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Exogén tejsavbaktérium-toérzs alkalmazasa Actinomyces

naeslundii altal okozott betegségek ellen
KIVONAT

A taldlmény a szaj mikrofldéradja szempontjabdl exogén,

5 olyén tejsavbaktérium torzsnek az emlésdk szidjuregében a
plakk-képz&8dés csokkentésére vagy a fogszuvasodds és més,

az Actinomyces naeslundii fajnak tulajdonitott egyéb beteg-
ségek megelbzésére szolgald készitményekben torténd alkal-
mazadsdra vonatkozik. A tejsavbaktériumokat a fogakon wvald

10 megtapadasi és novekedésgatld hatdanyagot termeld képessé-

giik alapjan valasztottak ki.
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Exogén tejsavbaktérium-toérzs alkalmazidsa Actinomyces

naeslundii altal okozott betegségek ellen

A jelen talalmany olyan, exogén baktériumoknak a szaj
mikroflérajaba toérténd bejuttatdsdra vonatkozik, melyek ké-
pesek befolyasolni az Actinomyces naeslundii megtelepedé-
sét, valamint mérsékelni az Actinomyces naeslundii &ltal
elbéidézett betegségek sulyossagat.

A talalmany hattere

A szajlreg mikroflérajdban egyarant eldS8fordulnak rezi-
dens és nem-rezidens fajok. El&bbiek k&zé tartoznak azok a
mikroorganizmusok, amelyek képesek tobbé-kevésbé 4&llandd
jelenlétet kialakitani a szajureg feliiletein. Ezek a bakté-
riumok féleg a nyelven, a szaj nyalkahdrtyajan és a fogakon
helyezkednek el, mig a foginy, az ajkak, a fal, a szajpad-
las és a szajalap csak szerény mikrofléra kialakulasat te-
szi lehetévé.

A fogakon kialakuldé plakk tulajdonképpen egy film,
mely a fogak felszinén alakul ki, és olyan baktériumsejtek
alkotjak, melyek az extracelluldris poliszacharidokban és a
nyalbél képz&dé anyagokban vannak Jjelen. Koézvetleniil a
nyalképz&édés utan a fogakat beboritja a nyal amorf rétege,
a szerzett zomanchartya (AEP), amely mintegy 1,3 um vastag-
sagu, és nem tavolithatd el kozonséges fogmosadssal. Az AEP
kialakulasat azonnal koveti a baktériumok megtelepedése, és
a plakk-képz&dés sokrétegli szerkezetként 8-12 6ran beliil
nyilvanvaléva valik. Ennek elsd rétege olyan baktériumokbdl
(az elsSként megtelepedékbdl) 4all, melyek féleg specifikus
adhezin-receptor felismerés révén koétédnek a fogakhoz. Ez a
réteg ad tapot a masodlagosan megtelepedd fajoknak, melyek
analdg médon, specifikus kotddéssel vagy egyszerl hozzakap-
csolddassal tapadnak egyméshoz.

A nyelven és a szaj nyalkahartyadajadn a természetes
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mikrofldra Streptococcus, Veillonella, Bacteroides és
Haemophilus fajokb6l &ll. A fogakon a Streptococcus és
Actinomyces fajok vannak folényben, de mellettik egy sor
Gram-pozitiv és -negativ coccus és pélca is el&fordul.

Ezek a mikroorganizmusok zommel A&rtalmatlan egylitt-
€16k, de szép szammal akadnak koztik jé néhany betegség
kébrokozdi is [Hill, M.J. & Marsh, P.D. eds. Human Microbial
Ecology, CRC Press, Boca Raton, FL, U.S.A. (1990)].

Kézelebbrdl, az Actinomyces naeslundii 1 (korabban
Actinomyces naeslundii) és 2 (kordbban Actinomyces visco-
sus) genotipusu fajok szokdsosan eléfordulnak az emberi fo-
gakon képz8d6 plakkokban. Ezek a fajok a legerdsebb plakk-
képz6 torzsek kozé tartoznak, mert képesek szorosan hozza-
tapadni a fogakhoz, és aggregaldéddni sok mas baktériumfaj-
jal, elésegitve ezaltal jelenlétiiket a szajiiregben. Ezen
tilmenéen ezek a fajok rendszerint izoldlhatdék az idésebb
emberek szuvas fogair6l, és e betegség f& kéroki tényezdje-
ként tartjidk d&ket szamon [Bowden, G.H. et al., .The
diversity and distribution of the predominant ribotypes of
Actinomyces naeslundii denospecies 1 and 2 in samples from
enamel and from healthy and carious root surfaces of
teeth”, J. Dent. Res., 78B:1800-1809 (1999)].

Az Aatmeneti mikrofldéra olyan exogén baktériumokbdl
411, melyek alkalmanként jelen lehetnek a sz&jban, de nem
telepszenek meg allanddé jelleggel (még az ezekkel a bakté-
riumokkal végzett ismételt oradlis kezelés esetén sem). Va-
lamennyi, az élelmiszerekben eldforduldé baktérium, kiloénsd-
sen pedig a tejsavbaktériumok, részét képezhetik ennek az
dtmeneti mikrofléréanak.

Az 1ilyen exogén tejsavbaktériumok némelyikérdsl kimu-
tattak, hogy képesek hozzatapadni a fogakon 1évé hartyahoz.
A WO 00/09080 szamu irat (Société des Produits Nestlé)

olyan tejsavbaktérium-torzsekre vonatkozik, melyek nem ré-
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szeli a szdj rezidens mikroflérajanak, mérsékelten savanyi-
tanak, és képesek kozvetleniil hozzatapadni a fogakon 1évé
hartyadhoz. Ezek a baktériumok kiilénésen alkalmasak a fog-
szuvasodas és a periodontéalis fertdzések kezelésére és meg-
elbzésére, melyet a kariogén mikroorganizmusok, igy példaul
a Streptococcus mutans és a Streptococcus sobrinus okoz.

Az exogén baktériumok olyan faktorokat is képesek ter-
melni, amelyek gatoljdk a sz4j rezidens mikroflérajanak
szaporodasat. Az EP-759469 szamu irat (Société des Produits
Nestlé) példaul Micrococcus varians &altal termelt bakterio-
cin alkalmazasat ismerteti a szajliregben eléforduldé patogén
mikroorganizmusok, igy a Streptococcus sobrinus, a Strepto-
coccus sangulis, a Streptococcus mutans és az Actinomyces
viscosus fejl&désének gatlasdra. A bakteriocinok alkalmaza-
sa a fogszuvasodas elleni stratégidk egyike. Ezek a moleku-
lak komoly figyelmet vontak magukra, mint lehetséges fog-
szuvasodads elleni hatdanyagok és a mikroorganizmusoknak a
szdjliregben vald megtelepedését befolyasold faktorok.

Fontos megjegyezni, hogy korabban semmilyen informacioé
nem alt rendelkezésre olyan torzsekkel kapcsolatban, ame-
lyek képesek lennének megtelepedni a szdjiregben oly mdbdon,
hogy kozvetleniil tapadnak a fogakon képz&édS hartyahoz, és
ugyanakkor olyan nOvekedésgatld faktorokat is termelnek,
melyek befolyasolni tudjédk az Actinomyces naeslundii megte-
lepedését, és ezaltal mérsékelni az Actinomyces naeslundii
fajjal kapcsolatba hozhatd betegségek sulyossagat.

A talalmany révid ismertetése

Fentiek alapjan a jelen taldlmany targya a szaj mikro-
flérdja szempontjabdl exogén, a fogak feliiletén vald megta-
padasi képességik, valamint novekedésgatld faktort termeld
képességliik alapjan kivalasztott tejsavbaktériumok alkalma-
zdsa olyan készitmények el&allitadsédra, melyek alkalmasak a

fogakon képz&6dé plakkok képzddésének mérséklésére valamint
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a fogszuvasodas és mas, az Actinomyces naeslundii fajnak
tulajdonithaté betegségek megeldzésére, illetve kezelésére
eml&sokben.

A tejsavbaktériumokat a Streptomyces thermophilus,
Lactococcus lactis subsp. lactis és Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis &ltal alkotott csoport-
bél, kdzelebbrél a CNCM I-1984, CNCM I-1985, CNCM I-1986 és
CNCM I-1987 jeld torzsek altal alkotott csoportbdél valaszt-
hatjuk ki.

Ezek a tejsavbaktériumok a fogak felszinén megteleped-
ve és noOvekedésgatld faktorokat termelve az Actinomyces
naeslundii jelenlétét erdteljesen mérséklik, ezaltal csdk-
kentve a fogakon a plakk-képzdédést, valamint a fogszuvaso-
déds és mas, az Actinomyces naeslundii fajjal kapcsolatos
fertbzések elb6forduléasi gyakorisdgadt vagy sulyossagat.

