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Streptococcus salivarius K12
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+ PRO ZDRAVE ZUBY

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

Dentoblis® /)
VYROBENO PODLE SVYCARSKEHO PATENTU - C% f a Vea #

testovany
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Streptococcus salivarius M18 MATA

+ VITAMIN D NA PODPORU IMUNITY
+ PRO KRASNE A ZDRAVE ZUBY A DASNE

*

doplnék stravy pro dospélé a déti od 3 let 3 0 tablet rozpustnych v dstech
tabliet rozpustnych v tstach

vyzivovy doplnok pre dospelych a deti od 3 rokov

Obsahuje probiotickou kulturu Streptococcus salivarius
K12, kterd tvofi peptidy salivaricin A2 a salivaricin B tzv.
bakteriociny. Tato bakterie dokdze zaujmout strate-
gické pozice v dutiné ustni, nosohltanu a stredousi a do-
kdZe vytésnit nezadouci druhy. Studie dokazuji, Ze
Bactoral je schopen kolonizovat horni ¢ast dychacich cest
jiz 3 dny po prvnim podéni a udrZi se na nich jesté 32 dni
po vysazeni. Vitamin D pfispiva ke spravné funkci imunit-
niho systému. Kdy uZivat Bactoral? Vzdy, kdyzZ potfebujete
doplnit pratelskou mikrobiotu do dutiny tstni, nosohltanu
nebo stfedousi napf. po douZivani antibiotik a vzdy, kdyz
potfebujete posilit imunitu. Pro zdravé zuby a dasné.

OrdIni probiotikum s bohatym obsahem pfatelské probiotické
ordIni kultury Streptococcus salivarius M18 pro péci
o mlécné zuby, staly chrup, pevné implantaty, dasné
a celkové dutinu ustni. Jednd se o stabilizovanou formu
bakterie, kterd je pfirozenou soucasti mikrobioty v dutiné
Gstni. Tato bakterie dokaze obsadit povrch zubii a tzv.
periodontu i ddsni a omezit tak tvorbu skodlivého plaku.
SloZeni je optimalné kombinovano s obvyklou ddvkou vita-
minu D, ktery je nezbytny pro udrZeni zdravi organismu.
Vitamin D pfispiva k udrZeni normalniho stavu zubd a nor-
malni funkci imunitniho systému. Podili se na procesu déleni
bunék, které je klicové pro imunitni odpovéd organismu.

Navstivte nas stanek na mezinarodnim
dentalnim veletrhu PRAGODENT v aredlu

% P RAG O D E N T PVA EXPO Letnany v terminu 9.-11.10.2025
Dopliiky stravy z nasi nabidky dostanete VYROBENO PODLE fa Vea c{;_‘l

pro vase zdravi

v Iékarnach nebo na eshop.faveaplus.cz SVYCARSKEHO PATENTU
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1. droven - dutina ustni
pusobi v hlavnim vstupnim misté
patogen (bakterie a viry)

e |

TriGrovnova ochrana
s Bactoralem Imuno

Slizniéni imunitni systém je kli¢ovy. Chrdni témér cely vnitini

povrch lidského téla. Rozprostird se od dutiny ustni pfes hltan 2. trovei - systémova

po gastrointestindlni trakt. Bactoral Imuno je prvni kombinace b ochrana
v . e ey o L., vitamin D pfispiva k normalnf
dobre zdokumentovanych probiotickych kment kolonizuiji- funkci imunitniho systému

cich a chrdnicich jak strevo - Lacticaseibacillus paracasei,

L. CASEI 431¢, tak sliznice ust a hltanu - Streptococcus S N . .
0t %% 3. uroven - strevo
salivarius K12 (Bactoblis®). o 5% ..°F  psobinanejvétsiimunitni organ
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Zatéz zubnim kazem Bactodent
2,43 miliardy lidi na celém svete Dentoblis'

maji zubni kaz

xitit

42% 21% 59% 92%
Déti Déti Dospivajici Dospéli

(docasné zuby)

Vlysoka prevalence u vsech vékovych skupin

favea<




Z4té7 onemocnénim dasni Bactodent
2dLIOUCINL,

Viyrazny nardst miry prevalence Dentoblis'
(20-30 %)

Veétsina dospélych v Némecku trpi
onemocnénim dasni

20.5%

ZAVAZNE
52.7%
STREDNI
MIRNE
{pvan--u addrai #
Zubni kaz a onemocnéni dasni Bactodent
_—
V4 . o
Vymezeni pojmu Dentoblis*
Zénét dasni Parodontéza
> Zubnikaz
— zméknuti tvrdé zubni tkané
a nasledna tvorba kavit
— Parodontdza zanicené dasné
— zubniplaka
> Zanét dasni kamen
— zanét omezeny na dasen kapsa
Ubytek kosti

> Parodontoza
— trvald ztrata parodontaini tkdné

pre vais adva

favea<:




Patofyziologie Bactodent,

Multifaktorialni etiologie Dentoblis:

kourenf bakterie

genetika diabetes

- favea<:

pre vais adva

Patofyziologie Bactodent
Hlavni pricina: Dentoblis:
bakterialni
, Bakteridlni nerovnovéha

nerovnova h d Bakterie Zijici v Ustni dutiné a ulpivajici na

zubech

\W

v
Zanét dasni
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' . v . . .
' Bakterie, napf. Porphyromonas gingivalis,
' vytvarejici plak a vyvolavajici zanét dasni
I

]

]

]

Zubni kaz
Bakterie, napf. Streptococcus mutans,

produkujici kyseliny z cukr(i v potravé fama &

pre vais adva



Doplnéni stavajicich strategii
Farmakoterapie:
Antibakterialni Iécba

\

Denni hygiena
— Cisténi zub( a pouzivani zubni nité pro redukci plaku

A\

Odstranéni zubniho kamene a subgingivalni kyretaz
— Zubni lékar odstrani plak

Medikace
— Antibakterialni Ustni voda
— Antibiotika

A\

Vv

Chirurgicky zakrok

Bactodent

e

Dentoblis*

API — aktivni probioticka slozka
Bakteriociniim podobné
inhibicni latky (BLIS)

S obsahem oralniho probiotického kmene BLIS M18™
> detekovany u zdravych lidi

> unikatni kmen nejpocdetné;si bakterie vyskytujici se v lidské
Ustni dutiné - Streptococcus salivarius

> bezkonkurenéni a patentovana aktivita BLIS proti Ustnim
patogenim prostrednictvim
bakteriocinllm podobnych inhibicnich latek
= antibakteridIni [atky

Dentoblis® zajistuje nejvyssi aktivitu BLIS
proti patogentim zubti a dasni

Bactodent

e

Dentoblis*

Porphyromonas

gingivalis

Strep. mutans
™,

favea<:

pre vl sdvae




Jedinetnd ochrana proti patogenim Bactodent
LA LN

Selektivni antimikrobialni aktivita Dentoblis*

Zubni patogeny

Streptococcus mutans 10449
Streptococcus mutans UTB
Streptococcus mutans OMZ175
Streptococcus sobrinus OMZ176
Lactobacillus casei D2
Actinomyces viscosus T14
Actinomyces viscosus T14V

Actinomyces naeslundii 10351

Zbna inhibice patogen(

Burton et al 2013 fpvl vorla aulra

Jedinetnd ochrana proti patogenim Bactodent
Selektivni antimikrobialni aktivita Dentoblis:

Periodontalni patogeny Inhibice pomoci M18

Porphyromonas gingivalis (n = 3} ++ (3/3)
Prevotella intermedia (n = 3) ++ (3/3)
Fusobacterium nucleatum (n = 2} ++ (2/2)

Zdroj: interni zprava fpu vada sudran



Jedineéna ochrana proti patogeniim Bactodent
RO aTMeI,

Selektivni antimikrobialni aktivita Dentoblis'

Periodontalni patogeny Inhibice pomoci M18

2 Aggregatibacter actinomycetemcomitans Y4 4+
3]
'E ++
S 40+
£ 35 100% 100% +H (3/3)
- -
-~
;*i 304 ry b ** (3/3)
74.3%
Q 25= 100% 100% e ™% + (2/2)
S 91.3%
3 204 -
< 8.
:43 l 5- 91.6% ImGI.m & Fy
- - 30.1%
E l 0 1.1
2 5= - 29% 25% 25% l
3 1 H=HN=aam
Zdravé (12) Zanét désni (23) Chronicka parodontéza (35)

Exprese genli u A. actinomycetemcomitans
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Trojitd ochrana Bactodent

Mechanismus ucinku Bl e
Lubnj
_. mp"%

J,
o/..

