@%8% blis

J R €,
ORALNI PROBIOTIKUM %%

hornich cest dychacich,
stredousi
a dutiny ustni



Patentovana probiotika pro Vas favea

Bactoral

Streptococcus salivarius K12
pro doplinéni pratelské mikrobioty
krku, dutiny ustni a stfredousi

Probiolact

Biofilmovad probiotika 4. generace
- zdkladem imunitniho systému
jsou dobre fungujici streva



Obsah:

PrODIOtiKa .. e e 2
Ustni mikrobiom a implikace pro zdravi ............oeeueiiiinoe e 3
Charakteristiky idedlnich Ustnich probiotik .......... ..o 3
Streptococcus salivarius K12, model probiotik pro infekce usi, nosuakrku ........................... 4
Jak pripravek Bactoblis® s obsahem Streptococcus salivarius K12 1é¢i infekce usi, nosua hrdla ........ 5
Kolonizace Streptococcus salivarius K12 v dutin@ Ustni ... i i eeeens 6
Hodnoceni bezpelnosti Streptococcus salivarius K12 . ...ttt iieiiaaans 6
Klicové klinické vyhody pripravku Bactoblis® ........ ... 7

SOUHRN KLINICKYCH STUDII

Profylaktické podavani pripravku Bactoblis® u déti je icinné schopno snizit

incidenci faryngo-tonsilitidy a akutni otitismedia ...........c.oo i 8
Bactoblis® zkracuje délku antibiotické a antipyretické 1éCby ....... ... .. i 9
Bactoblis® efektivné snizil pocet epizod rekurentni streptokokové faryngotonsilitidy

a akutni otitis media u déti a dospélych a ucinky pretrvavaly po dobu 6 az 12mési¢niho

NAsledného SledoVaANi. .. ... . e 10
Léc¢ba pfipravkem Bactoblis® jako doplrikova terapie ke konvenéni terapii antibiotiky

srekurentni tonsilitidou .. ... . . i e 11
Bactoblis® zkracuje dobu absence zpraceaze Skoly ... ... 12
Bactoblis® také snizil pocet planovanych adenotonsilektomii ............... ...l 13
Bactoblis® efektivné snizuje vyskyt virovych faryngitid a faryngotonsilitid u déti

indukci interferonu gama (IFN-y) a snizenim virového titru béhem virovych infekci ................. 14
Bactoblis® snizuje pfitomnost klicovych patogen( u déti a kojenctl s dysbiotickymi

poruchami v dutiné Ustni a hornich cestdch dychacich ........ ... ... . i 15
Bactoblis® ma odlisna slozeni pro viechny vékové skupiny ..., 16
1Y 10 ] 1 0 T 17
=T 2 (U PP 18
Nova klinicka studie doklada, ze Streptococcus salivarius K12 snizuje vyskyt infekci SARS-CoV-2 ..... 19
ZUstat zdravi béhem chfipkové sezony - Bactoral Imuno ........... ..ot 20
Bactoral IMUNO - PreZEeNtatE ...ttt ittt e e e e e e 22

Bactoral - Streptococcus salivarius K12 enumerace a inhibi¢ni aktivita podobnych kmen(
Zkomercnich Produktl . ......oei i e 28

Streptococcus salivarius K12 a stomatologickd praxe ..o 30

Streptococcus salivarius K12 inhibuje aktivaci imunitniho systému patogeny
parodontalniho ONEMOCNENI ... . i e e e e e e e 31

Inhibi¢ni Ucinky Streptococcus salivarius K12 na tvorbu kariogenniho biofilmu ..................... 41

Protizanétliva ucinnost Streptococcus salivarius lidského plvodu na zanét
vyvolany parodontopatogeny ... ......e.uuitit i e 47



Probiotika

Pojem probiotika je odvozen od latinského (pro) a feckého (bios) a znamena ,pro zivot”. Je dlouhodobé spajen
s celkovym zdravim. Svétova zdravotnicka organizace popisuje probiotika jako ,Zivé mikroorganismy, které pri
podavani v adekvatnich mnozstvich poskytuji hostiteli zdravotni vyhody.”

Tuto definici Ize upravit pro probiotické potraviny / doplnky zvyraznénim pfiznivého ucinku mikroorganism
.pfi konzumaci v adekvatnich mnozstvich jako soucast stravy”.

Probiotické mikroorganismy jsou typicky konzumované ve fermentovanych potravinach (tzn. syry, jogurty).'?
Nejcastéji pouzivané probiotické kmeny jsou Lactobacillus a Bifidobacterium , nasledované rody: Streptococ-
cus, Enterococcus, Propionibacterium, Bacillus a Escherichia coli.!

| kdyz se probiotika u lidi pouzivaji dlouho, doslo k rozsahlé a vyznamné obnové zajmu o koncept lidského
mikrobiomu a probiotik.

To Ize pfisuzovat vyzkumu v poslednich letech, ktery prokazal, ze probiotika se zdaji zkracovat délku nebo
branit rozvoji infekci.

Streptococcus Lactobacillus

Bifibacterium Lactococcus

Bulgaricus Propionibacterium




Ustni mikrobiom a implikace pro zdravi

V lidskych Ustech se vyskytuje kolem 700 rlznych druh mikroorganism0 (véetné bakterii, hub, vir( a proto-
zoa) predstavujicich Ustni mikrobiom. Je to druhy nejvétsi mikrobiom ve stievech.? Ustni mikrobiom je zasadni
pro udrZzovani Ustniho a systémového zdravi. Za normalnich podminek udrzuje Ustni mikrobiom zdravi a rov-
novahu. Urcité nerovnovahy tohoto stavu umoznuji manifestaci patogenl a rozvoj onemocnéni.

Hlavnimi zastupci v Ustech jsou bakterie jako Firmicutes, Bacillus, Proteobacteria a aktinomycéty.® Rudimen-
tarni ustni mikrobiom vznikd béhem hodin od narozeni, dominuji v ném streptokoky. Pocet a typy bakterii
tvoricich Ustni mikrobiom s vékem roste. Kultivacni analyzy prokazaly dominanci streptokokd, hlavné ¢lent
skupin Mitis a Salivarius, od obdobi ¢asné po narozeni az do dospélost.*

Dutina ustni obsahuje nékolik bakterii s pfiznivymi Ucinky schopnymi produkovat Siroké spektrum antikom-
peticnich, antibakteridlnich peptidl jako napf. bakteriociny.? Bakteriociny jsou genové kodované, diky cemu
jsou pristupné vici genetickym alteracim s cilem zlepsit funkéni charakteristiky. Také vykazuji nizkou toxicitu.
Interaguji se Sirokym spektrem receptort, které se lisi od cilG antibiotik. Diky tomu jsou kfizové rezistence
méné pravdépodobné.

Probiotika jsou zivé organismy, které po poziti priznivé plsobi na zdravi. Tato ,pfirodni antibiotika” produkujici
bakteriocin jsou schopné pokryt potfeby vznikajici ve spojitosti s novymi rezistencemi bakterii vic¢i konvenc-
nim antibiotikdm. Protiotika zamérfena na dutinu Ustni funguji jinym zpUsobem neZ probiotika pfitomna ve
stfevé. Probiotické organismy dutiny Ustni maji vyssi pravdépodobnost, ze (a) budou pfirozené schopny pro-
dukovat antikompeti¢ni molekuly proti virulentnim bakteriim bézné pfitomnym v dutiné ustni, které se mohou
nekontrolované mnozit a zpUsobit infekci, a/nebo (b) ze budou modulovat funkénost lidskych hostitelskych
bunék v dutiné ustni a aktivné chranit hostitele pfed zanétem a apoptozou zplsobenymi patogeny.®

Charakteristiky idealnich ustnich probiotik*”

Nizky patogenni potencial

Vysoké prirozené se vyskytujici hladiny probiotik koreluji se zvysenou
tvorbou bakteriocind, které jsou zaméreny proti patogennim bakteriim.
Timto systémem je zajiSténa ochrana proti zanétu nebo apoptoze.

Zaméreni na specifické patogeny

Bakteriociny tvorené probiotickymi bakteriemi pomahaji plsobit mezi
druhy i v rdmci druhl obyvajicich dutinu Ustni. Vyssi pocty probi-
otickych druh@ mohou vést k efektivnimu zamérovani na patogeny.

Propagace, integrace a eliminace v lidském hostiteli

Jednoducha propagace in vitro a viabilni aplikace u lidského hostitele
pomahaji aktivné chranit hostitele pred zanétem a apoptdzou induko-
vanymi patogeny. Toto plsobeni je dale podporovano, pokud probioti-
ka pretrvavaji na uc¢innych hladinach v hostiteli po delsi dobu.Podobné
jako u integrace by méla byt eliminace jednoducha (napf. podanim
antibiotik).

Geneticka stabilita

Genetickou stabilitu Ize urcit béhem bezpecéné a dlouhodobé pfitom-
nosti v lidském hostiteli. Stimulovana exprese urcitych gent se mize
podilet na homeostaze a opravé bunék




Streptococcus salivarius K12,
Model probiotik pro infekce usi, nosu a krku

Mezi streptokoky patfi nékolik patogennich a nepatogennich druht.® Z nepatogennich druh( pritomnych jako
bézni komenzali dutiny Ustni tvofi Streptococcus salivarius nejvétsi mnozstvi bakteriocinl. Nékolik z nich je
detekovano v lidskych slinach.>® Bakteriociny jsou malé antibakteriadlni peptidy Siroce pouzivané u kompetice
v ramci druhu a mezi druhy. Aktivita inhibi¢nich latek podobnych bakteriocindm (BLIS) je kddovana velkymi
(az 240 kb) megaplasmidy (pfenosné DNA prvky). Pfiblizné 30 % kmen( Streptococcus salivarius obsahuje
megaplasmidovou DNA.°

V roce 1989 byl izolovan kmen K12 Streptococcus salivarius ze slin zdravého ditéte. Byl to kolonizator Ustni sliz-
nice déti a dospélych. Byl efektivni vici ORL infekcim a pomahal snizovat vrozenou imunitni odpovéd lidskych
epitelialnich bunék.*© Ve studii u Skolnich déti mélo 40 % déti Streptococcus salivarius K12 tvofici BLIS. Tyto
déti vykazovaly urcitou tvorbu BLIS (P)-typl a korelovaly s nizsim vyskytem infekci Streptococcus pyogenes
béhem 10 mésict.*

Streptococcus salivarius K12 je idealnim kandidatem pro vyvoj jako modelové probiotikum z dutiny Ustni.’
Streptococcus salivarius tvofi nejenom Sirokospektré bakteriociny, ale obsahuje také megaplasmidy kédujici
bakteriociny (a indukujici bakteriociny), které pomahaji proti rdznym patogennim mikrobt.5 Jako modelové
oralni probiotikum je Streptococcus salivarius K12 komercné dostupny jako pripravek pro bakterialni suple-
mentaci.




Jak pripravek Bactoblis®
s obsahem Streptococcus salivarius K12
|éCi infekce usi, nosu a hrdla®>""?

Streptococcus salivarius K12 je uc¢innou slozkou pripravku Bactoblis® tvorici BLIS. Streptococcus salivarius K12
tvori velké mnozstvi BLIS. Nejbéznéjsi je salivaricin A (SalA1-A5) a salivaricin B.° Tyto dva salivariciny plsobi
jako antagonisté pro urcité patogenni kmeny.®

Aktivita BLIS kodovana 190kb megaplasmidy je efektivné schopna plsobit proti ristu B-hemolytického
Streptococcus pyogenes, plvodce faryngitidy, tonsilitidy a akutni otitis media. BLIS K12 také inhibuje rist
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Micrococcus luteus, Streptococcus
anginosus, Eubacterium saburreum a Micromonas micros, mnoho z nich jsou potencialni patogeny v dutiné
usni a ustni a zpUsobuji akutni otitis media a halitozu.® Tento inhibicni efekt je silné spojen s antibiotickym
uvoliovanim, jelikoz BLIS K12 P (-), stejny kmen bez 190kb megaplasmidu nevykazuje antagonistické chovani.

Studie také ukazuji, Ze peroradlni podavani Streptococcus salivarius K12 maze kolonizovat orofarynx, snizuje
plasmatické koncentrace IL-8 a zvysSuje obsah interferonu-y v slinach.®*" Tyto u¢inky mohou byt zakladem
protizanétlivé a antivirové aktivity spolu s antibakterialnim ptsobenim.

Ctyfkrokovy mechanismus, kterym bakteriociny zprostfedkovavaji vlastnosti bakterii, jez je tvofi, zahrnuji"2:
1) Patogen napadne sliznici a vede k aktivni infekci.

2) Poté podporuje kolonizaci hostitele kompetitivni inhibici patogennich mikroba.

3) MUze pfimo interagovat s patogennim cilem a inhibovat jej.

4) Dale napomaha imunomodulaci naborem imunitnich bunék v daném misté jako pomacku pfi eliminaci
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Kolonizace Streptococcus salivarius K12
v dutiné ustni

Studie distribuce a perzistence probiotického Streptococcus salivarius K12 v lidské
dutiné ustni na zakladé kvantitativni polymerazoveé retézové reakce v realném case®™

Pastilky se Streptococcus salivarius K12 obsahujici po 1010 bunék byly podavany jednotlivci bez anamnézy te-
rapie K12 kazdy den po dobu 3 dni. Hladiny genu salA byly méfreny na 16 rliznych mistech v Ustech v 6 rliznych
intervalech béhem 35 dni. Vysledky ukazaly nardst hladin na 32 900 CFU v den 8 s naslednym postupnym
poklesem. Pretrvavaly vsak asi 3 tydny.”®

Hladina probiotického kmene (jako ekvivalenty CFU pro pocet kopii genu salA (salA-CFU) za ¢as po

podavani ¢étyr pastilek Streptococcus salivarius K12 kazdy den po dobu 3 dni
Den 4 Den 8 Den 14 Den 21 Den 28 Den 35
1600 32,900 300 500 100 100

Hodnoceni bezpecnosti Streptococcus salivarius K126/

Preklinické studie bezpecnosti u krys nezjistily zddnou genotoxicitu ani akutni ¢i subakutni toxicity spojené
s Streptococcus salivarius K12.

Kdyz se Streptococcus salivarius K12 podava u lidi v dennich davkach 1x10° CFU, nepretrvava v hladinach
vyssich nez hladiny podobné populacim Streptococcus salivarius, které se prirozené vyskytuji u lidského hos-
titele.”

Hodnoceni bezpecnosti v klinické studii také prokazalo absenci nezadoucich reakci u subjektl aktivné pozi-
vajicich Streptococcus salivarius K12, co podporuje vysledky analyzy biochemického profilu, antibiogramu
a virulenéniho genového profilu této bakterie. Bylo prokazano, ze Streptococcus salivarius K12 ma velice nizky
patogenni potencial a neni pravdépodobné, ze by zplsoboval onemocnéni u zdravych lidi.?




Klicové klinické vyhody pripravku Bactoblis®

Bactoblis®, celosvétové prvni patentované oralni probiotikum obsahujici Streptococcus salivarius K12, dispo-
nuje rozsahlymi dlkazy in vitro a in vivo dokladajicimi Gcinnosti proti infekcim streptokoky, co dale objasnuje
19 klinickych hodnoceni:

I Snizuje incidenci infekci ucha a hrdla

Randomizované hodnoceni a retrospektivni observacni studie o podavani pripravku Bactoblis®
s vyznamnym poklesem epizod streptokokové faryngitidy, akutni otitis media a faryngotonsilitudy.
> Strana ¢. 8

I Zkracuje antibiotickou terapii a pouzivani antipyretik
Nerandomizované kontrolované hodnoceni a retrospektivni observacni studie uvadi, ze lécba

pripravkem Bactoblis® vedla ke snizenému poctu dni s aktivni Iécbou antibiotiky a antipyretiky.
> Strana €. 9

I ZpUsobuje méné rekurentnich infekci

Vysledky z randomizovaného a nerandomizovaného klinického hodnoceni ukazaly, Ze Bactoblis®
efektivné snizil vyskyt epizod rekurentni streptokokové faryngotonsilitidy. DalSi retrospektivni
observacni studie také prokazala vyznamny pokles rekurentnich streptokookvych faryngotonsilitid
u déti uzivajicich pripravek Bactoblis®.

> Strana €. 10

I Efektivni jako doplnkova terapie k antibiotikiim a protizanétlivym lékéim

Nerandomizované kontrolované klinické hodnoceni dokazalo, ze |é¢ba pripravkem Bactoblis®
jako doplnkova terapie ke konvencni terapii antibiotiky a protizanétlivymi léky je efektivnéjsi nez
samostatna konvencni terapie u déti s rekurentni tonsilitidou.

> Strana ¢. 11

I Vede k nizSimu poctu vynechanych dni ze Skoly a prace

Multicentrické hodnoceni u déti a retrospektivni analyza u dospélych ukazaly, Ze profylaktické
podavani pripravku Bactoblis® vedlo ke snizeni poctu dni vynechanych ze Skoly nebo prace.
> Strana ¢. 12

I Snizuje vyskyt adenotonsilektomii

Prospektivni multicentricka studie ukazala, Ze 90 dni podavani pripravku Bactoblis® u déti s rekurentni
streptokokovou farnygotosnilitidou vedlo ke zruseni planovanych adenotonsilektomii.
> Strana ¢. 13

I Snizuje incidenci virovych infekci hornich cest dychacich

Zpravy z nerandomizovanych kontrolovanych hodnoceni prokazaly, Ze |écba pfipravkem Bactoblis®
efektivné snizila vyskyt virové faryngitidy a virové faryngotonsilitidy u déti, co Ize pripsat ke snizeni
virového titru v disledku interferonu gama (IFN-y) indukovaného pfipravkem Bactoblis®.

> Strana ¢. 14

I Snizuje pritomnost klicovych patogenl v dutiné Ustni
Randomizované a nerandomizované observacni studie prokazaly, Ze |é¢ba pripravkem Bactoblis®
vyznamneé snizila kolonizaci dutiny Ustni podminéné patogenni mikroflérou u kojenct a déti. Z toho
ddvodu by Bactoblis® mohl pomoct korigovat dysbioticka onemocnéni sliznic hornich cest dychacich
a/nebo dutiny Ustni u déti a kojencu.

> Strana ¢. 15




SOUHRN KLINICKYCH STUDII

Profylaktické podavani pripravku Bactoblis® u déti je ucinné schopno snizit
incidenci faryngo-tonsilitidy a akutni otitis media

Uginky podavani pripravku Bactoblis® na vyskyt streptokokové faryngotonsilitidy, sarlachu a akutni otitis media u 3letych déti

European Review for Medical and Pharmacological Sciences™

Cil: Predkladana studie hodnotila roli pripravku Bactoblis® pfi kon-
trole streptokokové infekce a akutni otitis media u déti navstévuji-
cich skolku prvni rok.

Metody: Déti ve véku 3 let bez anamnézy faryngotonsilitidy v dd-
sledku infekce -hemolytickym streptokokem skupiny A a akutni
otitis media byly randomizovany do skupiny dostavajici Bactoblis®
(n=111) a kontrolni skupiny bez lécby (n=111). LéCba pretrvavala 6
mésicl a nasledovalo 3mésicni sledovani. Hodnocena byla tole-
rance lécby a epizody streptokokové faryngotonsilitidy a akutni
otitis media.

6mésicni 3mésicni

lécba

3mésicni
nasledné sledovani

6meésicni
lécba
Faryngotonsilitida zplsobena infekci Otitis media akutni
B-hemolytickym streptokokem skupiny A

nasledné sledovani

Vysledky: BEhem 6meésicni 1écby byly incidence streptokokové
faryngotonsilitidy a akutni otitis media pfiblizné 16 %, resp. 44 %
v lécené skupiné a 49 %, resp. 80 % v kontrolni skupiné. Béhem
3meésicniho sledovani byl vyskyt infekci 17 %, resp. 14 % v lécené
skupiné a 28%, resp. 41% v kontrolni skupiné. BEhem studie nebyly
zjistény zadné zjevné vedlejsi Ucinky pripravku Bactoblis®.

Zaveér: Denni podavani pripravku Bactoblis® u déti v prvnim roku
skolky vyznamné snizilo vyskyt epizod streptokokové faryngitidy
a akutni otitis media.

B Nelécend kontrola
B Bactoblis®

* p<0.01vs kontrola
**p<0.051 vs kontrola

Pouziti pfipravku Bactoblis® za uc¢elem snizeni incidence faryngo-tonsilitidy a akutni otitis media u déti: retrospektivni

analyza u nerekurentnich pediatrickych pacientt

Minerva Pediatrica'

Cil: Vyhodnotit schopnost prfipravku Bactoblis® snizit incidenci
streptokokovych a virovych faryngotonsilitid a akutni otitis media
pfi podavani ve dvou samostatnych trimestrech (fijen az prosinec
a duben az Cerven) u déti s nerekurentni streptokokovou infekci.

Metody: Retrospektivni observacni studie u déti ve véku 3 az 14
let bez anamnézy faryngotonsilitidy zplUsobené infekci B-hemo-
lytickym streptokokem skupiny B a akutni otitis media, které uzi-
valy pfipravek Bactoblis® (n=133) po dobu dvou trimestrd. B€éhem

-89%

Faryngotonsilitida

Infekéni faryngotonsilitida
zplsobenad infekci nezpulsobena
B-hemolytickym B-hemolytickym
streptokokem skupiny A streptokokem skupiny A

Akutni otitis media

12mésicni lécby nasledovalo po kazdém lécebném obdobi 3mé-
si¢ni sledovani.

Vysledky: Pouziti pripravku Bactoblis® snizilo incidenci faryngo-
tonsilitidy 0 ~90% (p<0,001) a akutni otitis media 0 ~70% (p<0,001)
pfi podavani po dobu dvou trimestrd z 12 mésicu.

Zavér: Bactoblis® snizil incidenci faryngitidy a akutni otitis media
u déti s nerekurentni streptokokovou infekci.

B pred
B Bactoblis®

p<0.001 p<0,001 ve
srovnani s piedchozim
rokem pro véechna
srovnani




Bactoblis® zkracuje délku antibiotické a antipyretické |écby

Pouziti Streptococcus salivarius K12 za Gi¢elem snizeni incidence faryngo-tonsilitidy a akutni otitis media u déti: retrospektivni

analyza u nerekurentnich pediatrickych pacientt

Minerva Pediatrica’

Cil: Vyhodnotit schopnost pfipravku Bactoblis® snizit incidenci
streptokokovych a virovych faryngotonsilitid a akutni otitis media
pfi podavani ve dvou samostatnych trimestrech (fijen az prosinec
a duben az cerven) u déti s nerekurentni streptokokovou infekci.

Metody: Retrospektivni observacni studie u déti ve véku 3 az 14
let bez anamnézy faryngotonsilitidy v disledku infekce B-hemoly-
tickym streptokokem skupiny A a akutni otitis media, které dosta-
valy pripravek Bactoblis® (n=133) po dobu dvou trimestri. BEhem
12mésicni l1éCby nasledovalo po kazdém Iécebném obdobi 3mé-
sicni sledovani.

-85%
B predtim
- W Bactoblis®

Antibiotika Antipyretika

p<0,01 ve srovnani s pfedchozim rokem pro véechna srovnani

Vysledky: Bactoblis® vyznamné snizil pouziti antibiotik a antipy-
retik / protizanétlivych Iéki o >80 % pfi podavani po dobu dvou
trimestrd z 12 mésicu.

Zaveér: Pouziti pripravku Bactoblis® vyznamné snizuje pouziti anti-
pyretik, antibiotik a protizanétlivych léka.

Pouziti pfipravku Bactoblis® v prevenci streptokokové a virové faryngotonsilitidy u déti

Drug Healthcare and patient Safety™

Cil: Vyhodnotit schopnost pfipravku Bactoblis® snizit incidenci
streptokokové i virové faryngitidy a/nebo tonsilitidy u déti.

