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1. A munka elé6zményei és célkitiizései

Az utdbbi évtizedekben fokozodo érdeklddés mutatkozik az egészséges taplalkozas
irant. Bizonyitott ugyanis, hogy a helytelen taplalkozas betegségek kialakuldsdhoz
vezethet, és ennek ellentéte is igaz: az egészséges taplalkozassal hosszabb és
egészségesebb ¢letre adhatunk esélyt magunknak. Az egészséges taplalkozas alapja, hogy
az egyes tapanyagokbodl megfeleld mennyiséget juttassunk a szervezetiinkbe. Tudoményos
bizonyitékok vannak arra vonatkozdan, hogy nemcsak az energia- és tadpanyagbevitelnek
van betegségmegeldzd szerepe, hanem a taplalék mas alkotorészeinek is. Azokat az
¢lelmiszereket, melyeket ilyen pozitiv ¢lettanihatdssal rendelkezé alkotorészeket
tartalmaznak, illetve egészitenek ki, funkciondlis élelmiszereknek nevezték el.

A funkciondlis élelmiszerek piaca rohamosan nd, mara vilagszerte meghaladja a 33
milliard USA dollart, ebbdl Eurdpa 2 millidrdot képvisel. A 2 milliardbdl 1,35 millidrdot a
pro- és prebiotikus termékek tesznek ki, ez azt jelenti, hogy a funkciondlis élelmiszerek
kutatasi teriiletének egyik kulcsszektora a bél egészsége.

Az emberi vastagb¢l mikrobiotdja rendkiviil dsszetett. A tobb mint 500 faj kozott
vannak olyan jotékony bélbaktériumok, melyek a szénhidrat és fehérje anyageseréjiik
soran kiilonboz6 rovid lancu zsirsavakat termelnek, ezaltal csokkentik a vastagbél pH-jat
kiszoritva a karos N-nitrozo vegyiileteket és toxinokat termeld baktériumokat. Ezért igen
figyelemremélté az, hogy az étrend megvaltoztatasaval hogyan lehet befolyasolni a
bélflora Osszetételét. A cél az, hogy a bélben €16 bifidobaktériumok ¢és laktobacilluszok
szamat és aktivitasat noveljiik.

Manapsag igen sok fermentalt tejtermék talalhatd a piacon. Ezek koziil azokat melyek
human eredetli, bizonyitottan jotékony hatasokkal rendelkezd laktobacilluszokat és
bifidobaktériumokat tartalmaznak, probiotikus termékeknek nevezik. A probiotikus
baktériumok szaporodasat szelektiven tdmogatd nememészthetd élelmiszer-osszetevok a
prebiotikumok. Ezek tulnyomé részben oligoszacharidok. Szamos kutatdo foglalkozik
ujabb ¢és Ujabb probiotikus torzsek izolalasdval és vizsgalataval, valamint azok
szaporodasat szelektiven tamogatdé prebiotikumok eldallitasaval. A  probiotikus
mikroorganizmusokkal szemben tamasztott legfontosabb kovetelmények, hogy human
eredetiiek legyenek, tuléljék a felsd béltraktuson vald athaladast, révidszénlancu

zsirsavakat termeljenek, igy a pH-t csokkentve gatoljak a patogének szaporodasat,



valamint tapadjanak a human bélhamsejtekhez. Ez mutatja, hogy egy probiotikus torzs
ipari alkalmazasba vételét rendkiviil sok kutatasi, fejlesztési munka eldzi meg.

Jelenleg a tejiparban leggyakrabban alkalmazott Bifidobacterium faj a B. lactis.
Rendszerint azért esik a gyartok vélasztdsa erre a torzsre, mert jO sav €s oxigéntlird
képességekkel rendelkezik. E torzs human eredetét azonban szdmos kutatd céfolja.
Munkdm soran olyan humén forrasbdl torténd bifidobaktériumok izoldlasaval és
vizsgalataval kivantam foglalkozni, melyek megfelelnek a probiotikumok kritériumainak

¢és ugyanakkor kivalé technofunkcionalis tulajdonsagot mutatnak.

