coli és S. Typhimurium) és negativ kontrollt, valamint L. rhamnosus
eld-, egyidejli és utdkezelést. Az inkubacios 1d6 utan eltavolitottuk a feliiluszot, és a sejtekre
Triton X-100 feliiletaktiv anyag 1%-o0s oldatat pipettaztuk, majd 30 percig korkords iranyban
razattuk Oket, igy a sejtek megsziintek kapcsolodni egymashoz és az aljzathoz. Ezekbdl a
sejtszuszpenziokbol 96 lyuku tenyésztéedényen higitasi sort készitettiink, tdmény, 102, 103, 10*
és 10°-szoros higitdsokat kapva. Mindegyik higitasbol kikentiink 50-50 pl-t agart tartalmazo

Petri-csészékre. Ezeket 24 6ran at inkubaltuk, majd megszamoltuk a baktériumtelepeket.

4.6. Statisztikai szamitasok

A statisztikai szamitasokat R 3.3.2 (2016) programmal végeztiik el. A torzitd pontok kizarasara,
valamint a reziduumok normal eloszlasanak megallapitasara diagnosztikai analizist
hasznaltunk. A csoportatlagok 0Osszevetésére egytényezOs varianciaanalizist (ANOVA)
végeztiink. A csoportok kozotti eltérések vizsgalatanal a szignifikancia szintet 5%-ban (p <

0,05) hataroztuk meg.
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5. Eredmények

5.1. A L. rhamnosus hatasa az intracellularis ROS mennyiségére

A Neutral Red proba soran kapott abszorbancia értékek Osszehasonlitdsaval megallapitottuk,
csOkkentette az IPEC-J2 sejtek életképességét a 24 oOrds inkubalast kovetéen a kontroll
sejtekhez képest. A fenti eredmény alapjan a L. rhamnosus a vizsgalt koncentracioban és ideig

biztonsagosan alkalmazhat6 kisérleteinkben.

Az IPEC-J2 bélhamsejtekben a reaktiv oxigén szarmazékok mennyisége az E. coli (3. abra, a)
és S. Typhimurium (3. abra, b) kezelések hatasara szignifikansan megnétt a kontrollcsoporthoz
viszonyitva. A L. rhamnosus elékezelés kdvetkeztében a ROS mennyiség jelentdsen csokkent
a bélhamsejtekben mind az E. coli, mind a S. Typhimuriumnak Kitett sejtekben, és hasonld
eredményt kaptunk akkor is, amikor egyideji és utdkezelést alkalmaztunk. Az egyideji és az
utokezelés hatékonysaga kozott nem volt szignifikdns kiilonbség kimutathatod (p=0,749), az
elékezelés azonban jelentdsen hatékonyabbnak bizonyult, mind az egyidejii (p=0,0162), mind
az utokezelésnél (p=0,0005) az E. coli altal kivaltott oxidativ stressz csokkentésében (3. abra,
a). A S. Typhimurium kezelés kovetkeztében megemelkedett ROS szint csokkentésében nem
volt kiilonbség a haromféle probiotikum kezelés hatékonysdga kozott (3. abra, b). A L.
rhamnosus 6nmagaban alkalmazva a ROS mennyiség csokkenését eredményezte a kontrollhoz

képest (3. abra, b).
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3. abra, a: az E. coli és L.rhamnosus intracellularis ROS szintre gyakorolt hatasa
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3. abra, b: a S. Typhimurium és L. rhamnosus intracellularis ROS szintre gyakorolt hatasa
*:p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001, n=6

Ec: E. coli 108 CFU/ml koncentracioban
St: S. Typhimurium 108 CFU/ml koncentracioban
Lrh: L. rhamnosus 108 CFU/ml koncentracioban
Lrh PRE: L. rhamnosus 102 CFU/ml, utana E. coli/S. Typhimurium 108 CFU/mI
koncentracioban
Lrh CO: L. rhamnosus 108 és E. coli/S. Typhimurium 10°® CFU/ml koncentraciéban
Lrh POST: E.coli/S. Typhimurium 106 CFU/ml, utana L. rhamnosus 108 CFU/mI
koncentracioban
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5.2. A L. rhamnosus hatasa a bélhamsejtek paracellularis permeabilitasara