A talalmany tovédbba olyan készitményekre vonatkozik,
amelyek az Actinomyces naeslundii megtelepedésének mérsék-
lése révén megdérzik a szadjlireqg egészségét. Ezek a készitmé-
nyek olyan exogén tejsavbaktériumokat tartalmaznak, amelye-
ket a fogak fellletén vald megtapadadsi képességiik valamint
novekedésgatld faktort termeld képességiik alapjan valasz-
tottunk ki.

Az ilyen készitmények grammonként legalabb 10%-10° te-
lepképzd egységnyi (cfu) mennyiségben tartalmaznak tejsav-—
baktériumokat.

A jelen taldlméany szerinti készitmények az Actinomyces
naeslundii &altal eml&sSkben el8idézett fertSzések, kdze-
lebbrél a fogakon vald plakk-képzd8dés és a fogszuvasodéas
megeldzésére vagy kezelésére alkalmazhatdék, melynek soran a
szbban forgd emldés szervezetet olyan készitménnyel taplal-
juk, amely legalédbb egy, a fogak feliiletén valéd megtapadasi
képessége, valamint novekedésgatld faktort termeld képessé-

ge alapjan kivalasztott tejsavbaktérium térzset tartalmaz,
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és mérsékli az Actinomyces naeslundii megtelepedését a
szajlregben.
A talalmany részletes ismertetése

Az alabbiakban kovetkezd részletes leirads soran a szaj
kifejezés az emberek vagy mas eml8s szervezetek, példaul
hazidllatok szajuregére vonatkozik, melynek része a szaj
nyalkahartyaval boritott feltlilete (foginy, ajak, szajfal,
szdjpadlas és szajalap), a nyelv és a fogazat (ideértve a
mesterséges szerkezeteket is).

A ,nOvekedésgatld faktor” kifejezés barmely olyan, a
megtapadt exogén tejsavbaktériumok &ltal termelt extracel-
lularis hatdanyagot jelent, amely képes gatolni az Actino-
myces naeslundil szaporodasat.

A jelen talalmany - elsédleges targyanak megfelelden -
a szaj mikrofldérdja szempontjabdél exogén, a fogak felilletén
vald megtapadasi képességik valamint novekedésgatld faktort
termeld képességik alapjan kivalasztott tejsavbaktériumok
alkalmazdsara vonatkozik, olyan készitmények el8allitéséara,
melyek alkalmasak a fogakon a plakk-képz&dés mérséklésére,
valamint a fogszuvasodas és més, az Actinomyces naeslundii
fajnak tulajdonithaté betegségek megeldzésére, illetve ke-
zelésére.

A taldlmény szerinti megoldadsban a tejsavbaktériumokat
a Streptomyces thermophilus, Lactococcus lactis subsp.
lactis és Lactococcus  lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis &ltal alkotott csoportbél, kozelebbrdl a
Streptomyces thermophilus (NCC 1529) (CNCM I-1984),
Streptomyces thermophilus (NCC 1561) (CNCM I-1985),
Lactococcus lactis subsp. lactis (NCC 2211) (CNCM I-1986)
és Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
(NCC 2225) (CNCM I-1987) torzsek altal alkotott csoportbédl
valaszthatjuk ki.

Elénydsen tejtermékbdél (pl. tejbdl vagy sajtbdl) szar-
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mazd tejsavbaktériumot alkalmazunk.

A taldlmé&ny szerinti tejsavbaktériumok ,mérsékelten
savanyitanak”, ami azt jelenti, hogy kevésbé savanyitanak,
mint a patogén torzsek. Ennek megfeleldéen kézremiikddnek ab-
ban, hogy a sz&jireg pH értéke 5,5 - 7,0 legyen.

Ezeket a torzseket azon képességik alapjan valasztot-
tuk ki, hogy képesek hozzatapadni a fogakon képz8d& hartya-
hoz, optimadlis szaporodédsi hémérsékletitk 37°C koriili, mely
a szajlreqg normalis hémérséklete. Ezen tulmenden a szdban
forgd tejsavbaktériumok képesek novekedésgatld faktorokat
termelni, aminek révén - megtapadasi képességilikkel egylitte-
sen - képessé valnak arra, hogy szamottev&en mérsékeljék az
1 és 2 genotipusba tartozé Actinomyces naeslundii fajok
megtelepedésének mértékét.

A szdbban forgd torzsek ezen tulmenden erjesztik a glii-
kbzt és a szachardzt, nem szintetizalnak glukdnokat, melyek
a kariogén torzsek patogenitasara jellemzd faktorok.

A talédlmany értelmében lehetdség van példaul arra is,
hogy csupan egy tejsavbaktériumot alkalmazzunk, egy bakte-
riocinnel kombinalva.

A tejsavbaktériumokat példadul élelmiszerben, hobbi-
dllat-tapban, kozmetikumban vagy gybdgyszerkészitményben
egyarant alkalmazhatjuk. Ennek megfelelfen a taldlmany sze-
rinti készitmény eldnydsen példaul fogkrém, szajviz, dezo-
dor, ital, édesség, gyermektépszer, fagylalt, jégkrém, édes
salatadntet, tejkészitmény, sajt, turd, joghurt, savanyi-
tott tejkészitmény, kavétejszin vagy tejszinhab lehet.

Az exogén tejsavbaktériumokat a készitményben grammon-
ként legaldbb 10°-10° telepképzd egységnyil (cfu) mennyiség-
ben alkalmazhatjuk.

A szdbéban forgd tejsavbaktériumoknak a szaj mikrofléra-
jaba valdé beépiilését és ennek hatdsat patkdny modellben

vizsgaltuk. A CNCM I-1985 és CNCM I-1986 jell torzsek képe-
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sek voltak befolyasolni a szaj mikrobidlis okoldégiajat,
szamottevéen mérsékelve az Osszes telepképzd egység (cfu)
szamat. Ezek a torzsek kozelebbrdl képesek voltak arra,
hogy jelentdés mértékben csokkentsék a 2 genotipusba tartozod
5 Actinomyces naeslundii megtelepedésének mértékét, mellyel a

kisérleti allatokat megfertdztiik (lasd a példéakat).

AZ ALKALMAZOTT TEJSAVBAKTERIUM-TORZSEK BIOKEMIAI JELLEMZESE

Erjesztési tulajdonsagok: 49 egyszerli cukrot vizsgaltunk
meg api 50 CH bioMérieux tesztcsik alkalmazasaval
10 (bioMérieux S.A., 69280 Marcy-l'Etoile, Franciaorszag). Az

eredményeket az 1. tablazat tartalmaz:za.

1. tablazat

A Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

CNCM I-1987 (A), Lactococcus lactis subsp. lactis CNCM

15 I-1986 (B), Streptomyces thermophilus CNCM I-1984 (C) és
Streptomyces thermophilus CNCM I-1985 (D) cukorerjesztése

Cukor A B (o4 D Cukor A B (of D
Adonit +++ Laktoz + ++++ | 4+ ++++
Aeszkulin ++ ++++ D-1lixéz
Amigdalin ++++ Maltédz ++
D—arabinéz Mannit +++ ++
L-arabinéz D-mannéz + ++++
D-arabit Melezitéz
L-arabit +++ Melibidz
Arbutin +++ +++ a-metil-D-

glikozid
Cellobidz +++ ++++ a-metil-D-
mannozid
Dulcit d-raffinéz
Eritrit Ramnéz
D-fruktéz + ++++ Ribéz +4 ++
D-fukéz Szalicin +++ +++
L-fukébz Szorbit
Galaktéz ++ ++++ L-szorbbz
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Cukor A B (o D Cukor A B (o] D
B-gencio- +++ Keményitd
bibéz
Glikonat Szacharéz +++ ++++
2-keto- D-tagatéz
glikonat
5-keto- Trehaldz ++
glikonat
GlkNAc + ++++ D-turandz ++
D-gliikéz + +H++ | + ++ | Xilit +++
Glicerin D-xiléz
Glikogén L-xiléz
Inozit L-xiléz
Inulin f-metil-
xilozid

+,++,+++,++++ mutatja, hogy az erjesztés 3, 6, 24 vagy 48

6ra elteltével indul megqg.

A Streptomyces thermophilus (NCC 1529), Streptomyces
thermophilus (NCC 1561), Lactococcus lactis subsp. lactis
(NCC 2211) és Lactococcus lactis subsp. Jlactis biovar
diacetylactis (NCC 2225) torzseket a Budapesti Egyezmény
értelmében 1998, marcius 3-an letétbe helyeztiik a
Collection Nationale des Cultures des Microorganismes gydj-
teményben (25 rue de docteur Roux, 75724 Paris, Franciaor-
szag), ahol azok a CNCM I-1984, CNCM I-1985, CNCM I-1986
illetve CNCM I-1987 nyilvantartéasi szamot kaptéak.

