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100 éve sziiletett dr. Hollé Ferenc
1923. augusztus 26-an szlletett Dr. HoLLd FERENC allatorvos,

c. egyetemi tanar, a Magyar Allatorvosok Lapja (MAL) korabbi
f@szerkesztdje.

1946-ban szerezte meg allatorvosi oklevelét, majd '49-ben pa-
tolégiai-parazitoldgiai témakorben doktoralt. 1952-t8l az Orszagos
Allategészségligyi Intézet parazitolégusa volt, 1961-t8l 1980-ig pe-
dig az Allatorvostudomanyi Egyetem Parazitolégiai Tanszékén a
helmintoldgiai laboratérium kutatdja volt. 1980-t6l két éven at a
FAO/UNDP parazitolégus szakért8jeként tevékenykedett Algéridban.

Gyakorlati munkassagan tal 1949-ben a MAL szerkesztdje lett.
Mély hivatastudattal, kivalé érzékkel és nagy lendulettel vetette
bele magat e feladatba. A régi el6doket példaképként tisztelte, az
akkori fészerkeszt6t, KoTLAN SANDORt mesterének tartotta. 1996-
os egyik cikkében igy emlékezett roluk: ,6k jeldlték ki az utat a
ma szerkeszt8je szamara is”. (HoLLd, 1996.) KOTLAN SANDORt GYAR-
MATI ERNG, majd Csek JANOs kovette a fészerkesztdi székben, végul
1961-t61 HoLLd FERENC kapott megbizast a fészerkesztdi teenddk
tovabbi ellatasara.

Nevéhez fliz6dik a lap szellemi és tartalmi arculatanak valtoza-
sa. Uj célként tlizte ki az »aktiv” szerkesztési felfogast, miszerint a
szerkesztd a spontan beérkezd kozléseken tul ,elébe megy” mas
témaknak, figyelve a hazai és kulfoldi rendezvények el6adasait és
a kulfoldi lapokban megjelent cikkeket. Szamos angol, német és
francia nyelven megjelent allatorvosi folydiratbdl kutatta a leg-
Gjabb szakmai frasokat és k6zolt hireket. irdsaibdl ,imponald fo-
galmazasi és stilaris készség sugarzott... elévilhetetlen érdeme az
allatorvosi szaknyelv megujitasa.” (FEHER, 2007.) Széles altalanos,
szakmai és nyelvi miveltségén tul, kell6 érzékenységgel figyelte
és kezelte a szakmai és tarsadalmi valtozasokat, ezzel szolgalva
a folydirat elsddleges céljanak tartott tovabbképzést és ismeret-
terjesztést. Neki kdszonhetSen a MAL nemzetkdzi elismertségre
tett szert. Képiinkon (jobbrél a masodik) kilfoldi allatorvosi lapok
szerkesztd8ivel 1athaté (1987).

Munkaja elismeréseként elnyerte a Munka Erdemrend bronz,
majd ezist fokozatat, Hutyra Ferenc-emlékérmet és Tolnay San-
dor-dijat kapott.

1997. december 4-én, aranydiplomaja atvételét megeléz3d na-
pon varatlan hirtelenséggel elhunyt, ezzel mély megdobbenést és
egylttérzést kivaltva az egész magyar allatorvos-tarsadalombdél.

Munkassagan kivil feltétlen szlUkséges megemliteni, hogy
rendkivlul segitdkész, tlrelmes, melegszivi ember volt. Megértd
és kellemes modoraval hazai és kulféldi kérokben is szamos ba-
ratra és tisztelGre tett szert.
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K. Dublecz

Csitari Gabor", Pal Laszlé, Farkas Valéria, Such Nikoletta, Dublecz Karoly
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és Takarmdnyozdstani Intézet,
Georgikon Campus

H-8360 Keszthely, Dedk F. u. 16.
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OSSZEFOGLALAS

A szerzGk irodalmi adatok alapjan ismertetik az elmalt évtizedben, leginkabb az
Ujgeneracios szekvenalasi eljarasok elterjedése miatt bekdvetkezett hatalmas fej-
I6dést a tojasbakteridta, valamint a brojlercsirkék bélcsatornajaban é16 bakteridta
megismerésében. A bakterialis kozosségek pontosabb taxondmiai leirasa mellett
lehetévé valt az is, hogy nyomon kovethessik valtozasaikat és megismerjik a
valtozasokat meghatarozdé tényezbket. A brojlercsirkék esetében a tojasra vagy
tojasba kerUl8 baktériumok terjedési Gtjainak kisérleti vizsgalata soran, az ismert
horizontalis Gtvonalak mellett a vertikalis, tojotylkbol a csibére terjedést is sikerilt
jobban jellemezni. Az Gjabb tudomanyos ismeretek lehetdvé teszik a tojasokon
vagy a naposcsibéken alkalmazott probiotikumok hatékonyabb hasznalatat is.

SUMMARY

In the last decade, due to the new generation sequencing (NGS) techniques,
there has been a huge improvement in the investigation of the external and
internal bacteriota of eggs. At the same time, serious progress was made in the
understanding of the composition of the bacterial community living in the in-
testinal tract of the chicken and its role in the life of the host animal. At higher
taxonomic levels (phylum, class), the typical bacterial communities of the egg
and the different parts of the intestinal tract is already well known. Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria and Actinobacteria are the most dominant phyla in
both the egg and in the gut. At lower taxonomic levels (genus, species), the ob-
served differences between the bacterial communities can be better explained.
We have more detailed knowledge about the bacterial interactions between laying
hens and chicks, as well as the spreading routes of prokaryotic microorganisms.
During the experimental investigations of the spread and transmission routes
of prokaryotic microorganisms, in addition to the known horizontal routes (from
the environment, feed, drinking water), the vertical transmission (from laying hen
to egg) was also better characterized. The bacteria of the reproductive organs
of the hen gave new results about the potential vertical transmission routes of
bacteriota. The more thorough scientific knowledge about the different bacterial
communities and their interactions makes it possible to use probiotics in the
broiler husbandry more effectively.
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BAROMEI A TOJASBAKTERIOTA ES A CSIRKE BELBAKTERIOTAJANAK KAPCSOLATA

Az Gjgeneracios szekvenalasi eljarasok (next generation sequencing, NGS) beveze- Az Ujgenerdcids

tése és széles korl alkalmazasa miatt napjainkban szamos olyan kutatasi terilet szekvendldsi eljarasok
indult fejlédésnek, amelynek fontossaga koradbban is ismert volt, de hianyoztak a lehetévé tették a
megfeleld vizsgalati mddszerek. llyen terllet az allati bélcsatorna, valamint az allati mikrobidta széles
eredet( termékek mikrobidtajanak kutatasa. A mikrobiéta magaban foglalja a pro- kéri vizsgdlatat

karidta mikroorganizmusok, mikrogombak, algak és egysejtl allatok kdzdsségeit.

Kézleménylnkben a prokaridta mikroorganizmusok kézosségére a helyes bakteriota
kifejezést hasznaljuk. A brojlerek bélcsatornaja (elsésorban vékonybél és vakbél)
k6zzé az elmdilt években, amelyrdl Ggy gondoljuk érdemes beszamolni ebben a
folybiratban. Bemutatjuk a tojashéj és a tojas belsejének bakterialis kdz6sségeit,
valamint ezeknek a kdzésségeknek a kapcsolatat a tojasban fejl6dé embrid és
kikelt csibe bélcsatorna bakterialis kdozosségeivel. A csirke és tojas bakterialis
kbzbsségeit és a baktériumok terjedési Gtjait az Abra foglalja dssze. Az NGS al-
kalmazasa 6nmagaban is sok informacidot nydjt a prokaridta mikrobakdzésségek

ABRA. A csirke és tojds bakteridlis kéz6sségeinek 6sszetétele torzs szinten és a baktériumok terjedési Gtjai (nyilakkal jelélve)
A torzsek csokkend relativ gyakorisag szerint vannak egymas ala rendezve, a vastagitott betlivel szedettek dominansak

FIGURE. The composition of the prokaryotic microbial communities of chicken and egg at phylum level and the
spreading routes of bacteria (indicated by arrows)
The phyla are arranged according to decreasing relative abundance, the ones in bold are dominant
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taxondmiai 6sszetételérdl és azok valtozasardl, de mindig célszerl mas vizsga-
latokat is végezni, hogy értelmezzik az eredményeket, megismerjlk a valtozast
okozb tényezlket és a bakterialis kozosségek gazdaallatra gyakorolt hatasait.

A tojasok és a tojashéj mikrobialis vizsgalatanak els6ként humanegészségugyi
okai voltak. Tobb kérokozd, elsésorban a Salmonella fajok, a tojasbdl készult ételek
elfogyasztasa utan sdlyos ételfert6zéseket okozhat, ezért alapvetd fontossagu az
egészségligyi szempontbdl biztonsagos tojasok termelése. A tojashéj baktériumai
belsd és kllsd forrasbdl egyarant szarmazhatnak. Belsé forrasnak tekintheté maga
a tojotyUk (reproduktiv szervek, utébél, kloaka), mig a kornyezet (takarmany, alom,
viz, levegd) kiils8 forrasa a szennyezd baktériumoknak.

A tojashéj-bakteridta vizsgalatardl szamos eredményt tettek k6zzé a 2000-es
évekig, elsGsorban tenyésztéses vizsgalatok alapjan. Ezek szerint a tojashéj jellemzd
bakterialis k6zosségét fGleg Gram-pozitiv baktériumok alkotjak. A leggyakrabban
leirt nemzetségek az Achromobacter, Aerobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Cytophaga, Escherichia, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas és Staphylo-
coccus voltak [1]. A baktériumok mennyiségét aerob tenyésztéssel 10° - 10¢ /cm?
kozotti értékekre mérték a tojashéjon [2, 3].

A 2000-es évektdl a DNS-szekvenaldsi mdodszerek fejlddésével lehetdség nyilt
a tojashéj-bakteridta alaposabb megismerésére. Tobbféle eljaras kifejlesztése
és alkalmazéasa utana nagy attorést a 16S rRNS-t kédold 16S rDNS szekvenalasan
alapuld NGS-eljarasok jelentették. A 16S rDNS szekvenciak, pontosabban azok
200-400 nukleotid hosszUsagl részének bioinformatikai feldolgozasa utan a
prokariota mikroorganizmusok kiildnb6zd rendszertani szinteken azonosithatdk
és a kozottlk levs kapcsolatok statisztikai modszerekkel vizsgalhatok. A DNS-ala-
pU modszerek segitségével a nem tenyészthetd baktériumok is azonosithatdk
lettek, és egy adott baktérium jelenlétének kimutatasi hatara is csokkent [4].
Az NGS a tobbi mddszerhez képest a szolgaltatott informacidémennyiség és ar
aranyhoz viszonyitva jelentésen nem dragabb, és alkalmas nagyszamu minta
feldolgozasara is. Szamos elénye mellett az NGS hatranyokkal is rendelkezik.
Idealis esetben adott mintabdl az 6sszes DNS-t izolalni lehet, és az izolalt DNS
teljes egésze felhasznalhatd az eljaras soran. A gyakorlatban azonban ez nincs
igy. A minta kezelése, homogenizalasa, a DNS kivonasa és tisztitasa, a szekven-
ciaadatok feldolgozasi mddja mind erdsen befolyasolja, hogy a folyamat végén
mennyire hilen kapjuk meg a vizsgalt bakteridta eredeti Osszetételét [5, 6]. A
kis csiraszamu mintak vizsgalata szintén szamos mddszertani problémat vet fel
[7]. Ennek nagy jelent8sége lehet pl. a tojas belsejének bakterialis vizsgalatakor.

A tojashéj-bakteriotardl tobben is kdzoltek részletes, NGS alkalmazéasaval
kapott adatokat [8-10]. Eredményeik alapjan a Firmicutes a dominans torzs, az
Actinobacteria, Bacteriodetes és Proteobacteria torzsek tagjai valtozd aranyban
taldlhatdk a tojashéjon. Az 1%-nal nagyobb relativ gyakorisagl csalddokat vizs-
gélva a Ruminococcaceae (16,6%), Dermabacteraceae (7,8%), Lachnospiraceae
(7,7%), Staphylococcaceae (7,4%), Corynebacteriaceae (7,2%), Lactobacillaceae
(6,2%), Bacteroidaceae (2,6%), Moraxellaceae (2,1%), Micrococcaceae (2,0%),
Erysipelotrichaceae (1,9%), Coriobacteriaceae (1,8%)), Clostridiaceae (1,4%), Flavo-
bacteriaceae (1,2%), Bacillacea (1,1%) és Peptostreptococcaceae (1,1%) taxonok a
leggyakoribbak [9]. Magasabb taxonémiai szinteken (tdorzs és csalad) viszonylag
kevés az eltérés a klilonb6zb szerzGk adatai kozott, nemzetség szinten mar joval
tobb [8, 9]. Ez a megallapitds nemcsak a tojashéj bakterialis kozosségére érvé-
nyes, de a csirke bélcsatorna és tojas belss részeinek bakterialis kozosségeire is.

A taxondémiai 0sszetétel mellett fontos kérdés, hogy milyen forrdsbdl szarmaznak
a tojashéj baktériumai. VoLF és mtsai meghataroztak a tojashéjon eléfordulé leg-
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A tojdsrakds sordn a
tojashéj kapcsolatba
keriil a vakbélbdl és

a remesevégbélbdl
szdrmazd prokariéta
mikroorganizmusokkal

A TOJASBAKTERIOTA ES A CSIRKE BELBAKTERIOTAJANAK KAPCSOLATA

gyakoribb nemzetségeket, és megadtak ezek szarmazasanak forrasat is [10]. Leg-
nagyobb ardnyban a Faecalibacterium prausnitzii és az Oscillibacter ruminantium
(7,20 és 5,98%) fordult el6 mintaikban, mindkét faj a Firmicutes torzsbe tartozik.
Ezek és a Bacteroides nemzetség kiillonbozs fajai (12,0%), valamint a Megamonas
zetes alkotdi. A Clostridium sporogenes (4,79%), az Actinomycetales rendbe tartozd
Corynebacterium, Brachybacterium és Yaniella nemzetségek fajai (6sszesen
1,40%), a Bacillus coagulans (2,13%), valamint a Staphylococcaceae csalad
Jeotgalicoccus, Salinicoccus és Staphylococcus nemzetségeinek fajai (0ssze-
sen 1,09%) alapvet8en a kdrnyezetbdl szarmaznak [10]. A kilonboz8 szerz8k
eltérd adatai mellett egy adott kisérlet killénbozd kezelései kozott is jelentls
eltérés lehet [8].