Mind az E. coli (4. abra, a), mind a S. Typhimurium (4. abra, b) kezelés jelent6sen novelte a
bélhamsejtek permeabilitasat a kontrollcsoporthoz képest. Ezt a megndvekedett paracellularis
permeabilitds értéket mindkét patogénnek kitett enterocitadkban sikeriilt csokkenteni a L.
rhamnosus probiotikus baktérium alkalmazasaval. Hatékonysagukat tekintve nem volt jelent6s

kiilonbség a kiilonbozo kezeléstipusok (eld-, egyidejii- illetve utdkezelés) kozott.
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4. abra, a: az E. coli és L. rhamnosus bélham permeabilitasra gyakorolt hatasa
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4. abra, b: a S. Typhimurium és L. rhamnosus bélham permeabilitasra gyakorolt hatasa
*p<0,05; **: p<0,01;, ***: p<0,001, n=6

Ec: E. coli 106 CFU/ml koncentracidoban
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St: S. Typhimurium 10% CFU/ml koncentracioban
Lrh: L. rhamnosus 108 CFU/ml koncentracioban
Lrh PRE: L. rhamnosus 108 CFU/ml, utana E. coli/S. Typhimurium 108 CFU/ml
koncentracioban
Lrh CO: L. rhamnosus 102 és E. coli/S. Typhimurium 10° CFU/ml koncentracioban
Lrh POST: E.coli/S. Typhimurium 108 CFU/ml, utéana L. rhamnosus 108 CFU/mlI
koncentracioban

5.3. A L. rhamnosus tapadasgatlé hatasa

A tapadasos vizsgalatok esetén a patogénekkel vald kezelésben részesiilé mintak feliiletére
tapadt és azokbol szarmazo E. coli (5. abra, a) illetve S. Typhimurium (5. abra, b) telepek szamat
tekintettiik 100%-nak, és ehhez képest hataroztuk meg a L. rhamnosus eld- egyideji, illetve
utokezelésben részesiild mintakbol szarmazo telepek szamat. Megallapithatjuk, hogy mindkét
patogénnek kitett sejtekben jelentdsen csokkent a L. rhamnosus inkubacio hatasara az
enterocitakhoz tapadt baktériumok mennyisége. Az E. colival torténd kezelésnél az el6- és az
utokezelés soran szignifikdnsan hatékonyabbnak bizonyult az egyidejii kezelésnél. A S.
Typhimuriummal torténd kezelés esetében az eld- és egyidejii kezelésnek kdszonhetden

csokkent a legnagyobb mértékben patogén baktériumok IPEC-J2 sejtekhez valo tapadasa.
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5. abra, a: E. coli tapadasa az IPEC-J2 sejtekhez el6-, egyidejl és utdkezelés soran
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5. abra, b: S. Typhimurium tapadasa az IPEC-J2 sejtekhez el6-, egyidejii és utokezelés soran
*p<0,05; **: p<0,01;, ***: p<0,001, n=4

Lrh PRE: L. rhamnosus 102 CFU/ml, utana E. coli/S. Typhimurium 10 CFU/mlI
koncentracioban
Lrh CO: L. rhamnosus 108 és E. coli/S. Typhimurium 106 CFU/ml koncentracioban
Lrh POST: E.coli/S. Typhimurium 106 CFU/ml, utana L. rhamnosus 108 CFU/mI
koncentracioban
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6. Megbeszélés