A jelen taldlminy targya mésrészt a szajireg egészsé-
gének meglrzésére szolgadld készitmény, mely mérsékli az
Actinomyces naeslundii megtelepedését emlésok esetében, és
olyan exogén tejsavbaktériumokat tartalmaz, melyeket a fo-
gak feliiletén vald megtapaddsi képességlik, valamint noveke-
désgatld faktort termeld képességliik alapjan valasztottunk
ki.

Ezek a készitmények kozelebbré6l a fogakon végbemend

plakk-képzd&désnek és més, az Actinomyces naeslundii fajjal
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kapcsolatos fert&zésnek tulajdonithatd betegségeknek, pél-
dadul a fogszuvasodasnak a megeldzésére, illetve kezelésére
szolgalnak.

A taldlmany szerinti tejsavbaktériumokat a Strepto-
myces thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis és
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis altal
alkotott csoportbdél, eldébnydsen a CNCM I-1984, CNCM I-1985,
CNCM I-1986 és CNCM I-1987 jeld torzsek altal alkotott cso-
portbdél valasztjuk ki.

Ezek a készitmények grammonként legaldbb 10%-10° te-
lepképz8 egységnyi (cfu) tejsavbaktériumot tartalmaznak.

El8adllithatédk szinergisztikus készitmények is, melyek
adalékként legaldbb egy, a Gram-pozitiv szajbaktériumok el-
leni aktivitassal rendelkezd bakteriocint tartalmaznak. Eb-
ben az esetben a szdjhigiéné fenntartadsdra szolgald készit-
mények 0,00001% és 50% kozotti mennyiségben, eldénybsen pe-
dig 0,00001% és 15% kozotti mennyiségben tartalmaznak tisz-
titott bakteriocint. Az alkalmazott bakteriocin eldnydsen
variacin (EP 0759469).

Annak érdekében, hogy a készitményt megdévjuk a lebom-
lastél, zsiroldékony antioxidéanst is alkalmazhatunk. Alkal-
mas zsiroldékony antioxidansok példaul egyebek koézott a
tokoferolok, a butil-hidroxianizol (BHA), a butil-hidroxi-
toluol (BHT) és az aszkorbil-palmitadt. A zsiroldékony anti-
oxidéns 0,005% és 0,5% kozotti mennyiségben, eldnydsen pe-
dig 0,005% és 0,01% kozotti mennyiségben van Jjelen a ké-
szitményben, annak tomegére vonatkoztatva.

A jelen taldlmany szerinti fogapold készitményekben
haszndlt alkalmas surolészerek kozé tartozik a kalcium-
karbonat, a kalcium-aluminoszilikat, az aluminium-oxid és
hidradtjai, a cink-ortofoszfat, mlanyag részecskék és a szi-
licium-dioxid, ezek ko6zil eldénydsen szilicium-dioxidot al-

kalmazunk.
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A Jjelen taldlmadny szerinti készitmények pH értéke
olyan, amely a szajlregben elfogadhatdé, és abba a tarto-
manyba esik, amely a szdéban forgbd tejsavbaktériumok szamara
is megfeleld. Ez a pH érték a 3,0 és 9,5 kozotti tartomany-
ban, elénydsen a 3,5 és 6,5 kozotti tartomanyban van.

Ezek a készitmények eldSadllithatdék hagyoményos eljara-
sokkal, példadul az egyes komponensek megfeleld aradnyban
torténd Osszekeverésével, és végul - sziikség esetén - az
elegy pH-Jjéanak a kivant értékre torténdéd bedllitasaval.

Az Actinomyces naeslundii 1 genotipusédba (korédbban A.
naeslundii) és 2 genotipusdba (korébban A. viscosus) tarto-
z6 fajok a legerdteljesebb plakk-képzd ordlis torzsek kozé
tartoznak. Szokdsosan izoldlhatdék a fogszuvasodasi helyek-
ré1, kilontsen 40 év feletti emberek esetében, és e fajokat
tartjak a fogszuvasodas f6 kéroki tényezbjének.

A fentiek alapjan a Jjelen taladlmédny targya az
Actinomyces naeslundii fajjal kapcsolatos emlés fertdzések,
kozelebbrbl a plakk-képzdédés és a fogszuvasodas megelSzésé-
re vagy kezelésére szo0lgald mdbdszer is, melynek értelmében
a szbban forgbd emlés szervezetet olyan készitménnyel tap-
laljuk, amely legaldbb egy, olyan tejsavbaktériumot tartal-
maz, melyet a fogak felﬁletén valdé megtapadasi képessége,
valamint novekedésgatld faktort termeld képessége alapjan
valasztottunk ki.

A kezelésre szolgdld készitmények grammonként legaldbb
10°-10° telepképz8 egységnyi (cfu) tejsavbaktériumot tar-
talmaznak.

A kovetkezé példdk a taldlmany jobb megértését szol-
galjak, anélkil, hogy annak targykorét barmi mdéddon korla-
tozni kivaAnndk. A taldlmany barmely mbédositédsa, kiegészité-
se a kovetkezdkben leirtakhoz képest, nyilvanvald a szakma-
ban jartasak szamdra. Az ilyen médositasok vagy kiegészité-

sek a taldlmany nem esnek kivil a taldlmény targykorén. Az
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idézett hivatkozasok olyan mértékben vonatkoznak az eredeti
k6zleményekre, amennyire ez a talalmany Jjobb megértéséhez

sziikséges.
1. példa
In vitro vizsgalatok

A Streptococcus thermophilus NCC 1561 (CNCM I-1985) és
Lactococcus lactis subsp. lactis NCC 2211 (CNCM I-1986) (a
tovabbiakban L. lactis NCC 2211) torzsek felhaszndléasaval
biofilmet készitettiink a fogakon képz&dé plakk in vitro mo-
dellezésére.

Az Actinomyces naeslundii 1 genotipusédba (korébban A.
naeslundii) és 2 genotipuséaba (koradbban A. viscosus) tarto-
z6, OMZ 745 és OMZ 105 torzsek az Institute fir Orale
Mikrobiologie und Allgemeine Immunologie, University of Zii-
rich gytijteményébdl szarmaznak, tenyésztésiik FUM téapkozeg-
ben, anaerob korilmények kozott (GasPack System, BBL),
37°C-on tortént.

Mindegyik torzset -20°C hémérsékleten, glicerinben ta-
roltunk, és elétenyésztésiiket alkalmazadsukat megelézd 14
6ran at, a rajuk jellemz6 optimalis novekedési hdémérsékle-
ten végeztiik.

A két kivalasztott, L. lactis NCC 2211 és S. thermo-
philus NCC 1561 torzzsel olyan in vitro biofilmet oltottunk
be, amely a 40 év feletti emberek szajaban szokadsosan eld-
fordulé baktériumokbdél, nyallal bevont hidroxi-apatit ko-
rongokon alakitottunk ki. A tenyésztéshez hasznalt FUM
(Fluid Universal Medium) téapkdzeget oly mdédon alakitottuk
ki, hogy pufferhatasa révén kompenzalja a tesztelt torzsek
savanyitdé hatésat, és ilyen médon leheté6vé tegye a szadjban
honos baktériumok folyamatos novekedését (plakk-képzddést),
csakugy, mint ahogyan az bekovetkezik a széjliregben uralko-
dé korilmények kozott (Gmur & Guggenheim, 1983). A vizsga-

latokat hadrom parhuzamosban végeztiik, egyméds mellett tesz-
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telve a tejtermék eredetd torzseket tartalmazd és az ezek
nélkili elegyeket. A kiprdébalt torzseket a 2. tablazat tar-

talmazza.

2. tablazat

Az in vitro plakk-képzdédési kisérletekben felhasznalt bak-

tériumtoérzsek és koérualmények

Torzs Jellemzd Tenyésztési
tulajdonség kortilmények

S. thermophilus S-HA megtapadéas FUM, Belliker;

NCC 1561 37°C

L. lactis subsp. S-HA megtapadas FUM, Ml17-laktdz;

lactis NCC 2211 37°C

S. sobrinus OMZ 176 Kariogenitéas FUM; 37°C

S. oralis OMZ 607 Plakk-képzés FUM; 37°C

A. naeslundii Plakk-képzés, FUM; 37°C

OMZ 745 kariesz okozédé

V. dispar OMZ 493 Plakk-képzés FUM; 37°C

F. nucleatum OMZ 596 Plakk-képzés FUM; 37°C

Nyalhartya képzddés: 10 mm 4atméréjl szintetikus hidroxi-
apatit korongokat (HY-APATITER, Euro-Crystals, Landgraaf,
Hollandia) bevonunk 800 ul emberi nyallal, és razatas koz-
ben 4 6radn &t szobahdémérsékleten inkubaltuk 24 lyukd steril
Nunclon lemezen.

