BUDAPESTI KOZGAZDASAGTUDOMANYI ES

ALLAMIGAZGATASI EGYETEM

Bifidobaktériumok izolalasa, azonositasa, fiziologiai, biokémiai és

funkcionalis jellemzésiik

Doktori értekezés

MAYER AGNES

BUDAPEST
2004



TARTALOMJEGYZEK

1 BEVEZETES 3

2 IRODALMI ATTEKINTES 5
2.1 A VaStagDEl MIKIODIOAJA......evieieieeeieiietieteeiete ettt e st et et et e sbeeseesaeeseessesseessesseessessaensesseessensenssesseasnense
2.2 FUunKcionAlis E1EIMISZETEK .........couviiiueeeeieeeiee ettt ettt et e e et e et e et e e e eeaeeeaeeseeeseeeseeeseeeseeeneeeneeans
2.2.1 A PFODIOITKUIL ...ttt sttt

2.2.1.1  Napjainkban alkalmazott probiotikumok

2.2.1.2 Probiotikus baktériumok szelekcios KFitériumai....................cocooeeeuiiecieeeeiieeieciie e 11

2.2.1.3 PrObBiOtIRUS TEFMEKEK...........cc..oecveeeeeeieeee ettt ettt e e eae e e e e aeessaeesraeeaneenns 14

222 PrebiotikimOk ...........cc...cccoo oo 15

2.2.2.1 A bifidogén hatdsu 0ligoSZACRATIAOK ............cccoecueeieiiesiieieiieiee sttt seeeees 17

2.2.2.1.1  Galakto-0ligoszacharidok (TOS).......cccecerierierieienieeierie ettt nte e sae e te e sesseensesseenees 17

2.2.3
23

2.3.1

232

2.2.2.1.2 LAKEUIOZ ..otttk b ettt a bt b et et eneenen 18
2.2.2.1.3  LaKEOSZUKIOZ .....eueenieeieiieieeetet ettt ettt ettt b ettt eae st e b et et et eneeneeneenen 18
2.2.2.1.4  Frukto-0ligoszacharidoK (FOS).......ccoiiiiiiiiiiieietecet ettt 19

2.2.2.1.5 Palatindz (1IZOMAILULOZ) .......eerviieiieiiiciieciee ettt ettt ettt ve et eebeesaaeebeessaeenseesaenases 20
2.2.2.1.6  Izomalto-0ligoSZacharidOK ..........cccceririiririiiiiiiiiii ettt 21
222177 Gentio-0ligoSZAChATId ........cc.evuiiiiiiiiiiiiercciete ettt et 21
2.2.2.1.8  Sz6jaoligoszacharidok (SZO)......c.ccvecuererieriieieiesieie et ete sttt aeste st be e etesseessesseensesseeneas 21
2.2.2.1.9  Xilo-0ligoszacharidok (XO).......cceeruieierierieieniieienieeiesieeeesieseeessesseeaesseessessesssessesssenseensesseeneas 22
2.2.2.2  Rezisztens keményito (RS)

SZINBDIOIKUIOK. ...ttt 23
BifidODaKEEITUMOK ...ttt sttt et b et s bt et e s bt et esbe e e enbeeaean 24

Taxonomia

EIGFOPAUIAS ...ttt ettt ettt et ae ettt ne e ens 25

AZOFTOSTIAS ..ottt ettt ettt ettt et e et et e bt e e et e es e e bt e et e bt e st et e ene e bt es e et e enteeteeneebeeneenne e

233

2.3.3.1  Nemzetség szinten ....

D I B L 1 -1 11 1 B PSPSPR
2.34 MOFFOIOGIG. ...ttt b ettt
2.3.5 Sejtfalszerkezet
2.3.6 Fiziologiai tulAJAONSAZOK ..............cc.coeiiiiiiiiiiiii e 30

2.3.6.1  AtMOSZIEFTKUS IGEMYCK ...ttt ettt ettt bttt be et saean 30

2.3.6.2  HOmeErséklet s PH IGENYPEK .........cooevuiriiiiiiiiiiiiiieeeee ettt sttt 31

2.3.6.3  TAPANYAZGSZUKSEZIOL ..........ooueviiiieiiciieiieiisitetct ettt ettt 31

2.3.6.4  BIfIdOfAKIOTOK ...ttt ettt 32

2.3.6.5  SzEnhidratmetabOlIZINUS .............cc.coueeiuiiiiiiiiiieiiieee ettt 33

2.3.6.6  Proteolitikils AMYAGCSEIE ..........ccvecuevieeeeeiieiesiesieieeeesieseetesteeaesseessessesssesseessesesssensesssesesseensensean 34
2.3.7 BiOKEMIQT JOIIEMZOK.........c..ouiiiiiiiiiiieei et 34
2.3.8 ANLDIORUIN FEZISZEETCIA ..ottt ettt 34
2.3.9 ANFAGONISTA FALAS ...ttt bttt ettt ettt ettt eee et e ese e be e st ete e 35
2.3.10 AGREFEIICIA ...ttt b et b ettt ettt ettt ettt 35

2.4 Bifidobaktériumok €lettani hatdSai...........coevuerieiriiiririiniiieieeeeet ettt 37
2.4.1 Hatasuk a bélmikrobiota egyensiilydra, bélbetegSegekre. .............ooouvvimvmniiiimiiiaiiaiiiieeeiee e 38
24.2 Koleszterinszint-csokkentés
2.4.3 VEEQIMINEEEIEIES ............c.eoee ettt
244 ANLTKATCINOZEN ARLIVITAS ...ttt
245 Immunrendszer erdsitése
2.4.6 TOVADDI RALASOK ...ttt ettt ettt b e aee

2.5 Bifidobaktériumot tartalmazo termeEkek ..........oooiviiiiiiiiiiiii s
2.5.1 Bifidobaktériumok tulélése a tejtermékekben ....

2511 SAVEFZEREMYSEG..c...ceeeieiiiieiieeee ettt ettt

2.5.1.2  OXIGENEEZEKCNYSEZ ....oonvveeveeeeeeeeiieieeieeeeeteeteesteseeesseeteesesseessessesssesseessessesssensesssensesssensesseansenseensenseas
2.5.2 Termékfejlesztés

2.5.2.1 Starterkulturak készitésének optimalizalasa, koncentralt starter kulturdk ................ccooovveveeeeecnc. 46

2522 Immobilizalas, MIKFrOKADSZUIAZAS .............cceecveviiiiniiiiiiiiiict ettt 47

2.5.2.3  Bifidobaktériumok genetikai fejleSztese .............ccoooumumniinimniiniiiiiiiiiiiiieieseeese et 47

3 ANYAGOK ES MODSZEREK 48
3.1 Felhasznalt miKroorganiZimusok. ........c.eeerieieiiiiiiinieriiceerc ettt ettt ene 48
3.2 Felhasznalt tAPKOZEEEK ....c.eeviruieieriieieetiee sttt ettt ettt ettt et s e be e st ebesseenbesaeensenseensenseenean 49
33 Anaerob tenyésztés mOdszerei, KOTUIMENYECI........ccveruerieriieieie ettt ete et s e e sesseeneas 55



3.4 IMOASZETEK ...ttt b ettt sttt b ettt sa bt s b se bt na bt s ebenens
3.4.1 Bifidobaktériumok izolaldsa...

342 AZOTOSTIAS. ..ottt ettt ettt e e et e e h e bt e e et e et et e he et eh et e s et eh e et ene et e
3.4.2.1  Nemzetség szintii besorolas fruktoz-6-foszfat foszfoketolaz teszttel.................cccccocireineninuccenccncne.
3.4.2.2  AzONOSIAS fAJi SZINLEH ..ottt

3.42.2.1 16S rDNS analizis........
3.4.2.2.2 Erjesztési vizsgalatoK.........ccevevevrieievierieniinieiennns
3.42.2.3  Fourier Traszformacids Infravorés Spektroszkopia ....

3.4.3 Prebiotikus oligoszacharidok hasznositasanak vizsgadlata ....

3.4.4 Bifidobaktérium és enteropatogén térzsek kolcsénhatasa .....

345 Tapadds humdan SZOVettenySZetekNez. ...............c.occuiuiiciiiiiiiieeit ettt

3.4.6 ANLEIEIEST KISOFICLEK ...

3.4.7 Eletképesség és bioldgiai hatds vizsgdlata az emésztétraktust szimuldlo kisérletekben ....

34.7.1 Tulélés a gyomor-vékonybél (TIM1) mModellben ...................ccccoceueceeciniinininiciiiiininieneerceeeeenaes
3472 Vastagbél-szimuldcios kisérlet a TIM?2 laboratoriumi modellben.................cocvveeeeeecveceenvecrennnnnn,

4  KISERLETI ERDMENYEK ES ERTEKELESUK 68
4.1 Modszertani KutatdSoK eredMENYEI ........c.eiuiruirieieiiiietiititeee ettt ettt beseesbeeeneeneenens

4.1.1 Faji azonositas erjesztési vizsgalatok alapjan.................ccccccocevcenoennnn.

4.12 Faji azonositas Fourier transzformacios infravoros spektroszkopiaval ...
4.1.2.1 Tipustorzsek szaporodasa kiilonbozo taptalajokon ...
4.1.2.2  ReferenciakGnyvtar IEtreNOZASA .................cocceuevueeicieiiiiniiniinietetetee ettt

4.1.3 A kornyezeti stressz hatdasok modellezése kémcesd kisérletekkel................ooooovovviiniiiiiniiiiiiiiiiiiiene
4.13.1 Gyomor szimuldcio
4.1.3.2 A szdjiiregben, a gyomorban és a vékonybélben lejatszodo folyamatok szimuldldsa...................... 73

4.2 Bifidobaktériumok izolalasanak eredmENYei.........coueririirieieiiieiiiteetee et 75

4.2.1 Azonositas nemzetség szinten

4.2.2 AZONOSIIAS JAJT SZIMEET ...ttt ettt ettt ettt sttt eae e e eseeebeeseenae e
4221  ETJOSZIEST PFODA. ...ttt bbbttt sae e
4.2.2.2 168 rDNS analizissel
4.2.2.3  Fourier transzformdcios infravoros spektroSzkOpiaval...................ccccuvcvceiccicinoncncncencncnae 78

43 Prebiotikus oligoszacharidok hasznositasi vizsgalatdnak eredmeényei.........ccoecvevvereerieneerieneesienieeeesiesenenes 85

4.3.1 Bifidobaktériumokkal

4.3.2 Enteropato@enekkel..................cocoooiiiiiiiiiiiiiiiiii s

44 Bifidobaktériumok és az enteropatogén torzsek kOlcsONhatasa..........ceerueruerieieiriiiiiiieececeese e 88
4.5 Bifidobaktérium torzsek tapadasa human szovettenyészetekhez. ..........cooveviriiiiniiiininiiinieiesceeeeee, 89
4.6 Bifidobaktériumok élettani hatdsa............cccooueeieiiiiiiiiiiiccieeee et 95

4.6.1 In vivo dllatetetési kisérletek eredmenyer ...............cccovouiueeiaieiiiieieei et 95
4.6.1.1  Egészséges egerek mikrobiotdjanak VAltOZASA ..................c.ccoevueceeciriiriininiiiiieiiiiitiieenceeeeeee e 95
4.6.1.2  Antibiotikummal kezelt egerek mikrobiotdjanak valtoZAasa ..............cccceeeevveceeseecieseeienesieseniens 96

4.6.2 In vitro modell kisérietek eredmMeEnyei. ..............cocoveeveiiiieciieieieeieieet et 96
4.6.2.1 GYOMOF SZIMULACTO ...ttt sttt ettt sttt ettt be e naeeae 97
4.6.2.2 A szajiiregben, a gyomorban és a vékonybélben lejatszodo folyamatok szimuldldsa...................... 98

4.6.3 Funkciondlis élelmiszer alkotok tesztelésének eredmeényei bélcsatorna szimuldcios rendszerekben . 100
4.6.3.1 TIM 1 modellben végzett vizsgalatok eredmenyei ................ccoocuveevoinoeinoeninceinieeneeieseseeeans 100
4.6.3.2 Vastagbélszimulacios (TIM2) kisérletek eredmeényei ..................cccocuevceuceivccniiniencnccnenncnennenn, 101

4.6.3.2.1 A bélmikrobiota dsszetéle
4.6.3.2.2  Ro&vid-szEénlancll zsirsavak SZINTEZISE........co.evueveuieiriireriiieieeeteiese ettt 106
4.6.3.2.3 LIl D IaKtAt terMELES. ...c.eoveviiiieiiieiiieiiieicee et 109
4.6.3.2.4 Az ammonia koncentraciojanak alakuldsa ...........ceceeeeeviniieieniieieie e 110
5 OSSZEFOGLALAS 113
6 SUMMARY 116
7 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK 119
8 FELHASZNALT IRODALOM 121
9 MELLEKLETEK 132
9.1 Probiotikus taplalékkiegészitOkbOl 1ZOIAIt tOIZSEK .......eevviruirriiriiiiiriieie et 132
9.2 Probiotikus tejtermékekbOl iZOIAIt tOIZSEK .......ccvieuieiiiiieiiieieseeee et 133
9.3 Probiotikus €s szINbiotikus teTMEKEK .......c.c.oeviviriiiiieiriiiieiieece e 134
9.4 Az oligoszacharidok 12 csoportja
9.5 Bifidobaktériumok fénymikroszkopos morfologiaja
9.6 Bifidobaktériumok elektronmikroszkdpos morfolOgidja.........ceevuereeiiriiiiiniieiieneeieneeeeetee e 137



1 BEVEZETES

Az utébbi évtizedekben kiilondsen fokozodd érdeklddés mutatkozik az
egészséges taplalkozas irant. Bizonyitott ugyanis, hogy a helytelen taplalkozas betegségek
kialakulasdhoz vezethet, és ennek ellentéte is igaz: az egészséges taplalkozassal hosszabb
¢és egészségesebb életre adhatunk esélyt magunknak. Az egészséges taplalkozas alapja,
hogy az egyes tapanyagokbol megfeleldé mennyiséget juttassunk a szervezetiinkbe.
Kidertlt az is, hogy nemcsak az energia- ¢és tapanyagbevitelnek van betegségmegel6zo
szerepe, hanem a taplalék mas alkotorészeinek is. Azokat az ¢lelmiszereket, melyek ilyen
jotékony alkotorészeket tartalmaznak, funkcionalis élelmiszernek nevezték el. A
funkcionalis élelmiszerek piaca rohamosan nd, mara vilagszerte meghaladja a 33 milliard
USA Dollart, ebbdl Europa 2 millidrdot képvisel. A 2 milliardbol 1,35 milliardot a
funkcionalis tejipari termékek tesznek ki.

Azt a megfigyelést, hogy a fermentalt tejtermékek fogyasztidsa kedvezd hatdssal
van a szervezetre, el6szor 1908-ban a Nobel dijas Elie Metchnikoff irta le. Ezeknek a
termékeknek a mikrobioldgiai dsszetétele azonban igen valtozatos, ezért hosszl idébe telt
feltarni jotékony hatasaik elméleti alapjat. Ma mar tudoméanyos eredmények tdmasztjak
ald, hogy ezen €16 mikroorganizmusok az emésztérendszerben zajld erjesztések aktiv
részeseive valva gatat szabnak a nem kivanatos folyamatok kialakuldsanak.

Az emberi vastagbél mikrobiotaja rendkiviil Osszetett. A szervezetiinkben 1évd
mikroorganizmusok koziil a legtobb itt talalhatd, 10' baktérium jut a béltartalom minden
grammjara. Ez tobb mint testi sejtjeink tizszerese. Kb. 50 baktérium nemzetség tobb mint
500 faja ¢l a vastagbélben. A bélbaktériumok fermentacios tevékenységiik kovetkeztében
kiilonbozd, a szervezetre kedvezd és karos hatdsu végtermékeket képezhetnek. Vannak
példaul olyan bélbaktériumok, melyek a szénhidrat és fehérje anyagcseréjiik soran
kiilonb6zé rovid lanch zsirsavat termelnek, ezaltal csokkentik a vastagbél pH-jat,
kiszoritva a karos N-nitrozo vegyiileteket és toxinokat termeld baktériumokat. Ezért igen
figyelemreméltd az, hogy hogyan lehet befolyasolni a bélflora Osszetételét az étrend
megvaltoztatasaval. A cél az, hogy a bélben 1€évé bifidobaktériumok ¢és laktobacilluszok
szdmat ¢és aktivitasat noveljiik.

Manapsag igen sok fermentalt tejtermék taladlhatd a piacon. Ezek koziil azokat
melyek human eredetii, bizonyitottan jotékony hatasokkal rendelkezé laktobacilluszokat
¢s bifidobaktériumokat tartalmaznak, probiotikus termékeknek nevezik. A probiotikus

baktériumok szaporodasat szelektiven tdmogaté nememészthetd élelmiszer-0sszetevok a



prebiotikumok. Ezek talnyomo részben oligoszacharidok. Szédmos kutatdo foglalkozik
ujabb ¢és 1Ujabb probiotikus torzsek izolaldsaval ¢és vizsgélataval, valamint azok
szaporodasat szelektiven tamogatd prebiotikumok eldallitdsdval. A  probiotikus
mikroorganizmusokkal szemben tamasztott legfontosabb kovetelmények, hogy human
eredetiek legyenek, tuléljék a felsd béltraktuson vald athaladast, rovidszénlanct
zsirsavakat termeljenek, igy a pH-t csokkentve gatoljak a patogének elszaporodasat,
valamint tapadjanak a human bélhamsejtekhez. Ez mutatja, hogy egy probiotikus torzs
ipari alkalmazasba vételét rendkiviil sok kutatasi munka el6zi meg.

Jelenleg a tejiparban leggyakrabban alkalmazott Bifidobacterium faj a B. lactis.
Rendszerint azért esik a gyartok valasztisa erre a torzsre, mert jO sav és oxigéntlird
képességekkel rendelkezik. E torzs human eredetét azonban szamos kutatd céfolja.
Munkdm sordn olyan human forrasbol torténd bifidobaktériumok izoldlasaval és
vizsgalataval kivantam foglalkozni, melyek megfelelnek a probiotikumok kritériumainak

¢s ugyanakkor kivalo technofunkcionalis tulajdonsagot mutatnak.

Célkitiizések

e Eljaras kidolgozéasa human forrasbol és élelmiszerekbdl bifidobaktériumok
izolalasara

e Az izolatumok faji besoroldsa molekularis genetikai médszerrel

e Alternativ modszerek kidolgozasa a bifidobaktériumok faji besorolasara

e Prebiotikus oligoszacharidok hasznositasanak vizsgalata bifidobaktériumokkal és
enteropatogénekkel

¢ Bifidobaktériumok fizioldgiai tulajdonsagainak jellemzése
- Antagonista hatas enteropatogénekre
- Tapadéas human szdvettenyészethez

e Bifidobaktériumok ¢€lettani hatasanak vizsgalata allatetetési kisérletekben

o Tulélési képesség vizsgalata az emésztotraktust szimulalo kisérletekben

e Vastagbélben kifejtett hatasok vizsgalata in vitro modell kisérletekben



2  IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A vastagbél mikrobiotaja

A vastagbél bioldgiai funkcidi a viz és bizonyos elektrolitok felszivodasaban és
kivalasztasaban, ezenkiviil a salakanyag raktarozasi és iiritési folyamataiban vannak. Az
utobbi évtizedekben azonban egyre nagyobb figyelmet forditanak a vastagbél emésztési
funkcidi mellett az egészségre kifejtett hatasara. Ebbdl a szempontbdl kiemelkedd
fontossagh a bél mikrobiotdjanak Osszetétele. Az emberi szervezetben 1évo
mikroorganizmusok koziil a legtobb a vastagbélben talalhaté, 10'* baktérium jut a
béltartalom minden grammjara. Ez tobb, mint testi sejtjeink tizszerese [HOLZAPFEL et
al., 1998]. A bélbaktériumok fermentacios tevékenységiik kovetkeztében kiillonbozo, a
szervezetre kedvez0 ¢és karos hatdsu végtermékeket képezhetnek. Vannak példaul olyan
bélbaktériumok, melyek a szénhidrat és fehérje anyageseréjiik soran kiilonbozd rovid
lanct zsirsavakat (SCFA= short chain fatty acid) termelnek, ezaltal csokkentik a
vastagbél pH-jat, kiszoritva a karos N-nitrozo vegyiileteket és toxinokat termeld
baktériumokat. Ezért igen figyelemreméltdo a bélflora Osszetételének befolyasolasa az
étrend segitségével. A cél az, hogy a bélben 1év6 bifidobaktériumok és laktobacilluszok
szamat €s aktivitasat noveljik.

Az emberi bélmikrobiota igen Osszetett [SIMON et al., 1984], kb. 50 baktérium
nemzetség tobb mint 500 faja ¢l a vastagbélben. Ezek élettevékenységeit a vastagbél
felépitése és  fizioldgiaja  befolyasolja.  Aktivitasuk a  rendelkezésre  allo
szubsztratumoktol, redoxpotencialtol, O, eloszlasatol, pH-tol fliggben ingadozhat. A
vastagbél jobb oldali részén ¢él6 mikrobdknak bdséges tapanyagkészlet all
rendelkezésére, ezért intenziven szaporodnak és az SCFA termelés kovetkeztében
jelentésen csokkentik a pH-t. A vastagbél bal oldali részén azonban kevés a
hozzéaférhet6 szubsztratum, ezért a baktériumok sokkal lassabban szaporodnak és a pH
ezaltal gyakran megkozeliti a semleges értéket. Ennek kovetkeztében a vastagbél
¢16kozossége tehat igen heterogén.

Az ujsziilottek emésztétraktusdnak mikrofloraja sziiletéskor az anya vaginalis és
fekalias mikrobiotdjabol oltodik be. Eleinte a fakultativ anaerob szervezetek, mint pl. az
Escherichia coli és az Enterococcus-ok vannak talstlyban. Ezek hozzak létre azt a
kornyezetet, mely a szigoruan anaerobok novekedését teszik lehetévé. A kiilonb6zo

moddon taplalt csecsemdk vastagbél mikrobiotdjanak dsszetételében eltérés tapasztalhato.

crer



uralkodo, Enterococcus mindossze 1%-ban volt jelen. A tapszerrel taplalt csecsemOknek
ezzel ellentétben Osszetettebb a bélflordja: Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium,
Streptococcus mind megtalalhatoak benne [GIBSON és ROBERFROID,1995]. Ez arra
vezethetd vissza, hogy az anyatejben 1évo bifidofaktorok a tapszerekbdl hidnyoznak
[HURREL, 1990]. Az elvalasztas (2 éves kor) utan a gyermek mikrobiotédja egyre jobban
hasonléva valik a felnbttekéhez. Mig a csecsemOk bélflordjanak 85-99 %-at
bifidobaktériumok alkotjak, a kor elérehaladtaval szdmuk lecsokken és a harmadik
legnagyobb mikroba populacioként szerepelnek [MODLER, 1994].

Az ember vastagbelében ¢€l6 legtobb mikroorganizmus szigori anaerob
anyagcserét folytat, a fakultativ anaerobok szdma tobb nagysagrenddel alacsonyabb,
mint az obligdt anaeroboké. A bél mikrofléra Osszetételének meghatarozasara a
legegyszeriibb, bar nem a legjobb mddszer a széklet vizsgalata. Egy kisérletben 141
véletlenszertien kivalasztott személynél az egyes baktériumfajok eldfordulasat
vizsgaltak. Tulnyomo tobbségben a Bacteroides nemzetség Gram-negativ palcai voltak
jelen. Ezek a teljes mikrobiota 30%-at tették ki. Az egyéb uralkodd csoportok a
bifidobaktériumok, eubakterek, klosztridiumok, laktobacilluszok (Gram-pozitiv palcak)
¢s Gram-pozitiv coccusok voltak. A széklet vizsgalatanal nem tudunk a mintavételhez
anaerob koriilményt biztositani, ezért az obligdt anaerobok szamét nem lehet pontosan
meghatdrozni. Az egyéb kisebb szdmban fellelheté mikroorganizmusok: coliformok,
metanogén és kiilonbozo szulfatredukald baktériumok lehetnek.

Figyelembe véve a vastagbélben el6forduld baktérium fajok széles valasztékat és
a kiilonb6zé novekedési szubsztratumokat, nem meglepd, hogy a bél mikrobiota
¢lokozossége sokféle lebontdsra képes. A kiilonbozd anyagcesere utak a baktériumok
eléfordulasi helyeitdl és rokonsagi fokaitol fiiggden eltéréek lehetnek. A lebontasi
mechanizmus szerint kiilonb6z6 tipusu baktériumokat ismeriink: szacharolitikusokat,
nitrogénhasznositokat és olyanokat, melyek gézokat (pl. hidrogént) fejlesztenek. A
baktérium fajokat aszerint is megkiilonboztethetjiik, hogy karosak vagy hasznosak az
emberi szervezetre (1. abra). Az ismert patogén hatasok amit kifejthetnek: bélfert6zés,
majkarosodas, bélrothadas és rakos folyamatok eldidézése. A jétékony hatasok:

gatoljak a kartékony baktériumok szaporodasat, erdsitik az immunrendszert,
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1. abra Az emberi vastagbél mikrobiotajanak osszetétele
[GIBSON ¢és ROBERFROID, 1995]

csokkentik a bélgaz képzddést, serkentik az emésztési folyamatokat és az esszencialis
tapanyagok felszivodasat, valamint vitaminokat szintetizalnak.

A vastagbélben lejatszodé erjedési folyamatok fontos tényezdje a rendelkezésre
allo szubsztraitum. A bélbaktériumok szaporoddsdhoz olyan, elsdsorban szénhidrat
vegyiiletek sziikségesek, melyek emésztetleniil haladnak at az emésztcsatorna felsd
szakaszan. Ilyenek az egyes poliszacharidok, oligoszacharidok, nemfelszivodo cukrok.
A megemésztett €s lebontott egyszerli cukrok €s oligoszacharidok nagy része felszivodik
a vékonybélben, azonban néhdny, mint pl. a laktdz, a raffindz, a sztachidz és a kiilonféle

oligoszacharidok képesek emésztetleniil elérni a vastagbelet. Ezeken kiviil sok



¢lelmiszeradalék, cukoralkohol (pl. szorbit és xilit) sem szivodik fel a vékonybélben. S6t
bizonyos tépanyagokbol a szervezet Onmaga is képes még tovabb bonthato
szénhidratokat eldallitani. Ilyenek a glikoproteinek ¢és a kiilonb6z6 poliszacharidok. In
vitro korilmények kozott végzett kisérletek azt mutattak, hogy a bélflora igen gyorsan
képes bontani az endogén tton termelt szubsztratumokat. Ebbdl a szempontbdl fontos
nemzetségek: Bifidobacterium, Ruminococcus és Bacteroides.

A vastagbélben €16 baktérium fajok mindegyikének specialis 6koldgiai ttja van.
Mivel a mikrofléra metabolikus képességeiben heterogén, ezért a bélben zajlo erjedés
meglehetdsen Osszetett folyamat. Sok esetben az egyes torzsek altal kivalasztott
végtermékek masok szdmara szubsztratumként szolgalhatnak. A bélbaktériumok koziil a
Bakteroida nemzetség fajai a legintenzivebb poliszacharid hasznositok. Egyéb,
szénhidraton szaporodni képes baktériumok a Bifidobacterium, a Ruminococcus, az
Eubacterium, a Lactobacillus és a Clostridium nemzetségekhez tartoznak. Szamos
baktérium faj azonban nem bontja a poliszacharidokat. Ezek a fajok az elsddleges
poliszacharidbontasbol szarmazd vegyiileteken szaporodnak (cross feeding). A
szacharolitikus baktériumok alkalmazkodnak az Osszetett szénhidratokon vald
szaporodashoz, ezt bizonyitja az, hogy kiilonb6z6 polihidrolazokat és glikozidazokat
képesek termelni. Habar néhany bélbaktérium szintetizalni képes szamos kiilonb6zd
tipust szacharolitikus enzimet, a szénhidrat anyagcsere valosziniileg a sokféle enzim
egylttes mitkodésétdl és a kiilonbozd baktérium fajok részvételétol fiigg. Egy tipikus
erjesztés altalanositott sémajat a 2. abra szemlélteti:

A folyamat legfontosabb végtermékei a rovid szénlanct zsirsavak. Géazok is
keletkezhetnek ezekben a folyamatokban, ilyen a hidrogén, a szén-dioxid és a metan. A
hidrogén eltavozik, mivel egyes baktériumok hasznositani képesek, vagy
kivalasztodhatnak lehelet vagy flatulalas altal. A gazokon kiviil egyéb koztes termékek
(etanol, tejsav, borostydnkdsav és piruvat) is keletkezhetnek, amelyekbdl végiil SCFA
képzddhet. Ezekbdl a folyamatokbol a szervezet energidt nyerhet. A proteolitikus fajok
olyan végtermékek felhalmozddasat okozhatjak, mint az ammonia, a fenolos vegyiiletek
¢s az aminok. Az aminosav anyagcsere termékei az elagazd szénldncu zsirsavak, pl.
izobutirat, izovalerat. E termékekbdl a baktériumok szintén nyerhetnek energiat, a

szaporodasukhoz és a sejtfunkcioik ellatdsahoz.



|  Szubsztratumok |

| Poliszacharidok | |Pr0teinek és peptidekl

| Monoszacharidok | | Aminosavak |

—I Bakterialis erjesztés |——

Végtermékek Baktérium tomeg

H,S CH, H, CO; SCFA Laktat Szukcinat Etanol NH; Aminok Fenolok Indolok

| Felszivodas, tovabbi metabolizmus, kivalasztodas (lehelet, vizelet, széklet) |

2. abra Bélben él6 baktériumok fermentacidéjanak vazlata
[GIBSON és ROBERFROID, 1995]

Az ember bélflordjanak osszetételét tobbnyire allandonak tekinthetjiik, azonban
szamos fizikokémiai tényezd befolydsolhatja az eltérd szubsztratumok hasznositasat.
Ezek a kovetkezOk lehetnek: tdpanyagért valdo versengés, a vastagbélben uralkodd
viszonyok, a szervezet egészségi allapota, a baktériumok anyagcseréje kozotti
kolcsonhatas és az étrend. Bizonyosnak tlinik, hogy a kiilonb6z6 Osszetételti diétak
befolyasolni képesek a bélflora Osszetételét és aktivitasat. Jellemzd példa erre, hogy a
rostbevitel jotékony hatasa kdzvetlen kapcsolatban 4ll a baktériumok anyagcseréjével, és
az, hogy a magas szulfattartalmu élelmiszerek fogyasztasa befolyasolni képes a hidrogén

felhasznalasat.

2.2 Funkcionalis élelmiszerek

2.2.1 A probiotikum
A probiotikum kifejezést eldszor LILLY és STILLWELL hasznalta 1965-ben, de

ekkor a maitol még kissé eltérd értelemben, olyan mikroorganizmus altal kivalasztott
anyagot értettek rajta, ami egy masik novekedését stimuldlja. Ez tulajdonképpen az
antibiotikum fogalmanak ellentettje. Ettdl kezdve a probiotikum szét egyre tobb
értelemben hasznaltdk és egy altalanosabb jelentést nyert. 1971-ben SPERTI a szét

olyan szdveti kivonatra alkalmazta, amely mikrobialis novekedést stimuldl. PARKER



[1974] volt az elsd, aki szerint a probiotikum olyan organizmus vagy anyag, amely
befolyasolja a béltraktus mikrobiologiai egyensulyat. 1989-ben FULLER a kovetkezd
definiciot fogalmazta meg: A probiotikum olyan ¢él6 mikrobioldgiai élelmiszer-
Osszetevo, amely jotékonyan hat az allati szervezetre azaltal, hogy a bélflora egyensulyat
befolyasolja. 1992-ben HAVENAAR ¢és munkatarsai kiszélesitették a definiciot a
kovetkezoképpen: Mikroorganizmusok €16 egysejt- vagy kevertkulturdja, amelyet
allatoknal vagy embereknél alkalmaznak, amely jotékonyan befolyédsolja a szervezet
miikodését azaltal, hogy a bels6é mikrofléra tulajdonsagait javitja. SALMINEN [1996] és
SCHAAFSMA [1996] tovabb bdvitették a definiciot. SALMINEN [1996] szerint: a
probiotikum ¢l6 mikrobakultura vagy fermentalt tejtermék, amely jotékony hatassal van
az egészségre €s a szervezet emésztésére. SCHAAFSMA [1996] szerint a probiotikum
¢l6 mikroorganizmus, melyet ha elegendé szdmban juttatunk a szervezetbe, az
emésztésre gyakorolt hatdsokon kiviil mas, az egészségre gyakorolt hatasa is van. A mai
allaspontok szerint a probiotikum sz6 jelentéséhez legkozelebb esé definiciot
HAVENAAR ¢s HUIS IN’T VELD [1992] irja le: Egy készitmény vagy termék, amely
€16 jol definialt mikroorganizmusokat megfeleld mennyiségben tartalmaz, és amelyek
megvaltoztatjadk a mikroflorat (implantaciéval vagy kolonizacidval) a szervezet egy

részében és ezaltal jotékony egészségiigyi hatast fejtenek ki a gazda szervezetre.

A probiotikumok fogalmanak kritériumai

1. Az emberi béltraktus honos organizmusa legyen.

Tulélje a bél felsd szakaszat (az emésztéenzimekre, epesavakra rezisztens legyen).
A bél hamsejtjeihez tapadjon és képes legyen ott szaporodni

A szervezetre elényds hatast gyakoroljon.

Ipari szempontbdl nagy mennyiségben és olcson eldallithato legyen.

A

A felhaszndlds ¢és tarolas alatt <¢letképes ¢€s genetikailag stabil maradjon

[CHARTERIS, 1998a]

2.2.1.1 Napjainkban alkalmazott probiotikumok

Minden probiotikus baktérium, amit ¢élelmiszerekben vagy taplalék-
kiegészitokben hasznalnak a Lactobacillus, Enterococcus vagy Bifidobacterium
nemzetségbe sorolhatd. A  Dbifidobaktériumoknak bar sok kozds fenotipusos
tulajdonsaguk van a tejsavbaktériumokkal - és sokan ezért kozéjiik soroljak oket -, de

filogenetikailag tavol allnak t6lilk [HOLZAPFEL et al., 2001].
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Manapsag a laktobacilluszokat (Lactobacillus casei, L. acidophilus, L.
delbrueckii) bifidobaktériumokat (B. lactis, B. bifidum, B. longum, B. infantis, B. breve)

sztreptokokkuszokat (Streptococcus salivarius ssp. thermophilus) szintenyészetként

vagy kevert kulturaként hasznaljak probiotikumként (1. tablazat).

1. tablazat

Probiotikus termékekben alkalmazott mikroorganizmusok

Lactobacillus Bifidobacterium | Mas tejsavbaktériumok [ Nem tejsavbaktériumok
L. acidophilus B. adolescentis | Enterococcus faecalis’ Bacillus cereus var toyoi"’
L. amylovorus B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli strain nissle
L. casei B. bifidum
L. crispatus B. breve Lactococcus lactis® Propionibacterium
freudenreichii?

L. delbrueckii B. infantis Leuconostoc Saccharomyces cerevisiae’
subsp. bulgaricus’ mesenteroides
L. gallinarum’ B. lactis” Pediococcus acidilactici’ | Saccharomyces boulardii’
L. gasseri B. longum Sporolactobacillus

inulinus’
L. johnsonii Sterptococcus

thermophilus®
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri
L. rhamnosus

'féleg allatoknal alkalmazzak *féleg gyogyszerkészitményben alkalmazzak *probiotikus hatisa kevésbé
bizonyitott *valésziniileg a B. animalis szinonimaja [HOLZAPFEL et al., 1998]

Az emésztotraktusban a bejuttatott probiotikum -vagyis ¢l6 mikroorganizmus-
szamos akadallyal taldlkozik (pl. emésztd- ¢és epesavak mard hatisa). Bizonyitott
azonban, hogy a bifidobaktériumok képesek ellenallni ezeknek az akadéalyoknak, és igy
»sértetlentil” elérhetik a vastagbelet. Fennall ennél egy sokkal fontosabb probléma; a
bejuttatott mikroorganizmusokat meg kell 'honositani' a bélben. Ehhez az sziikséges,
hogy hozzatapadjanak a bél hamsejtjeihez, mely igen nehezen valosulhat meg, mivel az
ott honos bélbaktériumok akadalyozhatjdk ebben. Ha legydzték ezt az akadalyt és
megtapadtak, nemcsak a helyért, hanem a tdpanyagokért is versenyezniiik kell a
kortlottiik €16 tobbszaz fajta mikrobaval.

Ezért ha a probiotikumot tartalmazo élelmiszert nem fogyasztjak rendszeresen, a
meghonositani kivant baktérium kimosddik, eltlinik a szervezetbdl. Ezt a folyamatot
probiotikumok [GIBSON  és
ROBERFROID,1995; LEE és SALMINEN, 1995; SIMMERING ¢és BLAUT, 2001].

legy6zhetjik a rendszeres  fogyasztasaval

2.2.1.2 Probiotikus baktériumok szelekcios kritériumai

J

A jelenleg piacon 1évd

alkalmazasanal sokszor hianyoznak a tudoményos alapok [O’SULLIVAN, 2001]. A

probiotikus  termékekben 1év0  baktériumok

probiotikumként alkalmazandd baktérium kultardk kivalasztdsanal tobbféle szempontot

11



kell figyelembevenni. Elsddleges feladat a fizioldgiai €s taplalkozas-€lettani hatasok és
kolcsonhatasok felmérése. Fontos, hogy az alkalmazott probiotikum talélje a felsd
béltraktust és képes legyen aktivan ,miikddni” a vastagbélben. BEZKOROVAINY
[2001] vizsgalata szerint a probiotikumok tulélési aranya 20-40% volt a felso
béltraktusban. GOLDIN ¢és GORBACH [1992] probiotikus torzsek talélésén és
tapadésan kiviil az antimikrobds anyagok termelésérél adnak szamot.

A taplalkozasélettani szempontok kozil a leggyakrabban a bélrendszeri
betegségekre gyakorolt hatast vizsgaljdk. MARTEAU ¢és munkatarsai [2001]
Osszefoglaljak ¢€s kritikusan elemzik a probiotikumok szamos bélbetegséget, mint pl.
antibiotikummal 0Osszefliggd hasmenést, gyomor- ¢és bélhurutot, bélfertdzést és
patogénkolonizaciot, utazok hasmenését, irritabilis vastagbél szindromat, gyulladasos
vastagbél betegséget, vastagbélrakot megel6z6 hatdsait. Bizonyitott, hogy a probiotikus
fermentalt készitmények javitjadk a laktézbontast és megsziintetik a laktdzintolerancia
korjeleit [DE VRESE et al, 2001]. A probiotikumok terapids elOnyeirdl:
antikarcinogenités, bélfertézés, laktozintolerancia kezelése GOLDIN és GORBACH
szamolnak be [1992], ezeken kiviil immunmodulald hatdsat és az élelmiszerallergia
tiineteinek csOkkentésében jatszott szerepét KAUR ¢és munkatarsai [2002] valamint
MATTILA-SANDHOLM [1999] foglaljak 6ssze

A technolodgiai kritériumok is dontd szerepet jatszanak az élelmiszerek
tervezésénél, igy az alkalmazott baktériumkultira technofunkciondlis hatasait szintén

figyelembe kell venni (2. tablazat).
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2. tablazat Probiotikus baktériumok szelekcios Kkritériumai CHARTERIS
nyoman [1998a]

Kritérium

Technolégiai Olcso tenyésztési koriilmények
Nagy sejtstirliség
Fagyasztva szarithatosag
Nagy gyartasi kihozatal
Stabil termék
Orvostudomanyi Tolerélja a gyomron val6 athaladast

In vitro vizsgalhato Toleralja a vékonybélen keresztiili athaladast
Epeso tlirés
Novekedés a bél lumenében
Hamszoveti adhézio
Novekedés a bél hamszdovetén
Ko-aggregacios képesség
Antimikrobialis anyagok termelése
Antibiotikum rezisztencia

Az immunrendszer erésitése
In vivo vizsgalhato Patogén mikroorganizmusok kolonizacidjanak gatlasa
Vastagbélrak kialakulasanak csokkentése
Sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasi kockézatanak csokkentése

Laktozbontés eldsegitése

TANNOCK [1998] leirja, hogy a probiotikumok kifejlesztéséhez elsdsorban a
bélmikrobiota tanulmanyozasira van sziikség. DUNNE és munkatarsai [2001] is
targyaljak a szelekcios kritériumokat. Konkluziojuk szerint valoszintitlennek tiinik, hogy
egyetlen egy torzs képes legyen befolydsolni a szervezet mikrobialis rendszerét. Sokkal
valoszinlibb az, hogy ezek a hatdsok tobb torzs egyiittmiikodéseként jelentkeznek.
TUOMOLA és munkatarsai [2001] fontosnak tartjak, hogy a probiotikus élelmiszerek
mindségbiztositasi kovetelményei kozott ne csak az adott torzs tarolds alatti
¢losejtszamanak ellendrzése, hanem sav, epesav tirése, valamint a vastagbélben vald
megtapadasa is  szerepeljen. Nem elhanyagolhat6 a probiotikus torzsek
biztonsagossaganak vizsgalata [ISHIBASHI ¢és YAMAZAKI, 2001; O’BRIEN et al.,
1999] és a torvényi szabalyozas [PRZYREMBEL, 2001] sem.