AZ URULEK- ES A TOJASHEJ-BAKTERIOTA KAPCSOLATA

A tojasrakas soran a klodkan valdé athaladaskor a tojashéj kapcsolatba kerll a
vakbélbdl és a remesevégbélbdl szarmazd prokaridta mikroorganizmusokkal.
A tojashéjbakteridta forrasait vizsgald kisérletekben a bélcsatorna kilonbozé
szakaszaibdl vett mintak helyett gyakran hasznalnak Urllékmintakat. Az Gralék
Osszetétele jOI tUkrozi a klodkan athaladd bakteridta 6sszetételét, masrészt a
mintavétel nem igényli a madar levagasat, egyszerl és idében sokszor ismé-
telhetd [11]. Az Urdlékmintak értékelésekor azonban toébb tényezdbt is figyelembe
kell venni. Az Uritést kovetden, ha nem azonnal torténik a mintagyUjtés, akkor
az aerob korilmények befolyasoljak a minta 6sszetételét, mivel az obligat
anaerob baktériumok elpusztulnak. A csirkeutobél rovid, a vékonybélbdl érkezd
béltartalom nem tarolddik hosszl ideig, és a vizelettel keveredve a kloakan
keresztll gyorsan Urll. Az Urllék az utdbéltartalom és a vizelet valtozd aranyl
keveréke. A vakbéltartalom naponta tobb alkalommal a vastagbélbe Uril. Emi-
att az UrUlék bakteridta Osszetétele annak figgvényében valtozik, hogy abban
mennyi a vakbéltartalom [11]. A sokféleség mellett azonban allandd jellemzdi
is vannak az UrUlék bakteriétanak. Négy kézép-eurdpai orszagban (Csehorszag,
Horvatorszag, Magyarorszag és Szlovénia) végzett vizsgalatai alapjan VIDENSKA és
Firmicutes (76,2%), Proteobacteria (14,0%), Bacteroidetes (6,5%) és Actinobacteria
(3,2%) torzsekbe, ill. azokon beliil a Lactobacillaceae, Peptostreptococcaceae,
Enterobacteriaceae, Clostridiaceae, Streptococcaceae, Ruminococcaceae, Lach-
nospiraceae, Veillonellaceae, Bacteroidaceae, Rickenellaceae és Prevotellaceae
csalddokba tartoznak [12].

Nyilvanvald volta ellenére a tenyészallatok Urllék- és a tojashéj-bakteridta
kapcsolatat kevesen vizsgaltak NGS-maddszerekkel. Tudomasunk szerint csak
TRUDEAU és mtsai (2020) végeztek ilyen vizsgalatokat, akik nagyszamu mintat (940
UrUlék, 16 400 tojashéj) felhasznalva megallapitottadk, hogy bar mind az trilék-,
mind a tojashéj-bakteridta tdbb mint 90%-ban a Firmicutes (76,6% és 54,3%),
Actinobacteria (12,9% és 23,2%), Proteobacteria (4,3% és 8,0%) és Bacteroidetes
(4,3% és 7,9%) torzsek tagjaibdl all, de a két bakterialis kozosség faji 6sszetétele
és struktlraja jelentésen eltér [9]. A 4 dominans térzson kivil 19 egyéb torzset
mutattak ki az GrUlékben és 37-t a tojashéjon. 257 nemzetség tagjait mutattak ki
a tojashéjon, amelyek kozll tébb nemzetség felllreprezentalt volt az Urllékhez
képest. Voltak olyan nemzetségek is, amelyek bar el6fordultak az UrlUlékben, a
tojashéjon nem voltak kimutathaték. Ezt Ggy értelmezték, hogy ugyan a bél-
csatorna baktériumai fontos forrasai a tojashéj-bakteridotanak, de a baktériumok
atvitelekor torténik egyfajta szelekcid [9]. A valtozas f6 oka valdszinlileg az aerob
kornyezet, amit a tUléléshez legalabb toleralni kell a bélcsatornaban él6 és onnan
kijuté anaerob baktériumoknak [13].
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kialakitasaban. Mivel a csibe Uzemi korilmények kozott a keltetében jon vilagra,
eltérden pl. az eml8soktdl, nincs vagy kismérték( a kozvetlen anyai bakteridta
dtadas. Tobb szerz8 szerint elsGsorban a kornyezeti forrasok hatarozzak meg a
kifejl6dd csibe bélflérajat, kevésbé a tojashéj vagy a tydk baktériumai [10, 14].
Masok szerint jelentds a tojobdl szarmazd baktériumok aranya is [15, 16]. VOLF és
mtsai szerint a tojashéj és a takarmany baktériumai nem befolyasoljak a csirke
kllonbozé helyérdl szarmazé tojasokat keltettek azonos korilmények kozott. A kikelt
egyhetes csibék vakbelének bakterialis kozosségei k6zott nem talaltak klilonbséget
a szarmazasi hely szerint, ezért arra kdvetkeztettek, hogy a tojashéj-bakteridta
nincs hatassal a vakbélben megtelepedd bakteridlis kézdsségre. Kisérletlkben
azonban nem vizsgaltak, hogy a harom kildnbo6z6 helyrdl szarmazé tojasoknak
valdban kilonb6zott-e szarmazasi hely szerint a bakterialis k6zésségik. VoLF és
mtsainak vizsgalatai szerint az egyhetes csibe vakbél-bakteridtaja ugyan nem
mutat hasonldsagot a tojashéj- és a takarmanybakteridotaval [10], de ez alapjan
nem indokolt kétségbe vonni ennek a két forrdsnak a jelentéségét.
szerepe van a tojasrakas soran a tojashéjra kerUlt anyai eredetd baktériumoknak
is, mivel a kelés soran a csibe részben elfogyasztja a tojashéjat és az azon levd
baktériumok szelektiven feldlUsulnak, elszaporodnak a csibe bélcsatornajaban [8].
Az is lehetséges, hogy a baktériumok a tojashéjrol a tojas belsejébe penetralnak
[17]. MakI és mtsai kisérletikben egymastdl elkllonitve vizsgaltak a tojashéj és
a kornyezet hatasait [8]. Megallapitottak, hogy a vakbél és vékonybél bakterialis
kozdsségeinek faji 6sszetétele fliggott az alkalmazott baktérium forrastdl (tojashéj
vagy kornyezet). A csirkebél-bakteridtak végsd kozosségi dsszetétele valdszinlleg
a két baktériumforras kozotti komplex kdlcsdnhatasok eredményeképp alakul ki. Az
egyik vagy masik forras hianya szignifikans (p < 0,05, a tovabbiakban is, ha masként
nincs jeldlve) mértékid valtozasokat okoz a bakteridlis kdzosség fejlédésében [8].
A tojotylUk szerepét kutatva KuBasova és mtsai megallapitottak, hogy mely
baktériumcsoportok jutnak at jellemzden a kifejlett madarrdl a csibére, és sza-
porodnak el annak vakbelében [18]. Azt talaltak, hogy a Gram-negativak altalaban
konnyen atjutnak a tojashéjra és elszaporodnak. Ezek jellemz8en a Bacteroidetes
torzs tagjai, de a Deferribacteres és Proteobacteria torzshoz tartozé baktériumok
is. Az anyai eredetl Gram-pozitivak tojashéjra kerllése bonyolultabb. Az Acti-
nobacteria torzs tagjai konnyen atjutnak a csirkébe, de aranyuk soha nem lesz
tdl nagy a vakbélben. Megfigyeléseik szerint a Faecalibacterium, Megamonas és
Phascolarctobacterium nemzetségek kivételével a Gram-pozitiv Firmicutes térzsbe
tartozé baktériumok rosszul jutnak at a tojobdl a csibébe vagy nem szaporodnak
el. Ez igaz a Lactobacillusokra is, ami érdekes kérdéseket vet fel probiotikumként
torténd felhasznaladsukkal kapcsolatban [18].

Feltételezhetd, hogy minél korabban torténik a probiotikumok, prebiotikumok vagy
szinbiotikumok adasa, az annal eredményesebben tudja befolydsolni az alakuld
bélflérat [19]. A tojashéjra juttatott baktériumok alkalmazéasa igéretes lehetdség a
csirkebél-bakteridta korai befolydsolasara, de eredményességérdl megoszlanak a
szakirodalomban olvashatd vélemények. VoLF és mtsai a keltetés 1. és 20. napjan
a tojashéjra juttatott hét kilonbozd spdraképzd anaerob baktérium elszaporo-
daséat vizsgaltak a kikelt, egyhetes csibék vakbelében [10]. Kisérletlkben az NGS
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mellett PCR-t is alkalmaztak a tojashéjra juttatott baktériumok vakbélbdl torténd
specifikus kimutatasara, de az egy esetben sem sikerllt. Egy masik kisérletikben
Megamonas hypermegale és Bacteroides caecicola fajokat permeteztek a tojasokra,
amikor a kelési arany 10% koruli volt, és kés8bb, amikor ez az arany 90% volt, a
kikelt csibékre is kijuttattak. Az egyhetes csibék vakbelében csak akkor sikerilt
a probiotikumként alkalmazott baktériumokat kimutatni, amikor azokat a kikelt
csibékre permetezték [10]. Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy nem
érdemes a kelés elStt a tojashéjra é16floras készitményt juttatni. Ez a vélemény
latszdlag ellentmond a probiotikumokat a korai idépontokban alkalmazo sikeres
kisérleteknek [20, 21], de ezek esetében nem tortént meg a bejuttatott baktéri-
umfajok elszaporodasanak kimutatasa. Azokban a kisérletekben, annak ellenére,
hogy nem tudtak kimutatni az alkalmazott probiotikus fajokat, a bélbakteridta
vagy a csirke novekedési paramétereinek megvaltozasa alapjan mindsitették
hatasosnak a probiotikum alkalmazasat.

DONALDSON és mtsai egynapos tojasokra juttattak higitott vakbéltartalmat, hogy
vizsgaljak annak a kikel§ csibékre gyakorolt hatasat [20]. A kezelések okoztak ki-
mutathatd valtozast a kikeld csibevakbél bakteridlis k6zosségének dsszetételében,
de a csirke ndvekedési paramétereit (takarmanyhasznositas, takarmanyfelvétel,
energiahasznositas), amelyek a termelésben fontosak, nem valtoztattak meg.
RICHARD-RIOS és mtsai tojotylkok higitott vakbéltartalmat permetezték tojasokra
a keltetés 2., 7, 14. és 18. napjan [21]. Vizsgalataik szerint ez a kezelés elegendd
volt a spéraképzd Lachnospiraceae és Ruminococcaceade csaldadokba tartozd bak-
tériumok atviteléhez. Azonban mas, a vakbélbakteriétaban fontos csaladok pl.
Bacteroidaceae, Bifidobacteriaceae, Burkholderiaceae és Lactobacillaceae tagjainak
atvitele nem volt kimutathatd. A kezelés megvaltoztatta a csirke bél bakterialis
kozbsség dsszetételét. Ez a valtozas a kelés utani 3. napon volt a legjelent8sebb. A
csirkék késdbbi novekedési paramétereit nem vizsgaltak, és provokacids fertézési
teszteket sem végezek ennél a kisérleteknél.