Metody: Multicentrické oteviené nerandomizované kontrolované
klinické hodnoceni bylo provedeno u 61 déti (31. 1 az 30. 4. 2013)
v délce 90 dni. 30 déti uzivalo pripravek Bactoblis® a 30 bylo ne-
lécenych kontrol. Byla provedena studie s cilem vyhodnotit po-
kles poctu dni se zavedenou antibiotickou a antipyretickou terapif
a poctu dni mimo skoly (déti) a prace (rodice).

B kontrola
B Bactoblis®

Antibiotika

Antipyretika

Vysledky: Pocet dni, po které byly déti |éceny antibiotiky nebo
antipyretiky, byl 30, resp. 16 v IéCené skupiné. Antipyretika byla
podavana po dobu 6 dni na bolest/horecku v disledku streptoko-
kové infekce a 10 dni ze stejnych dlvodd, ale na virovou infekci.
V kontrolni skupiné bylo 900 dni na antibiotické terapii a 228 dni
na antipyretické terapii.

Zavér: Profylaktické podavani pfipravku Bactoblis® u déti s anam-
nézou rekurentniho oralniho streptokokového onemocnéni vedlo
k vyznamnému poklesu poctu dni s antibiotickou a/nebo antipy-
retickou terapii.




Bactoblis® efektivné snizil pocet epizod rekurentni streptokokové faryngotonsilitidy
aakutni otitis media u détia dospélych a ucinky pretrvavaly po dobu 6 az12mésic¢niho
nasledného sledovani.

Pfedbézné pediatrické klinické vyhodnoceni oralniho probiotika Bactoblis® v prevenci rekurentni faryngitidy a/nebo tonsilitidy
v disledku Streptococcus pyogenes a rekurentni akutni otitis media

International Journal of General Medicine'™

Cil: Otestovat Ucinnost pripravku Bactoblis® ve snizovani incidence
streptokokové faryngitidy a/nebo tonsilitidy a akutni otitis media. .

Metody: Nerandomizované kontrolované hodnoceni zahrnovalo déti

s rekurentni streptokokovou faryngotonsilitidou a akutni otitis media

nebo bez nich. Bactoblis® (n=45), s nelécenou kontrolou (n=20), byl 39%*
podavan po dobu 90 dni, nasledné sledovani trvalo 6 mésicu.

Vysledky: Pacienti, ktefi byli 1éceni pripravkem Bactoblis® , méli

nizsi pocet epizod streptokokovych faryngealnich infekci (asi 90

%) a/nebo akutni otitis media (asi 40 %) a také sniZzenou incidenci -66%
infekei faryngu a ucha o asi 66 % béhem obdobi nasledného sle- e
dovani bez vedlejsich ucinkd nebo predcasnych ukonceni Ucasti.

9*36 B kontrola
M Bactoblis®

Zaveér: Profylaktické podavani pripravku Bactoblis® détem s anam-
nézou rekurentni streptokokové faryngotonsilitidy snizilo pocet
epizod streptokokovych faryngitid a/nebo tonsilitidy a epizod
akutni otitis media.

Klinické vyhodnoceni oralniho probiotika Bactoblis® v prevenci rekurentni faryngitidy a/nebo tonsilitidy v disledku
Streptococcus pyogenes u dospélych

Expert Opinion on Biological Therapy"

Cil: Byla testovana ucinnost pfipravku Bactoblis® v prevenci strep-
tokokové faryngitidy a/nebo tonsilitidy u dospélych.

Metody: Randomizované kontrolované hodnoceni u dospélych
s rekurentni streptokokovou faryngotonsilitidou, ktefi dostavali
pfipravek Bactoblis® (n=20), a nelécenych kontrol (n=20), s dobou 33%
|écby 90 dni a naslednym sledovanim po dobu 6 mésicu.

-62%

Vysledky: Pokles vyskytu epizod streptokokokové faryngealni in-

fekce o asi 80 %. BEhem nasledného sledovani bylo hlaseno pri-

blizné 60% snizeni incidence faryngitidy. Nebyly hlaseny zadné

vedlejsi Uucinky spojené s |écbou ani pfed¢asna ukonceni studie.

Zavér: Profylaktické podavani pripravku Bactoblis® u dospélych -84%

s anamnézou rekurentni oralni streptokokové patologie snizilo po-
Cet epizod streptokokovych faryngealnich infekci a/nebo tonsilitid.

B kontrola
B Bactoblis®

Pokles vyskytu faryngotonsilarnich infekci zptsobenych f-hemolytickym streptokokem skupiny A spojenych s pouzitim
oralniho probiotika Bactoblis®: retrospektivni observacni studie

Expert Opinion on Biological Therapy™

Cil: Vyhodnotit vyskyt faryngotonsilarnich infekci zplsobenych
B-hemolytickym streptokokem skupiny A u déti s nedavnou anam-
nézou rekurentnich epizod po podani pripravku Bactoblis®.

Metody: Retrospektivni observacni studie u déti s rekurentni

streptokokovou faryngotonsilitidou, které dostéavaly pripravek

Bactoblis® (n=76), a nelécenych kontrol (n=54), s dobou lécby 90

dni a naslednym sledovanim po dobu 6 mésica. .
-22%

Vysledky: Po nasledném sledovani byla pravdépodobnost rozvoje
novych infekci zptsobenych f-hemolytickym streptokokem skupi-
ny A vyznamné nizsi (p<0,001) nez pfed zahajenim |éCby. Pacienti
uzivajici pripravek Bactoblis® méli vyznamné méné faryngotonsi-
larnich infekci zplsobenych p-hemolytickym streptokokem skupi- -8§% '*9*3*:"

ny A, a to béhem profylaxe i nasledného sledovani (p<0,001). W kontrola

B Bactoblis®
Zaveér: Pouziti probiotika Bactoblis® kontrolovalo rekurentni fary-

ngo-tonsilarni infekce zplsobované B-hemolytickymi streptokoky

skupiny A u déti a snizilo spotfebu antibiotik.

Pokles byl vypocten jako pokles (%)= (déti bez pfihody [n] / celkovy pocet déti na skupinu) x 100 nebo pokles (%)=(1-OR) x 100
*p<0,001 vs. epizody v pfedchozich letech, *p<0,0001 vs. epizody v pfedchozich letech, ***p<0,005 vs. pokles epizod u nelécenych kontrol, ***p<0,001 vs. pokles epizod u nelécenych kontrol
- Negativni znaménko oznacuje pokles, RSPT: rekurentni streptokokova faryngo-tonsilitida




Lécba pfipravkem Bactoblis® jako doplnkova terapie ke konvencni terapii
antibiotiky a protizanétlivymi léky je efektivnéjsi nez samostatna konvencni

terapie u déti s rekurentni tonsilitidou

Efektivita respiracniho probiotika Streptococcus salivarius K12 u déti s rekurentni tonsilitidou

Actual Infectology?®

Cil: Rekurentni tonsilitida (RT) je bézna ve vsech vékovych skupi-
nach, ale nejvyssi incidence je pozorovana v pediatrické populaci
kvuli morfologické nezralosti tonsil a nedokoncenému vyvoji imu-
nologickych funkci v détském téle ve spojeni s vékem. Nejslibnéjsi
oblasti v terapii RT je v souCasnosti pouziti peroralnich probiotik
inhibujicich Streptococcus pyogenes, jeden z nejvyznamnéjsich
patogend v dutiné ustni.

Metody: 35 déti ve véku 5-15 let (9,2 + 2,9 let) s rekurentni tenso-
litidou bylo rozdéleno do dvou skupin. Pacienti ve srovnavaci sku-
piné (15 lidi) dostalo konvencni terapii (dle standardnich indikaci
antibiotik, nesteroidnich antiflogistik, lokalnich antiseptik) béhem
relapst rekurentni tonsilitidy. Pacienti (20 lidi) v hlavni skupiné kro-
mé toho uzivali 1 pastilku Bactoblis® denné po dobu 30 dni.

ﬁﬁﬁﬁﬁ

znaky

o Bolesti Slaba Hyperémie Otok Bolest -
hrdla horecka tonsil submaxilarnich submaxilarni
lymfatickych  lymfatické
uzlin uzliny

Kontrola = konvenéni terapie véetné antibiotik a antiflogistik

Vysledky: U obou skupin doslo k vyznamnému zlepseni pfiznak(
po lécbé pripravkem Bactoblis®. Déti ve skupiné Bactoblis® vsak
méli mimo jiné o 36 % méné dni s bolesti krku, 0 28 % méné dni
s horeckou, 0 43% méné dni s hyperémii tonsil a 0 40 % méné dni
s otokem lymfatickych uzlin ve srovnani se skupinou na konvencni
terapii.

Zavér: Doplnkova terapie pripravkem Bactoblis® ke konvencni te-

statna konvencni terapie.

B Kontrola
B Bactoblis®




Bactoblis® zkracuje dobu absence z prace a ze sSkoly

Pouziti pFipravku Bactoblis® ke snizeni incidence faryngo-tonsilitidy a akutni otitis media u déti: retrospektivni analyza u

nerekurentnich pediatrickych pacienti

Minerva Pediatrica3®

Cil: Vyhodnotit schopnost pfipravku Bactoblis® snizit incidenci
streptokokovych a virovych faryngotonsilitid a akutni otitis media
pfi podavani ve dvou samostatnych trimestrech (fijen az prosinec
a duben az Cerven) u déti s nerekurentni streptokokovou infekci.

Metody: Retrospektivni observacni studie u déti ve véku 3 az 14
let bez anamnézy faryngotonsilitidy v dusledku infekce 3-hemoly-
tickym streptokokem skupiny A a akutni otitis media, které dosta-
valy pfipravek Bactoblis® (n=133) po dobu dvou trimestrd. Béhem
12mésicni l1éCby nasledovalo po kazdém lécebném obdobi 3mé-

si¢ni sledovani.

Prace
(rodice)

-85%

B piedtim

B Bactoblis®

Skola/ptedskolni
(déti)

p < 0.01 ve srovnani s pfedchozim rokem pro

Vysledky: Bactoblis® vyznamné snizil pocet vynechanych dni ze
Skoly détmi nebo z prace dospélymi o asi 85 %, resp. 75%, pfi po-
davani po dobou dvou trimestr z 12 mésicu.

Zaveér: Pouziti pripravku Bactoblis® vedlo ke snizeni poctu vyne-
chanych dni predskolni, skolni dochazky a z prace.

Pouziti pFipravku Bactoblis® v prevenci streptokokové a virové faryngotonsilitidy u déti

Drug Healthcare and patient Safety™

Cil: Vyhodnotit schopnost prfipravku Bactoblis® snizit incidenci
streptokokové i virové faryngitidy a/nebo tonsilitidy u déti.

Metody: Multicentrické oteviené nerandomizované kontrolované
klinické hodnoceni bylo provedeno u 61 déti (31. 1 az 30. 4. 2013)
v délce 90 dni. 30 déti uzivalo pripravek Bactoblis® a 30 bylo ne-
lécenych kontrol. Byla provedena studie s cilem vyhodnotit po-
kles poctu dni se zavedenou antibiotickou a antipyretickou terapii
a poctu dni mimo skoly (déti) a prace (rodice).

H kontrola
- - M Bactoblis®
Skola/predskolni Prace
(déti) (rodice)

Vysledky: Vynechané skolni dny (déti: 16 vs 228), dny v praci (rodi-
Ce: 16 vs 228) se snizily s pripravkem Bactoblis® ve srovnani s kon-
trolou.

Zavér: Profylaktické podavani pripravku Bactoblis® u déti s anam-
nézou rekurentniho oralniho streptokokového onemocnéni vedlo
k vyznamnému poklesu absence ze skoly nebo prace.




Bactoblis® také snizil pocet planovanych adenotonsilektomii

Pilotni studie s cilem vyhodnotit Gi¢innost oralniho probiotika Bactoblis® v prevenci rekurentnich faryngotonsilarnich epizod u

pediatrickych pacienti

International Journal of General Medicine™

Cil: Tato studie srovnava profylaktickou uUc¢innost pripravku
Bactoblis® u lécenych déti s rekurentni faryngotonsilitidou s ne-
lécenou skupinou.

Metody: Tato prospektivni randomizovana oteviena a monocen-
trickd studie byla provedena u déti (n=100) s rekurentni strep-
tokokovou faryngo-tonsilitidou. Z této skupiny dostalo 50 déti
Bactoblis® ve srovnani s nelécenou kontrolou (n=50) po dobu 90
dni a bylo sledovéno po dobu 12 mésict. Byla hodnocena rekuren-
ce faryngo-tonsilarnich epizod, konkomitantni pouziti jinych lékd,
tolerabilita 1éCby, klinické zlepseni, pocet dni absence ze skoly,
snizené pouziti standardnich terapii a vyfazeni ze seznamu plano-
vanych chirurgickych zakroka.

Vysledky: Ve skupiné Bactoblis® 72 % (36/50) déti zrusilo adeno-
-tonsilektomii ve srovnani se 100% (50/50) v nelécené skuping,
které podstoupily zakrok po 90 dnech.

Zavér: Bactoblis® efektivné snizil chirurgické planovani pro faryn-
gotonsilitidu.

U 72% (36/50) déti s rekurentni
streptokokovou faryngo-tonsilitidou
byla planovana adenotonsilektomie

zrusena po 90 dnech lécby
pripravkem Bactoblis®




Bactoblis® efektivné snizuje vyskyt virovych faryngitid a faryngotonsilitid u déti
indukci interferonu gama (IFN-y) a snizenim virového titru béhem virovych infekci

Pozitivni klinické vysledky odvozené od pouziti pripravku Bactoblis® k prevenci faryngotonsilitidy u déti: pilotni vyzkum.

Drug, Healthcare and Patient Safety?

Cil: Vyhodnotit ucinek pfipravku Bactoblis® proti riznym strepto-
kokovym a nestreptokokovym infekcim.

. L L . , -81%
Metody: Toto multicentrické oteviené nerandomizované kontrolo- 2

vané klinické hodnoceni bylo provedeno u pediatrickych subjektl

(N=124). Z nich u 48 déti byla zjiSténa anamnéza rekurentni strep-

tokokové faryngotonsilitidy a byly 1éCeny pfipravkem Bactoblis®

po dobu 3 mésicd, s naslednym sledovanim po dobu 9 mésica.

Dalsi skupina déti (n=76), kterym predtim nebyla diagnostikovana

rekurentni streptokokova faryngotonsilitida, slouzila jako kontroly

po stejné obdobi. Studie hodnotila Ucinnost pripravku Bactoblis ©® p<0.01
na snizeni vyskytu tracheitid, virovych faryngitid, rinitid, chripky, . B bez lécby
laryngitid, akutnich otitis media a stomatitid u déti. B Bactoblis®

Vysledky: Epizody virové faryngitidy na dité vyznamné (p<0,01) Virové faryngitida

poklesly po 9 mésicich nasledného sledovani po I1écbé pripravkem
Bactoblis® ve srovnani s nelécenymi kontrolami.

Zaveér: Pouziti pfipravku Bactoblis® pomaha poskytovat ochran-
ny ucinek proti virové faryngitidé u déti s anamnézou rekurentni
streptokokoveé faryngotonsilitidy.

Pouziti pripravku Bactoblis® v prevenci streptokokové a virové faryngotonsilitidy u déti

Drug, Healthcare and Patient Safety™

Cil: Vyhodnotit schopnost pfipravku Bactoblis® snizit incidenci
streptokokové i virové faryngotonsilitidy u déti.

Metody: Toto multicentrické oteviené nerandomizované kontro- -80%
lované klinické hodnoceni bylo provedeno u 61 déti (31. 1 az 30.
4. 2013) v délce 90 dni. 30 déti uzivalo pripravek Bactoblis® a 30
bylo nelécenych kontrol. Studie hodnotila ucinnost pfipravku
Bactoblis® na snizeni vyskytu virovych faryngo-tonsilarnich infekci.
Vysledky: Lécba pripravkem Bactoblis® sniZila pocet epizod virovych

orofaryngealnich infekci o 80%, v kontrolni skupiné bylo pozorovano
asi 14% snizeni (p<0,01).

Zaveér: Profylaktické podavani pripravku Bactoblis® u déti vedlo
k vyznamnému poklesu epizod virovych infekci.

M pred
M po
Bactoblis® nelécena
kontrolni skupina
p<0.01 pro pfed vs. po a Bactoblis® vs. nelé¢ené kontroly
NPV

Zvysené hladiny interferonu gama v lidskych slinach po poziti pripravku Bactoblis®

Poster presented at Joint New Zealand and Australian Microbiological Societies Annual Meeting, 2005%

Chincott et al., 200522 studovali ucinky pripravku Bactoblis® u 4
dospélych s chripkovitymi pfiznaky. Pacienti dostavali pastilky
Bactoblis® a jejich sliny byly hodnoceny pred pozitim a 6, 8, 10,
14 a 24 hodin po poziti pastilek. BEhem virové infekce se titr viru
normalné zvysuje béhem prvnich dvou dni a zvyseni hladin interfe-
ronu béhem této doby vede ke snizeni virového titru.

V této studii byly pozorovany zvysené hladiny IFN-y (22 az 139 pg)
v lidskych slindach 24 hodin po poziti pfipravku Bactoblis®.

Z toho dlvodu muze indukce IFN-y pozitim pripravku Bactoblis®

pomoct branit dalsimu rozvoji pfiznakd virovych infekei. I I
B
Pre 6 8 10 14 24
Cas (hodiny) Pacient 1
B Pacient 2
B Pacient 3

B Pacient 4




Bactoblis® snizuje pritomnost klicovych patogen( u déti a kojenct s dysbiotickymi
poruchami v dutiné Ustni a hornich cestach dychacich

Korekce dysbiotickych poruch v dutiné ustni u déti s juvenilni revmatoidni artritidou

Uginnost pfipravku Bactoblis® na [é&bu dysbiotickych poruch v du-
tiné ustni u déti ve véku 1az 18 let s juvenilni revmatoidni artritidou
byla hodnocena tymem lichenko et al., 201822 v observacni studii
(N=25). 30denni pouzivani pripravku Bactoblis® vedlo k vyznam-
nému poklesu (p<0,05) Ustni kolonizace podminéné patogenni
mikroflorou - Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,

Streptococcus pneumoniaea, Haemophilus influenzae a Candida
albicans. Vysledky této studie svédci pro pozitivni efekt na mik-
robiom dutiny Ustni u déti s klinickymi znamkami juvenilni revma-
toidni artritidy po profylaktickém pouzivani pfipravku Bactoblis®.

Pozitivni i¢inky na mikrobiom hornich cest dychacich u déti a kojencti s mikroaspiracnim syndromem??

lichenko et al., 2019% proved|i observacni studii s cilem vyhodnotit
ucinnost probiotika Bactoblis® na mikrobiom dychacich cest u 46
lidi (ve véku 6 mésicl az 7 let) s mikroaspiracnim syndromem. Mezi
nimi 8 déti (priimérny vék: 4,60+0,04 let) mélo mikroaspiracni syn-
drom s anamnézou protrahované a rekurentni bronchitidy a 28 déti
(prameérny vek: 1,15+0,39 let) mélo ruminace a anamnézou 2 nebo
vice akutnich respiracnich onemocnéni za rok. Vysledky bakterio-
logické studie prokazaly, Ze gram-negativni mikroorganismy (44,5
%) dominovaly orofaryngealni mikrobiom u déti s mikroaspiracnim
syndromem. Nejcastéjsi zastupci strevni oportunni mikroflory byli
Klebsiella pneumoniae (22,2 %), Proteus vulgaris a Proteus spp.
(16,7 %) a méné Casto Escherichia coli (5,6 %). Kvasinkovité houby
rodu Candida byly izolovany u 38,9% pacient(. V orofaryngedlnim
mikrobiomu v druhé skupiné déti s ruminaci dominovala gram-po-
zitivni fléra: Staphylococcus aureus (46,4 %) a Streptococcus pyo-
genes (35,7 %). Pouzivani pripravku Bactoblis® po dobu 1 mésice
meélo pozitivni vliv na slozeni mikrobiomu na sliznici hornich cest
dychacich, co bylo charakterizovano vyznamnym poklesem kolo-
nizace Staphylococcus aureus (100 %), Streptococcus pyogenes
(-100%), Klebsiella pneumonia (-74,7%) a eliminaci Proteus vulgaris
(-100%) a Proteus spp (-100%) a Candida albicans (-100 %).

lichenko et al., 2019b* také provedli studii s cilem vyhodnotit ucin-
nost pripravku Bactoblis® na korekci dysbiotickych poruch sliznic
hornich cest dychacich u déti s ruminaci a mikroaspiraci. Mezi nimi
18 déti (prameérny vék: 4,60+0,04 let) mélo protrahovanou a reku-
rentni bronchitidu, 12 (pradmérny vék: 1,20+0,04 let) mélo regurgita-
ci s anamnézou rekurentnich respiracnich virovych infekci a 16 déti
(pramérny vék: 13,3+8.9 mésicll) mélo respiracni priznaky s rumina-
ci. Mikroflora hornich cest dychacich u déti s regurgitaci a anam-
nézou rekurentnich respiracnich virovych infekci byla dominantné
gram-pozitivni: Staphylococcus aureus (66,7%) a Streptococcus
pyogenes (83,3%). Podavani pripravku Bactoblis® ve dvou opakova-
nych cyklech po 30 dnech s intervalem 3 mésicl u déti s ruminaci

a mikroaspiracnimi syndromy mélo vyznamny pozitivni ucinek na
mikrobialni slozeni hornich cest dychacich, co bylo charakterizo-
vano vyznamnym poklesem kolonizace patogeny (Staphylococcus
aureus [-62,5%] a Streptococcus pyogenes [-60 %]; p<0,05).

Malé déti se syndromem ruminace maji riziko mikroaspiracniho
syndromu a rekurentnich respiracnich onemocnéni. Doporucuje
se, ze prislusnou korekci dysbiozy ve sliznici hornich cest dycha-
cich u malych déti Ize vytvofrit optimalni podminky pro obnovu mi-
krobiomu v dutiné Ustni a hornich cestach dychacich. Po peroral-
nim podani pfipravku Bactoblis® dochazi k ustupu dysbiozy a jeji
pfitomnost v téle poté pretrvava po dlouhou dobu. Predepsani pri-
pravku mlze udrzovat zdravy mikrobiom na sliznicich hornich cest
dychacich a snizuje riziko rekurentnich respiracnich onemocnéni
u déti a kojencll s mikroaspiracnim syndromem.

-100%|
-100%
ﬁ -100%|

-100%

W pied
H Bactoblis®

Redukce klicovych patogenii u déti s rekurentni tonsilitidou

Kryunchko a Tkanchenko, 2017% provedli otevienou nerandomi-
zovanou klinickou studii u 66 déti s rekurentnimi infekcemi hor-
nich cest dychacich. Vysledky z této studie prokazaly vyznamny
pokles kolonizace Hemophilic bacillus, Staphylococcus aureus
a Pneumococcus sliznic orofaryngu déti, které dostavaly pripravek
Bactoblis® po dobu 30 dni.

Kontrolovana prospektivni oteviena randomizovana studie na jed-
nom pracovisti (Gavrilenko 2018%) zahrnovala 57 pediatrickych
pacientd (ve véku 6 az 10 let) s rekurentnim faryngealnim onemoc-
nénim. Autofi uvadi, ze po 30 dnech lécby pfipravkem Bactoblis®
doslo k vyznamnému poklesu kolonizace Staphylococcus aureus
(83% na 6,6 %) a Streptococcus pneumoniae (20% na 0 %) ve stu-
dované populaci. Bactoblis® tudiz prispél ke snizeni mnozstvi kli-
¢ovych patogend a zlepsil mikrobiocendzu patrovych tonsil u déti
s rekurentnim onemocnénim faryngu.