Az E. coli és a S. Typhimurium torzsek altal okozott emésztérendszeri megbetegedések jelentds
gazdasagi veszteséget okozhatnak a sertésdgazatnak, és az emberi egészségre is veszélyt
jelenthetnek. Mindkét baktérium zoondzis korokozo, az élelmiszerlanc altal kozvetitve
bekeriilhetnek a sertéshusbol késziilt termékekbe, tovabba jelenlétiik hozzajarulhat az
antibiotikum-rezisztencia terjedéséhez is (Dubreuil, 2017). Ezek a baktériumok tobbféle
mechanizmuson keresztiil karosithatjak a sertés béltraktusat, és okozhatnak emésztérendszeri
megbetegedéseket. A betegségek kialakulasahoz vezetd mechanizmusok kozott jelentds
szerepe van a patogének bélhamsejtekhez vald tapadasanak, a baktériumok altal kivaltott

oxidativ stressznek, és a bél barrier funkcidjanak karositasanak.

Annak pontos mechanizmusa, hogy az E. coli és a S. Typhimurium hogyan fejtik ki oxidativ
stresszt kivaltd hatasukat, nem teljesen tisztazott, de a korokozdok oxigént termelhetnek, hogy
aerob kornyezetet hozzanak létre, és igy oxidativ stresszkoriilményeket hozzanak 1étre a bélben
(Wang, J és mtsai, 2021). A L. rhamnosus el6-egyidejii, illetve utdkezelés antioxidans
hatdsanak igazoldsara meghataroztuk a bélhdmsejtekben termelddé ROS mennyiséget. Az E.
coli és a S. Typhimurium az intracellularis ROS mennyiségének novekedését valtotta kis az
IPEC-J2 sejtekben. A 108 CFU/ml mennyiségben L. rhamnosussal végzett elé-, egyidejii- és
utokezelés jelentésen csokkentette az E. coli és az S. Typhimurium altal indukalt ROS-
termel6dést. Ez az eredmény azt jelzi, hogy a L. rhamnosus képes enyhiteni az E. coli és a S.
Typhimurium 4ltal okozott oxidativ stresszt. Eredményeinkkel Osszhangban, egyes
probiotikumokrél kimutattak, hogy mérséklik ROS termelést, pl. L. plantarum ZLP0O1-gyel
torténd elokezelés csokkentette a hidrogén-peroxid altal okozott oxidativ stresszt IPEC-J2
sejtekben (Wang és mtsai, 2021). Az Enterococcus faecium, valamint a Bacillus licheniformis
¢és Bacillus subtilis, sertésbél szarmazo probiotikus baktériumtorzsek alkalmazasa sikeresen
jarult hozza a ROS mennyiségénnek csokkentéséhez sertés bélhamsejteken végzett in vitro

kisérletekben (Pézsa és mtsai, 2022a; Pézsa és mtsai, 2022D).

A probiotikumok egyik hatasmodja lehet a bélbarrier erdsitése (Yang és mtsai, 2015).
Kisérleteinkben a L. rhamnosus onmagaban is jelentdés hatassal volt a bazolateralis
kompartmentben mért fluoreszcens festék mennyiségére. Egyes irodalmi adatok szerint a
probiotikumok alkalmazéisa 6nmagaban nem befolyasolja az epitelialis barrier integritasat €s
permeabilitasat (Sherman ¢és mtsai, 2005; Czerucka és mtsai, 2000), mig mas in vitro
vizsgalatok azonban azt mutattdk, hogy a probiotikus baktériumok alkalmazasa onmagaban is