Bakteridlis konzorcium készitése: S. thermophilus NCC 1561,
L. lactis subsp. lactis NCC 2211, S. sobrinus OMZ 176, S.
oralis OMZ 607, A. naeslundii OMZ 745, V. dispar OMZ 493,
és F. nucleatum OMZ 596 torzseket tenyésztettiink FUM-gliikéz
(S. thermophilus esetében FUM-laktdz) tapkozegben, anaerob
kérilmények kozott, egy éjszakadn at, 37°C-on. Az igy kapott
tenyészetek OD550 értékét FUM hozzaadasaval 1 értékre alli-
tottuk be, majd a szajban honos baktériumok 2 ml térfogatu

mintdihoz 2 ml térfogatui S. thermophilus NCC 1561, illetve
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L. lactis subsp. lactis NCC 2211 tenyészetet adtunk. Kont-
rollként az oréalis baktériumok tenyészetébdl nyert mintéat
dnmagaban hasznaltuk.

Biofilm kialakitasa és feldolgozasa: a Guggenheim és munka-
tarsaili &ltal leirt mdbédszert kovettilk [Validation of a new
biofilm model, J. Dent. Res., 77 (Spec. Iss. A.): 110
(Abstract No. 38) (1998)].

A biofilm-tenyészet analizise: a biofilmbdél nyert tenyésze-
tet Columbia Blood Agaron (5% birkavér, Becton-Dickinson,
Meylan Cedex, Franciaorszag) spirdl alakban szélesztettik
az A. naeslundii teljes sejtszadmanak és differencidldédasa-
nak meghatdrozdsa érdekében. A lemezeket anaerob koriilmé-
nyek kozott, 37°C-on, 48 6ran at inkubaltuk.

A szajban honos és a tejtermék eredetd térzsek szaporodisi

antagonizmusa

A torzseket és a tenyésztési koridlményeket a 3. tabla-
zat tartalmazza.

3. tablazat

A szaporodasi antagonizmus vizsgalata soran alkalmazott

baktériumtérzsek és tenyésztési koriulmények

Torzs Jellemz6 Tenyésztési
tulajdonsag kortilmények

S. thermophilus S—-HA megtapadas Belliker; 42°C
NCC 1561
L. lactis subsp. S-HA megtapadés Ml17-laktdéz; 37°C
lactis NCC 2211
S. thermophilus Nem megtapadd Belliker; 42°C
NCC 1536
A. naeslundii Plakk-képzés BHI, 37°C;
OMZ 745 anaerobidzis
A. viscosus OMZ 105 Plakk-képzés BHI; 37°C

A Streptococcus thermophilus NCC 1561, Streptococcus
thermophilus NCC 1536 és Lactobacillus lactis NCC 2211 gat-
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16 torzseket vizsgaltuk az Actinomyces naeslundii OMZ 745
és Actinomyces viscosus OMZ 105 céltorzsekkel szemben muta-
tott szaporodadsi antagonizmusuk szempontjabdl.

Médszer

- A gatld torzseket egy éjszakan &t anaerob korilmények ko-
zo6tt BHI agarlemezeken tenyésztettiik, amig noévekedésiik a
kozépsd staciondrius fazist elérte.

- A céltorzsek 20 pl térfogatu szuszpenzidjat 3 ml térfoga-
tu, glukdzt és laktdzt tartalmazd BHI lagyagarral higitot-
tuk, alaposan Osszekevertiik, majd haladéktalanul BHI agar-
lemezre ontottik.

- A lemezeket szobahémérsékleten egy o6ran at szildrdulni
hagytuk, majd kereszt alakban atoltottuk rajuk az M17 tap-
talajon noévesztett gatld torzseket. Ezzel parhuzamosan csak
gatld sejteket, 1illetve csak célsejteket tartalmazd kont-
roll tenyészeteket is készitettiink.

- Az lemezeket anaerob korilmények kozott, 37°C hémérsékle-
ten, 24 6ran &t inkubéaltuk.

A szaporodasi antagonizmust a kereszt koril megjelend
kioltasi z6ébna jelezte. A kontroll és a vizsgalt tenyészetek
kozotti kiillonbséget Student t-prbdba alkalmazisaval hatdroz-
tuk megqg.

Eredmények
A Streptococcus thermophilus NCC 1561 és Lactococcus

lactis NCC 2211 torzsek képesek voltak megtelepedni és no-
vekedni az S-HA korongokon kialakult plakk-szerd biofilm-
ben, a 40,5 6éra utidn mért korongonkénti teljes sejtszamukat

a 4. téblazat tartalmaz:za.
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4. tablazat

A két tejtermék eredetid todrzs beépilésének mértéke a
biofilmbe (cfu/korong)
(A megadott értékek hadrom kisérlet atlagos adatai, a stan-

dard deviaciodval)

Beoltéas mdédja S. thermophilus L. lactis
NCC 1561 (x 10°) NCC 2211 (x 10°)

Az oralis tor- 4,08 + 1,78 5,76 + 3,64

zsekkel egyltt

Az oralis tor- 5,03 + 2,21 3,87 + 4,01

zsek eldtt

A tejtermékbdSl szarmazd torzsek szajban honos fajok
biofilmjébe torténdé beéplilésének hatdsat az 5. és 6. tabla-
zat adatali mutatjak. Streptococcus thermophilus NCC 1561
megtelepedése esetén (5. téblazat) &altalanos csdkkenés mu-
tatkozott a teljes mikrofldérdban, amit a Columbia Blood
Agar (CBA) lemezeken mért sejtszam jellemez, és a szajban
honos térzsek kozott négynek az esetében figyelhetd meg.

Mid&n Lactococcus lactis NCC 2211 épilt be a szajban
honos toérzsek kozé (6. tablazat), a teljes mikrofldréara
jellemzd, CBA lemezeken mért cfu jelentdsen megfogyatko-
zott. A csdkkenés mértéke szignifikadns volt az Actinomyces
naeslundii OMZ 745 esetében, mely tdrzs jelenléte szignifi-
kdnsan gyengiilt (p = 0,021). Ez a csdkkenés még jelent&sebb
volt, ha a ga&tld torzseket eldSbb oltottuk a korongokra,

mint a sz&jban honos céltodrzseket.
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Streptococcus thermophilus NCC 1561 hatasa a szajban honos

torzsek jelenlétére (cfu/korong)
Kezelés CBA (x 10°%) A. naeslundii MS (x 10%)

OMZ 745
(x 10°)

Kontroll 2,86+2,14 5,29+2, 58 2,02 + 1,68

+ NCC 1561 l,63i0,55 4,75+1,45 1,21 + 0,81

El8inkubaléas 2,32i0,38°° 4,78+2,29 1,48 + 0,29

NCC 1561

torzzsel

N = 3. *: p-értékek a kontrollra szamolva p<0,05; **:

5 p<0,01); °:

molva (°

p-értékek a

p<0,05; °°: p<0,01).

~+NCC 1561”

6. tablazat

kezelés adataira sza-

Lactococcus lactis NCC 2211 hatasa a szajban honos térzsek

jelenlétére (cfu/korong)
Kezelés CBA (x 10°) A. naeslundii MS
OMZ 745 (x 10°%)
(x 10°%)
Kontroll 2,77+2,16 6,07+2,70 3,04+2,88
+ NCC 2211 0,65+0,33 4,59+2,81 0,65+0,33*
El8inkubdaléas 0,27+0,11**° 3,91+43,29*° 0,27+0,11**°°
NCC 2211
torzzsel
10 N = 3. *: p-értékek a kontrollra szamolva p<0,05; **:
p<0,01); °: p-értékek a ,+NCC 2211” kezelés adataira sza-
molva (°: p<0,05; °°: p<0,01).
Vizsgalatokat végeztiink annak igazoldsara, hogy a

szdjban honos céltdrzsek jelenétének csokkenése a tejtermék

15 eredetd torzsek velik szembeni szaporodadsi antagonista ha-

tasdnak tudhaté be (7.

tablazat).

Az Actinomyces viscosus
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OMZ 105 és Streptococcus thermophilus NCC 1536 torzseket is
bevontuk a vizsgalatba, mivel ezeket az in vivo modellben
(2. példa) is szerepeltek.

Mind a négy tejtermék eredetli torzs gatolta a Gram-
negativ Actinomyces viscosus OMZ 105 todrzs novekedését. Ez
a gatlads nem tulajdonithatdé a tejsav képzd&désének. Az
Actinomyces Viscosus ugyan csak aerob korilmények képes
hasznositani a tejsavat |[van der Hoeven et al., Oral
Microbiol. Immunol., 5:223-225 (1990)], de nagy mértékben
savtiré. Ezt a megfigyelést igazoltuk, midén az Actinomyces
viscosus torzset 1% tejsavat tartalmazé téptalajon szé-

lesztve nem tapasztaltunk novekedés gatléast.