A TOJAS BELSO BAKTERIOTAJA

A tojashéjon megtelepedd baktériumkozosség dsszetétele régdta ismert, a tojas
belsejét azonban sokaig csiramentesnek gondoltak. Egy 1983-ban megjelent
szemlecikk szerint a tojasok tobb mint 90%-a nem tartalmaz baktériumokat [1].
Tobb jelenlegi tanulmanyban is megjelenik az a vélemény, hogy a tojasrakaskor
a tojas belseje, késbébb az embrid és a tojasbdl kikeld madar is steril [10, 21].
Ezt a véleményt mar kordabban szamos gyakorlati tapasztalat és megfigyelés
kérdGjelezte meg [22]. A leirt eseteket azonban kivételként kezelték és altala-
ban Ggy gondoltak, hogy tojas védekezd mechanizmusai hatékonyan képesek
megeldzni a baktériumok bejutasat és elszaporodasat a tojas belsejében. A
tojotylk szaporitdszerveit sterilnek tartottdk, tehdt onnan sem feltételezték
a baktériumok tojasba jutdsat. A tojas védekezd mechanizmusai eltéré mér-
tékben akadalyozzak a kilonboz8 prokaridta mikroorganizmusok bejutdsat és
elszaporodasat. A jol penetraldédd fajok kozé tartoznak a Campylobacter jejuni,
Escherichia coli, Serratia marcescens és az Alcaligenes, Proteus, Pseudomonas
és Salmonella nemzetségek tagjai, amelyek a tojas romlasanak gyakori okozdi,
ill. a kUlénb6z6 human fertdzések kérokozdi [1, 23]. A Gram-negativ baktériumok
altaldban jobban alkalmazkodtak a tojas antimikrobialis hatadsd 6sszetevdihez,
mint a Gram-pozitivak. Ezt tdmasztjak ala JIN és mtsainak eredményeiis, amelyek
szerint a tojasfehérje dominans torzse a tojasrakas idépontjaban a Proteobac-
teria (60,3%), amit a Firmicutes (21,9%), Bacteroidetes (7,2%) és Actinobacteria
(6,5%) kovet. A keltetés alatt a tojasfehérje bakteridlis kozosségének diverzitasa
csokken, a Proteobacterium térzs ardnya né (a 12. napra 75,8%), a Firmicutes és
Bacteroidetes aranya csokken (9,3% és 3,1%) [24].
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A tojédssargajaban jellemz8en a Proteobacteria torzs tagjai dominalnak (60-
80%), a Firmicutes (15-30%), Bacteroidetes és Actinobacteria torzs tagjai joval
kisebb relativ gyakorisaggal fordulnak el8 [15]. Ez egyezik a korabbi, Gram-negativ
baktériumok dominanciajat mutatd tenyésztésen alapuld vizsgalatok eredmé-
nyeivel. DING és mtsai eredményei azt mutatjak, hogy a tojassargaja bakteriota
alig valtozik a keltetés alatt [15]. Vizsgalataik szerint az embrionalis fejlédés 19.
napjan torzsszinten nagy a hasonldésag a tojassargaja és az embridé-bélcsatorna
bakteridtaja kdzott, nemzetségszinten viszont szamos kilénbség mutathatd ki.
Ez azt jelentheti, hogy a tojassargaja baktériumainak tobbsége bejuthatott az
embrié tapcsatornajaba, és az Uj él6hely eltérd fizikai, kémiai, bioldgiai tulajdon-
sagai miatt kulonb6z8en képes adaptalédni a megvaltozott korilményekhez.
Az elvégzett forraskdvetés vizsgalat szerint az embrié bélcsatorna bakteriéta
89%-a a tojassargajabdl szarmazott [15]. A probiotikumok és szimbiotikumok in
ovo alkalmazasanak eredményessége is részben a tojassargaja baktériumainak
embridba jutasan alapul. Kézvetetten ezt igazoljak LEAO és mtsai eredményei,
akik 25 kozleményt feldolgozd metaanalizisikben megallapitottak, hogy az in ovo
probiotikumkezeléseknél a tojassargaja bizonyult a legjobb inokulalasi helynek,
valészinlleg azért, mert az in ovo inokuldlasok a keltetés 18. napja utan torténtek,
amikor sargéja mar be tud jutni az embridé bélcsatornajaba [25].

A Salmonella fajok terjedésével és mas patogénekkel (pl. Campylobacter) kap-
csolatos megfigyelések [26-28] alapjan ma mar a tyldk reproduktiv szerveit nem
tartjak sterilnek, ott nem csak kérokozdk, hanem mas baktériumok is megte-
lepedhetnek és elszaporodhatnak [29, 30]. HARRY (1963) tenyésztésen alapuld
kisérleti eredményei soran a vizsgalt madarak petefészkeinek 43%-bdl tudott
Lactococcus és Micrococcus fajokat izolalni [1, 22]. A tyUk szaporitészervek bakte-

elsdsorban a Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes és Actinobacteria torzsekbe
tartozé baktériumok alkotjdk. Nemzetségszinten a Pseudomonas, Lactobacillus,
és Bacteroides a leggyakoribbak, és ezek alkotjak a k6zds, a reproduktiv szervek
minden szakaszan el6forduld nemzetségeket is. LEE és mtsai megallapitottak,
hogy a baktériumnemzetségek relativ gyakorisaga allandé a petevezeték kiilonb6zé
szakaszaiban, és hogy a baktériumfajok szama jelentésen megndé az ivarérettség
elérése utan. Vizsgalataik alapjan Ugy tlnik, hogy az anyai petevezetékben éI6
bakteridta egy része a tojasfehérjén keresztil atkerll az embridba és ott a bél-
csatorna baktériumainak jelentds részét adja [30].

A csirkeembrid bélbakteridtajanak osszetételérdl harom kutatdcsoport is kozolt
NGS alkalmazéasaval kapott részletes adatokat [15, 31, 32].

4 napos embridnal az egész embridt, a 19 naposnal csak a bélcsatornat hasznaltak
vizsgalataikhoz. Megallapitottak, hogy az embrid nem steril, a kimutatott 28 torzs
kézUl a Proteobacteria térzs a leggyakoribb (86%), amit a Firmicutes (5%), Bac-
teroidetes (4%) és Actinaobacteria (3%) torzsek kovetnek. Az embrié bakteriétaja
idében valtozik, a keltetés 4. és 19. napjan meghatarozott bakterialis kozdosségek
egymassal szoros (r = 0,80) korreldciét mutatnak, és jellemz& a Proteobacteria
csOkkenése és a Firmicutes torzs aranyanak novekedése. A tojourilék és az emb-
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riocbakteridta k6zott nemzetségszinten gyenge (r = 0,33) korrelaciét allapitottak
meg [31]. DING és mtsai kisérleteikben a baktériumatadasi Gtvonalakat kozvetlendl
nem vizsgaltak, de feltételezték, hogy tojasképz8dés soran a petevezetékben az
embriéba torténd anyai bakteridétaatadas is jelentls tényezd [31].

AKINYEMI és mtsai kozleménylkben leirtak a csibeembrid-bakteridta iddbeli val-
tozasat az embriogenezis alatt, de a baktériumok forrasaival kapcsolatban nem
végeztek kutatasokat. Vizsgalataik alapjan az embrié mar a keltetés 3. napjan
sem steril és bélfléraja valtozik az embrionalis fejlédés soran [32]. Az embridkban
a Proteobacteria torzs volt a legnagyobb relativ gyakorisagu (65,6%), de a masik
két kozleménytdl eltérden [15, 31] az Actinobacteria volt a masodik leggyakoribb
(16,6%), amit a Firmicutes (6,1%) és Bacteroidetes (5,4%) kovetett [32].

.....

a kelés eldtti embrionalis allapotot és a kelés utan a kilsé kornyezet és takar-
many hatasat is 0ssze tudtak hasonlitani. A keltetés 19. napjan az embrié bél-
csatornajaban a dominans baktériumok relativ gyakorisdga nagyon hasonld volt
a tojassargajaban levékéhez. Mindkét helyen jellemzé volt a Proteobacteria torzs
dominanciaja, amit a Firmicutes kbvetett. A kelés utan a bél bakterialis k6zossé-
gének 6sszetétele nagyobb fluktuacidot mutatott az embrionéalisnal, de a diverzi-
tast jelz8 indexek értékei nem valtoztak szignifikdnsan. A valtozatlan diverzitas
mellett azonban a Proteobacteria torzs aranya 72,8%-r61 59,7%-ra csokkent, mig
a Firmicutes torzs aranya 11,6%-r61 25,4%-ra nStt. A nemzetségek kozul a Blautia,
Coprococcus, Dorea, Roseburia és Faecalibacterium (mind Firmicutes) ardnya nétt
meg a naposcsibékben. Ezeket a nemzetségeket altalaban az allat egészségével
pozitivan korrelalé baktériumoknak tartjak.

MEGVITATAS

Az elmUlt években az Gjgenerécids szekvenalasi médszerek (NGS) fejlédése miatt
szamos Uj kutatasi eredmény jelent meg az intenziven tartott brojlerek és tojok
bélcsatornajaban és a tojas kilsé és belsd részein é16 bakteridtaval kapcsolatban.
Magasabb rendszertani szinten (torzs) mar jol ismert a jellemz8 dsszetétele ezek-
nek a bakterialis kozosségeknek. Alacsonyabb rendszertani szinteken (nemzetség,
csalad) szamos kilonbség van a kilonbozd kutatdk eredményei kdzott. A taxo-
némiai eltérések magyarazata, a kozésségi anyagcsere-folyamatok megértése,
a gazda-baktérium koélcsonhatasok megismerése a tovabbi kutatasok feladata.
Ezekben a kutatasokban, mas maodszerek alkalmazasa mellett az NGS hasznos
eszkdz a kutatok kezében. A tojotylk és a csibe kozotti bakteriadlis kapcsolatokrél,
valamint a baktériumok terjedésérdl, atvitelérdl is egyre tébb ismerettel rendel-
kezink. Igazoltak, hogy a tojo reproduktiv szervei nem sterilek, leirtak jellemzdé
baktériumkozosségeit. Az Uj eredmények felhivtak a figyelmet a tojérdl a csibé-
be torténd baktériumatvitel lehetséges Gtjaira, és részben jellemezték azokat
a baktériumcsoportokat, amelyek nagyobb gyakorisdggal kerllnek at. A bélfléra
kedvezd iranyl modositasa jelenleg az egyik fontos eszkdz az allattenyésztésben
a termelési paraméterek javitasara. Az NGS alkalmazéasaval kapott eredmények
a gyakorlati tapasztalatokat kiegészitve az allattenyésztésben Gjonnan alkalma-
zott eljarasok (pre- és probiotikumok hasznalata) elvi megalapozottsdganak jobb
megértéséhez, hatékonyabb alkalmazasahoz vezettek.
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A propolisz klilonb6zo kivonatainak
in vivo hatékonysaga brojlercsirke
szalmonellozisa esetén
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OSSZEFOGLALAS

A terjedd antimikrobialis rezisztencia kovetkeztében egyre nagyobb hangsulyt kap
az antibiotikumalternativak fejlesztése és alkalmazasa. llyen pl. a propolisz, amely
a méhek altal készitett természetes bakteriosztatikus vagy baktericid hatasmaodu
anyag. Vizsgalatukban a szerzdk a propolisz brojlercsirkék szalmonellézisanak meg-
el6zésében és kezelésében betoltott lehetséges szerepét vizsgaltak. Kimutattak,
hogy a propolisz szignifikdnsan nem befolyasolja a testtomeg-gyarapodast, ill.
a fajlagos takarmanyértékesitést a kontrollhoz képest, de csokkenti a szalmo-
nelldzis megeredésének esélyét. Kijelenthetd, hogy a propolisz biztonsadgosan
alkalmazhaté takarmanykiegészitd brojlercsirkék szamara.

SUMMARY

Background: The growing antimicrobial resistance could lead to up to 10 mil-
lion human death cases per year by mid-century on current trends. The role of
antibiotic use in animal health is without doubt, so alternatives to antibiotics
have emerging importance in the veterinary field. Antibiotic alternatives include
propolis, which has a proven immunomodulatory and bacteriostatic or bacteri-
cidal effect, depending on the bacteria. Salmonella enterica, known as the most
common foodborne pathogen, is usually transmitted by eggs and poultry meat.
From a human and animal health perspective, there is a lot of research defining
its in vitro efficacy, but the in vivo efficacy of propolis is a less researched area.
Objectives: To test the activity of Hungarian propolis against salmonellosis in
broiler chickens.

Materials and Methods: In our studies, doses of propolis dried via alcoholic
extraction were administered 1%, 3x and 5% in feed and aqueous extract in drinking
water. During rearing, daily weight gain was measured individually and feed con-
sumption was measured in groups. In addition, the treated groups were infected
by S. enterica strains.

Results and Discussion: It was shown that although there was no significant
difference in the weight gain between the control and treated groups, the weight
gain of the treated groups was professionally relevantly higher than that of the
control group during the first two weeks. Until day 12 of life, the groups treated
with propolis extract consumed much less feed than the control group, and their
weight gain exceeded that of the control group. This trend decreased until day
24. The feed conversion of the agqueous extract group was better than that of the
control group for most of the study period. The feeding of propolis did not result
in an earlier cessation of Salmonella shedding but did reduce the likelihood of
clinical signs of infection. Based on our results, we can conclude that propolis can
be safely used as a supplementary treatment for broiler chickens, significantly
improving economic indicators during certain periods of the rearing period. In the
future, it is worthwhile to conduct more studies with larger numbers of animals
to investigate the efficacy and pharmacokinetic properties of propolis.
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BAROMEFI A PROPOLISZ KULONBOZO KIVONATAINAK IN VIVO
HATEKONYSAGA BROJLERCSIRKE SZALMONELLOZISA ESETEN

Az antimikrobialis rezisztencia (AMR), vagyis a mikrébak xenobiotikumokkal szembeni

ellenalloképessége folyamatosan nd. Vilagviszonylatban évente 700 000 fére tehetd

az AMR-rel 6sszefliggésbe hozhatd emberi haldlesetek szama [1]. A haszonallatok Vilagszerte né a baktériumok
korében az antibiotikumok hasznalata 2006-t6l hozamfokozas céljabdl, 2022-t6l pedig antibiotikumrezisztenciaja

a profilaxis, ill. metafilaxis céljabdl az Eurépai Unidé tagallamaiban tilos [2, 3. Nem

korultekintd hasznalatuk, aluldozirozasuk, ill. nem megfeleld ideig torténd alkalma-

zasuk a rezisztencia forrasa, hiszen szelekciés nyomast gyakorol a baktériumokra [4].

A rezisztencia csokkentése érdekében egyre nagyobb figyelem fordul az
antibiotikumalternativak irdanyaba [5]. Ennek lehetséges formai az antitestek, a
vakcinak, a probiotikumok, a prebiotikumok, valamint a szimbiotikumok, tovabba
a fag-lizinek, a bakteriofagok, az immunstimulansok, az antimikrobialis peptidek
és a biofilmellenes peptidek [5-7].

