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Global: covers every country, every human-being

Comparable to climate change problems in size (Laxminaryan et
al, Lancet 2013)

New antibiotics are not available in the near future

Antibiotics do not reach those who need them (developing
countries)

Pneumococcus: over 1 million children death yearly
Pneumococcus: one of the main resistant bacterial strains (7)
DEATH; SUFFER; ECONOMIC LOSSES



Fighting against AMR

Natural alternatives in prevention and cure

Anti-adhesion therapy and natural antimicrobials
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Bacterial adhesion

a) Pili or Fimbrize b) Afimbrial Adhesins

Host extracellular
matrix glycoprotein
i e i B (e.g., fibronectin)
Host cell-surface
glycoprotein or Host cell-
glycan surface integrin
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Host cell
A. Kleino according to Zopf and Roth, Lancet 1996




Amerikan karpalo (lVvaccinium
macrocarpon)

e E. coli (virtsatieinfektiot) myos karpalo-puolukka-mehu
® Helicobacter pylori (vatsahaava, pohjukkaissuolihaava)

® Mutans streptokokki (suun patogeeni) (Zafriri et al
1989; Shmuely et al 2004; Weiss et al 2004)

e Karpalon antiadheesio-aktiivisuus on osoitettu
johtuvan hiilihydraateista seka fenolisista
proantosyanidiineista E. coli ssa karpalon
proantosyanidiinit on identifioitu inhiboivan P-
fimbriallista Gal-alphal-4Gal- tunnistavaa E. coli a (Foo
et al 2000). ), mutta fruktoosi inhiboi mannoosi
specifista (tyyppi 1) fimbriallista E. coli (Zafriri et al

1989).



Antiadhesion

ADHESION PROTECTS INVADING INHIBITORS OF ADHESION
MICROORGANISM FROM ELIMINATION PREVENT INFECTION
BY NATURAL CLEANSING MECHANISMS




* Metsamarjojen terveysvaikutukset (mm. anti-
Infektiivisyys) - runsaasti tutkimuksia

* Sienet (proteiinilahde, terveysvaikutukset,
tutkimuksia)

Erikoistuotteet:
= Mahla

= Antimikrobinen pihka (tutkimuksia /
tuotekehitys: Arno Sipponen),

= Pakurikaapa: positiivinen vaikutus
Immuniteettiin + antiviral
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Healthy food from fields R
forests - honey _ A

Flowers as a source for nectar

Biodiversity essential for bee survival
Multifloral honeysf from forest and field flowers
Unifloral honeys (in our study):

lingonberry honey, cloudberry honey, heather honey,
willow herb honey, buckwheat honey
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Food from fields — milk

- The impact of feed on milk composition - anti-
Infective oligosaccharides

- Organic milk!
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Marjat sisaltavat
® Vetta 80-90%

® Kuitua (enemman kuin
hedelmissa)

® Vitamiinit: C, E, A

¢ Kivennaisaineet: Ca, Mg, Fe, Se,

P K

® Rasvahapot (mm. n-3,n-6)

Qonnon variaineet - >
enolivhdisteet

® Aromit

® Orgaaniset hapot 13



Marjojen fenoliyhdisteet
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Proantosyanidiinit




Healthy berries

Consumption of berries about 40 g /day in Finland
Health impacts with over 100g/per day

Favorable impact on brain health and anti-aging
Protective role in cardiovascular diseases
Favorable to eye health (bilberry)

Antiviral, antibacterial, antifungal and antiallergenic

effects |

Anti-cancer properties
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In vitro (laboratorio)tutkimuksia &

'3

e Estaa haitallisten suolistobakteerien kasvua
e (lakka, vadelma + monet muut)

® Estaa helikobakteerin kasvua ja kiinnittymista mahan
limakalvolle

e karpalo, mustikat, vadelma, lakka, mansikka, mustaherukka

* Estaa syopasolujen kasvua
e mustikka, marja-aronia, lakka + monet muut

® Suurempi antioksidanttivaikutusteho kuin muilla
elintarvikkeilla (useimmat marjat)