7. tablazat

A Streptococcus thermophilus NCC 1561, Streptococcus
thermophilus NCC 1536 és Lactococcus lactis NCC 2211 tér-

zsek gatldé hatasa a szajban honos térzsek névekedésére

Céltorzs Gatld torzsek 1% tej-
NCC 1561 NCC 1536 NCC2211 sav

A. + + + -

naeslundii

OMzZ 745

A. viscosus + + + -

OMZ 105

Kévetkeztetések

A Streptococcus thermophilus NCC 1561 és Lactococcus
lactis NCC 2211 torzsek be tudnak épilni a fogakon képzdds
plakkokat modellezd biofilmbe, és képesek befolyadsolni a
sz&d]j mikroflérédjat, szignifikansan csokkentve annak 6sszes
telepképz8d egység szamat, és kozelebbrdl, ezek a torzsek
képesek szignifikansan mérsékelni a 2. genotipusu
Actinomyces naeslundii megtelepedésének mértékét. Ezen tul-

menden ezek a tejtermék eredetl torzsek egylittes tenyésztés
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esetén képesek gatolni az 1. és 2. genotipusu Actinomyces
naeslundii fajok szaporodasat is.

2. példa

In vivo vizsgalatok

In vivo vizsgalatot végeztiink patkdny modellben. A
vizsgalat sordn a kivalasztott torzsek megtelepedését a ki-
sérlet teljes idd&tartama alatt naponta eldésegitettiik, hi-
tott tejterméket tartalmazdé tap alkalmazasaval.

A vizsgadlat id&tartama 58 nap volt. Annak érdekében,
hogy a kisérletet a nap folyamdn végezhessiik, az &allatok
aktiv periddusat Osszesen 7 ob6ra idbétartamra kellett ndvel-
niink. Ezt h&rom 1lépésben valdésitottuk meg, a 16., 17. és
18. napon a késdébbiekben részletezett médon. A kariogén
torzsekkel a 21. és 23. napon végeztiink kezelést, a tejter-
mék eredetli torzseket pedig a 23. naptdl az 57. napig al-
kalmaztuk. A kisérleti A4llatok a tejtermék eredetli torzse-
ket joghurt alapu téapkiegészitd formajaban kaptak, melyet a
szokasos tap tartalmazott, a késébbiekben leirtak szerint.
A patkanyok fogairdl az 58. napon, a vizsgalat végén tampo-
nadlassal mintat vettink.

Kisérleti allatok és étrend

10 darab, egyenként négy kolyokpatkanyt (Institute flr
Orale Mikrobiologie und Allgemeine Immunologie, University
of Ziurich, Zurich, Svajc)) tartalmazdé almot hasznadltunk a
kisérlet soran. Valamennyi allat testtomegét megmértik a
kisérlet kezdetén és végén. 13 napos korukban a kolykoket
és az anyaallatokat alom nélkiili savalld acél ketrecbe te-
lepitettik at, és alacsony fluoridtartalmua poritott
(0,2 uym) Nafag tépon tartottuk d&ket, hogy az elvalasztés
hatdsat kikiiszobodljlik (Rat Checkers No. 184, NAFAG, Gossau
SG, Svajc). Az allatok vizfogyasztasat nem korlatoztuk. Az
dllatok aktiv fazisa, vagyls az id&szak, amikor a patkéanyok

taplélkoznak, az éjszaka, azaz a 18:00 és 06:00 o6ra kozotti
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id&észak.
Annak érdekében, hogy az etetbdedények feltoltésére a

szokdsos munkaidd alatt keriilhessen sor, az &allatok 24 6réas
bioritmusat az aktiv peridédus megnyuajtasaval fokozatosan
dtadllitottuk a 16. és 18. nap kozdott, a viladgitast harom
alkalommal automatikusan szabalyozva.

A 16/17. napon az aktiv periddus kezdetét eldrehoztuk
18:00 6réard6l 15:00 oérara, azaz az éjszakat a 15:00 és 03:00
bra kozotti idSszakra helyeztilk at, és ezt folytattuk nap-
r61 napra. A 17/18, napon az aktiv periédus kezdetét eldbre-
hoztuk 15:00 o6rardél 12:00 o6rara, hogy az éjszaka 12:00 és
00:00 6ra kozé essen, majd ezt kovesse a nappal.

Végiil a 18/19. napon az aktiv periédust 12:00 o6rardl
10:00 o6rara hoztuk eldére, igy az éjszakara 10:00 és 22:00
6ra kozott kerilt sor, a nappal pedig 22:00 dérakor kezds-
dott.

Ilyen médon a 19. napra befejeztiilk a patkédnyok aktiv
fadzisanak A&atallitasat az éjszakdrdl a szokdsos munkaiddre
(10:00 - 22:00).

A 20. napon az anyaallatokat eltavolitottuk, és meg-
kezdtik az allatok korlatozas nélkiili taplalasat 40 tomeg$
szachardézt, 28 tomeg® tejpoétlot (39,4 tomeg® SVPRO-PP 1611
szbjafehérje kivonat, 49,3 tomeg® laktdz, 0,6 tomeg® L-me-
tionin, 0,3 toémeg®% L-lizin hidroklorid), 24 toémeg% buza-
liszt, 5 tdmeg% szeszélesztd, 2 tomeg$ Gevral® Instant Pro-
tein (Whitehall-Robins SA, 6301 Zug, Svajc) és 1 tdmeg$
nadtrium-klorid tartalmu tappal.

A megtelepitési idd&szak alatt (21. és 22. nap) az ivd-
vizet a baktériumok megtelepedése érdekében 2 tomeg® glii-
kbézzal és 2 tomeg® szachardzzal egészitettiik ki. A 23. na-
pon az almokat a kezelésnek megfeleléen harom csoportra
osztottuk, és minden allatot kiiloén ketrecben helyeztiink el.

Az allatoknak ettdl kezdd8dben programozott etetd berendezés
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segitségével a 10. tablazat szerinti Osszetételd tapot ad-
tuk. A kisérleti téplaléast joghurt tartalmi készitménnyel
18-szor végeztik, melyek felvaltva tartalmaztdk a kiprdba-
land® torzseket, a korabban leirt, mbdositott 2000a tap
formajaban.

Az &4llatok ivéviz fogyasztasadt nem korlatoztuk. Az 58.
napon, a tampondldsos mintavételt kovetden a kisérleti 4l-
latokat tuladagoltuk tiopentdl-natriummal (100 mg/kg test-

tomeg), majd a kémas allapot bekdvetkezésekor dekapitaltuk

Sket.
A vizsgalat soradn a 8. tablazatban felsorolt torzseket
hasznaltuk.
8. tablazat
A vizsgalat soran hasznalt baktérium toérzsek
Torzs Jellemzd Tenyésztési
tulajdonséag korilmények
S. thermophilus S-HA megtapadas Belliker; 42°C
NCC 1561
S. thermophilus Nem megtapadd Belliker; 42°C
NCC 1536 kontroll
L. lactis subsp. S—-HA megtapadas M1l7-laktdz; 37°C
lactis NCC 2211
A. viscosus OMZ 105 Plakk-képzés, BHI; 37°C
S-HA megtapadas

A vizsgalt LAB toérzsek eldkészitése

El8kisérleteket végeztiink a novekedési paraméterek
vizsgadlatédra, kiilonos tekintettel a stacionarius novekedési
fazis eléréséhez sziikséges idétartamra, a késbSbbiekben meg-
adott specifikus koriilmények kozott. Ennek alapjan megdlla-
pitottuk, hogy a Streptococcus thermophilus torzseket 7
6ran at, a Lactococcus lactis torzset pedig 6 oO6ran at kell
néveszteni. Megvizsgdltuk a tejtermék eredetd torzsek fa-

gyasztds utéani életképességét is, oly mdédon, hogy ugyanazt
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a sejtszuszpenzidét fagyasztads eldtt, illetve az utan szi-
lard taptalajra szélesztettiik. A kisérleti allatokban vald
megtelepedés el8segitésére a tejtermék eredetl torzseket az
alabbi eld&kezelésnek vetettiik ala.
El8kezelés
-~ a torzsek 1% térfogatnyi mennyiségl glicerines toérzste-
nyészetével alkalmas téapkozeget oltottunk be, melyet egy
éjszakan at inkubaltunk;
- ennek a tenyészetnek 5% térfogatnyi mennyiségével 10 adag
4 liter térfogatu, az optimadlis noévekedési hdémérsékletre
melegitett, alkalmas tapkdzeget oltottunk be, és a késdi
exponencialis/korai staciondrius névekedési fazis eléréseéig
novesztettiik Sket;
- az elért cfu/ml értéket mind a négy vizsgalt torzs esetén
oly médon hataroztuk meg, hogy két, véletlenszerlen kiva-
lasztott tenyészet mintajat Ml7-laktdz-agaron szélesztet-
tiik. Az agarlemezeket anaerob koriilmények kozott egy éjsza-
kan at inkubaltuk;
- a tenyészeteket 10 percen at 6000 rpm-mel centrifugaltuk,
a kitillepedett sejteket 150 ml térfogatu friss tapkozegben
szuszpendaltuk, és egy éjszakdn at 4°C hdémérsékleten tar-
tottuk;
- a sejtszuszpenzidt ismét centrifugaltuk, majd a sejteket
a fagyasztd kozegben (15 térfogat% glicerin tartalmu
Belliker, illetve M17 téapkdzeg) szuszpendaltuk;
- az elegyeket a fagyasztas alatt bekovetkezd sejtpusztu-
last figyelembe véve oly médon mértilk szét kisebb tételek-
re, hogy egy fioldba 2 x 10 sejt jusson, majd felhaszna-
lasig -20°C hémérsékleten taroltuk &ket.
A kisérleti allatok kezelése a baktériumtérzsekkel

A kisérleti allatokat harom kezelési csoportba osztot-
tuk be (9. tablazat). Az egyes kezelési csoportokba 10 - 10
kélyokpatkany tartozott, melyek mindegyikét kulén ketrecben
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helyeztik el.