> Dextranaza: b’b
— odbourava zubni plak ‘N
(dextran je jednim ,5
z hlavnich polysacharidd zubniho plaku) [ ‘a‘
4 (-3
> Uredza: E ' —
— neutralizuje kyselost (V] ' =
c | &
o

> Antibakteridlni aktivita:
— patogeny dasni a zubl




Klinické studie Bactodent

e s N

U¢innd kolonizace po 2 tydnech Dentoblis'

TG -y
BE+6 -
B5etB -
Kolonizace u zdravych osob
c T ARRE
. . E e
Hladiny ve slindch po konzumaci El :
pastilek obsahuijici zvysujici se %
hladiny Strep. salivarius M18 s 6 e
(n=17-20/skupina) 2
S otetf e
le+b le+6 le+7 le+8 le+9

S. Salivarius M18 cfu/pastilka

Burton et al. 2013, PLOS one 65991

favea<:

pre vads sdvas

Klinické pfinosy u déti Bactodent
Redukce plaku Dentoblis'

Snizeni rizika zubniho kazu

GC Indikator plaku

W e
Il Dentoblise

Zubni povlak
o
o

Na zacatku po 3 mésicich

Zdroj: DiPierro 2015 f

pre vads sdvas




Klinické p¥inosy u déti Bactodent

Snizeni patogenu Dentoblis:

B Be:

[l Dentobliss

Streptococcus mutans (sliny)

Na zacatku po 3 mésicich

favea<:

Zdroj: DiPierro 2015 e vada sdva

Klinické piinosy u dospélych Bactodent
2aLIOueIn,

Snizeni patogenu Dentoblis'

Snizeni klicovych patogend
zpUsobujicich zubni kaz a zanét dasni

Porphyromonas
aingivalis
Strep, mu{ans _ i i B e
Y . E B 6vydnd

S. mutans P. gingivalis

Urover patogena (sliny)

favea<:

Zdroj: interni zprava e vl v




Klinické pfinosy u dospélych

Redukce plaku

Zlepseni zanétu dasni po hlubokém
odstranéni zubniho kamene
a subgingivalni kyretaZi

J Index supragingivéalniho plaku
(Loe & Silness)

Scariya etal. 2015

S. salivarius M18 cfu/ml slin

3.0

Bactodent

e

Dentoblis*

Index supragingivalniho plaku

B (ontroini
B Dentobliss

root scaling

Vychozi  15dnG  30dnd  45dnd 60 dnCi
hladina

favea<:

pre vl sdvae

Klinické pfinosy u dospélych
Mene zanetu

Zlepseni zanétu dasni po hloubkovém
odstrariovani zubniho kamene a
subgingivalni kyretdzi

J Index supragingivalniho plaku
(Loe & Silness)

0 = Normalni désen

1= Mirny zanét

2 = Stfedni zanét

3 = Silny zanét

Scariya etal. 2015

S. salivarius M18 cfu/ml slin

3.0

2.5

2.0

0.5

0

Bactodent

e

Dentoblis*

Gingivalni index (Loe & Silness)

root scaling

B ontrola
B Dentoblis:

Vychozi  15dnG  30dnd  45dnl 60 dnd
stav

favea<:

pre vl sdvae



Klinické pfinosy u dospélych
Mene zanetu

Zlepseni zanétu dasni po hloubkovém
odstrafiovani zubniho kamene a
subgingivalni kyretdzi

J Index supragingivalniho plaku
(Loe & Silness)

0 = zadné krvaceni

1 = ojedinéla krvacejici mista
2 = krev tvori spojitou cervenou linii
3 =silné nebo hojné krvaceni

Scariya etal. 2015

S.Salivarius M18 cfu/ml slin

Bactodent

—_—
Dentoblis*
Krvéceni pfi sondazi (Mombelli)
3.0
25
2.0
15
1.0
05 4
EE L Kontrola
: B Dentobliss
0
Vychozi  15dnG  30dnd  45dnd 60 dn(i
stav

favea<:

pre vl sdvae

Klinické pfinosy u dospélych
Redukce plaku

ZlepSeni zanétu désni po hloubkovém
odstranovani zubniho kamene a subgingivalni
kyretazi

J Hloubka sondované kapsy
(Williamsova parodontélni sonda)

Plak a zubni kdimen

Parodontalni sonda

Scariya etal. 2015

S. salivarius M18 cfu/ml slin

Bactodent
Dentoblis*
Hloubka sondované kapsy (Williamsova parodontalni
sonda)
6
5
4
3
2
gi | Kontrolni
: B Dentoblise
0
Vychozi  15dnG  30dnd  45dnl 60 dnd
hladina

pre vl sdvae

favea<:




Péce / Prevence / Lécba

Zprava zdravotnickym pracovnikim

Zubni lékar /
hygienist(k)a

» Ustni péce
» Obnoveni zdravé Ustni

mikrofléry po zubnim oSetreni
/ subgingivalni kyretazi

» Strep salivarius = klicova
vyznamna probioticka bakterie
v Ustni dutiné

» Klinicky testovano
» Kolonizace dutiny ustni
» Prevence zanétu désni

- 14denni lécba

Pediatr

» Prevence zubniho kazu
u déti

» Prevence zubniho kazu
» Redukce plaku

» Snizeni poctu bakterii zubniho
kazu

» Klinicky testovano u déti

» Podavani pohodIné pro déti
(pastilky)

- 3mésicni lécha

Bactodent

—

Dentoblis*

Lékarnik

» Ustni péce, zubni kaz
a zanét dasni

» Klinicky testovano

» Vlysoka akceptace a shoda

— 14denni lécba

- 3mésicni lécba fali@a {’

pre vais adva

Jak pouZivat

Indikace

A\

Vékova skupina: od 3 let

\"4

\4

Po ¢isténi/osetieni zubt

Pouze jedna pastilka denné po €isténi zubt

— obnovuje zdravou Ustni mikrofléru

— doba: min. 14 dntd

A\

Po |1écbé antibiotiky
— podpurna terapie
— doba: min. 14 dnd

Pro denni Ustni hygienu
— déti
— nacestach

\

Bactodent

—

Dentoblis*

Dentobli= favea «

Bactodent

+ vitamin D na PODPORU IMUNITY
+ PRO KRASNE A ZORAVE ZUSY A DASNE

3 L Gl - ird
vy phon
N T

ORALNI PROBIOTIKUM | ORALNA MIKROBIOTA

@ favea

Bactodent

MATA

Dentoblis

+ VITAMIN D NA PODPORU IMUNITY

+ PRO KRASNE A ZDRAVE ZUBY A DASNE




Dentoblis® BaCtOdent

y 7 v

Troji ucinek pro zdravé zuby a dasne:
Potlaceni riistu bakterii zpusobujicich zanét
dasni, redukce plaku, neutralizace kyselosti.

Bakterialni nerovnovaha

Bakterie zijici v ustni dutiné
a ulpivajici na zubech

]

]

]

v

Zanét dasni
Bakterie, napf.
Porphyromonas gingivalis,
vytvari zubni plak
a vyvolava zanét dasni

v
Zubni kaz

Bakterie, napf. Streptococcus mutans,
produkujici kyseliny z cukr( v potravé

© Obsahuje prvni zubni probioticky kmen na svété patentovany pro zdravi zubd;
© chrani proti zanétu dasni, parodontdze a zubnimu kazu;

® snizuje krvaceni dsni po hlubokém odstranéni zubniho kamene a subgingivalni kyretazi;

® redukuje plak, potlacuje patogenni bakterie a neutralizuje kyselost;
® podporuje zdravou a ochrannou dstni mikrofléru;

® patentované sloZeni produktu:

® pastilky s vybornym pfijetim u déti i dospélych,

® svitaminem D pfispivajicim k udrZeni normalniho stavu zubd;

® Klinicky testovano u déti a dospélych

Redukce plaku po hloubkovém odstranéni
zubniho kamene a subgingivalni kyretazi

subglnglvalnl kyretaz

II Il II . KontrOIa
M Bactodent

vychozi ' 60d (Dentoblis®)
hladina J: Scariya etal. (2015) Int J Pharm Bio Sci

Snizuje krvaceni dasni po hlubokém odstranéni zubniho
kamene a subgingivalni kyretazi;

subglnglvalm kyretaz

II .- II . KontrOIa
M Bactodent

vychozi 30d 60d (Dentoblis®)
hladina Zdroj: Scariya etal. (2015) Int J Pharm Bio Sci 6(1):242-250
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Dentoblis*

VYROBENO PODLE SVYCARSKEHO PATENTU

JAHODA

+ vITAMIN D NA PODPORU IMUNITY
+ PRO KRASNE A ZDRAVE ZUBY A DASNE

doplInék stravy pro dospélé a déti od 3 let 0 tablet rozpustnyich v tstech -
vyzivovy doplnok pre dospelych a deti od 3 rokov. tabliet rozpustnych v Gstach Wikt it

ORALNi PROBIOTIKUM | ORALNA MIKROBIOTA

Streptococcus salivarius M18

FAKTA:

® obsahuje nejsilnéjsi ochrannd pfirodni probiotika pro prostredi lidskych dst’

® (i¢inné kolonizuje dstni dutinu?

® produkuje jedinecné antimikrobidlni latky (napf. Salivaricin M), které inhibuji hlavni
zubni patogeny (napf. Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis a Aggregati-
bacter actinomycetemcomitans)'?

