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1 A doktori értekezés el6zményei és célkitiizései

A vilag népességének novekedésével egyidejlileg né az igény az allati eredetli
élelmiszerek, és ezen beliil a sertéshus irant is. A sertések Escherichia coli (E. coli) és
Salmonella torzsek altal kivaltott emésztérendszeri megbetegedése sulyos gazdasagi karokat
okozhat ¢s gyakran antibiotikumos kezelést igényel. A multban a sertésagazat
nagymértékben az antibiotikumok profilaktikus ¢és metafilaktikus alkalmazasara
tamaszkodott a bélrendszeri betegségek lekilizdése soran. Az antibiotikumok nem
kortiltekintden torténd alkalmazasa azonban antibiotikum-rezisztencia kialakuldsdhoz
vezethet, valamint antibiotikummaradvanyok jelenhetnek meg az élelmiszerldncban, ezzel
vesz€lyeztetve az emberek egészségét is. Kovetkezésképpen a sertésdgazat szamara
kulcsfontossaguva valt, hogy olyan takarmény-adalékanyagokat keressen, amelyek
hozzéjarulhatnak a bélrendszer egészségéhez. A probiotikumok igéretes jeldltek erre a célra.
A probiotikumok hatésa dsszetett, a pontos mechanizmusukat széles korben tanulmanyoztak,
de még mindig sok nyitott kérdés maradt. A probiotikus baktériumok altal kifejtett jotékony
hatdsok kozott szerepel a korokozok tapadasanak gatlasa, a hdsokkfehérjék stimulalasa, a
citokintermelés megvaltoztatdsa, antioxidans tulajdonsagok és a barrierfunkci6 fokozasa.
Kutatasunk soran négy probiotikum; Enterococcus faecium (E. faecium), Lactobacillus
rhamnosus (L. rhamnosus), Bacillus licheniformis (B. licheniformis) és Bacillus subtilis
(B. subtilis), illetve sejtmentes feliiluszoik hatasat vizsgaltuk bélfertézést modellezd in vitro
rendszerben. A bélfertézést két, gazdasagi szempontbdl is fontos sertés patogénnel E. colival
¢és S. enterica serovar Typhimuriummal (S. Typhimurium), illetve S. Typhimurium vagy

E. coli eredetii lipopoliszacchriddal (LPS) valtottuk ki.

Els6ként meghataroztuk az optimdlis kezelési feltételeket a kisérleteinkhez. A
probiotikumokbdl késziilt sejtmentes feliiluszok és sejtszuszpenzidk sertés bélhamsejtek

(IPEC-J2) életképességére gyakorolt hatasat vizsgaltuk (Neutral Red modszer).

Ezt kdvetéen megvizsgaltuk, hogy az E. faecium, a L. rhamnosus, a B. licheniformis és
a B. subtilis sejtmentes feliiluszok képesek-e jotékony hatasokat elérni. Az IPEC-J2 sejteket
harom kiilonb6z6 tipusa LPS-sel (S. Typhimurium LPS, E. coli O111:B4 LPS ¢és E. coli
0127:B8 LPS) valamint E. faecium, L. rhamnosus, B. licheniformis és B. subtilis sejtmentes

feliiluszokkal kezeltiik. A reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) termelésére gyakorolt hatast



dikloér-dihidrofluorescein-diacetat (DCFH-DA) modszerrel mértiik, és meghataroztuk a
sejtmentes feliiliszok antioxiddns kapacitasat. A feliiluszok potencidlis antibakterialis
tulajdonsagat sertés eredeti E. coli és S. Typhimurium izolatumokkal szemben vizsgaltuk

(mikrodilacids modszer).

A kutatas harmadik fazisaban egy ko-kultara modellt hoztunk Iétre; az IPEC-J2 sejteket
sertésbdl izolalt E. coli és S. Typhimuriummal fertéztiik meg és vizsgaltuk az E. faecium, a
L. rhamnosus, a B. licheniformis és a B. subtilis jotékony hatasat a patogén baktériumok
okozta karosodasok ellen. Kiilonb6zo kezelési koriilményeket alkalmaztunk: az el6kezelés
soran az |IPEC-J2 sejtek probiotikummal torténd kezelése megelozte a patogén
baktériumokkal torténd kezelést; egyidejii kezeléskor a probiotikumot és a patogén
baktériumot egyidében adtuk az IPEC-J2 sejtekhez, mig az utokezelés soran a korokozd
baktériummal torténd kezelés eldzte meg a probiotikumokkal torténd kezelést. Az el6-, egy,
ill. utoidejii kezeléssel modelleztiik a probiotikumok megeldzési, illetve kezelési céllal
torténd lehetséges alkalmazhatdsagat. Teszteltiik a probiotikumok hatasat a paracelluléris
permeabilitasra (fluoreszcein-izotiocianat-dextran [FD4] modszer), az 1L-6, ill. IL-8
gyulladasos citokinek szintjére (ELISA moédszer), valamint a ROS-termelésre (DCFH-DA
modszer) E. coli, ill. S. Typhimurium fertézések altal eldidézett karosodasok esetén.
Vizsgaltuk tovabba, hogy a probiotikumok képesek-e gatolni a baktériumok IPEC-J2
sejtekhez torténd tapadasat (telepformalod egység [CFU] szamlalas).