A PROPOLISZ HUMAN- ES ALLATEGESZSEGUGYI JELENTOSEGE

A propoliszt A propolisz a méhek altal klilonb6z8 novények enyves valadékaibdl és méhviaszbdl

a méhek a névények a nyalenzimeik segitségével készitett nyllds anyag, amelyet a kaptar mechanikai
enyves vdladékaibdl és fiziko-kémiai védelmére hasznalnak [8, 9]. Osszetétele nagy mértékben fligg a
és méhviaszbdl foldrajzi lokalizacidtdl, a vegetacios idészaktol, ill. a készité méhek taxondmiai beso-
készitik nydlenzimeik roldsatél hiszen a mézeld méheken kivul (Apis mellifera) egyéb taxonba sorolhaté
segitségével méhek is készitenek propoliszt, mint a Melipona és a Tetragonisca nemzetségek

fajai [10-14]. Analitikai 0sszetételét tekintve tobb mint 300 komponensbdl all [15].
FS 6sszetevdi 50-70%-ban gyanta, 30-50%-ban olaj és viasz, 5-10%-ban viragpor
valamint egyéb Osszetevdk, mint aminosavak, nyomelemek, cukrok, vitaminok, flavo-

A propolisznak noidok és fenolok [16]. A propolisznak baktérium-, virus-, gomba- és parazitaellenes
baktérium-, hatasais van [17-19]. Ezeken tUl az é18 szervezet élettani folyamatainak modositasara
virus-, gomba- és is képes, igy rendelkezik proliferacidogatld, gyulladascsokkentd, immunmodulans,
parazitaellenes antioxidans, ill. majvédé hatassal is [20-23].
hatdsa is van A propolisz a baktériumellenes hatasat részben - kbzvetve - az immunstimulans

tulajdonsagan keresztil, részben pedig a kdzvetlen antibakterialis hatasanak kdszon-
heti [24, 25]. A baktériumellenes hatasat a baktérium sejtmembran-permeabilitdsanak
novelésével, az adenozin-trifoszfat (ATP) képzés csokkentésével, az ATP hidnyaban
csokkend motilitasi képességgel, valamint a membranpotencial megzavarasaval éri
el [15, 26]. Eltérd hatasfok figyelhetd meg a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériu-
mokkal szemben, amely leginkabb az utdbbiak lipopoliszacharid-rétegének védelmi
feladataira, ill. egyes specialis hidrolaz enzimek meglétére vezethetdk vissza [15, 27-29].

A propolisz brojlercsirkékre gyakorolt hatasa kapcsan a szakirodalomban egymas-
nak ellentmondd eredményekkel lehet talalkozni. KLECZEK és mtsai, valamint GHEISARI
és mtsai arra az eredményre jutottak, hogy sem a flavomicin antibiotikum, sem a
propolisz nem bir hozamfokozé hatassal [30, 31]. Ezzel szemben ATTIA és mtsai azt
talalték, hogy a propolisz folyamatos vagy intermittalé adasa noveli a testtomeget,
ill. a takarmanyfelvételt [32]. SEVEN és mtsai kimutattak, hogy hdstressznek kitett
brojlercsirkéknél karkaszsulytobblet alakult ki a kontrollcsoporthoz viszonyitva a
propolisszal kezelt csoportokban [33].

A SZALMONELLOZIS KOZ- ES ALLATEGESZSEGUGYI JELENTOSEGE

A S. Enteritidis altal A S. enterica igen gyakori intracellularis fakultativ patogén baktérium, amely leg-
okozott ételferté6zések gyakrabban per os fert6zi meg a gazdaszervezetet, és enteralis kérképet okoz,
forrasa leginkabb aminek sUlyossagat nagyban befolyasolja a fert6zott egyed fogékonysaga és
szennyezett, ill. a altalanos allapota is [34]. Az egyik legfébb ,food-borne” — vagyis élelmiszerek
nem megfeleléen Gtjan kozvetitett - fertd6z6 agens [35]. A human ételmérgezések hatterében leg-
kezelt baromfihus, gyakrabban a S. Enteritidis szerovarians all, amelynek forréasa leginkdbb szeny-
vagy fertézétt tojds nyezett, ill. a nem megfelel8en kezelt baromfihis, vagy fertézott tojas [36, 37].

Vildgviszonylatban évente 90 milli®6 human hasmenéses kdérkép kothetd a S.
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enterica valamely szerovariansahoz [38], baromfifélékben enyhe tlineteket okoz,
igy ennek hordozasa humanegészségigyi jelentéséggel bir [39].

ANYAG ES MODSZER

A KISERLET KORULMENYEI

Vizsgéalatunkban Ross 308-as brojlercsirkéket hasznaltunk. Az allatkisérlet etikai
engedélyszama: PE/EA/00563-6/2022. A naposcsibék a Pipi-Tér Bt-t&l (Babolna
TETRA Kft., Budapest) érkeztek és a keltet8ben vakcinadkat kaptak a Newcast-
le-betegség virusa ellen Hatchback AVINEW (Boehringer Ingelheim, Ingelheim
am Rhein, Németorszag), a fertéz8 bronchitis virusa ellen Hatchback IBH120
(Boehringer Ingelheim) és a Marek-betegség virusa ellen RISMAVAC + CA126 (MSD,
Rahway, NJ, USA). Az allatok elhelyezése az allatjolléti el8irdsoknak megfeleld
méretl és kialakitasud, tobbszintl ketrecekben tortént, az életkornak megfeleld
paraméterek beallitdsa mellett. Az allatokat egyedileg jeldltlk a labukra erdsitett
egyedi sorszammal. Az egyedi jeldlés a hetente mért testtdmeg-gyarapodas
és a bélsarmintak gyljtésének azonositasahoz volt szlkséges. Az allatokat ad
libitum takarmanyoztuk brojlerinditétappal, amely kokcidiosztatikum és hozza-
adott réz nélklli, morzsazott formatumu intenziv brojlerindité takarméanykeverék
(Farmer-Mix Kft., Zsambék) volt.

A CSOPORTOK KIALAKITASA ES A KESZITMENYEK ADAGOLASA

Avizsgalat sordn 9 csoportot alakitottunk ki, 6sszesen 135 allat, csoportonként 15
allat felosztasban. Ezek kozil a 1-4. (1%, 3%, 5% dézis propolisz takarmanyba keverve,
a propolisz vizes kivonata; szalmonellafertézés) és 9. csoport (pozitiv kontroll,
csak szalmonellafertézés) keriilt egy terembe — ezeket a csoportokat Salmonella
Enteritidis szerovarianssal fertdztik a propolisz adagolasa mellett, az 5-7. (1%, 3x,
5x dézis propolisz takarmanyba keverve, fertézés nélkiil) és a 8. csoport (negativ
kontroll, se fert8zés, se propolisz) pedig masik terembe kerilt, akik csak propo-
liszos kezelést kaptak. A propolisz adagoldsa 1x dézis esetén 20 ml/tak.kg, a 3x
dézis esetén 60 ml/tak.kg, az 5x d6zis esetén 100 ml/tak.kg mennyiségben tortént.
A propoliszkivonat takarmanyba torténd egyenletes eloszlatasat bolygdkeverd
takarmanykeverbvel végeztik, 10 kg-os egységenként 2-2 6ras homogenizalassal.
A vizes propoliszkivonatbdl csak a 4. csoport kapott 1 ml/l ivoviz mennyiségben
bekeverve (1. tabldzat).

1. TABLAZAT. Az egyes csoportok felosztdsa kezelés, Gllatlétszam, fertézés és a propolisz kivonatok mennyisége alapjdn

TABLE 1. Division of each group by treatment, number of animals, infection and amount of propolis extracts

Csoport Szoba Kezelés Allatszam Fert6zés Adalék

1. csoport Beszaritott kivonat 15 + 20 ml/tak.kg
2. csoport A Beszaritott kivonat 15 + 60 ml/tak.kg
3. csoport Beszaritott kivonat 15 + 100 ml/tak.kg
4. csoport Vizes kivonat 15 + 1 ml/l ivéviz
5. csoport Beszaritott kivonat 15 - 20 ml/tak.kg
6. csoport Beszaritott kivonat 15 - 60 ml/tak.kg
7. csoport B Beszaritott kivonat 15 - 100 ml/tak.kg
8. csoport Negativ kontroll 15 - -

9. csoport A Pozitiv kontroll 15 + -
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A PROPOLISZ KULONBSZS KIVONATAINAK IN VIVO
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A SALMONELLAFERTOZES MENETE ES URITESENEK MONITOROZASA

A koradbban baktériumbankban lefagyasztott S. Enteritidis torzset a -80 °C-o0s
tarolébdl a fert6zés napjan kioltottuk, sarga kacsnyi mennyiségl baktériumot 30
ml tripton-szdja levesbe oltottuk, majd azt 41 °C-on 3 6ran keresztUl inkubaltuk. A
beoltast kdvetden kdzvetlenll, majd az inkubacid végén mintat vettlink a szusz-
penzidobdl és 10-es alapU higitasi sort készitettlnk steril csdvekben, amelyekbdl 50
ul mennyiséget szélesztettlink tripton-szdja agaron, kezdeti telepformald egység
(CFU) meghatéarozas céljabdl. A kiinduldsi mennyiséget igy a kezdeti 3,6 x 10® CFU/
ml értékrdl 3 6ras inkubaciot kovetden 1,3 x 108 CFU/mI értékre novelve. A fertézést
a 4. életnapon végeztik, amit az 5. életnapon megismételtink. Egy csibébe 0,3
ml baktériumszuszpenziét oltottunk begyszonda segitségével, ami 3,9 x 10’ CFU-
nak felelt meg.

A masodik Salmonella-fert6zést kovetden a fertbzés sikerességének ellendr-
zése, valamint a Salmonella-Urités kimutatdsa céljdbdl a fertézést kdvetd 1., 3.,
6., 14., és 21. napokon klodkatampon-mintakat vettlink. A bélsarmintakat 3 ml
Rappaport-Vassiliadis levest (Biolab Zrt., Budapest) tartalmazé csdvekben 41
°C-on egy 6ran keresztll inkubaltuk, majd 100 ul szuszpenzidt szélesztettlnk
Rambach-agarra (Biolab Zrt., Budapest) és 18-24 6ran keresztil inkubaltuk 41
°C-o0s termosztatban. Pozitiv eredményként a méalyvaszind telepek megjelenését
tekintettik. Ezen mintakat utadna XLD agarra (Biolab Zrt., Budapest) oltottunk
at, amit Gjabb 18-24 6ran keresztUl inkubaltunk 41 °C-os termosztatban. Pozitiv
mintanak szamitott a fekete telepképzb egység megjelenése, amely mintakat
Gjbél atoltottunk Chromagar Salmonella Plus (CheBio Fejleszt8 Kft., Budapest)
szelektiv agarra és Gjabb 18-24 4ran keresztil inkubaltuk 41 °C-os termosztatban.
Az igy kapott malyvaszin( telepeket képezd mintakat tekintettlk ténylegesen
pozitivnak.

MERESEK

Az allatok testtdmeg-gyarapodéasat hetente egy alkalommal, egyedileg mértik.
A klodkatampon-mintak gy(jtéséhez steril vattatampont (Biolab Zrt., Budapest)
hasznaltunk, amit kdozvetlenil a mintavételt kovetSen steril Rappaport-Vassiliadis
levest tartalmazoé csovekbe mostunk, majd lezartuk azokat. A takarmanyfogyasztas
mérése csoportonként tortént, az el8z8 nap bemért takarmany visszamért mennyi-
ségébdl torténd szamolassal. Minden héten, minden allat esetén megfigyeltik és
rogzitettlk egy igen/nem valasz alapjan, hogy jelentkezik-e az allatok bélsar-konzisz-
tenciadjaban valtozas (csoportonként), klodka koriuli hlgysavfelrakédas (egyedileg)
és klinikai tinetek, mint gubbasztas, szarnylégatas, valamint santasag (egyedileg).

PATOLOGIAI VIZSGALATOK

A kisérlet végén az allatokat az allatvédelmi elGirasoknak megfelelden eutanazia-
ban (Euthasol 40% injekcid A.U.V., 100-200mg/ttkg dézisanak intravénés, megfe-
leld rogzitést kovetd, szarnyvénaba injektalasaval) részesitettik. A makroszkdpos
és korszovettani vizsgalatokat a Patoldgiai Tanszék végezte. Minden egyes allatot
felboncoltunk a madarak diagnosztikai boncoldsdnak szabélyai szerint (kilsé és
bels§ vizsgélat szervrendszerenként) tortént [40]. A kdrszdvettani vizsgalatok
csoportonként 5 allaton torténtek a jejunum és ileum bélszakaszokbdl, minden
egyes minta esetén harom parhuzamos méréssel. Mértik a kriptamélységet és a
bélboholy hosszat (villushossz). A hdrom parhuzamos mérésbdl atlagot szamoltunk
és néztik az egyes kezelt csoportok bélboholyhossz/kriptamélység aranyat. Ezen
kivul a villust hengeres szerkezetlinek tekintve megbecsultik a felszivo felllet
nagysagat. A villusabszorpcids fellletet a kovetkezs képlet segitségével szamoltuk
ki: Villusabszorpcids feliilet = 2m x (4tlagos villusszélesség/2) x villushossz [41].
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Az allatok testtomeg-gyarapodasanak valtozasat és a takarmanyfogyasztas 6sszeha-
sonlitdsat az egyes dozisok hatasara bekovetkezd valtozasok tekintetében a kontrolicso-
porthoz viszonyitottuk. Vizsgaltuk az egyes csoportok jejunum és ileum bélszakaszanak
villushosszat, kriptamélységét, valamint ezek aranyat, csoportonként 5 db allat esetén,
minden minta esetén harom parhuzamos méréssel. Ezek statisztikai elemzését ANOVA
segitségével, Tukey-teszttel végeztik el az R program 4.1.0 verzidjanak segitségével.