MATTILA-SANDHOLM [1999] beszamol egy a probiotikus élelmiszerek
taplalkozasban betoltott szerepével foglalkoz6 PROBDEMO eurdpai egylittmikodésrol.
A projekt demonstralta, hogy a tudomanyos eredmények alkalmazasa a probiotikumok
kivéalasztasanak folyamataban olyan biztonsdgos, és hatékony probiotikus termékek
eldallitasdhoz vezet, melyek a vasarlok egészségmegdrzését szolgaljak [BLUM et al.,
1999; MATTILA-SANDHOLM et al., 1999; SAXELIN et al., 1999; VAUGHAN et al.,
1999]. MATTILA-SANDHOLM ¢és munkatdrsai [2002] 0Osszegzik a probiotikus
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¢lelmiszerek eldallitdsaval kapcsolatos technoldgiai kihivasokat. Megemlitik, hogy

2001-ben alakult egy a pro- és prebiotikumokkal foglalkoz6 EU csoport, mely

»Elelmiszer, Gasztrointestionalis-traktus miikdodése és az emberi egészség” (Food, GI-

tract funcionality and human health) problémakorrel foglalkozik és 12 orszag 42

laboratériuma vesz részt a programban.

2.2.1.3 Probiotikus termékek

Egyre tobb ¢és tobb probiotikus termék jelenik meg a tejiparban, ezek koziil a

legismertebb az édes acidofilus tej és AB tej, a joghurt tipust termékek, a kefir, a sajt

(tard, juhsajt, gomolya, kemény sajt), az ird, a vaj, és a fagylalt. A kovetkezdk szerint

csoportosithatjuk a probiotikus termékeket:

Nem fermentalt készitmény: édes acidofilus tej (L. acidophilus) és édes AB tej (L.
acidophilus és bifidobaktériumok)

Joghurttipusi termékek: a joghurt, az egyik legértékesebb tejtermékiink eredete
egészen az antik korig nyulik vissza, a ,,joghurt” név az ,,élet” szinonimaja volt tobb
kelet-eurdpai nyelvben is. A joghurtfogyasztas az 50-es, 60-as évek alatt valt igazan
népszeriivé ¢és elterjedtté, melyre a gyartok egyre tjabb fajta joghurtok
megjelenésével reagaltak. Az emberek tobb mint 30 %-a rendszeres
joghurtfogyasztdo. Minden joghurt kitlind fehérje-, kalcium- és B,-vitamin forras.
Osszehasonlitva a tejjel, a joghurt gyakran még tdbb proteint és kalciumot is
tartalmaz. Ezenkiviil vitaminokban és tobbfajta dsvanyi soban is gazdag, ugyanakkor
kisebb kaloriatartalmt termék. Ezen a csoporton beliil poharban erjesztett, habart és
1v6 joghurtot kiilonboztethetiink meg. A klasszikus joghurt L. delbrueckii subsp.
bulgaricus és S. thermophilus az un. joghurt mild S. thermophilus és valamilyen
Lactobacillus faj tobbnyire L. acidophilus felhasznalasaval késziil. A habart
joghurtok és ivojoghurtok megfelelobbek olyankor, amikor a probiotikus torzzsel
nem akarunk fermentalni, hanem azt a csomagolas el6tt keverjiik bele a termékbe.

A Kefir, habar idealis probiotikus termék lehetne, sokan nem kedvelik, mert a
csomagolasa a termeldd6 CO, hatasara felpuffad és ezért a vasarlok romlottnak
hiszik [HELLER, 2001].

Omlesztett sajtok. Két mod van a probiotikumok hozzdadasara. 1; a starterrel

egyiitt, 2; az Omlesztésnél. Ha a starterrel egyiitt adjuk, elveszhet a torzslink a
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koaguldtummal amikor a savot elvezetjiik, vagy a felmelegitésnél elpusztulhatnak,
ezért a legjobb a tejszinnel egyiitt adagolni.

- Erlelt sajtok. Sozott sajtoknal (pl. Cheddar) lehetéség van a probiotikum
hozzédadasara s6zaskor. Masik probléma a hosszu tarolési id6, kérdéses hogy ezalatt
hogyan marad életben a torzs és hogyan valtoznak funkcionalis tulajdonsagai. A
sajtmatrix jo pufferkapacitasa, a magas zsirtartalom azonban megvédheti a
probiotikus sejteket az érlelési id6 alatt, s6t az emésztdtraktusban vald athaladas alatt
is [STANTON et al., 1998].

- A fagylaltban leve kozeg kedvezd hatdsinak bizonyult a bifidobaktériumok
szdmara. Egyrészt a tejalapu kozeg miatt, masrészt, ha alacsony hdmérsékleten
tartjuk a baktériumokat, lelassitjuk metabolizmusukat, csokkentjiik savtermelésiiket,
megakadalyozhatjuk onpusztitd tulajdonsadgukat. Sikeres kisérleteket hajtottak végre
kutatok Lactobacillus acidophilus és Bifidobacterium bifidum torzsekkel fagylaltban
vald tobb hetes fagyasztva tarolas soran, de készitettek fagylaltot Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium breve ¢és Bifidobacterium infantis torzsek, valamint
fruktooligoszacharidok hozzaadasaval is. Eredményeik alapjan megéallapithatd, hogy
a fagylalt megfeleld ¢élelmiszermatrix, hogy a jotékony mikroorganizmusokat
eljuttassuk a fogyasztokhoz.

A probiotikumok tejipari termékeken kiviil val6 alkalmazasa nagy kihivast jelent
az élelmiszermérnokok szamara. A termék pH-ja, tarolasi homérséklete, oxigéntartalma,
a jelenlévd gatlo mikroorganizmusok ¢€s vegyiiletek mind befolyasoljak a probiotikum
tulélését a termékben. Mikrokapszuldzassal és fagyasztva szaritdssal megvédhetdek a
sejtek, igy ezen technologidk fejlodésével biztosithatd lesz, hogy sikeresen alkalmazzak
a probiotikumokat nemcsak tejtermékekben, hanem gabonaipari termékekben, italokban,
édességekben stb. [MATTILA-SANDHOLM et al., 2002]. MOLIN [2001] a probiotikus

L. plantarum-ot novényi eredetli élelmiszerekhez, zabkasahoz adta.

2.2.2 Prebiotikumok

A prebiotikumokat GIBSON ¢s ROBERFROID [1995] a kovetkezOképpen
definidltdk: nememészthetd ¢élelmiszer-6sszetevok, melyek azaltal hatnak eldnydsen a
szervezetre, hogy emésztetlenil jutnak el a vastagbélig, ¢és igy ndvekedési
szubsztratumaikka valhatnak az ott rezidens hasznos bélbaktériumoknak, eldsegitve

ezzel azok szaporodasat.
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Prebiotikum alatt altaldban a kiilonb6z6 nememészthetd szénhidratokat értjiik,
bar néhany fehérje, peptid és lipid is lehet prebiotikus hatasti. Sok, a természetben
el6forduld szénhidrat (poli- és oligoszacharid) teljesiti a prebiotikumok kdvetelményeit.
A prebiotikumok kozé soroljak - a kiilonbdzd oligoszacharidokon kiviil - a rezisztens
keményit6t is [BROWN et al., 1998; CRITTENDEN et al., 2001; CUMMINGS et al.
1996; FERGUSON et al., 2000]. Az utobbi években szamos Uj tipusu oligoszacharidot is
kifejlesztettek, melyeket enzimatikus uton allitanak eld, illetve egyszerli cukrokbol,
szachardzbol vagy laktézbol kiindulva szintetizdlnak vagy poliszacharidok, pl.
keményitd, inulin, xilan lebontasaval nyernek [NAKAKUKI, 1993].

A nememészthetd szénhidratoknak szédmos funkciondlis hatasa lehet a
szervezetre: késleltetik a gyomortiriilést, megvaltoztatjadk az athaladasi id6t, novelik a
gliikoztoleranciat, csokkentik a zsir- és koleszterinfelszivodast azaltal, hogy az
epesavakat megkdtik, megndvelik a bél térfogatat ¢és vizszallitasi kapacitasat,
megvaltoztatjak a mikrobidlis fermentaciot [GIBSON és WANG, 1994b; LOO et al.,
1999]. Ezek a szénhidratok szubsztratumot biztositanak a bélbaktériumoknak. A
bifidobaktériumok ndvekedését és szaporodasat segitik, ezért altalaban ,bifidogén
hatasrol” beszélhetiink [MODLER, 1994]. Mar az 6tvenes években kimutattak, hogy az
anyatej €s a kolosztrum eldsegiti a bifidobaktériumok ndvekedését és megtapadasat a
csecsemOk  emésztétraktusdban [PETSCHOW ¢és  TALBOTT, 1990]. Az
oligoszacharidok, a laktoz és a lipidek utan, a harmadik legfontosabb komponensek az
anyatejben. Az anyatej oligoszacharidtartalma a szoptatasi periodus folyaman valtozik:
az eldtej szénhidratjainak még 24 %-at teszi ki, az elsé honapban 19 %-ra a masodik
hoénapban 15%-ra csokken. A bifidogén hatason kiviil az oligoszacharidoknak nagyon
fontos hatdsa van az élet elsd heteiben az agy fejlddésére. Hidrolizisiik soran
monoszacharidok ¢és szidlsav képzddik. A szialsav az agy gangliomasejtjeinek ¢s
glikoproteinjeinek fontos alkotorésze. Az anyatej oligoszacharidoknak anti-infektiv
hatasuk is van, mivel gatoljak egyes baktériumok tapadasat a bélnyalkahartya sejtjeihez.
A mechanizmus a baktériumok megtévesztésén alapul. Ebben ez esetben az
oligoszacharidok a bélsejtek receptor analogjaként és homologjaként miikodnek, mivel
az enteropatogének ¢€s toxinjaik az oligoszacharidok glikoprotein részét hasznaljak
kotdhelyként. A fert6z0 4agensek az oligoszacharidokhoz kapcsolodnak, igy nem
kotédnek a bélfalhoz, hanem a béllumenben maradnak, majd kitiriilnek [URGELL és
ORLEANS, 2001].
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A prebiotikumokra iranyuldé kutatasok mindenekeldtt a bifidogén hatasa
oligoszacharidokra koncentralodtak. Altaldban a prebiotikumként forgalmazott
oligoszacharidok nem tiszta termékek, tartalmazzdk az adott vegyiiletcsoport di-, a
kiilonb6z6 polimerizacids foku oligo-, ill. poliszacharidjait és a monomerjeit is.

Az oligoszacharidok tulajdonségai:

1. Vizoldhatoak, nem kotik meg az 4svanyi anyagokat, igy nem okozzak

azok kitirtilését.

2. Enyhén édesek, igy iziik kedvezo az élelmiszerekben.

3. Fizikailag stabilak, igy kedvez6 adllomanyt biztositanak a terméknek

4. Nem okoznak olyan mértékii bélgazképzddést, mint a rostok vagy a

hiivelyesek szénhidratjai [ TOMOMATSU, 1994].

Japanban igen sokféle ilyen vegyiiletet fejlesztettek ki. Ezek a szénhidratok
kémiai szerkezetiik alapjan csoportosithatok. A Nemzetkozi Tejtudoméanyi Szdvetség
(IDF) altal 1996-ban publikalt tanulmany a funkcionalis tulajdonsagli szénhidratokat 12
csoportba sorolja:

Galakto-oligoszacharidok
Laktuloz

Laktoszukro6z
Frukto-oligoszacharidok
Palatindz (izomaltul6z) oligoszacharidok
Gliikozil-szachar6z (paros cukor)
Malto-oligoszacharidok
Izomalto-oligoszacharidok

. Ciklodextrinek

10. Gentio-oligoszacharidok

11.  Szdjaoligoszacharidok

12.  Xilo-oligoszacharidok

O 0N L AW~

E vegyiiletek mind rendelkeznek funkcionalis tulajdonsagokkal, de koziiliik nem
mindegyik (pl.: gliiko-oligoszacharidok, ciklodextrinek) bifidogén hatasu [ZIEMER ¢s
GIBSON, 1998].

A bifidogén hatast prebiotikumok fobb jellemzdit foglaltam Gssze a kovetkezd

fejezetekben.

2.2.2.1 A bifidogén hatdsu oligoszacharidok

2.2.2.1.1 Galakto-oligoszacharidok (TOS)
A galaktooligoszacharidok olyan di-, tri-, tetra-, penta- és hexaszacharidok,

amelyek foleg galakt6zbol allnak és a laktoz bioszintézise soran keletkeznek a
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B-galaktozidaz enzim transzgalaktozilald hatasara. Az Aspergillus oryzae, Lactobacillus
bulgaricus, Streptococcus thermophilus és Bacillus circulans
B-galaktozidaz enzimének erds transzgalaktozidaz hatdsa van. Az Aspergillus oryzae B-
galaktoziddz enzime altal katalizalt reakcidoban a transzgalakto-oligoszacharidok nagy
része 6’-galaktozillaktéz, amely az anyatejben is megtaldlhato. A Streptococcus
thermophilus [-galaktozidaz enzime fOleg diszacharidokat termel (Gal B(1-6)Glc, Gal
B(1-3)Gle, Gal PB(1-2)Glc ¢és Gal P(1-6)Gal), amelyeket transzgalaktozilalt
diszacharidoknak (TD) neveznek, €s a joghurt természetes 0sszetevdiként szerepelnek.

A galakto-oligoszacharidok emészthetetlenek, nem rakkeltdk. A forgalomban
1évé termékek altalaban viztiszta, szintelen folyadékok, melyek viszkozitasa kicsit
nagyobb, mint az izocukoré. Edesitderejilk a szacharozénak 40%-a. Vizaktivitasuk a
szachar6zéval egyezd. Gatoljak a keményitd retrogradaciojat, az élelmiszerek
kiszaradasat. Bifidés joghurtban, gyermektapszerben, cukorkaban, tésztdkban,
kenyérben, lekvarokban, jégkémekben ¢és bifidobaktérium kimutatdsara szolgalod
szelektiv taptalajokban is hasznaljak [MATSUMOTO et al., 1993].

BOUHNIK ¢s munkatarsai [1997] klinikai vizsgalatokban bizonyitottak, hogy a
transzgalakto-oligoszacharidok 10g/nap/fé 21 napig tartdé fogyasztasaval a bélsarban a

bifidobaktériumok szama nétt, a kilélegzett hidrogén mennyisége csokkent.

2.2.2.1.2 Laktuloz
A laktulozt laktozbol alkalikus izomerizacioval allitjak eld, mely sordn a laktéz

gliikéz része fruktozza konvertalodik. Az eredmény a laktuldz diszacharid, melynek a
szachardzhoz viszonyitott édesité ereje 60-70%. Nem emészthetd, tadmogatja a

bifidobaktériumok szaporodasat, hashajtoként is hasznaljak.

2.2.2.1.3 Laktoszukroz
A laktoszukréz egy triszacharid, amelyben a laktéz gliiko6z molekuldjahoz

B(2—1) glikozidos kotéssel egy fruktéz kapcsolodik. A laktoszukroz laktozbol és
szachar6zbol allithato eld, fruktofuranozidaz enzimmel végzett transzfruktozilacioval
(pH=5.8-6,2; T=55-60°C). A laktoszukr6z sav és hoétiirése a szachar6zéhoz hasonlo.
Erésen higroszképos ¢és jobb a vizmegkotd képessége, mint a szachar6zé.
Emésztetetleniil jut a vastagbélbe, ahol tdmogatja a bifidobaktériumok szaporodasat. A

vér gliikozszintjét és az inzulintermelést nem noveli [KITAHATA ¢és FUJITA, 1993].

18



2.2.2.1.4 Frukto-oligoszacharidok (FOS)
A frukto-oligoszacharidok linearis oligoszacharidokbdl allnak, amelyek B(1-2)

glikozidos kotéssel egymashoz kapcsolodd fruktdoz egységekbdl allo molekulak, s
fruktoéz, vagy glikkéz egységgel kezdddnek.

Az inulin kiilonb6z6 hosszusagu, fruktdzbal felépiild lancok keverékébdl all (kb.
60 fruktoz egységbdl allo lancokig). Az inulin tobb mint 36000 féle ndvényben
eléfordul¢ tartaléktapanyag. Néhany az emberi taplalkozasban is jelentdés novény inulin
¢s rovidebb szénlancu fruktooligoszacharid tartalma (szarazanyagra vonatkoztatva):
cikoria: 15-20 %, fokhagyma: 9-16 %, blza: 1-4 %, csicsoka: 16-20 %, poréhagyma: 3-
10 %, rozs: 0,5-1 %, sparga: 1-30 %, hagyma: 2-6 %, banéan: 0,3-0,7 %. Ipari
méretekben az inulint forrd vizes extrakcioval cikoriabdl allitjak el6. Az inulint a
cukorbetegek is fogyaszthatjak, mivel nem tartalmaz gliikkdzt, az emberi vékonybélen
emésztetleniil halad 4t és a gliikoz abszorpcidt is késlelteti. Az inulint folyékony és
szilard élelmiszertermékeknél egyarant alkalmazzdk a viszkozitds, a fagyaspont, a
nedvességtartalom, a szin, az emulgealhatosag, valamint a szerkezet moddositasara.
Fontos tulajdonsadga a magas koncentracioknal (>20 % ), krémes termékek esetében a
szdjban jelentkezd zsiros telt érzés. A Cosucra cég altal gyartott Fibrulint
zsirhelyettesitoként is hasznaljak.

Az ORAFTI cég (Belgium) altal eléallitott RAFTILINE® maérkanéven
forgalmazott inulin termékekrél bizonyitottdk, hogy csokkentik a glikémids valaszt, a
széklet pH-jat, a vér lipidtartalmat [DELZENNE ¢és KOK, 2001], a szorulés
valoszinliségét és a vér koleszterin szintjét (ndvelik a HDL/LDL aranyt), novelik a
sz€klet mennyiségét és gyakorisagat, valamint bifidogén hatdsuk van: stimuldljak a
bifidobaktériumok anyagcseréjét €s aktivitasat. Savtiird képességiik elfogadhato, nagy az
oldhatosaguk, termostabilitasuk jo.

A r6videbb lanct frukto-oligoszacharidokat az inulin szabalyozott enzimes
hidrolizisével (ilyenek az ORAFTI cég altal elballitott RAFTILOSE® termékek),
valamint  bioszintetikus  uton  ipari  méretekben  szachar6zbol  kiindulva
B-fruktofuranozidaz enzimmel (NutraFlora® termék) allitjak el6.

A kiindul6 szachar6zoldat nagy koncentracidja eldsegiti a transzglikozilaciot. A
keletkezett frukto-oligoszacharidok 2-4 B(1—>2) kotéssel Osszekapcsolodd fruktozil
egységet tartalmaznak, amely a terminalis a-D-gliikézrészhez kapcsolodik. A keletkezd

fobb termékek: 1-kesztéz (Glu-Fru,), 1-nisztéz (Glu-Frus) és 1'-fruktozilnisztoz (Glu-
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Frus), amelyeket a gliikkdztol, a fruktdztdl és a maradék szachardztol kromatografias
modszerekkel valasztjak el.

A frukto-oligoszacharidok élettani hatdsdr6l szdmos szerzé beszédmol
[ROBERFROID, 1993,1999b; WANG ¢s GIBSON, 1993] . In vivo vizsgélatokkal
bizonyitottdk, hogy a bejuttatott inulin és oligofruktéz 4tlagosan 88%-ban emésztetlen
marad a vékonybélben, mivel a székletb6l mar nem kimutathatd, a vastagbélben
mikrobiologiai uton bomlik le [CUMMINGS et al, 2001; CUMMINGS ¢és
MACFARLANE, 2002]. A vastagbélben honos baktériumok az inulint és az
oligofruktozokat elsdsorban rovidszénlancu zsirsavakkd és laktattd fermentaljak,
amelyek a szervezetbe felszivodhatnak. Jelenlegi ismereteink szerint az inulin és az
oligofruktdozok hatékonyan eldsegitik a bélmikroflora egészséges egyensulyanak
fenntartasat. GIBSON [1999] bizonyitotta, hogy az oligofruktéz és az inulin
megvaltoztatja a vastagbélflorat a bifidobaktériumok javara. CATALA ¢és munkatarsai
[1999] gnotobiotikus filirjekben végzett kisérlettel igazoltak, hogy az oligofruktozok a
bifidobaktériumok szamat novelik. Az inulin és az oligofruktézok rendszeres
fogyasztasa szerepet jatszhat a vastagbélrak kockazatanak csokkentésében [BIACS,
2000], valamint pozitiv hatassal van a taplalékban talalhato dsvanyi anyagok, a kalcium
és a magnézium abszorpcidjara, biologiai felhasznalhatosagara [CASHMAN, 2002;
GRIFFIN et al., 2002; LOO et al., 1999; SCHOLZ-AHRENS et al., 2001, SCHOLZ-
AHRENS ¢és SCHREZENMEIR 2002]. A frukto-oligoszacharidokat a szajban
eléforduld Streptococcus mutans nem bontja, igy nem képzddnek savak, tehat nem
okoznak fogszuvasodast [ROBERFROID, 2001].

A frukto-oligoszacharidok beviteli doézisdt a human tanulméanyokban
4-15 g/nap tartomanyban adjdk meg [ROBERFROID ¢és GIBSON, 2002].
BUDDINGTON ¢és munkatarsai [1996] human klinikai vizsgalatok soran kimutattak,
hogy mar 4 g neosugar/nap fogyasztasa is pozitiv hatast gyakorolt a fekalmikrobiota
Osszetételére, valamint csokkent néhany reduktiv enzim aktivitdsa is. RAO [1999] a
frukto-oligoszacharidok optimalis mennyiségét napi 4 g-ban hatarozta meg egy in vitro
kisérlet alapjan. BOUHNIK és munkatarsai [1998] a rovid lancu FOS optimalis aranyat,
ami még nem okoz kellemetlen tlineteket, de mar jelentdsen ndveli a székletbol

kimutathat6 bifidobaktériumok szamat 10 g/nap adagban adjak meg.

2.2.2.1.5 Palatinéz (izomaltul6z)

A palatinéz szerkezete 6-O-o-D-gliikopiranozil-D-fruktofuran6z. Szachar6zbol

allitjak eld rogzitett o-gliikoziltranszferdz /izomaltuldz szintdz enzim segitségével. Kis
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kaloriatartalmt édesitoként hasznaljak. Nem okoz fogszuvasodast (Streptococcus
mutans nem képez savat az izomaltul6zbdl), lebomlik a vékonybélben, ezért nem
prebiotikus hatast. Azok a palatindz oligoszacharidok, amelyek a palatinoz
intermolekularis dehidrataciojakor keletkeznek emésztetleniil érik el a vastagbelet és

stimulaljak a bifidobaktériumok szaporodasat [NAKAJIMA ¢s NISHIO, 1993].

2.2.2.1.6 Izomalto-oligoszacharidok
Az izomalto-oligoszacharidok mind o(1—6) mind a(1—4) glikozidos kdtéssel

kapcsolodo gliikdéz molekuldkbdl épiilnek fel. Eldallitasuk keményitdbdl torténik. Az
elsd 1épésben a keményitdt elfolyositjak a-amildzzal, ezutan az elfolyositott keményitot
B-amildzzal és a-gliikozidazzal kezelik. A B-amildz a keményitét malt6zza hidrolizalja,
az a-gliikkozidaz transzgliikozidaz aktivitasa révén izomalto-oligoszacharidokat allit eld.
Az izomalto-oligoszacharidok  bizonyitottan tdmogatjdk a bélben a
bifidobaktériumok szaporodasat [KOHMOTO et al.,, 1988.]. Hatdsaik a széklet
Osszetételére: csokkentik a pH-t, a rovid szénlancu zsirsavak mennyiségét novelik,
csokkentik a karos végtermékek (fenol, indol, szkatol, 4-etilfenol) mennyiségét.
Fogszuvasodés gatld hatdsuak. Enyhén édeskés iziiek, édesitd erejilk a szachar6zénak
kb. fele. Viszkozitasuk kicsi: a keményit6szirup és a cukor viszkozitasa kozott van. Az

¢lesztok nem erjesztik [YATAKE, 1993].

2.2.2.1.7 Gentio-oligoszacharid
A gentio-oligoszacharid gliikoz egységekbdl B(1—6) glikozidos kotésekkel épiil

fel. Gliikoz szirupbol transzgliikozilalassal allitjdk eld. Nem bomlik le a felsd
emésztOtraktusban, és tdmogatja a bifidobaktériumok és laktobacilluszok szaporodésat.

Igen kis mennyiségben allitjak eld. Alkalmazasa még nem elterjedt.

2.2.2.1.8 Szobjaoligoszacharidok (SZO)
Az un. szojaoligoszacharid szirup vizoldhaté foleg mono-, di-, tri-, ¢és

tertaszacharidokbdl all, f6 alkotdja a raffindz és a sztachioz. A szdjafehérje gyartasanal
keletkez szojababsavobol nyerik. Edes izii, édesitéereje a szacharézénak kb. 70-75%-a.
Viszkozitdsa nagyobb, mint a szachardz vagy a fruktéz szirupnak. Fagyaspontja a
szacharozéval megegyezd, 160 °C-ig héstabilis. Egy in vitro kisérletben a B. bifidum
kivételével tamogatta a bifidobaktériumok szaporodasat. Egy in vivo kisérletben,

melyben 10 g/nap adagban fogyasztottak, kimutattdk, hogy a bélsarban nétt a
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bifidobaktériumok szédma, a karos enzimek (azoreduktaz,

B-glukuronidaz) aktivitasa csokkent [KOGA et al., 1993].

2.2.2.1.9 Xilo-oligoszacharidok (XO)
A xilo-oligoszacharidok xiloz egységbdl felépiild oligomerek. Gyartasukat ipari

méretekben lignocellulozt tartalmazo anyagbol (LCM) végzik. A lignocellul6zok harom
polimerbdl épiilnek fel: lignin, celluloz, hemicelluléz. A XO tipikus nyersanyagai:
keményfa, kukoricacsutka, szalma, kipréselt cukornad, gyapothéj, malata préselvény,
korpa, mogyorohéj. A XO gyartdsa soran a xildnban gazdag nyersanyagbol a xilanvaz
néhany heterociklikus éterkotését hidrolizaljak, amely soran alacsonyabb polimerizacios
foku terméket kapnak. A XO-at gyakran hasznaljak élelmiszeriparban jo technologiai
tulajdonsagai és egészségmegdrzd hatdsa miatt. A xilobidz édesitdereje a szacharozénak
30%-a. Igen nagy elénye a XO-nak a tobbi oligoszacharidhoz képest, hogy igen széles
pH tartomanyban (2,5-8,0) és magas homérsékleten (100°C) is stabilak. A xilobioz
vizaktivitdsa nagyobb, mint a xil6z¢, de kozel azonos a glikézéval. A XO tovabbi
tulajdonsagai, hogy nincs mellékiziik, nem karcinogének és kis kaloriatartalmuak.

Az emésztdenzimekkel végzett kisérletekben bizonyitottdk, hogy a xilobiéz nem
bonthaté nyal, hasnyal, gyomornedv altal. In vivo patkdnykisérletekben fogyasztasuk
novelte a bifidobaktériumok szdmat és a rovidszénlancu zsirsavak mennyiségét a
bélsarban. A legtdbb Bifidobacterium képes volt hasznositani a XO-t, mig az E.coli és
klosztridiumok nem. A XO-at Japanban mar hasznaljdk funkcionalis élelmiszerekben,
t6bb mint 60 vallalat, t5bb mint 100 termékében megtalalhato [VAZQUEZ et al., 2000].

A 12 osztalyon kiviil megemlithetjik még az Ujonnan megjelend
gliikooligoszacharidokat. Az a-gliiko-oligoszacharidot (GOS) enzimatikus szintézissel
allitjak elé a Leuconostoc mesenteroides gliikkoziltraszferdz enzimének segitségével. Az
enzim a szachardzrél glikézt visz a maltdzra, az emésztéenzimekre rezisztens, egyes

bifidobaktériumok képesek hasznositani [DJOUZI et al., 1995].

2.2.2.2 Rezisztens keményiti (RS)

Néhany keményitorél, mely nem emésztdédik a vékonybélben bebizonyitottak,
hogy prebiotikus tulajdonsdgai vannak ¢és igy funkciondlis ¢lelmiszeradalékként
alkalmazhatok [CUMMINGS ¢és BINGHAM, 1987; CUMMINGS et al., 1996;
FERGUSON et al., 2000; GERMAN et al., 1999; GREENAWAY ¢s ANDREWS,
2000a-b].
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Szamos kutatast végeztek mar ezen a teriileten, melyekben bizonyitottak a
rezisztens keményitd funkcionalis tulajdonséagait, amelyek a kovetkezdk:
- ¢élelmirost forras
- atermék allaganak kialakitasa
- probiotikus mikroorganizmusok névekedésének eldsegitése
- probiotikus kultarak tulélésének tdmogatasa az élelmiszerekben
- megovjak a probiotikus baktériumokat az emésztérendszeren valo athaladasnal
- vastagbélben is segitik a probiotikus baktériumok szaporodasat
- segitenek csokkenteni €s eltavolitani a patogén baktériumokat
Rezisztens keményitébdl késziilt funkciondlis élelmiszerek Ausztralidban és Uj-
Z¢élandon mar évek ota kereskedelmi forgalomban vannak. Az ausztral kutatok szdmos
klinikai és taplalkozastudomanyi kisérlettel bizonyitottak, hogy szamos baktérium képes
rovidszénlanct zsirsavak szintézisével hasznositani a rezisztens keményitoket, ezaltal

biztositva az egészséges bélmiikodést.

2.2.3 Szinbiotikumok

A pre- ¢és probiotikumot egyarant tartalmazé élelmiszereket szinbiotikus
¢lelmiszereknek nevezziik. Mivel a sz6 maga is egy a szinergizmusra utal, csak abban az
esetben hasznaljuk helyesen, ha az adott prebiotikus komponens szelektiven tamogatja a
vele egyiitt 1évo probiotikumot [SCHREZENMEIR ¢és DE VRESE, 2001].

A pro- és prebiotikumok nem tehetdek minden tovabbi nélkiil egyenlévé a pro-
¢s prebiotikus élelmiszerekkel. A probiotikus élelmiszer megfeleld koncentracioban €16
probiotikus baktériumot tartalmaz ¢és elfogyasztasuk utan is igazolhaté a hatasuk. A
prebiotikus élelmiszerek szallitjak a tdpanyagot a probiotikus baktériumoknak.

A pro- és prebiotikus €lelmiszereknek szigort kritériumoknak kell eleget tenniiik.

- Alapvetd kovetelmény, hogy ne legyen az egészségre karos hatasuk. A

benniik 1év6é probiotikus baktériumoknak GRAS (Generally Regarded As
Safe) statuszunak kell lenniiik. Kétségek mertiltek fel a magas antibiotikum
rezisztenciaval rendelkezd probiotikus torzsek alkalmazédsaval kapcsolatban,
ugyanis félé hogy a rezisztencia atkeriilhet a patogén torzsekbe. Ma ez a
teriilet igen  vitatott téma az  orvosok, mikrobiologusok  és
¢lelmiszertudomannyal foglalkozok korében.

- A feltételezett hatasokat in vitro €s in vivo kisérletekben is igazolni kell. Ezek

a kisérletek szolgaltatjak az adatokat a lehetséges, egészségmegdrzés céljabol
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fontos hatdsok mechanizmuséanak felderitéséhez, vagy 1j pre-, probiotikumok
kereséséhez.

- Az, hogy a pro-, illetve prebiotikumok mekkora mennyiségben biztosithatjak
a kivant hatéast, fiigg a fogyasztott élelmiszer Osszetételétol és fizikai
allapotatol is. Egy probiotikumként kivalasztott baktériumtorzs ¢€s egy
prebiotikum kiilonbozo élelmiszerekben valé alkalmazasakor a feltételezett
hatast minden lehetséges kombinacidban bizonyitani kell.

- A pro- és prebiotikumok hatdsa bizonyos mértékben dozisfiiggd, de az
emésztés idOtartama is befolydsolo tényezd. A koncentracio, amelynél még
az OsszetevOk jotékony hatdsdval szamolhatunk, a fogyasztok egyéni
adottsagatol is fiigg.

- Tekintettel kell lenni a tarsadalom azon szegmensére, akik valamilyen
betegségben szenvednek, gydgyszeres kezelés alatt allnak, ¢és akik a
kornyezet egyes paramétereire sokkal érzékenyebbek, mint az egészséges
emberek. E kisebbség szdmara is ki kell zadrni minden, a funkciondlis
¢lelmiszerkbdl szarmazé veszélyforrast.

- Egy ¢élelmiszer eldallitasanal azonban nemcsak az egészségbiztonsagi
szempontok betartasara kell torekedni, mert az élelmiszer értéke az élvezeti
¢s taplalkozas fizioldgiai tulajdonséagaitol is fiigg [DE VRESE ¢és
SCHREZENMEIR, 1998].

2.3 Bifidobaktériumok

2.3.1 Taxonomia

A Dbifidobaktériumokat eldszor Tissier izoladlta ¢és irta le. Bacillus bifidus
communis (egyszeriibben B. bifidus) néven 1909-ben. Azota a bifidobaktériumokat mar
soroltdk a Bacillus, Bacteroides, Bacterium, Tissiera, Nocardia, Lactobacillus,
Actinomyces és Corynebacterium nemzetségekhez is. 1924-ben Orla-Jensen javasolta,
hogy a bifidobaktériumokat egy teljesen kiilonallé nemzetségbe kellene sorolni, mely a
Bifidobacterium nevet kapna. Ezt a javaslatot csak 1974-ben fogadtdk el és ekkor.
Rogosa a Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 8. kiadasaban az
Actinomycetaceae csaladon beliil 1étrehozta a Bifidobacterium nemzetséget. Ezt
megeldzden sokdig a Lactobacillus nemzetségen beliil, mint L. bifidus talalkozhatunk
veliik, ez a név tévesen még ma is szamos Ujabb kiadasu szakirodalomban is szerepel.

Jelenleg a Bifidobacterium nemzetség 32 faja ismert [BIAVATI et al., 2000].
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Ezen fajok koziil a B. dentium, a B. inopinatum ¢és a B. denticolens bizonyult
patogénnek; gennyesedést, valamint fogszuvasodast okoznak. A leglijabb kutatdsok
szerint a B. denticolens-t és a B. inopinatum-ot 0j nemzetséghez soroltdk, igy
elnevezésiik Parascardovia denticolens és Scardovia inopinatum lett [JIAN et al.,
2002]. ROY ¢és WARD [1992] kifejlesztett egy gyors tesztet, mellyel a B. dentium
elkiilonithetd az egyéb Bifidobacterium fajoktol.

Eddig a patogenitassal kapcsolatba hozhatd torzsek féleg az adolescentis-
dentium-angulatum-catenulatum csoportbol keriiltek ki, bar felel6ssé tettek mar
vérmérgezeésért B. longum-ot és agyhartyagyulladasért B. breve-t is [BONAPARTE,
1997].

Igen sok vita folyik egyes fajok azonossagardl, szamos szerzd szerint a
B. lactis azonos a B. animalis-sal [CAl et al., 2000; JIAN és DONG, 2001], valamint a B.
longum a B. infantis-sal [MEILE, et al.1997].

B. adolescentis

B. infantis B. animalis
B. dentium B. lactis
B, breve B. catenulatum
B. globosum
B. bifidum B. euniculi

B. magnum

B, coryneforme

. thermophitum

B. asteroides

B. mininum

G. vaginalis

5%

3. abra Bifidobaktériumok 16S rRNS alapjan készitett filogenetikai faja
A B. infantis reprezentalja a hozza igen kozeli rokonsagban 1évé B. longum,

B. pseudolongum és B. suis fajokat (3.abra)[MEILE ef al., 1997].

2.3.2 Eléfordulas

A Dbifidobaktériumok fontos részét képezik a melegvérii éllatok honos

mikrobiotdjanak. Megtalalhatdak az emberi emészt6- és nemi szervrendszer kiilonbozd
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részeiben [BENNO et al., 1989; BIAVATI et al., 2000; MITSUOKA, 1969; REUTER,
1963;]. Mennyiségiik fiigg az életkortol, taplalkozasi szokasoktol és az egészségi
csecsemOknél [CHARTERIS, 1997]. Eléfordulnak szennyvizekben is [LYNCH et al.,
2002; MUNOA ¢és PARES, 1988; RESNICK ¢és LEVIN, 1981].

A B. breve és a B. infantis csak az anyatejjel vagy tapszerrel taplalt csecsemdknél
fordul el6, mig a B. bifidum, B. catenulatum, B. longum, B. pseudocatenulatum mind
ujsziilotteknél, mind felnétteknél megtalalhatd, addig a B. adolescentis csak felnétteknél
[REUTER, 1963]. A vagindban B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. longum a
jellemzd, a fogaszati anyagokban a B. dentium. Az ¢életkor eldrehaladtaval a
bifidobaktériumok szdma jelentdsen lecsokken [ARUNACHALAM, 1999]. A
lakohelynek is fontos szerepe lehet a bélmikrobiota dsszetételében, a falusi embereknél
magasabb bifidobaktérium szamot talaltak, mint a varosi embereknél. [BENNO et al.,
1989]. A kiilonbozd régiokbol (Japan, Eszak-Amerika, Afrika) szarmazd emberek
anaerob mikrobiotdjaban talalhato eltérést MOORE és MOORE [1995] tanulméanyoztak.
Az allatokbol szarmazd bifidobaktériumok koziil is szdmos gazdaspecifikus: a B.
magnum, B. cuniculi csak nyulakndl, a B. suis csak sertéseknél, a B. pullorum, B.
gallinarum csirkéknél, a B. asteroides, B. indicum csak méheknél fordul el6 [BIAVATI
et al., 2000; MIKKELSEN et al., 2003].

2.3.3 Azonositas

2.3.3.1 Nemzetség szinten

1965-ben Scardovi ¢és Trovatelli fedezte fel, hogy a Bifidobacterium nemzetséget
mas baktériumoktol a legegyszertibben a fruktdz-6-foszfat-foszfoketolaz (FOPPK) enzim
jelenlétének kimutatasaval lehet megkiilonboztetni. Ez az enzim el6fordul még a
Gardnerella vaginalis-ndl [GAVINI et al., 1996], azonban az eltér6 fenotipusos
tulajdonsagok alapjan elkiilonithetdk.

A tejiparban leggyakrabban a laktobacilluszoktdl kell megkiilonboztetni a
bifidobaktériumokat. SCHLEIFER és LUDWIG [1995] 16S rRNS analizis adatai
alapjan a bifidobaktériumokat a nagy G+C tartalma (>55%) Gram pozitiv
baktériumokon beliil az Actinomycetes elagazashoz, mig a laktobacilluszokat a kis G+C
tartalma an. Clostridium elagazashoz sorolja. Egyetlen Bifidobacterium faj, amelynek

G+C tartalma 45% a B. indicum [CROCIANI et al., 1996].
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Miasok a laktobacilluszoktol valé megkiilonboztetésre olyan modszert
fejlesztettek ki, mely az oa-galaktoziddz enzim jelenlétének kimutatdsan alapul
[CHEVALIER et al., 1990; DESJARDINS et al., 1990]. LANGENDIJK és munkatarsai
[1995], valamint KAUFMANN ¢és munkatarsai [1997] a fenotipusos meghatarozas
helyett egy genetikai modszert ajanlanak, mely egy nemzetség specifikus 16S rRNS

szekvencian alapul.

2.3.3.2 Faji szinten
Jelenleg széles korben elterjedt moddszer a fermentacios tesztekkel valo faji

besorolas [CROCIANI et al., 1994; GAVINI et al., 1991; SCARDOVI et al., 1979a].
Ezek a tesztek eldzetes morfoldgiai és fiziologiai vizsgalatokat is igényelnek €s nem
mindig megbizhatéak [BIAVATI et al., 1992; IWANA et al., 1993; YAESHIMA et al.,
1991]. A hazilag készitett mikrolemezes azonositdssal gyors és numerikus osztalyzast
végezhetiink [GAVINI et al., 1991; BAHAKA et al., 1993]. Szamos szerzd beszamol a
bifidobaktériumok enzim mintdzata alapjan torténd faji besorolasarol [BAHAKA et al.,
1993, CHEVALIER et al., 1990, DESJARDIN et al., 1990, YAESHIMA et al., 1992a].

A Bifidobacterium fajok genetikai validalasdhoz SCARDOVI ¢és mtsai [1971]
DNS homologia vizsgalatot alkalmazott. Szdmos kovetdjiik akadt, akik ijabb és ijabb
homolog DNS csoportokat irtak le a Bifidobacterium nemzetségen beliill [LAUER ¢és
KANDLER, 1983; MATTEUZZI et al., 1971; SCARDOVI és TROVATELLI, 1974;
SCARDOVI ¢és ZANI, 1974; SCARDOVI ¢és CROCIANI, 1974; SCARDOVI et al.,
1979b]. Két torzs akkor sorolhat6 egy fajhoz, ha legalabb 80%-0s DNS homologia van
koztik [BIAVATI et al., 1982].

A kiilonb6zd Bifidobacterium fajok sejtfalanak murein tipusai alapjan LAUER és
KANDLER [1983] wvégzett faji besorolast. A bifidobaktériumok enzimeinek
elektroforetikus mintazata is alkalmas a faji besorolashoz. SCARDOVI és munkatérsai
[1979a-b] transzaldolaz ¢és 6-foszfogliikonat dehidrogendz (6PGD) enzimek
elektroforetikus mobilitdsat keményitd-gél elektroforézissel vizsgalta. LAUER ¢és
KANDLER [1983] a transzaldolazok mobilitasat disc-elektroforézissel poliakrilamid
gélben tanulmanyozta. A két el6z6 elektroforetikus vizsgdlat eredményeit
Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a legtobb esetben egyeznek a faji besorolasok,
jelentds kiilonbség csak a B. longum, B. infantis €s B. suis esetében talalhato. Ezen fajok
kozott igen szoros kapcsolat mutatkozik a DNS/DNS homologiajuk alapjan, tovabba
mindharom faj ugyanazt a murein tipust tartalmazza. Egyediil SCARDOVI ¢és

munkatarsai [1979a] allapitottdk meg azt, hogy a B. suis transzaldoldza gyorsabban
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mozog, mint a masik két fajé. LAUER és KANDLER [1983] a bifidobaktériumok L-
laktaz dehidrogenazat vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutott, hogy ez az izoenzim faj-,
sOt egyes esetekben torzsspecifikus, mert a DNS/DNS homoldgia alapjan 80 %-ban
hasonlit6 torzsek L-laktaz dehidrogendzanak mobilitasa eltérének bizonyult.