18



Koe-elaimilla tehtyja tutkimuksia

Estaa ikaantymiseen liittyvia muutoksia
kognitiivisissa ja motorisissa toiminnoissa (mustikka)

Estaa kasvainten muodostumista ruokatorvessa
(mansikka, mustavadelma, karhunvatukka)

Vahentaa kasvainten muodostumista paksusuolessa
(mustikka, marja-aronia)

Estaa ja parantaa mahahaavaa (tyrnioljy)
Lievittaa tulehdusta ja kipua (tyrnioljy)

19



lhmisilla tehtyja tutkimuksia

® Suojaa virtsatietulehduksilta (karpalo, karpalo-puolukka)
® \Vahentaa kariesta aiheuttavia bakteereja (karpalosuuvesi)

® Suurentaa hieman aterianjalkeista
antioksidanttikapasiteettia

® Parantaa hamarassa nakemista (mustikka, mustaherukka)

® Alentaa hieman LDL-kolesterolia (mustaherukka), ja nostaa
HDL-kolesterolia (tyrnioljy)

® Lievittaa atooppista ihottumaa (tyrnin ja taikinamarjan 6ljy)

® VVoimistaa veren hyytymista estavien ladkkeiden tehoa
(karpalo)

20



Oma tutkimus: BerryTherapy
projekti

Nasoph

Inserm U570, Paris M. Toivanen



Marjat

Vaccinium marjat

e Puolukka (V. vitis-idaea)
e Mustikka (V. myrtillus)

e Karpalo (V. oxycoccos)

Variksenmarja
(Empetrum nigrum)
Mustaherukka
(Ribes nigrum)

Muita: lakka, vadelma, hapan kirsikka, tomaatti, ananas,
verigreippi



Sokeri-, proantosyanidiini- ja antosyaniini-pitoisuudet
(molekyylikoko-)marja- ja hedelmafraktioissa

sugars (magiml) proanthocyaniding (ma'g) anthocyanins (moig)
product Fi Fll Flll Fi Fi Fll FI Fli FHll

Vaccinum myriilis

bilbames 43 a5 42 br 1 nd 1 =2

bilbamy juics 178 160 204 3 8 @ fr 14
Vaccinum xycoccos

cranbemes 2 ar 3 br 3 2 nd 1 Ir

cranbermy juice a3 104 174 1 10 nd 1 4
Vaccinum wis-idies

lingonbermies 42 ar 42 1 1 rd 1 ir

imganbery uice 113 187 152 4 @ g - 3 1
Empeairum mgum

crowbeny juice 136 177 232 2 14 @ 1 18 @
Aibes nigmm

black cumant juice aa 20 27 1 3 i 1 or nd
Citrus paradsi

red grapefinit juice 124 162 212 nd nd nd nd nd nd
Prnus carasus

soUr chamy juics 134 151 164 1 @ 3 r 2 1
Malls domestica

apple juice 138 228 177 nd nd nd nd nd nd
Aubus chamaamorus

cloudbarrics 43 36 35 nd nd nd r nd nd
ANaras comosus

pineappie juice 118 a1 258 nd nd nd nd nd nd
Aubus idsows

raspbery juice 127 153 166 1 4 z r 2 1
Solanum Iycoparsicum

tomato juice 50 61 ] nd nd nd nd nd nd

* abbroviations: Fl, <10 kDa fraction; Fl, 10—100 kDa fracfion; Flll, =100 kDa fracion; ir, traces; nd, not defected. © Juico fractions chosen for further analyses based
on biological assay are markad in bold

Toivanen et al. JAFC 57: 3210-7, 2009



Flll-marjafraktioiden NMR-spektrit

BILBERRY H
G SP:ND; SAND
BILBERRY J, _Mw
e ' Am_

CRANBERRY - -

SP:NS; SA: 57 w x
chanaeany . S o
SPND; SA:19 -

I~
LINGONBERRY $ .
SPIND; SA:39 & | ] o A RN
'6 [ Al v Ll v ' | L A Al T ] v L4 v T r v v v v I T v T v I L4 v L Ll ‘

LINGONBERRY J. 80 75 7.0 65 6.0 ppm

SPND; SANS
CROWBERRY J.