A szalmonellalrités monitorozasanak eredményeibdl jol latszik, hogy a fertézést
kdvet8en harom napra volt szlkség, hogy az osszes fertézott csoport (G1-4, G9)
Uritse a korokozot. A 2. 3. és 4. csoportokban mar az 1. napon is megjelent az Urités,
a 3. csoportban a mintak tulnyomé részébdl tudtuk izolalni a kérokozot. A fertézott
csoportok esetén a Salmonella Uritése a beszaritott propolisz kivonat 1x dbzisaval
etetett 1. csoport esetén a 3. napig, a 3x dézissal esetett 2. csoport esetén a 6. napig,
az 5x dozissal etetett 3. csoport esetén a 14. napig, mig a vizes kivonattal itatott 4.
csoportban a 6. napig volt kimutathaté. Osszességében elmondhaté, hogy a propolisz
adagolasa nem eredményezte a Salmonella-Urités hamarabb torténd megszinését,
de atlagosan kevesebb allat Uritette a kérokozdt a kezelés hatasara (1. dbra).
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1. ABRA. A fertézést kévetd szalmonellaiirités monitorozdsa

A propolisz takarmanyba kevert kivonatat az 1. és 5. csoport 1x dézisban, a 2. és 6. csoport 3x dbzisban, a 3. és 7. csoport
5x dézisban; a 4. csoport pedig a vizes kivonatot kapta. Az egyes mintavételek soran a fertézott csoportok mindegyikében
megeredt a fertdzés és az allatok atlagosan a 6. napig Uritették a szalmonellat. Id6ben leghamarabb a propolisz 1x dézisa

szlintette meg az Uritést a 6. napra. A legnagyobb mértékben a propolisz 3x ddzisa csokkentette az Uritést

FIGURE 1. Monitoring of Salmonella shedding following infection

The extract of propolis mixed in the feed was given to groups 1 and 5 at 1x dose, groups 2 and 6 at 3x dose, and groups 3
and 7 at 5x dose; group 4 received the agueous extract. At each sampling time, all infected groups recovered, and animals
excreted salmonella on average by day 6. The earliest time course was 1x dose of propolis, which eliminated shedding by day
6. The 3x dose of propolis reduced shedding to the greatest extent
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A klinikai tinetek tekintetében a fertézést kovetben a fertézott csoportok ese-
tén lagyabb bélsarkonzisztencia volt megfigyelhetd a kontrollcsoportéhoz képest,
azonban sllyos, hig hasmenést nem tapasztaltunk. Klodkakorali hagysavfelra-
kodast egy allat esetén sem figyeltink meg. A leggyakoribb tlinet a gubbasztés,
szarnyldgatas és santasag egylttes jelentkezése volt. A fertdzott csoportok esetén
nagyobb szamban jelentkezett tobbféle tlnet, mint a nem fertézott csoportok
esetén és mar a 2. héten jelentkeztek tinetek. A nem fertézott csoportok esetén
ritkdbban volt megfigyelhetd és inkabb a késébbi életkorban, a 3-4. hétben jelent-
kezett. Csoportonként a gubbasztas, santasag vagy szarnylégatast mutatd egyedek
szazalékos megoszlasat a teljes csoportlétszamhoz képest a 2. dbra szemlélteti.

G
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20% 20%
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2. ABRA. A tiinetcsoportok gyakorisdga csoportonként

A tinetek gyakorisdga a gubbasztas, santasag és szarnyldégatas figyelembevételével tortént. A szalmonellaval fert6zott cso-
portok esetén ezek gyakorisaga kozvetlenll a fertézést kovetden volt dominans, a nem fert6zott csoportok esetén inkabb a
késdi életkorban, ami inkabb az életkorral és az intenziv névekedéssel volt 6sszefliggésbe hozhatd

FIGURE 2. Frequency of symptom clusters by group

The frequency of symptoms was calculated by considering crouching, limping, and drooping wings. The prevalence of these
was predominant in the Salmonella-infected groups immediately after infection, and in the non-infected groups more in

late life, which was more associated with age and intensive growth

A testtdbmeg-gyarapodas a vizsgalat 5 hete alatt egyenletes ndovekedést
mutatott, a csoportok kdz6tt szignifikans kiildonbség nem mutatkozott. A pro-
polisszal kezelt csoportok testtdmeg-gyarapodasa viszont az elsé 2 élethét-
ben meghaladta a kontrollcsoportét (3. dbra). A fert8zott és nem fert8zott
csoportok egyméashoz valé hasonlitdsa szignifikans (p < 0,0001) kllonbséget
mutatott, azonban ennek magyarazata a szobahatas, ezért szakmailag nem
vehetd figyelembe.

A propoliszos kezelés szignifikansan nem befolyasolta a fajlagos takarmanyér-
tékesitést, a kezelt csoportokban a kontrollcsoporthoz képest a 19. a 26. és a 33.
mérési napokon mutattak csokkenést az 1 kg él6sUly elballitasdahoz szlkséges
takarmanyfelhasznaldsban, azonban ez nem volt szignifikdns mértékd. A min-
taelemszam novelésével ez a kildonbség szignifikdnssa valhat, azonban ehhez
dllattartdi telepi vizsgalatra van szikség a jov8ben (4. dbra).
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3. ABRA. A testtémeg alakuldsa az egyes mérési napok fiiggvényében
Az egyes csoportok kdzott szignifikans kilonbség nem figyelhetd meg a mérési idépontokban, azonban a propoliszos
kezelés hataséra az elsd 2 hétben szakmai szempontbdl jelentdsebb sllygyarapodast figyeltink meg

FIGURE 3. Evolution of body weight as a function of the days of measurement
No significant difference was observed between the groups at the time of measurement, but a more professionally sig-

nificant weight gain was observed in the first 2 weeks after propolis treatment

jlagos takarmanyértékesités (kg/kg)

Kontroll 1x dozis 3x dozis 5x dozis Vizes kivonat

19.nap ®26.nap ®33.nap

4. ABRA. A fajlagos takarmdnyértékesités alakuldsa csoportonként
Az egyes kezelések hatasara a fajlagos takarmanyértékesitésben szignifikans kilonbséget nem tapasztaltunk
a kontroll csoporthoz képest, azonban szakmailag relevans mértékben javult a fajlag a kezelés 26. és 33. napjan

FIGURE 4. Evolution of specific feed consumption by group
There was no significant difference in feed conversion ratios between treatments compared to the control group,
but there was a professionally significant improvement in feed conversion ratios on days 26 and 33 of treatment
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A patoldgiai vizsgalat soran a Salmonella-fert6zéstdl fliggetlentl a propoliszkivo-
nat 5x d6zisa esetén volt a legtdbb elvaltozds. A nem fert6zott, negativ kontroll (8.
csoport) esetén kiilsé elvaltozasok voltak (sérlilés, tollhiany), a fert6zott, de nem
kezelt kontrollcsoport esetén tébb szervben is elvaltozasok voltak megfigyelhetdk.
A mozgasszervi elvaltozasok arthritis és tenosynovitis, a savoéshartyak elvaltozasai
savos-fibrines vagy félheveny fibrines polyserositis, ill. félheveny fibrines pericar-
ditis, a nyirokszervi elvaltozasok bursa atrophia, ill. az ileumban és a jejunumban
reaktiv nyiroktlsz8k megjelenése, a maj elvaltozasai hepatomegalia, és a majon
tliszUrasnyi szurkésfehér gocok, a vérkeringési szervek elvaltozasai lekerekedett
sziv, a 1égzbszervek elvaltozasai tidéddéma formajaban mutatkoztak. A kilsé
elvaltozasok feltételezhetben sztereotip viselkedésformakbdl eredtek. A fertézés
jelentésen megnovelte mindegyik csoport esetén az elvaltozasok szamat a nem
fert8zott, azonos kezelést kapott csoportokhoz képest (5. abra).

Gyakorisag (db)
8 10
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5. ABRA. Az egyes szervrendszeri elvdltozdsok csoportonként

A propoliszkivonat 1x és 3x dbzisa hatékonyan csokkentette a szalmonellafert6zés okozta szisztémas tuneteket,
viszont 5x dbzisa esetén tobb szervrendszeri tinet jelentkezett. A leghatékonyabbnak a makroszképos elvalto-
zasok mérséklésében a vizes kivonat bizonyult

FIGURE 5. Individual organ system lesions by group

The 1x and 3x doses of propolis extract were effective in reducing systemic symptoms of salmonella infection, but
at the 5x dose, more organ systemic lesions were observed. The aqueous extract proved to be the most effective
in reducing macroscopic lesions

izUletek: arthritis, tenosynovitis; Nyirokszervek: bursa atrophia, reaktiv nyiroktiiszék az ileumban, reaktiv nyirok-
tlsz8k a jejunumban; BSr és flggelékei: cellulitis, fellletes pododermatitis, sternalis bursitis, sértlés, tollhiany;
Keringés: balkamratagulat, jobbkamratagulat, félheveny fibrines pericarditis, lekerekedett sziv; Zsigerek: félheveny
fibrines polyserositis, hepatomegalia, savds-fibrines polyserositis, tuddodéma, tlszlrasnyi szlrkésfehér goéc a
majon; HUgy-ivarszervek: a jobboldali petevezetd cisztikus tagulata, kirajzolddod ureterek, vese tubularis rajzolat;
Fejlettség, taplaltsag: satnyasag, senyvesség, Ures begy, visszamaradt szik

Joints: arthritis, tenosynovitis; Lymphatic organs: bursa atrophy, reactive follicles in ileum, reactive lymph follicles
in jejunum; Skin and appendages: cellulitis, superficial pododermatitis, sternal bursitis, trauma, feather deficiency;
Circulation: left ventricular dilatation, right ventricular dilatation, subacute fibrinous pericarditis, rounded heart;
Viscera: subacute fibrinous polyserositis, hepatomegaly, serofibrinous polyserositis, pulmonary oedema, pinpoint
greyish-white nodules on liver; Urinary organs: cystic right oviduct, prominent ureters, tubular pattern of the
kidneys; Development and nourishment: emaciation, stunting, empty crop, retained yolk sac
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A 6. dbrdn lathatd, hogy a szalmonellaval fert6zott csoportok kézUl a propoliszt
nem kapott pozitiv kontroll (G9) csoporthoz képest a jejunumban az 1. csoport
(1x dézis, p < 0,001), a 2. csoport (3x dbézis, p < 0,001) és a 3. csoport (5x dézis,
p = 0,0083) esetén figyelhetd meg a villushosszban negativ irdnyl szignifikdns
kUlonbség. A nem fertdzott csoportok kozll a jejunum tekintetében az 5. cso-
port (1x dézis, p = 0,0143) és a 7. csoport (5x dbzis, p = 0,0214) villushosszaban, a
jejunum kriptamélysége esetén a 7. csoport (5x dézis, p < 0,01) és a villushossz/
kriptamélység aranyban az 5. csoport (1x dbézis, p < 0,01) és 7. csoport (5x dbzis,
p < 0,01) esetén volt szingnifikans kilénbség (7-8. dbra) a negativ kontroll (G8)
csoporthoz képest (2. tédbldzat).
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600,00 6.00
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6. ABRA. A kérszévettani vizsgdlat sordn csoportonként mért Gtlagos villushossz, kriptamélység és azok ardnya

Szignifikans kllonbségeket csak a jejunum bélszakaszon tapasztaltunk a kontrollhoz képest, a villushossz tekintetében a fertézott
csoportok esetén az 1x, 3x és 5x ddzisban, a nem fert6zott csoportok kozott pedig az 1x és 5x dozisban etetett propolisz esetén.
A kriptamélység tekintetében a nem fertdzott 7. csoport esetén, az arany esetén pedig a 3x és 5x dbzis esetén figyelhetink meg
szignifikans kulonbséget

FIGURE 6. The mean villus length, crypt depth and their ratio per group in the histopathological examination

Significant differences in villus length were only observed in the jejunum compared to the control in the 1x, 3x and 5x dose
propolis fed to the infected groups and in the 1x and 5x dose propolis fed to the uninfected groups. In terms of crypt depth
for the uninfected group 7 and in terms of ratio for the 3x and 5x dose
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Boholyhossz: 441,9 um

Boholyszélesség: 150,1 um

7. ABRA. A jejunum kérszévettani képe, egy megrovidllt bélboholy hossza és szélessége, valamint egy kripta mélysége

A szalmonellaval fert6z6tt csoportokban, az ileumban a bélbolyhok hosszanak megrovidilése volt megfigyelhetd, azonban ez nem
volt szignifikans mértékid

H.-E. 165x

FIGURE 7. Histopathological section of the jejunum with respect to the length and diameter of the intestinal cavity and the depth of the crypt

In the Salmonella-infected groups, a shortening of the length of the ileum was observed, but not to a significant extent
H.—E. 165x

Boholyhossz: 772,5 um

8. ABRA. A jejunum kérszévettani képe, egy ép bélboholy hossza és szélessége, valamint a kripta mélysége

A szalmonellaval nem fertézott csoportok esetén az ileum bélszakaszban fizioldgias bélboholyhossz volt megfigyelhetd
H.—E. 135x%

FIGURE 8. Histopathological section of the jejunum of a healthy animal with respect to the length and diameter of the intes-
cavity and the depth of the crypt

In the groups not infected with Salmonella, physiological intestinal length was observed in the ileum

H.-E. 135x
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2. TABLAZAT. A brojlercsirkék egyes bélszakaszainak mért és szamitott értékei a takarmdnyozdsi kisérlet 33. napjdn

A brojlercsirkék egyes bélszakaszainak mért és szamolt értékei klilonbségeket mutattak a kezelt és a kontroll csoportok
kozott, az 6sszes csoport esetén a median érték alapjan szignifikans kilonbség volt a jejunum villushosszaban (p < 0,0001),
az ileum villuhosszaban (p = 0,019), a jejunum kriptamélységében (p = 0,0009) és a jejujum villushossz-kriptamélység ara-
nyaban (p < 0,0001) a hozzajuk tartozd kontroll csoporthoz képest

TABLE 2. Measured and calculated values of each intestinal section of broiler chickens on day 33 of the feeding experiment
Measured and calculated values of certain intestinal sections of broiler chickens showed differences between treated and
control groups, with a significant difference in jejunum villus length based on the median value for all groups (p < 0.0001),
ileum villus length (p = 0.019), jejunum crypt depth (p = 0.0009) and jejunum villus length to crypt depth ratio (p < 0.0001)
compared to the control group