Kutatomunkam fobb célkitiizései

o Eljaras kidolgozasa human forrasbol és élelmiszerekbdl bifidobaktériumok
izolalaséara

- Az izolatumok faji besoroldsa molekularis genetikai modszerrel

- Alternativ modszerek kidolgozasa a bifidobaktériumok faji besorolasara
o Prebiotikus oligoszacharidok hasznositasanak vizsgalata bifidobaktériumokkal
¢s enteropatogénekkel
o Bifidobaktériumok fiziologiai tulajdonsagainak jellemzése

- Antagonista hatds enteropatogénekre

- Tapadas human szovettenyészethez
o Bifidobaktériumok élettani hatasanak vizsgalata allatetetési kisérletekben
. Tulélési képesség vizsgalata az emésztotraktust szimulalo kisérletekben

o Vastagbélben kifejtett hatdsok vizsgalata in vitro modell kisérletekben



2. Anyagok és modszerek

A kisérletben alkalmazott Bifidobacterium és enteropatogén torzsek kiillonbozo
gyljteményekbdl szarmaztak.

A felhasznalt vegyszerek a Sigma, Merck, Reanal, Oxoid, BBL cégektdl keriiltek
beszerzésre.

Az anaerob tenyésztést Anaerob Jar+GasPak system-ben (Oxoid) ill. anaerob
munkahelyen (Bugbox, Ruskin Technology) végeztem.

A Bifidobacterium torzseket NNLP, GL és DP bifidobakérium szelektiv taptalajokon
izolaltam.

Az izolatumokat fruktdz-6-foszfat-foszfoketoldz teszttel, erjesztési tulajdonsidgon
alapuld6  mikrotiterlemezes  modszerrel, Fourier = Transzformacids  Infravoros
Spektroszkopiaval és 16S rDNS analizissel azonositottam.

A prebiotikumok hasznositdsi vizsgélatanal frukto-oligoszacharidokat (Raftiline,
Raftilose), laktoszukrozokat, izomalto-oligoszacharidokat (Oligotime, OligoMT,
Izomalto500) és xilo-oligoszacharidokat teszteltem.

Az enteropatogénekre gyakorolt antagonista hatast in vitro lemezontéses mddszerrel
vizsgaltam meg.

A kitapadast HeLa, HT29, Hep2 és Caco-2P sejtvonalakon vizsgéltam.

Az allatetetési kisérleteket egészséges ill. antibiotikummal kezelt egerekkel végeztem,
az egyes csoportokat pro, pre és szinbiotikus élelmiszerrel etettem 4 hétig, majd
vizsgéltam a bélsar mikrobiota dsszetételében bekovetkezett valtozasokat.

Az emésztétraktuson vald athaladas sordn tanusitott talélési képességet és a
vastagbélben kifejtett hatasokat a hollandiai TNO Intézetében a TIM modelleken
végeztem, melyek olyan in vitro laboratéoriumi modell rendszerek melyek az

emésztorendszert szimulaljak.



3. Az eredmények osszefoglalasa

Modszereket fejlesztettem ki bifidobaktériumok faji szintli azonositdsara. Az egyik
erjesztési  képességét ill. argininbontdsat figyelembevéve, a masikat Fourier
Transzformacios Infravords spektrum (FT-IR) analizise alapjan dolgoztam ki. Az
erjesztési képességen ill. argininbontadson alapuld faji besoroldsnal irodalmi adatok
felhasznalasaval, valamint bifidobaktérium tipustdrzsek ¢s izoldtumok fermentacios
tulajdonsdgait megvizsgalva adatbazist készitettem, melybe 65 referenciatorzs 54
tulajdonsagat vettem fel, majd egy olyan szoftvert készitettem mellyel az ismeretlen
izolatum azonos 54 tulajdonsagénak 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 besorolasa. A FT-
IR spektroszkopids mérésnél eldészor meghataroztam azt a tapkozeg Osszetételt, amely
megfeleld6 mennyiségli biomassza eldallitasat biztositotta a vizsgélatok sikeres
kivitelezéséhez, majd 99 kiilonb6zd helyrdl szdrmazd Bifidobacterium térzs spektrumait
felvéve létrehoztam egy bifidobaktérium spektrumkonyvtarat. A modszer validalasa soran
a modszer josaga a legtobb faj esetén 100 %-nak bizonyult, csupan a B. infantis/longum
esetén volt 80 %-os, valamint a B. pseudocatenulatum fajhoz sorolhat6 torzsek esetében a
heterogenitds miatt bizonytalan a besorolas.