fokozhatja a barrierfunkciot (Ewaschuk és mtsai, 2008; Otte és Podolsky, 2008; Resta-Lenert
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és Barret, 2003). A Gyodgyszertani és Méregtani Tanszéken korabban, mas probiotikus
baktériumtorzsekkel végzett kisérletek eredményei is kiilonboztek egymastdl; mig sertésbol
izolalt Bacillus subtilis kezelés (Pézsa és mtsai, 2022b) az IPEC-J2 sejtek
ateresztoképességének novekedését eredményezte, addig a szintén sertés emésztdcsatorndjabol
szarmaz6 Enterococcus faecium jelenléte a paracellularis permeabilitas csokkenését
eredményezte a sertés eredetli bélhamsejteken, mind E. coli, mind pedig S. Typhimurium
kezelést kovetéen (Pézsa és mitsai, 2022a). A L. rhamnosussal kapott eredményeink ez
utobbiakkal allnak 6sszhangban. Az E. coli vagy S. Typhimurium jelenléte a bazolateralis
kompartmentben mért FD-4 festék mennyiségének jelentds ndvekedését eredményezte, ami azt
jelzi, hogy ezek a patogének ndvelték a bélhamréteg permeabilitdsat. A barriert karositd
mechanizmusok hatterében feltételezheté a Gram-negativ baktériumok lipopoliszacharidjanak,
illetve egyes bakterialis metabolitok szerepe (Lodemann és mtsai, 2015). Eredményeink azt
mutatjak, hogy a L. rhamnosussal torténd kezelés képes ellensulyozni az E. coli, illetve a S.
Typhimurium 4ltal indukalt barrierkarosodast. Az el6-, egyideji-, illetve utdkezelés

hatékonysaga kozott nem tapasztaltunk kiilonbséget.

crer

probiotikumok hogyan fejthetik ki jotékony hatasukat. A kiillonboz6 probiotikus torzsek
patogén adhézidt gatlo képességét széles korben vizsgaltak (Wang és mtsai, 2018; Jin és mtsai,
2000). Eredményeink megerdsitik, hogy a L. rhamnosus képes gatolni az E. coli és a S.

crer

lehet egyértelmi kapcsolatot megéallapitani. Az a tény, hogy az utokezelés is képes volt gatolni
mind az E. coli, mind a S. Typhimurium adhézidjat, azt jelezheti, hogy a L. rhamnosus képes
volt megzavarni a kialakult korokozé kolonizaciot. Korabbi tanszéki kisérleteinkkel
Osszehasonlitva eredményeinket megallapithatd, hogy nem minden probiotikus baktériumtorzs
képes az E. coli, illetve az S. Typhimurium tapadasat in vitro koriilmények kozt
megakadalyozni IPEC-J2 sejteken: az Enterococcus faecium és a Bacillus licheniformis
mindkét patogén esetében jelentdsen csokkentette a bélhamsejtekhez torténd adhéziot, mig a

Bacillus subtilis csak az E. coli tapadasara birt befolyassal (Pézsa és mtsai, 2022a; Pézsa ¢és
mtsai, 2022Db).

Osszegzésképpen elmondhatjuk, hogy a L. rhamnosus kezelés kedvezd hatast gyakorolt az
IPEC-J2 sejtekre. A probiotikus baktérium jelenléte csokkentette az E. coli, illetve S.

Typhimurium altal kivaltott oxidativ stresszt, részt vett a patogének okozta bélbarrier karosodas

crer
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alapjan a L. rhamnosus igéretes takarmanykiegész6 jelolt lehet sertések szamara olyan célbol,
hogy erdsitse a gyomor-bélrendszer egészségét, ezaltal kozvetetten hozzdjaruljon az
antibiotikum felhasznalas csokkentéséhez. A jovében tovabbi in vitro (pl. gyulladasos citokinek
szintjének meghatarozasa, TJ fehérjék vizsgalata) és in vivo kisérletek sziikségesek a fenti
eredmények megerdsitésére. A kisérleti modellt érdemes olyan irdnyban tovéabbfejleszteni,
hogy egyiddben egyszerre tobb probiotikus torzs bélhamsejtekre gyakorolt hatdsa is lehetdvé