Paraméter 1 2 3 4 + 5 6 7 - ‘p-érték
Jejunum 689,9 711,3 822,7 819,9 1003,4 878,2 1057,4 895 1145,4
Villushossz (568,3- (469,3- (709,5- (697- (772,1- (671,6- (816,3- | (603,7- | (661,6—- | < 0,0001
(um) 880,7) 1298,6) 992,1) 1358,3) 1038,3) 1117,7) 1230) 1150,2) | 1593,1)
2lleum 723,8 696,8 631,5 759,6 783,5 781,6 629 712,5 686,6
Villushossz (415,7- (595,3- (460,8- (450,9- (683,9- (377,4- (585,3- | (476,6- | (582,8- | 0,0190
(um) 821,1) 985,7) 1107,3) 1046,8) 984,1) 921,4) 776,5) 858,7) | 835,2)
Jejunum 101,8 121,6 11,5 136,4 144,55 109,9 102 154,2 108,1
Kriptamélység (61,3~ (77,1 (83,7- (80,6~ (102,2- (76,2— (67,3 (100,1- | (63,7- | 0,0009
(um) 190,1) 165,4) 156,1) 228,3) 167,5) 185,2) 188,9) 181,3) 148,7)
2lleum 18,5 112,4 14,2 1995 147,45 135,6 101 126,8 125,8
Kriptamélység (87,4~ (89,3- (70,5~ (84_1’82) (71,8~ (59,5- (81,6- (86,3~ (88- 0,0695
(um) 149,5) 212) 169,8) 176,9) 207,3) 149,4) 278,8) | 168,7)
Arany 6,1 6,3 7,5 6,1 7,8 7,7 8,6 5,3 10,3 G
(jiejunum) (3,5-12,6) | (4,3-10,7) | (5,2-10,2) | (4,8-14,5) | (5,1-13,5) | (4,6-11,5)  (5,6-14,0) | (4,3-10,1) | (6,1-20,1) ’
2Arany 5,7 6,2 5,9 5,9 5,5 5,5 6,3 5,8 5,6 0.9032
(ileum) 3,7-9,1) | (3,2-10,8) | (3,0-9,8) | (4,0-8,5) | (4,4-10,5) | (2,8-8,1) | (4,2-9,5) | (2,4-9,1) @ (3,7-8,7) ’

“Kruskal-Wallis khi-négyzet préba; 1 = fertézott, 1x dozis; 2 = fertdzott, 3x dozis; 3 = fert6zott, 5x dozis; 4 = fert6zott, vizes
kivonat; + = pozitiv fert8zott kontroll (G9); 5 = 1x dbzis; 6 = 3x dbzis; 7 = 5x ddzis; — = negativ kezeletlen kontroll (G8).

A felszivofelillet tekintetében a fertdzott csoportok esetén a jejunum bélszaka-
szon volt megfigyelhetd szignifikdns kilonbség az 1. csoport (1x dézis, p = 0,0146)
és a 2. csoport esetén (3x dozis, p = 0,0428) a pozitiv kontroll (G9) csoporthoz
képest (9. dbra).

9. ABRA. Az egyes csoportok

és bélszakaszok felszivé fellilete
o PR 2 onm . 800000,0
Szignifikans kulonbség csak a
jejunumban, a 1. és 2. csoportok 00000
esetén volt megfigyelhetd a pozitiv e

500000,0

kontroll (G9) csoporthoz képest
400000,0

FIGURE 9. The absorptive surface
area of each group and intestinal tract

a arm B 100000,0
Significant differences were only

. .. 0.0
observed in the jejunum 3 5 i 3
in groups 1 and 2 compared Jejunum Zeun:

to the control group Felszivéfelulet
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MEGVITATAS

A beszaritott propoliszkivonat 1x, 3%, 5x ddzisanak brojlercsirkékkel torténd etetése
sordn nem talaltunk szignifikans kildnbséget (p > 0,05), szakmailag azonban rele-
vans mértékben meghaladta a kezelt és szalmonelldval fert8zott csoportok (G1-3)
testtdmeg-gyarapodasa a kontrollét az elsé 2 hétben, a nem fertdzott csoportok
(G5-7) esetén ez csak az 1. hétben volt l1athaté. A vizes kivonat esetén szignifikans
kildnbséget nem talaltunk (p > 0,05), az elsé 2 hétben itt is jobb volt a testto-
meg-gyarapodasa a kontrollhoz képest. GHEISARI és mtsai arra a megallapitasra
jutottak, hogy a propolisz etetése nem eredményez szignifikans kildonbséget a
kontrollhoz képest, de a testtémeg-gyarapodas javulasa szakmailag relevans volt
[31]. SHALMANY és mtsai kutatdsdban a propolisz 50 mg/kg bekeverése nem muta-
tott szignifikdns kildnbséget, a 250 mg/kg azonban jelent8sen ndvelte a testto-
meg-gyarapodast [42], RooDSARI és mtsai [43], valamint ZENG és mtsai is hasonld
eredményeket tapasztaltak [44].

A takarmanyfogyasztas a propolisz esetén a 12. életnapig jelentds mértékben
kisebb volt a kontrollhoz képest, ezt parhuzamba allitva a testtdmeg-gyarapo-
dassal azt tapasztaltuk, hogy a kontrollhoz képest kisebb takarmanyfelvétellel,
sokkal jobb takarmanyértékesitéssel/testtomeg-gyarapodassal parosult az 6sszes
kezelt csoportban. Mindegyik csoportnal a 12-24. nap k6zott a kontrolléval kozel
azonos mértéklre csokkent a kildnbség, majd a kisérlet végéig a takarmanyfo-
gyasztas ismét ndtt, azonban suUlygyarapodasban mar csak a 3x dozis haladta
meg a kontrollcsoportét. A takarmanyfogyasztas a teljes vizsgalati idészaknak
(33 nap) az 1x dozis esetén 86%-aban, a 3x és 5x dozisok esetén a 91%-aban volt
jobb a kontrollcsoporthoz képest, a vizes kivonat esetén ez 80%-aban volt jobb a
kontrollcsoporthoz képest. SHALMANY és mtsai szignifikans kllonbséget a propolisz
200 mg/kg és 250 mg/kg dbzisai esetén mutattak ki a kontrollcsoporthoz képest
[42]. KLECZEK és mtsai szignifikans kllonbséget a testtomeg-gyarapodasban kiza-
rélag a kakasok esetén, a 3. élethéttdl tapasztaltak. A testtémeg-gyarapodas és
a takarmanyhasznositas kozott nem volt 6sszefliggés [30]. ATTia és mtsai szerint
a propolisz idGszakos etetése jelentdsen novelte a testtomeg-gyarapodast és a
takarmanyfelvételt [32].

A szalmonellafert6zés és propoliszos kezelések esetén nem volt szignifikans
kilonbség a testtdmeg-gyarapodasban és a takarmanyhasznositasban a pozitiv
kontroll (G9) csoporthoz képest. A szalmonellafertézést kdvetSen a propolisszal
etetett csoportokhoz képest (7%) a pozitiv kontrollbdl (G9) jéval tobb (27%) Sal-
monella-t izolaltunk. PocHop és mtsai kutatadsukban a propoliszt 150 mg/kg, 450
mg/kg, 600 mg/kg valamint 800 mg/kg dbzisban etetve a kontrollcsoport minden
egyes egyedébdl sikeresen izolalt Salmonella-t, mig a kezelt csoportokban kisebb
volt a Salmonella-incidencia, a 150 mg/kg dézisnal egy (5%), 600 mg/kg d6zisnal
két (10%) és 800 mg/kg dézisnal két (10%) minta negativ volt Salmonella fajokra
nézve [45]. Ezzel szemben BaBINSkA és mtsai a propolisz és virdgpor hatékonysa-
gat vizsgaltak. 2-3 héten at etetve 250 mg propoliszt és 5 g virdgport takarmany
kilogrammonként tadpba keverve nem talaltak szignifikdns hatast fert8zés esetén
a kontroll csoporthoz képest [46]. SEVEN és mtsai a propolisz kilénbozd koncent-
racioit etetve szignifikans kulénbséget mutattak ki mind a testtémeg-gyarapo-
dasban és takarmanyfelvételben a kontrollcsoporthoz képest, hdstressznek kitett
brojlercsirkék esetén [33].

A kérszovettani vizsgalat soran a jejunumban a szalmonellaval fertézott cso-
portok kézul a pozitiv kontroll (G9) csoporthoz képest az 1. csoport (1x dézis, p <
0,001), 2. csoport (3x dézis, p < 0,001) és 3. csoport (5x dézis, p < 0,001) esetén volt
megfigyelhetd a villushosszban szignifikans kilonbség. A nem fertdzott csoportok
kozil az 5. csoport (1x dézis, p < 0,01) és a 7. csoport villushossza (5x dézis, p < 0,01)



MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2023. AUGUSZTUS

és a villushossz-kriptamélység arany (p < 0,001) esetén volt szingnifikans kilénb-
ség a negativ kontroll (G8) csoporthoz képest. A kriptamélység esetén szignifikans
killonbséget mutattunk ki (5x dézis, p < 0,001) a 7. csoport és a negativ kontroll
(G8) csoport kozott. lvana és mtsai vizsgalataik soran brojlercsirkékkel propolisz
és viragpor keverékét etették takarmanyba keverve. A duodenum villushossza
szignifikdnsan nagyobb volt (p < 0,001), a kriptak mélysége szignifikdnsan mélyebb
volt (p < 0,001), mint a kontrollcsoport, ezek aranya is jobb volt (p < 0,001) [41].
FASINA és mtsai brojlercsirkéket fertéztek Salmonella Typhimurium-mal, 3 napos
(7,4 x 10’7 CFU-val) és 4 napos (7,8 x 106 CFU) korban. A jejunum villushossza, a
kripta mélysége, ezek aranya a 7. és 10. napon szignifikdnsan rosszabb (p < 0,05)
volt a kontrollcsoporthoz képest [47].

A kérszovettani eredmények tekintetében fontos szem elStt tartani, hogy a
takarmany Osszetétele a f6 tényezd, ami mddosithatja a bélrendszer szdvettani
megjelenését [48]. A bélbolyhok gyors alkalmazkodasa a béllumenben uralkodd
viszonyokhoz, meghatarozzak a felszivd felllet nagysagat [49]. A villushossz
tekintetében ugyan mind a pozitiv (G9) és negativ (G8) kontrollhoz képest kisebb
értékeket mértlnk, a kriptak a legtobb esetben mélyebbek voltak a kontroll-
csoportokhoz képest, ami a szbvetek gyors anyagcseréjére utal, lehetdvé téve a
megujuladst és a gyors regeneracidt [48]. Ugyanakkor ezen értékek csdkkenése
a tdpanyagok felszivodasanak csokkenéséhez vezethet [41]. A mélyebb kripték a
kontrollcsoporthoz képest a nyalkahartya nagyobb proliferativ aktivitasat jelzi,
aminek az eredménye az elfogyasztott takarmany jobb emészthetdsége és fel-
szivbdasa, amit a mért paramétereink is aldtdmasztottak a propolisszal etetett
vagy itatott csoportok esetén. Ezt az Osszefliggést mas anyagokkal végzett
vizsgalatok is alatamasztottak [50-52]. A propolisz fenolos komponensei képesek
megvédeni a bélbolyhokat és javitani a tapanyag felszivodast [52], amelyet azok
antioxidans hatasanak tulajdonitanak [53]. Tovabba feltételezett az aktiv fenolos
vegylletek antioxidans és antimikrobialis aktivitdsanak szinergista hatasa is, ami
tovabb javitja a tapanyagok hasznosulasat [54].

Osszességében elmondhatjuk, hogy a propolisz kiildnbdzé dézisainak etetése
biztonsdgos és pozitiv hatassal volt a testtomeg-gyarapodasra, a kontrollcso-
porthoz képest. A propolisszal kezelt csoportok esetén atlagosan kevesebb allat
Uritette a koérokozdt, a kezeletlen, fertdzott kontrollcsoporthoz képest. A kor-
szovettani vizsgalat soran egyedll a jejunumban mért kriptamélység mutatott
szignifikdnsan jobb eredményt a propolisz 5x dézisaban (G7) a negativ kontrollhoz
(G8) képest. A jovBben mindenképpen érdemes a teljes felnevelés id8szaka alatt,
nagyobb allatlétszammal, a propolisz nagyobb dézisaval tovabbi vizsgalatokat
végezni, valamint vizsgalni a propolisz farmakokinetikai tulajdonsagait.

A kutatéds a Balta és Balta Kft. tdmogatasaval, valamint az RRF-2.3.1-21-2022-
00001 szamuU projekt a Helyreallitasi és Ellenalléképességi Eszkdz és Nemzeti
Helyreallitasi Alapbdl nyUjtott tdmogatasaval, az RRF-2.3.1-21 palyazati program
finanszirozasaban valdésult meg.
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modellezési lehetoségei
Irodalmi 6sszefoglald

Méritz Alma Virag"?, Jerzsele Akos"?, Psader Roland?, Farkas Orsolya"?

OSSZEFOGLALAS

A gyomor-bélrendszer jelentds fellilettel érintkezik a szajon at a szervezetbe jutd
karos agensekkel, és osszetett funkcidja révén jelentds szerepet jatszik a korokozé
mikroorganizmusok tavoltartdasaban. A gyulladadsos bélbetegségek kutatasa
és terapias lehetdségeinek vizsgalata tekintetében elengedhetetlen az in vitro
modellek alkalmazésa. A szerzdk irodalmi 0sszefoglaldjukban bemutatjak kutyak
bélbetegségeinek tanulmanyozasara kifejlesztett in vitro modelleket. Ahomogén,
kétdimenzids, fenntarthaté daganatos eredetl sejtvonalak mellett megjelentek
olyan heterogén sejtosszetételll haromdimenziés organoidtenyészetek is,
amikkel az in vivo korilmények jobban modellezhetévé valtak.