® vykazuje enzymatickou aktivitu rozkladajici plak (dextranaza) a neutralizujici kyselost
(uredza)*

® snizuje vyskyt plaku a klicovych patogent zplisobujicich zubni kaz u déti*

® snizuje mnozstvi prozanétlivych cytokind (IL-6 a IL-8)7

® snizuje vyskyt klicovych patogeni zplisobujicich zubni kaz a zanét dasni u dospélych
(napt. Streptococcus mutans a Porphyromonas gingivalis)®

® snizuje zubni plak a zanét dasni u dospélych®

P. gingivalis

S. mutans

sl

INDIKACE A POUZITi:

® ke snizeni kazivosti zubdi a zanétu dasni
® k obnoveni zdravé a ochranné mikrobioty
® po profesiondlnim cisténi zub(

® po uzivani antibiotik

® jako kazdodenni ustni hygiena

JAK POUZIVAT:

® pro déti (od 3 let a dospéli)

® jednou denné

® po CiSténi zubli nechat pomalu rozpustit v Gstech
® snizeni zubniho plaku u déti

Literatura

1) Wescombe et al., Future Microbiol (2012), 2) Burton et al., Plos (2013), 3) Interni zprdva (2016a), 4) Heng et
al., J Bacteriol (2011), 5) Burton et al.,, ] Med Microbiol (2013), 6) Di Pierro et al. Clin Cosmet Investig Dent (2015),
7) Adam et al., IADR/AADR/CADR 89th General Session and Exhibition (2011), 8) Interni zprdva (2016b), 9) Scariya

etal, IntJ Pharm Bio Sci (2015)
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VYROBENO PODLE SVYCARSKEHO PATENTU

MATA

Streptococcus salivarius M18
+ vITAMIN D NA PODPORU IMUNITY
+ PRO KRASNE A ZDRAVE ZUBY A DASNE

doplnék stravy pro dospélé a déti od 3 let 0 tablet rozpustnych v dstech
vyzivovy doplnok pre dospelych a deti od 3 rokov tabliet rozpustnych v dstach

ORALNi PROBIOTIKUM | ORALNA MIKROBIOTA

Matova prichut

B Kontrola
NI 5 - - . : B Bactodent
pred studii béhem studie (Dentoblis®)

Di Pierro etal. (2015)
Clin Cosmet Investig Dent 7:107-113

Snizeni poctu bakterii zubniho kazu u déti

B Kontrola
W Bactodent
(Dentoblis®)

béhem studie

pred studif

Zdroj:  DiPierro etal. (2015)
Clin Cosmet Investig Dent 7:107-113

Trojita ochrana - MECHANISMUS UCINKU:

® Dextranaza: Lubnf
- odbourdvd zubni plak \ pol'/o‘;
(dextran je jednim ‘@"Q
z hIa\fmch polysacharidi R 5\ -
zubniho plaku) s =
* Uredza: g 3,
- neutralizuje kyselost e &
s N

© Antibakterialni aktivita:
- patogeny dasni a zub(i

www.faveaplus.cz

favea<:




Sekvence genomu oralniho probiotika
Streptococcus salivarius, kmen M18, produkujiciho bakteriocin

Nicholas C. K. Heng,"™ Nurul S. Haji-Ishak," Alaina Kalyan,! Andrew Y. C. Wong,' Marija Lovric,' Joanna M. Bridson," Julia Artamonova,' Jo-Ann L. Stanton,?
Philip A. Wescombe,? Jeremy P. Burton,* Mary P. Cullinan,' and John R. Tagg®*
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Streptococcus salivarius je grampozitivni bakterialni komensalni a prikopnicky kolonizator dutiny ustni u ¢lovéka.
Mnoho kmenti produkuje ribozomalné syntetizovana bilkovinna antibiotika (bakteriociny) a nékteré kmeny byly vy-
vinuty pro uzivani v podobé oralnich probiotik. Zde prezentujeme navrh sekvence genomu oralniho probiotika pro-

dukujiciho bakteriocin - S. salivarius, kmene M18.

Grampozitivni bakterie Streptococcus salivarius je prakopnic-
kym kolonizatorem dutiny Ustni u ¢lovéka a rozsahlé popu-
lace pretrvévaji na tomto misté po cely Zivot hostitele (12).
S.salivarius je prototypovy druh skupiny S. salivarius, ktera za-
hrnuje dllezité mlé¢né druhy Streptococcus thermophilus (6).
Mnoho kmen S. salivarius produkuje ribozomalné synteti-
zovana bilkovinna antibiotika (bakteriociny; recenzovano
v odkazu 14), typicky kddovana na nositeli megaplasmidu
(10). Protoze S. salivarius je obecné spojovana s dobrym zdra-
votnim stavem ustni dutiny, byly nékteré ovéfené bezpecné
bakteriocinogenické kmeny vyvinuty jako ordlni probiotika
(2-4,8,12).

S. salivarius M18 (dfive kmen Mia) je oralni probiotikum, ne-
souci megaplasmid, které vykazuje Sirokospektralni inhibi-
torni aktivitu proti nékterym streptokokalnim patogen(im,
zejména Streptococcus mutans (10), ktery zpUsobuje kazivost
zub(. Aby byla zajisténa genetickd baze pro faktory vylepsu-
jici jeho probiotickou kandidaturu, napt. repertoar bakteri-
ocinu a geny vztahujici se ke kolonizaci, a aby se dalo
stanovit, zda kmen je bez virulence a determinantt resistence
vUci antibiotiklim, byl genom S. salivarius M18 sekvenovan
pomoci strategie brokovnice s celym genomem [Whole-
Genom Shotgun] za pouziti pyrosekventoru Roche GS-FLX
(7). Asembler Roche GS de novo (verse 1.1.03.24 a 2.3) sestavil
pfiblizné 42.9 miliéonu par bazi (~18-foldové kryti) do ~150
kontigl. Vsechny domnélé chromosomalni kontigy byly se-
fazeny relativné k sekvenci genomu S. salivarius CCHSS3 bez
megaplasmidu (pfistupové ¢islo u GenBank FR873481). Vy-
pInéni mezery bylo dosazeno pfimym sekvenovanim na bazi
Sangerovy metody PCR amplikonl generovanych se speci-
fickymi primery ur¢enymi pro kontig termini.

Vysoce kvalitni koncepce sekvence chromozomu S. salivarius
M18 je v soucasné dobé tvorena péti superkontigy (2,142,944
bp; obsah GC 39.6 %). Zbyvajici genomické mezery obsahuji
nasobné kopie velkych ( >6 - kb ) gent kédujicich domnélé
vysoce repetitivni proteiny bohaté na serin a homologni se
Hsa adhezinem Streptococcus gordonii (9). Ty vyrazné absen-
tuji v S. thermophilus a mohou pomoci S. salivarius p¥i koloni-
zaci povrchl Ustni dutiny. Automaticka anotace provedend
rychlymi anotacemi pfi pouziti technologie subsystém(
(RAST) (1) a serverd Vedeni automatické anotace prokaryo-

tického genomu NCBI [Prokaryotic Genomes Automatic An-
notation Pipeline] (PGAAP) odhalily 1,975 sekvenci kédujicich
protein (CDSs), Sest rRNA operontl a 68 tRNA gendi. Byla iden-
tifikovana celd fada sekvenci inzerci s tim, ze nejobvyklejsi
byly 1ISSag8 a IS1193. Kromé toho obsahuje chromosom locus
(slm) specifikujici produkci nového anti-S. mutans lantibiotic-
kého bakteriocinu oznac¢eného salivaricin M. Megaplasmid
bakterie S. salivarius M18, pSsal-M18, je dlouhy 183,037 bp
(obsah of 34.8%) a je prvnim kompletné sekvenovanym
streptokokélnim megaplasmidem. Z 172 CDSs anotovanych
prostiednictvim PGAAP jich16 patii ke zndmym loci koduji-
cim bakteriocin pro salivariciny A2 (11), 9 (13) a MPS (5, 14).
Je zajimavé, Ze existuje oblast nékolika otevienych ¢tecich
ramcl (ORF) (lemovanych sekvencemi inzerci), které jsou
témér identické s chromozomalnimi geny nalezenymi v kme-
nech CCHSS3 and 57.1 bakterie S. salivarius (pfistupové &islo
v GenBank CP002888) a které indikuji genovou vyménu mezi
chromozomem a megaplasmidem. Sekvence genomu bakte-
rie S. salivarius M18 nebude uzitecnd jen pro komparativni
genomiku, nybrz je podstatna také pro rozvoj funkéni geno-
mické platformy, kterd usnadni molekuldrni evoluci a ekolo-
gicka studia.

Pristupova cisla sekvence nukleotidu. Tento projekt,Whole-
Genom Shotgun” je ulozen v DDBJ/EMBL/ GenBank pod pfi-
stupovym ¢islem AGBV00000000. Verze popsand v tomto
pojednani je prvni verzi, AGBV01000000.

Projekt sekvenovani genomu M18 byl financovan ¢aste¢né
z grantd Nadace pro Iékaisky vyzkum Otago [Otago Medical
Research Foundation - OMRF], Vyzkumné nadace Asociace
zubnich lékaili Nového Zélandu [New Zealand Dental Asso-
ciation Research Foundation], a Rady pro loterijni granty No-
vého Zélandu [New Zealand Lottery Grants Board]. N.S.H.-I.,
AK., AY.CW, M.L., aJ.M.B. byli ptijemci na Univerzité Otago,
Letni stipendium pro vyzkum Fakulty zubniho Iékafstvi. J.A.
byl badatelem Letniho vyzkumu OMRF.