valjon.
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7. Osszefoglalas

Nagylizemi koriilmények kozott tartott sertésekben a zstfoltsag és az intenziv technologia
okozta stressz miatt gyakori az Escherichia coli (E. coli) és Salmonella Typhimurium (S.
Typhimurium) okozta bélfertdzés. A patogének altal kivaltott oxidativ stressz és a bél barrier
funkcidjanak karosodasa a termelés csokkenéshez ¢és klinikai tlinetek kialakuldsahoz vagy akar
elhulldshoz is vezethet. Hosszi évtizedekig ennek megeldzésére ¢s hozamfokozasra
rutinszerlien alkalmaztak antibiotikumokat, és ez a gyakorlat is hozzajarult a manapsag egyre
nagyobb mértékeket 61t antimikrobidlis rezisztencidhoz. Az Eurdpai Unié ma mar szigortan
szabalyozza az antibiotikumok allatgyodgyaszati felhasznalasat. Felmeriilt tehat az igény olyan
alternativ szerek és taplalékkiegészitok irant, amelyek nem jarulnak hozza a rezisztencia
novekedéséhez, ugyanakkor képesek pozitiv hatast kifejteni az allatok egészségére ¢és

termeldképességére, és segitenck megorizni a béltraktus egészséges barrier funkciojat.

A probiotikumokat mar hosszu ideje hasznaljak az allatgyogyaszatban, de sok esetben még nem
teljesen ismert a pozitiv hatdsukért felelds pontos hatdsmechanizmus és a hatékonysaguk
mértéke. Kisérletiinkben a Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus) probiotikus baktérium
IPEC-J2 sertés eredetii bélhamsejteken kifejtett védohatasat vizsgaltuk a patogén E. coli és S.

Typhimurim baktériumokkal szemben.

Elészor Neutral Red probaval meghataroztuk, hogy a L. rhamnosus 108 CFU/mlI
koncentracioban alkalmazva nem befolyasolja az IPEC-J2 sejtek életképességét, tovabbi
kisérleteinkben ezt a koncentraciét alkalmaztuk. Ezutan a sejtek intracelluléris redox allapotat
vizsgaltuk DCFH-DA probaval, melynek soran harom kiilonb6z6 kezelést alkalmazva (eld-,
egyidejii és utdkezelés) adtuk hozza a sejtekhez az L. rhamnosust, valamint a patogén
baktériumokat. FITC-D fluoreszcens probat alkalmazva teszteltiik a probiotikus torzs hatasat a
bélhamsejtek paracellularis permeabilitasara. Végiil pedig azt vizsgaltuk, hogy a L. rhamnosus
milyen mértékben akadalyozza meg a patogén baktériumok tapadasat az IPEC-J2

bélhamsejtekhez.

Kutatasunk eredményei azt bizonyitjak, hogy a L. rhamnosus jelentdsen csokkenti a sertés-

bélhamsejtekben az E. coli, illetve S. Typhimurium altal kivaltott oxidativ stresszt, képes

crer

in vitro €s in vivo vizsgalatok sziikségesek a L. rhamnosus pozitiv hatasanak hatterében allo

folyamatok felderitésére.
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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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A HuVetA lizemeltet6i a szerzd, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek iranyaban
nem vallalnak semmilyen felel6sséget annak jogi orvosldsdra, ha valamely felhasznalo a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal térvénysérté modon visszaélne.

Budapest, 2022. 10. 17.

alairas
szerzd/a szerz0i jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomanyi Egyetem Hutira Ferenc Konyvtdr, Levéltar és Mizeum dltal mitkodtetett
egyetemi és szakteriileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar allatorvos-tudomany és
-torténet dokumentumait, tudasvagyonadt elektronikus formaban ésszegyiijise, rendszerezze,
megorizze, kereshetévé és hozzdférhetové tegye, szolgdltassa, a hatalyos jogi szabalyozdasok
figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetdségek felhasznalasaval biztositja a konnyi, (internetes
keresGgépekkel is miikodo) kereshetdséget és lehetdség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

- amagyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkozi ismertségenek novelése;

- a magyar dllatorvosok publikacioira torténd hivatkozasok szamanak, és ezen
keresztill a hazai dllatorvosi folyoiratok impakt faktoranak névelése;

- az  Allatorvostudomdnyi  Egyetem és az  egyiittmiikods — partnerek
tuddsvagyondnak koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés eldsegitése,

- anyilt hozzaférés tamogatdsa.