Vysledky z observacni studie (N=54) provedené tymem Marushko
et al. 2018?” dokladaji pokles poctu izolaci Staphylococcus aureus
(48,2 +6,8% az 21,6 +5,8%) a p-hemolytickych streptokokl skupiny A
(samostatné [33,3 +6,4% az 10,9 +4,6 %] a spolu se Staphylococcus
aureus [14,8 +4,8% az 4,3 +3,0 %]) u déti s chronickou tonsilitidou
(N=54, vék 9 az 14 let) po lécbé pripravkem Bactoblis® (vse p<0,05).

lichenko et al., 2020% provedli komplexni vysetfeni 35 déti (ve
véku 5 az 15 let), které byly randomizovany do konvencni terapie
(n=15) nebo konvencni terapie plus Bactoblis® (n=20). Doplnéni pfi-
pravku Bactoblis® po dobu mésice pfispélo k vyznamnému zlepse-

ni mikrobiomu hornich cest dychacich, co bylo charakterizovano
vyznamnym poklesem kolonizace Streptococcus pyogenes (-80
%) a Staphylococcus aureus (-45 %) v den 7 |écby a tento uUcinek
pretrvaval az 1 mésic.

Celkové Bactoblis® podporil odstranéni patogenni mikroflory a po-
mohl obnovit pfirozeny mikrobiom sliznic dutiny ustni a hornich
cest dychacich, ktery hraje vyznamnou roli v ochrané téla pred pa-
togennimi a podminéné patogennimi bakteriemi. Z toho dlvodu
muze profylaktické pouziti pfipravku Bactoblis® vést k pozitivnimu
a korekénimu uc¢inku na mikrobiom déti a kojencli s anamnézou
streptokokové tonsilofaryngitidy nebo dysbiotickych poruch duti-
ny ustni a hornich cest dychacich.

60%

100%

M pred lécbou

7. den lécby
: - M po lécbé
10%
Streptococcus Staphylococcus *p<0.05



Bactoblis® ma odlisna slozeni pro vSechny vekove
skupiny

Bactoblis® sacky

Streptococcus salivarius K12 .

pro doplnéni pratelské mikrobioty
krku, dutiny dstni a stredousi

ORALNi PROBIOTIKUM | ORALNA MIKROBIOTA

jsou vhodnéjsi pro kojence a déti, jelikoZ snizuji riziko vdechnut a umoznuji kolonizaci Streptococcus
salivarius K12 v dutiné Ustni a nosohltanu malych déti.?®

Bactoblis® Tablety

1w

& pharmaceutical

EiotecTaIEaY Bacto favea<: B i
PREMIUM I
PROBIOTIC
e rmie e
. SVYCARSKEHO PATENTU

Lactobacillus paracasei, L. CASE1 431° I M U N o
3 0 Streptococcus salivarius K12
Prvni kombinace probiotickych kmenii kolonizujicich
a chranicich jak strevo, tak sliznice tist a hitanu.

+ vITAMIN D NA PODPORU IMUNITY

doplnék stravy pro dospélé a déti od 3 let tablet rozpustnych v tstech
vyzivovy doplnok pre dospelych a deti od 3 rokov. tabliet rozpustnych v dstach

ORALNI PROBIOTIKUM | ORALNA MIKROBIOTA sy dopnok pe s SRS 10 abletrommisinjehyistach  faVeAL:

jsou ucinné a dobre tolerované détmi a dospélymi, jelikoz zajistuji dlouhodoby Ucinek s pfirozenymi
a bezpeénymi Urovnémi kolonizace Streptococcus salivarius K12.




Souhrn

Streptococcus salivarius K12

® Pomaha budovat pfirozenou obranu prvni linie
ihned po narozeni.

@ Pusobi kompetitivni vazbou na bunécné receptory,
které by se jinak vazaly na bakterie a viry

@ Tvorii bakteriocin, ktery disponuje BLIS aktivitou:
Salivaricin A2 a Salivaricin B.

Streptococcus salivarius K12 je hlavni u¢innou slozkou pripravku Bactoblis® a jeho
pouziti je bezpecné a ucinné v lécbé rekurentnich bolesti hrdla, tonsilitidy a infekci
stfedniho ucha u kojenc, déti a dospélych

KLINICKE VYHODY

O/ 0
@

Kratsi terapie Méné Méné dni
infekci ucha antibiotiky rekurentnich vynechanych ze
a hrdla a antipyretiky infekci Skoly a prace
REKURENTNI INFEKCE
BOLESTI KRKU STREDNIHO

A TONSILITIDY UCHA
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Bactoral

Tiskovina je urcena pouze pro odbornou veiejnost

Nova klinicka studie doklada,
Ze Streptococcus salivarius K12 snizuje vyskyt infekci SARS-CoV-2

Uvod Obr. 1: specifické antigenni testy na SARS-CoV-2
Infekce SARS-CoV-2 (béZné oznacovand jako COVID-19) se stala véznou hrozbou

a vysokd infek¢nost tohoto onemocnéni ziistdva vyznamnym problémem.
Dutina ustni je hlavni vstupni branou SARS-CoV-2.
Nejnovéjsi vyzkum naznacuje vyznamnou roli dstniho a plicniho mikrobiomu
u infekci SARS-CoV-2:
» pacienti s COVID-19 vykazuji viznamné odlisnou skladbu dstnich bakterii
a zénétlivy profil, kdezto zdravé subjekty maji v mikrobiomu
s ochrannymi/pfiznivymi vlivy pfitomné stafylokoky’
» dutina dstni se zdd byt primarnim zdrojem plicniho mikrobiomu?
» srovndni pacientd se SARS-CoV-2 se zdravymi subjekty odhalilo dysbiézu o
plicniho mikrobiomu?

Bactoblis:

B kvli blizkému kontaktu
B kvali priznakiim
B SARS-CoV-2 pozitivni

Streptococcus Kontrola
salivarius K12

Fakta
Streptococcus salivarius K12 je komenzéIni druh zdravého mikrobiomu dutiny » Zddné ze subjektdi lé¢enych Streptococcus salivarius K12 nemély
Gstni, hornich cest dychacich a plic.* Md ndsledujici doloZené tcinky: pozitivni antigenni test na SARS-CoV-2, kdezto 24 kontrolnich

» Zlep3eni dysbiézy mikrobiomu hornich cest dychacich®7# subjektdi mélo pozitivni vysledky

» piimd antivirovd aktivita stimulaci sekreci INF-gama®

» ochrana pfed infekcemi hornich cest dychacich®? Zavér

Streptococcus salivarius K12 vyznamné snizuje vyskyt infekci SARS-CoV-2.

Metody Streptococcus salivarius K12 mizZe chranit pred COVID-19 déti vracejici

» 128 déti navstévujicich Skolu (primérny vék 8 let) se do Skoly a skolky i pracovniky s rizikem nozokomialni ndkazy

» s podanim Streptococcus salivarius K12 a bez podani Streptococcus salivarius (nemocnice, ambulantni péce, cestovani).

K12 (kontrolni skupina) po dobu 90 dni
» jedna pastilka pripravku s Streptococcus salivarius K12 denné po dobu 90 dni Literatura:

P Ly o1 . Ca\l 1. lebba V, et al. bioRxiv 2020. K dispozici na: https.//doi.org/10.1101/2020.12.13.422589 | 2. Wang
> nosni stéry za icelem detekee specifického antigenu SARS-CoV-2 J etal. Sci China Life Sci. 2017;60(12):1407—1415 | 3. Shen Z, et . lin Ifect Dis. 2020;ciaa203|

provedené u pfiznaki COVID-19 a/nebo kontaktu s clenem rodiny i 4.DiPierro F. Minerva Med 2020;111(3):281-3 5. Kruchko and Tkachenko 2017, Child's Health 12(3):
spoluzakem pozitivnim na SARS-CoV-2 27-32 | 6. Havrilenko 2018, Child’s Health 13(8): 89-94 | 7. lichenko et al. Clinical Immunology
Allergology Infectiology 3(116), 30-32, 2019 | 8. Sarlin S, et al. Pediatr Infect Dis J. 2020 Dec 8. doi:
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u subjektdi I6¢enych Streptococcus salivarius K12 2018, Childs Health 13(7):122:127
» méné antigennich testi SARS-CoV-2 provedenych u subjektd Iécenych

Streptococcus salivarius K12 ve srovndni s kontrolami (33 vs. 46, p = 0,04) B BLUESTONEPHARMA® fa vea
kvili méné pfiznakﬁm COVID-19 LEADERS IN MEDICAL PROBIOTICS

plus pro vase zdravi
19
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rv - S. salivarius K12° chrdni zdravé pracovniky
KI I cove p rv ky pred respiracnimi infekcemi
> slizni¢ni imunitni systém je klicovy imunitni systém chranici téméf
cely vnitini povrch lidského téla od orofaryngedlni dutiny

az po gastrointestinalni trakt
> prvni kombinace dobie dokumentovanych probiotickych kmend
kolonizujicich a chranicich stfevni (L. paracasei, L. CASEI 431°)

p=0.013

a orofaryngedlni sliznici (S. salivarius K12°) 1 Bctobls

—I1 Controla

> kombinace vyznamnych klinickych diikaz(i pro ochranu dospélych ‘ . ‘, B

Yays of Intervention

pred respira¢nimi infekcemi a zkraceni trvani infekci

Wang et al. 2021, Front Bioeng Biotechnol
> unikatni a patentované slozeni kone¢ného produktu nabizejiciho
L, . . L. e . . . S. salivarius K12° sniZuje nepiitomnost v prdci
maximalni ochranu pfed virovymi respira¢nimi infekcemi u dospé- vddisledku respiracnich infekci
lych ‘
> pfispiva k normalni funkci imunitniho systému
> nova pfichut: mata yazu

Vyhody a indikace pouziti
[> profylaxe infekci dychacich cest
> béhem chfipkové sezony

p<001
M Kontrola
B s salivarius K12°

Neptitomnost v praci

> stres

D eXpOZice patogenlojm L. CASEI 431° zkracuje délku respirac¢niho diskomfortu
> sportovci

> doplnéni ochranné mikrofléry ” @

> omezeni pouziti antibiotik

Jak pouzivat

> jednou denné B Flacebo
. a . N
> pomalu rozpustit v Ustech S
Dny s pfiznaky

- o
> po cisteni zubl Jespersen et al. 2015, Am J Clin Nutr 101(6):1188-96




Fakta

> obsahuje nejsilnéjsi ochranné pfirodni probiotické
kmeny pro prostiedi lidskych Ust a strev'-2

> kolonizace dutiny Ustni, oro- a nasofaryngu®*
a stfeva® zajistujici ochranu pred patogeny a stimu-
laci imunitniho systému

> pfima antibakterialni aktivita zajistujici ochranu pied
bakterialnimi infekcemi®

> zvyseni hladiny IFN-gama ve slinach zajistujici
ochranu pred virovymi infekcemi” IFN-gama ma za-
sadni vyznam pro pfirozenou i ziskanou imunitu

proti virovym ¢i bakteridlnim infekcim. Vyznam IFN-
gama spocita v jeho schopnosti pfimo inhibovat vi-
rovou replikaci a také celkové modulovat
a stimulovat imunitni systém.

> stimulace tvorby protilatek svédcici pro zvysenou
imunitni odezvu?®

> snizeni incidence vzacnych bakterialnich a virovych
infekci®'3

> zkraceni trvani respira¢nich infekci®

> omezeni pouziti antibiotik a doby absence v praci'®

Tridrovnova ochrana s Bactoral Imuno

2. Uroven - strevo
pUsobi na nejvétsi imunitni organ v téle
(70 az 80 % imunitnich bunék téla 0ce
se nachazi ve stievé) AR

L. CASEI 431° zvySuje imunitni odpovéd
na vakcinaci proti chiipce

*
[ ]

Placebo L. CASEI 431°

Sindhu et al. 2014 Clin Infect Dis

1. aroven - dutina ustni
plsobi v hlavnim vstupnim misté patogent
(bakterie a viry)

S. salivarius K12° stimuluje antivirovou
ochranu v dutiné ustni

B Subjekt 1

Subjekt 2
W subjekt3
W Subjekt4

Pred 24
Cas (hodiny)

Chilcott CN, et al. 2005, Joint New Zealand and
Australian Microbiological Societies Annual Meeting

3. uroven - systémova ochrana

Je
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Yy S~ A

\
«

B burika
CD4 burika

c.' ,
o [ ]

Makrofag

Literatura: [1] ticinstitut

) Dendriticka burika

favea

pro vase zdravi
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Vas stit proti
nachlazeni a chripce

Zdravi dychacich
cest

L. CASEI 431 logo™ je ochranné znamka spolecnosti Chr. Hansen A/Sj

Patofyziologie a prevalence

Respiraéni infekce (RI) u dospélych

Bézné Virové infekce (rhinovirus, chfipka) prevazuji

nemoci u dospélych

Bakterialni U déti 20-30 %. (az 37. %) B-hemolytické
avod streptokoky sérologické skupiny A (S. pyogenes)

P a u dospélych pouze 5-15 % GAS

Virovy Studie ve Spojeném kralovstvi o prevalenci

pavod u dospélych:

63 % viry (chfipka) a 26 % bakterie

Ochrana pred infekcemi dychacich cest u dospélych

muze vyzadovat dal$i podporu imunity

Regoli et al. 2011; Wessels 2011; Creer et al. 2005

~

Bakterie Viry

\

Prémiova probioticka ochrana

Nase unikatni kombinace
probiotik pusobi ve tirech
urovnich

2. uroven

Stimuluje stievo

> Zabranuje Sifeni virt:
Stimuluje nejvétsi imunitni organ

v téle: ZlepSuje systémové imunitni
odpovédi (sérové protilatky, IgG)

> Zmiriuje pfiznaky

Vitamin D pfispiva k normalni funkci imunitniho systému

3. aroven
Systémova ochrana

1. uroven

Imunita sliznice dutiny ustni

> Chrani pred pocatecni infekci:
Produkuje bakteriociny a stimuluje
lokalni sekrece antivirovych protilatek
(slgA) a cytokind (INF-y) v misté hlavniho
vstupu patogent (virt a bakterii)

> Snizuje incidenci




1. droven — API pro imunitu sliznice dutiny dstni

Poprvé zjistén v ustni dutiné ditéte odoIného
vugi infekcim krku profesorem Johnem Taggem
> Antibakterialni latky (salivarikiny A2 a B)

> Jen nékolik malo obyvatel ma

K12 podobné kmeny Streptoccocus salivarius

pouze 2%

pfirozena ochrana

0 kbp

Operon salivaricinu A2 Operon salivaricinu B

5kbp. 10 kbp 15 khp 20 kbp 25 kbp
1. droven — API pro imunitu sliznice dutiny ustni
Stimulace imunity: ZvySeni hladiny INF-y
o [ (vrozena imunitni odpovéd) a protilatek
K1 2 - szSOb UCInku proti respirac¢nim virdm (adaptivni imunitni
odpovéd, zkfizena imunita)
S
e X =
Antivirova aktivita SSK12 I *.\_ RS ./‘ >
....................................... ~ A )\(
-/-)- 7;- R
@ Prilnavost k buiikém Ustni sliznice Ry g
k - y‘L P _()' N y é
Q Tvorba ochranného biofilmu 2

\ © stimulace vrozené imunitni
\i)dpovédi (cytokiny, napF. INF-y)

© Stimulace adaptivni imunitni
odpovédi (specifické
protilatky, napf. slgA)

Hyink et al. 2007, Appl Environ Microbiol: 1 107-1 113

-

1. Uroven — pfimy oralni antibakterialni ucinek

K12 inhibuje rast a adhezi
S. pneumonia

K12 snizuje adhezi pneumokok
k burikam faryngealniho epitelu

zadny K12

K12 nizka
(1,5 x10° CFU)

K12 stredni
(1,5 x 108 CFU)

K12 vysoka
(15X 107 CFU)

Adheze Pnc (%)

Manning et al. BMC Microbiology (2016) 16: 225
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1. troven — Gstni stimulace vrozené imunity

K12 stimuluje
uvolfiovani INF-y

Pred K12 pod Urovni prahu
>
S K12,
0 24 hodin
pozdéji
T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 12 14
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1. Uroven — stimulace oralni adaptivni imunity

K12 stimuluje uvolfovani
protilatek v ustni dutiné
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1. Uroven — stimulace oralni adaptivni imunity

K12 stimuluje adaptivni
imunitni odpovéd’ v ustni
dutiné

anti RBD IgA (AU)
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S. salivarius K12®
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1. roven — imunita sliznice dutiny Ustni
Snizeni incidence respiracnich
infekci u dospélych
Bactoblis®
B Kontrol B Kontrol
W K12 W K12
Bactoblis®
Bactoblis®
o %
e N
2. troven — API pro systémovou imunitu
®
» Plavodné izolovan ze vzorku stolice zdravého ditéte
> Schopnost prezit v zalude¢ni kyseliné
» Pouziva se v potravinach a doplrcich stravy od roku 1995
» Vice nez 20 publikaci v ramci klinickych hodnoceni u lidi
L. CASEI 431° je spojen se zvySenou hladinou
sérovych protilatek
< Patentovan pro imunitni odpovéd’
o %
e I
2. Uroven — stimulace systémové imunity
L. CASEI 431® stimuluje
protilatky IgG
L. CASEI 431°®
i aos L. CASEI 431®
- L. CASEI 431°
’ Placebo L. CASEI 431®
o _
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2. Uroven — systémova imunita

L. CASEI 431® zkracuje
dobu trvani virovych infekci
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Jespersen et al. 2015, Am J Clin Nutr 101:1 188

Bactoral Imuno— nase feseni pro zdravi

Bactoral Imuno — prémiova ochrana
béhem sezony nachlazeni a chfipky

Optimalizované mukoadhezivni
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Bactoral Imuno — hlavni sdéleni

Pozoruhodna
T —— stabilita

Bactoral Imuno
— klinicky souhrn
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Bactoral Imuno — doporuéeni k uzivani - 7
Kdy uzivat Bactoral Imuno
> Ochrana pred respiracnimi infekcemi béhem sezony
nachlazeni a chfipky
> Opakovana incidence respiracnich infekci
> Vy$8§i riziko vzniku respiracnich infekci, napfiklad u:
- sportovcul
- starsich osob (napf. aspira¢ni pneumonie)
- osob vystavenych patogenim (napf. pfi cestovani)
- osob zazivajicich stres
Bactoblis
\ ADULT J
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Bactoral Imuno — doporuéeni k uzivani
Jak uzivat Bactoral Imuno
Preventivni nebo terapeutické uzivani pfri
opakovanych infekcich:
Pastilka
> Jednou denné
> Po vycisténi zubl
nechte pastilku pomalu
rozpustit v Ustech
\ /
4 N
Nase fada produktt Bactoral
ResSeni pro vSechny




ORIGINAL JE JEN 1
BACTORAL - STREPTOCOCCUS SALIVARIUS K12

ENUMERACE A INHIBICNI AKTIVITA
podobnych kment z komercnich produktu

Bactoral porovnavédme s komercnim produktem, ktery obsahuje Streptococcus salivarius SAL 21, ale kon-

Kli¢ové specifikace produktu
S AT ) » SR definujici icinnost
obalu (2x10° CFU) a 1 000krat nizsi neZ u pfipravku Bactoblis® (Bactoral®). Pfipravek byl testovan v kvétnu,

datum spotteby bylo v listopadu 2022. Kromé toho je minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), indikator an- Bactoblis® (Bactoral®) SAL21

tibakteridlni aktivity zasadni pro klinickou ti¢innost, 1 000krat vy33i nez u pfipravku Bactoblis® (Bactoral®), Aw 0,121 0,404

coz by pravdépodobné vedlo k vyrazné nizsi klinické dcinnosti. Vodni aktivita (Aw), indikdtor stability, je

. - MV . e IR CFU 411x10° 3,98x10°

vyznamné vyssi ve srovnani s pfipravkem Bactoblis® (Bactoral®), coz svéd¢i pro nizkou stabilitu béhem skla-

dovatelnosti. Tato nizka stabilita je potvrzena zménou barvy pozorovanou 6 mésicii pied datem spoteby. mic 107 10

Priiméry inhibicnich zon proti indikdtorovym kmeniim I1 a |12 (= antibakteridlni aktivita) Pozorovand zména barvy pripravku s obsahem
Streptococcus salivarius SAL 21 svédcici pro niz-
kou stabilitu

inhibicni zona [mm]
inhibi¢ni zona [mm]

m SAL21 m SAL21
m K12 m K12

Zddné Zddné

Koncentrace Streptococcus salivarius K12 Koncentrace Streptococcus salivarius K12

Celkoveé vysledky naznacuji velmi nizkou kvalitu produktu SAL 21, coZ svédci pro Zadnou nebo velmi
nizkou aktivitu proti klicovym patogen{im zpiisobujicim infekce hornich cest dychacich.

Inhibice I1 (vlevo) a I3 (vpravo)
probiotickym kmenem
z komer¢niho produktu
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Stanoveni MIC MIC pripravku se SAL 21 (Sedd) a priiméry inhibicnich zon

MIC tohoto produktu byla 10 proti 11112, coz znamend, Ze nejnizsi fedéni porad vykazujici proti indikdtorovym kmeniim I1 a 12

jasnou inhibici bylo 10, Priméry inhibicnich zon pro kazdé fedéni a kazdy indikatorovy kmen ISR Y,

. Lo Priimér inhibicni zony [mm]

jsou uvedeny v tabulce. Redéni

n 12

107 21 21
107 23 23
10° 20 19
10 13 n
10° 0
10 0

T SAL 21 indikdtor I1 MIC pFipravku Bactoral (Sedd) a priiméry inhibicnich zén

proti indikdtorovym kmeniim I1a 12
L Priimér inhibicni zony [mm]
Redéni
n 12

107 21 21
10 26 27
10° 25 24
10 23 22
10° 19 19
10 15 14
107 6 5

1 SAL 21 indikdtor I2

1 Bactoral indikdtor I1

T Bactoral indikdtor 12
29
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STREPTOCOCCUS SALIVARIUS K12
INHIBUJE AKTIVACI IMUNITNIHO SYSTEMU

PATOGENY PARODONTALNIHO ONEMOCNENI

Kyle W. MacDonald™?, Ryan M. Chanyi™?, Jean M. Macklaim?>, Peter A. Cadieux**, Gregor Reid" a Jeremy P. Burton™**

Abstrakt

Souvislosti: ParodontéIni onemocnéni pfedstavuje zdvazny zdravotni problém.
Podavani prospésnych mikrobd je stale populdméjsi nez snahy o manipulaci s mi-
kroby pomoci antimikrobidInich latek. Tato studie zjiStovala schopnost Streptococ-
cus salivarius inhibovat produkci IL-6 a IL-8 gingivaInimi fibroblasty pfi aktivaci
parodontalnimi patogeny a jejich vliv na slinny mikrobiom.

Metody: Primérni lidské gingivaini fibroblasty byly vystaveny pdsobeni Porphy-
romonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans a Fusobacterium nuc-
leatum a kombinace v3ech tfi. Bylo méfeno uvolfiovani cytokind IL-6 a IL-8. Na
stejném modelu byly fibroblast{im indukovanym patogenem podavany S. salivarius
K12, M18 a riizné frakce supernatantu a celobunécného lyzatu S. salivarius K12.
Byla také provedena studie na zdravych pacientech s cilem zjistit vliv S. salivarius
K12 na nativni mikrobiom pomoci sekvencni analyzy 165 nové generace.
Vysledky: V3echny testované patogeny vyvolaly vyznamnou odpovéd'IL-6 a IL-8.

ném poddvani kteréhokoli z probiotickych kmeni s patogenem doslo k vyznam-
nému snizeni uvolfiovani IL-6 i IL-8. Tento ti¢inek byl rovnéz pozorovan, kdyz byly
gingivélni fibroblasty pfedem o3eteny S. salivarius K12 nebo M18 a poté stimu-
lovany oralnimi patogeny. Zvykacky obsahujici S. salivarius K12 nezménily slinny
mikrobiom a nezvysily zanétlivé markery v dstni dutiné.