SUMMARY

The gastrointestinal tract has a large surface area in contact with harmful agents
that enter the body through the oral route, and through its complex function,
it plays a significant role in keeping pathogenic microorganisms and other
hazardous compounds away. Almost every fifth dog is affected by some form of
enteropathies. Intestinal diseases can be divided into acute and chronic forms.
In order to establish the exact diagnosis, various additional tests, including
faecal examination, abdominal ultrasound, gastroscopy, and histopathological
examination may be indispensable. Often not only the diagnosis, but also
the treatment is very complex and complicated. The use of in vitro models is
essential for a more precise understanding of the cause of inflammatory bowel
diseases and for examining its therapeutic possibilities. Several in vitro models
have become widely used to study intestinal diseases in dogs. In addition to
the homogeneous two-dimensional sustainable cell lines of tumour origin, such
as the Caco-2 and HT-29 colon carcinoma cell lines, which are very popular for
permeability studies, three-dimensional organoid cultures with a heterogeneous
cell composition have also appeared, which allow improved modelling of in vivo
conditions. From the results of in vitro intestinal research studies in dogs, root
causes of diseases can be better understood, and new therapeutic options can
be revealed, which can ensure more successful treatment and a better quality
of life for our canine patients. From the results, relevant conclusions can be
drawn for human medicine, based on the similarity of the environment and
nutrition of dogs and humans, of the structure of the intestinal system, and the
composition of the microbiota, and of intestinal diseases.
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KUTYA BELRENDSZERI MEGBETEGEDESEINEK

IN VITRO MODELLEZESI LEHETOSEGEI

Az emésztlszervrendszer legnagyobb részét a vékonybél teszi ki, amely nagy
fellileten érintkezik a kils8 kornyezettel. A taplalékkal vagy az eleséggel antigé-
nek, allergének, toxinok és patogén mikrobak is a szervezetbe juthatnak [1],
amelyek immuntoleranciat vagy immunvalaszt valthatnak ki. A bélrendszer az
eleség emésztése és felszivasa mellett klilbnleges szdvettani felépitésének és
az immunrendszerrel vald szoros kapcsolatanak kdszonhetSen fontos szerepet
tolt be az exogén kérokok elleni védekezésben. A bélrendszer védelmi vonala négy
részre oszthatd, aminek az elsé eleme a bélcsatornaban é16 mikroorganizmusokbdl
allé mikrobioldgiai barrier, a mdsodik pedig az immunkémiai barrier, ami anti-
mikrobialis hatasd molekulakbdl, szekretoros IgA molekulakbdl és mucinbdl all.
A harmadik vonalat, a mechanikai barriert a bélhamsejtek és a koztik 1évd szo-
ros sejtkapcsolatok (tight junction, TJ), mig a negyedik, immunoldgiai barriert az
immunsejtek alkotjak [2]. A kutyak gyomor-bélrendszeri mikrobiétaja egy olyan
egyedi és stabil 6koszisztéma [3], amit 10"-10" mikroba hoz Iétre [4]. A kutyak
seké vagy az egereké [5], a mikrobak nagy része a Firmicutes, a Fusobacteria, a
Bacteroidetes és a Proteobacteria torzsbe sorolhatd [6, 7]. A bélmikrobidta elemei
részt vesznek a tapanyag- és gybdgyszer-metabolizmusban, befolyasoljak a bél-
rendszer motilitasat és a felszivast, valamint K-vitamint, biotint és kllénb6z8
enzimeket, tdobbek k6zdtt poliszacharidokat bontd enzimeket, béta-glikozidazt
és epesod-hidrolazt szintetizalnak [8, 9]. Emellett gatoljak a koérokozdok tapadasat,
stimulaljak a bélhamsejtek megujulasat (cell turnover), az immunsejtek védeke-
z8képességét és a szisztémas immunrendszert [10].

Az idult gyulladadsos bélbetegségek (chronic inflammatory enteropathy, CIE)
valamely formaja kdézel minden 6tdédik kutyat érint [11]. Jellemz8en tobb mint
harom hete tarté hanyassal, hasmenéssel, folyamatosan romld vagy visszatérd
panaszokkal jaré allapotot jelent, és a diagndzis kllonb6zd kiegészitd vizsgalatok
(bélsérvizsgéalat, hasi ultrahangvizsgalat, gyomor-, béltlikrozés, kdrszovettan)
segitségével allapithatd meg (1. dbra) [12]. Diagnosztizalasuk eldtt ki kell zarni
az extraintestinalis eredetet, az idult parazitds és bakteridlis bélfertézéseket, a
bélelzarodéast és a béldaganatokat [13, 14]. Hagyomanyosan diétas taplalassal,
gybégyszerek és probiotikumok adagolasaval orvosolhatdk, de nem minden eset-
ben eredményesen [11, 15].

Kialakuldsuk hatterében a lokalis immunrendszer sérllése, esetleg kdros immun-
valasz allhat. Genetikai hajlam is szerepet jatszhat a betegség |étrejottében,
valamint kordbbi virus-, baktérium-, ill. parazitafertdzés és antibiotikumkezelés
is a bélnyalkahartya permeabilitasat néveld és mikrobidtat karositéd tényezdként
hathat. A |étrejott allergids és gyulladasos folyamatok a CIE eleségre reagald
(food-responsive enteropathy, FRE), antibiotikumra reagalé (antibiotic-responsive
enteropathy, ARE), immunszuppressziv kezelésre reagald (immunsuppressant-res-
ponsive enteropathy, IRE) és a terdpiara nem reagalé (non-responsive enteropathy,
NRE) formajat alakitjak ki. Az FRE forma a leggyakoribb, ami a krénikus gyullada-
sos bélbantalmak kdzel kétharmadat teszi ki. Az ARE hatterében a dysbiosis vagy
a baktériumok vékonybélben torténd tllszaporodasa allhat [14]. Az IRE és NRE
csoportba tartozik az idiopathicus gyulladasos bélbetegség (inflammatory bowel
disease, IBD) is, aminek a kialakuldsa ismeretlen oktand, és a megallapitasahoz
a bélnyalkahartya korszovettani vizsgalata is szikséges.

Korszovettanilag az IBD lehet lymphocytas-plazmasejtes bélgyulladas, eosi-
nophilsejtes bélgyulladas, eosinophilsejtes gyomorbélgyulladas, neutrophilias
bélgyulladas, aminek a hatterében Salmonella vagy Campylobacter fertézést
gyanitanak, valamint granulomatosus bélgyulladas. Az IBD német juhasz, shar-
pei és basenji kutyakban a leggyakoribb, de eléfordulhat macskakban is, gyak-
ran hasnyalmirigy- és epevezeté-gyulladdssal egyltt (triaditis). A bélgyulladas
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Kutyak idiilt gyulladasos bélbetegségeinek diagnosztikai lépései
Fizikalis vizsgalat

Bélsél‘vizsgélat 3 egymést kovetd nap), vérvizsgélat,
hasnyélmirigy/mellékvese funkcio vizsgalat, vizeletvizsgalat, hasi ultrahang- és réntgenvizsgalat
4 \
Specifikus kezelés Uj fehérje forras/ hidrolizalt fehérjés tap
pl. maj vagy veseprobléma esetén, parazitafertézésnél Pre- és probiotikum

javtllés/ Xﬁncs javulas

FRE Endoszképos és kérszdvettani vizsgalat
IRE, IBD
Neoplasia

Fert6z0 betegség
Lymphangiectasia

Motilitasi zavar

1. ABRA. Kutydk idilt gyulladdsos bélbetegségeinek diagnosztikai épései

Fizikalis vizsgalat utan extraintestinalis és fert6z4 okok kizarasa, majd a gyomorbélrendszer specifikus vizsgalata.
+: diagnosztikai |épéssel a pontos diagnézis allithaté fel, -: diagnosztikai Iépéssel a pontos diagndzis nem allit-
haté fel. FRE: eleségre reagald bélbantalom (food-responsive enteropathy), IRE: immunszuppressziv kezelésre
reagalé bélbantalom (immunsuppressant-responsive enteropathy), IBD: idiopathicus gyulladasos bélbetegség
(inflammatory bowel disease)

(Az &bra CERQUETELLA és mtsai munkaja alapjan készult [12])

FIGURE 1. Diagnostic steps for chronic enterophaties in dogs

After a physical examination, extraintestinal and infectious causes are ruled out, followed by a specific exami-
nation of the gastrointestinal tract. +: diagnostic step allows an accurate diagnosis, -: diagnostic step does not
allow an accurate diagnosis. FRE: food-responsive enteropathy, IRE: immunosuppressant-responsive enteropathy,
IBD: inflammatory bowel disease

(The Figure based on the work of CERQUETELLA et al [12])

kovetkeztében kialakuld malabsorptio hypoproteinaemiat eredményezhet [14]. A
bélrendszer mikrobidta-0sszetétele megvaltozik. A Proteobacteria, a Paraprevo-
tellaceae és az Enterobacteriaceae torzsek képviselSi nagyobb, mig a Firumicutes,
a Fusobaceria és Bacteriodes torzseké kisebb szamban taldlhatdok meg a vastag-
bélben és a bélsarban (2. dbra) [7]. Bélsarbdl tortént szekvenalasok alapjan ugy
tlnik, hogy az IBD hatterében Escherichia coli (E. coli) fertézés is allhat [16], ill. a
Clostridium hiranonis csokkenése is fontos szerepet jatszik a korfejlddésben. A
kutya és az ember bélrendszerének anatémiai és élettani hasonldsaga, ill. kutya-

lehet az ember multifaktoridlis és komplex betegségének, az IBD-nek [17, 18].

Az allatkisérletek tervezésénél figyelembe kell venni az Un. 3R elvet. A kifejezés
a tokéletesités (refinement), a csokkentés (reduction) és a helyettesités (repla-
cement) szavak angol megfelel8inek kezddbetlit takarja. Az elv Iényege, hogy
a kisérletek soran torekedni kell olyan modellek |étrehozaséara és alkalmazasara,
amelyek a lehetd legkevesebb, de még reprezentativ szamu allat felhasznalasat
igénylik, és az allatok szamara a lehetd legkisebb mérték( szenvedést okozzak.
Amennyiben lehetséges, az allatkisérletek egyéb mdodszerek hasznalataval helyet-
tesitenddk [19]. A helyettesité mddszerek kdzé tartoznak az in vitro sejtkultlras
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2. ABRA. Egészséges (a) és IBD-s (b) kutya bélmikrobiétdja
Az IBD esetén megvaltozik a mikrobidta dsszetétele.
(Az dbra GrzeSkowlak és mtsai [3], MinamoTo és mtsai [6], ill. HERNANDEZ és mtsai [7] munkaja alapjan készult)

FIGURE 2. Gut microbiota of a healthy dog (a) and a dog with IBD (b)
The composition of the microbiota changes in IBD
(The Figure is based on the work of Grzeskowiak et al [3], MiNaMoOTO et al [6] and HERNANDEZ et al [7])

kisérletek. A sejtkultlrak kozott meg lehet killonboztetni primer sejttenyészeteket
és sejtvonalakat. A primer sejttenyészetek létrehozasakor a sejteket a kisérlet
el6tt az eredeti szovetbdl vagy szervbdl izolaljak. Ezek a tenyészetek altaldban
nehezebben fenntarthatdk, kisebb az osztddasi aranyuk, mint a genetikailag
viszonylag egységes sejtvonalak, amelyek vagy daganatos eredetliek, vagy pedig
egészséges sejtek in vitro transzformacidja altal hozhatdk |étre, pl. retroviralis
transzdukciés onkogén transzfekcié révén. Folyamatosan osztdédd sejtvonalak
kialakulhatnak spontan transzformaciéval is, de ez ritkan fordul eld.

Az elmult évtizedekben a human colorectalis carcinoma eredet( sejtvonalak
hasznalta volt a leginkabb elterjedt, igen gyakran alkalmazzak ezeket permeabi-
litasi kisérletekben. Ebbe a csoportba tartozd sejtvonal tébbek koz6tt a Caco-2
és a HT-29 [20]. A Caco-2 sejtvonal a leggyakrabban hasznalt sejtalapl modell a
farmakokinetikai kisérletekben [21]. A Caco-2 sejteket elészdr az 1970-es években
izolaltdak human vastagbél-adenocarcinomabdl [22]. A tenyészetekben féként
kefeszegélyekkel és mikrovillusokkal rendelkezd, vékonybélhdmsejtekhez hasonld
sejtek alakulnak, amik k6zott T)-kapcsolatok jonnek Iétre, és a bélhadmsejtekre jel-
lemz8d aminopeptidaz N, szacharaz-izomaltaz és dipeptidil-peptidaz IV enzimeket
is termelnek [21]. A tenyészetek heterogének, nem csak abszorptiv enterocytak-
bél allnak, hanem egyéb differencialt sejtek is megjelennek, ezaltal szubklénok
kialakitasa lehetséges [23]. A Caco-2 sejtvonal szubkldnjaként el8allithatd a TC-7
sejtvonal, amely gyorsabb sejtosztdédasu, ezért rovidebb id6 alatt hoz [étre egyré-
tegl tenyészetet, mint a Caco-2 sejtvonal, ill. kisebb transzepitelidlis elektromos
ellenéllas (transepithelial electrical resistance, TEER) értékkel rendelkezik, emiatt
jobban hasonlit a vékonybélham sejtekhez [24]. A hasmenéses kutydk bélsarbdl
izolalt hemolitikus E. coli baktériumtorzsek balhamsejtekhez tapadasanak és
azokba vald bejutdsanak vizsgalatara is hasznalhatdk a Caco-2 sejtek [25]. Emellett
kutydk hemorragias sokkjaban a melatonin lokalis hatdsainak és a nyalkahartya
barrierfunkcidjanak in vitro modellezésére is alkalmasak [26]. A HT-29 sejtvo-



MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2023. AUGUSZTUS

nal szintén human vastagbél-adenocarcinomabél szarmazik, érett bélhamsejt
jellemzdbkkel rendelkezik és polarizalt egyrétegl tenyészeteket hoz Iétre [27].
Kefeszegélyasszocialt hidralazt is termel, de kisebb mennyiségben, mint in vivo a
bélhdmsejtek. A HT-29 sejtek bélhdamsejtekre jellemzd abszorpcids tulajdonsaguk
mellett szekrécids aktivitast is mutatnak, mucinszer( valadékot képeznek [21]. A
nyalkatermelésének koszénhetden olyan biohasznosulasi és bakteridlis bélrend-
szeri fert6zések immunfolyamatainak vizsgalatara is hasznaljak ezeket, amelyek
befolyasolhatjak a kivalasztddd nyalka tulajdonsagait. Mucintermelésiket kihasz-
nalva Caco-2 sejtekkel ko-kultirakban is alkalmazzak a HT-29 sejteket [28]. A HT-29
sejtvonalnak a tenyésztési korilmények maédositasaval kétféle szubkldnja allithatd
eld. A HT 29-18C1 sejtvonal esetén az abszorptiv, mig a HT 29-18N2 sejtvonalnal a
szekrécids jellemzdk dominalnak [29]. Kutyabélsarbdl izolalt probiotikus tdorzsek
tapadasi vizsgalatai is elvégezhetdk a HT-29 sejteken [30, 31].