* Dopisujici autor. Postovni adresa: Department of Oral Sci-
ences, Faculty of Dentistry, University of Otago, P.O. Box 647,
Dunedin 9054, New Zealand. Tel.: 64 3 479-9254. Fax: 64 3
479-7078. E-mail: nicholas.heng@otago.ac.nz.
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Vystup Cariogramu po 90 dni oralni lécby pomoci
Streptococcus salivarius M18 u déti s vysokym rizikem zubniho kazu:
vysledky randomizované kontrolované studie
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Tento ¢lanek byl publikovén v tomto odborném periodiku vydavatelstvi DovePress:
Clinical, Cosmetic and Investigational Dentistry
3.1ijna 2015

Zubni kaz je nejcastéjsim chronickym onemocnénim u déti. Cariogram je uznavany pocitacovy software pracujici na
bazi algoritmi. Zaklada se na riiznych rizikovych faktorech vztahujicich se ke kaz{im a je urcen pro klinické Iékafe, jez
podporuje v provadéni objektivnéjsich a vice konzistentnich hodnocenich rizika zubniho kazu. Tento typ pfistupu
predchazi diagnéze zubniho kazu a umoziiuje dentistiim identifikovat ohrozené pacienty a pak pfijmout vhodna pre-
ventivni opatieni jesté dfive, nez se kaz dale rozvine. Jednim z etiologickych faktord, ktery je pf¥iznivy pro rozvoj zub-
nich kaz, je bakterie Streptococcus mutans. Proti témto acidogennim obyvateltim zubniho plaku Ize Gc¢inné pisobit
aktivitou bakteriocin(, jeZ uvoliiuje probioticka kultura Streptococcus salivarius M18 (salivarius M18). Kromé toho
salivarius M18, poté co osidli sliznici ustni dutiny clovéka, produkuje enzymy dextranazu a ureazu, které jsou schopny
potirat vytvaieni plaku a kyselost slin. Nahodné bylo vybrano sedesat sest subjekttli vysoce ohrozenych zubnim kazem
a pak po dobu 90 dni bud'osetfovano, nebo neosetfovano tstnim pripravkem s obsahem ustniho probiotika salivarius
M18 (Carioblis®). Vysledky indikuji, Ze pouziti probiotika salivarius M18 zvysSuje Sanci pfedchazet novym zubnim
kaziim u déti a jeho aplikaci Ize navrhnout jako novy nastroj ve vybaveni dentist{i, ktery miize byt pouzit u subjektd
povazovanych za vysoce ohrozené zubnim kazem na zakladé jejich vystupu Cariogramu.

Klicova slova: BLIS M18, predikce zubniho kazu, dextranaza, uredza, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, plak,

pH slin, bakteriociny

Uvod

Zubni kaz je nejobvyklejsim chronickym onemocnénim
u déti, které se stale vice $ifi v mnoha svétovych populacich.?
Jde o multifaktoridlni onemocnéni, které je zejména zpUso-
beno interakcemi mezi bakteriemi Streptococcus mutans, ze-
jména Streptococcus mutans a Streptococcus sobrinus,
a individualnimi rizikovymi faktory pro vznik zubniho kazu,
jako jsou slozeni slin, expozice fluoriddim a stravovaci navyky.3
Bez ohledu na to, Ze zubnimu kazu Ize pfedchéazet a bez
ohledu na mnoho vyznamnych technologickych zlep3eni
v oboru zubniho lékafstvi v poslednich letech* zlstava kazi-
vost zubl velmi difuznim a nefesenym medicinskym problé-
mem. Protoze jde o patologii udrZzovanou patogennimi
mikroby, [é¢ba vyuzZivajici konvenéni antibiotika ucinna proti
streptokokiim muze byt Uc¢innd pouze kratkodobé k tomu,
aby snizila hladinu dentalniho plaku a pocet bakterii Strepto-
coccus mutans.

Nicméné protoze vétsina antibiotik vykazuje relativné Siro-
kospektralni G¢innost, bez rozliseni nici jak komenzalni, tak
i potencialné skodlivé bakterie, a tim vytvareji nevyvazenost
v mikrofléfe. > Tento vystup by mohl byt nasledkem pouzi-
vani dobfe znamych pfirodnich nebo syntetickych antibiotik
a také pouzivani novych léc¢iv na bazi bylinek, vybavenych
antibiotickou aktivitou.>” Nyni se stava zfejmym, Ze zavaznost
nékterych Ustnich patologii véetné kazivosti zubU, zanétu
sttedniho ucha, zapachu z Ust a streptokokalni faryngotonsi-
litidy Ize vztahnout na rozvoj nerovnovahy ustni mikrofléry.
Aplikace ordlnich probiotik s cilem pomoci obnovit rovno-
vahu mikrofléry a tim zlepsit zdravotni stav Ustni dutiny je re-
lativné novy koncept.® Nékteré domnélé komenzalni bakterie

jsou hodnoceny pro jejich schopnost podporovat prevenci
zubniho kazu. Nékteré pocatecni studie, které se zakladaly na
pouzivani intestinadlnich probiotik, hovofily o snizeni hladin
S. mutans a zjevné nizsim poctu zubnich kazd.%'® Nicménég,
protoze tyto kmeny maji své meze, co se tyce jejich osidleni
tkani ustni dutiny, byla docela nedavno vyvinuta nova gene-
race probiotickych kmenu, které pochazeji z lidské Ustni du-
tiny a které patii ke komenzalnim kmendm, o nichz je zndmo,
Ze maji extrémné nizky patogenni potencial. V tomto ohledu
je klicovym druhem Streptococcus salivarius a nejzevrubnéji
bylo zkoumano ordini probiotikum identifikované jako kmen
K12. Toto probiotikum bylo zkoumano co do jeho produkce
bakteriocinu, kolonizace Ustni dutiny, persistence v Ustni du-
tiné a také co do jeho Ucinnosti v potirani zadpachu z ust,
ordIni kandidézy, faryngotonsilitidy a akutniho zanétu stied-
niho ucha.11-22 Streptococcus salivarius M18 (salivarius M18)
(klasifikace IDA: DSM 14865), 23 kmen plvodné izolovany ze
zdravé dospélé zeny béhem specifického vyhledavani oral-
niho komenzalniho kmene, ktery by byl schopen blokovat
bakterie Streptococcus mutans, nasledné ukazal, Ze ma rela-
tivné Siroké spektrum cinnosti inhibitorni latky, kterd je po-
dobna bakteriocinu (BLIS), proti S. mutans a S. sobrinus a ze
produkuje enzymy dextranazu i ureazu, jejich aktivita by po-
tencidlné mohla pomoci omezit progresi zubniho kazu tim,
ze zredukuje akumulaci a acidifikaci zubniho plaku.?+2¢ Cely
genom kmene salivarius M18 byl publikovéan nedavno a jeho
repertodr bakteriocinl zahrnuje megaplasmidem kédovany
salivaricin A2, salivaricin MPS, salivaricin 9 a chromozomalné
koédovany salivaricin M.23,24,27 Nedavné pokusy odhalily,
vedle bezpecnosti a snasenlivosti, schopnost kmene saliva-
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rius M18 osidlovat Ustni dutinu ¢lovéka a pretrvavat v ni,?®
snizovat vytvareni plaku, redukovat pocet bakterii S. mutans
usidlenych v dutiné ustni u déti mladsiho Skolniho véku?
a snizovat mirnou i tézkou gingivitidu a periodontitidu u do-
spélych.3® Na zakladé téchto biochemickych, mikrobiologic-
kych a klinickych nalezi ur¢ujeme, zda orélni a kazdodenni
uzivani kmene salivarius M18 ovliviiuje nebo modifikuje vy-
stup Cariogramu po 90 dnech |é¢by u déti s vysokym rizikem
vzniku novych zubnich kazUd. Cariogram je software na bazi
algoritmu, ktery byl vyvinut ve Svédsku v roce 1997 na Uni-
verzité v Malmo, na zakladé deviti rozdilnych rizikovych fak-
torl vztahujicich se k zubnimu kazu, spolu s Usudkem |ékafre,
a je urcen pro klinické l1ékare pro provadéni objektivnéjsich
a vice konzistentnich hodnoceni rizika zubniho kazu.' Efek-
tivita programu se potvrdila u déti predskolniho véku, déti
Skolniho véku, mladistvych a dospélych jedinc(.32-38

Materialy a metody

Subjekty a kritéria

Do této randomizované kontrolované studie bylo zahrnuto
sedmdesat Sest déti (ve véku 6-17 let), jejichZ rodice se studii
udéliliinformovany souhlas a které byly klasifikovany jako vy-
soce ohrozené na zakladé vysledku Cariogramu provede-
ného v den 0 (Sance predejit novym zubnim kazlim < 25).
Kritériem pro vylouceni byla diagnéza srdecni, respiracni, re-
nalni, jaterni a intestinalni choroby nebo probihajici 1é¢ba an-
tibiotiky a/nebo kortikosteroidy z divod(i prevence/lécby
opakujicich se bakteridlnich patologii, jako je cystitida, faryn-
gotonsilitida ¢i akutni zanét stiedniho ucha, nebo k potieni
alergickych reakci a/nebo astmatu. Podle protokolu bylo po-
voleno pfilezitostné uzivani acetaminofenu nebo ibuprofenu
ke zvladnuti horecky a/nebo bolesti a antibiotik predepsa-
nych Iékafem. Pfi uzivani antibiotik byly osetfované déti po-
zadany, aby prestaly uzivat produkt na bazi salivarius M18.
ProtoZe nedoslo k vypadklm, vsech 76 déti (38 déti v osetio-
vané skupiné a 38 déti v kontrolni neosetfované skupiné)
podstoupilo nasledujici vysetfeni provedené po 90 dnech
a bylo zahrnuto do statistické analyzy.