BIAVATI és munkatarsai [1982], tobb mint 1000 torzset vizsgaltak az oldhato
sejtfehérjék poliakrilamid gél elektroforetikus mintazata alapjan. Az adatokat a
DNS/DNS homologia vizsgalat adataival vetették 6ssze. Szoros korrelaciot allapitottak
meg a két vizsgélat eredményei kozott.

A 16S rRNS analizis is megfelel6 modszer a nemzetségen beliili rokonsag
megallapitdsdhoz. LEBLOND-BOURGET ¢és munkatarsai [1996] a 16S rRNS
szekvencia alapjan megalkottdk a Bifidobacterium fajok filogenetikus fajat és
egybehangzoan mas kutatdcsoportokkal arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kozeli
rokonsagban 1€v6 fajokat ezzel a mddszerrel nem lehet elkiiloniteni [CLAYTON et al.,
1995; FOX et al., 1992; STACKEBRANDT ¢és GOEBEL, 1994].

YAMAMOTO munkatarsaival [1992] 16S rRNS szekvencia alapjan
oligonukleotid probakat tervezett és hibridizacio segitsével a fontosabb humén fajok: B.
adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis és B. longum kOzvetlen azonositasara
alkalmasnak itélt. MATSUKI és munkatarsai [1998a-b] 16S rRNS szekvencia alapjan
szintén létrehozott fajspecifikus (B. longum, B. infantis, B. dentium, B. gallicum)
probakat a vastagbél mikrobiotdjaban el6forduld fajok azonositdsara. BRIGIDI és
munkatarsai [2000] 16S rDNS célzott szekvencia PCR-rel Bifidobacterium torzseket
hatdroztak meg taplalékkiegészitokbol és human bélsarbol az Aaltaluk kifejlesztett
torzsspecifikus rDNS primerekkel. Ezzel a technikaval végeztek még azonositést
MATSUKI és munkatarsai [1998a-b], valamint VENTURA és munkatarsai [2001b] is.

Az tRNS gén restrikciés mintdzata alapjdn szintén végezhetd faji azonosités
[MANGIN et al., 1994, 1999; McCARTNEY et al., 1996; VENTURA et al., 2001a]. A
restrikcios fragment polimorfizmust kombindlhatjuk a pulzalo gél elektroforézissel
(PFGE), ami valoszinii a legdiszkriminativabb technika torzs szinten (McCARTNEY et
al., 1996). SATOKARI ¢és munkatarsai [2001] az amplifikalt 16S rDNS denaturald
gradiens g¢l analizisével végezték bifidobaktériumok azonositésat.

LEBLOND-BOURGET ¢s munkatarsai [1996] leirtdk, hogy a 16S-23S rDNS
koztes szakaszanak evolicids rataja tizszer nagyobb, mint a 16S rDNS-¢. Ezt a szakaszt
ITS (internally trancribed spacer) szakasznak hivjak. 29 Bifidobacterium torzzsel

elvégezve a vizsgalatot megallapitottdk, hogy a torzsek jol azonosithatok ezzel a
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modszerrel. KOK ¢és munkatarsai [1996] szintén ezt a technikdt hasznaltak
Bifidobacterium torzsek csecsemdbélsarbol valo azonositasara.

Habér igen sokan és sokféle modszert fejlesztettek ki bifidobaktériumok faji
szinten valé azonositasahoz, nem létezik egy altalanosan hasznalatos modszer
[TANNOCK, 1999]. A fenti mddszerek tovabba idé és koltségigényesek, valamint

nehezen végezhetdk rutin laborokban.

Fourier transzformacids infravords spektroszkopia (FTIR)

Mikroorganizmusok azonositasara FTIR moddszerrel el6szor NAUMANN és
munkatarsai [1994] tettek javaslatot. A baktériumok FTIR spektruma egy ujjlenyomat
szeri mintazat, mely reprodukélhatdé és fajspecifikus. A spektrum reprezentdlja a
sejtkomponensek teljes Osszetételének, ugy mint fehérjék, membranok, sejtfalalkotok és
nukleinsavak infravorés abszorbancia mintazatdit. Ha rendelkezésiinkre all egy
széleskorli spektrum referencia konyvtar, ezzel a mddszerrel egy ismeretlen
mikroorganizmus nagyon konnyen és gyorsan azonosithaté [HELM et al., 1991 ]. Ilyen
spektumkonyvtarakat azonban még csak a Lactobacillus nemzetség egyes csoportjaira
[CURK et al., 1994], Listeria nemzetségre [HOLT et al., 1995; LEFIER et al., 1997],
actinomicetdkra [HAAG et al, 1996], streptokokkuszokra, enterokokkuszokra
[GOODRACE et al., 1996], a Bacillus cereus csoportra [BEATTIE et al., 1998, LIN et
al. 1998], élelmiszereredetii élesztékre [KUMMERLE et al, 1998] és korineform
baktériumokra [OBERREUTER et al., 2001] hoztak 1étre.

2.3.4 Morfologia

A sejtek kiilonféle alakjai: rovid, vékony, szabalyos, kokkoid szerli vagy hossza
palcak gyenge gorbiilettel vagy kidudorodassal, kiilonféle elagazassal; cstucsos, vékony,
kettéagazo, bunkds bot alaki vagy simitott véggel; egyedi vagy sok sejtbdl allo
lancolattal; csillag vagy V alakba rendez6dott aggregatumokkal. A sejtek szabalytalanul
festddnek metilénkékkel. A telepek sima feliiletlieck, domboraak, ép széliek, sziniik a
krém szintitdl fehérig eléfordulhat; fénylok és lagy konzisztenciajtak.

A sejtmorfoldgiat és valtozatait kiilonbozd tenyésztési koriilmények kozott
vizsgaltak [REUTER, 1963; SCARDOVI, 1981]. A kiilonféle helyekrol izolalt, Gjonnan
felfedezett fajok lehetévé teszik, hogy tisztabb képet alkothassunk a nemzetség
morfologiajardl. A nagy szamu TPY (Trypticase-Phytone-Yeast extract) taptalajra
leoltott, anaerob koriilmények kozott (GasPak system, BBL) tenyésztett mintak
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sejtmorfologiainak Osszehasonlitdsa azt mutatja, hogy néhany fajnak maghatarozott
alakja vagy rendezettsége van, mely segithet a felismerésiikben. Jellemz6 példak, hogy a
B. bifidum fajra jellemz6 az amfora alak, a B. magnum a legnagyobb, a B. asteroides

pedig csillag alaku elrendez6dést mutat.

2.3.5 Sejtfalszerkezet

A Dbifidobaktériumok sejtfalszerkezete tipikus Gram pozitiv szerkezet, vastag
peptidogliikan (murein) résszel, ami poliszacharidokat, fehérjéket és teichonsavat
tartalmaz. A bifidobaktériumok murein szerkezete a Lactobacillus és az Actinomyceta
nemzetségekkel mutatja a legkozelebbi rokonsagot. A Bifidobacterium és a
Lactobacillus nemzetségek kozotti eltérések a poliglicerin foszfolipidekben és aminoacil
foszfatidilglicerinekben rejlenek [SCARDOVI, 1981]. A sejtfalszerkezet kémiai
Osszetétele fajonként eltérd, ezt faji azonositashoz is hasznaljak [LAUER és KANDLER,
1983]. ANDALOUSSI ¢és munkatéarsai [1995] tejben, valamint pepton-élesztokivonat-
laktéz taplevesben B. longum extracellularis poliszacharid termelését mutatta ki. A
kivalasztott polimer gliikoz, galaktéz ¢€s kis mennyiségben hangyasavbol ¢és
hex6zaminbol all. A lipoteichonsav poliszacharid lancokkal létesit kapcsolatokat és

fontos a baktériumsejt bélfalhoz val6 tapadasi képességében.

2.3.6 Fiziolégiai tulajdonsagok

A bifidobaktériumok Gram-pozitiv, nem savtiird, sporat nem képezd, nem mozgd

baktériumok [SCARDOVI, 1981].

2.3.6.1 Atmoszférikus igények

Habar a bifidobaktériumok anaerob mikroorganizmusok, a kiilonb6z6 fajok
oxigéntoleranciaja eltérd lehet. A B. indicum és a B. asteroides fajokon kiviill nem
képesek a hidrogén-peroxidot a kataldz enzimmel bontani. A hidrogén-peroxid pusztitd
hatasa a fruktoz-6-foszfat-foszfoketolaz enzim inaktivalasan alapul [SCARDOVI, 1981].
A bifidobaktériumok a glilkdzanyagcsere soran a NAD-ot NADH-va redukaljak.
Molekularis oxigén jelenlétében a NADH-oxiddz H,0,-vé redukdlja az oxigént. Ez a
hidrogén-peroxid kiszabadul a sejtb6l és a NADH-peroxidaz vizzé redukalja. Ha ez
utobbi enzim aktivitdsa nem elég nagy, a hidrogén-peroxid nem tud széthasadni és
toxikus lesz a bifidobaktériumokra. A bifidobaktériumok oxigéntolerancidjat az
oxigénérzékenységért felelds enzimek aktivitdsanak mérésével igyekeztek igazolni. A

NAD-oxidaz ¢és a NAD-peroxidaz aktivitasa forditottan aranyos az oxigéntoleranciaval.
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Amig példaul a B. infantis, B. breve, B. longum részleges levegdbetuvas alatt is képesek
jelenlétében gatolt, és valoban ennek a fajnak a fenti haromhoz képest alacsonyabb

NAD-oxiddz és NAD-peroxidaz aktivitdsa van [SHIMAMURA et al., 1992].

2.3.6.2 Homérséklet és pH igények

A Dbifidobaktériumok optimalis szaporodasi hémérséklete 37-43 °C kozott
valtozik, de képesek 25 °C alatt és 45 °C felett is novekedni [SCARDOVI, 1981].
GAVINI és munkatarsai szerint [1991] a 45 °C feletti tenyésztéssel az allati és a human
eredetli torzsek elkiilonithet6k, a human torzsek ugyanis nem képesek 45 °C felett
szaporodni. A DONG ¢és munkatarsai [2000] 4altal leirt 10; faj, a
B. thermacidophilum, képes 49,5 °C-on is szaporodni.

Az optimalis pH 6,5-7,0. pH=5,0 alatt, illetve pH=8,0 felett nem vagy csak igen
kismértékili szaporodast jegyeztek fel [SCARDOVI, 1981].

2.3.6.3 Tapanyagsziikséglet

Szénforrasként a bifidobaktériumok karbonatokat, bikarbonatokat igényelnek.
Szerves savakat, zsirsavakat nem hasznalhatunk effektiv szénforrasként.

A Dbifidobaktériumok nitrogénforrasként képesek hasznositani az ammoénium
sokat. Kivételek: B. suis, B. magnum, B. choerinum, B. cuniculi, melyek nem képesek
szerves nitrogén nélkiil szaporodni. Azok a fajok, melyek képesek a szerves nitrogén
nélkiili szaporodasra, jelentds mennyiségli aminosavat valasztanak ki a taptalajba.
Példéaul a B. bifidum 150 mg/liter treonint képes termelni. Mas aminosav termeld fajok:
B. thermophilum, B. adolescentis, B. dentium, B. animalis, B. infantis. Ezek
leggyakrabban alanint, valint és aszparaginsavat termelnek. Eldallitottak olyan analog
rezisztens mutansokat, melyek megndvekedett izoleucin és valin termelést mutatnak
[SCARDOVI, 1981].

A purin és pirimidin vegyiiletek nem esszencidlisak. A cisztein l1étfontossagu,
nem valthatdé ki metioninnal, homociszteinnel vagy hasonld vegyiiletekkel. Egyes
szerzOk szerint a B vitaminok koziil csak a biotin és a kalcium-pantotenat esszencialis,
mig masok arrdl adnak szdmot, hogy a bifidobaktériumok a riboflavin kivételével
képesek B vitaminokat szintetizalni, és igy a riboflavin az amely igazi novekedési faktor
a bifidobaktériumok szdméara. Vitaminigényiiket tekintve a bifidobaktériumok heterogén
csoportnak mutatkoznak, vitaminigényiik nincs Osszefiiggésben a fajok természetbeni

eloszlasaval [BIAVATI et al., 1991a, SCARDOVI,1981].
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2.3.6.4 Bifidofaktorok

Bifidofaktoroknak nevezziikk azokat az anyagokat, melyek eldsegitik a
bifidobaktériumok szaporodéasat, de nem esszencidlisak szdmukra. A bifidofaktor
fogalmat mar a Rompp Vegyészeti Lexikon 1960-as kiadasaban is megtalalhatjuk.

Igen fontos bifidofaktorok a tejbdl szarmazéd glikoproteinek. Szdmos olyan
N-acetil-gliikbzamint tartalmazé szacharidot (pl. lakto-N-tetradz, lakto-N-fukopenta6z I
¢s II, lakto-N-neotetradz, lakto-N-difukohexadéz 1 ¢és II, lakto-N-difukodekaoz)
azonositottak az anyatejben, mely eldsegiti a bifidobaktériumok ndvekedését.
Bifidofaktorokhoz soroljuk az anyatej oligoszacharidjain kiviil az alfa-galakto-
oligoszacharidokat (raffin6z, sztachi6z) a frukto-oligoszacharidokat, a transzgalaktozilalt
oligoszacharidokat ¢és a laktulozt is. AKIYAMA ¢és munkatarsai szerint [1992] a
depolimerizalt algindtok is segitik a bifidobaktériumok ndvekedését. Kisérletilkben
bifidobaktériumokat szaporitottak sovany tejben, melyet kiegészitettek alginattal,
depolimerizalt alginattal, laktoszukrozzal, galakto-oligoszachariddal. Azt tapasztaltak,
hogy a vizsgalt prebiotikumok koziil a depolimerizalt alginat tamogatta a legnagyobb
mértékben szaporodasukat.

A szénhidrat alapt bifidofaktorokon kiviil a peptidek is lehetnek bifidogén
hatastak [PETSCHOW ¢és TALBOTT, 1990; POCH ¢és BEZKOROVAINY, 1988].
frakciokat nyertek, melyek szintén bifidofaktor hatastinak bizonyultak. Ezeknek a
frakcioknak kb. 60-70%-a szénhidrat: galaktoz, gliikozamin, galaktézamin, szialsav, €s
fukdz. Az emberi szervezetben az emésztés soran kazein hidrolizise révén keletkeznek,
nem szivodnak fel a vékonybélben, hanem eljutnak a vastagbélig, ahol a hasznos
bélbaktériumok tapanyagaul szolgalnak. A legtobb bifidofaktor kazein eredetii. Ha a
huméan eredetli kazeint pepszinnel vagy kimozinnel hidrolizjdk, nodvelhetd a
bifidofaktor hatas [IBRAHIM, 1994]. A kappa-kazeinbdl szarmazo6 glikomakropeptid
(GMP) szintén fontos bifidofaktor, tehat mind a glikoproteinek, mind a polipeptid
lancok fontos alkotorészei a bifidofaktoroknak. Egy in vitro kisérletben bizonyitottak,
hogy a B. infantis és a B. longum j6l nétt human eredetii kazeinen, de tehéntej eredetiin
kevésbé. Ez valoszinilileg azzal magyaradzhatd, hogy eltérd a két kazein oligoszacharid
Osszetétele: a bovinkazeinnek sokkal alacsonyabb a szénhidrattartalma [MODLER,
1994]. Az enzimesen emésztett savofehérjéket ajanljak savanyitott tejtermékek
készitésénél bifidobaktériumok szaporodasanak eldsegitésére. IBRAHIM  és

BEZKOROVAINY [1994] Osszehasonlitotta az a-laktalbumin,
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B-laktoglobulin, triptikdz-szdja tapleves, phytone pepton, €lesztd-, hlis- €s malatakivonat
bifidobaktériumok novekedésére gyakorolt hatasat. Az élesztOkivonat és a két

savofehérje novelte a leginkabb a szaporodast.

2.3.6.5 Szénhidrdatmetabolizmus
A bifidobaktériumok szacharolitikus baktériumok, minden torzs képes erjeszteni

a glikdzt, a galaktdzt és a fruktozt. ROY és WARD [1990] kifejlesztett egy gyors
gazkromatografids modszert a szénhidratmetabolizmus mennyiségi meghatarozasara. A
bifidobaktériumok szénhidratanyagcsere utja kiilonbozik mind a homo-, mind a
heterofermentativ baktériumokétdl. Az aldoldz és a gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz
enzimek hianya eleve kizarja, hogy a gliikozt a glikolizis vagy a hex6zmonofoszfat tton
bontsdk. A fent emlitett enzimek helyett a bifidobaktériumok frukt6z-6-foszfat
foszfoketolaz enzimet (EC 4.1.2.22) termelnek, amely a bifidus ut (frukt6z-6-foszfat t)
els6 enzime, a frukt6z-6-foszfatot acetilfoszfatta és eritroz-4-foszfattd hasitja. A
cukorlebontds végterméke: ecetsav €s tejsav 3:2 molaris aranyban, bar egyes torzsek
tobb ecetsavat és kevesebb tejsavat termelnek. Az ecetsav és tejsav elméleti 1,5:1-0s
aranya azonban alig talalhaté meg a Bifidobacterium tenyészetekben, ugyanis a piruvat
foszforilitikus hasitasa hangyasavra €s acetil foszfatra, valamint az acetil foszfat etanolra
torténd redukcidja gyakran megvaltoztatja a fermentacid egyensulydt az ecetsav,
hangyasav és etanol javara. Ha X a keletkez0 hangyasav mennyisége, az altaldnos

reakcidegyenlet a kovetkez6képpen alakul:

gliikkoz — (1,5+0,5x)*ecetsav + (1,0-x)*tejsav + 0,5x*etanol + x*hangyasav

Szén-dioxidot nem termelnek (kivéve gliikkonat bontasakor). Kis mennyiségben
hangyasavat, etanolt és borostyankdsavat is termelnek. A vajsav és a propionsav
termelése nem jellemzé. BARCENILLA ¢és munkatarsai [2000] izolaltak egy
butirattermeld Bifidobacterium torzset, amit B.longum/infantis fajként azonositottak.
Leoir galaktdz anyagcsere utjanak enzimei -galaktokinaz (EC 2.7.1.6), hex6z-1-foszfat
uridililtranszferaz (EC 2.7.7.12) és UDP galakt6z-4-epimerdz (EC 5.1.3.2)- konstitutivak
gliikézban szaporitott Bifidobacterium tenyészetekben, mig mas mikroorganizmusokban
ezeket az enzimeket galaktéz és fukdz indukélja. Az UPD galaktoz-pirofoszforilaz
jelenléte arra utal, hogy a human eredetii nemzetség fajaiban a galaktdéz Utnak egy

alternativ lehetdsége is miikodik.
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A foszfoenol-piruvat oxalacetattd torténd enzimes karboxilalasat vizsgéalva
Osszehasonlitottak néhany -humdén fekalidbol és méhektdl szarmazd- Bifidobacterium
fajt Actinomyces bovis és Actinomyces israelii torzsekkel: a bifidobaktériumoknal a
reakcid a foszfat akceptortol fiiggetlen és irreverzibilis volt, mig az Actinomyces-eknél

ez az inozintol vagy guanozin-difoszfattol fliggott [SCARDOVI, 1981].

2.3.6.6 Proteolitikus anyagcsere
A B. bifidum, B. thermophilum, B. adolescentis, B. dentium, B. animalis és B.

infantis képesek alanint, aszparaginsavat, valint és treonint termelni in vitro
korilmények kozott [SCARDOVI, 1981]. A bifidobaktériumok proteolitikus
enzimrendszerét részletesen EL-SODA [1992] tanulmanyozta. A B. infantis, B. longum
és B. adolescentis fajoknal aminopeptidaz, dipeptidaz, tripeptidaz és karboxipeptidaz

aktivitas jelenlétét irtak le.

2.3.7 Biokémiai jellemzék

A bifidobaktériumok kataldz negativak, kivéve a B. indicum és B. asteroides
torzseket, melyek katalaz pozitivak amikor levegd jelenlétében ndnek, akar adagolunk
hemint akidr nem. Az ammoniat altaldban nitrogénforrasként hasznositjak. Ureaz
aktivitasra 21 faj 414 torzsét vizsgaltdk. A legerdsebb ureaz aktivitasu torzsek a B. suis
fajhoz tartoztak, melyek tobb mint 80 %-a mutatott aktivitast. A B. cuniculi kivételével
minden fajnal talaltak uredz aktivitdst. A human Bifidobacterium fajokhoz tartozéd B.
breve, B. longum torzseinek csak 10 %-a mutatott uredz aktivitast, a B. bifidum faj
torzsei ennél is kevesebben. A bifidobaktériumokra nem jellemzd a nitratredukeio,
azonban a lizalt vordsvértestek jelenlétében szaporodd sejtek képesek erre. Ezen
novekedési koriilmények kozott citokrom b és citokrom d szintetizalodik [SCARDOVI,

1981]. A zselatint nem folyositjak és indol negativak.

2.3.8 Antibiotikum rezisztencia

Altalanossagban elmondhatd, hogy a Bifidobacterium fajok rezisztensek a
kanamycin, a neomycin, a streptomycin, a polymyxin, a gentamicin, a nalidixin sav és a
metronidazol antibiotikumokkal szemben. Az oleandomycin, a lincomycin, a
clindamycin, a vancomycin, a penicillinG, az ampicillin, az erythromycin, a bacitracin, a
chloramphenicol, a nitrofurantoin antibiotikumok erésen gatld6 hatastiak a
bifidobaktériumokra. A tetraciklin érzékenység in vivo és in vitro koriilmények szerint

valtozd. A Bifidobacterium nemzetség fajai tehat egyforma érzékenységet mutatnak a
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legaltalanosabban hasznalt antibiotikumokkal szemben. Azonban a polymyxinnel
szembeni érzékenység eltérd a fajok kozott, 10-500 pg/ml antibiotikum tartomanyban. A
bifidobaktériumok antibiotikum rezisztencidjat szdmos kutatdé vizsgéalta [LIM et al.,
1993; CHARTERIS et al., 1998c; TEMMERMAN et al, 2002]. CHARTERIS és
munkatarsai [1998c¢] altal vizsgalt Osszes torzs érzékeny volt ampicillin, penicillin G,
erythromycin, cefalosporin, bacitracin, chloramphenicol, clindamycin ¢és tetraciklin

antibiotikumokra.

2.3.9 Antagonista hatas

A bifidokabtériumok egyik igen fontos tulajdonsaga, hogy gatolni képesek mas
mikroorganizmusok szaporodasat. Antagonista hatisukat szdmos patogén ellen,
Salmonella, Listeria, Campylobacter, Shigella és Vibrio cholerae leirtdk [GIBSON ¢és
WANG, 1994a]. A gatlasi mechanizmus féleg a rovidszénlanch zsirsavak (ecetsav,
tejsav) termelésén alapul [[BRAHIM és BEZKOROVAINY, 1993a] bar néhany torzsnél
leirtak olyan antimikrobidlis anyagok és bakteriocin (Bifidocin B) termelését, melyek
széles spektrumban hatdsosak mind Gram pozitiv, mind Gram negativ baktériumokra
[BIAVATI et al., 2000]. Az ecetsav bakteriosztatikusabb a tejsavnal azonos pH
koriilmények kozott. Az, hogy a bifidobaktériumok -ellentétben a joghurtban eléfordulo
egyéb baktériumokkal- ecetsavat is termelnek, magyardzza azt a tényt, hogy nagyobb
gatld hatasuk van a karos baktériumokra. FUIIWARA ¢és munkatarsai [1997] emberi
bélnyalkahartya GA1 sejtjén végzett kisérletben bizonyitottdk, hogy egyes
Bifidobacterium fajok altal termelt fehérje eredetii faktor —melyet a folyadéktenyészet
feliiliszdjabol nyertek- gatld hatassal van az enterotoxikus E. coli (ETEC) PB 176-o0s
torzs kitapaddsara. BERNET ¢és munkatarsai [1993] 13 Bifidobacterium torzsnél
vizsgaltak azt, hogy van-e hatdsuk a hasmenést okozd karos baktériumokra.
Kisérleteikben egyes vizsgalt Bifidobacterium torzsek az enterotoxikus €s enteropatogén
E. coli-ra, Y. pseudo-tuberculosis-ra és a S. typhimurium fajokra gatlé hatast mutattak.
LEE ¢és munkatarsai [2003] egészséges csecsemd bélsarabol izolalt bifidobaktériumokat
szkrineltek a Clostridium difficile elleni antimikrobas hatasuk alapjan. A C. difficile igen
fontos kérhazi patogén, mely felels az antibiotikum fogyasztassal tarsuld hasmenésért.

A gatlast mutato torzseket B. infantis-ként azonositottak.

2.3.10 Adherencia
A kolonizacio, a bél nyalkahartydjahoz valdé tapadas elényt jelent a

probiotikumként alkalmazott torzseknél. Az ember bélmikrobiotajanak Osszetétele az
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¢let folyaman valtozik. Sziiletéskor az emésztorendszer steril, de a sziilcsatornabol és a
kornyezetbdl szarmazd mikroorganizmusok gyorsan benépesitik. Az elséként megjelend
mikroba az E. coli. Ez a baktérium lecsokkenti a redoxpotencialt, igy az anaerobok is
képesek kolonizalni. Ezen anaerobok k6zé tartoznak a bifidobaktériumok. Az anyatejben
levo bifidofaktoroknak ¢€s a tapszerekben levd transz-galaktozilalt oligoszacharidoknak
koszonhetden valik uralkodova a csecsemd bélsarban a Bifidobacterium populacio. Az
elvélasztds utan, a taplalékok drasztikus megvaltozasaval csokken a bifidobaktériumok
szama ¢és allando szinten marad a felnétt életkorban, majd idds korban jelent6sen
lecsokken. Az életkor jelentésen befolyasolja a probiotikus torzsek tapadasat. 1dos
személyeknél azzal magyardzzdk a bifidobaktériumok csokkend szdmat, hogy a
bélnyalkahartya valtozadsa miatt azok kevésbé képesek megtapadni. OUWEHAND ¢és
munkatarsai  [1999] kereskedelmi forgalomban starter kulturaként kaphato
Bifidobacterium torzsek tapadoképességét vizsgaltak az altaluk preparalt, kiilonbozo
¢letkoru egyedek nyalkahartyajan. In vitro kisérleteik eredményei is azt mutattak, hogy
idés emberekt6l szarmazd preparatumokhoz kevésbé tapadnak ezek a torzsek.
Megvizsgaltdk azt is, hogy a taplalkozassal befolyasolhatd-e a probiotikus torzsek
tapadasa. Az alacsony ill. magas rosttartalmi étrend nem befolyasolta jelentésen a
bélsarban kivalasztott nydlka (mucus) tapadasi feliiletét, de a magas rosttartalma
étrenden 1évok tobb bélsar nyalkat (mucus) termeltek [OUWEHAND et al., 2000].
PEREZ ¢s munkatérsai [1998] azt talaltak, hogy azok a torzsek, melyek agglutinalodo
tulajdonsaggal rendelkeznek, jobban tapadnak a human szdvettenyészetekhez valamint,
hogy a hidrofobicitds is sziikséges a tapadashoz. Amikor az elektrosztatikai toltés
negativ a sejt feliiletén, a sejtek nagyobb mértékben mutatnak autoagglutinaciét. Savas
pH-n a sejtek konnyebben agglutindlodnak, tehdt jobban tapadnak a human
szovettenyészethez. BERNET és munkatarsai [1993] 13 Bifidobacterium torzs tapadasi
képességét human vastagbélbdl szarmazo Caco-2 sejttenyészetben pasztazo
elektromikroszkoppal vizsgalva azt tapasztaltak, hogy a baktériumok a Caco-2 sejtekhez
tapadtak, anélkiil, hogy azokat karositottdk volna. Megallapitottdk, hogy a
bifidobaktériumok tapadasdhoz nem sziikséges kalcium. Talaltak azonban egy
fehérjeszerti fajspecifikus faktort, amely szerepet jatszott a tapadasban, ezt a baktérium
sejtben ¢€s a sejttenyészet feliiliszdjaban is kimutattak. Bifidobacterium longum torzsek
esetében megallapitast nyert, hogy a Caco-2 sejtekhez torténd tapadasuknél fontos

tényez0 azok autoaggregalddasi képessége €s hidrofobicitasa is [DEL-RE et al., 2000].
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A B. infantis olyan poliszacharidokat termel, melyek a bélhamsejtekhez torténd
tapadasat segitik. A bifidobaktériumok lipoteichoinsav 4altali tapaddsa fiigg a
koncentraciotol és a kontaktid6tol. A bélhamsejt és a baktérium kozotti kdlcsonhatas a
lipoteichoinsav Osszetételétol is fiigg, minél tobb zsirsavat tartalmaz, annal jobb a

tapadas [ARUNACHALAM, 1999].

2.4 Bifidobaktériumok élettani hatasai

Ahhoz hogy az ¢élelmiszerrel bejutatott bifidobaktériumok ki tudjak fejteni
hatasukat a vastagbélben, tal kell hogy ¢ljék a gyomor-vékonybél tranzitot. A
gyomorban erds savas hatasok (pH=2-3) érhetik kb. 90 percen 4t, majd a vékonybélben
az epesavak mard hatasanak kell ellenallniuk. BERRADA ¢és munkatarsai [1990] in vitro
¢s in vivo koriilmények kozott is tesztelték a taléloképességiiket, s az eredmények kozott
csak kis eltérést tapasztaltak. Megallapitottdk, hogy eltekintve néhany kivételtdl a
bifidobaktériumok talélése az emésztétraktusban 4ltaldban jo, de torzsfiiggd
[POCHART et al., 1992]. IBRAHIM ¢s BEZKOROVAINY [1993b] epeso (natrium-
glikokolat) jelenlétében tanulmanyozva a bifidobaktériumok talélését megallapitottak,
hogy az altaluk vizsgalt torzsek tulélik a fiziologiai, s6t a magasabb epesdkoncentraciot.
CHARTERIS ¢és munkatarsai [1998b] egy in vitro médszert fejlesztettek ki az emberi
bélcsatorna fels6 szakaszaban uralkodd viszonyok modellezésére. A gyomornedvet
pepszinnel ¢és natrium-kloriddal, a bélnedvet pankreatinnal ¢€s natrium-kloriddal
helyettesitve a fehérje és a mucin lehetséges védd hatasait is vizsgaltak. Azt talaltak,
hogy a gyomor tranzitra érzékeny torzsek rezisztensebbek a vékonybél tranzitra,
valamint a tejfehérjék és a mucin védohatasat gyakorol a baktériumokra.

MARTEAU ¢és munkatarsai [1997] kifejlesztették az emésztorendszer dinamikus
szamitogép vezérelt modellrendszerét, melyet TIM-nek (TNO’S intestinal model)
neveztek el és mellyel prognosztizlhatd a probiotikumok talélése. POCHART és
munkatarsai  (1992) in vivo perfuziés modszerrel vizsgaltdk hat egészséges,
Bifidobacterium-ot tartalmazo fermentalt tejet fogyasztd felndttnél a bifidobaktériumok
talélését. Megallapitottak, hogy a bifidobaktériumok talélik a gyomor-béltraktuson valo
athaladast. 8 ordaval a fermentalt készitmény elfogyasztdsa utdn a bevitt
bifidobaktériumok 23,5%-a életben maradt. HOIER [1992] savanyitott tejben vizsgalta a
Bb-12 torzs taléloképességét a gyomor tranziton at. Még pH 2-nél is 100 %-os talélést

allapitott meg, s két ora elteltével is csak enyhe sejtszamcsokkenést tapasztalt.
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Igen nagyszamu Osszefoglald cikket taldlhatunk a bifidobaktériumok kedvezd
¢lettani jellemzoéire [ARUNACHALAM, 1999; DAVIDE, 1995; HUGES és HOOVER,
1991; O’SULLIVAN ¢és KULLEN, 1998; OUWEHAND és SALMINEN, 1998;
SAARELA et al., 2002]. Az alabbiakban a legfontosabb jotékony hatdsokat mutatom be.

2.4.1 Hatasuk a bélmikrobiota egyensulyara, bélbetegségekre

A fejlédo orszagokban az akut fertdzd gasztroenteritisz okozéi a Shigella, az
enteropatogén ¢€s enterotoxikus E. coli, a Campylobacter ¢és rotavirus, mig a fejlett
orszagokban a Campylobacter és a Salmonella. A széles hatasspektrumi antibiotikumok
is gyakran okoznak hasmenést, valamint nem specifikus vizes hasmenés tiinetet. Néhany
tanulmanyban, melyekben bifidobaktériumokat oralisan hasmenés elleni terapias céllal
alkalmaztak, bizonyitottdk, hogy hatassal vannak a hasmenéses tiinetek csokkentésében
[SCARPIGNATO és RAMPAL, 1995; MARTEAU et al., 2001]. Ismert tény az is, hogy
az anyatejjel taplalt csecsemdk esetében kevesebb a hasmenés eléforduldsa, mint a
tapszerrel taplalt csecsemOknél, mivel az eldbbiek bélmikrobiotdjanak 90 %-at a
bifidobaktériumok alkotjak, mig az utébbiakndl mar igen Osszetett a vastagbélben
rezidens baktériumkozosség.

A bifidobaktériumok szerves savak termelése altal stimulaljak a bélmozgast, igy
né az Uritési gyakorisdg és a bélsar nedvességtartalma, ezaltal a székrekedésre is
jotékony hatassal vannak [ISHIBASHI és SHIMAMURA, 1993; YAESHIMA et al.,
1997].

Nagyon sulyos kronikus bélnyalkahartyagyulladds a Chron betegség, aminek
okat még pontosan nem ismerik, de valdszinti, hogy 0sszefliggésben all a bélmikrobiota
egyensulyanak megvaltozasaval. A Chron betegségben szenvedd betegek székletében

szamottevoen kevesebb bifidobaktériumot talaltak, mint az egészséges emberekében.

2.4.2 Koleszterinszint-csokkentés

A magas szérum koleszterinszint a sziv- €s érrendszeri betegségek rizikofaktora.
Egyesek szerint bizonyitott, hogy a savanyitott tejtermékek fogyasztdsa csokkenti a
szérum koleszterin szintet, mivel feltehetéen a benniik talalhatd probiotikus torzsek
képesek a koleszterin asszimilaldsara [PEREIRA és GIBSON, 2002]. KLAVER és van
der MEER [1993] szerint sem a laktobacilluszok sem a bifidobaktériumok nem képesek
a koleszterint asszimilalni. Feltételezésiik szerint az, hogy az in vitro koriilmények
kozott végzett kisérletiikben a bifidobaktériumok csokkentették a koleszterinszintet azzal

magyarazhat6, hogy az 5,0 alatti pH-n a koleszterin Osszecsapodott a dekonjugalt
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epesavakkal. GOPAL ¢és munkatarsai [1996] in vitro Kkoriilmények kozott
laktobacilluszok és bifidobaktériumok epesavtiirését és koleszterin csokkentd hatasat
hasonlitottak 6ssze. A legtobb vizsgalt torzs csokkentette a tapleves koleszterintartalmat
(a laktobacilluszok jobban, mint a bifidobaktériumok). Nem taldltak azonban
Osszefiiggést a baktériumnovekedés, valamint a tapleves pH-ja és a koleszterincsokkenés
kozott, de enyhe korrelaciot véltek felfedezni a bifidobaktériumok epesavtiirése és

koleszterincsokkentd képessége kozott.

2.4.3 Vitamintermelés

DEGUCHI ¢s munkatérsai [1985] 6t human forrasbdl izolalt faj 24 torzsének
vizsgélata alapjan megallapitottdk, hogy a bifidobaktériumok képesek a kovetkezd
vizoldhaté vitaminok szintetizalasara: tiamin, folsav, nikotinsav, piridoxin, B12,

riboflavin.

2.4.4 Antikarcinogén aktivitas

Altaldban a fermentalt tejkészitmények vagy tejsavbaktériumok antikarcinogén
hatdsanak tanulmdnyozdsat négy modon végzik: 1; a mutagén aktivitds gatlasanak in
vitro tanulmanyozasaval, 2; in vivo vizsgalatokkal: a fekalenzimek szerepének
kimutatasa a prokarcinogének karcinogénekké alakitdsaban, 3; tumor szupressziot
vizsgald in vivo kisérletekkel labor allatokon, 4; epidemioldgiai tanulmanyokkal arra
vonatkozolag, hogy a rék kialakuladsa hogyan fligg 0ssze a taplalkozasi szokasokkal. A
bélbaktériumok képesek befolydsolni a béltartalom kémiai 0Osszetételét. Egyes
mikroorganizmusok az epesokat potencialis karcinogénné alakitjdk at. A rékos
folyamatok elinditasat visszaszorithatjuk, ha csokkentjiik a béllumen pH-jat, ezaltal a
rothasztd baktériumok szaporodasat gatoljuk. A bifidobaktériumok ecetsavat és tejsavat
termelnek, ezaltal csokkentik a bélben a pH-t, és gatoljdk a karos baktériumok
szaporoddsat. Az egyes mikroorganizmusok altal termelt, a bélsarban jelenlévd
enzimeknek szintén szerepe lehet a karcinogének termelésében, igy a rakos folyamatok
kialakulasdban. A bifidobaktériumok nem rendelkeznek B-gliikuronidaz, nitroreduktaz,
azoreduktaz enzimekkel. MARTEAU ¢és munkatarsai [1990] human kisérletekben,
melyben napi 300 g L. acidophilus-t, B. bifidum-ot, Lactococcus lactis subsp. lactis-t,
valamint Lactococcus lactis subsp. cremoris-t tartalmazé fermentalt tejet fogyasztottak,
a reduktiv és hidrolitikus fekéalenzimek aktivitasaban bekovetkezett hatast vizsgaltak. A
fermentalt tejtermékek fogyasztasanak hatdsara az azoreduktdz és a [B-gliikuronidaz

aktivitas nem valtozott, a nitroreduktaz aktivitas viszont 38 %-kal csokkent és maradt is
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ezen az alacsonyabb értéken még harom hétig. OGATA ¢és munkatarsai [1997]
egészséges felndtt emberekkel végzett kisérletilkben egy hétig vizsgaltak, hogy milyen
hatdssal van a bél egészségi allapotara (széklet mikrobiotdja, rothasztdé anyagok
termelddése, szerves sav koncentracioja) a B. longum BB536 torzs oralis bevitele. A
vizsgalt személyek fejenként napi 200 ml tejbe kevert 2*10° ¢16 BB536 jelii torzset
fogyasztottak. A kisérlet végén néhany karos fekalenzim aktivitdsa, valamint a bélsar
ammoniatartalma csokkent. A bifidobaktériumok nem termelnek rakkeltd alifds amino
vegyiileteket, kénhidrogént, nitratokat, fenolokat, N-nitrozo, krezol, indol vegyiileteket
¢és toxinokat. Ezenkiviil szerepiik lehet a prokarcinogének eliminaldsaban is. GRILL és
munkatarsai [1995] hat Bifidobacterium tdrzs hatasat vizsgalva nitritekre ¢és
nitrozoaminokra kimutattak, hogy eltdvolitjdk a nitriteket. Ez nem enzimatikus tton
tortént, hanem valoszinlileg a savtermeléssel hozhatd Osszefiiggésbe. Egy torzsnél
kimutattak, hogy intracellularis anyagcseréje kovetkeztében a nitrozoaminokat lebontja.
Tejsavbaktériumok ¢és bifidobaktériumok antikarcinogén hatasanak vizsgélatairdl
WOLLOWSKI ¢s munkatarsai [2001] részletesen szdmot adnak. Leirjdk, hogy a
mutaciok gatlasan kiviil a bifidobaktériumok megakadalyoztak a DNS karosodasokat a
karcinogén anyagokkal kezelt patkanyokndl. Habar az indirekt vizsgélatok allatokkal és
in vitro rendszerekben megerdsitik, hogy a probiotikumok csokkentik a rakos
folyamatok kialakulasat az epidemioldgiai bizonyitékok hianyosak, sét MOORE és
MOORE [1995] leirtdk, hogy egyes Bifidobacterium fajok jelenléte a bélsarban
Osszefiiggésbe hozhato a bélrak kialakuldsanak novelt kockazataval.

Altalanossagban elmondhaté, hogy az él6 probiotikus sejtek antikarcinogén
hat4sa nagyobb, mint a holt sejteké és az antikarcinogenitas mind a sejtek altal kifejtett,
mind az altaluk termelt zsirsavak hatdsan keresztiil valosul meg. A zsirsavak koziil a
butirat gatolja legjobban a mutagéneket, ezt kdveti az acetat, a piruvat és a laktat nem

mutatott észlelhetd gatlast [LANKAPUTHRA és SHAH, 1998].