SPINS; SAND z 1

z
BLACKCURRANT J. t\z ‘ "

SPND; SANS Z\2 g %
SOURCHERRY J, ] s A
SPND; SANS { il B IS P R M ) & Ak
CLOUDBERRY J I l ] - — ok

SPND; SA:S - 1
RASPBERRY J. 3 =2
SP:ND; SA:ND A d A A N e =2 i R
< S ————————————
84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 PP 80 75 70 &5 &0 ppm

G = standard proton spectra

H = diffusion edited spectra - high MW compounds

I = T2-filtered spectra - low MW compounds
(Toivanen et al, Phytother.Res 2010a)



Alafraktioiden RP-HPLC-DAD

Bilbermry juice fraction FIll Cranberry juice fraction FllI
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Et-Acet: flavonol glycosides + proanthocyanidins
H,0: anthocyanins + polymeric proanthocyanidins
MeOH: anthocyanins + polymeric proanthocyanidins



Nenanielun alue

tarttumiskohteena
|

(




Bakteerit (omassa
tutkimuksessamme)

Neisseria meningitidis
alvokalvontulehdus, sepsis

Useat streptokokit mm.
Streptococcus pneumoniae

keuhkokuume

hengitystieinfektiot Inserm U570, Paris
Suun patogeenit
hammaskariekseen liittyvat
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StreptOCOCCUS pneumoniae
Omia tutkimustuloksia




Inhibition Activity of Wild Berry Juice Fractions against
Streptococcus pneumoniae Binding to Human Bronchial Cells

Cranberry juice 2 Bllbarry julce
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Phytotherapy Research
Volume 25, Issue 1, pages 122-127, 12 JUL 2010 DOI: 10.1002/ptr.3240
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ptr.3240/full#fig1



http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ptr.v25.1/issuetoc
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ptr.3240/full

Antimicrobial Activity of Wild Berry Juice Fractions against
Streptococcus pneumoniae
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Phytotherapy Research
Volume 25, Issue 1, pages 122-127, 12 JUL 2010 DOI: 10.1002/ptr.3240
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ptr.3240/full#fig3



http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ptr.v25.1/issuetoc
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ptr.3240/full

Bioaktilviset marjat tassa tutkimuksessa
(kaikki tutkitut bakteerit)

Vaccinium marjat

e Puolukka (V. vitis-idaea)
e Mustikka (V. myrtillus)

e Karpalo (V. oxycoccos)
Variksenmarja

(Empetrum nigrum)
Mustaherukka

(Ribes nigrum)




Kliiniset kokeet

e Tutkittiin mustikan ja puolukan fenolisia yhdisteita
sisaltavia tuotteita

o 2 pilot-koetta tehty
« Eettisen toimikunnan puoltava lausunto
« Laakarin valvonnassa
« Kaksoisokko-, plasebo-kontrolloituja

e Yhteisty0 elintarviketeollisuuden kanssa (tuotteiden
valmistus)

1) Mustikan ja puolukan polyfenoleja sisaltava pastilli
hammasbakteereja vastaan

2) Mustikkamehututkimus hengitysinfektioita vastaan ja
vaikutus nenanielu-kantajuuteen



Kliiniset kokeet

e Teknisesti onnistuneita

e Ongelmat:

e Tutkittavien rekrytointi ja sitoutuminen (terveet aikuiset)
e Tuotteen maku, suun varjaytyminen

e Kontrollituotteen valmistus vaativaa elintarvikkeella, jotta
el erotu tutkimustuotteesta (vari, maku)

e Tarvittavan tutkimustuotteen ja kontrollituotteen (mehu)
maara suuri

e Pitkdaikainen seuranta

e Pieni otos ja lyhyt aika pilottikokeissa, ei tilastollista
merkittavyytta — tarvitaan laajempi koe



Honey

- Honey bees are the oldest social iNSECIS IN e
world (over 120 million years).