Schéma studie

Tato randomizovana kontrolovand byla provddéna v oblasti
rutinni klinické praxe v oblasti mésta Milan (Italie) v dobé od
bfezna do zafi 2014 a v souladu s kritérii stanovenymi Helsin-
skou deklaraci. Studii schvalila Eticka rada mésta Milan. Rodice

0Obr. 1: Schéma studie.

vsech déti zdcastnénych ve studii byli o metodach pokusu in-
formovani a podepsali souhlas a dokumenty tykajici se
ochrany soukromi, ¢imz udélili souhlas s publikaci vysledkd.
Jak je zobrazeno na Obr. 1, ze sta analyzovanych déti jich bylo
sedmdesat Sest povazovano za zpUsobilé k zaclenéni; tyto
déti byly ndhodné rozdéleny tak, ze po dobu tfi mésict uzi-
valy jednou denné testovany produkt (oSetfovana skupina;
n=38), nebo nedostavaly Zddnou lécbu (kontrolni skupina;
n=38). Randomizace byla provedena za pouziti metody zale-
pené obdlky. Po 90 dnech sedmdesat Sest déti pfislo na na-
sledné vysetieni a postoupilo svij druhy test dle Cariogramu.
Za dobu trvani studie byli viichni za¢lenéni jedinci kazdych
15 dni v kontaktu se zubnimi Iékafi, ktefi byli odpovédni za
to, aby v rdmci studie podavali zpravu o jejich zdravotnim
stavu a parametrech studie, jako je snasenlivost probiotik
a dodrzovani davkovani, a aby umoznili dokumentaci vyskytu
jakychkoliv vedlejsich ucinkd, které by se pfipadné mohly
k lé¢bé vztahovat. Subjektdm byl rovnéz umoznén kazdo-
denni pfistup k Iékarim odpovédnym za studii.

Testovany produkt

Salivarius M18 (klasifikace IDA: DSM 14865), ktery vyrobce
rovnéz nazyva BLIS M18 (BLIS Technologies, Dunedin, Novy
Zéland), byl spolec¢nosti SIIT (Trezano S/N, Italie) vyroben jako
pomalu rozpustné oralni tablety a italské ministerstvo zdra-
votnictvi jej dne 19. ¢ervence 2013 (&islo registrace 69163)
zaregistrovalo jako doplnék stravy Carioblis® firmy Omeopi-
acenza (Pontenure, Italie), a to podle ustanoveni zakona
¢. 169 z roku 2004. Preparat Carioblis® pouzivany v nasem vy-
zkumu obsahoval minimélné 1 miliardu koloniformnich jed-
notek (CFU)/ tabletu kmene salivarius M18.

Protokol o lIécbé

Pocinaje dnem 0 po den 90 byla kazdému subjektu kazdy
vecer tésné pred spanim poddna jedna tableta preparatu Ca-
rioblis®. Tableta se méla nechat pomalu rozpustit v dutiné
ustni bez kousani ¢i polknuti. Ve vecernich hodinach se ty-
picky snizuje mnozstvi slin a to zlep3uje Gc¢innost kolonizace
v dutiné Ustni. Pouze na samém zacatku Iécby byla pfed po-
déanim tablety, asi 30 minut, pouzita Ustni voda na bazi chlor-
hexidinu (0.2%). Tento postup zlepSuje Ucinnost ordlni
kolonizace ze strany BLIS M18 tim, Ze v tkani Ustni dutiny vy-
tvafi niky se spotfebovanymi bakteriemi. Aby bylo mozno po-
soudit, jak se subjekt drzi vyhotoveného protokolu, byly
subjekty pozadany, aby vracely nepouzité krabicky a tablety.

Cariogram test

Bez |é¢by n=38
Den 0: '
1. Cariogram test proveden Den 30 Den 60
na n=100 N et Den 90
2. Zatlenéné subjekty, .‘,‘:"
vysoc ohroZené (n=76) '2*...
A Den 90
3. Postup randomizace 2 Den 30 Den 60
[ﬂ=76] 7 l
&g

Streptococcus salivarius M18

Cariogram test
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Za akceptovatelné dodrzovani se povazovalo podani alespon
95% pfidélenych tablet.

Mutans, sliny a plak

K vyhodnoceni pfitomnosti S. mutans byl pouzit test GC Sa-
liva-Check Mutans (monoklondlni na bazi protilatek). Pokud
se tyka slin, k posouzeni pH a mnozstvi byl pouzit test GC Sa-
liva-Check Buffer. Aby mohly byt ziskany vzorky slin k analyze
bakterii ze skupiny Streptococcus mutans a zjisténa mira se-
krece slin (mL/min) a obranna schopnost, byly vSéem détem
odebrany sliny stimulované parafinem. Pfitomnost zubniho
plaku byla vyhodnocena pomoci testu GC Plaque Indicator
(indikator zubniho plaku). Vsechny sady dodéava spole¢nost
GC Europe, Leuven, Belgie.

Cile studie

Zasadnimi cili pro studii byly 1) stanovit profily bezpecnosti
a snasenlivosti produktu na bazi salivarius M18 u déti s vyso-
kym rizikem vzniku nového zubniho kazu a 2) u tychZ déti po-
soudit, zda se po 90 dnech Ié¢by produktem na bazi salivarius
M18 objevily néjaké modifikace Cariogramu.

Statistickd analyza

Abychom mohli zkoumat nulovou hypotézu nulového
ucinku lécby preparatem Carioblis® pro kazdy klinicky para-
metr a pro globalni souhrn, aplikovali jsme dvouvybérovy
Wilcoxonuyv test pro pary s ozna¢enymi pozicemi. Abychom
mohli zkoumat ucinek terapie preparatem Carioblis® na bi-
lanci Cariogramu pii pouziti primérovanych klinickych para-
metr(, pouzili jsme dvouvybérovy Fischer(v exaktni test. Byl
pouzit statisticky software JMP® 10 pro Mac OS X (SAS Insti-
tute Inc., Cary, NC, USA) a prah pro statistickou vyznamnost
byl 95%. Abychom mohli vypocist riziko kazu u skupiny sub-
jektud (vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1 a na Obrazku 2), po-
uzili jsme prdmérnou hodnotu kazdé jednotlivé polozky
Cariogramu a povazovali ji za rovnou 0, pokud desetinné
hodnoty byly mezi 0.1 a 0.4, a rovnou 1, pokud desetinné
hodnoty byly mezi 0.5 a 0.9. Software Cariogram pouzival
verzi Java Internet 2004.

Tabulka 1: Hodnoty Cariogramu (v den 0 a den 90) vypoctené za pomoci primérné hodnoty
poloZek na seznamu
- Aktudlni Sance zabra- | Strava | Bakterie | Nachylnost | Okolnosti

Lécha, doba . | o

nit novym kaziim (%) | (%) (%) (%) (%)
Salivarius M18, den 0 20 17 29 23 n
Salivarius M18*, den 90 70 7 7 9 7
Neléceni, den 0 20 17 29 23 n
Neléceni, den 90 37 1 26 16 10
Pozndmka:
*Veskeré hodnoty M18, den 90, jsou signifikantni (P< 0.01) versus Iécba M18, den 0.
Zkratka: Salivarius M18, Streptococcus salivarius M18.

Vysledky

Tato randomizovana a kontrolovana studie byla provedena
na 76 détech vysoce ohrozenych vznikem novych zubnich
kaz(. Tricet osm téchto subjektd bylo po dobu 90 dni léceno
preparatem Carioblis® (vyrobek na bazi S. salivarius M18)
a ostatni slouzily jako kontrolni vzorek (nelé¢ena skupina).
Nedoslo k zadnému vypadku, proto viechny déti byly pova-
zovany zpusobilé pro statistickou analyzu. Jak je ukazano

Obr. 2: Grafické zndzornéni hodnot Cariogramu (%) vypoctenych pomoci primérnych hodnot
polozek na seznamu. Zkratka: Salivarius M18, Streptococcus salivarius M18.

Salivarius M18, lé€ena skupina (den 0)

i |

Salivarius M18 lé¢ena skupina (den 90)

Nelééena skupina (den 0)

B
5 'Q

Nelééena skupina (den 90)

. $ance predejit novym kazlim

okolnosti

nachylnost

. bakterie
. strava
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Tabulka 2: Charakteristika* zaclenénych déti

Lichaydobal | - ans M:::';ge“é shupinal ([ e ena skupinal n=38)
Chlapci, n 25 21

Vék chlapci 11.2£3.2 12.7£2.9

Divky, n 13 17

VEk divek 11.5£3.6 11.8£3.8
Pozndmka:

*Nesignifikantni rozdily mezi skupinami; vék vyjédren v letech 9 standardni odchylka.
Lkratka: Salivarius M18, Streptococcus salivarius M18.

Tabulka 3: Obecny vystup Cariogramu v den 0 a den 90

Salivarius M18 - 1écena skupina Nelécena skupina
(n=38) (n=38)
Den 0** 15.9+2.6 (16) 16.3+2.9(16)
Den 90** 11.1+2.0 (11)* 14.4+3.2(14)
® % vs den 0 30.2 1.7
Pozndmka:

*P<0.01 vs deny 0; **data vyjadrend jako stfed + standardni odchylka (medidn).
Lkratka: Salivarius M18, Streptococcus salivarius M18.