Zaveér: S. salivarius K12 a M18 zabrénily aktivaci imunitniho systému vyvolané pa-
togeny parodontalniho onemocnéni. S. salivarius K12 nezménil mikrobiom slin ani
nevyvolal aktivaci imunitniho systému, kdyz byl poddvan jako Zvykacka. Tyto vy-
sledky si zaslouzi dalsi studii, aby se zjistilo, zda m{Ze jit o G¢innou léchu na modelu
parodontalniho onemocnéni.

Klicova slova: Streptococcus salivarius, parodontalni onemocnéni, imunitni inhi-
bice, probiotika, zvykacky, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomy-
cetemcomitans, Fusobacterium nucleatum

Souvislosti

Parodontdini onemocnéni je charakterizovano zanétem tkani, které obklopuji
a podpiraji zuby, véetné désni a parodontélnich vaz{.

Predpoklada se, Ze az 50 % dospélych Severoamericani trpi néjakou formou pa-
rodontdIniho onemocnéni, coZ z néj cini zavazny problém pro veejné zdravit™.
Ustni dutina je bohat na mikroorganismy, které se souhrnné oznauji jako,,tistni
mikrobiota”. V priibéhu onemocnéni se dstni mikrobiota méni ze spolecenstva
s prevahou grampozitivnich bakterii na spolecenstvo tvofené pievézné gramne-
gativnimi bakteriemi®.

Mezi bakterie, které jsou klasicky povaZovany za silné spojené s parodontalnim one-
mocnénim, patfi Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans
a Fusobacterium nucleatum®!. Jednd se o anaerobni bakterie, které vyvolavaji uvol-
fiovani prozanétlivych cytokind, coz vede k ndboru imunitnich bunék, destrukd tkani
a pripadné ztraté kostni hmoty. Mezi cytokiny dileZité v tomto destruktivnim cyklu
patii IL-1B (kostni resorpce, produkce metaloproteindz), IL-6 (aktivace B-bunék),
IL-8 (pritahovani a aktivace neutrofili) a TNF-a (kostni resorpce)®.

Onemocnéni dutiny dstnije celosvétové ctvrtym nejnékladnéjsim onemocnénimt!
ajsou zapotfebi jednoduchd a dostupnd fedeni. V kombinaci s narlistem rezistence
viii antibiotik{im se vyviji mnoho novych terapeutickych piistupd, které maji po-
moci zlepsit zdravi dstni dutiny a minimalizovat dopad na pacienta. Jednim z nich
je vyutziti prospé&nych bakteri k obrané tistni mikrobioty pred dyshiotickym stavem
a zhorSenim onemocnéni. Je dileZité, aby lécebnd strategie zachovala integritu
plvodniho mikrobiomu, aniz by jej narusila. Lécha zahrnujici Zivé bakterie by také
neméla byt odhalena imunitnim systémem, jinak hrozi zhor3eni pfiznaki one-
mocnéni nebo sniZeni Ucinnosti léchy. Existuje nékolik mechanism{ ucinku, kte-
rymi probiotika pfimo nebo nepfimo pdsobi piiznivé a které mohou pomoci v Ustni
dutiné. Nejuzite(néjsi z hlediska ochrany pfed ustnimi patogeny je pfimé konku-
rence s jinym organismem prostfednictvim produkce pfirodnich antimikrobidlnich
sloucenin, zndmych jako bakteriociny®.. Dal3si mechanismy posiluji imunitni regu-
lac”, zlep3uji integritu epitelidlnich bariér a funkci tésnych spoji® * a produki
metabolitd"”, enzym, kofaktord a vitaminG™, coz v3e prospivd zdravi hostitele.
Probiotika uréend k 1éché parodontdzy byla testovana se slibnymi vysledky. Teug-
hels et al."®! zkoumali denni uZivani pastilky s obsahem Lactobacillus reuteri u pa-
cientd trpicich chronickou parodontitidou po standardnim odstranéni zubniho
kamene a kofenového nétéru. Tato Iécba vedla k vyznamnému snizeni hloubky
kapsy a narlistu attachmentu v hlubokych parodontélnich kapséch, stejné jako ke
snizeni vyskytu P. gingivalis ve srovnani s osobami, které dostavaly pastilky s pla-

cebem. Podobna studie s pouZzitim tablet obsahujicich Lactobacillus salivarius
WB21 prokdzala schopnost této bakterie sniZit index plaku a hloubku parodontalni
kapsy u osob s vysokym rizikem parodontélniho onemocnénit'”.. Hlavnim kone¢-
nym metabolickym produktem mnoha téchto potencidlnich probiotik je kyselina
mlécnd, kterd miize mit casem negativni vliv na zubni kaz. Pro dosazeni nejlepsiho
vysledku mdZe byt vhodnéjsi kolonizator Ustni mikroflory, ktery nevylucuje kyseliny
a produkuje bakteriociny. Streptococcus salivarius je grampozitivni bakterie, kterd
kolonizuje dstni dutinu clovéka po cely Zivot hostitele a je obecné spojovana se
zdravim™., S, salivarius K12 a M18 maji in vitro inhibicni aktivitu proti dalSimu
oralnimu patogenu, Streptococcus pyogenes™. Oba kmeny kéduji mnohocetné ba-
kteriociny® 21, jsou bezpecné pro lidskou konzumaci?2-* a mohou petrvavat
v Ustni dutiné?>2¢], zejména na hibeté jazyka a dalSich sliznicich. V placebem kon-
trolovanych studiich bylo prokdzéno, Ze S. salivarius K12 zabrafuje opakovanym
streptokokovym zanétim hitanu u dospélych/27] a détil?® a omezuje zdpach z st
omezenim produkce tékavych simych sloucenin z anaerobnich bakterii.
Uzivani S. salivarius M18 dokdzalo sniZit skére zubniho plaku a koncentraci S. mu-
tans u détil®.

Vzhledem k tomu, Ze parodontdini onemocnéni je primarné zplisobeno zdnétem
aS. salivarius K12 a M18 maji prokdzanou bezpecnost a efektivni kolonizaci v lidské
dutiné Ustni, rozhodli jsme se charakterizovat, zda S. salivarius K12 nebo M18
mohou modulovat zanétlivé faktory produkované lidskymi gingivalnimi fibroblasty
vystavenymi béznym dentalnim patogendm a zda u zdravych dobrovolnikii dojde
ke zméndm ve slinném mikrobiomu nebo vylucovanych cytokinech pfi zvysené
expozici S. salivarius.

Metody

Etické schvaleni

Studie byla schvélena etickou komisi pro vyzkum v oblasti zdravotnickych véd na
University of Western Ontario (REB 104641, 1. 3. 2014) a komisi pro dopady kli-
nického vyzkumu na Lawson Health Research Institute (R-13-523). V3ichni icast-
nici udélili souhlas se zvefejnénim a byly odstranény veskeré identifikacni ddaje.

Kultury a podminky riistu

Kmeny pouzité v této studii jsou uvedeny v tabulce 1.S. salivarius, S. mutans 25175,
C. albicans a devét indikacnich kmenii (11 aZ 19) bylo udrZovano na médiu Brain
Heart Infusion obsahujicim 0,6 % (w/v) kvasni¢ného extraktu.
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A. actinomycetemcomitans, P gingivalisa £ nucleatum byly kultivovany anaerobné
na Columbia Blood agaru (CBA) obsahujicim 5 % ov¢i krve pfi 37 °Cv anaerobni
komofe obsahujici 85 % (v/v) N2, 10 % (v/v) H2a 5 % (v/v) CO,. Kmeny Lactoba-
cillus byly udrzovény v médiu De Mann, Rogosa, Sharpe (MRS).V piipadé potteby
byl pro mnoZeni na destickdch pouZit 1,5% (w/v) agar.

Primarni lidské gingivalni fibroblasty

Gingivélni fibroblasty byly kultivovény z explantované tkdné ziskané od zdravych
dobrovolnik{i podstupujicich parodontéini zakroky na klinice Ustni chirurgie (Wes-
tern University, Kanada) v souladu s pokyny univerzitni etické komise pro vyzkum
(REB 13937E) s informovanym souhlasem pacienta. Parodontalni fibroblasty byly
v minimalnim esencidlnim médiu (MEM) dopInéném 10% (v/v) fetdlnim hovézim
sérem a 100 mM L-glutaminu ve zvlhéeném inkubatoru pfi 37 °Ca 5 % (0, Ex-
perimenty byly provadény na gingivalnich fibroblastech mezi pasazemi 4 az 9. Fi-
broblasty byly inokulovany (5 x 105 bunék ) do 24jamkové desticky s 500 pl média
dopInéného MEM a péstovany po dobu 48 hodin do dosazeni konfluence.

Tabulka 1. Kultury pouzité v této studii

Mikroorganismy Kmen
Kvasinky

(andida albicans TIMM 1768
Bakterie

Aggregatibacter actinomycetemco- | Y4 (ATCC 43718)
mitans

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
Fusobacterium nucleatum ATCC10593
Streptococcus mutans ATC(25175
Streptococcus salivarius K12
Streptococcus salivarius M18
Lactobacillus reuteri RC-14
Lactobacillus plantarum Lp-2001
Lactobacillus helveticus LAFTIL-10

BakteridIni indikacni kmeny
Micrococcus luteus

Streptococcus pyogenes typu M 52
Streptococcus constellatus
Streptococcus uberis
Streptococcus pyogenes typu M 4
Lactococcus lactis ssp. lactis
Streptococcus pyogenes typu M 87
Streptococcus dysqalactiae

11 S laskavym svolenim J. R. Tagga (Otago)
12 S laskavym svolenim J. R. Tagga (Otago)
I3 S laskavym svolenim J. R. Tagga (Otago)
14 S laskavym svolenim J. R. Tagga (Otago)
I5 S laskavym svolenim J. R. Tagga (Otago)
(Otago)
(Otago)
(Otago)

16 S laskavym svolenim J. R. Tagga (Otago
18 S laskavym svolenim J. R. Tagga (Otago
19 S laskavym svolenim J. R. Tagga (Otago

Soucasny bakterialni antagonismus

Soucasné testy bakteridlniho antagonismu byly provedeny podle predchoziho po-
pisu [19]. Krétce feceno, jednodenni kultury indikatorovych kmenti nebo patogend
(tabulka 1) byly rovnomérmé rozprostteny po povrchu desticky CBA. Jednotlivé ko-
lonie S. salivarius K12 a M18 byly pouZity k inokulaci desticky CBA a inkubovany
po dobu 48 hodin pfi 37 °Ca 5 % (0. K posouzeni pfimého antagonistického
Gcinku bakterif na riist patogenu byly pouZity zony inhibice kolem inokula.

OdloZeny bakterialni antagonismus

Jedind kolonie S. salivarius K12 nebo M18 byla pouzita k inokulaci 1 cm Sirokého
pruhu na desticce (BA a inkubovéana pfi 37 °C v atmosféfe s 5 % (02 po dobu 18
hodin. BakteridIni ndriist byl z desticky odstranén pomoci sterilniho vatového tam-
ponu a poté sterilizovan parami chloroformu po dobu 20 minut. Po vysuseni byly
indikdtorové kmeny a patogeny naockovany na desticku jako kolma linie k pred-
chozimu riistu. Desticka byla dale inkubovéna 48 hodin pii teploté 37 °Ca 5 %
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(0,.Vzhledem k tomu, Ze  probiotickych bakterii ziistaly pouze vylucované vedlejsi
produkty, Ize jakoukoli inhibi¢ni aktivitu viici riistu patogenu pficist metabolitu vy-
lucovanému béhem normalniho rlistu, a nikoli stimulovanému piimou konkurenci.

Koagregace s parodontalnimi patogeny

No¢ni kultury kazdého bakteridlniho kmene byly odstfedovany pfi 3 000 g po
dobu 10 minut a tfikrat promyty ve sterilnim PBS. Kultury byly resuspendovény
v konecném objemu PBS, aby bylo dosazeno optické hustoty (0D600) 1,0. Kazdy
patogen byl smichan ve stejném poméru se S. salivarius K12 nebo M18. Zakal kultur
byl zaznamendn po 8 hodindch spolecné a porovnan s jednotlivymi kulturami.
Jako pozitivni a negativni kontrola byly pouzity C. albicans a S. mutans na zékladé
zndmych koagregacnich schopnosti. Kultue bylo pfidéleno skdre na zakladé po-
zorované agregace.

Uchyceni S. salivarius na primarni lidské gingivalni fibroblasty

Primdrni lidské gingivalni fibroblasty byly zpracovany podle vy3e uvedeného po-
pisu. Jednodenni kultury S. salivarius K12 a M18 byly odstfedovany pfi 3 000 g
po dobu 10 minut a resuspendovany ve stejném objemu fosfatem pufrovaného
fyziologického roztoku. Tento postup byl tfikrét opakovén, aby se odstranily zbytky
bakteridlniho média. S. salivarius K12 a M18 byly resuspendovany v doplnéném
MEM a pfidény ke gingivaInim fibroblastim v multiplicité infekce (MOI) 25: 1 ain-
kubovany po dobu 8 hodin pfi 37 °Ca 5 % (0. Monovrstvy byly tfikrdt promyty
sterilnim PBS, aby se odstranily neadherentni bakterie. K lyzi fibroblastd byl pfidan
Triton X-100 (0,1 % v/v), ¢imZ se uvolnil adherovany S. salivarius K12. Bakterialni
CFU byly stanoveny pomoci fedéni na CBA. Desticky byly inkubovdny pii 37 °C
a5 % (0, pies noc.

Vystaveni dasiiovych fibroblastii piisobeni a analyza cytokinii
Protizénétlivé dcinky S. salivarius K12 a M18 byly zkoumény na modelu stimulace
gingivélnich fibroblastdi. Fibroblasty byly pfipraveny na 24jamkovych destickéch, jak
je vysvétleno vyse. S. salivarius, patogen nebo jejich kombinace byly pfidany k fi-
broblastim v MOI 25 : 1. Bakterie byly koinkubovany s fibroblasty po dobu
8 hodin, poté byl odebran kultivani supernatant, krdtce odstfedén, aby se odstranily
vétsi zbytky, a uloZen piii —20 °C pro dalsi analyzu. Podobné byl zkouman tcinek
predbéZného o3etfeni kmeny S. salivarius, kdy byl 30 minut pred pfidanim parodon-
télnich patogent aplikovan na gingivalni fibroblasty bud'S. salivarius K12, nebo M18.
Poté se déle inkubovalo po dobu 8 hodin, supernatant byl odebran, krétce odstfe-
dén a uloZen pfi —20 °Caz do dal3i analyzy. Ve viech vzorcich byla stanovena kon-
centrace IL-6 a IL-8 pomoci multiplexni imunoanalytické soupravy (Luminex).

Analyza supernatantu

Aby se zjistilo, zda S. salivarius K12 produkuje néjaké rozpustné protizanétlivé fak-
tory, byl kultivovan pes noc piii 37 °C, odstfedén a vznikly supernatant byl sterili-
zovan filtrem o velikosti péru 0,22 pm a poté aplikovan na fibroblasty stimulované
F. nucleatum po dobu 8 hodin. Pro dalSi analyzu byl supernatant S. salivarius K12
frakcionovan s pouzitim 10 kDa filtru (Centricon® Plus-70), pficemz jak frakce <
10 kDa, tak frakce > 10 kDa byly testovany na stimulovanych fibroblastech.

Piiprava extraktu po zmrazeni a rozmrazeni

Pro posouzeni produkce intracelulérnich sloucenin produkovanych S. salivarius K12,
které mohou inhibovat imunitni aktivaci gingivalnich fibroblastd £. nucleatum, byl
pripraven extrakt zrovnomérné kultury S. salivarius K12, ktery byl rozmrazen. Rov-
nomérnd kultura S. salivarius K12 byla péstovdna na (BA po dobu 48 hodin pfi 37
°Cvatmosféfe s 5% (0. Desticka byla na 4 hodiny umisténa do -80 °C, rozmrazena
pfi pokojové teploté a z degradované matrice byla odebrana vznikld kapalina.

Ta byla sterilizovana filtrem o velikosti péru 0,22 um. Frakce tohoto extraktu z roz-
mrazovani byly navic podrobeny tepelnému zpracovani pfi 80 °C po dobu 10 minut
nebo traveny po dobu 10 minut pomoci 0,05% trypsinu pii 37 °Cv atmosfére obo-
hacené 5 % (0,. Tyto frakce byly pfidany k £. nucleatum a byly koinkubovany, aby
stimulovaly fibroblasty po dobu 8 hodin, a IL-8 byl méen, jak je popséno vyse.



Design studie probiotickych zvykacek

Byli vybrani castnici ve véku 2060 let s celkové dobrym stavem ustni dutiny.
Byli vylouceni ti Gcastnici, ktefi trpéli onemocnénim dutiny dstni, méli zubniimp-
lantdty, v soucasné dobé uzivali antibiotika nebo méli v priibéhu studie naplano-
vanou navstévu zubniho lékafe. Bylo vybrano celkem dvacet zdravych dospélych
dobrovolnikd, ktefi byli rozdéleni do dvou studijnich skupin (n = 10), odpovidajicich
vékem a pohlavim. Ucastnici dostavali bud' Zvykacky obsahujici S. salivarius K12
(CulturedCare™ s BLIS K12™; skupina 1), nebo bézné zvykacky bez S. salivarius K12
(skupina 2). Kazdé osobé byl pfidélen jedinecny identifikacni kdd, aby byla zajisténa
anonymita a abychom nevédéli, ke které skupiné dany vzorek patfi. Oba typy Zvy-
kacek mély podobnou chut, vzhled i strukturu. Uastnikiim bylo poskytnuto do-
statecné mnozstvi Zvykacek na celou dobu trvéni studie. Po dobu 7 dni byl
v pfislusnych casovych bodech odebirén vzorek 3 ml nestimulovanych slin, po nichz
nasledovalo dalSich 7 dni vymyvéni. Vzorky byly skladovany pfi teploté -80 °C,
dokud nebyly obdrzeny viechny vzorky od v3ech G¢astniki. Jeden tcastnik nebyl
schopen poskytnout viechny vzorky a byl z analyzy vyloucen.

Uvoliiovani cytokinii in vivo

IL-1B, IL-6, IL-8 a TNF-a byly méfeny ve vzorcich slin pomoci multiplexni imuno-
analyzy, jak je popsdno vyse, podle pokynd vyrobce (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA). Byl pouZit systém Cteni Bio-Plex 200 (Bio-Rad), ktery vyuZivd tech-
nologii Luminex® xMAP zaloZenou na fluorescenénich kulickach (Luminex Corpo-
ration, Austin, TX).

Analyza mikrobiomu slin

DNA byla extrahovana ze vzorki slin pomoci izolacni soupravy DNeasy PowerSoil
96-well Kit (Qiagen). Extrakce byla provedena podle protokolu vyrobce se dvéma
zménami: pred krokem rozbijeni kuli¢ckami byl pfidan 10minutovy inkubacni krok
pfi 65 °Cv kulickové [dzni a doba centrifugace pro kazdy krok byla zdvojndsobena.
Pro extrakci 94 vzork{i bylo pouito celkem 500 pl slin. Extrahované vzorky byly
amplifikovany pomoci PCR pro oblast V4 genu 165 rRNA s pouZitim ndsledujicich
primerd s carovym kddem: V4L (forward) 5’ GTGCCAGC[CA] GCCGCGGTAA 3'a V4R
(reverse) 5" GGACTA C[ATC][ACG]GGGTIATITCTAAT 3" Amplifikace byla provedena
v reakdi 42 pl s 10 pl kazdého primeru (3,2 pMol/pl zésoby), 20 pl GoTaq hot start
master mixu (Promega) a 2 pl extrahované DNA. Podminky termocyklace byly né-
sledujici: pocatecni aktivace pii 95 °C po dobu 2 minut, poté 25 cykli po dobu 1
minuty pfi 95 °C pro denaturaci, po dobu T minuty pfi 55 °Cpro Zihdni primerdi a 1
minuty pii 72 °Cpro extenzi. Produkty PCR byly kvantifikovany pomoci fluorimetru
Qubit 2.0 a vysoce citlivych dsDNA specifickyich fluorescencnich sond (Life Techno-
logies). Vzorky byly smichany v ekvimoldrnich koncentracich a precistény pomoci
soupravy QIAquick PCR Purification kit (Qiagen). Slouceny produkt byl odeslén do
Londynského regionélniho genomického centra (Robarts Research Institute, Wes-
tern University, London, Kanada) k sekvenovani na platformé lllumina MiSeq s po-
uzitim sady pro 600 cykl k ziskani 2 x 300 pérovyich sekvenacnich ¢teni. Pfi pouZiti
vlastnich skript{ Perl a Shell byla ¢teni zachovéna, pokud se sekvence shodovala
s primerem, pficemz byly povoleny neshody u 2 bp, a pokud zaroven vykazovala
dokonalou shodu s o¢ekdvanymi ¢arovymi kddy sekvenci. Parova cteni, kterd prosla
timto filtrem, byla pfekryta pomoci pandaseq (https://github.com/neufeld/pan-
daseq), ¢imz vznikly sekvence V4 pIné délky pfifazené podle vzorku. Operacni ta-
xonomické jednotky (OTU) byly vytvoreny shlukovanim cteni V4 pfi 97% identité
sekvence pomoci USearch v. 7 (http://www.drive5.com/usearch/).

OTU byly ponechény, pokud predstavovaly alespon 0,1 % relativni cetnosti v jed-
nom vzorku. Jako referencni sekvence pro taxonomickou klasifikaci byla pouZita
nejhojnéjsi sekvence ve shluku. Referencni sekvence OTU byly porovnany s projek-
tem ribozomalni databdze v11.2 (RDP; https:// rdp.cme.msu.edu) pomoci Se-
se skdre S_ab > 0,5. Sekvence OTU z rozdilnych taxonomickych skupin byly déle
ovéreny pomoci algoritmu BLAST proti Human Oral Microbiome Database (HOMD)
v. 13.2 (http://www.homd.org). Tabulka OTU s pifazenymi taxonomiemi byla im-
portovana do QIIME (http:// giime.org) pro priizkumné analyzy véetné sumarizace

(teni na rlizné taxonomickeé trovné, generovani beta diverzity pomoci vazené vzda-
lenosti UniFrac na zakladé zarovnani sekvenci OTU pomoci algoritmu MUSCLE
a hlavni soufadnicové analyzy (PCoA). Sloupcové grafy, prouzkové grafy a grafy
PCoA byly vytvoreny pomociR.

Statisticka analyza

Experimenty byly provddény minimélné ve tfech opakovénich. Data byla analyzo-
vana pomoci programu GraphPad Prism (verze 9.0.0 pro Windows, GraphPad Soft-
ware, San Diego, Kalifornie, USA) s pouZitim jednocestné nebo dvoucestné analyzy
rozptylu ANOVA, pfipadné s Dunnettovym nebo Tukeyho post-hoc testem mnoho-
ndsobného porovndni, jak je popsano v legendé obrézku. Pfi porovndvani vice skupin
s kontrolni skupinou byl zvolen Dunnettiv post-hoc test. Pfi porovndvani vice skupin
mezi sebou byl zvolen Tukeyho post-hoc test. Pro analyzu mikrobiomu byla porov-
nani mezi skupinami pro diferencidIni analyzu mikrobioty provedena pomoci analyzy
ALDEx2 (http://www.bioconductor.org/packa ges/release/bioc/html/ALDEx2.html)
v R. Taxonomické shluky byly povazovany za diferencidlni mezi skupinami s upra-
venou p-hodnotou < 0,01 pomoci Welchova t-testu s korekci Benjamini-Hochber-
gova vicenasobného testu a s velikosti ti¢inku > 1,5.