9. tablazat

A kezelési csoportok

Csoport Kezelés
1 A. viscosus OMZ 105; S. thermophilus NCC 1536
2 A. viscosus OMZ 105; S. thermophilus NCC 1561
3 A. viscosus OMZ 105; L. lactis NCC 2211

Az allatok mindegyikét elébb a 21. és a 22. napon meg-
fert8ztilk Actinomyces viscosus OMZ 105 torzzsel.

A vizsgalt tejsavbaktériumokkal naponta végeztink ke-
zelést (mivel ezeket a joghurt alapd tap tartalmazta), a
23. naptol kezddédben. 200 ml térfogatu joghurthoz 2 fiola-
nyi fagyasztott tenyészetet adtunk, melyek mindegyike a
vizsgalt torzsek 2 x 10'! sejtjét tartalmazta, hogy a sej-
tek végkoncentracidéja legalabb 10° cfu/ml legyen. Negativ
kontrollként a S-HA megtelepedésre nem képes Streptococcus
thermophilus NCC 1536 torzset hasznaltuk.

Az 1 ml térfogatui joghurtot, illetve a 400 mg tomegl
2000a tapot 20 percenként felvaltva kindltuk fogyasztasra a
kisérleti &llatoknak, naponta 18 alkalommal (10. tablazat).
Ilyen médon az &llatok &sszesen 18 ml joghurtot és 7,2 g
poritott téapot kaptak.

Az egyes téapokat programozhaté adagoldkésziilék etetd-
edényeibe mértik be, mely a megfeleld tapot a megfeleld

iddben automatikusan kinalta fogyasztasra a kisérleti &lla-

toknak.
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10. tablazat

Etetési protokoll

Sorszam Erdsen Joghurt alapu Sorszam
kariogén tap tép
1 10:00 10:20 2
3 10:40 11:00 4
5 11:20 11:40 6
7 12:00 12:20 8
9 12:40 13:00 10
11 13:20 13:40 12
13 14:00 14:20 14
15 14:40 15:00 16
17 15:20 15:40 18
19 16:00 16:20 20
21 16:40 17:00 22
23 17:20 17:40 24
25 18:00 18:20 26
27 18:40 19:00 28
29 19:20 19:40 30
31 20:00 20:20 32
33 20:40 21:00 34

Bakteriolégiai kiértékelés

A kisérlet eredményének bakterioldgiai kiértékeléséhez
az 58. napon kezelési csoportonként 5 - 5 patkany fogazatan
tampondlasos mintavételezést végeztink. A tamponokrdl ké-
sziilt szuszpenzidét egyrészt Petri-csészében 1lévé szilard
taptalajra szélesztettik a telepképzd egységek (cfu) szama-
nak meghatarozasdra, masrészt Uvegbdl késziilt targylemezre
vittiik a teljes sejtszam (TCN) immunfluoreszcencias megha-
tdrozasara.
A cfu meghatdrozds menete a kévetkezd volt:

- a patkényok foganak felliletét vattas végld palcikaval at-
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toroltik, melyet haladéktalanul S ml térfogatu, 0,9 to-
meg% koncentracidéju steril natrium-klorid oldatba meri-
tettink;

az oldatot alaposan megkevertiik, majd 5 masodpercen at
50 W energidju ultrahangos kezelésnek vetettiik aléa;

a megfelelden higitott szuszpenzidédt spiral alakban CBA,
MS és HJL agarra szélesztettik;

a CBA és MS lemezeket 37°C hémérsékleten, a HJL lemezeket
45°C hémérsékleten inkubaltuk.

TCN meghatdrozds menete a kévetkezd volt:

24 lyuku, ivegbdl késziilt targylemezbe (Dynatech Produkte
AG, Embrach Embraport, Svajc) lyukanként 10 pl térfogat-
nyit mértink be a tampondléassal kapott, a cfu meghataro-
zdshoz készitett, higitatlan szuszpenzibdbdl;

a lemezben lévé mintdkat 2 percen at metanolban fixé&ltuk,
majd levegdn megszaritottuk;

a mintdkat 10 nl térfogatu, ELISA pufferrel higitott,
megfeleld antitesttel vagy antiszérummal 37°C hémérsék-
leten inkubdltuk 30 percen at;

a lyukak oldaléardél eltavolitottuk a nedvességet, majd a
lemezt elébb ELISA pufferbe, majd desztillalt vizbe me-
ritve mostuk, azutadn levegdén megszaritottuk;

a lyukakba bemértiink 10 pl térfogatu, 1:400 aranyban hi-
gitott kecskében termelt anti-nyul-IgG (H + L) - FITC
reagenst (Sigma), és a lemezt 37°C hdémérsékleten inku-
badltuk 30 percen at;

a lemezt a korabbiakban leirtak szerint mostuk, és leve-
gén megszaritottuk;

a lyukakba 49 ul rogzité folyadékot mértiink, a lemezt be-
fedtiik Uveglappal, és fluoreszcens mikroszkdép alatt meg-
szamoltuk a fluoreszkiald sejteket.

Az adatok statisztikai kiértékelését kettSs ANOVA modd-

szerrel [Snedecor & Cochran (1980)] végeztik.
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Eredmények

A hiitodtt tejtermékkel vald etetés formajdban a tejter-
mék eredetli torzsek folyamatos beépililését célzd kisérlet
soran kapott adatokat a 11. tablazat tartalmazza.
Bakterioldégiai kiértékelés (11. téablazat)
A térzsek megtelepedése: a plakk-képz6 Actinomyces viscosus
OMZ 105 térzs sejtjei 1,7 + 1,1 cfu mennyiségben voltak je-
len, mid&én a kontrollként hasznalt, megtapadasra nem képes
Streptococcus thermophilus NCC 1536 torzzsel egészitettik
ki a tapként alkalmazott tejterméket. A tejtermék eredeti
torzsek sejtjeinek szadmlédladsa mikrobioldgiai mbdbdszerrel nem
volt lehetséges. A harom, megtapadasra képes tejtermék ere-
detd torzs jelenléte felismerhetd volt a 2. és 3. kezelési
csoportbdl kapott plakkok mintdiban. Mivel ezek az egyéb
szajbaktériumokkal és a szajbdl szarmazd részecskékkel
aggregaldéddva, nagyobb csomdok formajaban voltak jelen, pon-
tos mennyiségi meghatdrozasuk megoldhatatlan feladatnak bi-
zonyult.
A teljes mikrofléra (TF) valtozdsa: a héarom kezelési cso-
port adatai alapjéan megallapithaté volt, hogy a megtapadas-
ra képes Streptococcus thermophilus NCC 1561 és Lacto-
bacillus lactis NCC 2211 torzsek Jjelenléte esetén a CBA
agaron a telepképzd egységek (cfu) szama szignifikansan ke-
vesebb volt, mint a megtapadadsra nem képes Streptococcus
thermophilus NCC 1536 torzzsel kezelt kontroll csoportban
(11. tabléazat). A 2. kezelési csoportban a cfu csdkkenése
pr<0,01 szignifikancia faktorral, a 3. kezelési csoportban
pedig a még szignifikansabb py<0,001 értékkel jellemezhetd.
A vizsgdlt térzsek hatasa az Actinomyces viscosus OMZ 105
megtelepedésének mértékére a fogakon: a kontroll kezeléshez
képest a plakk-képz& Actinomyces viscosus OMZ 105 baktérium
telepképz8 egységeinek szamdban kevésbé hangsulyos, de

szignifikans mértékd (pg<0,01) csbkkenés mutatkozott a meg-
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tapadasra képes torzsek alkalmazasa esetén (11. tablazat).
Az Actinomyces viscosus részaradnya az Osszes mikroorganiz-
mus kozott a cfu mérések tanusdga szerint azonban nem val-
tozott szamottevden. Valamennyi kezelés esetén az Osszes
telepképz8 egységnek mintegy 50%-a volt Actinomyces visco-

sus telepként azonosithaté.