Bifidobacterium torzseket izolaltam human bélsarbol és élelmiszer mintdkbol. Az
egyes torzseket molekularis bioldgiai modszerrel és a fenti faji azonositasi technikakkal
azonositottam, és a 32 human valamint 27 ¢élelmiszer eredeti Bifidobacterium torzsbol
torzsgyljteményt hoztam létre. A 32 humén izolatum koziil 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 volt, ezekrdl csak azt tudtam megallapitani, hogy a B. angulatum
csoportba tartoznak. A 27 élelmiszer eredetii izolatum kozil kettd a B. infantis/longum, 25
torzs a B. lactis/animalis fajokhoz tartozik.

Megvizsgalva az egyes torzsek oligoszacharid hasznositd képességét megallapitottam,
hogy az &sszes prebiortikumként forgalmazott oligoszacharidot, mint egyediili szénforrast
hasznositani tudtak a bifidobaktérium torzsek. Elelmiszeripari hasznositasra az oligotime
szirupot itéltem a legmegfeleldbb prebiotikumnak, mivel ez a vizsgdlt enteropatogén

torzsek szaporodasat kevésbé tamogatta, mint a tobbi vizsgalt oligoszacharid.



A bifidobaktériumok és egyes enteropatogén torzsek kozotti kdlcsonhatast vizsgalva
néhany esetben az egyes bifidobaktériumok antagonista hatast gyakoroltak az
enteropatogén baktériumokra.

A bélsejtekhez valo tapadas a probiotikus baktériumok fontos kritériuma, hiszen ezzel
biztosithatd, hogy ne mosddjanak ki a szervezetbdl. Az egyes Bifidobacterium torzsek
tapadoképességének  meghatarozdsat  human  szovettenyészeteken — végeztem.
Megallapitottam, hogy a tapadasi képesség torzsfiiggd tulajdonsag, és hogy egyes human
izolatumok jobban adherdlnak a human szovettenyészetekhez, mint a tipustorzsek ill. az
¢lelmiszereredetii torzsek.

Allatetetési kisérleteket végeztem, melyekben egereket pro- pre ill. szinbiotikus
taplalék kiegészitést kaptak, és négy hétig vizsgaltam a bélsar mikrobiotdjanak valtozasat.
Az els kisérletsorozatban egészséges egereket teszteltem, a masodik kisérletsorozatban
olyan egerek vettek részt, melyek mikrobiotajat elézetesen antibiotikummal kidltem. A
pro-, pre- ¢és szinbiotikumok bevitelének hatisara az egészséges egerek
bélmikrobiotajanak Osszetételében nem tortént jelentds valtozas, az antibiotikummal
kezelt egerek bélmikrobiotdjanak egészséges egyensulya helyreallt.

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

A fentiek alapjan kivélasztott torzsek probiotikus tulajdonsagait olyan in vitro
modellben bizonyitottam, mely az emberi vastagb¢l miikddését szimulalja. A kisérlet
soran kovettem a mikrobiota Osszetételét valamint a rovid szénlancu zsirsavak, laktat és
ammonia termelddését. Legjelentdsebb hatast a rovid szénlancu zsirsavak termelésében

tapasztaltam. Az  0Osszes  termelt  rdvidszénldnci  zsirsavra  vonatkozdan
(acetat+propionat+butirat) mind a pro-, pre ill szinbiotikumok hatasat teszteld
kisérletekben tobb keletkezett, mint a kontroll vizsgalatban. A rovidszénlancu zsirsavak a
szénhidratok anaerob fermentéacidja soran keletkeznek a vastagbélben. Bioldgiai szerepiik
sz¢leskorli: befolyédsoljdk a vastagbél mikrobiotajat alkotd baktériumok szaporodasat,
csokkentik az alkalikus citotoxikus anyagok  hasznosuldsanak lehetdségét,
tapanyagforrasul szolgalnak a vastagbél falat alkotd sejtek, a kolonocitdk szamara,

tovabba a kolonocitak osztddasat reverzibilis és irreverzibilis médon gatoljak.



Az eredmények tovabbfejlesztési és hasznositasi lehetoségei

A kidolgozott erjesztési tulajdonsdgokon és Fourier Transzformdacié Infravords
spektroszkopids mérésen alapuld faji besorolasi moddszerrel humén forrasbol és
¢lelmiszerbdl szarmazo ismeretlen Bifidobacterium izolatumok azonosithatok.

A Bifidobaktériumok FT-IR spektrumkonyvtaranak bdvitésével —kiilonbozd helyekrdl
izolalt torzsek spektrumainak az adatbazisba torténd felvételével- az azonositési
modszer josaga novelheto.