Vysledky

Interakce S. salivarius s ustnimi patogeny

Na zdkladé predchozi literatury bylo potvrzeno, Ze jak S. salivarius K12, tak M18
vykazuji silnou pfimou a odlozenou inhibici viici viem 9 indikatorovym kmen{m
(tabulka 2), cimZ ziskal P-typ 7-7-7. Pfi analyze rozsiteného spektra nebyly kmeny
K12 ani M18 schopny inhibovat C. albicans, S. mutans, P. gingivalis, F. nucleatum
ani A. actinomycetemcomitans pomoci testli pfimého a odloZeného antagonismu
(tabulka 2). Test koagregace prokdzal, Ze K12 i M18 jsou schopny mirné koagre-
govat s P gingivalis a F. nucleatum a slabé s A. actinomycetemcomitans (tabulka 3).
U Zddného z kmendi a S. mutans nebyla pozorovana koagregace (tabulka 3).

Tabulka 2. Soucasny a odlozeny bakterialni antagonismus

Soucasny an- | Odlozeny an-
tagonismus | tagonismus
o i producent- | producent-
Indikatorovy kmen ského kmene | ského kmene
S. salivarius | S. salivarius
K12t | M184| K12 | M18
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 -§ = = =

Fusobacterium nucleatum ATCC10593 - - - -

Aggregatibacter actinomycetemcomitansY4| - - - -
Streptococcus mutans ATCC25175 - - - -
(andida albicans TIMM 1768 - - - -
| | |

Micrococcus luteus (I1)

Streptococcus pyogenes M-type 52 (12) ++ |+ | |
Streptococcus constellatus (13) =+ | o+ |+ |+
Streptococcus uberis (14) 4+ | o+ | o+ | o+t
Streptococcus pyogenes M-type 4 (15) ++ | A+ | A+ |+t
Lactococcus lactis ssp. lactis (16) ++ | ++ | |+
Streptococcus pyogenes M-type 28 (17) ++ |+ | |
Streptococcus pyogenes M-type 87 (18) ++ |+t | |+t
Streptococcus dysgalactiae (19) gt || o || oo ||

Inhibice riistu bakterif S. salivarius K12 nebo M18. Vysledky byly konzistentni ve vSech
trech provedenych experimentech.

1 Streptococcus salivarius K12; ¥ Streptococcus salivarius M18; §(-) zadnd inhibice;

9 (++) silnd inhibice
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Tabulka 3. Bakterialni koagregace

Kmen Patogen

$. salivarius [p gingivalis | F. nucleatum| A. actinomycetemcomitans | S. mutans
K12+ ++45 ++ + -1
M18* ++ ++ + =

Schopnost S. salivarius K12/M18 koagregovat v roztoku s riiznymi patogeny. \lysledky byly
konzistentni ve viech tiech provedenych experimentech.

1S. salivarius K12; % S.salivarius M18; § (++) mirna precipitace s rovnomérné zakalenym
supernatantem a znamkami flokulace; 9 (—) bez koagregace, rovnomémé zakalend su-
spenze

Vystaveni piisobeni primarnich lidskych dasiovych fibroblastii

S. salivarius K12 i M18 byly schopny adherovat k primdrnim lidskym gingivalnim
fibroblastiim v poméru 30 bakterialnich bunék na fibroblast, pfi¢emz mezi nimi
nebyl pozorovan Zadny vyrazny rozdil (obr. 1). Pro srovnani, Siroce pouzivané pro-
biotikum L. reuteri RC-14 adherovalo v poméru 5 bakterialnich bunék na fibroblast.
Proto jsme se snaZili zjistit, zda schopnost K12 a M18 koagregovat s patogeny
v Gstni dutiné negativné ovlivni zanétlivou odpovéd dstni dutiny.

Obr. 1: Adherence bakteri k lidskym gingivdlnim fibroblastim. Pripojeni bakterii k pri-
marnim lidskym gingivalnim fibroblastiim in vitro po 8hodinové koinkubaci. S. salivarius
K12 (K12); S. salivarius M18 (M18); S. mutans ATCC25175. Test byl proveden v trojicich
pii tfech riiznych pfilezitostech. Vzorky byly analyzovany pomoci jednocestné ANOVA
s Dunnettovym testem mnohondsobného porovnani s K12 jako kontrolou (*p < 0,05 ve
srovnani s pfipojenim K12). Chybové dsecky predstavuiji standardni chybu priméru +

Vychozi koncentrace IL-6 a IL-8 z nestimulovanych gingivalnich fibroblastd byly
330,3 pg/ml a 149,1 pg/ml (obr. 2). V3echny tfi testované parodontalni patogeny
vyznamné zvysily uvoliiovani IL-6 (obr. 2a) a IL-8 (obr. 2b). P, gingivalis vjznamné
aktivoval nejvétsi uvoliovani IL-6 (3 333,9 pg/ml; p < 0,001) a IL-8 (6 812,5 pg/ml;
p < 0,001) z gingivalnich fibroblastd, nésledovany £. nucleatum (IL-6 = 2 382,4
pg/ml, p = 0,0009; IL-8 = 4 251,8 pg/ml; p = 0,005) a nakonec A. actinomyce-
temcomitans (IL-6 = 1551 pg/ml; NS pfii p=0,0595; IL-8 = 2 225,3 pg/ml, NS pfi
p =0,278). Kombinace téchto tfi patogenii dale stimulovala uvoliovani IL-6 na 4
466,6 pg/ml, coz bylo vice nez u kteréhokoli jednotlivého kmene (obr. 2a), vy-
znamné vice nez u samotného A. actinomycetemcomitans (p < 0,0001) a samot-
ného £ nucleatum (p = 0,0015). Kombinace dale nezvysila uvolfiovani IL-8 (6 645,7
pg/ml) nad rémec samotné P, gingivalis (obr. 2b). Navzdory schopnosti adherovat
k fibroblastim nevyvolavaly S. salivarius K12 nebo M18 odpovéd'IL-6 nebo IL-8
(obr. 2a, b; NS oproti kontrole).

Pri pouziti stejného in vitro modelového systému byly S. salivarius K12 nebo M18
aplikovany bud'soucasné na fibroblasty s P gingivalis, A. actinomycetemcomitans,
F. nucleatum (obr. 3a, b), nebo byly preinkubovany s gingivalnimi fibroblasty 30
minut pfed jejich napadenim patogeny (obr. 3¢, d). Pfi soucasném pfidani byl kmen
S. salivarius M18 schopen vyznamné sniZit produkci IL-6 indukovanou P. gingivalis
(obr.3a; p=0,0012). Jak S. salivarius K12, tak M18 dokdzaly vyznamné sniZit pro-
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Obr. 2: Stimulace produkce cytokint z lidskych gingivélnich fibroblast. Uvolfiovani IL-6
(a) alL-8 (b) primarnimi lidskymi gingivalnimi fibroblasty indukované 8hodinovou koin-
kubacis P. gingivalis (PG); A. actinomycetemcomitans (AA); F. nucleatum (FN); S. salivarius
K12 (K12); nebo S. salivarius M18 (M18). Vzorky byly analyzovény pomoci jednocestné
ANOVA s Dunnettovym testem mnohondsobného porovnéni ve srovnéni s kontrolou (*p
< 0,05, **p < 0,01,***p < 0,001 ve srovnani s kontrolou). Chybové tsecky predstavuji
standardni chybu priméru +

dukci IL-6 indukovanou kombinaci v3ech tfi patogend (obr. 3a; p < 0,0001). Po-
dobné oba kmeny S. salivarius K12 a M18 inhibovaly produkci IL-8 (obr. 3b) indu-
kovanou P, gingivalis (p < 0,001), F. nucleatum (p = 0,0059, resp. p = 0,0021)
a kombinadi téchto tfi patogend(p < 0,001). Ackoli ne v3echny poklesy byly vy-
znamné, soucasné podavani S. salivarius K12 nebo M18 s kterymkoli z patogen(
prokézalo minimalni inhibici 34,1 % pro IL-6 a 61,5 % pro IL-8.

Kromé toho byl S. salivarius M18 po pfidani jako pfedtprava schopen vyznamné
snizit sekreci IL-6 indukovanou samotnymi P. gingivalis (obr. 3¢; p = 0,0012). Jak
S. salivarius K12, tak M18 byly schopny v§znamné inhibovat indukci IL-6 kombinaci
vsech tfi patogenii 0 60,0 %, resp. 80,7 % (obr. 3¢; p < 0,001). Podobné K121 M18
dokdzaly vyznamné inhibovat IL-8 indukovany P gingivalis (obr. 3d; p < 0,001) a £
nucleatum (p = 0,0027, p =0,0013) a kombinaci viech tfi patogenti(p < 0,001).
Ve viech testovanych vzorcich S. salivarius K12 a M18 inhibovaly uvolfiovani cyto-
kind gingivalnimi fibroblasty s minimalni inhibici 30 % a 63,2 % pro IL-6 a IL-8.
Dillezité je, Ze pidavek S. salivarius K12 nebo M18 za zadnych okolnosti nezvysil
produkci IL-6 nebo IL-8 z fibroblastli stimulovanych patogenem.



Obr. 3: 5. salivarius snizuje uvolfiovani cytokind stimulovanych patogenem. Uvoliiovani IL-6 (a) a IL-8 (b) z primarnich lidskych gingivalnich fibroblastd indukované P. gingivalis (PG);
A. actinomycetemcomitans (AA); F. nucleatum (FN) pii koinkubaci se S. salivarius K12 (K12) nebo M18 (M18). UvolfiovaniIL-6 (c)a IL-8 (d) z gingivalnich fibroblastd indukované oralnimi
patogeny, kdyz byl S. salivarius K12 (K12-Pretreated) nebo M18 (M18-Pretreated) pfidan k fibroblastlim jako predtiprava 30 minut pred napadenim patogeny. Vzorky byly analyzovény
pomoci dvoucestné analyzy ANOVA s Tukeyho testem mnohondsobného srovnani v ramci kazdé skupiny patogend (**p < 0,01, ***p < 0,001). Chybové tisecky predstavuiji standardni

chybu priméru +

,,,,,

Pfedtim bylo zjiSténo, ze S. salivarius K12 ani M18 nejsou schopny pfimo ani ne-
pfimo (odloZeny antagonismus) inhibovat riist patogenu, a proto musi existovat
jiny mechanismus dcinku, ktery vysvétluje snizeni odpovédi IL-6 a IL-8 gingivaInich
fibroblast{i vyvolané témito patogeny. Se zaméfenim na uvolfiovani IL-8 vyvolané
F. nucleatum byly zkoumany rlizné frakce S. salivarius K12, aby se objasnil odpo-
védny faktor. Obrazek 4 ukazuje, Ze podle ocekdvani bylo uvolfiovani IL-8 inhibo-
vano S. salivarius K12 pfi indukci F. nucleatum. Filtrem sterilizovany supernatant
celych bakterii S. salivarius K12 prekvapivé nezabranil uvoliiovani IL-8, aviak pfi
frakcionaci supernatantu byla mensi velikostni frakce obsahujici metabolity < 10
kDa schopna vyznamné inhibovat uvolfiovani IL-8 (p =0,0111).

To je s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobeno koncentraci plivodce béhem frakci-
onace, coZ je diivod, proc cely supernatant nemél stejny tcinek. Aby se zjistilo, zda
S. salivarius produkuje tuto slouceninu na pevném povrchu, byl kultivovén na aga-
rovych plotnach a hrubé lyzovan procesem zmrazovani a rozmrazovani, ktery, jak
znédmo, uvoliiuje intraceluldrni slozky do koncentrované frakce, kterou Ize snadno
izolovat. Frakce po zmrazeni/rozmrazeni (FT extrakt) vyznamné inhibovala uvol-
fovani IL-8 (obr. 4; p = 0,0126). Bylo také potvrzeno, Ze ldtka je tepelné stabilni
a stale aktivni po o3etfeni pfi 80 °C po dobu 10 minut (p = 0,0186); byla v3ak in-
aktivovana, kdyz byla podrobena trypsinovému $tépeni. Lze tedy vyvodit zavér, ze
odpovédnou latkou je mald molekula o velikosti mensinez 10 kDa, tepelné stabilni
a bilkovinné povahy, kterd se vyluuje v malém mnozstvi, ale neni antimikrobidIni
v{ici testovanym patogen(im na zdkladé pfimych a odloZenych antagonistickych
testd (tabulka 2).

Ucinky probiotickych Zvykaéek na zdravy slinny mikrobiom

Za Ucelem zjisténi vlivu probiotické Zvykacky obsahujici S. salivarius K12 na zdravy
mikrobiom a z&nétlivé markery byla provedena studie na lidech, které se zicastnilo
devatendct zdravych dobrovolnik. Vzorky byly odebirdny na zacatku, po 4 hodi-
nach, 24 hodinach, 7 dnech a 14 dnech.

Vzorky slin byly podrobeny sekvenovani genu 165 rRNA pomoci platformy lllumina

Obr. 4: Mechanismus redukce IL-8 zprostiedkované S. salivarius K12.

Uvoliiovani IL-8 primdrmimi lidskymi gingivalnimi fibroblasty indukované F. nucleatum
(FN).S. salivarius K12 (K12) a rizné kulturni supernatanty poddvané spolecné s FN; sterilni
filtrovany supernatant (K12 Sup); frakce supernatantu K12 > 10 kDa (K12 Sup > 10 kDa);
supernatantova frakce K12 < 10 kDa (K12 Sup < 10 kDa); extrakt z bunék K12 po zmra-
zeni/rozmrazeni (FT); extrakt FT tepelné inaktivovany pfi 80 °C po dobu 10 minut (extrakt
FT + teplo); extrakt FT traveny trypsinem po dobu 10 minut (extrakt FT + trypsin). Vzorky
byly analyzovany pomoci jednocestné ANOVA s Dunnettovym testem mnohondsobného
porovnani s kontrolou

MiSeq. Po filtrovéni a shlukovéani sekvenovanych ¢teni piii 97% identité bylo ve
vzorcich slin odebranych testovanym osobam nalezeno 476 OTU s celkovou relativni
Cetnosti > 0,01 %. Do analyzy bylo zahruto celkem 2 774 309 sekvenovanych
Cteni s medidnem 29779 + 13 630 Cteni na vzorek. Tyto OTU byly dale shlukovany
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Obr. 5: Profily slinné mikroflory. BakteridIni slozeni slinné mikrofléry bylo hodnoceno u viech dobrovolnikd pomoci sekvenovani genu V4 165 rRNA v péti casovych bodech; zakladni
linie, 4 hodiny, 24 hodin, 7 dni a 14 dni. Dobrovolnici dostali Zvykaci tablety obsahujici bud'S. salivarius K12 (horni panel) nebo neprobiotickou kontrolni Zvykacku (spodni panel).
Kazdy shluk pruhd je jeden dobrovolnik identifikovany identifikacnim Cislem subjektu a kazdy pruh ve shluku je jednotlivy vzorek slin uspofadany (zleva doprava) jako; vychozi hodnota,
4hodiny, 24 hodin, 7 dni a 14 dni. Cerny pruh oznacuje neodebrany vzorek. Barvy odpovidaji podilu pfitazené taxonomické rodiny (uvedené v legendé vpravo), sefazené podle celkové
relativni abundance od spodni ¢asti grafu nahoru. Skupiny sekvenci, které maji ve viech vzorcich méné nez 0,05 % relativniho vyskytu nebo méné nez 1% sekvenci u jednotlivce, jsou

podle taxonomickych linii do 38 skupin podle celedi miniméIné s 0,05% relativni
Cetnosti ve viech vzorcich. Obrazek 5 ukazuje, Ze nejpocetnéjsi taxonomické ce-
ledi, u nichZ bylo zjisténo > 10 % v3ech klasifikovanych cteni, byly: Porphyromo-
nadaceae (17,95 %), Pasteurellaceae (15,97 %), Prevotellaceae (15,85 %)
a Veillonellaceae (11,22 %). Pii pouziti PCoA (obr. 6) se vzorky nerozdélily podle
skupin (probiotikum versus kontrola) pii zkoumani prvnich 3 slozek (81,01 % cel-
kového rozptylu dat). V priibéhu ¢asu v3ak dochézi ke zfetelnému posunu prvni
sovych bodd (obr. 6, spodni fadek).

Tato diferenciace byla rovnéZ nezavisla na skupiné (probiotikum versus kontrola).
Pro dalsi zkoumani zjevné zmény mikrobioty v zavislosti na Case byla vynesena
vazena vzdalenost UniFrac v3ech ¢asovych bodi jedinci z obou Iécenych skupin
ve srovnani's jejich vychozim vzorkem pred léchou (obr. 7). Medién vézené vzdd-
lenosti UniFrac se v priibéhu 1é¢by zvySoval, coZ svédci o posunu mikrobioty. Ze-
jména podskupina vzork{i po 7 a 14 dnech se velmi lisila od ostatnich.

Pro testovani, zda mezi skupinami existuji rozdily v taxonomickém zastoupen,
bylo nutné pouZzit rdmec pro analyzu slozeni dat a k testovani vyznamnych taxo-
nomickych rozdilii mezi skupinami na trovni ¢eledi byla pouZita sada ndstroji
ALDEx2. Nebyly zjiStény zdné rozdily (Benjamini-Hochberg adjustované p > 0,01)
mezi probiotickou a kontrolni skupinou na zacatku ani na konci studie (14 dni),
ani mezi témito skupinami v z&dném z dal3ich casovych boddi odbéru vzorkd. Proto
byly 1é¢ebné skupiny slouceny, aby bylo mozné testovat rozdily na konci studie (14
dni) ve srovnani s vychozimi hodnotami. U ¢tyf taxonomickych skupin na trovni
Celedi dolo k relativnimu ndriistu relativni Cetnosti (tabulka 4) a u tii k relativnimu
poklesu relativni Cetnosti (Benjamini-Hochberg adjustované p < 0,01 a velikost
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Ucinku > 1,5). Zkoumdni OTU ve skupindch podle celedi pomoci algoritmu BLAST
oproti HOMDB ukazalo, Ze vétsina sekvenci OTU v Erysipelotrichaceae byla podobna
(>80 % sekvencni identity) Erysipelothrix tonsillarum (HOT_484) nebo Solobac-
terium moorei (HOT_678).

Zmény hladin prozanétlivych cytokint

V odebranych slindch deviti osob ve skupiné s probiotickymi Zvykackami byly v kaz-
dém casovém bodé méeny koncentrace ctyf prozanétlivych cytokind (IL-1B, IL-6,
IL-8 a TNF-a), které souviseji s onemocnénim parodontu. Jednalo se o zdravé je-
dince bez zjevného onemocnéni dutiny Ustni, nicméné kazdy z Gcastnikii mél ve
slinach urcitou miru téchto zanétlivych cytokind (obr. 8). Zadny z testovanyich cy-
tokindi se v Zadném z ¢asovych bod{i vyznamné nelisil od vychozi kontroly (NS od
vychozi hodnoty). V priiméru bylo zjisténo 27,27 pg/ml IL-16, 8,32 pg/ml IL-6,
426,72 pg/ml IL-8 a 3,27 pg/ml TNF-a. Pro odstranéni rozdili mezi d¢astniky byl
kazdy subjekt analyzovén individudIné, ale nebyly pozorovény Zadné statisticky
vyznamné rozdily v profilu cytokini (idaje nejsou uvedeny).

Diskuse

Schopnost S. salivarius K12 a M18 piimo inhibovat rdst ordInich patogen( je dobfe
zdokumentovana. Nejvyznamnéjsi mechanismus dcinku byl pfipsan megaplasmi-
dim pSsal-K12 a pSsal-M18, které jsou kddovany kmeny S. salivarius K12 a M18.
Tyto megaplazmidy kéduji mnoho bakteriocind, jako je salivaricin A2 a salivaricin
B [20]. Zajimavé je, Ze S. salivarius K12 ani M18 nebyly schopny pfimo inhibovat
riist ordInich patogen( testovanych pomoci testii pfimého a odloZeného antago-
nismu, coz naznacuje, Ze inhibice aktivace imunitniho systému nebyla spojena



0br. 6: Grafy PCoA pro v3echny vzorky slin na zakladé vézené vzdalenosti UniFrac. Dvourozmérné grafy PCoA pfedstavujici pruni tfi slozky variability mezi vSemi vzorky slin v souboru
dat. Prvni slozka v této analyze predstavuje nejvétsi vysvétlenou variabilitu v datech (v tomto pfipadé 60,49 %), pficemz dalsi slozky predstavuji dal3i nejvétsi variabilitu v datech.
Vzdalenosti mezi body na grafu vyjadruji, jak podobné jsou si vzorky z hlediska sloZeni mikrobioty a jejiho relativniho zastoupeni. Body na plose, které jsou si prostorové blize, jsou si
proto taxonomicky podobnéjsi. Horni a dolni fadek grafti jsou shodné, odlisné barevné rozlisené podle proménné, kterd je predmétem zajmu (nahofe — studijni skupina; dole — casovy

bod odbéru vzorku).

Obr. 7: Zména B-diverzity méfena pomoci vazeného UniFracu v case. Vazend vzdalenost
UniFrac kazdého vzorku mikrobioty slin ve srovnéni s vychozim vzorkem daného jedince
po 4 h, 24 h, 7 dnech a 14 dnech. Hodnota 0 by znamenala shodné slozeni mikrobioty
mezi vzorky, hodnota 1 by piedstavovala maximalni rozdily v mikrobioté. Vzorky jsou ba-
revné odlideny podle studijni skupiny (probiotika cerveng; kontrola modfe). Cary pred-
stavuji medidn vzdalenosti UniFrac pro dany ¢asovy bod. SloZeni mikrobioty se v pribéhu
¢asu méni (bez ohledu na studijni skupinu), pficemz u ¢dsti jedincti se po 7 a 14 dnech
méni vyrazné.

s usmrcovanim cilovych organismd bakteriocinem. Tato studie prokdzala, Ze S. sa-
livarius K12 a M18 mohou interagovat s dalsimi mikroby, o nichZ je zndmo, ze zpQ-
sobuji onemocnéniv Ustni dutiné, a ovliviiovat patogenem stimulovanou produkci
zanétlivych medidtordi z primarnich lidskych gingivélnich fibroblastd.

Ukdzalo se, Ze . salivarius K12 a M18 jsou schopny |épe adherovat k désiiovym fi-
broblastiim neZ jind zndma probiotickd bakterie L reuteri RC-14. Je mozné, Ze tato
adherence miiZe soutéZit s ordlnimi patogeny o vhodné vazebné misto.