2.4.5 Immunrendszer erositése

Az immunrendszer stimuldlast és az antikarcinogén hatdst nehéz egymastol
elkiiloniteni, hiszen az immunrendszer erdsitése az egyik legjobb fegyver a
rakmegel6zésben. Normalis koriilmények kozott egy benépesitett emésztdrendszernek
nagyon erds stimulalé hatdsa van az immunrendszerre. Vizsgalatok azt mutatjak, hogy a
tejsavbaktériumok bekeriilve a szervezetbe, annak specifikus védekezését erdsitik a

fertézések és rakkeltd hatasok ellen [YAMAZAKI et al., 1985; ISOLAURI et al., 2001].
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A bifidobaktériumok immunvélasz stimuldlé hatasa valoszinlileg azon alapszik, hogy
képesek citokinek termelésének indukélasara, ez a tulajdonsaguk feltehetéen torzsfiiggo.
A bifidobaktériumok képesek nagy mennyiségli IgA termelésének indukélasara is, ezt in
vitro korilmények kozott Peyer-plakk sejtvonalat alkalmazo technikéval bizonyitottak.
YASUI és OHWAKI [1991] egérbdl szarmazod Peyer-plakk sejteken in vitro
koriilmények kozott B. breve-vel végzett kisérletiikben tesztelték az immunvalaszt. Azt
tapasztaltdk, hogy mind az antitesttermelés, mind a Peyer-plakk sejtek szaporodasa nétt
a B. breve kezelés hatasara. Szintén bizonyitast nyert, hogy a B. longum-mal fermentalt
tejet fogyasztd egerek tiidejébdl vett aktivalt makrofagok mennyiségében statisztikailag
szignifikdns novekedést lehetett tapasztaltni. A bifidobaktériumok a human vér
limfocitak y-interferon termelését is képesek stimulélni.

KADO-OKA ¢s munkatarsai [1991] bifidobaktériumok fagocitak funkcioira
gyakorolt hatasat vizsgalva megfigyelték, hogy a bifidobaktériumok stimulaltdk a
fagocitak citotoxikus aktivitasat és a mitogenikus aktivitassal osszefliggd IL-1 termelést.
Eredményeikbdl arra kovetkeztettek, hogy ezek a tulajdonsagok kozeli kapcsolatban
allhatnak a bifidobaktériumok immunerdsitd hatasaval.

TAKAHASHI ¢és munkatarsai [1993] az immunvalaszt vizsgaltdk egerekben,
amelyeket 8 hétig B. longum-ot illetve L. acidophilus-ot tartalmaz6 diétan tartottak. A B.
longum-mal etetett egereknél a baktériumsejt citoplazmaja immunvalaszt indukalt, de a
baktériumsejtek sejtfala esetében ezt nem tapasztaltak. A L. acidophilus-szal etetett
egereknél mar hat hét utdn a baktériumsejt citoplazméjara és a sejtfalara is antitest
immunvalasz volt mérhetd. Mindkét mikroorganizmussal torténd etetés hatdsara mar két
hét utan megndvekedett a Peyer plakk sejtek szaporodasanak mértéke. Eredményeik azt
mutatjak, hogy a nyélka stimulalasa tejsavbaktériumokkal szisztémas immunvalaszt
indukal.

PESTKA ¢és munkatarsai [2001] bifidobaktériumot tartalmazd joghurtokkal
etettek egereket és vizsgaltak a limfocita populacio valtozasat a spleen és a Peyer plakk
sejtekben. Eredményeik azt mutatjdk, hogy a két hétig tartd probiotikus joghurtok
fogyasztasanak csak kis hatasa van a limfocita eloszlasra a szisztematikus vagy nyalka

(mucosal) immun kompartmenekben.

2.4.6 Tovabbi hatasok

A savas végtermékek protondljak a toxikus ammoniat (vagy aminokat)

ammonium ionokat képezve, csokkentik ezdltal a vér ammonia szintjét. Mivel
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hasznositani képesek az ammoniat, csokkentik a vastagb¢él ammonia szintjét. Eldsegitik
egy antibiotikumos kezelés soran elpusztult bélflora helyredllitasat. Foszfoprotein
foszfataz enzimiikkel lebontjdk az anyatej kazeinjeit, igy a felszivodast eldsegitik és
tamogatjak az aminosavanyagcserét. Exopoliszacharidokat termelnek [ROBERTS et al.,
1995], melyeknek a bélhamsejthez vald tapadés eldsegitésén kiviil tovabbi jotékony

hatasai lehetnek az emberi szervezetre [RUAS-MADIEDO et al., 2002].

2.5 Bifidobaktériumot tartalmazo termékek

A legelsoként eldallitott termékek egyike a Bifidobacterium bifidum-ot
tartalmaz6 tapszer, amelyet 1948—ban Németorszagban Mayer fejlesztett ki, és emésztési
zavarban szenvedd csecsemdk kezelésére hasznalt. A tejiparban a szigortian anaerob
bifidobaktériumok -melyek kevésbé sav- €és oxigéntoleransak mint a tejsavbaktériumok-
megjelenése lassu folyamat volt. 1968-ban Schuler és munkatarsai Bifidobacterium
bifidum, Lactobacillus acidophilus és Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
fajokat tartalmazo fermentalt tejterméket (BIOGARDE®) fejlesztettek ki és vezettek be a
német piacra. Japanban a bifidobaktériumot tartalmazo tejtermékek 1971-ben jelentek
meg kereskedelmi forgalomban [ISHIBASHI ¢és SHIMAMURA, 1993]. Ma mar a
bifidobaktériumot tartalmazé termékek széles korben elterjedtek Japanban, Eurdpaban
s6t Kanadaban és az Egyesiilt Allamokban is [HUGES és HOOVER, 1991]. HUGES ES
HOOVER szerint [1991] a vilagon kozel 80 bifidobaktériumot tartalmazé, tobbnyire
tejterméket gyartanak. 1992-ben Orihara €s munkatérsai csak a japan piacon 70 terméket
jegyeztek fel. Jelenleg a gyartok tobb mint 100 féle ,bifidus-terméket” kinalnak
vilagszerte, melyek fOként a tejtermékek, illetve édességek ¢és gyodgyszerészeti
alapanyagok termékkategoridkba tartoznak.

Eurépaban a bifidobaktérium kultarakat legtobbszor termofil vagy mezofil
tejsavbaktériumokkal kombinélva alkalmazzak a tejtermékek fermentalasdhoz. A joghurt
tipusu termékek starter kultirai altaldban a kovetkezd torzseket tartalmazzak:
Bifidobacterium spp., L. acidophilus, S. salivarius subsp. thermophilus (BAT tipusu
kultara) vagy az eldbbieken kiviil tartalmaz még L. delbrueckii subsp. bulgaricus torzset
is (BATL tipustt kultira). Németorszagban a BAT tipust kultaraval beoltott tejet
»lvojoghurtnak” nevezik. Franciaorszagban csak a hagyoményos starterkultaraval (L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, S. salivarius subsp. thermophilus) erjesztett tej nevezhetd
joghurtnak, a BAT és BATL kulturat tartalmazé termékeket ,,fermentalt tejnek” nevezik.
Egyesek szerint a bifidobaktériumok tejsavbaktériumokkal egyiitt kevésbé életképesek,
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masok szerint viszont a L. acidophilus és a bifidobaktériumok k6zott szimbidzis van. Ez
utdbbit azzal magyarazzak, hogy a L. acidophilus anyagcseréje soran olyan nitrogén
vegyliletek képzddnek, melyek eldsegitik a bifidobaktériumok szaporodasat [KNEIFEL,
1996; KLAVER et al., 1990]. Az Egyesiilt Allamokban és néhany eurdpai orszagban is
elterjedt Bifidobacterium-ot tartalmazo ,,édes tejet” ugy készitik, hogy a hokezelt tejhez
a Bifidobacterium-ot utdlag adjak [HUGES és HOOVER, 1991]. Létezik olyan ,,édes
tej”, amely a Bifidobacterium-on kiviil L. acidophilus-t is tartalmaz, ez f6leg Japanban
ismert, bar kezd elterjedni az eurdpai piacon is [KRURMANN és RASIC, 1988]. Ezek
nem fermentalt tejek, hanem olyan tejkészitmények, amelyekhez nagy sejtszamu
baktériumkulturat adnak, de erjesztés nem torténik veliik. Bifidobaktériumot tartalmazé
termékekrél ROBINSON [1989], SALIJI [1992] valamint ARUNACHALAM [1999] is
részletes Osszefoglalot nyujt. Megemliti az acidophilus-bifidus joghurtot, a bifidus tejet,
a bifidus joghurtot és a bifighurtot. A tejipari termékek mellett a gyodgytaplalékként
eldallitott termékeket is felsorolja. Ezek gydgyszer forméju készitmények.

BLANCHETTE ¢s munkatarsai [1995a-b] bifidobaktériummal fermentalt
turokrémet készitettek gy, hogy a tejszint fermentaltdk bifidobaktériummal és ezt
kevertek Ossze a szaraz taroval ¢és soval. MURAD ¢és munkatarsai [1998]
bifidobaktériumot tartalmazé un. Kariesh sajt (olcsd egyiptomi lagysajt) eldallitasat
tlizték ki célul. Az elkészitett sajt érzékszervi tulajdonsagai nagyon jonak bizonyultak és
a tarolasi id6 lejartaval is 3x10° sejt/g bifidobaktérium él8sejtszamot tartalmazott a
termék. DAIGLE és munkatarsai [1999] Chedar tipusu bifidobaktériumot tartalmazo
probiotikus sajtot gyartottak. A sajtot B. infantis torzzsel fermentdlt tejszinnel
készitettek. A termék fizioldgiai tulajdonsdgaban (zsir, fehérje, szdrazanyagtartalom, so,
hamutartalom, pH) nem talaltak valtozast a hagyomanyosan késziilt Cheddar sajtokhoz
képest, valamint a bifidobaktériumok a tarolasi idé alatt (84 nap) >10° tke/g sejtszamban
képesek voltak tulélni. DINAKAR ¢és MISTRY [1994] B. bifidum torzzsel készitettek
Cheddar sajtot. A bifidobaktériumokat x-karragenatba zart és liofilezett gyongyodk
formdjaban adtik a sajtkészités soran az aludttejhez. Ez szintén nem befolyésolta a sajt
mindségét. A bifidobaktériumok 24 hétig 10°-10° tke/g koncentracioban életképesek
maradtak.

HEKMAT ¢és McMAHON [1992] bifidobaktériumot tartalmazo fagylaltot
készitettek. A jégkrémkeveréket B. bifidum-mal €s L. acidophilus-szal fermentaltak majd
lefagyasztottak. A 17 hetes tarolas alatt a bifidobaktériumok szama a kezdeti 10® tke/ml-

81 107 tke/ml-re csdkkent.
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Ujabb és tjabb bifidobaktériumot tartalmazé termékeket fejlesztenek ki, igy
példaul gylimolcslevekben, szaldmikban, desszert jellegli termékek eldallitasanal
alkalmazzak. Manapsag bifidobaktériumokkal erjesztett szojatejbol is készitenek joghurt
tipust termékeket, megcélozva ezzel a vegetarianus illetve tejérzékeny fogyasztokat
[MURTI et al., 1992; KAMALY, 1997; SCALABRINI et al., 1998; HOU és CHOU,
2000].

Altalaban négy Bifidobacterium fajt alkalmaznak a probiotikus tejtermékekben:
B. longum, B. infantis, B. breve, B. bifidum de igen sok vizsgélat szerint a legtobb
termékbdl a B. animalis mutathat6 ki, ami tobb kutatd szerint azonos a B. lactis fajjal

[REUTER et al., 2002].

2.5.1 Bifidobaktériumok tilélése a tejtermékekben

A Nemzetkozi Tejszovettség (International Dairy Federation (IDF)) 1992-ben
10° tke/g élelmiszer mennyiségben hatirozta meg a probiotikus tejtermékekben a
minimalis Bifidobacterium sejtszamot. Ma a fermentalt tejre vonatkozd szabvany
kimondja, hogy a bifidobaktériumot tartalmazé fermentélt tejben a sejtszamnak 10’ tke/g
élelmiszer kell, hogy legyen és lejarat végéig meg kell tartsa a 10° tke/g élelmiszer
koncentraciot [[SHIBASHI ¢s SHIMAMURA, 1993].

Fontos, hogy a bifidobaktériumok a termék szavatossagi iddtartama alatt
¢letképesek maradjanak. Ezt sav és oxigén érzékenységiik miatt nehéz biztositani.
Szamos kozlemény foglalkozik bifidobaktériumok tejtermékekben torténd talélésének
vizsgélatdval [DECHTER ¢és HOOVER, 1998; DINAKAR ¢és MISTRY, 1994
GHODDUSI ¢és ROBINSON, 1997, HEKMAT ¢és McMAHON, 1992; HUGES és
HOOVER, 1993].

2.5.1.1 Savérzékenység

Sokan bebizonyitottdk, hogy a savas termékekben gyorsabban csokken a
bifidobaktériumok szama, mint a magasabb pH-ju termékekben. HUGES és HOOVER
1993-ben végzett tanulmanyai soran azt az eredményt kaptdk, hogy hiitdétt nem
fermentalt tejben a bifidobaktériumok életképessége jobb, mint a fermentalt tejben. Ezt
azzal magyaraztak, hogy a fermentalt mintdnak a pH-ja alacsonyabb volt (fermentalté
pH=5, nem fermentalt¢ pH=6,3). A 4,4 alatti pH-ji termékekben a bifidobaktériumok
szama naponta tizedelddik. Az erds savtermelés miatt L. delbrueckii subsp. bulgaricus-
nak negativ hatdsa van a bifidobaktériumok életképességére. A L. delbrueckii subsp.

bulgaricus hidrogénperoxidtermelése tovabbi karos hatast gyakorol a katalaz aktivitassal
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nem rendelkezd bifidobaktériumokra. Az utodlagos savtermelés szintén hatassal van a
tulélésre [ISHIBASHI és SHIMAMURA, 1993]. Bifidobaktériumok fagylaltban vald
tulélését vizsgaltdk HEKMAT és McMAHON [1992]. A tulélés szempontjabdl optimalis
pH 5,5 volt, 4,6 alatti pH tartomanyban nem ¢élték tal a 17 hét tarolasi id6t. A sajt tobbek
kozott azért igérkezik jo kozegnek a bifidobaktériumok életbenmaradasara, mert

megfeleléek a pH koriilmények.

2.5.1.2 Oxigénérzékenység
A Dbifidobaktériumok szigortian anaerob szervezetek. Az ,,oxigénmérgezés”

fontos és kritikus probléma, féleg azért, mert az oxigén kdnnyen bejut a tejbe és oldodik
a joghurtgyartas alatt. Alacsony oxigéntartalom, alacsony redoxpotencial sziikséges
ahhoz, hogy a bifidobaktériumok szaporodni tudjanak. Az oxigén nemcsak a gyartas
alatt jelent problémat, hanem a csomagoléanyag oxigén Aateresztd képessége is
csOkkentheti a talélési esélyeket [[SHIBASHI és SHIMAMURA, 1993; JANSSON et
al., 2001].

Mind az oxigén, mind a savtlird képesség faj- illetve torzsfiiggd tulajdonsag.
Tobb kutatoé kimutatta, hogy a B. animalis (B. lactis) savtlird és oxigéntolerans. Azonban
nem human eredetli, ezért oxigéntolerans human izolatumok szelektalasat, nemesitését
¢s alkalmazasat ajanljak [BIAVATI et al.,2000].

DAVE ¢és SHAH [1997] kiilonb6zd probiotikus baktériumokkal készitett
joghurtokban vizsgélta az egyes torzsek tuléloképességét. A joghurtgyartas soran a tejet
kiilonb6zé  anyagokkal  (cisztein, savopor, savofehérjekoncentratum, savas
kazeinhidrolizatumok ¢és tripton) egészitették ki. Megallapitottdk, hogy a cisztein, a
savofehérjekoncentratum, a savas kazeinhidrolizatumok és a tripton novelte a

bifidobaktériumok talélését, mig a savopor nem.

2.5.2 Termékfejlesztés

A termék mindsége, vagyis a megfeleld sejtszam két moddon biztosithato,
megfeleld torzsek kivalasztasaval, és/vagy specialis technoldgia alkalmazasaval.
Torzsszelekcio

Altalaban a hagyomanyos tejtermékeknél a torzsszelekcid azon alapul, hogy az
adott mikroorganizmus milyen jol szaporodik a tejben. A probiotikus termékeknél olyan
torzset kell valasztani, melynek egészségvédd hatasa van a fogyasztora. Jelenleg nincs
egybehangzo vélemény arra vonatkozdan, hogy milyen tulajdonsdgokat kell elényben

részesiteni.
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Biztonsagi szempontok

A modern taxondmiai vizsgélatok lehetdvé teszik egy adott torzs megfeleld
besorolasat, ez az alapja a biztonsagi eldirasoknak. Ahhoz, hogy egy térzs megkapja a
GRAS statuszt az sziikséges, hogy elég régota hasznaljak biztonsagosan. Ha barmilyen
kétség felmeriil a torzs biztonsdga feldl, igen draga ¢s iddigényes toxikologiai
vizsgélatnak kell alavetni, miel6tt probiotikumként alkalmazhatnak.
Biotechnologiai szempontok

- Szaporodjon és ezaltal savanyitsa a tejet.

Ellenalljon a fagyasztasnak, fagyasztva szdritdsnak és a koncentralasi
eljarasoknak, hogy koncentralt formaban is adagolhato legyen.

- Alljon ellen a fermentalt tej savassaganak, hogy igy életképes maradjon a
szavatossagi id6 alatt.

- A vele készitett termék megfeleld érzékszervi tulajdonsagokkal
rendelkezzen. Ne okozzon ecetes izt, a termelt ecetsav mennyisége ne
legyen tobb mint 0,4g/l. Ezt a torzsszelekcion kiviil az inokulum
mennyiségével €s fermentaciés paraméterekkel (id6, hédmérséklet) is
biztosithatjuk.

Funkcionadlis szempontok

- Humén eredetii legyen a torzs.

Ellendlljon az emésztdsavaknak és az epesavaknak.

- 37°C-on képes legyen szaporodni.

- Termeljen a vastagbélben sok rovid szénlancu zsirsavat (ecetsavat,
tejsavat).

- Bontsa a laktozt, és képes legyen az epesavat dekonjugélni, hogy igy
csokkentse a koleszterinszintet,

- Tapadjon a human sejtekhez, bar ez a kritérium egyesek szerint nem

sziilkséges, ha a terméket rendszeresen fogyasztjdk [BONAPARTE,

1997].

2.5.2.1 Starterkulturak keészitésének optimalizalasa, koncentralt starter kulturak

Bifidobaktérium starterkultrak készitéséhez megfeleld taptalaj sziikséges.
Szamos kutatds folyik ezen a teriileten. A bifidobaktériumok szdmara sziikséges
taptalajosszetevok az élesztékivonat, tejfehérjehidrolizatumok, vitaminok, aminosavak

és asvanyi anyagok. Ezeken kiviil ciszteint, aszkorbinsavat, mint redoxpotencial
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csokkentdt, laktalbumint a nagy szaporodds elérése érdekében, pufferként
B-glicerinfoszfatot adnak a taptalajhoz. A tej Onmagaban is jO taptalaj a
bifidobaktériumok szdmara, de még jobba tehetd specidlis tdpanyagok hozzdadasaval
[COLLINS ¢és HALL, 1983].

A bifidobaktériumok szamat novelhetjik a termékekben koncentralt
starterkultarak alkalmazasaval. Ezen starterek atlagos sejtszdma nagyobb, mint
10" tke/g. Ezt gy tudjuk eléri, hogy fagyasztva szaritjuk vagy mélyfagyasztjuk
(=196°C) a tomegtenyészetet. Ultrasziiréses, mikroszlréses illetve centrifugalésos
technologidk is alkalmazhatok erre a célra. A koncentralt kulturdk alkalmazasa szdmos
elénnyel jar: A felszaporitasi eljards elhagyhatd, ezéltal a tisztasdg és az aktivitas
konnyebben biztosithato és ellendrizhetd, valamint az egylitt nehezen novo torzsekbol

konnyebb a kevert kultarat tartalmazo termék eldallitasa.

2.5.2.2 Immobilizdlas, mikrokapszulazas

Az immobilizalas és mikrokapszuldzas megvédi a bifidobaktériumokat a savas
hatastol. Az immobilizalast végezhetjiilk gélbezarassal. Gélbezarasra alkalmazhato
anyagok: zselatin, novényi gumik stb. [DOLEYRES et al., 2002; KHALIL é&s
MANSOUR, 1998; MACEDO et al., 1999; SHEU és MARSHALL, 1993; SULTANA
et al., 2000; SUN ¢és GRIFFITHS, 2000]. Mikrokapszuldzasnal féleg modositott
keményitét, dextrint alkalmazhatunk. Ezeket az anyagokat porlasztva szaritassal,
fluidizalassal vagy extrudalassal juttathatjak a baktériumra. A rezisztens keményitd nem
bomlik le a vékonybélben, igy a vastagbélig megvédi a bezart sejteket [MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002]. A bifidobaktériumok képesek megtapadni a
keményitészemcsék feliiletén. Azok a torzsek melyek jol tapadnak hidrolizalni is
képesek a keményitét [CRITTENDEN et al., 2001; GREENAWAY és ANDREWS,
2000a-b]. Még jobb védelmet biztosithatunk szdmukra, ha amil6éz filmmel vonjuk be a
tapadas utan a baktériumokat tartalmazo szemcséket [CRITTENDEN et al., 2001].

2.5.2.3 Bifidobaktériumok genetikai fejlesztése

A Bifidobacterium longum [SGORBATI et al., 1982, ROSSI et al., 1996] és a
Bifidobacterium breve [[IWATA és MORISHITA, 1989] fajoknal kimutattdk plazmidok
jelenlétét. A plazmid lehetdvé teszi a genetikai anyag atvitelét, és igy modosithatjuk a
bifidobaktériumokat (oxigéntolerancia). A bifidobaktériumok genetikai moédositassal

torténd nemesitésének kidolgozasa a jovo a feladatai kozé tartozik.
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3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1  Felhasznalt mikroorganizmusok

33 db liofilezett autentikus Bifidobacterium torzset a DSMZ-t6l (Deutsche
Sammlung von Mikroorganizmen, Braunshweig, Germany), az NCTC-t6l (National
Collection of Type Cultures, England) és az ATCC-t6l (American Type Culture
Collection, Rockville, Md,USA) szereztem be (3. tablazat).

3. tablazat Autentikus Bifidobacterium torzsek

FAJ GYUJTEMENYES SZAM EREDET REFERENCIA
DSMZ | NCTC ATCC

1 | B. ruminatum 64897 Kérédzé bendé BIAVATI -
MATTARELLI, 1991

2 B. merycicum 6492" Kérédzo bendd BIAVATI -
MATTARELLI, 1991

3 B. saeculare 6531" Nyul bélsar BIAVATI et al., 1991b

4 B. denticolens 10105" Fogszuvasodas CROCIANI et al., 1996

5 B. inopinatum 10107" Fogszuvasodas CROCIANI et al., 1996

6 B. lactis 10140" Francia joghurt MEILE et al., 1997

7 B. adolescentis 20083" 11814 15703 Feln6tt béltraktus REUTER, 1963

8 B. infantis 20088" 15697 Csecsemd béltraktus REUTER, 1963

9 B. asteroides 20089" 25910 M¢éh bélzet SCARDOVI -
TROVATELLI 1969

10 | B. pseudolongum globosum | 20092" 25865 Marhabendd YAESHIMA et al., 1992b

11 | B. gallicum 20093" Feln6tt béltraktus LAUER, 1990

12 | B. subtile 20096" 27537 Szennyviz SCARDOVI -
TROVATELLI, 1974

13 | B. angulatum 20098" 27535 Emberi bélsar SCARDOVI - CROCIANI,
1974

14 | B. pseudolongum 20099" 25526 Sertés bélsar MITSUOKA, 1969

15 | B. minimum 201027 27538 Szennyviz SCARDOVI -
TROVATELLI, 1974

16 | B. catenulatum 20103" 27539 Emberi bélsar SCARDOVI - CROCIANI,
1974

17 | B. animalis 20104" 27527 Patkanybél MITSUOKA, 1969

18 [ B. thermophilum 20210" 25525 Sertés bélsar MITSUOKA, 1969

19 | B. suis 20211" 27533 Sertés bélsar MATTEUZZI et al., 1971

20 | B. breve 202137 11815 15700 Csecsembbél REUTER, 1963

21 | B. indicum 202147 25912 M¢éh bélzet SCARDOVI -
TROVATELLI 1969

22 | B. coryneforme 20216" 25911 Méh bélzet SCARDOVI -
TROVATELLI 1969

23 | B. longum 20219" 11818 15707 Felndtt béltraktus REUTER, 1963

24 | B. magnum 20222" 27540 Nyul bélsar SCARDOVI - ZANI, 1974

25 | B. asteroides 20431 Meéh bélzet SCARDOVI -
TROVATELLI, 1969

26 | B. boum 20432" 27917 Marhabendé SCARDOVI et al.,, 1979b

27 | B. pullorum 20433" 27685 Nyul bélsar SCARDOVI
TROVATELLI et al., 1974

28 | B. choerinum 20434" 27686 Sertés bélsar SCARDOVI et al., 1979b

29 | B. cuniculi 20435" 27916 Nyul bélsar SCARDOVI et al., 1979b

30 | B. dentium 20436" 27534 Fogszuvasodas SCARDOVI - CROCIANI,
1974

31 | B. pseudocatenulatum 20438" 27919 Csecsemd bélsar SCARDOVI et al., 1979b

32 [ B. bifidum 20456" 10471 29521 Anyatejes csecsemd széklet | ORLA-JENSEN, 1924

33 | B. gallinarum 20670" 33777 Csirkebél WATABE et al., 1983

- tipustorzs
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Vizsgalataim oOta valtozasok torténtek a bifidobaktériumok nomenklatarajdban. A
B. denticolens-t és B. inopinatum-ot 1j nemzettséghez soroltdk, igy uj elnevezésiik:
Parascardovia denticolens és Scardovia inopinatum [JIAN et al., 2002].

10 Bifidobacterium torzset, melyeket BONAPARTE ¢és munkatérsai izolaltak és
azonositottak [1997], Dr. Wanding-tol (Institute fiir Fleischhygiene, Berlin) kaptam (4.
tablazat).

4. tablazat Bonaparte izolatumok

TORZS NEV |FAJ EREDET

B11 B. animalis Wiesby starterkultira, Németorszag

B12 B. longum Reuter 1964= DSM20219"

B15 B. animalis Franciorszag

B16 B. animalis Franciorszag

B17 B. animalis Bio-Danone, fermentalt tejtermék, Franciorszag
B22 B. animalis BA nature, fermentalt tejtermék, Franciorszag
B23 B. animalis Biogarde, starterkultira, Németorszag

B39 B. animalis Synbio, starterkultira, Németorszag

B55 B. animalis Starterkultura, Franciorszag

B77 B. longum Wisbyvac, starterkultira, Németorszag

Ezen kiviil az altalam izolalt torzseket regisztraltam és tartositottam, amelyek a
“4. Kisérleti eredmények ¢és értékelésiik” cimi részben keriilnek bemutatasra.

A Gardnerella vaginalis torzset szintén a DSMZ-t6l szereztem be. Az
enteropatogén torzseket a HNCMB-t6l (Hungarian National Collection of Medical
Bacteria) kaptam (5. tablazat).

5. tablazat Enteropatogén torzsek

BAKTERIUM FAJOK HNCMB SZAM
Escherichia coli 35033
Escherichia coli 35034
Escherichia coli 30213
Salmonella choleraesuis 10051
Salmonella derby 10032
Klebsiella sp. 52047
Proteus mirabilis 60007
Yersinia enterocolitica 98001
Shigella disenteriae 20001
Shigella flexnerii 20015

3.2 Felhasznalt tipkozegek

TPY (Trypticase-Phvtone-Yeast extract) leves [SCARDOVI, 1981]
Tryptone Soy Broth (OXOID

CM129) 30 ¢
Glikoz 12,5 ¢
Elesztékivonat 25 ¢
Tween 80 I ml
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Cisztein-HCl 0,5 ¢
MgCl,-6H,O 05 g
Zl’lSO4'7H20 0,25 g
CaCl, 0,15 g
FeCl; 0,02 g
Desztillalt viz 1000 ml
pH=6,8-7,0

sterilezés 121°C-on 15 percig.
TPY(Trypticase-Phytone-Yeast extract) agar
Trypticase pepton (BBL) 10 ¢
Phytone pepton (BBL) 5 g
Glikoz 5 g
ElesztOkivonat 25 ¢
Tween 80 I ml
Cisztein-HCI 0,5 g
K>;HPO4 2 g
MgCl,-6H,0 05 g
ZHSO4'H20 0,25 g
CaCl, 0,15 g
FeCls 0,03 g
Agar-agar 15 g
Desztillalt viz 1000 ml
pH=6,8-7,0

sterilezés 121°C-on 15 percig.

RCM agar (Reinforced Clostridial Medium)
ElesztOkivonat 3 g
Huskivonat 10 g
Trypticase pepton (BBL) 10 ¢
Glukoéz 5 g
Vizoldhato keményitd 1 g
NaCl 5 g
Na-acetat 3 g
Cisztein-HCI 0,5 g
Agar-agar 15 g
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés 121°C-on 15 percig. A sterilezés utani pH 6,8.
RCBA agar (Reinforced Clostridial Blood Agar)

Reinforced Clostridial Agar 525 ¢
(Oxoid CM151)

Gliikoz 5 g
Desztillalt viz 850 ml
Sterilezés15 perc, 120 °C

Steril 16vér 75 ml
0,4%-o0s Kina-kék oldat 75 ml
Gliikoz nélkiili RCM leves

Elesztdkivonat 3 g
Huskivonat 10 g
Pepton 10 ¢
Cisztein-HCl 05 ¢
NaCl 5 g
Na-acetat 3 g
Agar-agar 0.1 g
Desztillalt viz 1000 ml
pH=6,8-7,0

121 °C-on 15 percig sterilezve
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MRS (de Man Rogosa Sharpe) leves

MRS “por” (BBL) 523 ¢
Desztillalt viz 1000 ml
pH=6,8-7,0

Sterilezés 121°C-on 15 percig.
MRS (de Man Rogosa Sharpe) agar
Osszetétele megegyezik az MRS levesével, kiegészitve 15 g agar-agarral.

NNLP agar [TERAGUCHI et al., 1978]
900 ml MRS agar (OXOID CM361) kiegészitve a kdvetkez6 agensekkel:

Neomycinszulfat 02 g
Nalidixsav 0,03 g
Litium-klorid 6
Paramomycinszulfat 0,25 ¢
100 ml vizben oldva és sterilre szlirve

PY

Phytone pepton (BBL) 20 g
ElesztOkivonat 10 ¢
Agar-agar 15 g
Desztillalt viz 1000 ml
pH=6,8-7,0

Sterilezés 121°C-on 15 percig.

Galaktozos agar [IWANA et al., 1993]
Proteose pepton (BBL)

Trypticase pepton (BBL)

NaCl

Cisztein-HCl
K>;HPO4
MgSO04

LiCl
Elesztokivonat 10
Agar-agar 15
Desztillalt viz 900 m
Sterilezés 121°C-on 15 percig. A sterilezés utani pH 6,8.

10 g galaktozt 100 ml vizben feloldunk, s kiilon sterilezve adjuk a taptalajhoz.
Beeren's agar [BEERENS, 1990]

0Q 0Q 0Q OQ 0Q OQ UQ OQ 0Q

—_

Columbia-agar (OXOID CM331) 44 g
Gliikoz 5 g
Cisztein-HCI 05 ¢
Agar-agar 5 g
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés 121°C, 15 perc
70°C-os termosztalas utan 5 ml propionsavat kell hozzdadni és 1n NaOH-val pH=5-re
allitani, ezt kovetoen kell a lemezeket onteni. 48 6ran beliil felhasznalando.

DP agar [BONAPARTE, 1997]
Készitése megegyezik a Beeren’s agarral, de 1ml 0,2%-os Dicloxacillin oldatot kell még
literenként hozzaonteni.

DSMZBIF taptalaj [DSMZ katalogusbdl]

Kazein pepton 10 g
Hﬁskivonat 5 g
ElesztOkivonat 5 g
Glikéz 10 g
K>;HPO4 3 g
Tween80 1 ml



Desztillaltviz 1000 ml

pH:6,8.

Sterilezés 15perc, 121°C-on

Sterilezés utan kiegészitve: Na-aszkorbattal (1%), cisztein-HCl-lel (0,05%).
Perfringens agar

Perfringens agar base
(Oxo0id CM 587) 46 g
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés 10 perc, 121 °C

Bacillus cereus supplement
(Oxoid SR 099 E) 4 ml

Ezt az agart két rétegben készitjiik. A Petri-csészében 1évé megszilardult rétegre
szélesztlink, majd erre ontjiik a masodik réteget.

Slanetz and Bartley medium (S & B)
Slanetz and Bartley medium

(Oxo0id CM 377) 42 g
Desztillalt viz 1000 ml
Csak fel kell forralni.
Kristalyibolya-Neutralvoros-Epe-Gliikoz agar (Violet red bile glucose agar
VRBGA)

Violet red bile agar

(Oxo0id CM485) 385 ¢
Desztillalt viz 1000 ml
Anaerob véres alap (AV)

Huskivonat 1,6 g
ElesztOkivonat 5 g
Trypticase pepton (BBL) 10 g
NaCl 5 g
Cisztein-HCI 03 g
Glikoz 2 g
Agar-agar 10 ¢
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés 121°C-on 20 percig. A sterilezés utani pH 7,4-7,5.

Anaerob véres agar
Anaerob véres alap kiegészitve 10% defibrinalt marhavérrel.

Bizmut-szulfit agar

Agar taptalaj

Huskivonat

(Lab-Lemco, OXOID) 4

Lugos ¢élesztéfelszin 10 ml
Tripszinnel emésztett kazein 8 g

4n NaOH 2,5 ml
Agar-agar 10 g
Csapviz 1000 ml
Sterilezés 121°C-on 30 percig, sterilezés utani pH:7,3-7,4
Alapkeverék

1. Minden komponenst kiilon-kiilon oldunk

2. Gliiko6z 20g, 100ml forrasban 1évd desztillalt vizben oldunk

3. Na;HPO4.2H,0 20g, 100ml forrasban 1évé desztillalt vizben oldunk

4. Bizmut-ammoénium citrat 16g, 120ml forr6 desztillalt vizbe mériink és teljes
oldodasig NH4OH-t adunk hozz4, hogy a végs6 pH 7,0 legyen.

Na,S0; 10g, 120ml forrd desztillalt vizben oldunk

Fe(NH4)2(S04).6H,0 2,6g, 20ml hideg desztillalt vizben oldunk

SN
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7. 1%-os brillantzold-festékoldat 10ml

Az 1-es és 2-es oldatokat 6sszeontjiik és forraljuk 0,5 percig, majd hozzaadjuk a 3-as és
4-es keverékhez és az elegyet 12 percig forraljuk. Ezutan hozzdadjuk a 5-0s és 6-os
oldatokat, alland6 keverés mellett jol zarhato iivegekbe toltjiik és legalabb 4 hétig allni
hagyjuk.

Teljes taptalaj:

800ml felolvasztott (90-95°C) bizmut-agarhoz 160ml bizmut-alapbkeveréket adunk.
Legfeljebb mésnapig tarolhatjuk hiitdszekrényben.

Eozin metilénkékagar (EM)

Pepton (Kdbanyai) 10 g
NazHPO4.2H20 2 g
Agar-agar 9 g
Csapviz 1000 ml
pH: 7,4-7,6 121°C-on 30 perc sterilezés, majd hozzdadunk
Laktoz 10 g
Mavekal 5 ml
Eozin 032 ¢
Metilénkék 0,065 ¢

Osszekeverjiik, 121°C-on 30 percig sterilezziik

Wilkins-Chalgren agar (WC)

Tryptone 10 g
Zselatin pepton 10 g
ElesztOkivonat 5 g
Glikéz 1 g
Natrium-acetat 5 g
L-arginin 1 g
Natrium-piruvat 1 g
K-vitamin 0,0005 g
Hemin 0,005 ¢
Desztillalt viz 1000 ml
Sterilezés 121°C-on 15 percig.

A sterilezés utani pH 7,1+ 0,2.

Rogosa agar (Ro)

Trypticase pepton (BBL) 10 g
ElesztOkivonat 5 g
Gliikoz 20 g
Tween 80 1 g
KH2P04 6 g
Ammonium-citrat 2 g
Na-acetat 25 g
MgS04-7 HO 5 g
MnSO4-2 H,O 0,12 g
FeSO, -7 H,O 0,034 g
Agar-agar 15 g
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés121°C-on 15 percig. A sterilezés utani pH 5,5.

vagy
Rogosa (Oxoid CM 627) 82 g
Desztillalt viz 1000 ml
Csak fel kell forralni.

96%-0s ecetsav 1,32 ml
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VL (Meat-Yeast agar)

Tryptone 10 g
Huskivonat 3 g
Elesztokivonat 6 g
Glikoéz 2 g
NaCl 5 g
Cisztein-HCl 0,3 g
Agar-agar 18 g
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés 121°C-on 15 percig. A sterilezés utani pH 7,4-7,5.

Tioglikolatos leves (TG)

Elesztékivonat

Tripszinnel emésztett kazein
NaCl

Glikoz

Na-tioglikolat

L-cisztein

4 N NaOH

Agar-agar

0,1 %-os rezazurin oldat
Desztillalt viz 1000 ml

A komponenseket -rezazurin nélkiil- 800 ml desztillalt vizben feloldjuk, majd
felforraljuk. Beallitjuk a pH-t 7,4-7,5-re, végiil hozzdadjuk a rezazurint és 1000 ml-re

egészitjiik ki. Ha sziikséges leszirjiik.

Huslé-bouillon (B)
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Pepton 10 g
NazHPO4'H20 2 g
Huslé 1000 ml
Sterilezés 115°C-on 20 percig. A sterilezés utani pH 7.,4.
Huslé

Megtisztitott marhahus 500

Desztillalt viz 1000  ml

Forralas 1 6rén at, a haslét gézen sziirve elvalasztjuk a hustol. Hozzdadunk literenként
3g NaCl-ot, felforraljuk, majd 10-15 percig allni hagyjuk, és ismételt leszivasokkal
zsirtalanitjuk. 115 °C-on 30 percig sterilezziik.

Holman-boullion (HB,)
Tisztitott, daralt marhahts 500 g
Huslé-bouillon 1000 ml

A hust a bouillonban draml6 gézben 2 6raig f6zziik, majd gézen atszlrjiik. A f6tt hust
kémcsovekbe kb. 2 cm magassagban szétosztjuk. A szlirlet pH-jat 4 N NaOH-dal 7,9-re
allitjuk be. Végiil a szlirletet a kémcsovekbe szétosztott husra fejtjiik tgy, hogy a hust 2-
3 cm magasan fedje. A csoveket 115 °C-on 30 percig autoklavozzuk.

Antibiotikum-teszt agar (AA)

Marhahuskivonat 5 g
Savval emésztett kazein 17,5 g
Agar-agar 13 g
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés 115°C-on 30 percig. A sterilezés utani pH 7,4.

APT agar (All purpose medium with Tween)

APT agar por , Merck "1.10453 59,5 g
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés 121°C-on 15 percig. A sterilezés utani pH 6,7.
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3.3 Anaerob tenyésztés modszerei, koriillményei

A bifidobaktériumok anaerob mikroorganizmusok, igy szaporodasuk egyik
alapvetd feltétele az anaerob kornyezet. Ennek biztositasara tobb mddszert alkalmaztam:

A kémcsdben 1év6 folyékony tapkodzegeket beoltds utdn vazpar (vazelin parafin
1:1 aranyu keveréke) dugdval zartam el a levegd eldl, alternativaként anaerob jarban
vagy munkahelyen inkubaltam. Petri-csészében 1évo szilard taptalajokat a lemezontés
vagy szélesztés utan: automata anaerosztatban (SCHOLZEN) vagy Anaerob Jar+GasPak
system-ben (OXOID), illetve anaerob munkahelyen (Bugbox (Ruskin Technology)

inkubaltam. A tenyésztéseket 37°C-on végeztem.

3.4 Modszerek

3.4.1 Bifidobaktériumok izolalasa

Bifidobacterium toérzseket human forrasbol valamint élelmiszerekbdl izolaltam.
Huszonhét anyatejjel taplalt csecsemotdl és 35 egészséges fiatal feln6ttdl gyilijtottem
bélsar mintdkat. A mintdkat 1-2 6ran beliil feldolgoztam, hogy minimalisra csokkentsem
az anaerob mikroorganizmusok pusztulasat. A bélsar mintakbol borsényi mennyiséget
bifidoszelektiv agarokra (NNLP, GL, DP) szélesztettem. A 3-5 nap 37 °C anaerob
koriilmények kozott torténd inkubalas utan a kindtt telepeket tovabb oltottam, majd
ismételt inkubdalés utdn a tenyészeteket mikroszkop alatt megvizsgéaltam.
A torzsek sejtmorfologiai vizsgalatdhoz Olympus B201 tipust fénymikroszkopot
hasznaltam. A felvételeket Olympus DIGITAL CAMEDIA C2020ZOOM kameraval
készitettem. Az elektronmikroszkopos felvételek az egyetem Elelmiszertudomanyi
Karanak Ko6zponti Laboratoriumaban késziiltek.

A Dbifidobaktériumokra jellemzd sejtmorfologidju sejteket TPY levesben

tenyésztettem.