11. tablazat

A teljes mikrofléra, illetve az Actinomyces viscosus OMZ
105 telepképzd egységeinek atlagos szama és szazalékos ara-

nya patkanyonként (N = 5)

Kezelés TF CBA OMZ 105 $ OMZ 105 TF MS
agaron CBA agaron | CBA agaron agaron
(x 10°) (x 10°) (x 10%)
1 (NCC 32,5+13,87 | 17,3+411,01 | 52,8+23,09 41,9+41
1536) n.s.
2 (NCC 17,6+6,57 8,0+1,96 47,2+9,37 5,6+3,8
1561) n.s.
3 (NCC 13,9+4,85 5,8+2,07 43,4+18,16 1,7+1,11
2211) n.s.
SEM 2,99 2,17 5,65 10, 33
Pr 0,001 0,01 n.s. n.s.
LSD 0,05* 9,21 6,69 - -
LSD 0,01*~* 12,92 9,37 - -
LSD 18,25 - - -
0,001**~*

A 2. és 3. kezeléseket Osszehasonlitottuk az 1. kezeléssel,
SEM = az a&atlag standard hib&ja; n.s. = nem szignifikans.
CBA = Columbia Blood Agar; MS = Mitis-salivarius agar. OMZ

105: 2. genotipusu Actinomyces naeslundii.

Ebben az in vitro vizsgadlatban a naponta adott toérzsek
egyértelmli gatldé hatéssal voltak a teljes mikroflérara,
melynek cfu értéke szignifikadnsan csdkkent. Ez a csOkkeneés

a tejtermék eredetd torzseknek a szajban honos toérzsekre
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gyakorolt szaporodadsi antagonista hatasaval magyarazhatd.
In vitro korilmények kozott példadul mindannyiuk, 1igy az
S-HA megtapadisi képességgel nem rendelkezd Streptococcus
thermophilus NCC 1536 torzs is képes gatolni az Actinomyces
viscosus OMZ 105 novekedését. In vivo korilmények kozott
azonban ez a hatads csak az S-HA megkdotddési képességgel
rendelkezé tdrzsek esetében észlelhetd, mivel a 2. és 3.
kezelésnél volt kimutathatdé, az 1. kezeléshez képest.

Kbzelebbrdl, minthogy a kisérleti &allatokat megfertdz-
tiik Actinomyces viscosus OMZ 105 torzzsel, lehetséges volt
mennyiségileg meghatdrozni ezt a plakk-képzé organizmust a
kisérleti idd&szak végén, és nyomon kovetni telepképzd egy-
ségeinek csokkenését.

Az Actinomyces viscosus OMZ 105 telepek részaranya az
8sszes telepképzd egység kozott nem csdkkent ezzel parhuza-
mosan, igy az a kovetkeztetés vonhatdé le, hogy a szaporoda-
si antagonista hatas mas torzsekre is kiterjed, igy példaul
a Veillonella fajokra, és voltaképpen globadlis hatds ész-
lelhetd.

Fentiek alapjdn a CNCM I-1985 és CNCM I-1986 torzsek
képesek mdéddositani a szaj mikrobidlis Okoldégiajat, szigni-
fikdnsan mérsékelve a 2. genotipusu Actinomyces naeslundii
megtelepedésének mértékét, mellyel a kisérleti patkanyokat

megfertdéztiik.

3. példa
Feluletaktiv anyagok eldallitasa S. thermophilus NCC1561 és

S. thermophilus NCC1536 térzsbdl és kezdeti elemzésik
Streptococcus thermophilus NCC 1561 és Streptococcus
thermophilus NCC 1536 torzseket egy éjszakdn at 1 liter
térfogatu Belliker tépkdzegben 42 °C hémérsékleten tenyész-
tettink. A bioldgiai eredetd fellletaktiv anyagok el&alli-
tdsa érdekében a Busscher és munkatarsai altal leirtak sze-

rint jartunk el [Busscher et al., Appl. Environ.
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Microbiol., 63:3810-3817 (1997)].
A feliiletaktiv anyagok eléallitasa

Médszer

- a sejteket haromszor mostuk PBS oldattal;

- a mosott sejteket 200 ml térfogatu desztillalt vizben
vagy PBS oldatban szuszpendaltuk;

- a sejtszuszpenzidét a bioldgiai eredetd feliiletaktiv anyag
elBadllitasa érdekében 2 vagy 4 O6radn at kiméletesen kever-
tik szobahdémérsékleten;

- a szuszpenzidét 10000 rpm—-mel 10 percen &t centrifugéalva
elvadlasztottuk a baktériumsejteket;

- a feliiluszét kétszer 10 percen &t centrifugdltuk
10000 rpm—mel;

- az illedéket, valamint a fellletaktiv anyagokat tartalmazd
feliiluszét egyarant liofilizdltuk, és megmértiik a tomegi-
ket.

A nyers feliilletaktiv anyagot tartalmazd szuszpenzidt
eldszdr SDS-PAGE mdédszerrel vizsgaltuk, majd felileti fe-
sziiltség mérést végeztiink.

SDS-PAGE vizsgdlat
Az SDS-PAGE vizsgadlatot elére gyartott 12,5%-o0s

ExcelGel (Amersham Pharmacia Biotech) gélen végeztik. Az
eziistfestés Plusone Silver Staining Kit (Amersham Pharmacia
Biotech) alkalmazaséaval tortént.
A feliileti fesziiltség mérése

A bioldgiai uton eldallitott feliuiletaktiv anyag szusz-
penzidjanak felileti fesziltségét TVT1 Drop  Volume
Tensiometer (Lauda, Lauda-Koénigshofen, Németorszag) alkal-
mazasaval mértik meg, melynek mikodése a cseppméret elven
alapszik. A mbédszer alapvetden a kapillarisrol leszakadd
csepp térfogatanak pontos mérését jelenti. Ez a térfogat (a
kritikus térfogat) ardnyos a felileti fesziiltséggel (o),

melynek értéke a kovetkezd képlettel szamolhatd ki:
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o=V g Ap F/20 Teap

ahol
- 0 a felluileti feszlltség
- V a csepp térfogata
- g a nehézségi gyorsuléas
- Ap az érintkezdé fazisok slrlségének kiilonbsége
- F a korrekciés faktor
- rcap a kapillaris sugara
A mérések kivitelezése két-két parhuzamosban, 37°C hé-
mérsékleten, levegdn tortént. Az egyes mérések 10 ciklusbodl

alltak. 6 mg/ml nyers terméket tartalmazdé oldatot készitet-
tiink, mellyel a viz feliilleti feszliltségét 70 mN/m értékrdél
51 mN/m értékre csokkentettiik (13.

tenyészet Aaltal eldallitott termék SDS-PAGE vizsgalata azt

tablazat). A baktérium-

mutatta, hogy tobb kiilénbozd, fehérje jellegli anyag talal-

hatdé az oldatban.

13. tablazat

A bioldégiai uton eldallitott feliuletaktiv anyagot tartalma-
zd szuszpenzidk felilleti fesziultsége vizzel és PBS oldattal
b6sszehasonlitva. Az adatok két kisérlet atlagértékei, me-

lyek mindegyike 10 mérésbdl allt

Nyers extraktum Felileti feszlltség

koncentracio6ja

(mN/m)

69,07+0, 01

Viz -
PBS - 68,13+0, 30
S. thermophilus 6 mg/ml 51,47+0,17
NCC 1561

S. thermophilus 6 mg/ml 51,67+1,32

NCC 1536
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A Streptococcus thermophilus NCC 1561 és Streptococcus
thermophilus NCC 1536 torzsek sejtjei képesek felliletaktiv
tulajdonsagu anyagokat kibocsatani. Ennek alapjan lehetsé-
ges, hogy a Streptococcus thermophilus NCC 1561 altal ter-
melt feliiletaktiv anyag segiti eld a baktériumnak, valamint
a koérnyezetében 1évé egyéb, a szdjban honos torzsek sejtje-
inek levalasat a fogak felszinérél. Ezzel szemben hasonld
hatds nem figyelheté meg a Streptococcus thermophilus

NCC 1536 esetében, mivel ez a tdrzs nem képes megtapadni a

fogakon.
4. példa
Fogkrém

Fogkrémet készitink, oly mdédon, hogy a CNCM I-1984,
CNCM I-1985, CNCM I-1986 és CNCM I-1987 jelili tejsavbaktéri-
umok legaldbb egyikének 10° cfu/ml sejtkoncentraciét bizto-
sitd liofilizdlt tenyészetét hozzdadjuk a kovetkezd kompo-
nenseket tartalmazdé keverékhez: cetil-piridinium-klorid
1,65 tomeg%, szorbit (70%-os oldat) 33,0 tomeg%, glicerin
25,0 tomeg%, natrium-karboximetil-celluléz 0,25 tomegs,
natrium-fluorid 0,25 tomeg$d, szilicium-dioxid (RP93)
26,3 tomeg%, szilicium-dioxid slrité (Sident 22) 8,1 to-
meg%, natrium-szaharin 0,5 témeg%, Poloxamer (Pluronic
F108) 3,2 tomeg%.