Manning et al. [30] prokézali, ze S. salivarius K12 a M18 jsou schopny zabranit ad-
herenci pneumokokdi na epitelidIni buriky hitanu prostfednictvim pfimé konku-
rence o vazebnd mista pro pneumokoky. Zajimavé je, ze S. salivarius K12 i M18 byly
schopny pifmo inhibovat rlist pneumokokd na pevnych médiich, ale tento mecha-
nismus nebyl nutny k zabranéni adherence pneumokokd. Soucasnd studie nezjis-
tovala vazbu patogenu na gingivalni fibroblasty a zda tomu S. salivarius K12 nebo
M18 brdni. Vzhledem k tomu, Ze ¢innd latka byla vylu¢ovana do supernatantu
a po osetfeni trypsinem se stala neticinnou, Ize predpokladat, Ze to nebyl hlavni
mechanismus Gcinku.

kdzala, Ze jak . salivarius K12, tak M18 nebyly schopny vyvolat odpovéd'IL-6 nebo IL-
8 u primdrnich lidskych gingivdlnich fibroblastd, pfestoze byly schopny dobfe
adherovat k této tkani. Oba kmeny navic dokdzaly inhibovat uvolfiovaniIL-6 a IL-8 vy-
volané tfemi Gstnimi patogeny, P, gingivalis, A. actinomycetemcomitansa F. nucleatum
jednotlivé nebo v kombinaci. K této inhibici dochdzelo bez ohledu na to, zda byly kmeny
podavany spolecné s patogeny, nebo byly dodany pfed napadenim patogeny. Piivodce
byl déle zkouman a bylo zjidténo, Ze se jednd 0 malou bilkovinnou molekulu o velikosti
< 10kDa, kterd je tepelné stabilni. Tento extrakt byl schopen inhibovat uvolfiovaniIL-
8 vyvolané F. nucleatum podobné jako soucasné pridani S. salivarius K12.
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Tab. 4. Taxonomické skupiny s vyznamnymi zménami relativni ¢etnosti

Taxonomicka skupina na trovni Celedi Wt-BH+ Velikost UcinkuF
Relativni nardst

Firmicutes; Erysipelotrichia; Erysipelotrichales; Erysipelotrichaceae 1,85E-08 2,04
Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Porphyromonadaceae2 4,48E-08 1,87
Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidaceae 5,25E-06 1,57
Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Porphyromonadaceae 6,86E—07 1,51
Relativni pokles

Fusobacteria; Fusobacteria; Fusobacteriales; Leptotrichiaceae 1,39E-05 -1,77
Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 1,74E-05 —1,61
Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Prevotellaceae 1,34E-05 —-1,51

tKorigované p-hodnota z pérového Welchova t-testu s pouzitim Benjamini-Hochbergova postupu [33].

$Medidn velikosti u¢inku odhadnuty pomoci ALDEx2.

Obr. 8: Hladiny prozénétlivych cytokin ve slinach dobrovolniki Zvykajicich probiotické
tablety. Koncentrace (pg/ml) IL-1B (a); IL-6 (b); IL-8 (c); TNF-a (d) ve vzorcich slin ode-
branych zdravym dobrovolnikiim Zvykajicim probiotickou Zvykacku na zacatku, po 4 ho-
dindch, 24 hodindch, 7 dnech a 14 dnech. Hladiny cytokinG byly stanoveny pro kazdy
vzorek zvlast, pficemz byla uvedena priméma koncentrace pro viechny jedince. Vzorky
byly analyzovany pomoci jednocestné analyzy ANOVA s opakovanymi mérenimi a Tukeyho
testem mnohonésobného srovndni. Nebyly zjistény zddné vyznamné rozdily. Chybové
Gsecky predstavuiji standardni chybu priméru +

Druh bakterie Streptococcus mutans byl dlouho povazovan za primérniho etiolo-
gického pdvodce zubniho kazu [35]. V jinych studiich bylo zjisténo, Ze P gingivalis,
Tannerella forsythia a Treponema denticola (spolecné oznacované jako ,cerveny
komplex”“) jsou dzce spojeny s onemocnénim parodontu [36]. Studie vyuZivajici
vysoce vykonné sekvenacni techniky vsak ukazaly, Ze tyto predpoklady jsou pfilis
zjednodudené, protoze onemocnéni jsou casto polymikrobidlni povahy [37, 38]
a ujednotlivych jedinci se lisi v piitomnosti mikrobt, pficems riizné bakterie zpi-
sobuji stejné klinické projevy [38]. Kromé toho ne viechny mikroorganismy maji
negativni vliv na zdravi, protozZe Sirokd Skdla druhi véetné clend Celedi Pasteurel-
laceae a Prevotellaceae je béZnou soucasti zdravé i nemocné dstni dutiny [39, 40].
Proto je dilezité zajistit, aby piipravek obsahujici S. salivarius urceny pro tstni du-
tinu nemél negativni vliv na pfitomny pfirozeny mikrobiom ani na homeostatické
zanétlivé prostedi.
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Aplikace probiotické zvykacky v dennim ddvkovacim reZimu po dobu sedmi dnd,
po niz nésledovalo dalsi sedmidenni vymyvaci obdobi, nezménila profily mikro-
bioty zdravych dobrovolnikd, jak bylo prokdzano u probiotického jogurtu a stievni
mikrobioty [41]. Do 14. dne doslo k posunu v profilu mikrobioty u nékolika Gcast-
nik{; tento posun vsak nebyl zdvisly na tom, zda osoba uZivala probiotikum, nebo
kontrolni ddvku placeba. To bylo prekvapivé, protoZe to naznaCuje, Ze pravidelné
pouzivani zvykacek mlze mit vliv na slinnou mikrobiotu u ¢dsti populace,coz je
v rozporu s Takeuchi et al. [42] a Soderling et al. [43], ktefi neprokdzali Zadnou
zménu mikrobioty pfi pravidelném pouzivani Zvykacek; studované populace viak
byly vyhradné muzi a déti. ZiZeni designu studie na tyto specifické skupiny miize
byt dlivodem, pro¢ nebyla pozorovana Zadna vyznamna pozorovani, ale bylo by
tfeba provést dalsi studie.

Pridavek S. salivarius K12 ve skupiné s probiotickou Zvykackou nezvysil relativni
podil Streptococcaceae ve srovnani s kontrolni skupinou. ProtoZe . salivarius je pre-
vlddajicim komenzéInim streptokokem v dstni dutiné [6], Ize predpokladat, Ze mé-
fenou populaci Streptococcaceae tvofil pievazné S. salivarius. Dodatecnd konzumace
S. salivarius K12 také nezménila pfirozenou imunitni rovnovahu v tstech, coZ uka-
Zuje, Ze tato terapie mliZe byt uZitend, aniz by poskodila prirozené prostiedi.

S. salivarius se Casto nachdzi na hibetnim povrchu jazyka, a proto by se v subgingi-
valnich mistech, kde patogeny zplsobuji predevsim zanéty vedouci k onemocnéni,
nemél vyskytovat ve velkém mnoZstvi. Nastésti by efektor identifikovany v této
studii byl schopen ziskat pfistup k témto mistiim, pokud by byl uvolnén do slin.

Zavér

Tato studie prokézala, Ze S. salivarius K12 a M18 jsou schopny produkovat malou
proteinovou molekulu schopnou inhibovat aktivaci IL-6 a IL-8 primarnich lidskych
gingivalnich fibroblast{ patogeny parodontdlnich onemocnéni. Tato molekula viak
nebyla bakteriocinem a nebyla schopna inhibovat rlist téchto patogend. Studie
rovnéz prokazala, Ze soucasné podavani efektoru a patogenu neni nutné a Ze . sa-
livarius |ze aplikovat pred expozici patogenu. Toto podani neméni pfirozenou slin-
nou mikrofldru ani nestimuluje imunitni reakci. To ukazuje, Ze S. salivarius by si
zaslouzil dalsi studii na populaci s predispozici k parodontalnimu onemocnéni.

Zkratky

(BA: Columbia blood agar (kolumbijsky krevni agar); CFU: Colony forming units
(jednotky tvofici kolonie); MEM: Minimum essential medium (minimalni zakladni
médium); 0D600: Optical density measure at 600 nm (optickd hustota méfena pfi
600 nm); OTU: Operational taxonomic units (operacni taxonomické jednotky); PBS:
Phosphate-buffered saline (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok); PCoA: Prin-
cipal component analysis (analyza hlavnich komponent).
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INHIBICNI UCINKY STREPTOCOCCUS SALIVARIUS K12

NA TVORBU KARIOGENNIHO BIOFILMU

Hye-Ji Kim - Department of Dental Hygiene, College of Health Science, Dankook University, Cheonan, Korejskd republika Hyun-Jun Yoo
Hyun-Jun Yoo - Department of Preventive Dentistry, College of Dentistry, Dankook University, Cheonan, Korejskd republika

Abstrakt

Souvislosti/iicel: Streptococcus salivarius (S. salivarius) K12 je zndmad probioticka
bakterie. Cilem této studie bylo prozkoumat antikariogenni ucinky S. salivarius K12
na kariogenni biofilm.

Materidl a metody: S. salivarius K12 byl kultivovan v bujonu M17. Byla zkoumdna
antimikrobidlni aktivita pouZitého kultivacniho média (SCM) proti Streptococcus
mutans. S. salivarius K12 byl kultivovan spolecné se S. mutans pomoci membrénové
vlozky. Pfi tvorbé biofilmu pomoci slinnych bakterii a S. mutans byl K12 inokulovan
kazdy den. Biomasa biofilmu byla zkouména pomoci konfokalniho laserového ske-
novaciho mikroskopu. Z biofilmu byla také extrahovéna bakteridini DNA a poté byl
podil bakterii analyzovan pomoci kvantitativni PCR pomoci specifickych primerd.
Exprese gtf gen(i S. mutans v biofilmu se S. salivarius K12 nebo bez néj byla ana-
lyzovéna pomoci RT-PCR.

Vysledky: SCM S. salivarius K12 inhiboval riist S. mutans. S. salivarius K12 také sni-
Zoval rlst S. mutans pfi spolecné kultivaci. Tvorba kariogenniho biofilmu byla sni-
Zena pfidanim S. salivarius K12 a pocet S. mutans v biofilmu byl rovnéZ snizen
v pfitomnosti S. salivarius K12. Exprese gtfB, gtfCa gtfD S. mutans v biofilmu byla
sniZena v pfitomnosti . salivarius K12.

Zdver: . salivarius K12 miize inhibovat tvorbu kariogenniho biofilmu perusenim
rlistu a produkce glukosyltransferdzy S. mutans.

© 2022 Association for Dental Sciences of the Republic of China. Vydavatelské
sluzby spolecnosti Elsevier B.V. Jednd se o cldnek s otevienym pfistupem pod licenci
(CBY-NC-ND (http://creativecommons. org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Uvod

Zubnikaz je fenomén demineralizace povrchu zubu piisobenim kyselin a Gzce sou-
visi s kariogennimi bakteriemi, jako jsou Streptococcus mutans (S. mutans), Strep-
tococcus sobrinus (S. sobrinus) a druhy Lactobacillus, které se vyznacuji intenzivni
produkci kyselin a aciditou.! Zejména S. mutans se povazuje za bakterii, kterd ma
vétsi vztah k zubnimu kazu, a to spiSe kvili svému plisobeni v mikrobialnim eko-
systému v stni dutiné neZ kvili viastnostem této bakterie samotné. S. mutans
produkuje glukany rozpustné ve vodé nebo nerozpustné ve vodé ze sacharézy po-
moci glukosyltransferdz (Gtf) a hraje ddleZitou roli ve vyvoji biofilmu na povrchu
zubu prostfednictvim produkce glukand.?* Kromé toho ve vzniklém ordlnim bio-
filmu vytvaii S. mutans silné kyselé prosttedi uvnitf biofilmu svou kontinudlni pro-
dukci kyselin v podminkéch bohatych na cukry.3* Toto prostredi s nizkym pH zvy3uje
rlist acidurickych bakterii jako kariogennich bakterii a proliferace nemutanovych
streptokokii byla potlacena.’ Del3i trvani nizkého pH vede k demineralizaci zubu,
coZ nakonec vyvoldvé vznik zubniho kazu.

Streptococcus salivarius (S. salivarius) K12 je casnym kolonizétorem v mikrobialni
ekologii tstni dutiny a je druhem izolovanym ze stérii jazyka.¢ Kmen K12 produkuje
bakteriociny a jeho bezpecnost byla prokdzana v testech na lidskych a zvifecich
modelech.”® Proto je tato bakterie povaZovéna za probiotickou bakterii. Probiotika
jsouznéma jako,,zivé mikroorganismy, které pfi podavéni v pfiméfeném mnozstvi
pfinaseji hostiteli zdravotni prospéch”,9 a byly pokusy vyuZit probiotika k prevenci
a léché lidskych onemocnéni. Mezi probiotiky je S. salivarius K12, ktery vylucuje
dva bakteriociny, jako je salivaricin A2 a B.'® ProtozZe S. salivarius K12 je izolovan
z Gstni dutiny a vyluuje antibakteridIni latky, je [épe pouzitelny na bakteridIni
onemocnéni Ustni dutiny neZ jind probiotika.

(ilem této studie bylo zjistit antikariogenni dcinky S. salivarius K12 na kariogenni
biofilm obsahujici S. mutans a vlivkmene K12 na faktory souvisejici s tvorbou bio-
filmu S. mutans.

Materialy a metody

Bakterialni kmen a kultivacni podminky

S. salivarius K12 byl laskavé darovan spolecnosti Green store Inc. (Bactoblis; Se-
ongnam, Gyeonggi, Korea) a pouZit v této studii. Bakterie byla kultivovana v bujonu
M17 (BD bioscience, Sparks, MD, USA) dopInéném 1% glukdzou, aby se s ni dalo
hospodafit a vytvofit bakteridIni zasobu. Za icelem zkoumani antimikrobialni ak-
tivity S. salivarius K12 byly S. salivarius a S. mutans ATCC 25175 kultivovany v tryp-
tickém s6jovém bujonu (BHI; BD bioscience).

Antimikrobialni aktivita S. salivarius K12 proti S. mutans

Antibakteridlni aktivita S. salivarius K12 proti S. mutans byla hodnocena pomoci
minimalni inhibicni koncentrace mikrodiluéni metodou podle metod doporucenyich
(linical and Laboratory Standards Institute (CLSI).11 Mililitr S. salivarius (1 x 107
bakterii/ml) byl naockovén do 10 ml bujonu M17 a bakterilni suspenze byla in-
kubovana 24 hodin v aerobnich podminkach. Suspenze K12 byla odstfedovana pfi
5000 g po dobu 10 minut a supernatant byl pfenesen do nové 15ml kénické
zkumavky (SPL Life Sciences, Gyeonggi, Korea). Supernatant byl filtrovén polyvi-
nylidenfluoridovym filtrem (Millipore, Billerica, MA, USA). Prefiltrovany superna-
tant jako pouZité kultivatni médium (SCM) byl pouzit ke stanoveni citlivosti. Do
96jamkové desticky (SPL Life Sciences) bylo naddvkovéno 180 ml bujonu M17.
SCM bylo pridano do 1. jamky obsahujici cerstvé médium a bylo provedeno 2na-
sobné sériové fedéni do 11. sloupce. S. mutans byly spocitany pomoci bakteridIni
pocitaci komory (Hausser Scientific, Horsham, PA, USA) a upraveny na 2 x 106 ba-
kterii/ml cerstvym bujonem M17. Pfipravend suspenze S. mutans (20 ml) byla na-
ockovana do jamky obsahujici smiSené médium. Desticka byla inkubovéna pfi
teploté 37 °Cv aerobnim inkubdtoru. Rlist bakterii byl méfen pomoci optické hus-
toty pii vinové délce 660 nm na mikrodestickovém snimaci (BioTek, Winooski, VT,
USA).V dalsim experimentu byly S. mutans (1 x 10° bakterii/ml) a S. salivarius K12
(1 107 bakterii/ml nebo 1< 108 bakterii/ml) spole¢né kultivovany pomoci Trans-
well™ (velikost por(i 0,4 mm; Corning Co., Corning, NY, USA) ve 12jamkové desticce.
Bakteridlni suspenze S. mutans a S. salivarius byla inokulovana do vnitfni, respek-
tive do vnéjsi ¢asti Transwell™ a desticka byla inkubovana pfi 37 °C po dobu 24
hodin. Rist 5. mutans byl méfen optickou hustotou pfi vinové délce 660 nm a obraz
S. mutans byl pofizen CMOS kamerou mikroskopu s fazovym kontrastem (Nikon
(o., Tokio, Japonsko).

Tvorba a pozorovani biofilmu

Biofilm byl vytvofen metodou, kterou uvadi Lee SH.? Pro vytvofeni pelikuly na des-
ticce byly nejprve odebrany nestimulované sliny od 10 zdravych osob a shromaz-
déné sliny byly odstfedovény pfi 7 000x g po dobu 10 minut pfi 4 °C, aby se
odstranily zbytky a bakterie. Pfipravené sliny byly davkovany do 12jamkové po-
lystyrenové desticky (SPL Life Sciences) a 8jamkového kultivacniho sklicka (Corning
(0.) a suseny v suché susarné pfi 40 °C. Tento krok byl opakovén 5krat. Desticky
byly sterilizovany UV zéfenim. Za Ucelem vytvofeni slinného biofilmu byly smichany
sliny s bujonem BHI obsahujicim 2 % sacharézy a 1 % manézy a vortexovany po
dobu 20'5. Do smési se slinami a bujonem BHI byly pfidény S. mutans (1 106 ba-
kterii/ml) za Gcelem vytvoreni kariogenniho biofilmu a pfipravend suspenze byla
inokulovéna do slinami pokryté 12jamkové desticky a 8jamkového kultiva¢niho
sklicka. Desticky byly inkubovany v aerobnich podminkach po dobu 7 dnti a média
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byla ménéna kazdy den. Pro zkoumani vlivu S. salivarius na biofilm bylo pfi tvorbé
kariogenniho biofilmu kazdy den inokulovano sto mikrolitr{i suspenze S. salivarius
K12 (1 10%a 1 10° bakterii/ml) s vyménou média za Cerstvé. Biofilm byl tfikrat
promyt fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS, pH 7,2) a do 12jam-
kové desticky s biofilmem byl pfidan bujon BHI (1 ml). Biofilmy byly rozruSeny
Skrabkou (Corning Co.) a suspenze biofilmu byly pfeneseny do 1,5ml zkumavky.

Tabulka 1Sekvence primerii pro PCR v redlném ¢ase.

Sekvence
Gen N
primerii
Univerzalni Predni 50-TGG AGCATGTGGTTT AATTCG A-30
Zadni 50-TGC GGG ACT TAA CCCAACA-30
Streptococcus spp | Predni 50-AAG CAA CGC GAA GAA (CTTA-30
Zadni 50-GTCTCG CTA GAGTGC CCA AC-30
S. mutans Predni 50-CTA CACTTT CGG GTG GCTTG-30
Zadni 50-GAA GCTTTT CAC CAT TAG AAG (TG-30
S. salivarius Predni 50-TTG CCA CAT CTT CACTCG CTT-30
Zadni 50-GTTTAGTAG CAA CTT (TG GCTT-30
gtfB Predni 50-AGC AAT GCA GCC AAT CTA CAA AT-30
Zadni 50-ACG AACTTT GCCGTT ATT GTC A-30
gtfC Predni 50-CTCAACCAA CCGCCACTGTT-30
Zadni 50-GGT TAA CGT CAA AATTAG (TG TATTAG C-30
gftD Predni 50-CAC AGG CAA AAG (TG AATTACA-30
Zadni 50-GAT GGC CGCTAA GTC AACAG-30
recA Predni 50-CTA ATT CAC CTG TAC GAG-30
Zadni 50-CCG AAT CTT (TG TAA G-30

gtfB: glukosyltransferaza B, gtfC: glukosyltransferaza C, gtfD: glukosyltransferza D, recA:
rekombindza A.

Po 30sekundovém vortexovani byly suspenze desetkrdt nafedény bujonem BHI na
106. Nafedéné suspenze byly rozetfeny na agarovou desku Mitissalivarius a na
agarovou desticku Mitissalivarius bacitracin (BD bioscience) pro pocitani ordlnich
streptokokdi a S. mutans. Desticky byly inkubovény pii 37 °C po dobu 48 hodin
a byly spocitany kolonie ordInich streptokokii a S. mutans. V dal3im experimentu
byl biofilm na sklicku s 8 jamkami tfikrat promyt PBS a obarven pomoci soupravy
Live/dead bacterial viability kit (Invitrogen, Eugene, OR, USA) béhem 1 hodiny pfi
pokojové teploté. Po promyti PBS byl biofilm pozorovén konfokalnim laserovym
skenovacim mikroskopem (CLSM) (LSM 700; Carl-Zeiss, Oberkochen, Némecko).
Pro 3D skenovani biofilmu bylo provedeno z-skenovani (0—30 mm) a snimky bio-
filmu byly analyzovény programem ZEN (Carl-Zeiss). Pro méfeni hmotnosti bio-
filmu byl po uloZeni kazdého snimku 3D obrazu zméfen rozmér fluorescence
(bakterii) na kazdém snimku pomoci softwaru Image) (National Institutes of He-
alth, NY, USA). Procento bakteridlni biomasy v kazdém snimku bylo kalibrovéno
korelaci rozméru obrazu (160 mm x 160 mm) a kazdd trovei snimkii byla se¢tena
pro vypocet hmotnosti biofilmu.

Zkoumani podilu bakterii v biofilmu

Pro zkouméani podilu bakterii v biofilmu byl biofilm vytvoren s S. salivarius K12
nebo bez néj metodou 2.3. Tvorba a pozorovani biofilmu, celkové bakteridlni DNA
byla extrahovana pomoci soupravy pro extrakci bakteridIni genomové DNA (iNtRON
biotechnology, Gyeonggi, Korea). Pro vytvoreni standardni kfivky byly S. mutans
a S. salivarius spocitany v bakteridIni pocitaci komofe (Hausser Scientific) a 1 x
107 bakterii/ml bakterii bylo sériové nafedéno na 10°. Kazdd nafedénad bakteridini
suspenze byla sklizena centrifugaci pfi 7 000x g po dobu 10 minut a supernatant
byl odstranén. Genomové DNA z bakteridlnich pelet byla extrahovana pomoci sou-
pravy. Extrahovand DNA (4 ml) byla smichdna s 25 ml 2 TB Green™ premix ExTaq™
(Takara Co., Kyoto, Japonsko), 0,2 mM kazdého primeru, referencnim barvivem
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ROX a destilovanou vodou do celkového objemu 50 ml. Smés byla podrobena PCR
s 10minutovym krokem denaturace templatu pfi 94 °Ca 40 cykly amplifikacniho
kroku (denaturace pfi 95 °Cpo dobu 10 s, Zihani pfi 60 °C po dobu 10 s a extenze
piii 72 °Cpo dobu 33 s) pomoci systému 7500 real-time PCR (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Primery pro PCR v redIném Case jsou uvedeny v tabulce 1.
Hladina bakterif byla vypoctena pomoci kritického prahového cyklu (Ct) a porov-
ndna s vytvorenou standardni kfivkou z hodnot (t a standardniho poctu bakterii.

Zmeéna virulentniho faktoru S. mutans pomoci S. salivarius K12

Celkova RNA z bakterii v biofilmu byla extrahovana pomoci soupravy pro izolaci
bakteridlni RNA TRIzol® Max (Invitrogen Life Tech, Carlsbad, CA) podle doporude-
ného protokolu vyrobce.

Obr. 1: antimikrobialni aktivita S. salivarius K12 proti S. mutans. Po odebrani pouzitého
kultivacniho média ze S. salivarius K12 byl S. mutans kultivovan v riznych koncentracich
SCM a rlist bakterii byl méfen optickou hustotou pomoci spektrofotometru. Experiment
byl proveden tiikrat ve dvou opakovanich a tdaje jsou uvedeny jako primérna smérodatnd
odchylka. *(hvézdicka) oznacuje statisticky vyznamné rozdily ve srovnani s kontrolou.