3.4.2 Azonositas

3.4.2.1 Nemzetség szintii besorolds fruktoz-6-foszfat foszfoketolaz teszttel
[SCARDOVI, 1981; ORBAN, 2000].
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6. tablazat A F6PPK teszt reagensei

Jelolés | Osszetétel
1 0,05 M foszfat puffer (pH 6,5) + cisztein 500 mg/1
2 NaF 6 mg/ml + K v. Na jodoacetat 10 mg/ml
3 Hidroxilamin-HCI 13,9 g/100 ml, pH bedllitas 6,5-re NaOH-val,
minden egyes alkalommal frissen készitendd
Triklorecetsav (TCA) 15%-os vizes oldata
4M HCI
FeCl;-6H,0 5%-0s oldata 0,1 M HCl-ben
Frukt6z-6-foszfat (FOP)(natrium soja 70%-os tisztasdg) 80 mg/ml vizben

N |||~

A kimutatas lépései:

1. A 48 oras TPY levesben kindtt tenyészetbél 10 ml-t lecentrifugalunk, kétszer
mossuk az 1-es pufferrel, majd 1-es pufferrel 1ml-re visszaszuszpendaljuk a sejteket.

2. A sejteket hutott koriilmények kozott feltarjuk (ultrahanggal vagy ORBAN ¢és
munkatarsai [2000] szerint a CTAB (Sigma) feliiletaktiv detergenssel).

3. A feltart mintdhoz a 2-es és 7-es reagensekbdl 0,25 ml-t adunk.

4. 30 perces 37 °C-on torténd inkubdlas utdn a reakciot ledllitjuk 1,5 ml 3-as
reagenssel.

5. 10 perces szobahdmérsékleten valo pihentetés utdn 1-1 ml 4-es (TCA) és 5-6s (HCI)
reagenst adunk az oldathoz.

6. SzobahOmérsékleten tarolhatjuk, majd hozzaadunk 1 ml 6-os szinképzd reagenst.

7. Homogenizéljuk.

Bérmilyen lilas-pirosas szin, mely azonnal jelentkezik pozitiv eredményként értékelheto.
3.4.2.2 Azonositds faji szinten

3.4.2.2.1 16S rDNS analizis
A sejtlizis és a 16S rDNS amplifikalast von STETTEN ¢és munkatarsai [1998]

szerint végeztem. A PCR-nél wuniverzalis 16S rDNS primereket 5°f [5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3"] és 3’r [5’-CGGCTACCTTGTTACGAC-3’] (E. coli
1511-1493) hasznaltam.

A PCR lépései:

1x denaturacio, 5 min, 95°C

30x denaturacio, 20 s, 95°C
primer beépiilés, 40 s, 55°C
lachosszabbitas, 2 min, 72°C

1x végso lachosszabbitas, 5 min, 72°C.
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1. A DNS tisztitas QIAquick PCR Purification Kittel (Qiagen) a gyart6 utasitasa szerint
tortént.

2. Ezt kovette a tisztitott termék kicsapatasa [FACIUS et al., 1999].

3. A szekvendlo PCR-T [FACIUS et al., 1999] (ThermoSequenase fluorescent labelled
primer cycle sequencing kit) 7-deaza-dGTP (Amersham Pharmacia Biotech)
felhasznaldsaval végeztem. A PCR mixhez még kiegészitésiil 11% (v/v) DMSO-t és
7% (v/v) formamidot adtam (ezt nagy G+C tartalmi Gram pozitiv baktériumoknal
ajanljak) Ennél a PCR-nél a 5'f IRD800 (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC A-3")
univerzalis primert (E.coli 8-26) hasznaltam

Lépések:

1x denaturacio, 5 min 88°C
25x  denaturacio, 30 s 88 °C
primer beépiilés, 25 s 42°C
lanchosszabbitas, 3 min 50°C
1x végsO lanchosszabbitas, 5 min 50°C.
4. A szekvenalast LI-COR szekvendtorral (MWG Biotech) végeztem.
5. Az azonositas génbankban (BLAST) taldlhat6 szekvencidkkal tortént. 97%-os vagy

annal nagyobb homologia esetén a faji besorolas megtorténhet [STACKEBRANDT
¢s GOEBEL, 1994].

3.4.2.2.2 Erjesztési vizsgalatok

Bifidobaktériumok faji azonositdsara kifejlesztettem egy hazilag elkészithetd

mikrotiterlemezes erjesztési vizsgdlatot, melyrdl részletesen a modszerek fejlesztése

részben irok.

A mikrotiterlemezes azonositds lépései.

1.

5.

Az RCM agaron tenyésztett 48 oras sejtekbdl egy kacsnyi mennyiséget 12 ml
Gliikéz nélkiili RCM levesbe szuszpendaltam.
A baktériumszuszpenzidbol 150pl-t a mikrotiterlemezekben 1évo

szénhidratoldatokra oltottam melyek brémkrezolbibor indikatort tartalmaztak.

. A lemezeket 48 6raig anaerob koriilmények kdzott 37°C-on inkubaltam.

A szinreakcidval (bromkrezolbibor savtermelés hatasara lilarol sargéara valt) jelzett
szaporodasi képességet kétnapos €s egyhetes korban ellendriztem.

A fermentacids mintazat alapjan szoftver segitségével faji besoroldst végeztem.

.6 Osszetett szénhidrat” teszt

CROCIANI és munkatarsai [1994] szerint hat Osszetett szénhidrattal végzett

fermentécids proba alapjan az aldbbi dbran lathat6é azonositokulcs segitségével a human
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bifidobaktériumok faj szerint elkiilonithetdek. Habéar 12 human Bifidobacterium faj
ismert [SATOKARI et al., 2001] Crociani adatbazisa csak kilenc fajt tartalmaz.

7. tablazat Human eredetii bifodobaktérium fajok meghatarozasa

o-L-F D-G Ar Ga Gu Am FAJ

+ + B.infantis

B.breve
(B.pseudocatenulatum)

- - + B.longum

- + B.bifidum

— + B.dentium

B.adolescentis
(B.pseudocatenulatum)

— B.catenulatum

a-L-F: a-L-fukéz, D-G: D-gliikkuronat, Ar: arabinogalaktan, Ga: gasztrikus mucin, Gu:guar gumi, Am:
amilopektin.

Az elobbiekben ismertetett mikrotiterlemezrél leolvasva a hat 0Osszetett
szénhidrat bontdsi reakcidjanak eredményét, a fenti azonositokulcs segitségével is
elvégezhetd az azonositds. Ez az azonositdé kulcs csak a human eredetli fajok
azonositasara alkalmas, tehat az ¢élelmiszerekben leggyakrabban hasznalt B. lactis fajra

nem.

3.4.2.2.3 Fourier Traszformacios Infravords Spektroszkdpia

Fourier transzformacids infravords (FT-IR) spektroszképia is alkalmazhato
megfeleld referenciakonyvtar 1étrehozasat kovetden baktériumok faji besorolésara.

Az azonositas lépései Fourier transzformacios spektroszkopiaval:

1. Tenyésztés 37 C-on 48 6rdig RCM agaron (OXOID CM151) anaerob koriilmények
kozott.

2. Mintaeldkészités: Kacsnyi mennyiséget 100 ul desztillalt vizbe szuszpendalunk. A
sejtszuszpenziobol 35 ul-t a ZnSe optikai lemezre (mintatartéra) visziink,
megszaritjuk, igy egy attetszé filmet nyerlink, amelyet azutan kdzvetleniil
hasznalunk fel a FT-IR spektroszkopias mérésnél.

3. Mérés IFS-28B tipusi FT-IR spektrofotométerrel (Bruker) KUMMERLE és
munkatarsai [1998] valamint OBERREUTER ¢és munkatarsai [2001] szerint. Minden
torzs spektrumat harom ismétlésben vesziink fel €s ebbdl spektrumatlagot képziink.

4. Az adatok feldolgozasahoz OPUS szoftver 3-as verziojat hasznaltam.
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Az azonositds j0sdgdnak meghatarozdsa: Egy adott torzs spektrumatlagat kivessziik a

teljes spektrum-referencia konyvtarbol, majd ezt a spektrumot ujra teszteljiilk a maradék
adatbazissal szemben. Ha az elsd taldlat egy ugyanabba a fajba tartozd torzs és a
spektrumok kozti tavolsag (spectral distance value (SD)) 1.0 alatt van, az eredményt faji
szintli korrekt azonositasként vessziik. Félreidentifikalast akkor jegyziink fel, ha a térzset
ugy azonositja a program, hogy fenti kondiciok nem teljesiilnek. Az egy fajhoz tartozé
Osszes tesztelt torzs azonositdsi eredményeit atlagolva megkapjuk a fajra vonatkozd
azonositas josagat.

Az FT-IR spektroszkopias modszert fejlesztettem ki bifidobaktériumok faji
azonositasara. Ennek részletes ismertetése a “Kisérleti eredmények ¢és értékelésiik” cimii

fejezetben talalhato.

3.4.3 Prebiotikus oligoszacharidok hasznositasanak vizsgalata

A kiilonb6z6 oligoszacharidok hasznositasi vizsgalatdnal a erjesztési teszteknél
alkalmazott mikrotiterlemezes moddszert alkalmaztam és a kovetkezOkben felsorolt
oligoszacharidokat teszteltem:

Frukto-oligoszacharid: Raftiline por, Ratilose por (ORAFTI, Belgium).

Laktoszukroz: 1L.S-40L és LS-55L szirupok, LS-55 por (Ensuiko Sugar Refining Co.,
Japan).

Izomalto-oligoszacharid: OLIGOTIME, OLIGOMT-500, Isomalto-500 szirupok (Showa
Sangyo Co., Japan).

Xilo-oligoszacharid: Xylo-oligo 70 szirup, Xylo-oligo-95 por (SUNTORY, Japan).

3.4.4 Bifidobaktérium és enteropatogén torzsek kolcsonhatasa

0,1 ml patogén-baktérium szuszpenziot Petri-csészébe pipettaztam majd 20 ml
felolvasztott Anaerob alap agarral elszuszpendalva lemezeket készitettem. A
megszilardulds utdn az agarok feliilletére 1 csepp Bifidobacterium szuszpenzidt
cseppentettem. Anaerob koriilmények kozott 48 oraig tartd inkubdciot kovetden a

feltisztulasi zona mutatta a bifidobaktériumok antagonista hatasat.

3.4.5 Tapadas human szovettenyészetekhez

HeLa, HT29 és Hep2 human sejtvonalak 24 6ras monolayer szovettenyészetét a
kovetkezdekben leirtak szerint kezeltem:

1. A szovetenyészetekrél eltavolitottam a tapkozeget és 500 pul 10°  sejt/ml

crer
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2. 37 °C-on 3 6raig inkubaltam.

3. Ismét eltavolitottam a szdvettenyészetrdl a folyadékot és 50 mM-os foszfat pufferrel
(pH=7) mostam. Ezutan 1 ml tdpkozeget adtam hozza.

4. 37 °C-on 2 6raig inkubaltam

5. Ismét eltavolitottam a szovettenyészetrdl a folyadékot €s 50 mM foszfat pufferrel
(pH=7) mostam.

6. Ezt alkoholos rogzités majd 1%-os metilénkékkel torténd festés kovette.

A tapadast fénymikroszkép alatt értékeltem ki. A szoveti adherencia képességének

mértékét a szovettenyészetekhez tapadt Bifidobacterium sejtek szédma alapjan

allapitottam meg.
Bifidobaktériumok tapadasi vizsgalatat elvégeztem a Caco-2P sejtvonal 72 oOras
kezeletlen és butirattal kezelt (5 mmol/l 48 o6ra) tenyészetén is.

Lépések:

1. A tapfolyadék ledntése utan a sejteket Ca/Mg tartalmii PBS pufferrel (phosphate-
buffered saline: pH 7,4, NaCl 0,8%, Na,HPO4 0,115%, KCl 0,02%, KH,PO4 0,02%,
CaCl, x 2H,0 0,0133%, MgCl, x 6H,0 0,01%) mostam.

2. A sejteket tizszeresiikre higitottam a Ca/Mg tartalm PBS pufferrel ugy hogy kb. 10’
Caco2P sejtekre majd 1 6ran at inkubaltam.

3. A baktériumszuszpenzié ledntése utan haromszor 10-10 percig mostam a Caco-2P
sejteket Ca/Mg tartalmu PBS pufferrel.

4. 10 percig rogzitettem Ca/Mg tartalmu PBS-sel pufferolt 10%-os formaldehid oldattal

5. 30 percig festettem 10 % Giemsa-oldattal, vagy Gram festéssel majd desztillalt
vizzel Oblitettem.

6. A sejttenyészet szaritdsa utdn fénymikroszkopos vizsgalatot végeztem, és

elekronmikroszkopos felvételeket készittettem.

3.4.6 Allatetetési Kisérletek

Kiilon-kiilon ketrecben nevelt him egereket csoportokba osztottam ¢€s a kisérleti
tervben megadott diétan tartottam. A diéta hatdsara mikrobiota 0Osszetételében
bekovetkezd valtozasokat vizsgaltam. Minden masodik napon minden egértdl friss
bélsarat gyljtottem, amelyet higitéfolyadékba (0,85 %-os NaCl oldat) szuszpendaltam.
Az 1igy kapott szuszpenziot Anaerob véres agarra, EM agarra és RCM agarra

szélesztettem. A lemezeket 48 oras anaerob inkubalas utan értékeltem ki.
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Kiértékelés: Az anaerob véres agaron kindtt telepek szamabol kovetkeztettem a
bélmikrobiotat alkotd Osszes sejtszamra (tke/g) (enterobakteriumok, tejsavbaktériumok
¢s mas baktériumok pl. bakteriodeszek). Az EM agaron kindtt telepek az
Enterobacteriaceae csalad tagjait mutattdk (pl. E. coli). Az RCM agaron kinétt telepek
szamabol kovetkeztettem az anaerob tejsavbaktériumok és  bifidobaktériumok
jelenlétére. Ezen telepeket mikroszkop alatt is megvizsgaltam és a Gram pozitiv,

nemsporazo, bunkoés végii palcakat tekintettem Bifidobaktériumnak.

3.4.7 Kletképesség és biologiai hatas vizsgalata az emésztétraktust szimulalé

Kisérletekben

Az emésztOtraktus miikodésének szimulalasara kétféle modszert fejlesztettem ki.
Az els6 csak a gyomorban uralkodé koriilményeket, a mésodik a szdj-gyomor-vékonybél
szakaszt szimuldlja. Errdl részletesen a ,,Kisérleti eredmények és értékelésiik” cimii
részben szamolok be. A bifidobaktériumok tulélésének vizsgéalatdt egy laboratoriumi

modell rendszerben (TIM1) is elvégeztem.

3.4.7.1 Tulélés a gyomor-vékonybél (TIM1) modellben
A TIM1 a hollandiai TNO altal kifejlesztett gyomor és vékonybélszakaszt

szimulalo laboratoriumi modell rendszer. A legfontosabb valtoztathatd kornyezeti
paraméterek a kovetkezok: hémérséklet, perisztaltikus mozgés altali transzport, pH,
vizfelszivodas (abszorpcio), gyomor és emésztonedvek szekrécioja.

A modellnek négy {6 része van: 1; a gyomrot, 2; duodénumot, 3; jejunumot, 4;
ileumot szimulalo szakaszok (4.abra). Ezek mindegyike két egymassal dsszekottetésben
1év6 egységbdl épiil fel, melyek egy kiilsd liveghdzbdl és egy belsd perisztaltikat végzo
rugalmas falu szilikonhiivelybdl allnak. Az iiveg és a flexibilis fal k6z¢é pumpalt vizzel
lehet a rendszert 37 °C-ra, vagyis testhémérsékletiire termosztalni, valamint ezzel
biztositjuk a perisztaltikus mozgast is, gy hogy a viz nyomdsat a szamitogép altal
vezérelt forgddugattyus szivattyuval periodikusan véltoztatjuk. A rugalmas fal alternalo
kompresszidja-relaxacioja biztositja a bélpép keveredését. Az egyes bélszakaszok
perisztaltikus szelepekkel vannak 6sszekdtve, melyek harom csébdl allnak, mindegyik
belsejében rugalmas falu csé van. Minden perisztaltikus ciklus alatt konstans térfogata
bélpép tovabbitodik. A perisztaltikus ciklusok gyakorisagat vezérld szamitogép iranyitja,

igy a bélpép aramlasa szabalyozott.
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4. abra A TIM1 felépitése

a: gyomor szakasz, b: duodénum szakasz, ¢: jejunum szakasz, d: ileum szakasz, e: alapegység, f:
iiveghaz, g: rugalmas fal, h: forgodugattyts-szivattyu, i: vizfiird6, j: perisztaltikus szelep,
k: perisztaltikus szivattyt, I, m: pH elektrodok, n, o: dugattyus szivattyu, p: hollow fiber egység.
[MINEKUS et al., 1995, MARTEAU et al., 1997]

TIM1 berendezés miikodése

A pH szabalyozas a kovetkezOképpen torténik: Mindegyik egységhez tartozik
egy pH-mérd elektroda. Ha a pH tal alacsony vagy til magas NaHCO;-ot vagy sosavat
adagol a szivattyu. pH mérés minden masodpercben torténik de sav- ill. lugadagolas
csak percenként. A gyomor pH-ja a program szerint a kovetkezOképpen alakul: 0 min:
pH=5, 20 min:pH=4,1, 40 min:pH=3, 60 min: pH= 2,1 80 min: pH=1,8. A vékonybél
szakaszban a pH=6,5+0,5

A viz és a vizben oldott anyagok felszivodasat (abszorpcid) ugy imitalja a
modell, hogy a jejunumbdl és ileumbol egy dializis membranon keresztiil egy szivattyt
elszivja a folyadékot. Ez a kovetkezoképpen valdsul meg: Friss dializis folyadék
(Osszetétele megegyezik a vékonybélnedv Osszetételével) pumpalodik a dializis
membranon keresztill, mig ellenben a béltartalom a membranon kivil &aramlik.
Ozmozissal a viz és a benne oldott kis méretli anyagok keresztiildiffundalnak a
membranon ¢és a dializis folyadékba (5 g/l NaCl, 0,6 g/l KCI, 0,25 g/l CaCl,) keriilnek,

ami az un. vizeletzacskoba keriil. A dializis folyadék dramlasi sebessége: 10 ml/min.
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A szekrécio buvarszivattytkkal és 1épésszabalyzdval biztositott. (Gyomor
szakasz: 0,5 ml/perc, duodenum: 1ml/perc).
Az egyes szakaszokba a kdvetkez6 agensek adagolasa torténik:
Gyomorba: HCI, gyomornedv lipazzal, gyomornedv pepszinnel.
Duodénumba: NaHCOs, epeoldat, pankreaszoldat, vékonybélnedv
Jejunumba: NaHCO3
Ileumba: NaHCO3
Ezek sszetétele a kovetkezd:

Gyomornedy dsszetétele:

3,1 g/l NaCl

1,1 g/l KC1

0,15 g/l CaCl,.2H,0
0,6 g/l NaHCO;

Gyomornedy lipazzal:

150 g gyomornedvben 37,5 mg lipaz (aktivitas:150.000U/g, Rhizopus lipase F-AP 15
Amano Pharmaceuticals)

Gyomornedy pepszinnel:

150 g gyomornedvben melynek a pH-jat eldzetesen 4-re allitottuk 1mol/l1 HCl-val
42 mg pepszin (90.000 units, Sigma art. P-7012).

Pankredsz, oldat (pH=7,8)

10,5 g pankreaszhoz (PANCREX-V powder Paines&Byrne, Greenford, England)
adjunk150 g vizet majd keverjiik 10 percig magneses keverdvel. Ezutan 20 percig 9000
rpm-en 4°C-on centrifugaljuk (Beckman centrifuga JA-10-es rotor). A feliiliszot
hasznaljuk a tovabbiakban.

Epe oldat 4% (pH=6,2)

10 g epe port (Bile porcine exrtact, Sigma B-8631) oldjunk fel 250g vizben. Keverjik

magneses keverdvel, amig fel nem oldédik (kb. 15 perc)

Veékonybélnedy:

5,0 g/l NaCl

0,6 g/l KCl

0,3 g/l CaC122H20

A vizsgalat fobb lépései:
1. A sziikséges oldatok elkészitése, modell Osszeszerelése €s elinditasa. 1 ora sziikséges
az allandosult allapot eléréséhez, amikor a megfeleld kornyezeti paraméterek

kialakulnak.
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2. , Etetés”: 100 ml joghurthoz 200 ml mesterségesen eldallitott nyalat (6,2 g/l NaCl,
2,2 g/l KCI, 0,22 g/l CaCl,, 1,2 g/l NaHCOs) és 5 ml kb. 10" sejt/ml koncentracioju
bifidobaktérium kultirat adtam. Ezt a keveréket a gyomorba dntdttem.

3. ,,Emeésztés”: 360 percig, mintavétel a 0., 60., 120., 180., 240., 300., 360. percekben

4. A mintak feldolgozasa: A mintakbol a mintavétel utan kozvetlentil tizedeld higitasi
sort készitettem és a higitasi tagokbdl 0,1 ml-t Beeren’s agarra szélesztettem. (A
lemezeket anaerob koriilmények kozott, 37 °C-on 3-5 napig inkubaltam.)

5. A mintak kiértékelése: Az inkubacidos 1d6 letelte utdn a kindtt telepeket
megszamoltam, valamint mikroszkop alatt szaroprobaszertien morfologiajukat

ellenOriztem.

3.4.7.2 Vastagbél-szimulacios kisérlet a TIM?2 laboratoriumi modellben

A TIM2 szintén a TNO altal kifejlesztett szamitogép altal vezérelt laboratoriumi
modell, amely a vastagbél (csak a vakbél ¢és felszallo ag, hiszen a mikrobioldgiai
folyamatok zome itt jatszodik) fizioldgiai miikodését szimulalja. A rendszer
folyamatosan nyomon koveti €és szabdlyozza a kiilonb6zé paramétereket, tigy mint:
hémeérséklet, pH, a viz és kismolekuldji oldott anyagok felszivodasa, valamint anaerob
mikrobiotat (8. tablazat) tartalmaz.

A TIM2 két egymassal azonos felépitési egységbdl all, igy egyszerre 2

parhuzamos kisérletet végezhetiink. Az 5. abra egy ilyen egységet mutat be.

A: Perisztaltikus pumpa
B: pH elektrod

C: Lugszivattyu
D. E. F: Dializis folyadék cirkulacio, szlirével

(hollow fiber)

G: Szintmérd

H: N, gaz bemenet

I: Ileum-vakbél szelep
J: Mintavevo csonk

K: Gaz kimenet

L: Az ileumbdl tavozo mesterségesen Osszeallitott

béltartalom (chymus) taroldja hiité rendszerrel

5. abra TIM2 felépitése [MINEKUS et al., 1999; VENEMA et al., 2000].
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TIM2 berendezés mukodése

A testhémérséklet bedllitisa ¢és a perisztaltikus mozgas miikodési elve
megegyezik a TIM1 modellnél leirtakkal. A pH szabalyozas is hasonld, bar ez a modell
csak lugot képes adagolni, a vastagbélben zajlo fermentacid soran keletkezett savak
kozombositésére. A vizfelszivodas (dializis) is hasonloképpen megoldott, mint a TIM1-
nél, bar itt a szemipermedbilis membranok a rendszeren belill futnak ¢és a
dializisfolyadék Osszetétele is eltérd. Az anaerob kornyezetet folyamatosan aramlé N,
gaz biztositja.

A mesterséges mikrobiota Osszetétele megegyezik egy egészséges felnott
bélflordjanak Osszetételével A bélflora inokulumot a TNO intézetben allitjak eld fed-
batch fermentacidval, majd pillanatszeriien folyékony nitrogénben lefagyasztjak és —
80 °C-on taroljak. A fermentaciot Ggy végzik, hogy székletmintakat gytjtenek 10
egészséges felndtt embertdl (19-35 éves), akik nem dohdnyoznak, nem fogyasztottak a
mintavétel eldtt legalabb két héttel pro- vagy prebiotikumot és nem szedtek
antibiotikumot mintavétel eldtt legalabb harom hénapig. 5 literes fermentorban 20-20g
bélsar keveréket haszndlnak inokulumként és anaerob koriilmények kozott fed-batch
fermentéacioval felszaporitjak. Téapkozegként mesterségesen eldallitott bélpépet

hasznalnak.

8. tablazat A TIM2 mikrobiotajanak atlagos osszetétele

Nemzetség tke/ml

Bifidobacterium 10°-10"
Bacteroides 10°-10"
Lactobacillus 10°-10’
Enterobacteriaceae 10°-10°
Enterococcus 10°-10°
Clostridium 10*-10°

A modellben az ileumbol tadvozd mesterségesen Osszedllitott béltartalom
(chymus) taroldja tartalmazza a baktériumok szaporodasdhoz sziikséges tapanyagokat
(fehérje, szénhidrat, vitaminok, asvanyi anyagok), a chymus szabalyozott idokozonként

szallitodik az ileum-vakbél szelepen keresztiil a vastagbél egységbe.

A TIM? vizsgalat fobb lépései
1. A sziikséges oldatok elkészitése, modell Osszeszerelése és elinditdsa, az anaerob

kornyezet kialakulasaig jaratas 2 oraig
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2. Beoltas a bé¢lflora inokulummal (20ml) inkubalas 1 napig.

3. Mintavétel a lumenbdl és a dializisfolyadékbol 4 napon keresztiil 24 dranként.

4. A mintdk feldolgozasa: A mintdkat a mintavételt kovetéen —80°C-on taroltam (a tke
meghatarozasra félretett mintakhoz 20% glicerint adtam).

5. A mintakbol a kovetkezd analiziseket végeztem el:

A) Osszes sejtkoncentrdcié és a jellemzd nemzetséeek, fajok kimutatdsa

A mintdkbo6l anaerob munkahelyen higitdsi sort készitettem majd az egyes
tagokbdl a kdvetkezd taptalajra szélesztettem: RCBA, S & B, Rogosa, Perfringens,
VRBGA, Beeren’s.

A 9. tablazatban bemutatom, hogy mely higitasi tagokbdl szélesztettem az egyes

taptalajokra, valamint a tenyésztési koriilményeket és az értékelés maodjat.

9. tablazat A mikrobiota osszetételének értékelése

Taptalaj g;g;:(am Tenyésztés Kiértékelés
RCBA -6,-7,-8 Anaerob inkubator, | A kindtt telepek koziil kékeket
37 °C, 3 nap bacteroidesnek a barnakat
bifidobaktériumnak szamoljuk.
S&B -5,-6 37 °C, 2 nap Enterokokkuszok kimutatasara
alkalmas. Piros telepeket
szamoljuk.
Rogosa -3,-4 37 °C, 2 nap, lnap | Laktobacilluszok kimutatisara
alkamas
Perfringens | -4,-5 Anaerob inkubdator, | A fekete telepeket szulfatredukalod
37 °C, Inap klosztridiumként szdmoljuk
VRBG -4,-5 37 °C, 2 nap, Inap | Minden Enteribacteriaceae pirosas-
lila telepet képez
Beeren’s -6,-7 Anaerob inkubator, | A kindtt telepeket
37 °C, 3 nap bifidobaktériumnak szdmoljuk

B) Rovid-szénlancu zsirsavak (SCFA) gazkromatografias vizsgalata

A dializis mintak és a centrifugalt (15000 rpm, 5 perc) lumen mintdk
feliiluszojanak 50 pl-€bdl tortént a meghatarozds JOUANY [1982] szerint Chromopack
CP9001 tipust gazkromatograffal, Stabilax-DA GC oszlopon (hosszisag: 15 m,

atmér6:0,53 mm, filmvastagsag: 0,1 pm).

C) L- és D-laktat enzimes mennyisegi meghatarozasa

A megfeleléen higitott dializis mintakbol 300 pl-t az analizator specidlis
mintatartd csoveibe pipettdztam. A lumen mintdkat lecentrifugltam és a feliiluszok
tizszeres higitasat alkalmaztam. A mérést Cobas Mira Automata analizatorral a gyartd

(Roche Diagnostic Systems) utasitasai szerint végeztem.
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D) Ammoniakoncentracio meghatarozasa

Az ammoniumtartalmat a dializis folyadékbdl kozvetleniil, a lumen mintakbol
centrifugéalds utani feliiluszo tizszeres higitdsdban mértem a gyartd utasitdsa szerint

ORION 95-12 ionszelektiv elektroddal.
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4 KISERLETI ERDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Modszertani kutatasok eredményei

4.1.1 Faji azonositas erjesztési vizsgalatok alapjan

Bifidobaktériumok fenotipusos faj szerinti azonositdsdhoz egy hazilag készitett
mikrotiterlemezes maddszert fejlesztettem ki, amelyet az API S0CH teszt (bioMérieux)
valamint CROCIANI ¢és munkatarsai [1994] ,6 Osszetett szénhidratbontasi teszt
bifidobaktériumok azonositdsara” munkaja alapjan allitottam Ossze.

Mikrotiter lemezekbe 53 féle 25ul bromkrezolbibor indikéatort (30 mg/l)
tartalmazod szénhidratoldatot pipettdztam. A konnyen fermentalhatdé szénhidratok
koncentracioja 0,8 %, az Osszetett szénhidratoké 0,5 %-os volt. Az 54. reakci6 arginin
bontasan alapul.

Szénhidratok: gliikkéz, galaktéz, szorboz, D-glikkdézamin, D-ribéz, D-xildz, L-arabindz,
D-arabin6dz, L-ramndz, szachardéz, maltoz, trehaloz, o-metil-D-gliikozid, cellobioz,
szalicin, arbutin, melibidz, laktoz, raffindz, adonit, melecitoz, glicerin, eritrit, ribit, xilit,
L-arabit, szorbit, D-mannit, dulcit, mezo-inozit, D-lix6z, D-turandéz, N-acetil-D-
glikézamin, D-arabit, gliikkonat, 2-keto-glilkonat, amigdalin, metil-xilozid, metil-
mannozid, fruktéz, manndz, gencidbidz, inulin, keményitd, glikogén, dextrin, eszkulin,
a-L-fukdz, D-gliikuronat, arabinogalaktan, gasztrikus mucin, guar gumi, amilopektin. Az
utols6 hat a Crociani szerinti dsszetett szénhirat.

Eljaras: A baktériumszuszpenziobol 150 pl-t a mikrocsovekben 1évo szénhidratokra
pipettaztam. Az inkubdlés utan a pozitiv illetve negativ reakcidkat feljegyeztem, és a az
altalam irt ,,BIFMTP” szoftverrel értékeltem ki, melyet irodalmi adatok alapjan és a
tipustorzsek valamint izolatumok [BONAPARTE, 1997] erjesztési adatai alapjan
szerkesztettem. A program adatbazisat, az 54 reakciot és a 65 referencia torzset a 10.

tablazat tartalmazza.

4.1.2 Faji azonositas Fourier transzformacios infravoros spektroszkopiaval

A modszerfejlesztésnél eldszor a bifidobaktériumok spektrumkonyvtarat kellett
létrehoznom, mivel ez nem 4llt rendelkezésemre. A FML Mikrobiologiai Intézete
sikeresen haszndlja ezt a meghatdrozasi modszert éleszték laktobacilluszok és

corynebaktériumok azonositasara. A munka elsé 1épéseként, olyan tapkozeget kerestem,
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amelyen megfeleléen szaporodik minden Bifidobacterium faj, igy elegendd biomasszat

kaphatok az analizisek elvégzéséhez.

10. tablazat A BIFMTP szoftverjének adatbazisa (54 reakcio és 65 referenciatorzs)

Reakciok Referencia torzsek
1 0001 Saure aus Glucose 0001 B.lactis (Lit.,Rest v. MTP)
2 0002 NH3 aus Arginin 0002 B. infantis (Lit.,Rest v. MTP)
3 0003 Saure aus Galactose 0003 B. gallicum (Lit.,Rest v. MTP)
4 0004 Siure aus Sorbose 0004 B. catenulatum (Lit.,Rest v. MTP)
5 0005 Séure aus D-Glucosamin 0005 B. animalis (Lit.,Rest v. MTP)
6 0006 Saure aus D-Ribose 0006 B. breve (Lit.,Rest v. MTP)
7 0007 Saure aus D-Xylose 0007 B.longum (Lit.,Rest v. MTP)
8 0008 Saure aus L-Arabinose 0008 B. pseudocatenulatum (Lit.,Rest v. MTP)
9 0009 Saure aus D-Arabinose 0009 B. bifidum (Lit.,Rest v. MTP)
10 0010 Séaure aus L-Rhamnose 0010 B. adolescentis (Lit.,Rest v. MTP)
11 0011 Sédure aus Saccharose 0011 B.angulatum (Lit.,Rest v. MTP)
12 0012 Sédure aus Maltose 0012 B. dentium (Lit.,Rest v. MTP)
13 0013 Séure aus Trehalose 0013 B. cuniculi (Lit.,Rest v. MTP)
14 0014 Séaure aus a-Methyl-D-glucosid 0014 B. choerinum (Lit.,Rest v. MTP)
15 0015 Séure aus Cellobiose 0015 B. boum (Lit.,Rest v. MTP)
16 0016 Saure aus Salicin 0016 B. asteriodes (Lit.,Rest v. MTP)
17 0017 Séaure aus Arbutin 0017 B. suis (Lit.,Rest v. MTP)
18 0018 Sdure aus Melibiose 0018 B. thermophilum (Lit.,Rest v. MTP)
19 0019 Séure aus Lactose 0019 B. pseudolongum ssp. pseudolongum (Lit.,Rest v. MTP)
20 0020 Séaure aus Raffinosee 0020 B. subtile (Lit.,Rest v. MTP)
21 0021 Saure aus Melezitose 0021 B. pseudolongum ssp. globosum (Lit.,Rest v. MTP)
22 0022 Saure aus Glycerin 0022 B. asteriodes (Lit.,Rest v. MTP)
23 0023 Sdure aus Erythrit 0023 B. saeculare (Lit.,Rest v. MTP)
24 0024 Saure aus Ribit 0024 B. merycicum (Lit.,Rest v. MTP)
25 0025 Saure aus Xylit 0025 B. ruminatum (Lit.,Rest v. MTP)
26 0026 Saure aus L-Arabit 0026 B. asteriodes (W3388/DSM20089)
27 0027 Saure aus Sorbit 0027 B. subtile (W3391/DSM20096)
28 0028 Siure aus D-Mannit 0028 B. gallicum (W3390/DSM20093)
29 0029 Séaure aus Dulcit 0029 B. saeculare (W3383/DSM6531)
30 0030 Sdure aus m-Inosit 0030 B. catenulatum (W3394/DSM20103)
31 0031 Saure aus D-Lyxose 0031 B. suis (W3397/DSM20211)
32 0032 Séaure aus D-Turanose 0032 B. thermophilum (W3396/DSM20210)
33 0033 Siure aus N-Acetyl-D-glucosamin 0033 B. boum (W3404/DSM20432)
34 0034 Séaure aus D-Arabit 0034 B. angulatum (W3412/DSM20098)
35 0035 Séaure aus Gluconat 0035 B. merycicum (W3382/DSM6492)
36 0036 Séaure aus 2-Keto-Gluconat 0036 B. asteriodes (W3403/DSM20431)
37 0037 Séure aus Amygdalin 0037 B. dentium (W3413/DSM20436)
38 0038 Saure aus Methylxylosid 0038 B. cuniculi (W3407/DSM20435)
39 0039 Séure aus Methylmannosid 0039 B. choerinum (W3406/DSM20434)
40 0040 Saure aus Fructose 0040 B. infantis (W3387/DSM20088)
41 0041 Sdure aus Mannose 0041 B.ruminatum (W3381/DSM6489)
42 0042 Séure aus Gentibiose 0042 B. longum (W3401/DSM20219)
43 0043 Saure aus Inulin 0043 B. breve (W3398/DSM20213)
44 0044 Saure aus Starke 0044 B. pseudolungum ssp. globosum (W3389/DSM20092)
45 0045 Séure aus Glycogen 0045 B. pseudolongum ssp. pseudolongum (W3392/DSM20099)
46 0046 Siure aus Dextrin 0046 B. lactis (W3386/DSM10140)
47 0047 Saure aus Esculin 0047 B. animalis (W3395/DSM20104)
48 0048 Nullkontrolle 0048 B. pseudocatenulatum (W3408/DSM20438)
49 0049 Saure aus Porcine gastric mucin 0049 B. adolescentis (W3411/DSM20083)
50 0050 Séure aus Guar Gum 0050 B. denticolens (W3384/DSM10105)
51 0051 Séure aus Amilopectin 0051 B. inopinatum (W3385/DSM10107)
52 0052 Saure aus D-Glucuronate 0052 B. minimum (W3393/DSM20102)
53 0053 Saure aus L-Fucose 0053 B. pullorum (W3405/DSM20433)
54 0054 Séure aus Arabinogalactan 0054 B. bifidum (W3409/DSM20456)
0055 B. animalis (BONA1)
0056 B. animalis (BONA?2)
0057 B. animalis (BONA3)
0058 B. animalis (BONA4)
0059 B. animalis (BONAS)
0060 B. animalis (BONAG6)
0061 B. animalis (BONA7)
0062 B. longum (BONAS)
0063 B. longum (BONA9)
0064 B.longum (BONA10)
0065 B. animalis (BONA11)
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Ezutan az 0Osszes tipustorzs €s a 16S rDNS analizissel és fermentacios tesztekkel
azonositott sajat izolatumok, valamint Dr. Wandigtol kapott izolatumok [BONAPARTE,
1997] spektrumat felvéve létrehoztam a Bifidobacterium referencia konyvtarat. Ezt
kovette a sajat még nem azonositott izolatumok spektruménak felvétele és a faji

azonositas.

4.1.2.1 Tipustorzsek szaporoddsa kiilonbozo taptalajokon
A FT-IR-es méréshez megfeleld mennyiségli baktériumtomeg eldallitasanak

biztositasara, kiillonb6zd tapagarokon és koriilmények kozott hasonlitottam Ossze a

Bifidobacterium fajok szaporodasat (11. tablazat).

11. tablazat: Tipustorzsek szaporodasa kiilonb6zo taptalajokon

DSMZ Fainé MRS | APT | NNLP | DP | DSMBIF | RCM
szam | e 37°C | 30°C | 37°C |37°C| 37°C | 37°C
6489 B. ruminatum +++ +++ +++ + +++ +++
6492 B. merycicum +++ + +++ + +++ +++
6531 B. saeculare + - + 4+ I T+
10105 | B. denticolens - - - - ++ T+
10107 | B. inopinatum ++ +++ + + +++ +++
10140 | B. lactis +++ ++ +++ +++ +++ +++
20083 | B. adolescentis +++ +++ +++ + +++ +++
20088 | B. infantis +++ +++ +++ ++ +++ +++
20089 B. asteroides +++ +++ +++ ++ +++ +++
20092 | B. pseudolongum globosum ++ ++ + +++ ++ ++
20093 | B. gallicum ++ ++ ++ +++ +++ +++
20096 | B. subtile +++ +++ +++ + +++ +++
20098 | B. angulatum ++ - ++ + +++ T+
20099 | B. pseudolongum ++ + ++ +++ +++ +++
20102 B. minimum +++ +++ +++ n.a. +++ R
20103 | B. catenulatum ++ - ++ + +++ T+
20104 | B. animalis +++ + +++ +++ +++ +++
20210 | B. thermophilum +++ + +++ - +++ T+
20211 | B. suis +++ +++ +++ n.a. +++ +++
20213 | B. breve ++ - ++ ++ +++ T+
20214 B. indicum +++ ++ +++ n.a. +++ TR
20216 | B. coryneforme + + + n.a. +++ T+
20219 | B. longum +++ - +++ +++ T+ 4+
20222 | B. magnum +++ ++ - n.a +++ 4+
20431 B. asteroides +++ ++ +++ - T4+ 4+
20432 | B. boum +++ + +++ +++ +++ +++
20433 | B. pullorum - - - + T+ T+
20434 | B. choerinum - ++ - +++ 4+ 4+
20435 | B. cuniculi +++ - +++ +++ +++ 4+
20436 | B. dentium - + + +++ +++ T+
20438 | B. pseudocatenulatum +++ + +++ - +++ +++
20456 | B. bifidum +++ +++ + + +++ +4++
20670 | B. gallinarum +++ +++ +++ n.a. +++ T+

+=kismértékii szaporodas, tliszirasnyi telepek, ++= kdzepes mértékii szaporodas,
+++=nagymértékii szaporodas, -= egyetlen egy telep sem fejlédott ki, na= nem vizsgaltam
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Az MRS és APT agart rutinszertien hasznaljak tejsavbaktériumok tenyésztésére
FT-IR spektroszkopids vizsgalatokndl. Ezek nem bizonyultak megfelelének a
bifidobaktériumok tenyésztésére Az NNLP ¢és DP agarok bifidobaktériumok
izolalasahoz kifejlesztett szelektiv agarok, azonban ezeken is eltérd szaporulatot
mutattak a kiilonb6zo Bifidobacterium tajok. A DSMBIF agar, a DSMZ katalogus altal
bifidobaktériumok tenyésztése szamara ajanlott tiptalaj. Az Aaltalam elvégzett
vizsgélatokban is kedvezd eredményeket adott, azonban elkészitése igen iddigényes, igy
a hasonloan jo szaporulatot biztosit6 RCM agart valasztottam, amely dehidratalt

formaban készen kaphato és egyszeriien és gyorsan elkészithetd.