Kevés nem-transzformalt vékonybélhdm-sejtvonal érhetd el [32], de pl.
a patkanyvékonybélbdl szarmazd IEC-6 és az IEC-18 sejtvonalak tipikus
vékonybélhamsejt-jellemzd8kkel birnak. Kefeszegélyeket és mikrovillusokat, valamint
citokeratinokat, F-aktin filamentumokat sejtkapcsoléfehérjék kozul ZO1-t, dez-
moplakint, mikrovillus fehérjék kézul villint és ezrint képeznek, ill. a bazalis memb-
ranra emlékeztetd amorf anyagot termelnek. A sejtek nem alakitjak ki a polarizalt
columnaris morfoldgiat teljesen, a sejtek kozott a TJ-kapcsolatok hianyoznak, és
nem expresszalnak elegendd, vékonybélre jellemzé diszacharidot és peptidet [29].
Alkalmazasukat leirtdk tobbek kozott koleszterinszintézis- és novekedési faktor
vizsgalatokban [21]. Kutyavékonybél modellezésére nem hasznaljak ezeket, de a
szintén ragcsalderedetli MODE-K sejteket kutyak probitikum-vizsgalataihoz mar
igénybe vették [33]. A MODE-K sejtvonal egérduodenum-eredet( simian virus 40
(SV40) plazmiddal immortalizalt és immunitas vizsgalatokra alkalmas [34]. A ser-
tésbélhdmsejt-eredetl sejtvonalak kozUl a felndtt sertés ileumbdl az IPI-2l szintén
SV40 plazmiddal transzformalt. Emellett az GjszUl6tt malacbdl szarmazdok kézul az
ileum- és jejunumsejteket tartalmazd IPEC-J1 és a kizardlag jejunalis sejtekbdl alld
IPEC-)2 sejtvonalak kulonithetSk el [35]. A sejtvonalak apicalis fellletén kialakulnak
a mikrovillusok, ill. a sejtek kozotti T) kapcsolatok is. IPEC-)J2 sejtek eredményesen
alkalmazhatdok az emldsallatok bélbeli folyamatainak modellezésére [36].

A Caco-2 sejtvonal mellett a kutyaeredet(l immortalizalt MDCK sejtek is elsdsor-
ban permeabilitasi vizsgalatokra alkalmasak [37]. EI&sz6r Madin és Darby izolalta
ezeket kutya veseszovetébdl [38]. Veseszdveti eredete ellenére nem csak vese-
szOovet modellezésére hasznalhatd, hanem bélhamsejtmodellként is elterjedt
alkalmazasa. Sejtjei polarizalt columnaris egyrétegl sejttenyészetet alkotnak
kefeszegélyekkel, mikrovillusokkal és a sejtek k6zott szoros sejtkapcsolatokkal
[39]. Két szubkldnja kiulonithetd el a sejtek kozotti kapcsolatok erdssége alap-
jan. Az MDCK-| szorosabb sejtkapcsolatokkal és nagyobb TEER értékkel, mig
az MDCK-Il jobban ateresztd sejtréteggel, kisebb TEER értékkel rendelkezik. Az
MDCK-II permeabilitasa jobban hasonlit az egészséges bélhamsejtekéhez, mint
a Caco-2 sejteké. Az MDCK sejtek tovabbi elénye a Caco-2 sejtekhez képest az,
hogy tenyésztésik kevésbé idGigényes, 3-5 nap alatt konfluens tenyészetet hoznak
|étre, ezért kevésbé hajlamosak a befert6z8désre [39]. Az MDCK sejtek sem képe-
sek nyalka termelésre, ennek kikiszobdlésére HT29-MTX sejtekkel tenyészthetdk
egyltt, ezaltal jobban szimuldlhatdk az in vivo korlilmények, és a sejttenyészetek
integritasa is novelhetd [40].

A sejtvonalak mellett a csontvel6bdl szarmazd mesenchymalis Gssejtekbdl
differencialt enterocyta-szer( sejtek is alkalmasak tapanyagvizsgalatokra [41, 42].
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Primer kutyabélham-sejttenyészet készithetd Ujszulott kutydk duodenum-ham-
sejtjeibdl [43]. A félig ateresztd membranon tenyésztett primer bélhamsejtekkel
permeabilitas kisérletek is elvégezhetdk [32]. A primer tenyészetekben a bélham-
sejtek egy rétegben helyezkednek el és T)-sejtkapcsolatokat formalnak. A primer
vékonybél-sejttenyészeteket a kezdetekben 1 napig sikerilt csak fenntartani [44],
a sejttenyészetek fenntarthatésaga a régebben elérhetd 72 6rardl dtlagosan két
hétre novekedett [43, 45]. Fenntarthatd egyrétegl vékonybélhdm-sejttenyészet
létrehozhatd a primer bélhdmsejtek SV40 T-antigénnel (T-Ag) torténd immorta-
lizacidjaval [46], de SV40 T-Ag hatadsara megvaltozhatnak a fizioldgias jelatviteli
Gtvonalak [47].

Manapsag elterjedt in vitro bélrendszer modellek az organoidok, amelyek atme-
netet jelentenek a hagyomanyos egyrétegl tenyészetek és az allatkisérletek
kozott [48]. Az organoidok jobban tlukrozik a bélrendszer élettani és molekularis
sajatsagait, mint a kétdimenzids tenyészetek. A sejttenyésztd edényeken un.
»mini belek” jonnek Iétre, amik bélrendszerhez hasonldéan lument forméalnak [49].
A vékonybél organoidmodelljeit gyakran hasznaljak human kutatasi terlleteken,
tobbek k6z06tt az IBD, a béldaganatok és a bélrendszeri virusos megbetegedések
tanulmanyozasara [45]. A vékonybéltenyészetek mellett egérbélhamsejt-tenyé-
szetek mintaja alapjan optimalizaltdk a human vastagbéltenyészeteket is [50].
Az organoidok |étrehozasdhoz a sebészi kimetszést vagy biopszias mintavételt
kovetSen intestinalis 8ssejtek (intestinal stem cell, ISC) izoldldsa szlkséges. Az
izolalt vékonybélham ISC-k Matrigélen, ill. 3D laminin és kollagéngazdag matrix-
ban tenyészthetdk [51]. In vitro korlUlmények kozott a vékonybélmodellekben az
in vivo folyamatokkal megegyezé sejtmeguljulas lehetséges, a kriptakban Lgr5+
Gssejtek, Paneth-sejtek és TA-sejtek figyelhetdk meg, itt osztddnak és differen-
cialdodnak a sejtek, amik nagyjabdl 5 nap utan elvesztik a funkcidjukat és levalnak
az aljzatrol [52]. A human tenyészetek elterjedése utan kilonbozé allatoknal is
elkésziltek az organoidok tenyésztéséhez szikséges protokollok. Lovak bélham-
sejtjeibdl kiinduld kultldrak [53] mellett madarenteroid-modellek is kidolgozasra
kerultek [54]. A kutya ISC kultlGrak jol utdanozzak a vékonybélrendszer fizioldgias
felépitését és funkcidjat. A tenyészetek kiindulasi sejtjei nem csak egészséges
szbvetekbdl szarmazhatnak, hanem IBD-s és daganatos bélbioptatumokbdl is.
Ezaltal a korélettani és a terapias lehetdségek vizsgalata in vitro is lehetséges [55].
Az organoidok segitségével jol modellezhetdvé valnak a bélrendszeri kérokozdk
és a bélhamsejtek k6zotti kapcsolatok [56], a killonbo6z6 virusos megbetegedések,
mint pl. a kutyak parvo- és coronavirus-fertézései [57].

Az organoidok in vivo bélrendszerhez hasonlitd felépitése viszont megneheziti a
tdpanyagtranszport- és gydgyszermechanizmusok vizsgalatat [58]. A lumen csak
mikroinjektaladssal érhetd el, ezért a tapanyagok, mikroorganizmusok, bioaktiv
és toxikus anyagok vizsgalata megkonnyitheté a haromdimenzids tenyészetek
kétdimenzids egyrétegli tenyészeteké alakitdsaval (3. dbra) [59]. Haromdimenziés
organoidokbdl kialakitott kétdimenzids tenyészetek |étrehozasanak protokollja
elérhetd tobbek kozott sertések, egerek és kutyak esetében is [37, 58-60].

Az in vivo vizsgalatok mellett az idUlt vékonybélbantalmak kérfolyamatainak és a
gazdaszervezet-patogén interakcidk sejtszintl vizsgalataihoz a kutyavékonybél-mo-
dellek alkalmazasa elengedhetetlen [43]. Nehéz modellezni a bélrendszer dinami-
kus kornyezetét és az egyedi mikrobidtat. Nem |étezik egyetlen tokéletes modell,
amivel minden élettani és patoldgias folyamat jellemezhetd, ezért a kilonbozd
modszerek kombinacidja szikséges lehet [61]. A Caco-2 sejtek sokaig a legjobb-
nak bizonyultak a permeabilitds-kisérletekhez annak ellenére, hogy a tenyésztési
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3. ABRA. Primer béleredet( egyrétegd sejttenyészet Iétrehozdsa bélhdmsejtekbél (a) és organoidokbdl (b).

Eutanaziat kovetden/endoszkdpos vizsgalat sordn bélszovet kinyerése, sejtek homogenizalasa, a: sejttenyésztd lemezen
bélhamsejtek elszaporitasa, homogén tenyészetek alakulnak, b: matrigélen organoidok kialakulasat kévetden Ujabb
homogenizalas, bélsejtek lerakasa sejttenyészts plate-re, ahol heterogén tenyészetek alakulnak ki

FIGURE 3. Creation of a primary intestinal monolayer cell culture from intestinal epithelial cells (a) and organoids (b).

After euthanasia/endoscopic examination, intestinal tissue is harvested, cells are homogenised, a: intestinal epithelial
cells are propagated on a cell culture plate, homogeneous cultures are formed, b: after formation of matrigelial orga-
noids, further homogenisation, intestinal cells are deposited on a cell culture plate, heterogeneous cultures are formed

idejuk hosszU és nem termelnek nyalkat [40], de nagy pontossagu osztddassal,
hosszl sejtéletképességgel és jol reprodukalhatd transzcellularis folyamatokkal
jellemezhetdk [21]. Kutyak bélrendszerének modellezésére a Caco-2 sejtek he-
lyett inkabb a vesehdamsejtekbdl allé MDCK sejtvonal alkalmazasa terjedt el, de
mivel nem vékonybél eredetl hamsejtekbdl all, ezért ez sem a legmegfelelébb a
bélrendszer modellezésre [62]. Ennek ellenére human terlleten a Caco-2 sejtek
mellett permeabilitdsi vizsgalatokra is alkalmazzak. Hidnyossagaik ellenére a
kétdimenzids egyrétegl sejttenyészetek elég jél alkalmazhatdk élettani folya-
matok vizsgalatara, de egyféle sejttipussal kevéssé jellemezhetd a bélrendszer
komplexitasa. A T)J-k megvaltozottan jelenhetnek meg, eléfordulhat, hogy a
sejtek nem teljesen differencialtak és egyes receptorok is hidnyozhatnak [37].
Ezeknek a hidnyossagoknak a kiklszobolésére térekednek az organoid és mik-
rofluid rendszerek [20]. Az organoidok nélklUldozhetetlenek az dsszetett krénikus
betegségek, mint az IBD és a colorectalis daganatok modellezéséhez [63], viszont
valtozatos sejtfelépitéslk hatranyt is jelenthet nehezebb standardizalasuk és
fenntartasuk miatt [29].

A kronikus bélbantalmak az emberek jelentds részének rontjak az életmindségét
[64]. A kutyaorganoid-modellek eredményeibdl a humangydgyaszatban alkalmaz-
hatd kévetkeztetések is Ievonhaték [63] mivel a kutya és az ember bélrendszerének
A kutatasok soran kutyakon elvégzett kisérletek eredményei hozzajarulhatnak az
emberek életminbéségének javulasahoz is [17, 18]. A human kutatasi terlleteken
nem csak kutyamodelleket alkalmaznak, hanem human bélsejteredetl organoi-
dokbdl kétdimenzids tenyészetekkel [65] és organoid-immunsejt ko-kultGrakkal
is dolgoznak [66]. A nehezebben modellezhetd betegségekhez, amikor a sejtek
heterogenitasa és mikrokornyezete is fontos, ,on chip” rendszereket hoznak Iétre
[67, 68]. A bélrendszeri kutatashoz valasztott in vitro modelleknek csak a képzelet,
a rafordithatd id6 és az anyagi hattér szabhat hatart.

A TKP-32-1/PALY-2020 sz&mU projekt a Nemzeti Kutatési Fejlesztési és Innovacids
Alapbdl biztositott tdmogatassal, a Témateruleti Kivadlésagi Program 2020 (2020-
411-TKP2020) palyazati program finanszirozasaban valdsult meg.
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