Ez a fogkrém a fogszuvasodas, a plakk-képzd&dés és mas,
az Actinomyces naeslundiili fajoknak tulajdonithatd fertdézé-

ses megbetegedések megeldzésére valamint kezelésére szol-
gal.

5. példa
Yoghurt

5 liter térfogatui MRS téapkdzeget 15 percen &t 121°C
hémérsékleten sterilizdlunk, majd beoltjuk térfogatdra sza-

molt 5% mennyiségben a Streptococcus thermophilus CNCM
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I-1984 vagy CNCM I-1985 torzsek legalabb egyikének aktiv,
korilbeliil 10° cfu/ml koncentraciéju tenyészetével. A te-
nyészetet 8 éran at 41°C hémérsékleten inkubalva 4,5 x 10°
cfu/ml koncentracidéjui starter kulturat allitunk eléd.

5 liter térfogatu, 10 tomeg% szadrazanyag tartalmi so-
vany tejpor oldathoz hozzdadunk 0,1 toémeg?® élesztdkivona-
tot, és az elegyet 15 percen &t sterilizaljuk 1215C hémér-
sékleten. Majd az igy kapott tédpoldatot beoltjuk 2% térfo-
gatnyi, a kereskedelmi forgalomban sUritdéként kaphatd aktiv
Streptococcus thermophilus tenyészettel, mely koérilbelil
10° sejtet tartalmaz milliliterenként. A tenyészetet 4 6réan
at 41°C hémérsékleten inkubalva 4,5 x 10° cfu/ml koncentra-
ciéju starter kulturdt allitunk eld.

Egy gyartéasi tétel 3,7 tomeg% zsirtartalmu, 2,5 tomeg?
sovdny tejporral kiegészitett teljes tejet 30 percen at
90°C hdémérsékleten pasztdrozink, majd beoltjuk 2% térfogat-
nyi starter tenyészettel, mely a CNCM I.1984 és CNCM I-1985
torzsek legaldbb egyikébdl készilt, és 3% térfogatnyi star-
ter tenyészettel, mely a sdUritéként forgalmazott Strepto-
coccus thermophilus torzsbél készilt. A beoltott tejet meg-
keverijik, megfeleld edényekbe szétmérjik, és 4 6ran at 41°C
hémérsékleten inkubdljuk.

A fentiek szerint eldallitott, a szajiireg egészségének
meg8rzésére szolgdld joghurt készitmény kellden szilard, és
krémes konzisztenciaju.

6. példa
Ragdégumi

A fogszuvasodas, a plakk-képz&dés és mas, az Actino-
myces naeslundii fajoknak tulajdonithatd fert&zéses megbe-
tegedések megel&zésére, valamint kezelésére szolgald ragd-
gumi eldallitasa érdekében a CNCM I-1984 és CNCM I-1985 je-
14 Streptococcus thermophilus tdérzsek legaldbb egyikének

10" és 10° cfu/g sejtkoncentraciét biztositéd aktiv tenyé-
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szetét hozzadadjuk a kovetkezd jellemzdé komponenseket tar-
talmazd keverékhez: 67,5 tdmeg® xilit, 20 tomeg® gumialap,
5 tomeg® kalcium-karbonadt, 3 toémeg% glicerin, 2 tomeg?
Pluronic F127, 1 tomeg% celluldz gumi, 0,5 toémeg® ballaszt
anyag és 1 tomeg?% aroma.

7. példa
Hobbiallat-eledel

A szaj egészségének megdbrzésére szolgald hobbidllat-
eledelt készitiink, melynek alapja kukoricédbdél, kukorica
gluténbdl, csirke- és halhusbdl, &svanyi sdékbdl és vitami-
nokb6l 4allé keverék. A keveréket elSkondiciondléba helyez-
ziik és megnedvesitjik. Az eldékondiciondlébdl kikerilt keve-
réket fdzé-extrudald berendezésbe vissziik, és csirizesit-
jlik. Az csirizesitett anyagot sajtoljuk, majd extrudaljuk.
Az extrudadtumot olyan darabokra vagjuk, melyek alkalmasak
kutyatapnak, és 110°C hdémérsékleten koriilbeliil 20 percig
szaritjuk, majd lehdtjik. Az igy kapott pelletek vizaktivi-
tdsa 0,6 koruli.

A pelletekre harom bevonatot porlasztunk. Valamennyi
bevonat tartalmazza a CNCM 1I-1984 és CNCM 1I-1985 Jjeld
Streptococcus thermophilus térzsek legaldbb egyikének aktiv
tenyészetét. Az egyik bevond elegy keményitett szdjaolajat,
a masik bevondé elegy vizet, a harmadik bevond elegy pedig
emésztett fehérjét tartalmaz bevondszerként. A pelletek a
széban forgd torzseket koriilbelil 10* és 10° cfu/g kozotti

koncentracidéban tartalmazzak.
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Szabadalmi igénypontok

1. A sza&j mikrofléraja szempontjadbdl exogén, a fogaza-
ton képzddd hértyadhoz vald kapcsolddasi és novekedésgatld
faktort termeld képessége alapjan kivalasztott tejsavbakté-
rium térzs alkalmazdsa emldés szervezetekben a plakk-képzé-
dés mérséklésére, a fogszuvasodas és a mads, az Actinomyces
naeslundii fajoknak tulajdonithatdé megbetegedések megeldbzé-
sére, valamint kezelésére szolgdld készitmény eldSdllitasa-
ra.

2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazéas, azzal jelle-
mezve, hogy az alkalmazott tejsavbaktérium toérzs valamely
tejtermékbdl szarmazik.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti alkalmazas, azzal
jellemezve, hogy az alkalmazott tejsavbaktérium torzset a
Streptococcus thermophilus, a Lactococcus lactis subsp.
lactis és a Lactococcus lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis altal alkotott csoportbdl valasztijuk ki.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazés,
azzal jellemezve, hogy az alkalmazott tejsavbaktérium tor-
zset a CNCM I-1984, CNCM I-1985, CNCM I-1986 és CNCM I-1987
jeld torzsek altal alkotott csoportbdl valasztjuk ki.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas,
azzal jellemezve, hogy a szbéban forgd készitmény ehetd ké-
szitmény, amely elegendd mennyiségben tartalmaz tejsavbak-
tériumot ahhoz, hogy hatédsos legyen emlés szervezetekben a
plakk-képz&dés mérséklésére, a fogszuvasodas és mas, az
Actinomyces naeslundii fajoknak tulajdonithatdé megbetegedé-
sek megeldzésére valamint kezelésére.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas,
azzal jellemezve, hogy a készitmény legaldbb 10° és 10° te-

lepképz8 egység/g mennyiségben tartalmazza a tejsavbaktéri-
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um-tdrzset.
7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas,

azzal jellemezve, hogy a tejsavbaktérium-torzset valamely
bakteriocinnel kombin&ljuk.

8. A szajureg egészséges Aallapotdnak fenntartasara
szolgald, az eml8s8k szajuregében Actinomyces naeslundii
megtelepedését mérsékld készitmény, amely legalabb egy, a
szaj mikrofléraja szempontjdbdél exogén, a fogazaton képzddd
hartyahoz valdé kapcsoldédasi és novekedésgatld faktort ter-
meld képessége alapjan kivalasztott tejsavbaktérium torzset
tartalmaz.

9. A szajireg egészséges allapotédnak fenntartasara
szolgald, az emlésdk szajluregében Actinomyces naeslundii
megtelepedését mérsékld készitmény, amely tartalmaz
- a szaj mikroflérdja szempontjabdl exogén, a fogazaton

képz&dS hartydhoz vald kapcsolddasi és novekedésgatlod
faktort termelds képessége alapjan kivalasztott tejsav-
baktérium torzset, valamint

- bakteriocint.

10. A 8. vagy 9. igénypont szerinti készitmény, amely
legalabb egy tejsavbaktérium térzset tartalmaz a kovetkezdk
k6zul: Streptococcus thermophilus, a Lactococcus lactis
subsp. lactis és a Lactococcus lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis.

11. A 8-10. igénypontok barmelyike szerinti készit-
mény, amely legaldbb egy tejsavbaktérium torzset tartalmaz
a kovetkez8k kozil: CNCM I-1984, CNCM I-1985, CNCM I-1986
és CNCM I-1987.

12. A 8-11. igénypontok barmelyike szerinti készit-
mény, amely legalabb 10* és 10° telepképz8 egység/g mennyi-

ségben tartalmazza a tejsavbaktérium torzset.

A meghatalmazott:
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