4.1.2.2 Referenciakonyvtar létrehozdsa

A 33 referenciatorzzsel (31 Bifidobacterium tipustorzs, Gardnerella vaginalis
tipustérzs, a DSMZ egy nem tipustorzse) harom (vagy tobb) fiiggetlen mérésbol
spektrumatlagot, ezekbdl a rokonsdgi szint megallapitdsahoz egy dendogramot
készitettem. A hasonldsagok az egyes fajok kozott a kovetkezdk voltak (6. abra): B.
animalis/B. lactis (SD-érték = 0,3), B. bifidum/B. choerinum (0,5), B. catenulatum/B.
dentium/B. pseudolongum subsp. pseudolongum (0,5) és B. minimum/B. thermophilum
(0,5). Az 0sszes tobbi faj SD-értéke nagyobb volt mint 0,5, amely igen kis hasonlosagot
mutat, illetve ha SD>1.0 a disszimilaritds esete all fenn, valamint, ha SD = >1,5 az igen

nagy kiilonbséget jelent.
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Spektrumtavolsag

B. adolescentis T

B. merycicum T
B. pseudocatenulatum T
| B. bifidum T

— B. choerinum T

‘ ‘ - B. ruminatum T
— r B.boum T

B. longum T
— —— B.suisT
— B.angulatum T
‘ _{ B. animalis T
— B.lactis T
~— B. pseudolongumglobosum T
Sl B. catenulatum T
L B. dentium T
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| ~  B.pulloumT

= —B.asteroides T

= B. cuniculi T

— B.saeculare T

— B.breve T
o _’7 B. minimum T

— B. thermophilum T

| B. asteroides T
'B. asteroides DSM20431
— R B. coryneforme T

= B. denticolens T
- Gardnerella vaginalis T

— — B.gallicum T
S — B.inopinatum T

— - — B.magnum T
e B. subiile T
B. infantis T
I T 0 I T |

6. abra Bifidobacterium tipustorzsek dendogrammja

4.1.3 A kornyezeti stressz hatasok modellezése kémcso kisérletekkel

Az atlagos élelmiszer tranzitidd, valamint az emésztOonedvek Osszetételének
figyelembevételével az alabbiakban leirt modelleket dolgoztam ki és valdsitottam meg

az emésztési folyamat in vitro szimulalasara.
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4.1.3.1 Gyomor szimuldacio

A probiotikus termék elkészitése

10 ml TPY levesben 37°C-on, anaerob korilmények kozott felszaporitottam a
kivélasztott torzseket. Majd a levesbdl a torzseket egyenként 2,8 % zsirtartalmt 150-150
ml tejbe oltottam at, és 48 6raig 37 °C-on anaerob koriilmények kozott inkubaltam.

A fermentalt termékeknek meghatdroztam a pH-jat és az ¢éldsejtszam
koncentréciot.

A gyomor szimuldcio lépései

A fels6 emésztotraktusban a bifidobaktériumokat éré legnagyobb sokkhatds a
gyomorban uralkod6 savas kornyezet (pH=2-3). Ezt ugy modelleztem, hogy 1,25 N-os
HCI oldattal lesavanyitottam (pH=3) az eldbbiekben eldallitott termékeket.

A lesavanyitott termékeket 90 percig 37°C-on inkubaltam. Mintat vettem a 0., 5.
¢s 90. percben. 1ml mintdhoz 0,5 ml 0,111 N-os NaOH-ot és 8,5 ml Ringer-oldatot
adtam, és higitasi sor elkészitése utdn lemezontéssel vizsgaltam az €losejtszdmot. A

folyamat soran pH ellendrzést is végeztem.

4.1.3.2 A szdjiiregben, a gyomorban és a vékonybélben lejatszodo folyamatok
szimulalasa

A probiotikus termék elkészitése

10 ml TPY levesben 37 °C-on, anaerob koriilmények kozott felszaporitottam a
kivalasztott torzseket. A levesbdl a torzseket egyenként 2,8 G/V % zsirtartalmt 50-50 ml
tejbe oltottam at, és 48 oraig 37 °C-on anaerob koriilmények kozott inkubaltam. Az
inkubalési id6 utan joghurt tipust termékeket kaptam, amelyeknek megmértem a pH-jat

¢és lemezontéses modszerrel meghataroztam az €losejtszamat.

Oldatok

Nyalat helyettesitd oldat

-NaCl 6,2 g
-CaCl, 022¢g
-KCl 22 ¢
-NaHCO; 12 g
-Desztillalt viz 1000 ml

Autoklavozas 121 °C-on 15 percig.

Gyomornedvet helyettesité oldat

- 81 ml pepszinogén a nyalat helyettesité 1000ml elektrolit oldatban feloldva
-1 M HCI
Autoklavozas 121 °C-on 15 percig.
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Az epét helyettesito oldatok

2 %-os epesav
- Epekivonat (SIGMA) 8 g

- Desztillalt viz 200 ml
Sterilezés: steril szUrén atszirve.

4 %-o0s epesav

- Epekivonat (SIGMA) 4 g
- Desztillalt viz 100 ml
Sterilezés: steril szUrén atszarve.

Hasnvyalat helyettesito oldat

- Pancreatin (SIGMA) 14 g
- 0,3 M NaHCOs oldat 200 ml
Sterilezés: steril szr6n atsziirve.

0,3 M NaHCO; oldat

- NaHCO; S g
- Desztillalt viz 200 ml
Autoklavozas 121°C-on 15 percig.

A szimulacio lépései

Az emésztltraktus felsd szakaszanak szimulalasat anaerob koriilmények kozott
hajtottam végre. A joghurt tipusi mintdkhoz az anaerob boxban 50-50 ml nyalat, 10-10
ml pepszinogén oldatot, 10-10 ml 1 M HCl-ot adtam, és vizsgaltam a sejtszam alakuldsat
¢és a pH valtozasat.

40 perc mulva ujbol pepszinogén oldatot (15 ml) és 1 M HCl-ot (15 ml)
adagoltam, és mértem a pH-t.

80 perc mulva 14 ml pepszinogén oldatot adtam a mintadkhoz, és sejtszamlalast
végeztem, és ismeét megmértem a pH-t.

60 perc mulva mar a vékonybélben levd allapotok szimuldlasara a mintdkhoz
14 ml 4 %-o0s epesavat, 8 ml hasnyalat helyettesitd oldatot és 10 ml nyalat helyettesitd
oldatot adtam és megmértem a pH-t és sziikség esetén pH korrekciot alkalmaztam
(pH=6,0), majd sejtszam meghatarozast végeztem.

90 perc mulva 13 ml 4 %-os epesavat, 7,5 ml hasnyalat helyettesitd oldatot és 7,5
ml nyalat adtam a mintakhoz, és vizsgaltam a pH alakulasat.

30 perc mulva 60 ml 2 %-o0s epesavat, 1,5 ml hasnyalat helyettesité oldatot és 1,5
ml nyalat adtam a mintdkhoz, majd 3 6ran keresztiil llni hagytam azokat, majd a pH-t

megmeértem €s meghataroztam az ¢l0sejt koncentraciot.

74



4.2 Bifidobaktériumok izolalasanak eredményei

32 torzset izolaltam humén forrasbol (25 csecsemd, 7 felnétt). Elelmiszerekbél,
starterkultarakbol és gyermektapszerbdl, pedig Osszesen 27 torzset, ezeket a 12. és 13.
tablazatok szemléltetik. Az izoldtumokat nemzetség szinten FOPPK tesztel, faji szinten
fermentacids tesztetekkel, FT-IR spektroszkopiaval ¢és 16S rDNS analizissel
azonositottam. Az izolalt torzsek, fény ¢és elektronmikroszkopos sejtmorfologiait a

mellékletek 5 és 6 abraja mutatja.

4.2.1 Azonositas nemzetség szinten

A fruktoz-6-foszfat foszfoketolaz teszt bifidobaktériumok nemzetség szinten valo
azonositasara alkalmas, mivel a FOPPK a bifidobaktériumok kulcsenzime [SCARDOVI,
1981]. Egyetlen nemzetség (egyetlen faja) mutat még pozitiv reakciot erre a tesztre, a
Gardnerella vaginalis. Ez a baktérium a human genitalids és urinalis traktusban fordul
bifidobaktériumokt6l [PICKETT et al., 1981]. A sejtek feltdrasira ORBAN [2000] a
berendezés-igényes ultrahangos feltdras helyett a sejtek atjarhatéva tételére egy
feliiletaktiv detergenst (CTAB (cetyltrimethylammonium bromid), Sigma) ajanl. Nyolc
ismert Bifidobacterium torzsnél a sejtek feltdrasait mindkét modszerrel elvégezve
meggydzOdtem arrol, hogy mindkét modszer biztonsagosan hasznalhat6. Eredményeim
alapjan a tovabbiakban a feliiletaktiv anyaggal torténd eldkezelési modszert alkalmaztam

a F6PPK tesztnél, amellyel az izolatumok nemzetség szintii besorolasat végeztem.

4.2.2 Azonositas faji szinten

A bifidobaktériumok izolaldsat és a kiilonbozé eredetii Bifidobacterium
torzsekbdl  all6 mikroorganizmus gylijtemény létrehozasat akkor tekintettem
befejezettnek, amikor az izolatumok faji besoroldsa is megtortént. A faji azonositas
céljabol 3 kiilonbozé modszert alkalmaztam, amelyeket részben magam fejlesztettem ki.
Ennek megfeleléen kiilonbozd szubsztratumok erjesztési vizsgalatait végeztem el,
egyrészt irodalmi adatokra tamaszkodva, masrészt az altalam kifejlesztett teszt
segitségével. Molekularis genetikai mddszerek koziil a 16S rDNS analizist hasznaltam
az izolatumok faji besoroldsdhoz. FT-IR spektroszkopias modszert fejlesztettem ki
Bifidobacterium fajok azonositasara ismert fajok torzseinek referencia spektrum-

konyvtaranak létrehozéasaval.
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4.2.2.1 Erjesztési proba

A Bifidobacterium torzsek faji besorolasara alkalmas 54 reakciot tartalmazo
szoftveresen értékelhetd mikrotiterlemezes vizsgalati moddszert dolgoztam ki. 21
¢lelmiszereredetii izolatum koziil harom kivétellel az 6sszes izolatumot B. animalis és B.
lactis fajokként azonositottam (13.tablazat). A legtobb izolatumnak a referencia
torzshoz viszonyitott eltérése igen alacsony volt, ezért feltételezhetd, hogy a két faj
kozott igen nagy a hasonlosag €s igy az is, hogy csak véletlenszertien tortént az, hogy az
adott esetben egyik vagy masik faj keriilt-e az azonositési lista ¢élére. A teszttel harom
torzset B. longum-ként azonositottam, de ezek lényegesen nagyobb eltérést mutattak a
referencia torzsek tulajdonsagaihoz képest. Ezzel a hdrom torzzsel elvégeztem a
Crociani féle azonositast, mellyel szintén B. longum fajként azonositottam.

A 28 human izolatum esetében elvégzett mikrotiterlemezes teszt eredményei a
kovetkezOképpen alakultak (12.tablazat): 11 B. longum, 8 B. bifidum, 3 B. dentium, 4 B.
breve, 1 B. animalis és 1 B. angulatum izolatum. Nem minden azonositas volt jo
mindségl. A legtobb B. longum torzs elfogadhatd hasonlosdgot mutatott a referencia
torzsekhez. Mas részrdl a B. breve, B. dentium és B. angulatum izolatumok mdr inkabb
disszimildrisak voltak a referencia adatokkal. A B. bifidum és B. longum torzsek
esetében kiillonboz6 hasonlosagi eredmények mutatkoztak. Kiemelném a G 1436 torzset
mely 19 reakcioban tért el B. angulatum referencia torzstdl, tehat ez az azonositas volt a
legkétesebb. A 6 Osszetett szénhidratot tartalmazd azonositd-kulccsal elvégzett
azonositdas eredményei két kivétellel (G1436, G1443) megegyeznek a fenti

eredményekkel.

4.2.2.2 168 rDNS analizissel

A 16S rDNS analizissel a fenti azonositasi eredményeket erdsitettem meg. Az
¢lelmiszereredetli izolatumok kozott legnagyobb hasonldsdg a B. animalis és B. lactis
kozott mutatkozott. A G1463 torzsnél példaul a BLAST a kovetkezd eredményt adta:
1297 pont szerint B. lactis, 1291 pont szerint B. animalis. A B. longum és B. infantis
kozott szintén nagy hasonlosag mutatkozott, pl. a G1547 izolatum BLAST azonositasa a
kovetkezd: 1891 pont szerint B. infantis és 1879 pont szerint B. longum. Ezeknél a
torzseknél tehat aszerint, hogy melyik volt az els6 talalat a B.longum/infantis ill. a
B.infantis/longum elnevezést alkalmaztam. Megerésitettem azt a tényt, hogy B. animalis

¢s B. lactis valamint B. longum ¢és B. infantis fajok kozott 16S rDNS analizissel
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kiilonbséget tenni nem lehet, mert koztiik a hasonlosag 99%-os [MEILE et al., 1997].
Eredményeim is igazoljadk CAI és munkatarsai 2000-ben késziilt munkéjukban felvetett
javaslatanak jogossagat, hogy a B. lactis és B. animalis fajok azonosnak tekinthetdk,
ezért célszerii a B. lactis elnevezés eltorlése, illetve a B. lactis és B. animalis név
szinonimaként vald hasznalata. A B. lactis ¢és B. animalis fajok kozti hasonlosagot a
HSP60 hésokk génjiik szekvendldsdval is igazoltak [JIAN er al, 2001]. Masrészt
VENTURA ¢s munkatarsainak [2001b] sikertiilt a B. lactis fajt egy 16S rDNS primerrel a
tobbi Bifidobacterium fajtol elkiiloniteni. A B. animalis és B. lactis kiilon fajba
tartozasarol napjainkig nincs allasfoglalds a Nemzetkozi Bakteriologiai Szdvetségnél
(International Committee on Systematic Bacteriology).

A Németorszagbol, Magyarorszagrol és Lengyelorszagbol szarmazo6 probiotikus
¢lelmiszerekbdl csak B. animalis-t sikeriilt izoldlnom. Meglepdbb eredmény az, hogy a
gyarto altal megadott B. bifidum, B. longum ¢€s B. infantis 0sszetételll starterben is csak
B. lactis-t -amely fel sem volt tiintetve- és B. longum-ot talaltam.

Ez azt mutatja, hogy leggyakrabban ezt a torzset hasznaljak az élelmiszeriparban,
vagy kisebb valdszinliséggel azt, hogy véletlenszerlien csak olyan termékeket vontam be
a kisérletbe, amely ezzel a torzzsel késziilt. Itt meg kell emlitenem, hogy szamos termék
cimkéjén a B. bifidum és B. longum fajok voltak feltiintetve, annak ellenére, hogy
ezekbdl is B. lactis izolaltam. Ilyen tapasztalatot mas szerzOk munkajaban is olvastam.
Példaul BIAVATI [1992] kozleményében, ahol hat fermentalt tejterméket vizsgaltak, és
a cimkén talalhato jeldlés ellenére csak B. animalis-t talaltak. Egy masik kisérletben 15
tejtermékbdl izolaltak bifidobaktériumot, amelybdl 11 B. animalis volt, szintén a
jeloléssel ellentétben. Ezzel a problémaval a legtjabb tanulmanyokban is taldlkozhatunk
[BONAPARTE, 1997; MATTARELLI, 2002; REUTER, et al. 2002; TEMMERMAN,
2002]. Az a feltételezés azonban, hogy a B. lactis technofunkcionalis tulajdonsagai igy
tuléloképessége jobb a tobbi faj torzseinél, valdszinlileg tényleg helytalld, ezért is
alkalmazzak szivesen ezt a fajt a gyartok.

A 16S rDNS analizist a 28 human izolatummal is elvégeztem (12.tablazat). A
legtobb csecsemd izolatum B. bifidum volt, ezt kovette a B. infantis/longum, B. breve, és
B. dentium. A G1436 és G1443 torzseket B. pseudocatenulatum fajként azonositottam

ezzel a vizsgalati modszerrel. Az 0sszes feln6tt izolatum B. infantis/longum volt egyet
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kivéve amelyet B. dentium fajként azonositottam. Szintén szoros BLAST
azonositasokat/eredményeket kaptam a B. infantis és B. longum esetében pl. 1879/1837,
1829/1781 és1509/1479 a G1541, G1577 és G 1444 torzseknél.

A Dbifidobaktériumok azonositisa meglehetdsen problematikus a fajok
fenotipusos ¢és genotipusos heterogenitasa miatt [LEBLOND-BOURGET et al., 1996].
Az altalam is alkalmazott 16S rDNS analizissel egyes fajok nem kiilonboztethetéek meg
teljes mértékben. Példaul a 16S rDNS szakaszon 1évé hasonlésdg a B. longum és a B.
infantis valamint a B. animalis és B. lactis fajok kozott 99% [MEILE et al., 1997] ami
azt jelenti hogy a 97%-os pontossaggal megszekvenalt torzsekrdl nem allapithatjuk meg,
hogy melyikhez tartozik. A tradiciondlis modszerekkel is igen nehéz Oket elkiiloniteni.
Ugyancsak jelentés hasonlosag talalhatd B. longum/infantis és B. suis és B breve kozott
[LAUER és KANDLER, 1983]. Ezért fordulhatott el6 a 12. tablazatban lathato két

félreidentifikalas.

4.2.2.3 Fourier transzformdcios infravoros spektroszkopiaval

El6szor 27 sajat ¢s 9 Bonaparte [1997] élelmiszeripari izolatummal végeztem el
az FT-IR spektroszkopias mérést. A 36 izoldtum FT-IR spektrumat 6sszehasonlitottam a
33 referencia torzsével. Csak a B. animalis, B. lactis €s B. longum fajok tipustorzseivel
mutattak hasonlosagot egyes izolatumok. Ezt figyelembe véve egy olyan dendogramot
készitettem (7. abra) mely a 36 izoldtumot és négy szomszédos/kozeli tipustorzs
rokonsagat mutatja be. A B77 jelil izolatum a B. longum tipustorzzsel igen kozeli
rokonsagot mutat (1. klaszter). Két B. longum-ként azonositott starterkultiira izolatum
képezi a 2. klasztert (2a, 2b). A 3. klasztert B. animalis izolatumok alkotjak, a 3a
szubklaszterben harom Bonaparte izoldtum van a B. lactis és B. animalis fajok
tipustorzseivel egyiitt. A 3b szubklaszterben négy izoldtum helyezkedik el. A 3c
szubklaszter tiz ¢élelmiszerbdl izolalt torzset és két az SKW Villalat altal gyartott
starterkultarabol izolalt torzset (G1555, G1546), a 3d szubklaszter tiz élelmiszerbdl
izolalt torzset és harom a Chr. Hansen Vallalat altal forgalmazott starterkultirabol izolalt
(G1548, G1549, G1550) torzset foglalja magaban. A B55 nevii torzs egyediil képezi a 4.
klasztert.
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7. abra Elelmiszereredetii izolaitumok dendogramja

a szamok ill. betiik a klasztereket ill. szubklasztereket jelentik

Ezutan 31 human izolatum FT-IR spektrumét vettem fel. Ezeket szintén a 33
referencia torzzsel hasonlitottam 6ssze. Hasonldsadgot a tipustdrzsekkel nem minden
esetben talaltam. Sem a B. bifidum sem a B. breve fajhoz tartozé izoldtumok nem voltak

egy klaszterbe sorolhatok tipustorzseikkel (8. abra). Az 1. klasztert kilenc B. bifidum

79



izolatum a 2. klasztert 6t B. breve izolatum alkotja. A B. bifidum tipustérzs nagyobb
hasonlésdgot mutat a 3a szubklaszter torzseivel, mint a 2. klaszterral, igy rokonsagot
mutat néhany B. infantis/longum izolatummal. A B. infantis/longum izolatumok nem
tiszta allokacioval ot klaszterbe sorolhatok: 3a, 5b, 6, 7a, 8. Csak harom klaszter
tartalmaz felndtt izolatumokat (3a, 6, 7a). A B. dentium G1447 jell torzs, amely egy
felndtt izolatum, nagy hasonldsdgot mutat a B. dentium faj tipustorzsével (5a) és szintén
ehhez a fajhoz tartozd két csecsemd izolatummal a 4. klasztert képezve. A két B.
pseudocatenulatum fajhoz tartozo izolatum (G1436, G1443) nem mutat tiszta allokéciot.
Csak az els6 helyezkedik el a tipustorzse mellett. A 3b szubklaszterben a B.longum B12
nagy affinitdst mutat a B. longum tipustorzzsel. A B. infantis tipustdrzs az Osszes
izolatumtol igen messze helyezkedett el.

A fentiekben leirt 6sszes torzs felvett IR spektrumat azzal a fajnévvel jeloltem
meg amit a genotipusos €s fenotipusos azonositas eredményeként kaptam. Ezeket a
spektrumokat egylitt a tipustorzsek spektrumaval Osszegyljtottem egy RSK-be
(referencia spektrum kdnyvtar). Minden torzset egyszer kivettem az RSK-bol és ezutan a
konyvtarhoz —amely ezt a spektrumot nem tartalmazta- viszonyitott hasonlosag talalati-
listajat vizsgaltam.

Az eredményeket a 12. és 13. tablazatokban lathatjuk. Az élelmiszer eredetii
izolatumok esetében igen jO mindségli azonossagokat lathatunk a B. animalis és B.
infantis/longum fajok esetében, a spektrumtavolsag/spectral distance az elsé taldlathoz
képest minden esetben igen kicsi volt (SD = <0,4). A G1435, G1547 és B55 torzsek
esetében mar rosszabb mindségli volt az azonositds (SD = 0,4 — 1,0). A G1547 torzs
szintén kétes eredményt adott az egyéb azonositasi modszerekkel.

A human izolatumok IR spektroszkopids azonositdsa a legtobb esetben jo
eredményt adott. Egyértelmli azonositas volt végezheté a B. breve, B. bifidum, B.
infantis/longum ¢és B. dentium fajhoz tartozo torzsek esetében. A B. pseudoactenulatum
faj G1436 torzsét viszont tévesen B. infantis/longum és a G1443 térzsét B. animalis-nak
azonositottam. Ezeknél a torzseknél (G1436 és G 1443) a mikrotiterlemezes modszer
sem adott a 16 S rDNS analizissel egyez6 eredményt. A B. infantis/longum G1445 torzs
esetében nem értem el egyértelmii azonositast. A G1581 és G1582 torzseknél szintén

rossz mindségii azonositast kaptam.
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8.4bra Human eredetii izolatumok dendogramja

a szamok ill. betiik a klasztereket ill. szubklasztereket jelentik

Az FT-IR azonositds validalasat illetden megéllapithatd, hogy az azonosités
josaga a kovetkezdk szerint alakult: B. animalis/lactis 100% (33 torzs), B. bifidum 100%
(9 torzs), B. breve 100% (5 torzs), B. dentium 100 % (3 torzs), B. infantis/longum 80%
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(15 torzs). A B. pseudocatenulatum-nal 0% -volt validalas eredménye, igaz ez csak két
torzs adataibol adodott. Ennek a félreidentifikalasnak az oka lehetett, hogy a G1436 ¢és
G1443 torzsek spektrumai jobban hasonlitottak B. animalis-hoz mint a B.
pseudocatenulatum tipustorzshoz. Ez a példa demonstralja hogy a IR spektroszkopias
azonositashoz nem elég csak tipustorzsekbdl készitett referencia-konyvtarhoz
hasonlitani. Legalabb tiz, az adott fajhoz tartozé —lehetdleg kiilonb6zd helyekrdl
szarmazo- izolatum spektrumat kell felvenni a konyvtarba. Csak ezzel az eljarassal lehet
garantalni, hogy az adott faj legtobb spektrumtipusat figyelembe vessziik mintazat
szerinti felismerési technika soran. A FT-IR analizis megfeleld technikanak bizonyul
bifidobaktériumok azonositdsdhoz. Sokkal gyorsabb, mint a tradicionalis fermentacios
tesztek valamint olcsobb ¢€s egyszerlibb, mint a molekularis analizisek. A harom
vizsgélat (fermentacios teszt, 16S RDNS analizis, FT-IR spektroszkopia) koziil a
leggyorsabb azonositasi modszernek a FT-IR spektroszkopids mérés bizonyult. Ezt

szemlélteti a 9. abra.

napok
0 — Izolalas szelektiv NNLP agaron
l 2 nap (37°C/anaerob)
2 T Tenyésztés RCM agaron
l 2 nap (37°C/anaerob) l
FT-IR spektroszkopia F6PPK enzimes teszt
l 1 ora l 2 6ra
4 1 Azonositas faji szinten Azonositas nemzetség szinten
Fermentacios teszt
7 nap (37°C/anaerob)
11 —+— Azonositas faji szinten

9. abra A FT-IR spektroszkopiaval és fermentacios tesztekkel végzett azonositas
idotakarékossag szerinti osszehasonlitasa Bifidobacterium fajok azonositasanal
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Azonositasi vizsgalatok eredményeit analizdlva megallapithat6, hogy hasonldéan
B. animalis és B. lactis fajokhoz a rokonsag a B. infantis és B. longum fajok kozott
szintén kérdéses. Annak ellenére, hogy a fermentacios tesztekkel az Osszes ebbe a
csoportba tartozd izolatumot B. longum-ként azonositottam, a 16S rDNS analizisnél
elvégzett BLAST program elsé taldlatként szinte mindig a B. infantis-t adta meg, melyet
alig 30-40 pontkiilonbséggel kovetett a B. longum. Erdekesség, hogy ennek ellenére a
FT-IR spektroszkopiandl a B. longum és B. infantis tipustorzsek erés disszimilaritast
mutattak. Ez mégsem tekinthetd ellentmondasnak, mert néha egy fajon beliil is
talalhatunk kiilonbozd spektrumtipusokat [KUMMERLE et al., 1998; OBERREUTER et
al.,2001].

A 16S rDNS analizis igen megbizhaté azonositasi technika és alkalmas a
molekularis szintli hasonlosag és azonossagok kimutatdsara, valamint a filogenetikai
rokonsagi kapcsolatok feltdrasara, de mivel iddigényes, draga €s munkaigényes, nem
ajanlhato rutin laboratoriumok (pl. tejipari cégek) vizsgalati modszereként. Az FT-IR bar
gyors, koltségkimélé modszer, de specialis berendezést igényel és hazankban még nem
terjedt el. Az altalam kidolgozott fermentacios tesztet megfelelonek tartom rutin szeri
vizsgélathoz, nem igényel nagymiiszert ¢és a hazilag torténd eldallitast figyelembevéve

koltségkiméld modszernek tekinthetd.
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12. tablazat Human izolatumok

Azonositas
., 16S rDNS
. . 53 reakcios . . FT-IR
Torzs Torzs . . osszetett analizis .
. . Eredet | mikrotiter- e . . spektroszképia
szam név szénhidrat (homologia az . .
lemezes teszt v 1z klaszterszam/faj
(RD)* teszt elso talalattal / (S D)d
bizis) P
a . | B.angulatum s B. p’catenulatum 7a /B. longum/infantis
G"1436 BI.1 csecsemd (19) B. p’catenulatum (98%1000) 031)
G1437 B2.1 csecsemd | B. dentium (11) B. dentium B. dentium (96%/600) | 4 /B. dentium (0,19)
. B. infantis/longum Sb /B. longum/infantis
G1438 B2.2 csecsemO | B. longum (7) B. longum (96%/300) (0,13)
,, . . B. bifidum .
G1439 B1.2 csecsemd | B. bifidum (12) B. bifidum (97%/1000) la /B. bifidum (0,53)
G1440 B3.2 csecsemd | B. bifidum (7) B. bifidum B. bifidum (97%/900) | 1b /B. bifidum (0,31)
,, . . B. dentium .
G1441 B2.3 csecsemO | B. dentium (13) B. dentium (98%/1000) 4 /B. dentium (0,19)
,, . . B. bifidum .
G1442 B3.1 csecsemd | B. bifidum (11) B. bifidum (97%/1000) 1b /B. bifidum (0,44)
. L. B. p’catenulatum L
G1443 B4.1 csecsemd | B. animalis (8) B. catenulatum (97%/900) 5b /B. animalis (0,39)
. B. infantis/longum Sb /B. longum/infantis
G1444 B6.1 csecsemd | B. longum (9) B. longum (97%/800) (0,13)
« B. infantis/longum 6 /B. p ‘catenulatum (0,71)
G1445 Al.2 feln6tt B. longum (6) B. longum (96%/900) B. longum/infantis (0,81)
G1447 A3.2 felnott B. dentium (11) B. dentium B. dentium (97%/900) | 5a/B. dentium (0,36)
. . . B. bifidum .
G1448 B5.1 csecsemd | B. bifidum (9) B. bifidum (97%/1000) 1b /B. bifidum (0,31)
,, . . B. bifidum .
G1537 B7.1 csecsemd | B. bifidum (9) B. bifidum (97%/1100) la /B. bifidum (0,02)
G1538 B7.2 csecsemd B. bifidum (98%/400) | la/B. bifidum (0,15)
G1539 B7.5 csecsemd | B. bifidum (5) B. bifidum B. bifidum (97%/400) | 1a/B. bifidum (0,02)
,, B. ruminatums .
G1540 B7.7 csecsemd (90%/600) B. dentium (0,83)
« B. infantis/longum 7a /B. longum/infantis
G1541 A4.3 felndtt B. longum (6) B. longum (97%/1000) (0,05)
« B. infantis/longum 3a /B. longum/infantis
G1542 Ad.4 feln6tt B. longum (6) B. longum (96%/600) 0.23)
P B. infantis/longum 7a /B. longum/infantis
G1543 A4.6 feln6tt B. longum (6) B. longum (96%/300) (0,06)
P B. infantis/longum 3a /B. longum/infantis
G1544 A48 felnott B. longum (6) B. longum (95%/900) (0,23)
« B. infantis/longum 3a /B. longum/infantis
G1545 A4.9 felndtt B. longum (4) B. longum (97%/900) (0,.05)
G1563 B8.2 csecsemd | B. bifidum (5) B. bifidum B. bifidum (85%/600) | 1a/B. bifidum (0,05)
G1564 B8.3 csecsemd | B. bifidum (5) B. bifidum la /B. bifidum (0,05)
G1565 B9.1 csecsemd | B. breve (14) B. breve B. breve (97%/1000) 2 /B. breve (0,03)
G1572 B9.10 csecsemd B. breve (98%/800) 2 /B. breve (0,19)
G1573 B9.11 csecsemd | B. breve (14) B. breve B. breve (97%/1000) 2 /B. breve (0,03)
G1575 B9.14 csecsemO | B. breve (16) B. breve B. breve (97%/1100) 2 /B. breve (0,27)
G1576 B9.15 csecsemd | B. breve (17) B. breve B. breve (97%/1100) 2 /B. breve (0,06)
,, B. infantis/longum 3a /B. longum/infantis
G1577 B10.1 csecsemd | B. longum (9) B. longum (97%/1000) (0,59)
G1578 B10.2 csecsemd 8/ B. breve (0,74)
,, B. longum/infantis
G1581 Bl1l1.1 csecsemd | B. longum (11) B. longum (74%/300) 8/ B. longum (0,83)
. B. infantis/longum . .
G1582 B11.2 csecsemo (920/&500) 8 B. longum/infantis (0,88)
B°12 Reuter felndtt B. longum B. longum 3b /B. longum

“sajat izolatum (a G a glicerinben tartositasra utal), °Bonaparte izolatumok lasd irodalomjegyzék
Bonaparte (1997), ‘RD=relative distance, viszonylagos tavolsag, az 53 tulajdonsag eltéré eredményeinek
atlaga a referencialista els6 talalatdhoz viszonyitva, “SpD= spektrumok kozotti tavolsag, a referencia
spektum konyvtar els6 talalatahoz képest (a 0 jelenti a teljes azonossagot), iires cellak = nem tortént

vizsgalat
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13. tablazat Elelmszer eredetii izolatumok

Azonositas
Torzs . . 53. reak.c10s osszetett 16S rDNS analizis FT-IR .
. Torzs név | Eredet mikrotiter- L1 , o spektroszkopia
szam szénhid- (homologia az elso . .
lemezes teszt . . . klaszterszam/faj(
(RD)* rat teszt talalattal / bazis) SpD)°

G“1435 B. longum536 Starter B. longum (6) B. longum B. infantis/longum (95%/600) 2/ B. suis (0,44)]
G1452 BioA3 Joghurt B. animalis (3) B. animalis/lactis (98%/700) 3d /B. animalis (0,04)
G1453 Bio3 Joghurt 3d /B. animalis (0,04)
G1454 Danonel Joghurt B. animalis (3) B. animalis/lactis (98%/1000) 3b /B. animalis (0,01)
G1455 Danone2 Joghurt 3b /B. animalis (0,01)
G1456 Danone3 Joghurt 3b /B. animalis (0,01)
G1458 AloesA3 Joghurt B. animalis (3) B. animalis/lactis (97%/700) 3d /B. animalis (0,07)
G1459 Aloes3 Joghurt 3d /B. animalis (0,02)
G1461 PBA1 Joghurt 3d /B. animalis (0,04)
G1462 PBA2 Joghurt 3d /B. animalis (0,02)
G1463 PBA4 Joghurt B. animalis (3) B. lactis/animalis (98%/700) 3d /B. animalis (0,03)
G1546 B320 Starter B. animalis (0) B. lactis/animalis (94%/700) 3¢ /B. animalis (0,03)
G1547 K630 Starter B. longum (10) B. longum B. infantis/longum (96%/1100) 2/ B. breve (0,49)
G1548 YMI1 Starter B. lactis (7) 3d /B. animalis (0,01)
G1549 ABT Starter B. lactis (3) 3d /B. animalis (0,01)
G1550 Bb-12 Starter B. animalis (2) B. lactis/animalis (96%/500) 3d /B. animalis (0,01)
G1552 Nestle2 Téapszer B. animalis (0) B. lactis/animalis (98%/1000) 3¢ /B. animalis (0,02)
G1553 Onken Joghurt 3¢ /B. animalis (0,01)
G1554 Deller Joghurt 3¢ /B. animalis (0,01)
G1555 KHVW Starter 3c /B. animalis (0,05)
G1747 Procultdrink Joghurt B. lactis/animalis (97%/900) 3¢ /B. animalis (0,03)
G1748 Lactopro+oliG Joghurt 3¢ /B. animalis (0,00)
G1749 Kokos Joghurt 3¢ /B. animalis (0,01)
G1750 ProcultextraG Joghurt 3¢ /B. animalis (0,03)
G1751 Lactopro+oliR Joghurt 3c /B. animalis (0,00)
G1752 Procultextra Joghurt 3¢ /B. animalis (0,08)
G1753 KYR Joghurt B. animalis (0) B .lactis/animalis (98%/1000) 3¢ /B. animalis (0,03)
B°11 Wiesby Starter B. animalis (3) 3a /B. animalis (0,15)
B15 FazelA Tejipar B. animalis (5) 3a /B. animalis (0,22)
Bl6 FazelB Ferm.tej B. animalis (2) 3d /B. animalis (0,02)
B17 Bio-Danone Ferm.tej B. animalis (2) 3d /B. animalis (0,03)
B22 Banature Ferm.tej B. animalis (2) 3b /B. animalis (0,26)
B23 Biogarde Starter B. animalis (3) 3d /B. animalis (0,02)
B39 Synbio Starter B. animalis (2) 3a /B. animalis (0,13)
B55 Roy Starter B. animalis (3) 4 /B. animalis (0,93)
B77 Visbyvac Starter B. longum (6) B. longum 1 /B. longum (0,01)

Megjegyzéseket, és a roviditések jelentését lasd az eléz6 tablazatnal

4.3 Prebiotikus oligoszacharidok hasznositasi vizsgalatanak eredményei

A hatékony prebiotikum kivalasztasara kereskedelmi

forgalomban 1évo

oligoszacharidok hasznositasat mind bifidobaktérium, mind enteropatogén torzsekkel

megvizsgaltam, mivel olyan prebiotikumot kerestem, amely a bifidobaktériumok

szaporodasat szelektiven tdmogatja.

4.3.1

Bifidobaktériumokkal

A Raftiline, Raftilose és a Lactosucrose (LS) mintdkat az Osszes vizsgalt

Bifidobacterium torzs hasznositotta. Az izomalto-oligoszacharidok hasznositdsdban mar

kiilonbség mutatkozott az egyes torzsek kozott. A Bifidobacterium adolescentis’,

Bifidobacterium infantis' és B. longum (B6.1) izolatum nem volt képes kizarélagos
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szénhidratként hasznositani az Isomalto500-t. Az Oligotime szirupot nem hasznositotta a
B. bifidum (B1.2) és B. bifidum (B7.5). Egyetlen xilo-oligoszacharid-ot sem hasznositott
a B. breve', B. bifidum (B1.2), B. bifidum (B7.5) és B. breve (B9.11) valamint a Xylo-
0ligo95-ot a B.longum K630 nem hasznositotta (14. tablazat).

14. tablazat Oligoszacharid hasznositasi vizsgalat bifidobaktériumokkal

- sRREEEEEEEEE -
g 2555528812212 5z 8
Oligoszacharid §h%ﬁ§555vv55555558ﬁ>‘5
MENFENEEEREEEREEEEEREE
HEEEEEEHHEEHENHEEEEE
SR SRISHEL S SEELSHELSHELSE I SHEL SIS IS IS I I A T
S S SR SRS
Isomalto 500 I e R N o o I e e e A
OLIGOTIME |+ [+ |+ |+]|- |+ RS R N R R R R s
OLIGOMTS00 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |+ |+]|+|+|+|+|F+|+|F+]|F|+]|+]|+
LS-44L F |+ |+ || F | F ||| F
LS-55P + |||+ ||| ||| ||| ||| |||+
Raftilose |+ ||| H |||+
Raftiline e I I I e I I N I I I N I I N I N I I R I N I I S I
Xylo-oligo70 I R A R R R
Xylo-oligo95 el I I R e e e I I e I I e I e I e e B B I

BIELECKA ¢s munkatarsai [2002] hasonld in vitro kisérletet végeztek
oligofruktdozok hasznositdsanak vizsgalatara. A legtobb bifidobaktérium csak az
alacsonyabb polimerizaciés foku oligoszacharidokat volt képes hasznositani. A
megvizsgalt harminc Bifidobacterium torzs koziil csak 18 szaporodasat stimulaltdk a

tesztelt oligoszacharidok.

4.3.2 Enteropatogénekkel

Az egyes oligoszacharidok hasznositasat enteropatogénekkel is megvizsgaltam,
mivel célom olyan oligoszacharid kivalasztdsa volt, mely az enteropatogének
szaporodasat nem tamogatja.

Az eredményekbdl kitlinik (15. tablazat), hogy az Oligotime szirup szamos
enteropatogén baktérium szaporoddsidt nem tdmogatta, ugy mint: Salmonella derby,
Salmonella cholerae-suis, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, E coli 055:H6, E coli,

Proteus mirabilis és Yersinia enterocolitica.
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15. tablazat Oligoszacharid hasznositasi vizsgalat enteropatogénekkel

-2
Sy R
Q Q
-~ 7 o S . “ =
) V = ™ ~ S o~
5 S 2 S ) ° : = =
S| 5| & f| §| = s S| S
) R I Sl IR B I T Rl I R R S —1§
Oligoszacharid |S 3|85 (S3(S & 33 ss|28|23|g8|23
=S S|S3 s R RSB EITEIRS
S 3 S = S S| ™ S 3 3
El 2 5 O3 ¥ g S| 5| &
S S S .20 = < =
A s %) = v A <
= ol S
S B~
A

Isomalto 500 + + + + + + + + + +
OLIGOTIME - - + - - - - + - -
OLIGOMT 500 | + + + + + - + + - -
L.S44L + + + + + + + + + +
LS55P - - - - - + + + - T
Raftilose + + + + + + + + + +
Raftiline + + + + + +

Azt, hogy a frukto-oligoszacharidokat a bifidobaktériumok képesek hasznositani
szamos szerzO bizonyitotta [BUDDINGTON, 1996; GIBSON, 1999; BOUHNIK, et
al.,1998; SGHIR, et al., 1998; RAO, 1999], de sokan kétségbe vonjak a szelektiv hatast.

Az izomalto-oligoszacharidok bifidobaktériumok novekedését tamogatd hatasat
in vitro és in vivo koriilmények kozott is KOHMOTO és munkatarsai bizonyitottak
[1988]. 59 torzs (bifidobaktériumokat, ¢s a human vastagbél mikrobiota fontosabb
képviseldit) novekedését vizsgaltak (optikai denzitas alapjan) in vitro 0,5 % izomalto-
oligoszacharidokat tartalmazo taplevesben. A vizsgalt Bifidobacterium fajok — a B.
bifidum kivételével-, a bakteroideszek és az Enterococcus feacalis képesek voltak az
izomalto-oligoszacharidokat egyediili szénforrasként hasznositani a tobbi baktérium (pl.
a legtobb Clostridium, Lactobacillus, E. coli, Klebsiella) nem. Hasonloan az el6zdekhez
a bifidobaktériumok ¢€s bakteroideszek igen, mig a legtdbb bélbaktérium nem volt képes
in vitro vizsgalatokban hasznositani xilo-oligoszacharidokat és laktoszacharozt.
[NAKAKUKI, 1993]. JASKARI ¢s munkatarsai [1998] xilanhidrolizatumok
bifidobaktériummokkal vald6 hasznositdsat hasonlitotta 0Ossze raffindzzal ¢és
fruktoligomerekkel. A raffindz és a fruktooligoszacharidok nagymértékben, a
xilooligoszaharidok tamogattak ugyan, de nem szignifikdnsan a bifidobaktériumok

szaporodasat.
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4.4 Bifidobaktériumok és az enteropatogén torzsek kolcsonhatasa

A 224 vizsgalat koziil 20 esetben tudtam kimutatni a bifidobaktérium torzsek
gatlo hatasat az enteropatogének szaporodadsara. A vizsgalt 12 torzs koziil csak harom
izolatum és egy autentikus torzs, B. longum' gatolta egyes enteropatogén baktériumok

novekedését (16. tablazat).