(DNA byla syntetizovana pomoci ndsledujicich genové specifickych primerd: 50-
CAT AAG GCGTTA ATTTCC CTT CA-3 pro gtfB, 5-CCT GTG AAG TTA GCT TGCTATTG-3
pro gtfCa 5-ATA GGCTGT CTT ATC GCT GTT GCT A-3 pro gtfD."™ Celkem 1 mg celkové
RNA, 2 mM primerii specifickych pro dany gen, 10 mM smési dNTA a 200 USu-
perScript™ IV Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlshad, CA, USA) bylo smichano
a smés byla inkubovana pfi 50 °C po dobu 10 minut a zahfivana pii 80 °C po dobu
10 minut pro inaktivaci reakce. cDNA byly smichény s 10 ml 2< TB Green™ premix
ExTaq™ (Takara Co.), 0,4 mM kazdého primeru, referencnim barvivem ROX a des-
tilovanou vodou do celkového objemu 20 ml. Smés byla podrobena PCR s 5minu-
tovym krokem denaturace templdtu pfi 95 °Ca 40 cykly amplifikacniho kroku
(denaturace pfi 95 °Cpo dobu 10 s, Zihani pfi 60 °C po dobu 10 s a extenze pfi 72
°C po dobu 33 s) pomoci systému 7500 real-time PCR (Applied Biosystems). Pro-
dukty PCR byly zkoumany pro kazdy specificky amplifikacni produkt pomoci teploty
tani. Primery pro PCR v redIném case jsou uvedeny v tabulce 1, gen recA byl pouzit
jako housekeepingovy gen.'>"

Statisticka analyza

Rozlozeni dat bylo zkoumdno pomociKolmogorov—Smirovova testu. Vyznamné
rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly analyzovany pomoci Kruskal—Wallisova
testu a Mann—Whitneyho U testu s pouZzitim IBM SPSS statistics Ver. 23 (IBM, Ar-
monk, NY, USA). Hodnoty P men3inez 0,05 byly povazovény za statisticky vyznamné.

Vysledky

Antibakterialni aktivita S. salivarius K12 proti S. mutans

V antimikrobidlnim experimentu s pouZitim SCM S. salivarius K12 byl riist S. mutans
vyznamné inhibovén pfi 8ndsobném fedéni SCM a zcela inhibovén nad 4ndsobnym
fedénim SCM (P < 0,05) (obr. 1). Dale byla za ti¢elem zkoumani antibakteridIni



Obr. 2: S. mutans pfi spolecné kultivaci se S. salivarius. S. mutans byl inokulovan do vnitini ¢asti vlozky bunécné kultury (A) a 10ndsobek nebo 100ndsobek S. salivarius K12 byl
inokulovan do vnéjsi ¢asti viozky bunécné kultury (B a C). Desticka byla inkubovana 24 hodin a obraz suspenze S. mutans byl ziskan kamerou na mikroskopu (A, B a C). Rlist S. mutans
byl méren spektrofotometrem (D). Experiment byl proveden tfikrdt ve dvou opakovanich a tdaje jsou uvedeny jako priimérnd smérodatna odchylka. *(hvézdicka) oznacuje statisticky

vyznamné rozdily ve srovnéni s kontrolou.

aktivity pii koexistenci v istni dutiné provedena spolecnd kultivace S. mutans se
S. salivarius K12 0 10- a 100nasobné koncentraci pomoci Transwellu.

Rist S. mutans byl vyznamné inhibovén 100ndsobnou koncentraci S. salivarius K12
(obr. 2).

Inhibice tvorby kariogenniho biofilmu

Pfi tvorbé biofilmu pomoci slinnych bakterii, ke kterym byl pidavan S. mutans po
dobu 7 dni, byl kariogenni biofilm potvrzen méfenim pH suspenze biofilmu po-
moci destilované vody (tidaje nejsou uvedeny). Ddle byl pfi tvorbé kariogenniho
biofilmu S. salivarius K12 o$etfen dvéma koncentracemi. Tvorba biofilmu se sniZila,
kdyz byl S. salivarius K12 o3etfen koncentraci bunék 107 (obr. 3). Také pfi vypoctu
biomasy biofilmu pomoci softwaru ImageJ vykazoval kontrolni vzorek biomasu
biofilmu 3,25 x 10° + 8,86 % 10° mm? a vzorky o3ettené S. salivarius K12 vykazo-
valy 3,19 x 10° + 1,52 X 10° mm?a 2,00 X 10° = 1,02 x 103 mm?v koncentraci
107, respektive 108 bunék (obr. 3D). Ve srovnani s kontrolnim vzorkem zaloZenym
na 100 % byla droven biofilmu ve vzorcich o3etienych S. salivarius K12 98,26 +
2,44 % (107 bunék) a 63,31 £ 1,49 % (108 bunék).

Podil bakterii v biofilmu

Ddle byla za Gcelem zjisténi, zda S. salivarius K12 pouze inhibuje tvorbu biofilmu
nebo méni podil bakterii v biofilmu, extrahovdna genomova DNA z celkového
mnoZstvi bakterif biofilmu a pomoci této DNA byla zpracovana kvantitativni PCR.
Priimérmé mnoZstvi celkovych bakterii v biofilmu vykazovalo 2,05 X 108 bunék/bio-
film a v biofilmu o3etfeném koncentracemi 107 a 10% S. salivarius K12 vykazovalo
priimérné mnoZstvi bakterii 1,90 x 108 respektive 1,47 x 10% bunék/biofilm (obr.
4A). Pii zkoumani poctu ordInich streptokokd v biofilmu vykazoval kontrolni vzorek
a vzorek o3etieny S. salivarius K12 (107) a (108) primérnou hladinu 1,86 x 108,
1,56 x 10%a 1,32 x 10® bunék/biofilm v tomto pofadi (obr. 4B). Celkovy pocet ba-
kterii a oralnich streptokokii v biofilmu vyznamné snizil S. salivarius K12 v koncen-
traci 108 bunék (P < 0,05). MnoZstvi S. mutans v biofilmu bylo vjznamné snizeno
v obou koncentracich o3etfenych S. salivarius K12 ve srovndni s kontrolou (P <
0,05) (obr. 4C).
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Obr. 3: 3D obraz slinného biofilmu. Pii tvorbé biofilmu se slinnymi bakteriemi a S. mutans byl S. salivarius K12 inokulovan kazdy den v koncentraci 10° (B) a 10° bunék (C). 3D obraz
biofilmu byl ziskan pomoci CLSM. Biomasa biofilmu byla méfena pomoci programu ImageJ (D). Experiment byl proveden tfikrat ve dvou opakovanich a ddaje jsou uvedeny jako
primérnd smérodatna odchylka. *(hvézdicka) oznacuje statisticky vyznamné rozdily ve srovnani s kontrolou.

Na druhou stranu se mnozstvi S. salivarius v biofilmu vyznamné zvysilo v obou
koncentracich o3etfenych S. salivarius K12 (P < 0,05) (obr. 4D). Tyto vysledky na-
znaduji, Ze S. salivarius K12 kolonizuje v ordInim biofilmu, ¢imz mlzZe inhibovat
rlist S. mutans.

SniZeni virulentniho faktoru S. mutans v biofilmu pomoci S. salivarius K12
Nakonec bylo zjiStovéno, zda je inhibice tvorby biofilmu S. salivarius K12 zplisobena
pouze snizenim rlstu S. mutans, anebo také inhibici exprese faktor{i souvisejicich
s tvorbou biofilmu S. mutans. Proto byla zkoumadna exprese gtf S. mutans v bio-
filmu. Exprese gtfB, gtfCa gtfD byla vyznamné snizena u S. mutans S. salivarius K12
oSetfeného biofilmu (P < 0,05) (obr. 5).

Diskuse

V posledni dobé je snaha lé¢it a predchdzet nemocem zpiisobenym patogennimi
bakteriemi pomoci prospésnych bakterii."*'6 Tyto pokusy vedly k dalSimu vyzkumu
probiotik. Pfestoze bylo provedeno mnoho studii zaméfenych na aplikaci probiotik
na onemocnéni zplisobend bakteriemi v zubnim Iékafstvi,’ vétSina probiotik ma
kysely charakter a miize vyvoldvat zubni kaz."® S.salivarius je casnym koloniza-
torem epitelového povrchu dutiny Gstni u kojenct® a produkuje bakteriocin.® Mezi
S. salivarius patfi S. salivarius K12 ke zndamym probiotickym bakteriim a ma silnou

a4

antimikrobidlni aktivitu proti rliznym bakteriim a plisnim.2%?' Cilem této studie
bylo zjistit vliv S. salivarius K12 na kariogenni biofilm a jeho mechanismus inhibice
tvorby kariogenniho biofilmu.

Za prvé S. mutans je povazovana za bakterii Uzce spojenou s kariogennim biofil-
mem, kterd vytvafi lokalizované nizkokyselé prostfedi. Proto byla zkoumana cit-
livost S. mutans pomoci pouzitého kultivacniho média (SCM) S. salivarius K12. SCM
S. salivarius K12 inhibovalo riist S. mutans pfi 8ndsobném fedéni nebo vyssim. Ve
srovnani s SCM jinyich probiotik vykazovalo SCM S. salivarius K12 slabou antimi-
krobidlni aktivitu.?? Proto bylo pomoci spolecné kultivace hodnoceno, zda rst S.
mutans byl inhibovan, kdyzZ byl pfitomen S. salivarius K12 a v jaké koncentraci. Pfi
spolecné kultivaci S. mutans a S. salivarius K12 mlze S. mutans inhibovat rlst a me-
tabolismus S. salivarius K12 v diisledku produkce velkého mnoZstvi kyseliny
mlécné? a S. salivarius K12 mize inhibovat rlst S. mutans svym salivaricinem jako
bakteriocinem.S. salivarius K12 inhiboval rlist S. mutans pfi 100nasobku bunék
pocatecni inokulacni koncentrace. Tyto vysledky ukézaly potencidl S. salivarius K12
jako kandidata na probiotikum pro prevenci zubniho kazu vyvolaného S. mutans.
Proto byl zkouman vliv . salivarius K12 na kariogenni biofilm s vyuZitim slinnych
bakteriia S. mutans.

KdyzZ se ze slinnych bakterii odebranych zdravému darci a S. mutans vytvofil biofilm
na 7 dni, byl biofilm povaZovan za kariogenni biofilm, protoZe vykazoval nizké pH



Obr. 4: podil bakterii v biofilmu. Pfi tvorbé biofilmu se slinnymi bakteriemi a S. mutans byl S. salivarius K12 kazdy den inokulovén v koncentraci 10° a 10? bunék. Po extrakci celkové
DNA byly pomoci qPCR analyzovény celkové bakterie (A), ordIni streptokoky (B), S. mutans (C) a S. salivarius (C) v biofilmu s pouZitim specifickych primerd. Experiment byl proveden
trikrat ve tfech opakovanich a ddaje jsou uvedeny jako primérnd smérodatnd odchylka. *(hvézdicka) oznacuje statisticky vjznamné rozdily ve srovnani s kontrolou.

Obr. 5: vliv S. salivarius K12 na expresi gtf geni S. mutans v biofilmu. Pi tvorbé biofilmu se slinnymi bakteriemi a S. mutans byl S. salivarius K12 kazdy den inokulovdn v koncentraci
108 a 10° bunék. Po extrakci celkové RNA byla pomoci RT-PCR analyzovana exprese gtfB (A), gtfC (B) a gtf D (C). Experiment byl proveden tfikrét ve tfech opakovénich a tdaje jsou
uvedeny jako primérnd smérodatnd odchylka. *(hvézdicka) oznacuje statisticky vyznamné rozdily ve srovnani s kontrolou.

(pod pH 5,5) dostatecné pro vyvolani zubniho kazu,® a byl testovan dcinek S. sa-
livarius K12 na kariogenni biofilm. Pro hodnoceni dcinnosti aplikace S. salivarius
K12 na kariogenni biofilm bylo kazdy den o3etfeno 107 a 10% bunék S. salivarius
K12 piii tvorbé biofilmu (koncentrace vykazovaly antimikrobidlni Gcinek v kokulti-
vaci). Tvorba biofilmu byla sniZzena u bakterii osettenych . salivarius K12. Pfi tvorbé
biofilmu $. salivarius K12 inhiboval tvorbu biofilmu navzdory prostfedi bohatému
na sachardzu. Tyto vysledky naznacuji moznost, Ze trvalym uZivanim produkti
S. salivarius K12 Ize predchazet zubnimu kazu. Zda se jednd o zdravy biofilm nebo
kariogenni biofilm podle mikrobialniho ekosystému, naznacil Marsh, P.D.% Kdyz
se zkoumala distribuce S. mutans v biofilmu na zkladé ordInich streptokokd, vy-
kazovaly hladiny S. mutans v kontrolni skupiné primémé 12,3 % a pomér S. mutans
byl 4,5 % a 1,9 % ve skupiné Iécené S. salivarius K12 v zavislosti na davce. Kromé
toho byla hladina . salivarius v biofilmu u skupiny lé¢ené S. salivarius K12 zvy3ena

ve srovnani s kontrolni skupinou. A konecné tdaje, které ukazuiji, Ze S. salivarius
K12 mize preménit kariogenni biofilm na zdravy biofilm.

Glukosyltransferdzy S. mutans hraji dlileZitou roli pfi tvorbé biofilmu.?” Proto byla
exprese gtf genu S. mutans v biofilmu zkoumdna pomoci RT-PCR v redIném Case.
Pfi kazdodennim o3etfeni 107 a 108 bunék S. salivarius K12 pfi tvorbé biofilmu byla
exprese gtfB, Ca D S. mutans v biofilmu vyznamné sniZena. Nakonec miize S. sa-
livarius K12 inhibovat expresi gtf genGi i rlst S. mutans.

Zavérem Izefici, ze S. salivarius K12 inhiboval tvorbu kariogenniho biofilmu a rov-
né; rlist S. mutans v biofilmu. Tyto Gcinky se mohou projevit inhibici riistu a pro-
dukce glukosyltransferdz S. mutans antimikrobialni aktivitou S. salivarius K12.
S. salivarius K12 mlize navic kolonizovat ordIni biofilm. Proto Ize S. salivarius K12
mezi probiotiky povazovat za tcinného kandidata na prevenci zubniho kazu.
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PROTIZANETLIVA UCINNOST
STREPTOCOCCUS SALIVARIUS LIDSKEHO PUVODU

NA ZANET VYVOLANY PARODONTOPATOGENY
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Abstrakt

Streptococcus salivarius je prospéSnou bakterii v Gstni dutiné a nékteré kmeny této
bakterie jsou zndmé jako probiotika. Cilem této studie bylo prozkoumat protizanét-
livy Gcinek a mechanismus pdsobeni lipoteichoové kyseliny (LTA) S. salivarius G7
na lipopolysacharid (LPS) a LTA parodontopatogenti. Povrchové molekuly S. sali-
varius G7 byly extrahovany a samostatné nebo spolecné osetfeny na lidskych mo-
nocytarnich burikach LPS a LTA parodontopatogen(. Indukce exprese cytokind byla
hodnocena pomoci PCR v redlném case a ELISA. Po fluorescen¢nim znaceni LPS
a LTA parodontopatogenii byla na buriky aplikovana jejich kombinace s LTA S. sa-

livarius. Vdzané LPS a LTA byly méfeny priitokovym cytometrem. Byla také pro-
vedena analyza vazby LPS a LTA na (D14 a LPS vazebny protein (LBP). Povrchové
varius G7 inhibovala zanétlivé cytokiny indukované LPS a LTA parodontopatogen.
LTA S. salivarius G7 inhibovala vazbu svych LPS a LTA na buriky. LTA . salivarius G7
také blokovala vazbu svych LPS a LTA na (D14 a LBP. S. salivarius G7 md inhibicni
(¢inek na zanét vyvolany LPS nebo LTA parodontopatogend a mize byt kandida-
tem na probiotikum pro prevenci parodontitidy.

Uvod

Hlavni onemocnéni dutiny stni souvisejici s bakteriemi Ize obecné rozdélit na one-
mocnéni zub( a dasni. Periodontitida, jedno z onemocnéni ddsni, iniciuje imunitni
odpovéd hostitele na virulencni faktory gramnegativnich anaerobd v dutiné dstni
[1]. Z gramnegativnich anaerobd byly Porphyromonas gingivalis (P, gingivalis), Tan-
nerella forsythia (T. forsythia) a Treponema denticola (T. denticola) zafazeny skupinou
Socransky do cerveného komplexu, protoze podle epidemiologického vysetfeni byly
Casto detekovany u pacient( s parodontitidou [2]. Takeé Filifactor alocis (F. alocis) se
v posledni dobé objevuje jako diileZita bakterie souvisejici s parodontitidou, protoze
tato bakterie je detekovana v oblastech endodontickych a parodontalnich zanéti
3, 4]. Na rozdil od jinych parodontopatogend je £. alocis grampozitivni mikrob a méd
virulentni faktor v podobé kyseliny lipoteichoové (LTA) [5].

Streptococcus salivarius (S. salivarius) je Casny kolonizator, ktery osidluje dstni du-
tinu clovéka od novorozence a zlistavd dominantnim clenem komenzalni mikro-
bioty po cely Zivot [6, 7]. V posledni dobé je S. salivarius zafazen do seznamu
mikrobidInich potravinFskych kultur s priikazem bezpecnosti ve fermentovanych
potravinach podle Mezindrodni mlékdrenské federace [8]. Mnoho kmenti pro-
dukuje bakteriociniim podobné inhibicni latky (BLIS), které hraji ddleZitou roli jak
pfi stabilizaci ustni mikroflory, tak pfi prevenci pfemnoZeni riznych patogen( s in-
fekénim onemocnénim v tstni dutiné [9]. AntibakteridIni aktivita byla pomoci BLIS
zkoumdna na mnoha kmenech S. salivarius a vétsina S. salivarius vykazovala an-
tibakterialni aktivitu proti parodontopatogenim [10—12]. Také u izolovaného
kmene K12 byla prokdzéna neutralizace halitézy a inhibice tvorby biofilmu [10,
13]. Diky témto vlastnostem je snaha vyvinout S. salivarius jako probiotika, ktera
udrZuji dstni dutinu zdravou, a mnoho studii prokdzalo vysledky bezpecnosti a an-
tibakteridIni aktivity izolovaného S. salivarius [13-16].

Ucinky S. salivarius na parodontitidu byly prezentovany jako vysledek jeho anti-
bakteridlni aktivity proti pfibuznym bakteriim a existujicich studii o biofilmu.
Zmnoha studii o S. salivarius je viak studie o mechanismu inhibice S. salivarius pfi
indukci zanétu lipopolysacharidem (LPS) parodontopatogend malo zndma.
(ilem této studie bylo zjistit inhibicni tcinek LTA S. salivarius G7 na zdnétlivé cy-
tokiny indukované LPS nebo LTA parodontopatogendi a analyzovat mechanismus

Materialy a metody

Bakterialni druhy a podminky kultivace

V této studii byl pouZit izolovany kmen Streptococcus salivarius G7 (dfive KCOM
2137) z lidské dstni dutiny, ktery byl darovan spolecnosti Greenstore Co. (Korea).
Jako srovndvaci kmen byl pouZit S. salivarius ATCC7073. Bakterie S. salivarius byly
kultivovany a udrZovény v tryptikazovém séjovém bujonu (BD Biosciences, USA)
dopInéném 0,5 % glukézy (TSBG). Patogen Porphyromonas gingivalis ATCC 33277

byl kultivovan v infuzi mozkové a srdecni tkdné (BD Biosciences) doplnéné hemi-
nem (1 pg/ml) a vitaminem K (0,2 pg/ml) a Tannerella forsythia ATCC 43037 byl
kultivovan v modifikovaném novém médiu pro ordlni spirochety [17]. Nakonec byl
kultivovan Filifactor alocis ATCC 35896 s pouZitim média columbia (BD Biosciences),
L-cysteinu-HCl (2 g/1), L-argininu-HCl (4 g/1) a kvasnicného extraktu (5 g/1), heminu
(1 pg/ml) a vitaminu K (0,2 pg/ml). Periodontopatogeny byly udrZovany v ana-
erobni komore (85 % N5, 10 % C02a 5 % H).

Ptiprava povrchovych proteini z bakterii

Za ticelem zkoumani vlivu povrchovych protein{ bakterii na indukci exprese cyto-
kinG v burikéch THP-1 byly S. salivarius kultivovany v TSBG a sklizeny centrifugaci
pfi 4000 g po dobu 5 minut pfi 4 °C. Bakterie byly tfikrat promyty studenym fos-
fatovym pufrem (PBS, pH 7,2) a resuspendovany v 1 ml 8 M (Tris-pufr) mocoviny
obsahujici 5 mM ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA) [18]. Po 30minutové
inkubaci pfi pokojové teploté s tfepanim pomoci rotétoru (IKA Co., Némecko) byl
supernatant centrifugovan pfi 11000 g po dobu 6 minut, aby se zachytily solu-
bilni proteiny. Roztok obsahujici solubilni proteiny byl filtrovan 0,45um polyviny-
lidenfluoridovym (PVDF) filtrem (Millipore, USA). Roztok byl pfenesen do
standardni RC dialyza¢ni membrénové hadicky (Spectrum Laboratories Inc., USA)
a hadicka byla dialyzovéna ve studeném PBS (pH 7,2) k odstranéni mocoviny. Pro-
teiny byly méfeny pomoci soupravy Bradford assay (Bio-Rad Lab., USA).

Piiprava LTA a LPS

LTA byla extrahovéna ze S. salivarius a F. alocis podle metody popsané autory Yoo
a Lee [5]. Bakterie byly shromazdovény centrifugaci pfi 7 000X g po dobu 10 minut
pfi teploté 4 °Ca tfikrét promyty 0,1 M citronan sodnym pufrem (pH 4,5) a ndsledné
resuspendovény v 0,1 M citronan sodném pufru. Suspenze byla o3etfovana lyso-
zymem (100 pg/ml; Sigma-aldrich Co., USA) pfi 37 °C po dobu 3 h a ihned poté
proteindzou K (100 pg/ml; Promega Co., USA) pfi 55 °C po dobu 2 hodin. Po pro-
vedeni ultrazvuku (Sonics & Materials Inc., USA) cyklovéanim 20 10sekundovy
pulz pii ledovém vykonu nastaveném na 10 W s 5sekundovymi prestavkami mezi
pulzy byla suspenze dopInéna stejnym objemem n-butylalkoholu a smés byla poté
2 hodiny tfepana na orbitalni tfepadce pii pokojové teploté, ndsledovala centrifu-
gace pfi 13000 g po dobu 15 min, horni faze byla odstranéna odsatim a spodni
faze byla prenesena do standardnich RC dialyza¢nich membranovych hadicek
(Spectrum Laboratories Inc., USA) v 0,1 M citrétu sodném s 15% n-propylalkoholem
béhem 12 hodin, aby se LTA rozpustila. Pripravek reagoval s oktyl-sefarosou CL-
4B Fast flow (GE Healthcare Life Sciences, Svédsko) a LTA byla eluovana lineamim
gradientem (15 aZ 60 % n-propylalkoholu v 0,1 M citrétu sodného) v iontové vy-
ménné chromatografii s DEAE-Sepharose (GE Healthcare Life Sciences, USA). Kazdd
frakce (3 ml) byla podrobena testu na anorganicky fosfat s molybdenanem amon-
nym, aby se ovéfilo, zda obsahuje LTA, a frakce obsahujici LTA byly slouceny a lyo-
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filizovany. V dalsim experimentu byl LPS izolovan z P, gingivalis a T. forsythia me-
todou popsanou autorem Lee SH. Bakterie byly odebirany centrifugaci pfi 7 000 g
po dobu 5 minut pfi 4 °Ca dvakrét promyty fosfatovym pufrem (PBS, pH7,2). Ba-
kteridIni pelet byl lyzovan lyzacnim pufrem s fenolem, DNazou a RNdzou. Smés se
vortexovala, dokud peleta nezmizela, a poté se do smési pfidal chloroform. Po
10sekundovém vortexovani smési byl pripravek odstfedovan pfi 13 000x g po
dobu 15 minut pfi 4 °Ca supernatant byl prenesen do nové zkumavky. Supernatant
byl inkubovén s endonukledzou (100 jednotek/ml) (Merck Millipore, Némecko) pii
37 °Cpo dobu 2 hodin a o3etfen proteinazou K (200 pg/ml) (Promega Co.) pfi 55
°Cbéhem 1 hodiny. Preparat byl smichan s lyzacnim pufrem a chloroformem podle
vy3e popsaného protokolu. Supernatant byl smichdn s isopropylalkoholem a LPS
byl ziskavan centrifugaci 12 000 g po dobu 15 minut a promyt 75% ethylalko-
holem. LPS byl rozpustén ve vodé bez endotoxin{i a zmrazen pfi —80 °C. Po lyofi-
lizaci byla zméfena hmotnost susiny LPS.