Az izolalt probiotikus Bifidobacterium torzsek segitségével -a kotelezd engedélyek
megszerzése utan- taplalékkiegészitd, ¢élelmiszeradalék, vagy probiotikus ill.
szinbiotikus élelmiszerek eldallithatasi technoldgiak dolgozhatdk ki.
Mikrokapszuldzassal az emésztétraktusban vald athaladdst kevésbé tolerdlo, de
egyébként igéretes probiotikus tulajdonsagokkal (tapadasi képesség, antagonista hatés
enteropatogénekre, rovid szénlancu zsirsavak fokozott termelése) rendelkez6 torzsek

megvédhetdk és probiotikus technologiakban hasznosithatok.



5. Uj tudomanyos eredmények

1. Modszert fejlesztettem ki a bifidobaktériumok faji besoroldsara erjesztési képesség ill.
argininbontds alapjan. Irodalmi adatok felhasznalasaval, valamint Bifidobacterium
tipustorzsek ¢és izoldtumok erjesztési tulajdonsagait megvizsgalva adatbazist
készitettem, melybe 65 referenciatorzs 54 tulajdonsagat vettem fel. Az eredményeket
felhasznalva szoftvert készitettem, mellyel az ismeretlen izoldtum azonos 54
tulajdonsaganak vizsgalati eredményei alapjan megkapjuk, hogy az adatbazisban
1évo torzsek koziil melyikkel mutat azonossagot ill. melyikhez hasonlit a legjobban,
¢s ennek alapjan megtorténhet az ismeretlen Bifidobacterium torzsek faji besorolésa.

2. Eljarast dolgoztam ki bifidobaktériumok faji besoroldsara Fourier Transzformacios
Infravords (FT-IR) spektroszkopia alkalmazéasaval. Ezen beliill meghataroztam azt a
tapkozeg Osszetételt, amely megfeleld mennyiségli biomassza eldallitasat
biztosithatta a vizsgalatok sikeres kivitelezéséhez. Az FT-IR spektroszkdpiai
modszer alkalmazasadval 99 kiilonb6zé helyrdl szarmazo Bifidobacterium torzs
spektrumait felvéve létrehoztam egy bifidobaktérium spektrumkonyvtarat. A
modszer validalasa soran a modszer josaga a legtobb faj esetén 100%-nak bizonyult
¢és csupan a B.infantis/longum esetén volt 80%-o0s. A B. pseudocatenulatum fajhoz
sorolhat6 torzsek esetében a heterogenitas miatt bizonytalan maradt a besorolas.

3. Bifidobacterium torzseket izolaltam humén bélsarbol és élelmiszer eredetli mintakbol.
Az egyes torzseket molekularis bioldgiai moddszerrel és a fenti faji besorolasi
technikdkkal azonositottam, és a 32 human, valamint 27 ¢&lelmiszer eredeti
Bifidobacterium torzsbdl torzsgylijteményt hoztam létre. A 32 human izoldtum koziil
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 besorolasa bizonytalan maradt,
ezekrdl csak annyi nyert bizonyitast, hogy a B. angulatum csoportba tartoznak. A 27
¢lelmiszer eredetli izolatum kozil kettdé a B. infantis/longum, 25 térzs a
B. lactis/animalis fajokhoz tartozik.

4. Meghataroztam az egyes torzsek oligoszacharid hasznositdé képességét, antagonista
hatdsukat enteropatogénekre, szdveti adherencidjukat human szovettenyészeteken,
valamint talélé 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 tamogatta, mint a tobbi



vizsgalt oligoszacharid. Vizsgalataim szerint egyes izoldtumok antagonista hatast
gyakoroltak a vizsgalt enteropatogén baktériumokra. Megallapitottam, hogy egyes
human izoldtumok jobban adherdlnak a humdn szovettenyészetekhez, mint a
tipustorzsek ill. az ¢élelmiszer eredetli torzsek. A tuléloképesség szintén torzsfiiggd
tulajdonsag, eredményeim alapjan igéretes e téren a B. bifidum B7.1 torzs.

5. A B7.1, B3.2, Al.2 torzsek probiotikus tulajdonsagait olyan in vitro modell
rendszerben bizonyitottam, mely az emberi vastagbél miikodését szimulalja. Ezekben
a kisérletekben vizsgaltam a mikrobiota Osszetételét valamint a rovid szénlancu
zsirsavak, laktdit €s ammonia termelddését. Legkedvezobb valtozast a rovid

szénlanct zsirsavak termelésében tapasztaltam.
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