16. tablazat Bifidobacterium torzsek antagonista hatasa enteropatogénekre nézve

Enteropatogének
—
o
- | e S
2| E z
[\
S\ 7 SIS = S| 8| s
un = = en Q
. , e 2 4 ‘3 VNS Q > 2 =28
Bifidobaktérium = | = SIS Q] AR ARARS
. ~ ~ o [—) [—] .% .E 8
torzsek < QIR W SEIEARS
) = Y N = = o o o =~
R | 2|28 2| 33 o | OSSR
- <N X en || XS 2] 8
S VN w | S Al AN w s = SO0 I~ =
SIS =2 | ¥ ¥R o w3883
B I I el T I O S B T B T L R B
SR 3 xS SISl Sl 88|
§ S| '§~ SIS IS SIS|IS| 2| 8|8 =
3138558553 33I81888
QAU U G g RIRIRR| KR~
B.bifidum (B1.2) + + + + ++ + + +
B.bifidum (B5.1) ++ ++ ++
B.pseudocatenulatum P N s
(B4.1)
B.longum’ + 4+

+gyenge gatlas, ++erds gatlas
T: tipustorzs

A vizsgalt bifidobaktériumok koziil egyik sem volt képes gatolni a Shigella
dysenteriae-t €s a Klebsiella pneumoniae-t. A B. bifidum (B1.2) gatolta a Salmonella
derby 10032, Salmonella typhi 15001 és 15003, Shigella flexneri 20015, Escherichia
coli 35033 és 35034, Proteus mirabilis 60007 és Yersinia enterocolitica 98001
szaporodasat. A B. pseudocatenulatum (B4.1) torzs gatolta a Salmonella cholerae-suis
10051, Salmonella typhi 15001 és 15003, Shigella flexneri 20015, Proteus mirabilis
61369 ¢és Yersinia enterocolitica 98001 szaporodasat. A B. bifidum (B5.1) torzs gatolta
az E. coli 35033 és 35034 és Proteus mirabilis 61369 torzs szaporodasat. A B. longum"
gatolta a Proteus mirabilis 61369 Salmonella cholerae-suis 10051 és Yersinia
enterocolitica 98001 szaporodasat. A Proteus mirabilis és Yersinia enterocolitica
torzsek voltak a legérzékenyebbek a bifidobaktériumok jelenlétére. Ezen eredményeket
megerdsitik GIBSON és WANG [1994a] adatai, melyek szerint a bifidobaktériumok
kiilonb6z6 fermentacids rendszerekben (szakaszos fermentacio, kemosztat, szérumcso

vizsgalat, agarlemezes vizsgalat) gatoltdk Clostridium perfringens ¢és E. coli
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szaporodasat. A bifidobaktériumok gatlo hatasdnak legelfogadottabb oka az altaluk
termelt ecet- €s tejsav pH csokkentd hatdsa. Az elébbi kutatok azonban pH=7-en
pufferolt fermentacidban is bizonyitottak a gatlo hatast, emellett diffuzids kemosztatban
is, ahol a baktériumsejteket szemipermeabilis membrannal valasztottak el a fermentlétol.
Hasonl6 eredményeket kaptak BERNET és munkatarsai [1993], akik kimutattak, hogy a
Caco2 sejtvonalhoz jol tapadd bifidobaktériumok gatlé hatassal vannak Salmonella
typhimurium, E. coli és Yersinia pseudotuberculosis tapadasara. LEE és munkatarsai
[2003] 109 tejsavbaktérium ¢és bifidobaktérium torzset vizsgaltak meg Clostridium
difficile, E. coli O157:H7 és Staphylococcus aureus elleni gatlo hatdsuk szempontjabol.
Egyetlen torzs sem gatolta az S. aureus szaporodasat, de négy olyan torzset talaltak,
amely mind a C. difficile mind az E. coli O157:H7 ellen hatasosnak bizonyult.
FUJIWARA ¢és munkatarsai [1997] enterotoxikus E. coli-t gatlo bifidobaktériumokat
kerestek. Kimutattak, hogy egyes bifidobaktériumok gatoljak ezen E. coli-k tapadasat és
hogy a tapadast gatlo anyag egy fehérjeszerli molekula (100,000 molekulasullyal és
semleges izoelektromos ponttal), ezzel a megallapitassal kozelebb keriilhetiink a gatlas

mechanizmusanak megértéséhez.

4.5 Bifidobaktérium torzsek tapadasa human szovettenyészetekhez

A bélsejtekhez vald tapadas a probiotikus baktériumok fontos kritériuma, hiszen
ezzel biztosithatd, hogy ne mosddjanak ki a szervezetbdl [REID, 1999]. A bélbdl
szarmazo sejtvonalakat széles korben alkalmazzak in vitro modellként a probiotikus
torzsek tapadasi képességének vizsgalatdhoz [FORESTIER et al., 2001; GOPAL et al.,
2001].

A Bifidobacterium torzsek tapadasi képességét vizsgaltam kiilonb6zo eredetii
humén szovettenyészetekhez (HeLa, HT29 ¢és Hep2), melynek eredményeit a 17.
tablazatban foglaltam Gssze.

Nem tapasztaltam tapadast a kovetkezd torzsek esetében: B. dentium (A3.2), B.
bifidum (B1.2), B. dentium (B2.1), B. dentium (B2.3), B. pseudocatenulatum (B4.1) és B.
longum (B6.1). A B. bifidum (B3.2) torzs erds tapadast mutatott a HelLa szovethez.
Szintén ehhez a szdvethez kozepes mértékii tapadast tapasztaltam a B. bifidum (B3.1),
gyengét a B. longum (Al.2), B. pseudocatenulatum (B1.1), B. longum (B2.2), B.

longum", B. bifidum" és B. infantis" torzsek esetében.
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A HT29 szovettenyészethez vald tapadas a kovetkezOképen alakult: erds tapadas
a B. bifidum (B3.2), gyenge a B. longum (Al.2), B. pseudocatenulatum (B1.1), B.
bifidum (B5.1), B. breve' és B. infantis" esetében.

A Hep2 szovethez vald tapadas eredményei a kovetkezok: erds tapadas a B.
bifidum (B3.2), kdzepes mértékli a B. longum (A1.2), és gyenge a B. pseudocatenulatum
(B1.1), B. bifidum (B5.1), B. adolescentis", B. infantis" esetében.

17. tablazat. Bifidobacterium torzsek tapadasa human szovettenyészetekhez

Bifidobacterium torzsek HeLa HT29 Hep2
szovettenyészet | szovettenyészet szovettenyészet
B. bifidum (B3.2) +++ +++ +4++
B. bifidum (B3.1) ++ - -
B bifidum (B5.1) - + T

B. dentium (B2.1) - - -

B. dentium (B2.3) - - -

B. dentium (A3.2)

=+ |1
1
1

B. longum (B2.2)

B. longum (B6.1) - - -

B. longum (A1.2) + + ++
B. pseudocatenulatum (B 1.1) + + +
B. pseudocatenulatum (B 4.1) - - -

B. adolescentis' - - +
B. bifidum' + - -

B. breve' - + -

B. infantis' + + +
B. longum’ + - -

*enyhe tapadas, 2-3 baktérium/sejt, **kozepes tapadas, 4-6 baktérium/sejt, ***erds tapadas, tobb mint 6

baktérium/sejt, - nincs tapadas

Ot tipustdrzs és 16 izolatum tapadasat megvizsgaltam Caco-2P sejtvonalon is.
Parhuzamos kisérletben elvégeztem butirattal kezelt sejteken (differencialt) és iires
tenyésztdedényben is a vizsgalatot. A butiratos kezelés nem okozott jelentds valtozast a
tapadasban. Sajnos a legtobb tapadni képes torzs kozel azonos tapadast mutatott az iires
tenyésztéedény aljahoz is, igy a tapadast nem mondhatjuk specifikusnak. Az 10.abra a
Caco-2P sejthez és a hattérhez tapadt baktériumok szdmat mutatja. A megtapadt
baktériumokat néhol igen nehéz volt megszamlalni, mert a baktériumsejtek csoportokat
alkottak [TOUMOLA ¢és SALMINEN, 1998] ¢és ezért a szamolasi eredmények kozotti
szOras nagy lett. A 10.abran a tapadasi specificitds szerint harom csoportot lathatunk. A
torzsek egy csoportja jobban tapadt a sejthez, a madsik csoport jobban tapadt a

tenyésztéedényhez, a harmadik csoport tapaddsa a hattérhez és a tenyésztéedényhez
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hasonlé mértékii volt. A tipustorzsek koziil a B. lactis, B. animalis (feltehetden egy faj
képviseldi) kozepes €és a B. bifidum igen erds tapadast mutatott (11.abra), mig a B.
longum és B. breve nem voltak képesek tapadni. Erds tapadast egyetlen izolatum a B.
bifidum (B3.2) mutatott (11.4bra). Kézepest a B. bifidum (B 1.2), B. bifidum (B 3.1), B.
bifidum (B 5.1), torzsek, enyhét B. bifidum (B 7.1) a B. longum (B 2.2),B. lactis
(Prodrink), B. lactis (Danone), B. lactis (Bb-12),torzsek mutattak. Nem volt képes
tapadni a B. longum (K630), B. longum (A 4.9), B. breve (B 9.1), B. breve (B 10.2), B.
lactis (KYR), B. longum (A 4.4). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a tapadas
torzsfiiggo tulajdonsag, mint azt ahogy korabban mas szerzok is leirtdk [JACOBSEN et
al., 1999]. A tapadas mértéket csak néhany kivalasztott Caco-2P sejten néztem, igy ez a
munka nem hasonlithatd 0ssze més azon kisérletekkel ahol a tenyésztdedény minden

sejtjén megszamoltak a tapado baktériumokat.

Bifidobaktériumok tapadasa Caco-2P
sejtekhez és a tenyésztéedényhez (hattér)

1000

100 -

10 -

tapadas a Caco-2P sejtekhez
(baktérium/19x10 > mm 2)

1 10, 100 1000

tapadas a hattérhez (baktérium/19 x 10° mm?)

10.abra Bifidobaktériumok tapadasa Caco-2P sejtekhez és a
tenyésztoedényhez

1:B.longum K630, 2:B.breve B9.1, 3:B. longum B2.2, 4:B.longum A4.4, 5:B.bifidum B3.2,
6:B.bifidum B1.2, 7:B.bifidum B7.1, 8:B.longum B6.1, 9:B.animalis’, 10:B.bifidum’,
11:B.bifidum B3.1, 12:B.lactis KYR, 13:B.lactis Prodrink, 14: B.longum A4.6, 15:B.longum’,
16:B.longum A4.4, 17:B.breve’, 18:B.lactis Bb-12, 19:B.lactis’, 20:B.breve B10.2, 21:B.bifidum
B5.1
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11. abra B. biﬁdumT (a-b) és B. bifidum (B3.2) (c-d) torzs tapadasa Caco-2P
sejtekhez

Fény és elektronmikroszkopos mikroszkopos felvétel

Szamos szerz0 tanulmanyozta bifidobaktériumok adherdld képességét in vitro
korilmények kozott. BERNET és munkatarsai [1993] 13 Bifidobacterium torzs tapadasi
képességét vizsgaltdk huméan Caco-2 sejttenyészetben. A tapadast pasztdzo
elektronmikroszkoppal — vizsgaltdk. A baktériumok a Caco-2 sejtek csucsi
mikrovillusaihoz tapadtak, anélkiil, hogy azokat karositottak volna. Megallapitottak,
hogy a bifidobaktériumok tapaddsdhoz nem sziikséges kalcium, taldltak azonban egy
fehérjeszeri faktort, amely szerepet jatszott a tapadasban, ezt a faktort a
baktériumsejtben és a sejttenyészet feliilliszdjaban is kimutattdk. Ez a tapadasi faktor
fajspecifikusnak bizonyult.

PEREZ ¢és munkatarsai [1998] azt talaltdk, hogy azok a torzsek, melyek
agglutindloddé  tulajdonsaggal  rendelkeznek  jobban  tapadnak a  Caco-2

szovettenyészetekhez valamint, hogy a hidrofobicitas sziikséges a tapadashoz. Amikor
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az elektrosztatikai toltés negativ a sejt feliiletén, a sejtek nagyobb mértékben mutatnak
autoagglutiniciot. Savas pH-n a sejtek konnyebben agglutindlodnak, tehat jobban
tapadnak a human szovettenyészethez.

DEL RE ¢és mtsai [2000] Caco-2, HT29 ¢és KATOIIl (emberi gyomorrak)
sejteken vizsgaltak 13 B. longum tOrzs tapadéasat €és szintén Osszefliggést talaltak a
tapadas és az autoaggregacios képesség, valamint a hidrofobicitas kozott.

Az ¢letkor jelentésen befolydsolja a probiotikus torzsek tapadéasat. Idos
személyeknél tehat azzal magyarazzak a bifidobaktériumok csokkend szamat, hogy azok
kevésbé képesek tapadasra a bél nyalkahartyajahoz, ezért egy faktor felelOs.
Kereskedelmi forgalomban starter kultaraként kaphatd Bifidobacterium térzseket
vizsgalt OUWEHAND ¢és munkatérsai [1999] az altaluk preparalt, kiilonb6zd életkort
egyedek nyalkahartydjan. Eredményként kaptdk, hogy iddseknél valdoban kevésbé
tapadnak ezek a torzsek.

A szervezet védekezd mechanizmusa a beérkezd idegen mikroorganizmus ellen -
a gyomorsav, a perisztaltika és vastagbél mikrobiotdjan kiviil- a mucintermelés. A mucin
egy glikoprotein, melyet az emésztotraktus termel €s mely fizikai véddgatként mikddve
hat az invazid6 és kolonizacio ellen. FONTAINE ¢s munkatarsai [1994]
hemagglutinacids tesztekkel bizonyitottdk, hogy B. bifidum DSM20082 torzs képes a
mucinhoz tapadni, igy kdzvetve bizonyithatd a bélnyalkahartya sejtekhez vald tapadas
is.

A fentiekben emlitett munkakbdl is latszik, hogy a kiilonb6zd laboratériumok,
kiilonb6z6 vizsgalati modszerekkel igyekeznek bizonyitani a probiotikus baktériumok
tapadasi képességét. BLUM ¢és munkatarsai [1999] szerint sziikség lenne egy
standardizalt mérési mddszerre, mellyel a hatékony tapadas mérhetd, igy a probiotikus
kritérium megallapithatd. A FAIR programhoz tartoz6 PROBDEMO projekt keretén
belil mikodd0 PROBDEMO ADHESION WORKSHOP célja volt konszenzus
kialakitasa a hasznalt in vitro koriilmények kozott. Megvizsgaltak, milyen hatdsa van a
tapadasra az alkalmazott puffer pH-janak ¢és inkubécios iddnek, és annak, hogy a
baktérium mely ndvekedési fazisban van. Eltéré paraméterek kozott eltérd eredményeket
kaptak, (pl. a savas puffer noveli a tapadast, a logaritmikus fazisban 1év0 baktériumok
nem képesek tapadni). Tehat megéllapitottdk, hogy nem mindegy, hogy milyen
paramétereket allitunk be egy tapadasi vizsgalatnal. Bar a Caco-2 sejtvonalon torténd in

vitro vizsgalati modszert alkalmasnak talaltdk a tapadasi képesség vizsgalatara, ajanljak
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a tapadas mechanizmusanak molekularis tanulmanyozasat és az in situ vizsgalati

modszereket.
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4.6 Bifidobaktériumok élettani hatasa

4.6.1 In vivo allatetetési kisérletek eredményei

4.6.1.1 Egészséges egerek mikrobiotdjanak valtozdsa

A 25 kiilon nevelt him egeret 5 csoportra osztottam, ¢s a 18. tablazatban

bemutatott kisérleti tervnek megfeleléen takarmanyoztam azokat.

18. tablazat Egészséges egerek takarmanyozasi terve

Prebiotikum Probiotikum
Csoport | Szaraztap |Taré | 7% (m/m) Oligotime 107 sejt/g B. longum
Szirup szuszpenzio
1 + - - -
2 + + - -
3 + + + -
4 + + - +
5 + + + +

Az egészséges egerekkel végzett etetési kisérlet négy hétig tartott. Ezalatt az
egerek bélsar mikrobiotajanak Osszetétele nem valtozott jelentdsen. Tehat a
probiotikumként elfogyasztott bifidobaktériumok nem boritottdk fel a bélmikrobiota
egyensulyat. Pozitiv valtozasként értékelhetd viszont, hogy a pro- (4. csoport), pre- (3.
csoport) és szinbiotikus (5. csoport) taplalékkal etetett egerek székletébdl eltiintek a
hemolizal6 baktériumok. Ezek a baktériumok (pl. Streptococcus pyogenes, E. coli,
Streptococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Bacillus circulans,
Bacillus cereus) virulencia markerek, amelyek fakultativ patogén baktériumok
jelenlétére utalhatnak. A kisérlet sordn mind az 6t csoport egyedeinek székletébdl
sikertilt bifidobaktériumot izoldlnom.

AMANN ¢és munkatarsai [1998] hasonldé eredményeket kaptak egy human
kisérletben, amikor az énkéntesek 10' bifidobaktérium sejtet vettek magukhoz 12 napon
at. A vizsgalat id6tartama alatt nem valtozott székletiikben a bifidobaktériumok szama és
a kilélegzett hidrogén mennyisége, ebbdl arra kdvetkeztetett, hogy taplalkozassal nehéz
befolyésolni a vastagbél mikrobiota dsszetételét.

BIELECKA és munkatarsai [2002] patkéanyoknal bifidobaktérium (>10° é16 sejt
B. longum és B. animalis) és 5 % (w/w) oligofrukt6z (Raftilose) taplalék kiegészitéseket
alkalmazo6 14 napos kisérleteket végeztek és vizsgaltdk a bélsarmintak mikrobiotajanak
Osszetételét. Az oligofruktdzos etetés 1,6 log tke/g bélsar mennyiséggel novelte a
kontrollhoz képest a bifidobaktériumok szamat. A B. longum-mal val6 etetés enyhe (0,6

log tke/g) sejtszamnodvekedést okozott, mig a B. animalis-szal torténd etetés nem
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eredményezett valtozast a bifidobaktériumok szaméban. A szinbiotikus taplalék
kiegészités 1,4 log tke/g bifidobaktérium sejtszamnovekedést eredményezett. A tdbbi
vizsgalt mikrobacsoportra nem volt hatassal a pre-, pro- és szinbiotikummal torténd

etetés.

4.6.1.2 Antibiotikummal kezelt egerek mikrobiotdjanak valtozdsa
Ennél a vizsgdlatndl az egerek bélmikrobiotajat az etetést megel6zden
antibiotikus kezeléssel kidltem. Erre a célra egy antibiotikum keveréket hasznaltam,

amely az alabbi Osszetétell volt:

Penicillin 9,615 NE testtomeg kilogrammra vonatkoztatva
Gentamycin 1,34 pg testtomeg kilogrammra vonatkoztatva
Primycin 0,25 pg testtomeg kilogrammra vonatkoztatva

Az antibiotikumos kezelés kezdetétdl szamitott 3. napon a bélsar mintdkban

crer

¢lesztok alkottak. Ekkor a 12 egeret 4 csoportra osztottam. A 4 hetes etetési kisérletet a

19. tablazat szerint hajtottam végre.

19. tablazat Antibiotikummal kezelt egerek takermanyozasi terve

Csoport | Széraztap | Taré Prebiotikum - Oligotime Prol;iotikum - B. longum
7% (m/m) 10" sejt/g szuszpenzio
1 + - - -
2 + + - -
3 + + - +
4 + + + +

A vizsgalati periddus elsé hetének végére bélbaktériumokat csak a szinbiotikus
taplalékkal etetett egerek székletében taldltam. A masodik héten a szinbiotikus csoportot
kivéve mindegyik csoportndl hemolizal6 baktériumok jelentek meg. A harmadik hét
végére még mindig jelen voltak a két kontroll csoportban a hemolizal6 baktériumok, de
a probiotikus csoportndl megjelentek a bélbaktériumok. A négyhetes etetési kisérlet
végén megallapitottam, hogy a szinbiotikus ¢lelmiszerrel taplalt egerek bélmikrobiotaja
rekolonizalodott, tehat a szinbiotikummal torténd taplalék kiegészités alkalmasnak

bizonyult a bélmikrobiota egészséges egyensulyanak helyreallitasara.

4.6.2 In vitro modell kisérletek eredményei
A laboratériumi in vitro kisérletekhez probiotikus termékeket allitottam el6 €s a
transzfer idok figyelembe vételével olymodon €s sorrendben valtoztattam a kdrnyezeti

paramétereket, ahogyan az emésztés folyaman megjelennek.
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4.6.2.1 Gyomor szimuldcio
A B. bifidum (B7.1) és B. breve (B9.1) torzsekkel beoltott tejekbdl készitett

probiotikus termék stirli allagu lett. A B. longum (B2.2), B. bifidum (B3.1), B. lactis (Bb-
12), B. longum (A4.3), B. longum (K630) torzsek esetén ivdjoghurt tipusu termékeket
kaptam. A probiotikus joghurt termékek é16 csiraszamanak legaldbb 10° é16 sejtet kell
tartalmaznia grammonként, ezért a kezdeti csiraszamok kb. megfelelnek a szavatossagi
1d6n beliili joghurtokénak.

A gyomorszimuldcion sordn a probiotikus termékekben az éldsejtszamok
valamint a kezdeti €s a végso pH értékek a kovetkezOképpen alakultak (20. tablazat, 12.
abra). 4-6 nagysagrendii csokkenés figyelhetd meg a B. bifidum B3.1 és a B. breve B9.1
jelzésti torzsek esetén. A B. longum B2.2, a B. bifidum B7.1 ¢s a B. lactis Bb-12 jelzésli
torzseknél a gyomortranzit modellezése utdn sem csokkent a sejtszdm a kiinduldsi
csiraszam ald. Nem véletlen, hogy ezek kozt van a starter kultirabol izolalt Bb-12 torzs
is, de igéretesnek latszik, hogy két human eredetii izoldtum is megfeleld ellenallo

képességet mutatott az kis pH értékkel szemben.

20. tablazat A gyomor szimulacio soran a sejtszam és a pH alakulasa

e
Kezdeti & 5. perc 90. perc

Torzs 2z
L sejtkoncentracio | pH =4 sejtkoncentracio | Sejtkoncentraciéo | pH
elzese
! (tke/ml) g (tke/ml) (tke/ml)

7
B2.2 1-10° 49 | 3,0 8-10° 1-10° 3,0
B3.1 1,5-107 54 | 3,0 1-10° 3,2:10° 3,1
B7.1 6-10 42 13,0 2-10° 2:10° 3,3
B9.1 1-10° 4 13,0 1-10° 9-107 3,0
Bb-12 1,7-10° 49 | 3.0 9-10° 4-10° 3,2

A gyomortranzit alatti tGlélést hasonldé modszerrel vizsgaltdk BERRADA és
munkatarsai [1990]. Két bifidobaktériumot tartalmazé fermentalt tejterméket vizsgaltak.

cre

A 90 percig tart6 pH=3-on valé inkubalds utan a nagyobb 10° sejt/g koncentracidju
terméknél csak 107 sejt/g- ra esett vissza, a masik kisebb 10° sejt/g koncentracidju
terméknél tobb nagysagrendii csokkenést tapasztaltak és végsd koncentracio 10” sejt/g
érteknek adoddott. Az in vitro vizsgalat eredményeit megerdsitették in vivo human etetési

kisérlettel, ahol hasonldé mértéki sejtszamcsokkenést tapasztaltak.
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12. abra Bifidobacterium torzsek élésejtszamanak alakulasa a gyomor szimulacio
soran

SULTANA ¢és munkatarsai [2000] in vitro szimulacids kisérletben kimutattak,
hogy a probiotikus  mikrokapszulédzéassal megvédhetdk az emésztétraktusban uralkodo

koriilményektol.

4.6.2.2 A szdjiiregben, a gyomorban és a vékonybélben lejatszodo folyamatok
szimuldldsa

A B2.2, B7.1 és Bb-12 torzsekkel joghurt tipusu termékeket készitettem.

21. tablazat Tapcsatorna szimulaci6 soran a sejtszam valtozasa

Sejtkoncentracio (tke/ml)
Starter torzs
kezdeti 120. perc 180. perc 480. perc
B. longum B2.2 1-10° 410 52-10° 1,810
B. bifidum B7.1 1,6:10° 6:10° 7,3:10° 610
B. lactis  Bb-12 4-10° 2:10° 1-10° 2,410°

In vitro korilmények ko6zott modellezve az emésztOcsatorna vastagbélig tartd
szakaszat, olyan kornyezetet (pH, emésztéenzimek, anaerobitas, hdmérséklet) allitottam
be, mint amilyen egy egészséges ember emésztOtraktusaban eldallhat. A vizsgalathoz a
gyomor szimulacional mar kedvezd eredményeket add torzseket alkalmaztam.
Mindharom vizsgalt torzs talélte az emésztStraktusban uralkodd sosav ¢és az

emésztoenzimek pusztitd hatasat (21. és 22. tablazat, 13. abra). A Bb-12 és a B7.1 torzs
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esetén jobb sosav- és epesavtiirés figyelheté meg, a B2.2 jelzésu torzs esetén viszont

nagymeértékii sejtszamcsdkkenés tapasztalhato.

22. tablazat A joghurt tipusu mintak pH valtozasa a szimulacio soran

.. | Nyallal
Starter torzs Termék Kkezdeti 40. 120. 180. 270. 480.
pH pH perc | perc | perc | perc | perc
B. longum B2.2 4,28 4,4 1 1,2 0,5 6,6 6,7
B. bifidum B7.1 3,8 3,98 1,3 1,3 1 6,7 6,7
B. lactis  Bb-12 5 5,4 1,4 1,3 1,4 6,5 6,65
E 10
i)
£ 8
0
g 6
g ¢
c 2 _A
g ——
IQ‘ 0 I I I I I
> 0 100 200 300 400 500 600
kezelési id6 (perc)
——B2.2 ——B7.1 —A&—Bb-12

13. abra. Bifidobaktériumok tulélési gorbéi a tapcsatorna modellezése soran

CHARTERIS ¢és munkatarsai [1998b] egy in vitro modszert fejlesztettek ki
potencialisan probiotikus Lactobacillus és Bifidobacterium fajok a fels6 emésztStraktus
alatti tranzit tolerancidjanak meghatarozasara. A vizsgalatban epesavrezisztens torzseket
¢és kiilonbozé védokozegek (tejfehérje, gasztrikus mucin) hatasait is tesztelték. A
gyomorszakasz paraméterei: pH=2, pepszin (0,3 %), NaCl (0,5 %) a vékonybélszakaszé:
pH=8, pankreatin USP (1 g/l), NaCl (5 g/l). A vizsgalt torzsek savtiirOképessége és
tolerancidja a vékonybélnedvre eltéronek mutatkozott, a stresszhatasok ellen a tejfehérje
véddhatast nyujtott.

GOPAL ¢és munkatérsai [1996] bifidobaktériumok epesav tolerancidjat vizsgalva
megallapitottak, hogy a torzsek kiilonb6z6 moddon szaporodnak 0,3 % marhaepe

jelenlétében.
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IBRAHIM ¢s BEZKOROVAINY [1993b]: bifidobaktériumok tulélését epesok
jelenlétében vizsgaltak. A talélés mértéke elsddlegesen dozisfiiggd, de a torzsek
érzékenysége is meghatarozo.

LEE ¢és HEO [2000] a bifidobaktériumok rogzitésével kivantdk azok tulélési
es¢lyeit javitani. Matematikai modell segitségével hataroztdk meg azt az optimalis
algindt koncentraciot, gyongyméretet €s kezdeti csiraszdmot, amelynél a legnagyobb
mértékben talélik a rogzitett baktériumok a gyomor- és epesav hatasat. Megallapitottak,
hogy az alginat koncentracié novelésével csokken a pusztulas; a kezdeti sejtszdm nem
befolyésolja a tulélést; a gyongyméretek novekedésével azonban csdkken a pusztulas

mértéke.

4.6.3 Funkcionalis élelmiszer alkotok tesztelésének eredményei bélcsatorna
szimulacios rendszerekben

Tekintettel arra, hogy a probiotikumok hatasai a vastagbélben jutnak érvényre,
ezért a kiilonbozd funkcionalis élelmiszerek fogyasztdsdnak hatasait kivantam

felbecstilni a TNO altal kifejlesztett emésztérendszert szimulald berendezésekben.

4.6.3.1 TIM I modellben végzett vizsgalatok eredményei
A TIMI modell rendszer joghurtl.pro programja egy joghurtot fogyaszto

egészséges felndtt ember gyomor-, illetve vékonybélmiikodését szimulalja és alkalmas a
bifidobaktériumok talélésének vizsgalatara.

Hat Bifidobacterium torzs (B7.1, B3.2, A4.9, Al1.2., B9.1, Bb-12) talélését
teszteltem. Az elsé Ot torzzsel kétszer a B. lactis Bb-12-vel egyszer végeztem el a
tulélési kisérletet. Elelmiszermatrixként pasztérozott joghurtot hasznaltam.

A talélési kisérlet eredményeit 6sszefoglalva megallapithato, hogy a hat vizsgalt
torzs kozil kettd mutatott figyelemre méltd talélést (14. abra). A B. bifidum B7.1
izolatum 81 %-ban a B. lactis Bb-12 62 %-ban ¢élte til az emésztérendszer
felsdszakaszaban uralkodo koriilményeket. Pozitiv eredményként értékelhetd, hogy az
egyik sajat human eredetli B. bifidum izolatum hasonldan jo tulélési képességet mutatott,
mint az ipari starterként alkalmazott B. lactis Bb-12 torzs.

Naponta kb. 2,5 1 gyomornedv valasztddik ki az emberi szervezetben, amelynek
pH-ja 2 és a sokoncentracidja 0,5 %. Emellett kb. 0,7 1 hasnyalmirigynedv termelddik,
amelynek pH-ja 8 és sokoncentracioja 0,5 %. Ezek a testnedvek pH és enzimatikus gatat
jelentenek a szervezetbe keriild mikroorganizmusokra nézve. A fermentalt

tejtermékekben bejutatott bifidobaktériumok, azonban jo tuléloképességet mutatnak, ezt
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bizonyitotta POCHART ¢és munkatarsainak [1992] egyik tanulmanya is, ahol a bejutatott

két Bifidobacterium torzs 23,5%-ban élte tal az ileum disztélis szakaszat.
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14. abra Bifidobaktériumok tulélése a TIM1 modellben

4.6.3.2 Vastagbélszimulacios (TIM2) kisérletek eredmenyei

A kisérletsorozatban egy prebiotikus oligoszacharidot, négy Bifidobacterium
izolatumot valamint az utolso kisérletben ezek egyiittes hatasat vizsgaltam. A modell
beallitott paraméterei szintén egy egészséges felndtt ember vastagbélmiikodését
szimulaltdk. A vizsgalat soran kovettem a bélmikrobiota Osszetételét, a rovid szénldnca
zsirsavak, a tejsav és az ammonia koncentracio alakulasat.

23. tablazat Kisérleti terv

Kisérlet jele Prebiotikum Probiotikum
7g/nap beoltas 10° sejttel a 2.napon
1 | Kontroll - -
2 | Prebiotikus Oligotime szirup -
3| | B longum Al.2 - B. longum A1.2
4 % B. bifidum B3.2 - B. bifidum B3.2
5 Z-C!;D B. bifidum B7.1 - B. bifidum B7.1
6 | & | B. lactis Bb-12 - B. lactis Bb-12
7 | Szinbiotikus Oligotime szirup B. bifidum B7.1

4.6.3.2.1 A bélmikrobiota osszetéle
88 ora leteltével a kontrollhoz viszonyitva mind a hat kisérlet esetében kisebb

volt az enterococcusok szama. (A szinbiotikus és a B7.1-es torzzsel végzett kisérletben a
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hat koziil a legnagyobb mértékben: egy nagysagrendnyivel). A laktobacilluszok szdma
szintén kisebb volt a hat kisérletben, mint a kontrollban. Az enterobacteriaceae-k szama
kozel azonos volt ill. kis mértékben nagyobb volt a kontrollhoz képest, mig a
bakteroidesek nagyobb szdmban szaporodtak el. A bifidobaktériumok szama mind a hat
kisérletben kozel azonos volt és a kontrollhoz képest sem mutatott nagy eltérést bar a 40.
ordban szinte minden esetben megfigyelhetjiik szamuk megugrasat, -ami a 16. o6rdban
tortént beoltdsuknak tudhato be- de ez lassan visszadll a kezdeti értékre. A
szulfatredukald clostridiumok szaporodasa a Szinbiotikus, az Oligotime-mal végzett
prebiotikus ill. a B7.1 nevll torzzsel végzett kisérletben a kontrollhoz képest kisebb
mértéki volt.

Az Oligotime-os prebiotikus kisérletben az id6 fiiggvényében a tobbi kisérlettel
ellentétben, -ahol szamottevien nem valtozott- az 1d6 fliggvényében ndtt a
bifidobaktériumok, laktobacilluszok, enterobacteriaceae és a bakteroidesek szama, ami
azt jelentheti, hogy az Oligotime szirup nemcsak a bifidobaktériumok, hanem az egyéb
bélben 1évo baktériumok szaporodidsat is novelte. A szinbiotikus kisérletben ez a
novekedés mar enyhébb, sot a laktobacilluszok esetében nem is tapasztalhat6, de a
bifidobaktériumok szdma novekszik. Tehat a valasztott prebiotikum tdmogatta az

alkalmazott probiotikus Bifidobacterium torzs szaporodasat.
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15. abra Osszes sejtkoncentricié meghatirozasanak illetve szelektiv agarokon a

jellemzo nemzetségek és fajok kimutatasanak eredményei a kontroll kisérletben
els6 oszlop: 16. 6ra, masodik oszlop: 40. 6ra, harmadik oszlop: 64. 6ra, negyedik oszlop: 88. 6ra

102



Oligotime
14 +
12 +
ry
10 +
-

8 1
6+
41
24

0+ | | |

& & ¥ & &
o N S ~ F >
9) o O 'y > R
& P o & o S
O P & 9 & o
& &® & & & >®
> ¥ ééo -fx\bo © A°
8 N
$ © N
<
=
<P

16. abra Osszes sejtkoncentrici6 meghatirozasanak illetve szelektiv agarokon a
jellemzo nemzetségek ¢és fajok kimutatasanak eredményei az Oligotim-mal végzett

kisérletben
els6 oszlop: 16. 6ra, masodik oszlop: 40. 6ra, harmadik oszlop: 64. 6ra, negyedik oszlop: 88. 6ra
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17. abra Osszes sejtkoncentrici6 meghatirozasanak illetve szelektiv agarokon a
jellemzé nemzetségek és fajok kimutatisanak eredményei a szinbiotikummal

végzett kisérletben
elsd oszlop: 16. 6ra, masodik oszlop: 40. 6ra, harmadik oszlop: 64. 6ra, negyedik oszlop: 88. 6ra
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18. abra Osszes sejtkoncentricié meghatirozasanak illetve szelektiv agarokon a
jellemzo nemzetségek és fajok kimutatiasanak eredményei az Al.2 jelii torzzsel

végzett kisérletben
els6 oszlop: 16. 6ra, méasodik oszlop: 40. 6ra, harmadik oszlop: 64. 6ra, negyedik oszlop: 88. ora

B. bifidum B3.2
14 ¢
12 +
-
10 +
- i

8 EN

6 iy

44

2 EN

0+ 1 1 1 1 |

g & * > &
S & & & .b@%e &
O N\ o Q .
Y ® & & < O
& X @ S @ &
& & @ N & &
& \F @@0 & © N
& o o
3
=
B

19. abra Osszes sejtkoncentricié meghatirozasanak illetve szelektiv agarokon a
jellemzo nemzetségek és fajok kimutatasanak eredményei a B3.2 jelii torzzsel

végzett kisérletben
els6 oszlop: 16. 6ra, méasodik oszlop: 40. 6ra, harmadik oszlop: 64. 6ra, negyedik oszlop: 88. ora
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B. bifidum B7.1
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20. abra Osszes sejtkoncentracié meghatarozasanak illetve szelektiv agarokon a
jellemzo nemzetségek és fajok kimutatasanak eredményei a B7.1 jelii torzzsel

végzett kisérletben
elsd oszlop: 16. 6ra, masodik oszlop: 40. 6ra, harmadik oszlop: 64. 6ra, negyedik oszlop: 88. 6ra
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21. abra Osszes sejtkoncentricio meghatirozasanak illetve szelektiv agarokon a
jellemzo nemzetségek és fajok kimutatasanak eredményei a Bb12 jeli torzzsel

végzett kisérletben
els6 oszlop: 16. ora, masodik oszlop: 40. 6ra, harmadik oszlop: 64. 6ra, negyedik oszlop: 88. ora
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ALANDER ¢s munkatarsai [1999] hasonlé eredményeket kaptak az altaluk
alkalmazott modellrendszerben a SHIME-ben (Simulator of the Human Intestinal
Microbial Ecosystem), ahol 6t probiotikus torzset vizsgaltak. A reaktor hat részbdl all és
mindegyik tartalmazza a ra jellemzd mikrobiotat, emésztonedveket és tapkozeget. A
rendszer szamitogép vezérelt, anaerob, kevertetett és 37°C-ra termosztalt. A kiértékelést
sejtszamlalassal (teljes anaerob, aerob sejtszdm; enterococcusok, enterobacteriumok és
laktobacilluszok) végezték el. A kisérlet eredményeképpen azt kaptdk, hogy mind az 6t
probiotikus torzs esetében a bifidobaktériumok, laktobacilluszok és enterokokkusok
szama nott, az enterobaktériumok és klosztridiumok szama csokkent. OGATA ¢és
munkatarsai [1997] egészséges embereket etettek egy hétig B.longumBB536 nevii
probiotikummal. A napi 2x10'° él8 sejt elfogyasztisa valtozasokat okozott a bélsar
mikrobiotdjanak Osszetételében. A bifidobaktériumok és laktobacilluszok szdma nétt a

C. perfringens-é és Enterobacteriaceae csalad tagjai¢ csokkent.

4.6.3.2.2 Rovid-szénlancu zsirsavak szintézise

A rovidszénlancu zsirsavak termelésének eredményei a kovetkezdk szerint
alakultak  (22.4bra): Az 0Osszes termelt rovidszénlanci  zsirsavat nézve
(acetat+propionat+butirat) mind a hat kisérletben tobb keletkezett, mint a kontroll
kisérletben. Ez pozitiv eredmény, hiszen a béllumen pH-janak csokkenése az
enteropatogének elszaporodasat gatolja. Az acetattermelés mind a hat kisérletben
fokozottabbnak (1,5-3,5 szeres) bizonyult a kontrollhoz képest. Legtobb a B. bifidum
B7.1 az Oligotime és a Szinbiotikus kisérletekben volt. A propionattermelés -a B bifidum
3.2 torzset kivéve, ahol tobb mint kétszeres volt- kisebb mértékiinek bizonyult, itt
kiemelném a prebiotikus kisérletet, ahol harmad akkora volt a propionattermelés mint a
kontroll kisérletben. Mind a hat kisérletben tobb butirat keletkezett (1,5-3szoros ) mint a
kontroll kisérletben, itt szintén a B. bifidum B.7.1, Oligotime ¢és a Szinbiotikus
kisérletekben keletkezett kiemelkedden tobb (2-3 szoros).
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22. abra Rovidszénlancu zsirsavak termelédése a TIM2-ben

A vastagbélben (caecum ¢€s sigmabél szakaszok) a harom legfontosabb rovid
szénlancl zsirsav fermentdciés hozama altaldban a kovetkezd ardnyban oszlik meg:
60 % acetat, 20 %propionat, 20 % butirat [CUMMINGS és BINGHAM, 1987 ]. A 24.
tablazatban a 88. d6rdban mért rovid szénlancu zsirsavak koncentracidinak aranyat

mutatom be Osszehasonlitva egy irodalmi adattal.

24. tablazat A termelt rovidszénlanci zsirsavak molaris aranya a 88.6raban

torzs Acetat (%) Propionat (%) | Butirat (%)

B. longum A1.2 56,6 15,9 27,5
B. bifidum B3.2 52,4 10,7 37,0
B. bifidum B7.1 59,0 13,2 27,9
B. lactis Bb-12 46,8 36,5 16,7
Oligotime 61,0 52 33,8
Szinbiotikus 64,3 12,1 23,6
Kontroll 52,6 25,0 22,4
ALANDER et al.,1999 94,75 28,20 17,05

Kiugré eredményeket az Oligotime és a B. lactis Bb-12 torzzsel végzett
kisérletnél figyelhetiink meg.

A rovidszénlanct zsirsavak a szénhidratok anaerob fermenticidja soran
keletkeznek a vastagbélben. Biologiai szerepiik széleskorii: befolyasoljak a vastagbél
mikrobiotajat alkotd baktériumok szaporodasat, csokkentik az alkalikus citotoxikus
anyagok hasznosulasanak lehetdségét, tapanyagforrasul szolgdlnak a vastagbél falat
alkoto sejtek, a kolonocitdk szdmara, tovabba a kolonocitak osztdédasat reverzibilis €s

irreverzibilis mdédon gatoljak. A butirdt tapanyagul szolgal a bélhamsejteknek és jo
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osztodasi/differenciald agens. A butirdt CO,-ra és ketontestekre bomlik. A butirat
visszaszoritja a gliikozoxidaciot és az oxigénfelvétel 80%-aért felelds. Befolyasolja a
sejtnovekedést. Meghosszabbitja a rékos sejtek szaporodasi idejét és csokkenti a
novekedési ratat. Sok sejtenzimre befolyassal van. A virusindukalta sejtdifferencialodast
megforditja. Fenntartja a normalis kolonocita fenotipust, igy csokkenti a rosszindulata
sejtek kialakuldsanak rizikojat. A butirdttermelés tehat nagyon fontos a bél nyalkahartya
integritasanak fejlesztésében. Emellett elernyeszti a megkeményedett artéridkat, igy
nagyobb lesz a kolon-hepatikus portds vénas véraram. Stimuldlja a bél elektrolit
transzportjat, igy nagyobb az ion ¢és folyadék felszivodas és megeldzi a hasmenést. Az
acetat noveli a Ca, Mg felszivodast, és szintén elernyeszti a megkeményedett artéridkat.
A propionat ndveli a vastagbél izom Osszeshuzddasat-elernyedését, igy a székrekedés
kikiiszobolésében jelentds. Szintén elernyeszti a megkeményedett artéridkat és stimulalja
a bél elektrolit transzportjat [FLOCH, 1990; SCHEPPACH, 1994 ; SCHEPPACH et al.,
1995; SALMINEN et al., 1998].