Znaceni LPS a LTA fluorescenci a biotinem

Extrahovany LPS (1 mg) z P, gingivalis a T. forsythia nebo extrahovand LTA (1 mg)
z F. alocis reagovaly se studenym metaperiodétem sodnym pfi 4 °C po dobu 30
minut, aby doslo k oxidaci polysacharidové casti LPS a LTA, a poté byly dialyzovany
ve 100 mM octanu sodného (pH 5,5) po dobu 12 hodin. Roztok obsahujici LPS nebo
LTA byl smichdn s 10 mM hydrizidu Alexa Fluor 488 (Invitrogen, USA), ktery byl
pripraven rozpusténim s 200 mM KCl a dvakrat dialyzovan ve spojovacim pufru
(0,1 Mfosforecnan sodny, 0,15 M NaCl, pH 7,2) po dobu 6 hodin a nasledné tiikrat
dialyzovén v 11vody bez endotoxin po dobu 12 hodin. Po vysuseni vzorkii mrazem
byly LPS a LTA znacené fluorem 488 rozpustény s vodou bez endotoxin{ v koncen-
traci 1 mg/ml. Fluorescencné znaceny LPS byl pfenesen do nové zkumavky a ulozen
do-20°C.

Kultivace a o3etieni bunék

Buriky THP-1 jako lidska monocytari bunécnd linie byly zakoupeny z Amedrican
Type Culture Collection a udrZovany s médiem RPMI 1640 (Welgene, Korea) do-
pInénym 10% fetdInim hovézim sérem (Hyclone, USA) a antibiotiky (100 U/ml pe-
nicilinu a 100 pg/ml streptomycin sulfatu) (Welgene). Buriky byly kultivovany pes
noc, naneseny na 12jamkovou desticku (SPL Biosciences, Korea) v koncentraci 1
% 106 bunék/ml a o3etfeny povrchovym extraktem ze S. salivarius v pfitomnosti
tepelné inaktivovaného lidského séra (Sigma-aldrich Co., USA).

Pfi dalSim vy3etteni byly buriky o3etfeny povrchovym extraktem ze S. salivarius
v pitomnosti nebo nepiitomnosti LPS P gingivalis, LPST. forsythia a LTA £. alocis.
Buriky THP-1 byly odebrény pro analyzu signélni drahy pomoci imunitniho blotu
a exprese RNA pomoci RT-PCR v redIném Case a kultivacni supernatanty byly ode-
brany pro ELISA a uloZeny pii —70 oC az do méfeni produkce cytokind.

Polymerazova retézova reakce v redlném case

Buriky THP-1 byly sklizeny centrifugaci pfi 2 000x g po dobu 5 minut pfi 4 °Ca o3e-
tfeny soupravou pro izolaci RNA TRIzol (Invitrogen Life Tech., USA) pro extrakci celkové
RNA, po které nésledoval protokol podle metody vyrobce. Komplementarni DNA byla
syntetizovana pomoci Maxime RT Premix (iNtRON, Korea). cDNA byla smichdnas 10
pl 2% TB Green Premix EXTaq Il (Takara Co., Japonsko), 0,4 uM kazdého specifického
primeru a barvivem ROX I1. Poté byla destilovand voda doplnéna na konecny objem
20 pl. Smés byla podrobena 40 cykliim PCR (95 °C po dobu 15's, 60 °C po dobu 10
sa 72 °Cpodobu 33 s) pomoci systému ABI PRISM 7500 real-time PCR (Applied Bio-
systems, USA). Produkty amplifikace byly analyzovany pomoci disociacni kfivky, aby
se potvrdila specificka amplifikace. Kriticky prahovy cyklus (Ct) byl definovan jako
cyklus, pfi kterém se fluorescence stala detekovatelnou oproti pozadi, a byl nepfimo
imémy logaritmu pocatecniho poctu templatové cDNA. Hladina glyseraldehyd-3-
fosfat dehydrogendzy (GAPDH) byla pouZita jako referenéni hodnota pro normalizaci
hladiny exprese a kvantifikaci zmény zanétlivych cytokindi. Sekvence primerdi pro
PCR v redIném case byly ndsledujici: 5-CAG GGA CCT CTCTCT AAT CA-3 a 5-AGCTGG
TTATCT CTCAGCTC-3 pro gen TNF-a; 5-GTG AAG GTG CAG TTTTGC CA-3 a 5-TCT CCA
CAA CCCTCT GCA -3 pro gen IL-8; 5-GTG GTG GAC (TG ACCTGC-3 a 5-TGA GCT TGA
CAA AGT GGT (G-3 pro gen GAPDH. ELISA
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Kondicionovand média bunék o3etrenych riiznymi molekulami byla odstfedovana
pfi 7 000 g po dobu 10 minut pfi 4 °C, aby se odstranily zbytky bunék, a super-
natanty byly preneseny do nové zkumavky. Hladiny TNF-a a IL-8 byly méfeny po-
moci soupravy ELISA (R&D systems, Inc., USA) podle protokolu vyrobce.

Test vazby LPS a LTA

Pro zkouméni vazby LPS a LTA na buriku byly buiiky THP-1 o3etfovany LPS znace-
nym Alexa Fluor 488 nebo LTA v piiftomnosti nebo nepiitomnosti LTA ze S. salivarius
v rliznych koncentracich pfi 37 °Cpo dobu 1 hodiny v inkubdtoru s C02. Buriky byly
odebirany centrifugaci pfi 500 g po dobu 3 minut a tfikrat promyty studenym
DPBS (Dulbeccliv fosfatovy pufrovany roztok, pH 7,2). Vazba LPS a LTA znacenych
Alexou 488 na buriky byla analyzovana priitokovou cytometrii (FACS calibur, BD
Biosciences, USA). Data byla ziskéna spocitdnim 10 000 bunék a v kandlu FL-1 byla
detekovana vazba LPS a LTA znacenych Alexa Fluor 488. Data byla analyzovana po-
moci programu CellQuest (BD Biosciences).

Test vazby na LBP a (D14

Monoklondlni Ab proti lidskému LBP (MAB870, R&D Systems, USA) a polyklondlni
Ab protilidskému (D14 (AF982, R&D systems) byly rozpustény v DPBS v koncentraci
1 pg/ml. Protilatky (50 ng/jamka) byly nanaseny na EIA desticku (Corning Co., USA)
pfi teploté 4 °C po dobu 12 hodin. Jamky potaZené protilatkami byly pétkrét pro-
myty DPBS obsahujicim 0,1 % tween 20 (DPBST) a blokovany 1% hovéziho séro-
vého alba (BSA) v DPBST po dobu 2 hodin za mirného tfepani. Rekombinantni
lidsky LBP (rhLBP, R&D Systems) a lidsky (D14 (rhCD14, R&D Systems) byly roz-
pustény v DPBS v koncentraci 2 pg/ml a pfidany do vhodné jamky potazené Ab.
Desticka byla inkubovana pfi pokojové teploté po dobu 4 hodin a poté pétkrat pro-
myta DPBST. Biotinem znacené LPS nebo LTA byly o3etfovany nebo spoluodetiovany
s LTA'S. salivarius po dobu 2 hodin pfi pokojové teploté. Biotinem znacené LPS
a LTA navdzané na rhLBP a rh(D14 reagovaly s 50 pl streptavidinu znaceného kie-
novou peroxidazou (HRP) (1 pg/ml) v DPBST obsahujicim 2 % BSA po dobu 1 ho-
diny. Po pétindsobném promyti DPBST byl do jamky pfidén roztok
3,3\5,5'-tetramethylbenzidinu (TMB). Desticka byla inkubovana pii pokojové tep-
loté po dobu 30 minut a enzymova reakce byla zastavena 1N kyselinou sirovou.
Absorbance byla méfena pfi vinové délce 450 nm pomoci mikrotitracni ¢tecky (Bio-
tek, USA).

Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena pomoci programu IBM SPSS statics ver. 23 (IBM
(0., USA). Rozlozeni dat bylo zkouméno Kolmogorov—Smirnovovym testem a rozdil
mezi skupinami dat byl analyzovan neparametrickym Kruskal-Wallisovym testem.
Statistickd vyznamnost mezi skupinami byla definovéna hodnotou p mensi nez
0,05. Post-hoc analyza pro porovndni rozdili mezi jednotlivymi skupinami byla
zkouména pomoci Mann—Whitneyho U testu, ktery byl korigovén pro vicendsobna
srovnani Bonferroniho metodou.

Vysledky

Virulence povrchovych molekul S. salivarius

Nejprve byly ke zkouméni virulence povrchovych molekul S. salivarius pouZity po-
vrchové proteiny a LTA. Pfi pdsobeni povrchového proteinu a LTA kmene typu S. sa-
livarius a G7 na buriky THP-1v koncentraci 0,5, 1a 5 pg/ml nevykazovaly tyto dvé
molekuly Zddny vyznamny rozdil v indukci exprese TNF-a a IL-8 ve srovnani s kon-
trolou (obr. 1A a 1B). Kromé toho povrchovy protein a LTA nevykazovaly vyznamny
rozdil v indukci produkce TNF-a a IL-8 (obr. 1Ca 1D). LPS E. coli (10 ng/ml) jako
pozitivni kontrola vyznamné indukoval expresi TNF-a a IL-8.



Obr. 1: Vliv povrchového proteinu a LTA S. salivarius na indukci exprese TNF-a a IL-8. Buriky THP-1 byly o3etieny povrchovym proteinem (SP) (0,5, 1a 5 pg/ml) aLTA (0,5, 1a 5 pg/ml)
S. salivarius nebo E. coli LPS (10 ng/ml). Exprese TNF-a (A, C) a IL-8 (B, D) byla analyzovana pomoci real-time RT-PCR (A, B) a ELISA (C, D). Experimenty byly provedeny tfikrdt ve tfech
opakovénich a ddaje jsou zndzornény jako median (horizontélni ¢ary), mezikvartilové rozpéti (boxy) a plné rozpéti (vousy). Hvézdicka (*) oznacuje statisticky vyznamné rozdily ve

srovnani s kontrolni skupinou (p < 0,05). PreruSovana cara oznacuje kontrolni droven.

Antagonisticky tcinek LTA S. salivarius na LPS parodontopatogenii
Povrchové proteiny S. salivarius nemély vliv na indukci LPS a LTA parodontopato-
gendi (tdaje nejsou uvedeny). LTA S. salivarius v3ak vykazovala inhibicni Gcinek na
indukci prozanétlivych cytokind. LPS P. gingivalis indukoval expresi cytokind jako
TNF-a all-8aLTASS. salivarius vyznamné inhibovala indukci exprese TNF-a a IL-8
(obr.2.a S1). Také LTA kmene typu S. salivarius a G7 vyznamné sniZily expresi cy-
tokindi indukovanou LPST. forsythia (obr. 3 a S2). LTA kmene S. salivarius G7 inhi-
boval expresi cytokinii indukovanych LPS P, gingivalis a T. forsythia vice nez LTA
kmene typu S. salivarius.

Antagonisticky ucinek LTA S. salivarius na LTA F. alocis

LTA £, alocis jako parodontopatogen vyznamné indukovala expresi a produkci TNF-
aa IL-8. Jak ukazuji obr. 4 a S3, LTA S. salivarius vyznamné sniZila expresi TNF-a
a IL-8 indukovanou LTA F. alocis. Pfi porovnani dvou LTA S. salivarius sniZila LTA
kmene G7 expresi TNF-a a IL-8 indukovanou LTA F. alocis vice neZ LTA typového
kmene.

Inhibice vazby LTA S. salivarius

Za (i¢elem prozkoumani mechanismu inhibice LTA S. salivarius byly zkoumany re-
akce LPS a LTA probihajici ve vnéjsich burikdch. Po fluorescen¢nim znaceni LPS
a LTA z parodontopatogenii byly znacené LPS a LTA kotreovany na buiikach THP-1
sLTA S. salivarius. Hladina vazby LPS P. gingivalis a T. forsythia na buriky byla pot-
lacena v pfitomnosti LTA S. salivarius (obr. 5A a 5B). Vazba LTA F. alocis na buriky
byla rovnéz snizena LTA S. salivarius G7 a typovym kmenem (obr. 5C). V souladu
s tendenci inhibice cytokind sniZovala LTA S. salivarius G7 vazbu LPS a LTA paro-
dontopatogend vice nez LTA typového kmene S. salivarius.
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Obr. 2: Inhibicni icinek LTA S. salivarius na indukci exprese TNF-a a IL-8 LPS P. gingivalis. Buriky THP-1 byly soucasné oSetteny LTA S. salivarius (1 pg/ml) a LPS P, gingivalis (100 ng/ml)
a exprese TNF-a (A, C) a IL-8 (B, D) byla méFena pomoci real-time RT-PCR (A, B) a ELISA (C, D). Experimenty byly provedeny tiikrét ve tfech opakovénich a hvézdicka (*) oznacuje
statisticky vyznamné rozdily ve srovnani s kontrolni skupinou (p < 0,05). Symbol miizky (#) oznaCuje statisticky vyznamné rozdily ve srovnéni s buiikou o3etfenou LPS P, gingivalis
(p < 0,017). Udaje jsou znazornény jako median (horizontalni ¢ary), mezikvartilové rozpéti (boxy) a pIné rozpéti (vousy). Prerusované ¢ira oznacuje kontrolni droven.

Obr. 3: Inhibicni icinek LTA S. salivarius na indukci exprese TNF-a a IL-8 LPS T. forsythia. Buriky THP-1 byly soucasné oetteny LTA S. salivarius (1 pg/ml) a LPS T. forsythia (100 ng/ml)
a exprese TNF-a (A, C) a IL-8 (B, D) byla méfena pomoci real-time RT-PCR (A, B) a ELISA (C, D). Experimenty byly provedeny tfikrat ve tfech opakovanich a hvézdicka (*) oznacuje
statisticky vjznamné rozdily ve srovnéni's kontrolni skupinou (p < 0,05). Symbol mfizky (#) oznaCuje statisticky vyznamné rozdily ve srovnani s burikou oSetfenou LPST. forsythia (p
< 0,017). Udaje jsou znazornény jako median (horizontalni ¢ary), mezikvartilové rozpéti (boxy) a pIné rozpéti (vousy). Pferusované ¢éra oznacuje kontrolni drover,

Obr. 4: Inhibicni acinek LTA S. salivarius na indukci exprese TNF-a a IL-8 pomoci LTA F. alocis. Buriky THP-1 byly soucasné o3etieny LTA S. salivarius (1 ug/ml)a LTAF. alocis (100 ng/ml)
a exprese TNF-a (A, C) a IL-8 (B, D) byla méfena pomoci real-time RT-PCR (A, B) a ELISA (C, D). Experimenty byly provedeny tiikrat ve tfech opakovénich a hvézdicka (*) oznacuje
statisticky vyznamné rozdily ve srovndni s kontrolni skupinou (p < 0,05). Symbol miizky (#) oznacuje statisticky vyznamné rozdily ve srovnéni s burikou oetfenou LTA F. alocis (p <
0,017). Udaje jsou znazornény jako medién (horizontélni ¢ary), mezikvartilové rozpéti (boxy) a piné rozpéti (vousy). Prerusovand ¢ara oznacuje kontrolni tirovefi.

Zapojeni (D14 a LBP do antagonistického tcinku LTA S. salivarius
(D14aLBP se podileji na vazbé LPS a LTA na buriky a jejich stimulaci [5, 17]. Proto
jsme zjistovali, zda antagonisticky tcinek LTA S. salivarius souvisi s (D14 a LBP. LTA
S. salivarius inhibovala vazbu LPS P. gingivalis aT. forsythia na (D14 LBP (obr. 6).
LTA také prerusila vazbu LTA F. alocis na (D14 i LBP.
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Obr. 5: Inhibice vazby LPS nebo LTA parodontopatogen(i pomoci LTA S. salivarius. Bufiky THP-1 byly inkubovany LPS (100 ng/ml) nebo LTA (100 ng/ml) znacenymi Alexa Fluor 488 sa-
motnych parodontopatogent nebo s LTA S. salivarius (1 pg/ml) po dobu 1 hodiny. Navézany LPS nebo LTA byly analyzovany priitokovou cytometri.

Obr. 6: Inhibice vazby LPS nebo LTA parodontopatogen na (D14 a LBP pomoci LTA S. salivarius. EIA desticky byly potazeny rh(D14 (A—C) a rhLBP (D—F). Desticky byly inkubovany
biotinylovanym LPS P gingivalis (100 ng/ml), LPS T. forsythia (100 ng/ml) a LTA F. alocis (100 ng/ml) v pfitomnosti nebo nepiitomnosti LTA . salivarius G7 a LTA typového kmene.
Navdzané LPS a LTA byly detekovany pomoci streptavidinu znaceného HRP a roztoku TMB. Experimenty byly provedeny tfikrét ve dvou opakovanich a data jsou zndzornéna jako stfedni
hodnoty a smérodatné odchylky. Hvézdicka (*) oznacuje statisticky vyznamné rozdily ve srovnani s nelécenou skupinou (p < 0,05).

Diskuse

Ustni dutina je charakteristicka pfitomnosti vice druhi bakterii, stejné jako stfevni
trakt, a koexistenci mékkych a tvrdych tkdni, na rozdil od stfevniho traktu. Proto je
pouZiti prospésnych bakterii pro Ustni dutinu obtiznéjsi neZ pro stavy v tlustém
stfevé. AZ donedavna byla probiotika vyvijena za tcelem prevence onemocnéni
Gstni dutiny vyvolanych bakteriemi a nékteré bakterie byly doporucovény jako pro-
spésné bakterie a postoupily do komercni faze [19-21]. Nékterd z téchto probiotik
jsou vak kyselinotvorna, napfiklad Streptococcus mutans, ktery je kariogenni ba-

kterii a mlize mit Skodlivé Gcinky na zub jako tvrdou tkdn [22, 23]. Proto jsme zadali
zkoumat pfiznivé ucinky izolovaného S. salivarius, ktery nema aciditu a je komen-
zdlni bakterit. V této studii jsme nejprve zkoumali inhibi¢ni Ucinek na zanét.

Povrchové molekuly S. salivarius G7, povrchovy protein a LTA neindukovaly expresi
zanétlivych cytokind. Povrchové molekuly bakterii jsou slozky, které se nejprve pfi-
pojuji k burikam a souviseji s tvorbou hiofilmu. Proto byly nejprve zkoumany vlast-
nosti povrchovych molekul S. salivarius a icinky povrchovych molekul na LPS a LTA
parodontopatogend, které jsou faktorem vyvolavajicim parodontitidu. Pfi spole¢-
ném plisobeni LPS a LTA parodontopatogend s povrchovymi molekulami S. sali-
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varius G7 na buiiky inhibovala LTA S. salivarius G7 indukci exprese zanétlivych cy-
tokindi LPS a LTA parodontopatogent, jako jsou P, gingivalis, T. forsythia a F. alocis.
Povrchovy protein S. salivarius G7 nemé| vliv. Obecné se LPS a LTA véZou a stimuluji
Toll-like receptor (TLR) 4, respektive 2 [24]. LPST. forsythia aktivuje lidskou buriku
prostfednictvim TLR4 a LPS P. gingivalis stimuluje lidskou buriku prostfednictvim
TLR2 aTLR4 v zavislosti na koncentraci heminu [17, 25]. LTA £. alocis také aktivuje
TLR2 [5]. Za (icelem analyzy mechanismu inhibicnich cinkd LTA S. salivarius G7
na LPS a LTA parodontopatogenti byla proto nejprve zkoumana vazba jeho LPS
a LTA na bunky. S. salivarius G7 LTA inhiboval vazbu LPS a LTA parodontopatogent
na buriky. Je zndmo, Ze LTA stimuluje buriky vazbou na heterodimery TLR2 a TLR6
[26]. Pokud se LTA S. salivarius G7 nejprve navéze na TLR2 a inhibuje vazbu jiného
ligandu na TLR2, nemize dojit k inhibici aktivity LPST. forsythia na buriku. Trepo-
nema medium a glykolipid T. socaranskii maji antagonistickou aktivitu viici ligandu
TLR4 [27, 28] a LPS Capnocytophaga ochracea a P, gingivalis také vykazovaly an-
tagonismus v{ici LPS Escherichia coli jako ligandu TLR4 [29]. Jak se ukdzalo v téchto
studiich, vétsina studii uvadi antagonisticky dcinek ligandu pro stejny receptor
anenizndmo, Ze by tato LTA méla inhibicni icinek jak na LPS, tak na LTA jako v této
studii. Navic inhibice vazby LTA S. salivarius G7 nebyla bez séra jasné pozorovana.
Nakonec jsme hodnotili, zda antagonisticky Gcinek LTA S. salivarius G7 na LTA a LPS
parodontopatogent souvisi s (D14 a LBP. Plisobeni LBP a (D14 je nezbytné k tomu,
aby se LPS a LTA vdzaly naTLR a stimulovaly je [24]. LPS a LTA tvofi ve vodném roz-
toku micely diky hydrofilni (0-antigen LPS a glycerol-fosfatova jednotka LTA)
a hydrofobni jednotce (lipid A u LPS a diacylovy fetézec LTA) [17, 30]. Micelovany
LPS a LTA jsou transportovany LBP na (D14, ktery koncentruje LPS a LTA na TLR4,
respektive TLR2 [31, 32]. Jak ukazuji vysledky, LTA S. salivarius G7 inhibuje vazbu

Prohlaseni o stfetu zajmu: Autofi nemaji Zadny financni stfet zajmd, ktery by museli deklarovat.
Podékovani: Tato studie byla podpofena vyzkumnym fondem Dankook University v roce 2020.
Pfijato: 2. tinora 2023. Akceptovano: 28. inora 2023
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LPS a LTA parodontopatogendi na LBP a (D14 v zavislosti na dévce. Struktura LTA
popisuje glykolipidovou kotvu obsahujici diacylglycerol a kovalentné spojenou po-
lymerni pétef (tzv. glycerol-fosfatové jednotky) [33] a diacylové fetézce jako
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pojeni a stimulace diacylového fetézce pro TLR2 lisi podle poctu atom( uhliku
av zavislosti na struktufe jeho glycerol-fosfatovych jednotek se lisi vazba na (D14
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(D14 a LBP, ale jeji acylovy fetézec nemusi stimulovat TLR2. Kromé toho se LTA
S. salivarius G7 véze na (D14 a LBP a spotiebovavd je, ¢imz sniZuje vazbu LPS nebo
LTA parodontopatogenti na (D14 a LBP.V kone¢ném disledku miiZe dojit ke snizeni
prenosu LPS nebo LTA parodontopatogend na TLR. Témito mechanismy by LTA S. sa-
livarius G7 mohla inhibovat parodontopatogenni LPS nebo LTA indukovany zénét.
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bunécnych receptord.

Zavérem Ize uvést, ze povrchové molekuly S. salivarius G7 neindukovaly expresi

chanismus LTA S. salivarius G7 byl prokdzan jeho inhibicnim ticinkem na konkurenc
s LPS a LTA parodontopatogend pfi pripojovéni (D14 a LBP. S. salivarius G7 miize
byt kandiddtem na prevenci parodontitidy vyvolané LPS a LTA bakteriemi.
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