- Honey as antimicrobial is under intensive
research: PubMed; 27 articles (2016) and over
1000 in total (honey and antimicrobial)




Hunajan koostumus

_OH HD
HEC" “CHE
% HzO —l- HQM
CH,0H GHEGH
Sakkaroosi
Inverttisokeri

« Hunaja sisaltdéa 70-80% inverttisokeria, joka on
glukoosin ja fruktoosin seos. SiinAd on pieni maara
sakkaroosia (n. 1%). Hunajassa on my0s maltoosia (n.
7%) seka suurempia sokereita (n. 1-2%).

« Hunaja sisaltaa lisaksi vettd (n.17%) seka vahaisia
maaria proteiineja, orgaanisia happoja, asetyylikoliinia,
haihtuvaa 0ljya, mineraalisuoloja ja fenolisia yhdisteita
ja siind muodostuu laimennettaessa vetyperoksidia.

« Hunaja sisaltda aldonihappoa, joka antaa hunajalle
happaman reaktion (pH 3,3-4,9)

HELSINGIN YLIOPISTO o _ _ _
HELSINGFORS UNIVERSITET Ruralia-instituutti /Dosentti Carina

UN&‘GE_'}%T_ESEEELS'NK' Tikkanen-Kaukanen / Luomuhunajien 36

antimikrobisista vaikutuksista


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7b/Sugar-inversion.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7b/Sugar-inversion.svg
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o | Muut suomalaiset hunajat kuin sertifioidut luomuhunajat

Yksikukkahunajat Suomen Mehilaishoitajain liitolta
Horsma-, kanerva-, lakka, puolukka- ja tattarihunajat

Sanna Huttunen, Kaisu Riihinen, Jussi Kauhanen & Carina
Tikkanen-Kaukanen. Antimicrobial activity of different Finnish
monofloral honeys against human pathogenic bacteria. APMIS
2013, 121:827-234;

Il Suomalaiset ja ulkomaiset sertifioidut luomuhunajat

Monikukkahunajia paikallisilta mehilaishoitajilta / kaupasta 6
kpl

Djamila Oinaala, Ulrike Lyhs, Marjatta Lehesvaara & Carina

Tikkanen-Kaukanen. Antimicrobial activity of organic honeys

against food pathogenic bacterium Clostridium perfringens.
Organic Agriculture 2015, 5: 153-159

37



Muita hunajan antimikrobisia yhdisteita
H,C

Antibakteerista metyyliglyoksaalia on I0ydetty suuria O
pitoisuuksia uusi-seelantilaisesta Manuka-hunajasta

(100-1000 mg/kg vert. 1-10 mg/kg muut hunajat)(Adams et al 2008,
Carbohydrate Res; Mavric et al 2008, Mol Nutr Food Res).

Antibakteerinen kaikkia tunnettuja haavainfektioita aiheuttavia bakteereja
vastaan

Tehoaa myds biofilmeihin

Mehildisten hunajaan erittdma antimikrobinen defensin-1-
proteiini on l6ydetty Revamil medical grade -hunajasta
Hollannissa (Kwakman et al 2010, FASEB J)

e Aikaisemmin I6ydettiin mehildisperaisesta
kuningatarhyytel6sta (Fujiwara et al 1990, J Biol Chem).