4.6.3.2.3 Lill. D laktét termelés
A laktattermelést igen nehéz volt kovetni, hiszen a modellben 1évé komplex

mikrobiota nemcsak termeli a laktdtot, hanem hasznositja is. Azonban abban a két
kisérletben, amelyben prebiotikummal etettiik modelliinket (Oligotime, Szinbiotikus),
jelentds mértékben megndtt a laktattermelés (22.abra). Tovabba nem elhanyagolhat6 az
az eredmény sem, hogy ebben a két kisérletben az emberi szervezet szdmara

hasznosithato L-laktat aranya nagyobb volt, mint a D-laktaté.

Laktattermelés Laktattermelés
B. longum A1.2 B. bifidum B3.2

mmol/l
3
o
mmol/l
5
o

el Total il Total

idé ( 6a) id6 ( Ga)
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23. abra Laktattermelés a TIM2 modellben

4.6.3.2.4 Az ammonia koncentracidjanak alakuldsa

A vastagbélben termel6dé ammonia koncentracidjanak mérése azért fontos, mert
az ammonia hatdssal van a bélsejtek metabolizmusara €s morfoldgiajara, valamint
csokkenti a bélsejtek élettartamat gy, hogy az egészséges sejtekre toxikusabb, mint a
transzformaltakra, igy rakkeltd agensek jelenlétében noveli a genetikai sériilés

valoszinliségét. Egyes bélbetegségekben szenveddknél igen nagy ammoniakoncentraciot
(tdbb mint 100mM) figyeltek meg.
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Az ammoniatermelés mérésének eredményeképpen azt kaptam, hogy a
kontrollhoz viszonyitva a probiotikummal val6 etetés novekedést, a prebiotikummal valo
etetés csokkenést okozott az ammoniakoncentracidban (24.4bra). Ennek okat
szénhidrat- fehérje anyagcsere kozotti dsszefliggésben kereshetjiik. A fehérjebontasbol
szarmaz6 ammonia egy részét a baktériumok hasznositjak, egy része a majba keriil, ahol
ureava alakul, majd a vizeletbe kivalasztodik. Hogy mennyi ammoniat képesek
felhasznalni a baktériumok attol fligg, hogy mennyi energia all rendelkezésiikre. Ez az
energia fOleg a szénhidratokbol szarmazik, tehat a rendelkezésre 4llo fermentalhatd
szénhidrattol fligg a baktériumok nitrogénsziikséglete, azaz ammonia-felhasznaldsa. Az
oligoszacharidok tehidt mint azt a jelen kisérlet is bizonyitja (a legalacsonyabb
ammoniatermelést az Oligotime és Szinbiotikus kisérletekben mértem) eldsegitik a
baktériumok szaporodasat, ezaltal ammonia-felhasznalasat, igy kevesebb keriil a majba
ill. vérbe. Mivel a probiotikummal vald etetés egyes baktériumcsoportok sejtszamat
csokkentette és igy kevesebb sejt volt képes anyagcseréjéhez ammoniat felhasznalni,
novekedett az ammoniatartalom. Célszerli tehat a probiotikumok taplalkozasba vald

bevitelével egyidejiileg nememészthetd szénhidratok fogyasztasa is.

70 —&— Kontroll
60 - ——B.longum A1.2
_ 50 - B. lactis Bb-12
S 40 B. bifidum B7.1
€ 30 - —%— B. bifidum B3.2
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24.abra Ammoniatermelés a TIM2-ben
A TIM 2 modellnek szdmos elénye van az in vivo allatokon vagy embereken
végzett kisérletekkel szemben.
1. A modell szamitogép altal vezérelt igy biztosithatd a nagy reprodukalhatdsag
¢s az adatok folyamatos regisztralasa.

2. Mind atlagos mind extrém fizioldgiai paraméterek beallithatok
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. A koltségek az allatkisérletek koltségeinek 50%-at, az emberi kisérletekének
25%-4t teszik ki.

. Nem 1itkozik etikai akadalyba, id6t és koltségkiméld, hogy nem kell
engedélyt beszerezni az Etikai Bizottsdgoktdl. Alkalmazasukkal toxikus,
mutagén ¢és radioaktiv komponensekkel valamint patogénekkel végzett
kisérleteket is végrehajthatunk.

. Egy 10j termék kifejlesztésének korai stddiumaban is alkalmazhato, igy
roviditheto a fejlesztési ido.

. A mintavételt mikodés kozben elvégezhetjik, nem kell leallitani a
folyamatot. Egyidében parhuzamos kisérleteket is végezhetiink.

. A paramétereket (pH, tranzitidd) egymastol fliggetleniil valtoztathatjuk, igy
kiilon-kiilon megvizsgalhatjuk hatdsukat [VENEMA et al., 2000].
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5 (OSSZEFOGLALAS

A funkcionalis élelmiszerek piaca rohamosan nd, mara vildgszerte meghaladja a
33 millidrd USA Dollart, ebbdl Europa 2 milliardot képvisel. A 2 milliardbol 1,35
millidrdot a pro- és prebiotikus termékek tesznek ki, igy joggal allithatjuk, hogy a
funkciondlis €lelmiszerek kutatasi teriiletének egyik kulcsszektora a bél egészsége. Az
emberi vastagbél mikrobiotdja rendkiviil Gsszetett. A tobb mint 500 faj kozott vannak
olyan jotékony bélbaktériumok, melyek a szénhidrat és fehérje anyagcseréjiik sordn
kiilonb6z6é rovid lancu zsirsavakat termelnek, ezaltal csokkentik a vastagbél pH-jat
kiszoritva a karos N-nitrozé vegylileteket és toxinokat termeld baktériumokat. Ezért igen
figyelemremélté az, hogy hogyan lehet befolydsolni a bélfléra Osszetételét az étrend
megvaltoztatasaval. A cél az, hogy a bélben 1évd bifidobaktériumok és laktobacilluszok
szamat és aktivitasat noveljik.

A probiotikumok olyan €16 mikroorganizmusok, melyek jotékonyan hatnak a
szervezetre azaltal, hogy fenntartjdk a bélmikrobiota egészséges egyenstlyat, a
prebiotikumok olyan nem emészthetd ¢élelmiszerdsszetevok, melyek szelektiven
tamogatjak a probiotikumok szaporodasat. Ha a pro- és prebiotikumot egylittesen
alkalmazzuk szinbiotikus terméket allitunk el6. A probiotikus mikroorganizmusokkal
szemben tdmasztott legfontosabb kovetelmények, hogy human eredetiick legyenek,
tuléljek a felsd béltraktuson valod athaladast, rovidszénlancu zsirsavakat termeljenek, igy
csokkentve a pH-t gatoljak a patogének elszaporodasat, valamint tapadjanak a human

bélhamsejtekhez.

Munkam soran olyan humén forrasbol torténd bifidobaktériumok izolalasaval és
vizsgalataval kivantam foglalkozni, melyek megfelelnek a probiotikumok kritériumainak
¢s ugyanakkor kivaloé technofunkcionalis tulajdonsagot mutatnak.

Els6 1épésként modszereket fejlesztettem ki bifidobaktériumok faji szintli azonositasara.
Az egyik modszer erjesztési képességen ill. argininbontison, a masik Fourier
Transzformaciés Infravords spektroszkopids (FT-IR) mérésen alapul. Az erjesztési
képességen ill. argininbontdson alapuld faji  besoroldsndl irodalmi adatok
felhasznalasaval, valamint bifidobaktérium tipustdrzsek és izolatumok fermentacids
tulajdonsagait megvizsgalva adatbazist készitettem, melybe 65 referenciatorzs 54
tulajdonsagat vettem fel, majd egy olyan szoftvert készitettem mellyel az ismeretlen
izolatum azonos 54 tulajdonsagéanak vizsgélati eredményei alapjan megkapjuk, hogy az

adatbazisban 1évo torzsek koziil melyikkel azonos ill. melyikhez hasonlit a legjobban és
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ennek alapjdn megtorténhet az ismeretlen Bifidobacterium torzsek faji besorolasa. A FT-
IR spektroszkopids mérésnél eldszor meghatdroztam azt a tdpkdzeg Osszetételt, amely
megfeleld mennyiségli biomassza eldallitdsat biztositatta a vizsgalatok sikeres
kivitelezéséhez, majd 99 kiilonbozo helyrdl szarmazo Bifidobacterium torzs spektrumait
felvéve létrehoztam egy bifidobaktérium spektrumkonyvtarat. A moédszer validalasa
sordn a moddszer josaga a legtobb faj esetén 100 %-nak bizonyult, csupan a B.
infantis/longum esetén volt 80 %-os, valamint a B. pseudocatenulatum fajhoz sorolhatod
torzsek esetében a heterogenitas miatt bizonytalan a besorolés.

Bifidobacterium torzseket izoldltam human bélsarbol ¢és élelmiszereredetii
mintakbol, az egyes torzseket molekularis biologiai modszerrel és a fenti faji azonositési
technikakkal azonositottam, és a 32 human valamint 27 ¢élelmiszereredetii
Bifidobacterium torzsbdl torzsgylijteményt hoztam 1étre. A 32 human izolatum kozil 9
torzs a B. bifidum, 6 torzs a B. breve, 4 torzs a B. dentium, 11 torzs a B. infantis/longum
fajokhoz tartozik. Két torzs besoroldsa bizonytalan maradt, ezekrdl csak annyi nyert
bizonyitast, hogy a B. angulatum csoportba tartoznak. A 27 élelmiszereredetli izolatum
koziil kettd a B. infantis/longum 25 torzs a B. lactis/animalis fajokhoz tartozik.

Megvizsgaltam az egyes torzsek oligoszacharid hasznosité képességét. Az
oligoszacharidok koziil az oligotime szirupot itéltem a legmegfelelébbnek, mivel ez a
vizsgalt enteropatogén torzsek szaporoddsat kevésbé tdmogatta, mint a tobbi vizsgalt
oligoszacharid.

Vizsgaltam a bifidobaktériumok és egyes enteropatogén torzsek kozotti
kolcsonhatast. Vizsgalataim szerint egyes izolatumok antagonista hatast gyakoroltak a
vizsgalt enteropatogén baktériumokra.

Az bélsejtekhez vald tapadéas a probiotikus baktériumok fontos kritériuma, hiszen
ezzel biztosithatd, hogy ne mosddjanak ki a szervezetbdl. Az egyes Bifidobacterium
torzsek tapadoképességének meghatdrozasdt humén szovettenyészeteken végeztem.
Megallapitottam, hogy a tapadasi képesség torzsfiiggd tulajdonsag, és hogy egyes human
izolatumok jobban adheralnak a human szovettenyészetekhez, mint a tipustorzsek ill. az
¢lelmiszereredetii torzsek.

Allatetetési kisérleteket végeztem, melyekben egereket pro- pre ill. szinbiotikus
¢lelmiszerrel etettem, ¢és négy hétig vizsgaltam a bélsar mikrobiotajanak valtozasat. Az
elsd kisérletsorozatban egészséges egereket teszteltem a madasodik kisérletsorozatban
olyan egerek vettek részt, melyek mikrobiotajat elézetesen antibiotikummal kidltem. A

pro-, pre- ¢és szinbiotikumok bevitelének hatasara az egészséges egerek

114



bélmikrobiotajanak Osszetételében nem tortént jelentds valtozéds, az antibiotikummal
kezelt egerek bélmikrobiotdjanak egészséges egyensulya helyredllt.

In vitro modellekben megvizsgaltam egyes izolatumok taléloképességét. A
tuléloképesség szintén torzsfiiggo tulajdonsag, eredményeim alapjan igéretes e téren a B.
bifidum B7.1 torzs.

A fentiek alapjan kivalasztott torzsek probiotikus tulajdonsagait olyan in vitro
modellben bizonyitottam, mely az emberi vastagbél miikodését szimuldlja. A szimulalt
etetési kisérlet soran vizsgaltam a mikrobiota Osszetételét valamint a rovid szénlancu
zsirsavak, laktat és ammonia termelddését. Legjelentdsebb eredményt a révid szénlancu
zsirsavak termelésében tapasztaltam. Az Osszes termelt rovidszénldncu zsirsavat nézve
(acetat+propionat+butirat) mind a pro-, pre ill szinbiotikumok hatasat teszteld
kisérletekben tobb keletkezett, mint a kontroll kisérletben. A rovidszénlanct zsirsavak a
szénhidratok anaerob fermentacidja soran keletkeznek a vastagbélben. Biologiai
szerepiik széleskorii: befolyasoljak a vastagbél mikrobiotdjat alkotd baktériumok
szaporodasat, csokkentik az alkalikus citotoxikus anyagok hasznosuldsanak lehetOségét,
tapanyagforrasul szolgalnak a vastagbél falat alkotd sejtek, a kolonocitdk szamaéra,

tovabba a kolonocitak osztddasat reverzibilis €s irreverzibilis mddon gatoljak.

Az eredmények hasznositasi és tovabbfejlesztési lehetoségei

e A kidolgozott erjesztési tulajdonsagokon és Fourier Transzformacid Infravords
spektroszkopids mérésen alapuld faji besorolasi modszerrel human forrasbol és
¢lelmiszerbdl szarmazo ismeretlen Bifidobacterium izolatum azonosithato.

e A Bifidobaktériumok FT-IR spektrumkdnyvtaranak bdévitésével —kiilonbozo
helyekrdl izolalt torzsek spektrumainak az adatbazisba torténd felvételével-az
azonositasi modszer josaga novelhetd.

e Az izolalt probiotikus Bifidobacterium torzsekbdl -a kotelezd engedélyek
megszerzése utan- tomegtenyésztéssel ¢€s tartositassal taplalékkiegészitot,
¢lelmiszeradalékot, vagy probiotikus ill. szinbiotikus élelmiszereket allithatunk
eld.

e Mikrokapszulazassal az emésztOtraktusban vald athaladast kevésbé toleralo, de
egyébként igéretes probiotikus tulajdonsagokkal (tapadési képesség, antagonista
hatds enteropatogénekre, rovid szénlancu zsirsavak fokozott termelése)

rendelkezd torzsek megvédhetdk.
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6 SUMMARY

The market of functional foods is continuously growing, now it exceeds 33 billion
USD on a world wide scale of which the share of Europe is about 2 billion dollars. Out
of the 2 billion USD pre- and probiotic products represent 1.35 billion USD, thus it is
safe to say that health of the intestinal tract is a key area within the research field of
functional foods. The microbiota of the human colon is very complex. Among the more
than 500 species there are such beneficial bacteria that produce different short chain
fatty acids during their carbohydrate and protein metabolism, by which the pH of colon
decreases and they outplace bacteria that produce toxins and harmful N-nitroso
compounds. For this reason it deserves attention that how the change of diet influences
the composition of intestinal flora. The goal is to increase the number and the activity of
bifidobacteria and lactobacilli in the intestines.

Probiotics are living micro-organisms that exert beneficial effect on the body by
keeping the healthy balance of the intestinal microbiota, while prebiotics are non-
digestible food components that selectively support the growth of probiotics. If pre- and
probiotics are used jointly synbiotic product is made. The most important requirements
probiotic micro-organisms must meet are that they have to be of human origin, have to
survive the passage through the upper intestinal tract, they should produce short chain
fatty acids in order to reduce pH to prevent the growth of pathogens, and they have to
adhere well to the intestinal epithelial cells.

In my work I wanted to isolate and study bifidobacteria of human origin that not
only comply with the requirements of probiotics, but possess excellent technofunctional
properties.

As a first step I elaborated methods for the species level identification. One of the
methods is based on the examination of fermentation spectrum and breakdown of
arginine, the other one is the application of the Fourier Transformation Infrared
Spectroscopy (FT-IR). In case of the first method I processed the data available in the
literature, and 1 examined the fermentation abilities of isolated and type strains of
bifidobacteria, and created a database. The database contains 54 different characteristics
of 65 reference strains. Computer software was written that compared the same 54
characteristics of the unknown isolate with that of the strains included in the database,
and it classified the unknown Bifidobacterium strain into the appropriate species. In case

of the FT-IR spectroscopic method first I determined what medium composition
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provides the required amount of biomass for the successful execution of the
examination. Then [ created a spectrum library by taking the spectrum of 99
Bifidobacterium strains originating from various places. Validation of the adequacy of
the method showed 100% for most of the species except for B. infantis/longum it was
80%. Also, in case of B. pseudocatenulatum the classification was uncertain due to the
heterogeneity of the strains belonging to this species.

I have isolated Bifidobacterium strains from human faeces and from food samples
and I identified them with molecular biological methods, and with the two above
mentioned methods. Bifidobacterium strain collection was created containing 32 strains
of human origin and 27 strains of food origin. Nine strains out of the 32 isolates proved
to be B. bifidum, 6 strains were B. breve, 4 strains were B. dentium, and 11 strains
belonged to the B. infantis/longum species. Classification of two strains remained
uncertain; they were only verified to belong to the B. angulatum group. Of the 27 strains
of food origin 2 proved to belong to the B.infantis/longum species, and 25 to the B.
lactis/animalis species.

I examined the oligosaccharide utilizing ability of each strain. The oligotime syrup
was considered to be the most appropriate of the one, because it supported the growth of
enteropathogenic strains to a lesser degree than the other investigated oligosaccharides.

I investigated the interaction between bifidobacteria and enteropathogenic strains.
According to my examinations certain isolates exert antagonistic effect on the
investigated enteropathogenic bacteria.

One important criterion of probiotic strains is the adherence to the intestinal cells,
because it ensures that they will not be washed out of the body. Determination of the
adhering ability of the Bifidobacterium strains was performed on human cell cultures. I
found that the adhering ability is a strain dependent characteristic and certain isolates of
human origin adhered better to the human cell cultures than the type strains or the strains
of food origin.

Animal feeding experiments were performed in which mice were fed with
probiotic, prebiotic and synbiotic food, and change of the microbiota of faeces was
followed for four weeks. In the first set of experiments healthy mice were tested, while
in the second one mice whose microbiota was previously eliminated by antibiotics. Due
to the feeding with probiotic, prebiotic and synbiotic foods composition of the intestinal
flora of healthy mice did not change, but the healthy balance of the microbiota of

antibiotic treated mice was recovered.
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I investigated the surviving ability of some isolates in in vitro models. The
surviving ability is a strain dependent characteristic, as well, and according to my results
the B. bifidum B7.1 strain is very promising in this aspect.

The probiotic characteristics of the previously selected strains were verified in an
in vitro model that simulates the functioning of the human colon. In the course of the
simulated feeding experiment I examined the composition of the microbiota, and the
synthesis of the short chain fatty acids (SCFA), lactate and ammonia. Most important
result was experienced in the synthesis of short chain fatty acids. Considering all the
produced SCFA (acetate + propionate + butyrate), more of them were synthesised during
the investigation of the effect of prebiotics, probiotics and symbiotics than in the control
experiments. Short chain fatty acids are synthesised in the anaerobic fermentation of
carbohydrates in the colon. Their biological role is extensive: they influence the growth
of bacteria that compose the microbiota of the colon; they decrease the possibility of the
utilization of alkaline cytotoxic compounds; they serve as nutrient for the cells of the
colon wall, the colonocytes, and they reversibly and irreversibly prevent the division of

colonocytes.

Application of results and the possibility of further development

e It will be possible to identify unknown Bifidobacterium isolates of human and
food origin with the elaborated classification methods based on fermentation
abilities and the Fourier Transformation Infrared Spectroscopic measurement.

e It will be possible to improve the adequacy of identification by completing the
database with the FT-IR spectrum of Bifidobacteria of different origin.

e It will be possible to produce dietary supplements, food additives, probiotic or
symbiotic foods once the mass production and preservation of the isolated
Bifidobacterium strains is elaborated, and the necessary authorizations are
received.

e By micro-encapsulation it will be possible to protect those strains during the
passage in the intestinal tract that do not tolerate it, but possess promising
probiotic characteristics, i1.e. adherence, antagonistic effect to enteropathogens

and increased production of short chain fatty acids.
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7  UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

l.

Modszert fejlesztettem ki a bifidobaktériumok faji besorolasara erjesztési képesség
ill.  argininbontas alapjan. Irodalmi adatok felhasznaldsaval, valamint
Bifidobacterium  tipustdrzsek ¢és izoldtumok fermentdciés tulajdonsagait
megvizsgalva adatbazist készitettem, melybe 65 referenciatorzs 54 tulajdonsagat
vettem fel. Az eredményeket felhaszndlva szoftvert készitettem, mellyel az
ismeretlen izoldtum azonos 54 tulajdonsaganak vizsgalati eredményei alapjan
megkapjuk, hogy az adatbazisban 1év6 torzsek koziil melyikkel azonos ill. melyikhez
hasonlit a legjobban, és ennek alapjan megtorténhet az ismeretlen Bifidobacterium
torzsek faji besorolésa.

Eljarast dolgoztam ki bifidobaktériumok faji besorolasara Fourier Transzformacios
Infravords (FT-IR) spektroszkdpia alkalmazéasaval. Ezen beliil meghatiroztam azt a
tapkozeg Osszetételt, amely megfeleld mennyiségli biomassza eldallitasat
biztosithatta a vizsgalatok sikeres kivitelezéséhez. Az FT-IR spektroszkopiai
modszer alkalmazasaval 99 kiilonb6z6é helyrél szarmazd Bifidobacterium torzs
spektrumait felvéve létrehoztam egy bifidobaktérium spektrumkonyvtarat. A
modszer validaldsa soran a modszer josaga a legtobb faj esetén 100%-nak bizonyult
€s csupan a B.infantis/longum esetén volt 80%-0s. A B.pseudocatenulatum fajhoz
sorolhato torzsek esetében a heterogenitds miatt bizonytalan maradt a besorolas.
Bifidobacterium torzseket izolaltam humdn bélsarbdl és élelmiszereredetli mintakbol.
Az egyes torzseket molekuldris bioldgiai modszerrel és a fenti faji besorolasi
technikdkkal azonositottam, és a 32 humdan valamint 27 élelmiszereredeti
Bifidobacterium torzsbdl torzsgyljteményt hoztam Iétre. A 32 human izolatum koziil
9 torzs a B. bifidum, 6 torzs a B. breve, 4 térzs a B. dentium, 11 térzs a B.
infantis/longum fajokhoz tartozik. Két tdrzs besoroldsa bizonytalan maradt, ezekrdl
csak annyi nyert bizonyitast, hogy a B. angulatum csoportba tartoznak. A 27
¢lelmiszereredetii izolatum kozil kettdé a B. infantis/longum 25 térzs a B.
lactis/animalis fajokhoz tartozik.

Meghatdroztam az egyes torzsek oligoszacharid hasznositd képességét, antagonista
hatdsukat enteropatogénekre, szoveti adherencdjukat human szdvettenyészeteken
valamint taléld képességiiket az emésztd rendszert modellezd in vitro kisérletekben.
Az oligoszacharidok koziil az oligotime szirupot itéltem a legmegfelelébbnek, mivel
ez a vizsgalt enteropatogén torzsek szaporodasat kevésbé tdmogatta, mint a tobbi

vizsgalt oligoszacharid. Vizsgélataim szerint egyes izolatumok antagonista hatast
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gyakoroltak a vizsgalt enteropatogén baktériumokra. Megallapitottam, hogy egyes
human izolatumok jobban adherdlnak a human szovettenyészetekhez, mint a
tipustorzsek ill. az élelmiszereredetli torzsek. A taléloképesség szintén torzsfiiggd
tulajdonsag, eredményeim alapjan igéretes e téren a B. bifidum B7.1 torzs.

A B7.1, B3.2, Al1.2 térzsek probiotikus tulajdonsagait olyan in vitro modelleben
bizonyitottam, mely az emberi vastagb¢él mitkodését szimulalja. A szimulalt etetési
kisérlet soran vizsgaltam a mikrobiota Osszetételét valamint a rovid szénlancu
zsirsavak, laktdt és ammonia termelddését. LegjelentOsebb eredményt a rovid

szénlanct zsirsavak termelésében tapasztaltam.
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9 MELLEKLETEK

9.1 Probiotikus taplaléekkiegészitokbol izolalt torzsek

termék gyartd cimkén feltiintetett probiotikus térzsek termékbdl izolalt torzsek

40 + Acidophilus Solgar Laboratories Lb.Acidophilus, Lb.bulgaricus, B.bifidum, P.acidilactici, Lb.Plantarum, B.lactis
(Hollandia) B.longum

ABCdophilus power Solgar Laboratories B.bifidum, B.infantis, S.thermophilus -
(Hollandia)

Acidophilus bifidus Blackmores (UK) Lb.acidophilus, B.bifidum -

Acidophilus Plus Quest Vitamins (UK) Lb.acidophilus, Lb.rhamnosus, Lb.bifidum” Lb.paracasei ssp. paracasei

Acidophilus plus bifidus Kudos Vitamins and Lb.acidophilus, B.longum, B.infantis, B.casei® | -
Herbals (UK)

Aciforce Biohorma (Hollandia) Lb.acidophilus, Lb.lactis, E.faecium, E.faecium, Lc.lactis ssp. lactis

B.bifidum
Bacilac THT (Belgium) Lb.acidophilus, Lb.rhamnosus -
Beneflora ORTIS (Belgium) Lb.acidophilus, Lb.casei, B.longum, Lb.acidophilus, B.longum,

Lb.bulgaricus, S.thermophilus

S.thermophilus

Bifidus complex

Biover (Belgium)

Lb.acidophilus, Bifidobacterium,
Saccharomyces cerevisiae

E.faecium

Diedam Almond Laboratorios Lb.acidophilus, Lb.casei, Lb.bulgaricus, -
(Spanyolorszag) B.infantis, S.thermophilus
Milk Free Acidophilus Holland and Barett Lb.acidophilus, Lb.bulgaricus, B.bifidum -
(UK)
Multi-billion dophilus Solgar lavoratories Lb.acidophilus, Lb.bulgaricus, B.bifidum, P.acidilactici
(Hollandia) S.thermophilus
Novaflora Pharmafood (Belgium) | Lb.rhamnosus, Lb.lactis, E.faecium, E.faecium
Bifidobacterium
Proflora Chefaro (Belgium) Lb.acidophilus, Bifidobacterium, Lb.acidophilus, B.lactis,
Lb.bulgaricus, S.thermophilus S.thermophilus
Psyllium actif Biover (Belgium) Lb.acidophilus, B.bifidum E.faecium
Vivaflora Laboratoires Super Diet | Lb.acidophilus, Lb.bifidum® -
(Franciaorszag)
B'A fruits B'A (Franciaorszag) Bifidobacterium S.thermophilus
B'A vanille B'A (Franciaorszag) Bifidobacterium S.thermophilus
Benecol McNeil Consumer Bifidobacterium Lb.acidophilus, S.thermophilus

Nutritionals (UK)

Bio abricot

Danone (Franciaorszag)

Bifidobacterium, él6 joghurt kultira

Lb.lactis

BIO framboise

Danone (Franciaorszag)

Bifidobacterium, él6 joghurt kultira

S.thermophilus, Lb.lactis ssp. lactis

Biogarde halfvol Naturel

Strothmann

Lb.acidophilus, Bifidobacterium,

Lb.acidophilus, S.thermophilus

(Németorszag)
Biogarde plus (naturel) Almhof (Hollandia) Lb.acidophilus, Lb.casei, Bifidobacterium Lb.acidophilus, S.thermophilus
Biomild Drink Mona (Hollandia) Lb.acidophilus, B.longum, S.thermophilus Lb.johnsonii, S.thermophilus, Lb.lactis
Bio Snac’ Danone (Franciaorszag) | Bifidobacterium, él6 joghurt kultira , Lb.lactis
Fitness Quark Onken (Németorszag) Lb.acidophilus OCAS, Bifidobacterium Lb.johnsonii, S.thermophilus
OCB111
Joghurt Mild Gartenfruct | Bremerland Lb.acidophilus LASS, Bifidobacterium CB111 | Lb.johnsonii, Lb.lactis S.thermophilus
(Németorszag)
Natumild Natuur Hoeve Lb.acidophilus, Lb.bifidus, S.thermophilus S.thermophilus
(Hollandia)
Procult Drink Alois Miiller B.longum BB536, él6 joghurtkultira Lb.acidophilus, S.thermophilus
(Németorszag)
Vifit Drink Mona (Hollandia) Lb.casei GG, Lb.acidophilus, B.bifidum Lb.rhamnosus, Lb. acidophilus
Weight Watchers Bifidus | Senoble (Franciaorszag) | Bifidobacterium S.thermophilus
Kinderyoghurt mild J. Bauer KG Lb.acidophilus, Lb.bifidus’ Lb.acidophilus, Lb.johnsonii,
(Németorszag) S.thermophilus
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9.2 Probiotikus tejtermékekbdl izolalt térzsek
termék gyarto cimkén feltiintetett termékbdl izolalt
probiotikus torzsek torzsek
Actimel Danone (Franciaorszag) Lb. casei immunitas, é16 Lb. paracasei ssp.
joghurtkultira paracasei
Actimel Orange Danone (Franciaorszag) Lb. casei immunitas, €16 Lb. paracasei ssp.
joghurtkultira paracasei
Almighurt Almighurt (Németorszag) | ¢€l6 joghurtkultara Lb. bulgaricus, S.
thermophilus
B’A fruits B’A (Franciaorszag) Bifidobacterium S. thermophilus
B’A vanille B’A (Franciaorszag) Bifidobacterium S. thermophilus
Benecol McNeil Consumer Bifidobacterium Lb. acidophilus, S.
Nutritionals (UK) thermophilus
BI'AC TMA (Németorszag) Lb. acidophilus, Lb. casei | Lb. acidophilus, S.
thermophilus, Lb.
paracasei ssp. paracasei
BIO abricot Danone (Franciaorszag) Bifidobacterium, €16 Lc. lactis ssp. lactis
joghurtkultira
BIO framboise Danone (Franciaorszag) Bifidobacterium, €16 Le. lactis ssp. lactis, S.
joghurtkultara thermophilus
Biogarde halfvol Strothmann (Németorszag) | Lb. acidophilus, Lb. acidophilus, S.
Naturel Bifidobacterium, S. thermophilus
thermophilus
Biogarde plus (naturel) | Almhof (Hollandia) Lb. acidophilus, Lb. acidophilus, S.
Bifidobacterium thermophilus
Biomild Drink Mona (Hollandia) Lb. acidophilus, B. Lb. johnsonii, B. lactis, S.
longum, S. thermophilus thermophilus
Bio Snac’ Danone (Franciaorszag) Bifidobacterium, €16 Lec. lactis ssp. lactis

joghurtkultira

Fitness Quark Onken (Németorszag) Lb. acidophilus OCAS, Lb. johnsonii, S.
Bifidobacterium OCB111 thermophilus
Fysiq Mona (Hollandia) Lb. acidophilus Gilliland, | Lb. crispatus, S.
¢16 joghurtkultura thermophilus
Gefilus Valio (Finnorszag) Lb. GG, €16 joghurtkultira | Lb. rhamnosus
Joghurt mild Bremerland (Németorszag) | Lb. acidophilus LAS5S, Lb. johnsonii, B. lactis, S.
Gartenfrucht Bifidobacterium CB111 thermophilus
Kinderyoghurt mild J.Bauer KG (Németorszag) | Lb. acidophilus, Lb. bifidus | Lb. acidophilus,
Lb.johnsonii, S.
thermophilus
Lactus Nature Careefour (Franciaorszag) | Lb. casei spp. rhamnosus, Lb. rhamnosus
€16 joghurtkultira
Lcl Nestle (Németorszag) Lb. johnsonii, €16 Lb. johnsonii, S.
joghurtkultira thermophilus
Naturmild Natuur Hoeve (Hollandia) | Lb. acidophilus, Lb. S. thermophilus
Bifidus, S. thermophilus
Procult Drink Alois Miiller B.longumBB536, é16 Lb. acidophilus, S.
(Németorszag) joghurtkultira thermophilus
Vifit Drink Mona (Hollandia) Lb. casei GG, Lb. Lb. rhamnosus, Lb.
acidophilus, B.bifidum acidophilus
Weight Watchers Senoble (Franciaorszag) Bifidobacterium S. thermophilus
Bifidus
Yakult Yakult (Hollandia) Lb. casei Shirota Lb. paracasei ssp.

paracasei
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9.3 Probiotikus és szinbiotikus termékek

TERMEK NEVE (GYARTO) TORZSEK PREBIOTIKUMOK
LC1 (Nestle) L. acidophilus Lal

Yakult (Yakult) L. casei Shirota

Actimel (Gervais Danone) L. casei, L. acidophilus

Gefilac, Vifit L. rhamnosus GG

(Valio, Campina Melkunie)

Bifidus yoghurt B. longum BB536

(Morinaga Milk Industry)

Biomilk (Coberco) BA Inulin

Fyos (Nutricia) L. casei Frukto-oligoszacharid
Gaio (MD Food plc) E. faeciumK77D, L. salivarius

Fysiq (Campina Melkunie)

L. acidophilus Lal, L. salivarius

ProBiotic (Bauer)

L. acidophilus, L. bifidustypLA7

Frukto-oligoszacharid

Biotic (N+G) L. acidophilus, B. lactisBB121 Frukto-oligoszacharid
Procult (Miiller) Joghurtkultira, B. longumBB536

Diat Joghurt (Ehrmann) L. acidophilus

Bioghurt Bechner (Onken) L. acidophilus, B. bifidum

Acidofil drink (Dukat) L. acidophilus

Ab Kultura (Dukat) L. acidophilus, B. bifidum

A-B Yoghurt Joghurtkultara, L. acidophilus, B. bifidum
BA-live L. acidophilus, B. bifidum

BA-nature Joghurtkultara, L. acidophilus, B. bifidum
Bifighurt B. longum

Bioghurt L. acidophilus, Streptococcus thermophilus
Cultura L. acidophilus, B. bifidum

Real Active Joghurtkultara, B. longum

Acidophilus milk L. acidophilus

Biogarde (SKW) L. acidophilus, S. thermophilus, B. bifidum

Acidophilus-yeast milk

L. acidophilus,  Saccharomyces  fragilis,
S. cerevisiae

Acidophilus buttermilk L. acidophilus, Lactococcus lactis, L. lactis
subsp. cremoris, L. lactis biovar diacetylactis,
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
Jogobella (Zott) L. acidophilus, Bifidobacterium sp.

Joghurt plussz (Veszprémtej)

L. acidophilus, Bifidobacterium sp.

Taré Rudi (Szabolcstej)

Probiotikus tejsavbaktérium kultura

Oligoszacharid
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9.4 Az oligoszacharidok 12 csoportja

Oligoszacharid csoport Becsiilt Fé gyartok Markanév
termelés
1995-ben (t)
1. Galakto-oligoszacharidok 15000 Yakult Honsha (Japan) Oligomate
Nissin Sugar Manufacturing Company (Japan) | Cup-oligo
Snow Brand Milk Products (Japan) P7L
Borculo Whey Products (Hollandia) TOS-syrup
2. Laktuloz 20000 Morinaga Milk Industry Co. (Japan) MLS/P/C
Solvay (Németorszag)
Milei Gmbh (Németorszag)
Canlac Corporation (Kanada)
Laevosun (Ausztria)
Inalco SPA (Olaszorszag)
3. Laktoszukréz 1600 Ensuiko Sugar Refining Co. (Japan) Nyuka-origo
Hayashibara Shoji Inc. (Japan) Newka-oligo
4. Frukto-oligoszacharidok 12000 Meiji Seika Kaisha (Japan) Meioligo
Beghin.Meiji Industries (Franciaorszag) Actilight
Golden Technologies (USA) NutraFlora
Cheil Foods and Chemicals (Korea) Oligo-sugar
ORAFTI (Belgium) Raftilose és Raftilin
Cosucra (Belgium) Fibruline
5. Palatin6z (izomaltul6z) 5000 Mitsui Sugar Co. (Japan) ICP/O, I0S
oligoszacharidok
6. Gliikkozil-szacharo6z (paros 4000 Hayashibara Shoji Inc. (Japan) Coupling Sugar
cukor)
7. Malto-oligoszacharidok 10000 Nihon Shokuhin Kako (Japan) Fuji-oligo
Hayashibara Shoji Inc. (Japan) Tetrup
8. Izomalto-oligoszacharidok 11000 Showa Sangyo (Japan) Isomalto-900
Hayashibara Shoji Inc. (Japan) Panorup
Nihon Shokuhin Kako (Japan) Biotose és Panorich
9. Ciklodextrinek 4000 Nihon Shokuhin Kako (Japan) Celdex
Ensuiko Sugar Refining Co. (Japan) Dexy Pearl
Asahi Kasei Kagyo Co. (Japan)
10. Gentio-oligoszacharidok 400 Nihon Shokuhin Kako (Japan) Gentose
11. Szdjaoligoszacharidok 2000 The Calpis Food Industry Co. (Japan) Soya-oligo
12. Xilo-oligoszacharidok 300 Suntory Ltd. (Japan) Xylo-oligo
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9.5 Bifidobaktériumok fénymikroszképos morfolégiaja

B.lactis Nestle ' B bifidum B7.1
Bifidobaktériumok fénymikroszkopos morfolégiaja, 1000x nagyitas
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9.6 Bifidobaktériumok elektronmikroszkopos morfoldgiaja

B. bifidum B3.2

\ A G
B.pseudocatenulatum B4.1 B. bifidum B5.1
Bifidobacterium fajok elektronmikroszkopos felvételei, 2500x nagyitas
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Eziiton Riszonom prof dr. Hoschke Agoston tanszékyezetd egyetemi tandrnak, hogy lehetévé tette
Rutatdsaim elvégzését, valamint mindig Redves segitdkészségével tdmogatta Rutatomunkdmat.
Kiilonosen hdlds vagyok Rezessyné dr. Szabé Juditnak, hogy onzetlen segitségével, sokszor ,minket
fiataloRat” is megszégyenit6 munRabirdsdval, Ritartdsdval, példamutato szorgalmdval, tiirelmével
mellettem dllt és bizott bennem.

Koszonom a Sor- és Szeszipari TanszéR, dolgozdinak a kellemes [égkort, ahol jol lehetett dolgozni.
Kiilonds Ryszonet Bujna Erikdnak, hogy segitett dtjutni a Rezdeti nehézségeken, Farkas
Gabriellinak aki hosszi évekig eltiirt szobatdrsinak és Dr. Nguyen Duc Quangnak,

Halds vagyok hallgatdimnak (a ,6ifidds lanyok "nak; Tibol Agnes, Balogh Teréz, Hajnal Csilla, Jikob
Eva, Kondds Bea, Mészdros Izabell, Diics6 Lilla) hogy lelkesedéssel Rapcsolodtak be a munkdba,
eredményeik ebben a dolgozatban is bemutatdsra Reriiltek,

Szeretnék, kRoszonetet mondani Dr. Bogndr Csabdnak, és az OEK munRatdrsainak, akik Rezdetben
megtanitottak, az anaerob szaporitds rejtelmeire és lehet6vé tettéR a széRletb8l vald izoldldst az
enterogéneRkel valo munkdt.

Koszonet Dr. Galfi Péter eqyetemi magdantandrnak a Caco sejtvonalhoz vald tapadds vizsgdlatdban
nyujtott segitségéért.

Kdszonettel tartozom Scherer professzornak, Seiler doRtornak, és a freisingi FML MiRrobioldgiai
Intézet dolgozdinak, a Fourier transzformdcids infravirds speRtroszRopids, a 165 rDNS analizis
vizsgdlatoRban nyiijtott segitségiikért.

Koszonet Koen Venema doRtornak, hogy megvalGsitotta eqyik dlmom, dolgozhattam a bélrendszert
szimuldlo TIM modelleken.

Koszonetet szeretnék mondani Szldvecz ARos okleveles villamosmérnoknek, hogy segitett megirni az
erjesztési vizsgdlatoR alapjan torténd azonositds szoftverjét.

Koszonom bardtaimnak, Riilondsen a VaRondoR csapatdnak, hogy a RezdeteRtdl biztattak és kedves
érdeR[Bdéseikkel a sokszor szdmuRra bizarrnak, tind munka (széRletbSl vald izoldlds) irdnt,
fenntartottdR lelkesedésemet.

Koszonom Sziileimnek a szigori, de szeretetteljes nevelést (én is igy szeretném nevelni a Risldnyomat)
és a biztos hdttér nyijtdsdt, melyre tudom mindig szdmithatok,

Koszonom Paromnak, KereRes Zoltdnnak, hogy mindig mellettem dllt, biztatott és megént§ volt a
Rétszer féléves Rilfoldi RutatomunRa és a soRszor éjszakdba vagy hétvégébe nyilo RisérleteR irdnt.
Koszonom Kisldnyomnak, hogy olyan jé Kisbaba wvolt, hogy be tudtam fejezni a dolgozatom

megirdsdt.
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