Tabulka 4: Cariogram: vystup jednotlivych parametri ve skupiné [écené preparatem
salivarius M18 (n=38)

Den 0% Den 90* P
Zkusenost s kazivosti 2.7+0.5(3) 2.7+0.5(3) ns
Souvisejici onemocnéni 0.0+0.2 (0) 0.1+0.2 (0) ns
Stravovani, obsah 1.9£1.0(2) 1.420.7 (1) _0.05
Stravovani, frekvence 1.4+0.8 (1) 1.2+0.5(1) _0.05
Objem plaku 2.0+0.8 (2) 1.0+0.6 (1) _0.01
Mutans streptococci 2.7+0.5(3) 0.7+0.8 (0) _0.01
Fluoridovy program 24107 (2) 1.8+0.5(2) _0.01
Sekrece slin 1.74£0.9 (2) 1.2+1.1(1) _0.05
Obrannd kapacita 0.0+0.2 (0) 0.0+0.0 (0) _0.05
Klinické posouzeni 1.1£0.4 (1) 1.0+0.2 (1) ns

Poznamka:
*Data vyjadrend jako stfed + standardni odchylka (medidn).
Zkratka: ns, nesignifikantni, Salivarius M18, Streptococcus salivarius M18.

v Tab. 2, mezi témito dvéma skupinami neexistovaly v oblasti
pohlavi a véku zadné rozdily. 90 dni Ié¢by kmenem M18 ge-
nerovalo u lé¢ené skupiny statisticky vyznamné snizeni, o vice
nez 30 %, u celkového vystupu Cariogramu. U kontrolni sku-
piny nebyl pozorovan statisticky rozdil (Tab. 3). Pfi analyze kaz-
dého individudlni parametru vysledk( Cariogramu ve skupiné
|éCené preparatem salivarius M18 (Tab. 4) Ize pozorovat, ze
jsou zlepseny viechny parametry s vyjimkou ,zkusenost s ka-
zivosti”, ,souvisejici onemocnéni’, a, klinicky posudek”. Néktera
zlepseni lze pravdépodobné pfipsat lepsi kontrole stravy
(obsah a frekvence stravovani) nebo zménam v Ustni hygiené
a/nebo profylaxi (fluoridovy program) a nelze je jasnym da-
kazem spojit s [écbou. Jing, jako ,objem plaku’, ,bakterie sku-
piny Streptococcus mutans’, a,obranna schopnost’, by mohla
byt pfimym disledkem |é¢by, protoze salivarius M18 uvoliuje
bakteriociny schopné zabijet bakterie skupiny Streptococcus
mutans a enzymy dextrandzu a uredzu, které jsou schopny po-
tirat vytvareni plaku a zvySovat pH slin. Pozoruhodné je, Zze
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Lkontrola plaku” a “bakterie skupiny Streptococcus mutans
byly redukovany o 50 %, pfipadné 75 %. Naopak, jak je uve-
deno vTab. 5, nelécend skupina nevykazovala stejny typ zlep-
$eni a jediné statisticky vyznamné zmény byly zpGsobeny
lepsi kontrolou stravy, Ustni hygienou a profylaktickym pfistu-
pem. Software Cariogramu byl jedine¢né implementovén,
aby vypocetl riziko zubniho kazu u jednotlivych subjekt(. Nic-
méné jsme vyuZzili algoritmu Cariogramu a pouzili prmérnou
hodnotu kazdé jednotlivé polozky Cariogramu, abychom vy-
pocetliriziko kazu u skupiny subjektt. Tento nevalidovany po-
stup umoznuje konstrukci obrazu pravdépodobného dopadu,
ktery 1é¢ba mUze mit na skupinu pacientd. Jak je ukazano
vTab. 1 anaObr. 2, [é¢ba produktem na bazi kmene M18 pod-
statnym zplsobem zlep3uje ,$anci na zabranéni vzniku no-
vych zubnich kaz(i” z 20 na 70, sniZzuje parametr,bakterie” z 29
na 7 a snizuje ,nachylnost” z 23 na 9. U nelécené skupiny ne-
byly evidentni Zadné relevantni varianty. Nakonec, v Tab. 6,
[é¢ba na bazi M18 ukdzala velmi dobry profil bezpeénosti bez
vedlejsich ucinkd souvisejicich s [é¢bou a zadny vypadek sub-
jekth. Sndasenlivost byly hodnocena jako ,dobrd” a ,velmi
dobra” u triceti péti z tiiceti osmi subjektd a v souvislosti s do-
drzenim podminek bylo dosazeno prekryvajicich se vysledkd.

Tabulka 5: Cariogram: vystup jednotlivych parametri ve skupiné nelécené preparatem
salivarius M18 (n=38)

Den 0* Den 90* P
Zkusenost s kazivosti 2.8+0.5(3) 2.890.6 (3) ns
Souvisejici onemocnéni 0.190.2 (0) 0.290.2 (0) ns
Stravovani, obsah 2.091.0(2) 1.390.4 (1) _0.01
Stravovani, frekvence 1.390.8 (1) 1.190.7 (1) _0.05
Objem plaku 2.090.9(2) 2.190.7 (2) ns
Mutans streptococci 2.690.5 (3) 2.590.6 (3) ns
Fluoridovy program 2390.7(2) 1.690.7 (1) _0.01
Sekrece slin 1.890.9 (2) 1.491.2(1) _0.05
Obrannd kapacita 0.290.2 (0) 0.290.2 (0) ns
Klinické posouzeni 1.290.4 (1) 1.290.1(1) ns

Poznamka:
*Data vyjadrend jako stfed = standardni odchylka (medidn).
Zkratka: ns, nesignifikantni, Salivarius M18, Streptococcus salivarius M18.

Tabulka 6: Snasenlivost, shoda a vedlejsi ucinky u déti (n=38) lécenych ordIné po dobu 90
dni preparatem Streptococcus salivarius M18, jak o tom informovaly déti a/nebo
jejich rodice a stanovili dentisté odpovédni za studii.

Snasenlivost Shoda Vedlejsi dcinky
Velmi dobré n=30 n=32 Zadné
Dobré n=>5 n=6 Zadné
PHijatelné n=3 n=0 Zadné
Nepfijatelné n=0 n=0 Zadné

Diskuse

Vyhodnocenirizika vzniku zubniho kazu je dllezitym nastro-
jem, ktery pomuze dentistim lépe pochopit profil pacienta.
Klinicky se prokézalo, Zze software Cariogram je pfi vyhodno-
ceni takového rizika uc¢inny.*® Cariogram se, kromé profesi-
ondlniho usudku odborného dentisty, zakldda na souboru



deviti patologickych a ochrannych faktord. Z téchto faktor(
je v predikci rizika vzniku zubniho kazu pravdépodobné nej-
relevantnéjsi ,zkusenost s kazivosti” a vlastné byl prokazan
silny vztah mezi zkusenosti s kazivosti a profilem rizika vzniku
kazu.40,41 Nezda se, Ze by mikrobidlni testy zamérené na po-
souzeni pfitomnosti bakterii skupiny Streptococcus mutans
byly stejné relevantni. To by mohlo byt zptsobeno tim, ze za
pfitomnosti fluoridu a spolu s vhodnou stravou co do mnoz-
stvi a kvality m{ze byt tolerovan vysoky pocet bakterii sku-
piny Streptococcus mutans, aniz by zavinily podstatné
poskozeni zub(.* Fluorid neni jedinym potencialné ochran-
nym faktorem v ptitomnosti velkého mnozstvi skodlivych
streptokokdl. V Ustni mikrofl6fe mohou byt populace bakterii
skupiny Streptococcus mutans vyvazeny pfitomnosti bakterii
puUsobicich proti nim. Ma se za to, ze zejména duleZitou tlohu
mezi nimi hraje S. salivarius, jedna z nejvice prevladajicich ko-
menzalnich Ustnich bakterii. Ukazalo se, Ze rizné kmeny ba-
kterii S. salivarius jsou schopny pUsobit proti ristu bakterif
skupiny Streptococcus mutans® a z nich nejsilnéjsi klinicky po-
tencial projevil kmen M18.2°3° Na tomto zakladé jsme se roz-
hodli otestovat schopnost salivarius M18 modifikovat vystup
Cariogramu. Podle nasich vysledk( 90 dni lé¢by timto oralnim
probiotikem zvysilo Sance pfedchazet vzniku novych zubnich
kaz( u déti. Tento vystup se da pfipsat specifické protikazové
charakteristice kmene M18, ktery je po kolonizaci Ustni sliz-
nice schopen uvolnovat bakteriociny, které omezuji rist
S. mutans a S. sobrinus, a enzymy dextranazu a uredzu, které
jsou katalyzatorem rozpadu dextranu (napomahajiciho roz-
pustnosti plaku), a hydrolyzu urey (zvy3ujici pH slin). Predkla-
dana studie obsahuje nékteré odchylky: 1) neni to zaslepena
studie; 2) neexistuje skupina uzivajici placebo; 3) kontrolni
skupinu tvofi nelécené subjekty; a 4) pocet zaclenénych sub-
jektl je ponékud nizky. Nicméné tato studie predstavuje
jeden z pionyrskych pokus( analyzovat vyznamnost kmene
salivarius M18 v dentalni praxi. Pokud bude mozno tyto pred-
bézné vysledky potvrdit vétsim poctem subjektt a za dvojité
zaslepenych klinickych podminek, bude mozné v budoucnu
navrhnout praktickou aplikaci kmene M18 jako nového na-
stroje ve vybaveni dentistU, a to spolu s jiz dostupnymi stra-
tegiemi (napf. protikazova strava, fluorid a Ustni hygiena),
které mohou byt pfijaty pro subjekty povazované na zakladé
jejich Cariogramu za vysoce rizikové. Na zakladé vypocte-
ného rizika vzniku nového zubniho kazu jsou subjekty rozdé-
leny do tfi skupin: nizké, stfedni a vysoké. V zavislosti na
téchto skupinach jsou v rizném rozsahu aplikovany zakladni
aspekty primarni prevence: lehké u skupiny s nizkym rizikem,
mirné u skupiny se stfednim rizikem a diikladné a nasobné
u jednotlivcl s vysokym rizikem. Samoziejmé v pfipadé pa-
cientd zafazenych do vysoce rizikové skupiny, ale moznd také
u téch, ktefi patfi do skupiny vystavené strednimu riziku, by
mohlo byt rozhodujici pfidani protokolu zahrnujiciho podani
salivarius M18, a to k dalsimu sniZeni rizika receptivity pro ka-
zivost zubu. Riziko vzniku zubniho kazu se konfiguruje jako
predispozice jednotlivce k tomu, aby byl postizen kazovou
patologii bez ohledu na pfitomnost kazu v dobé prohlidky
u zubniho Iékafe. Tento typ diagndzy pak predchazi diagnéze
kazu, umozniuje dentistovi zachytit ohroZzeného pacienta
a pfijmout pfislusna preventivni opatfeni k zachyceni rozvoje
kazivosti zub(.
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STREPTOCOCCUS SALIVARIUS K12
INHIBUJE AKTIVACI IMUNITNIHO SYSTEMU

PATOGENY PARODONTALNIHO ONEMOCNENI

Kyle W. MacDonald"2, Ryan M. Chanyi™2, Jean M. Macklaim?3, Peter A. Cadieux*, Gregor Reid"? a Jeremy P. Burton™**

Abstrakt

Souvislosti: Parodontalni onemocnéni pfedstavuje zdvazny zdravotni problém.
Poddvéni prospésnych mikrobi je stale populdrnéjsi nez snahy o manipulaci s mi-
kroby pomoci antimikrobidlnich latek. Tato studie zjiStovala schopnost Streptococ-
cus salivarius inhibovat produkci IL-6 a IL-8 gingivalnimi fibroblasty pfi aktivaci
parodontalnimi patogeny a jejich vliv na slinny mikrobiom.