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fd/Pyruvaldehyde.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fd/Pyruvaldehyde.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/89/Weiselzellen_68a.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/89/Weiselzellen_68a.jpg

Surgihoney

Modifioitu hunaja luomuhunajasta (mika
tahansa kukkalahde)

Kliinisia tuloksia:
Keisarinleikkausten jalkeiset haavat
Br J of Midwifery 2014, 22:23-27

Afganistanin sotilaiden haavat (MRSA)
Menestys:

Helppo sallyttaa ja kayttaa ( el jaakaappia)sse:
halpa
39
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Antimicrobial activity of Finnish monofloral

honeys

27.10.2016
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Applications

Berries and honeys: functional (anti-infective) food
- healthy consumers
» for risk groups
In developing countries

Food /animal fodder ingredients against

spoilage organisms

Therapeutic product development to humans /animals
(eg. Medical grade honey against wound infections)
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N.meningitidis-pilusten
SIto

Jtuminen alafraktioihin
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N.meningitidis-pilusten sitoutuminen
alafraktioihin
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(Toivanen et al. JAFC 57: 3210-7, 2009)



Sitoutumisen inhibitio

epiteeliSOIUihin(H EC-].B) alafraktiot vs Nm

Inhibition
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Alafraktioiden antimikrobisuus N.
meningitidis-bakteeria vastaan

Toivanen et al. Phytother.Res 2010b

Concentration of Bilberry = Cranberry Crowberry Lingonberry
polyphenols juice juice juice juice
(g/ml)

1 90% 35% >100% >100%

25 100% 90% 100% 100%

50 100% 75% 100% >100%

Ampicillin (100 pg/ml): 45%



Scientific Collaboration
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tuberculosis)

University of Barathon, Kenya (herbal extraction, malaria, other
human infectious diseases)

University of Graz, Austria (berries)
St. Petersburg State University (human pathogens)



Kaytannon sovellukset

Anti-infektiivinen elintarvike, ravintolisa

* Terveille kuluttajille

Riskiryhmille (vanhukset, sairaala-
potilaat, paivakotilapset, varusmiehet)

Anti-infektivinen laake



Neisseria meningitidis

e Meningiitti

* Sepsis

e Kolonisaatio ihmisen

nenanielun alueelle




Neisseria meningitidis -infektiot

e N. meningitidis kolonisoituu nenanieluun
3—-30%:lla terveilla inmisilla.

e Tarttumista valittavat tyyppi IV pilukset. Pilukset ovat
pitkia hiusmaisia rakenteita, jotka valittavat Gram-
negatiivisten ja myos joidenkin Gram-positivisten
bakteereiden adheesiota.

e N.meningitidis vol aiheuttaa meningiiittiepidemioita.
Erityisesti Saharan Afrikassa epidemiat ovat merkittava

terveysongelma.



Neisseria meningitidis -infektiot

* 13 erilaista serotyhmaa; joista ryhmat A, B, C, WI35jaY
aiheuttavat 90 % vaikeista meningokokki —infektioista.

e Serotyyppien A, C, Y and W135 aiheuttamat infektiot
voidaan estaa rokottamalla.

e Serotyyppia B vastaan tehokasta rokotetta ei viela ole
(kehitteilla/kliinisissa kokeissa)

e Taten uusia ennaltaehkaisevia menetelmia tarvitaan
meningokokki-infektioita vastaan.



Type IV pilus

10

00-4000 nm filamentti

rakenne
Kaksi potentiaalia

aC

hesiinia:
Pilin osayksikko (17-21

KDa) muodostavat

tyyppl IV piluksen

e PiIC1 on 110 kD —
piluksen paassa oleva
adhesiini




Inserm U570,
Paris




Merkitys luomussa

Luonnonaineet antiadheesio terapiassa

- Esim. luomuelainlaakinta; pyritaan korvamaan
antibiootit, joiden kaytto on hyvin rajoitettua
- (anti-infektiiviset rehut)

Luonnonaineet antimikrobisina yhdisteina

Esim. luomuravinnon sailénnassa ruokaa pilaavia
bakteereita vastaan

- (lhamarinadit; hedelmien pintojen kasittely; lukuisia
kayttomahdollisuuksia)

Antibloottiresistenssin lisaantyminen




Inhibition Activity of Wild Berry Juice Subfractions against
Streptococcus pneumoniae Binding to Human Bronchial Cells
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Phytotherapy Research
Volume 25, Issue 1, pages 122-127, 12 JUL 2010 DOI: 10.1002/ptr.3240
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ptr.3240/full#fig2
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