A probiotikumok jétékony hatasait széles korben tanulmanyoztak, azonban ezek
torzs/faj-specifikusak, masképpen fogalmazva az igéretes hatdsokat minden egyes
probiotikus torzs/faj esetében meg kell hatarozni. Kutatdsunk jelentdsen hozzajarul a
probiotikum-specifikus potencialisan elonyos hatasok feltérképezéséhez. Eredményeink
alapul szolgalhatnak tovabbi, sertéseken végzett in vivo vizsgalatokhoz. Tovabba, tekintettel
az emberi €s a sertés bélrendszer kozotti hasonlosagokra, eredményeink hozzajarulhatnak a

probiotikumok humdén egészségiigyben valo alkalmazasahoz is.



2 Az értekezés ij tudomanyos eredményei

Els6ként vizsgaltuk atfogoan IPEC-J2 sejteken az E. faecium, L. rhamnosus,
B. licheniformis ¢és B. subtilis jotékony hatasat. Teszteltikk a probiotikumok sejtmentes
feliiluszoinak antioxidans hatasast LPS altal indukalt oxidativ kadrosodas esetén €s vizsgaltuk
az feliiliszok antimikrobialis aktivitasat tobb sertés eredetii E. coli és S. Typhimurium
izolatummal szemben. Ezen tal IPEC-J2—baktérium kokultara modellben (azaz IPEC-J2
sejteket Escherichia coli és Salmonella enterica ser. Typhimurium baktériumokkal fert6zve)
vizsgaltuk a probiotikumok hatasat az intracellularis ROS-termelésre, az IL-6, ill. 1L-8

gyulladésos citokinek szintjére, a paracellularis permeabilitasra és a patogén baktériumok

crer

A kutatas fobb eredményei a kovetkezok:

1. Az E. faecium, L. rhamnosus, B. licheniformis és B. subtilis fajspecifikus modon
befolyasolja az IPEC-J2 sejtek ¢életképességét. Az E. faecium, L. rhamnosus,
B. licheniformis és B. subtilis sejtmentes feliiliszok (6%-os koncentracioban 1 6ran
keresztiil alkalmazva) és az E. faecium, L. rhamnosus, B. licheniformis és B. subtilis
sejtszuszpenziok (108 CFU/ml-es koncentracioban 1 éran keresztiil alkalmazva) nem
gyakorolnak citotoxikus hatast az IPEC-J2 sejtekre.

2. A B. licheniformis és a B. subtilis sejtmentes feliiluszok intracellularis reaktiv
oxigénszarmazékok szintjét csokkentd hatasa fliggetlen az oxidativ stressz
kivaltasahoz hasznalt LPS tipusatél. Az E. faecium, L. rhamnosus sejtmentes
feliiliszok intracellularis reaktiv oxigénszarmazékok szintjét csokkentd hatasa fligg
az oxidativ stressz kivaltasara alkalmazott LPS alkalmazott tipusatol.

3. A probiotikus baktériumszuszpenziok hatasa az IPEC-J2 sejtek barrier integritasara
fajspecifikus; a L. rhamnosus fokozza, a B. subtilis csokkenti, mig az E. faecium és a
B. licheniformis nem befolyasolja szignifikdnsan a barrier integritast. Az E. faecium
és a L. rhamnosus képes ellenstlyozni az IPEC-J2 sejtek barrier karosodasat,
fliggetleniil a barrier integritas karosodasat kivaltdo agens tipusatol (E. coli vagy

S. Typhimurium) és a probiotikum hozzaadasanak idejétdl (elé/egy/utoidejli kezelés).



A B. licheniformis és a B. subtilis nem fejt ki jotékony hatast az IPEC-J2 sejtek E. coli
vagy S. Typhimurium &ltal okozott barrier kdrosodasaval szemben.

4. AZ IPEC-J2 sejtekben S. Typhimuriummal kivaltott gyulladas esetében az
E. faeciummal, a L. rhamnosusszal, a B. licheniformisszal és a B. subtilisszal torténd
egyes kezelések gyulladascsokkentd hatassal (csokkent IL-6 és IL-8 szint)
rendelkeznek. A probiotikumok hatasa az IPEC-J2 sejtek gyulladasos valaszara
fajspecifikus, és fligg a vizsgalt gyulladasos citokin tipusatol, valamint a gyulladas
kivaltasara hasznalt korokozotol tipusatol (E. coli vagy S. Typhimurium) is. A
probiotikumok hozzdadasanak idopontja szintén befolyasolja a gyulladascsokkentd
hatast.

5. IPEC-J2 sejtekben az E. faecium, L. rhamnosus, B. licheniformis és B. subtilis
altalanos intracellularis ROS-csokkentd hatdssal rendelkezik, mely hatds nem
fajspecifikus és fliggetlen az oxidativ stressz okozojatol (E. coli vagy
S. Typhimurium).

6. A hozzaadas idépontjatol (elé-, egy-, utdidejii kezelés) fiiggetleniil mind az E. coli,
mind a S. Typhimurium IPEC-J2 sejtekhez valé tapadasat az E. faecium, a L.
rhamnosus és a B. licheniformis szignifikansan gatolja. A B. subtilis patogén adhéziot

gatl6 tulajdonsaga fligg az alkalmazott patogén baktériumok tipusatol.

Eredményeink alapjan az E. faecium, a L. rhamnosus, a B. licheniformis és a B. subtilis
igéretes takarmany adalékanyagnak bizonyulnak, amelyek hozzajarulhatnak az E. coli vagy

S. Typhimurium altal kivaltott emésztorendszeri betegségek megeldzéséhez és kezeléséhez.
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