Metody: Primdrni lidské gingivalni fibroblasty byly vystaveny plsobeni Porphy-
romonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans a Fusobacterium nuc-
leatum a kombinace viech tii. Bylo méfeno uvolfiovani cytokinG IL-6 a IL-8. Na
stejném modelu byly fibroblastiim indukovanym patogenem podévany S. salivarius
K12, M18 a rlizné 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 podavani kteréhokoli z probiotickych kmen( s patogenem doslo k vyznam-
nému snizeni uvoliiovani IL-6 i IL-8. Tento tcinek byl rovnéz pozorovén, kdyz byly
gingivalni fibroblasty predem o3etteny 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.

Zaver: S. salivarius K12 a M18 zabranily aktivaci imunitniho systému vyvolané pa-
togeny parodontainiho onemocnéni. S. salivarius K12 nezménil mikrobiom slin ani
nevyvolal aktivaci imunitniho systému, kdyz byl podavén jako Zvykacka. Tyto vy-
sledky si zaslouzi dalsi studii, aby se zjistilo, zda mdZe jit o G¢innou lé¢hu na modelu
parodontdlniho onemocnéni.

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

Souvislosti

ParodontaIni onemocnéni je charakterizovano zdnétem tkani, které obklopuji
a podpiraji zuby, véetné dasni a parodontalnich vazi.

Predpoklada se, Ze az 50 % dospélych Severoamericand trpi néjakou formou pa-
rodontélniho onemocnéni, coz z néj ¢ini zdvazny problém pro vefejné zdravi'.
Ustni dutina je bohata na mikroorganismy, které se souhrnné oznauji jako,, Ustni
mikrobiota”. V pribé&hu onemocnéni se dstni mikrobiota méni ze spolecenstva
s prevahou grampozitivnich bakterii na spolecenstvo tvofené pfevazné gramne-
gativnimi bakteriemi?.

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

Onemocnéni dutiny dstni je celosvétové ¢tvrtym nejndkladnéjsim onemocnénim®!
ajsou zapotiebijednoducha a dostupnd feseni.V kombinaci s narlstem rezistence
v{ici antibiotikdim se vyviji mnoho novych terapeutickych pfistupd, které maji po-
moci zlepsit zdravi Ustni dutiny a minimalizovat dopad na pacienta. Jednim z nich
je vyuZiti prospé&Snych bakterii k obrané dstni mikrobioty pred dysbiotickym stavem
a zhorsenim onemocnéni. Je dileZité, aby lécebnd strategie zachovala integritu
plivodniho mikrobiomu, aniz by jej narusila. Lé¢ba zahrnujici Zivé bakterie by také
neméla byt odhalena imunitnim systémem, jinak hrozi zhorseni piiznaki one-
mocnéni nebo sniZeni Gcinnosti lécby. Existuje nékolik mechanismd dcinku, kte-
rymi probiotika pfimo nebo nepfimo plisobi piiznivé a které mohou pomoci v Ustni
dutiné. NejuZitecnéjsi z hlediska ochrany pred ustnimi patogeny je piimé konku-
rence s jinym organismem prosttednictvim produkce pfirodnich antimikrobidlnich
sloucenin, znamych jako bakteriociny®. Dal3i mechanismy posiluji imunitni requ-
lac”, zlepSuji integritu epitelidinich bariér a funkci tésnych spoji®® a produkci
metabolitd"®, enzymd, kofaktor(i a vitaminii"™", coZ ve prospivé zdravi hostitele.
Probiotika ur¢end k [é¢bé 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 lécba vedla k vyznamnému snizeni hloubky
kapsy a narlistu attachmentu v hlubokych parodontalnich kapséch, stejné jako ke
snizeni vyskytu P. gingivalis ve srovnani s osobami, které dostavaly pastilky s pla-

cebem. Podobna studie s pouzitim tablet obsahujicich Lactobacillus salivarius
WB21 prokdzala schopnost této bakterie sniZit index plaku a hloubku parodontélni
kapsy u osob s vysokym rizikem parodontélniho onemocnénit™. Hlavnim kone¢-
nym metabolickym produktem mnoha téchto potenciélnich probiotik je kyselina
mlécna, kterd mdzZe mit casem negativni vliv na zubni kaz. Pro dosaZeni nejlepsiho
vysledku miZe byt vhodn&jsi kolonizator dstni mikrofléry, ktery nevylucuje kyseliny
a produkuje bakteriociny. Streptococcus salivarius je grampozitivni bakterie, kterd
kolonizuje Ustni dutinu ¢lovéka po cely Zivot hostitele a je obecné spojovéna se
zdravim®®, S, salivarius K12 a M18 maji in vitro inhibicni aktivitu proti dalSimu
oralnimu patogenu, Streptococcus pyogenes™. Oba kmeny koduji mnohocetné ba-
kteriociny2 211, jsou bezpecné pro lidskou konzumaci'?>-* a mohou pietrvavat
v Ustni dutiné?> %], zejména na hibeté jazyka a dalSich sliznicich. V placebem kon-
trolovanych studiich bylo prokdzéno, Ze S. salivarius K12 zabrafiuje opakovanym
streptokokovym zanétim hitanu u dospélych/27] a détil?® a omezuje zapach z tist
omezenim produkce tékavych simych sloucenin z anaerobnich bakterii.
Uzivani S. salivarius M18 dokdzalo sniZit skére zubniho plaku a koncentraci S. mu-
tans u déti®.

Vzhledem k tomu, Ze parodontélni onemocnéni je primarné zplsobeno zanétem
asS. salivarius K12 a M18 maji prokdzanou bezpecnost a efektivni kolonizaci v lidské
dutiné dstni, rozhodli jsme se charakterizovat, zda S. salivarius K12 nebo M18
mohou modulovat zdnétlivé faktory produkované lidskymi gingivalnimi fibroblasty
vystavenymi béznym dentdlnim patogen(im a zda u zdravych dobrovolniki dojde
ke zménam 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). VSichni d¢ast-
nici udélili souhlas se zvefejnénim a byly odstranény veskeré identifikacni idaje.

Kultury a podminky riistu

Kmeny pouzité v této studii jsou uvedeny v tabulce 1. 5. salivarius, S. mutans 25175,
C. albicans a devét indikacnich kmend (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 F. nucleatum byly kultivovany anaerobné
na Columbia Blood agaru (CBA) obsahujicim 5 % ov¢i krve pfi 37 °Cv anaerobni
komote obsahujici 85 % (v/v) N2, 10 % (v/v) H2 a 5 % (v/v) (0. Kmeny Lactoba-
cillus byly udrzovény v médiu De Mann, Rogosa, Sharpe (MRS). V pfipadé potfeby
byl pro mnoZeni na destickach pouZit 1,5% (w/v) agar.

Primarni lidské gingivalni fibroblasty

Gingivalni fibroblasty byly kultivovany z explantované tkdné ziskané od zdravych
dobrovolnikii podstupujicich parodontdini zakroky na klinice Ustni chirurgie (Wes-
tern University, Kanada) v souladu s pokyny univerzitni etické komise pro vyzkum
(REB 13937E) s informovanym souhlasem pacienta. Parodontélni fibroblasty byly
v minimalnim esencidlnim médiu (MEM) dopInéném 10% (v/v) fetdlnim hovézim
sérem a 100 mM L-glutaminu ve zvlh¢eném inkubatoru pfi 37 °Ca 5 % (0, Ex-
perimenty byly provadény na gingivalnich fibroblastech mezi pasdzemi 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 poutZité v této studii

Mikroorganismy Kmen
Kvasinky

(andida albicans TIMM 1768
Bakterie

Aggregatibacter actinomycetemco- | Y4 (ATCC 43718)
mitans

Porphyromonas gingivalis ATCC33277
Fusobacterium nucleatum ATCC10593
Streptococcus mutans ATCC25175
Streptococcus salivarius K12
Streptococcus salivarius M18
Lactobacillus reuteri RC-14
Lactobacillus plantarum Lp-2001
Lactobacillus helveticus LAFTIL-10

Bakteridlni indikani 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 dysqgalactiae

1S laskavym svolenim J. R. Tagga (Otago)
12 S laskavym svolenim J. R. Tagga (Otago)
13 S laskavym svolenim J. R. Tagga (Otago)
14 S laskavym svolenim J. R. Tagga (Otago)
(Otago)
( )
( )
( )

15 S laskavym svolenim J. R. Tagga (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 bakteridIniho antagonismu byly provedeny podle predchoziho po-
pisu [19]. Krdtce feceno, jednodenni kultury indikdtorovych kmendi nebo patogend
(tabulka 1) byly rovnomérné rozprostfeny po povrchu desticky CBA. Jednotlivé ko-
lonie S. salivarius K12 a M18 byly pouzity k inokulaci desticky (BA a inkubovany
po dobu 48 hodin pfi 37 °Ca 5 % (0. K posouzeni pfimého antagonistického
Gcinku bakterii na rlst patogenu byly pouZity zény 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 inkubovana pfi 37 °C v atmosfére s 5 % C02 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 ped-
chozimu riistu. Desticka byla dale inkubovéna 48 hodin pfi teploté 37 °Ca 5 %
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(0,.Vzhledem k tomu, Ze z probiotickych bakterii ziistaly pouze vylucované vedlejsi
produkty, Ize jakoukoli inhibi¢ni aktivitu vici rlistu patogenu pricist metabolitu vy-
lu¢ovanému 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 resuspendovany
v konecném objemu PBS, aby bylo dosazeno optické hustoty (0D600) 1,0. Kazdy
patogen byl smichdn ve stejném poméru se S. salivarius K12 nebo M18. Zakal kultur
byl zaznamenadn po 8 hodindch spolecné a porovndn s jednotlivymi kulturami.
Jako pozitivni a negativni kontrola byly pouZity C. albicans a S. mutans na zakladé
zndmych koagregacnich schopnosti. Kultufe bylo pfidéleno skére na zékladé po-
zorované agregace.

Uchyceni S. salivarius na primarni lidské gingivalni fibroblasty

Primdrni lidské gingivalni fibroblasty byly zpracovény 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
bakteridIniho média. S. salivarius K12 a M18 byly resuspendovany v doplnéném
MEM a pfidany ke gingivaInim fibroblastiim v multiplicité infekce (MOI) 25: 1 ain-
kubovany po dobu 8 hodin pfi 37 °Ca 5 % C0,. 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. BakteridIni
CFU byly stanoveny pomoci fedéni na CBA. Desticky byly inkubovany pfi 37 °C
a5 % (0, pies noc.

Vystaveni dasnovych fibroblastii piisobeni a analyza cytokint
Protizanétlivé tcinky S. salivarius K12 a M18 byly zkoumény na modelu stimulace
gingivélnich fibroblastd. Fibroblasty byly pfipraveny na 24jamkovych destickch, jak
je vysvétleno vy3e. S. salivarius, patogen nebo jejich kombinace byly pfidany k fi-
broblastlim v MOI 25 : 1. Bakterie byly koinkubovdny s fibroblasty po dobu
8 hodin, poté byl odebran kultivacni supernatant, kratce odstfedén, aby se odstranily
vétsi zbytky, a ulozen pfi —20 °C pro dali analyzu. Podobné byl zkouman dcinek
predbézného oetteni kmeny S. salivarius, kdy byl 30 minut pred pfidénim parodon-
talnich patogen( aplikovan na gingivalni fibroblasty bud'S. salivarius K12, nebo M18.
Poté se dale inkubovalo po dobu 8 hodin, supernatant byl odebran, krétce odste-
dén a ulozen pii —20 °Caz do dalsi analyzy. Ve vSech 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 protizdnétlivé fak-
tory, byl kultivovan pres noc pfi 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 dal3i 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.

Ptiprava extraktu po zmrazeni a rozmrazeni

Pro posouzeni produkce intracelularich sloucenin produkovanych S. salivarius K12,
které mohou inhibovat imunitni aktivaci gingivalnich fibroblastd £. nucleatum, byl
pfipraven extrakt zrovnomérné kultury S. salivarius K12, ktery byl rozmrazen. Rov-
noméma kultura S. salivarius K12 byla péstovéna 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 sterilizovdna filtrem o velikosti péru 0,22 pm. Frakce tohoto extraktu z roz-
mrazovani byly navic podrobeny tepelnému zpracovani pii 80 °C po dobu 10 minut
nebo trdveny po dobu 10 minut pomoci 0,05% trypsinu pfi 37 °Cv atmosfée obo-
hacené 5 % (0,. Tyto frakce byly pfidany k . nucleatum a byly koinkubovany, aby
stimulovaly fibroblasty po dobu 8 hodin, a IL-8 byl méfen, jak je popsdno vy3e.



Design studie probiotickych zvykacek

Byli vybrani castnici ve véku 20—60 let s celkové dobrym stavem Ustni dutiny.
Byli vylouceni ti tcastnici, ktefi trpéli onemocnénim dutiny Ustni, méli zubni imp-
lantdty, v soucasné dobé uzivali antibiotika nebo méli v priibéhu studie naplano-
vanou ndvstévu zubniho Iékare. Bylo vybrano celkem dvacet zdravych dospélych
dobrovolnikd, ktefi byli rozdéleni do dvou studijnich skupin (n = 10), odpovidajicich
vékem a pohlavim. Ucastnici dostavali bud zvykacky obsahuijici 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. Ucastnikim bylo poskytnuto do-
statecné mnozstvi Zvykacek na celou dobu trvéni studie. Po dobu 7 dni byl
v piiislusnych €asovych bodech odebirén vzorek 3 ml nestimulovanych slin, po nichz
ndsledovalo dal3ich 7 dni vymyvani. Vzorky byly skladovény pfi teploté -80 °C,
dokud nebyly obdrzeny viechny vzorky od v3ech tcastniki. Jeden tcastnik nebyl
schopen poskytnout viechny vzorky a byl z analyzy vyloucen.

Uvolirovani cytokindi in vivo

IL-1B, IL-6, IL-8 a TNF-a byly méfeny ve vzorcich slin pomoci multiplexni imuno-
analyzy, jak je popsano vy3e, podle pokynd vyrobce (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA). Byl pouZit systém ¢teni Bio-Plex 200 (Bio-Rad), ktery vyuZiva tech-
nologii Luminex® xMAP zaloZenou na fluorescencnich kulickach (Luminex Corpo-
ration, Austin, TX).

Analyza mikrobiomu slin

DNA byla extrahovana ze vzorkd slin pomoci izolacni soupravy DNeasy PowerSoil
96-well Kit (Qiagen). Extrakce byla provedena podle protokolu vyrobce se dvéma
zménami: pied krokem rozbijeni kulickami byl pfidan 10minutovy inkubacni krok
pfi 65 °Cv kulickové [dzni a doba centrifugace pro kazdy krok byla zdvojndsobena.
Pro extrakci 94 vzorki bylo pouZito celkem 500 pl slin. Extrahované vzorky byly
amplifikovany pomoci PCR pro oblast V4 genu 165 rRNA s pouZitim ndsledujicich
primer(i s ¢arovym kédem: VAL (forward) 5’ GTGCCAGC[CA] GCCGCGGTAA 3"a V4R
(reverse) 5" GGACTA C[ATC][ACG]GGGT[ATITCTAAT 3" Amplifikace byla provedena
v reakci 42 pl s 10 pl kazdého primeru (3,2 pMol/pl zasoby), 20 pl GoTaq hot start
master mixu (Promega) a 2 pl extrahované DNA. Podminky termocyklace byly na-
sledujici: pocdtecni aktivace pfi 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 primeriia 1
minuty pii 72 °C pro extenzi. Produkty PCR byly kvantifikovény pomoci fluorimetru
Qubit 2.0 a vysoce citlivych dsDNA specifickych 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 regiondIniho genomického centra (Robarts Research Institute, Wes-
tern University, London, Kanada) k sekvenovani na platformé lllumina MiSeq s po-
uZitim sady pro 600 cyklli k ziskani 2 x 300 parovych sekvenacnich cteni. Pii pouZiti
vlastnich skriptd Perl a Shell byla ¢teni zachovana, pokud se sekvence shodovala
s primerem, pficemz byly povoleny neshody u 2 bp, a pokud zdroven vykazovala
dokonalou shodu s ocekdvanymi carovymi kddy sekvenci. Parova Cteni, ktera prosla
timto filtrem, byla piekryta pomoci pandaseq (https://github.com/neufeld/pan-
daseq), imz vznikly sekvence V4 pIné délky pfifazené podle vzorku. Operacni ta-
xonomické jednotky (OTU) byly vytvofeny shlukovanim Cteni V4 pfi 97% identité
sekvence pomoci USearch v. 7 (http://www.drive5.com/usearch/).

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

¢teni na rizné taxonomické trovné, generovani beta diverzity pomoci vazené vzda-
lenosti UniFrac na zdkladé zarovnani sekvenci OTU pomoci algoritmu MUSCLE
a hlavni soufadnicové analyzy (PCoA). Sloupcové grafy, prouzkové grafy a grafy
PCoA byly vytvofeny pomoci R.

Statisticka analyza

Experimenty byly provadény minimainé ve tiech opakovanich. 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-
nasobného porovnani, jak je popsano v legendé obrazku. PYi porovnavani vice skupin
s kontrolni skupinou byl zvolen Dunnettiv post-hoc test. Pfi porovndvéni 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 povazovény za diferencidlni mezi skupinami s upra-
venou p-hodnotou < 0,01 pomoci Welchova t-testu s korekci Benjamini-Hochber-
gova vicendsobného testu a s velikosti Gcinku > 1,5.

Vysledky

Interakce S. salivarius s tistnimi patogeny

Na zdkladé predchozi literatury bylo potvrzeno, Ze jak S. salivarius K12, tak M18
vykazuji silnou pfimou a odloZenou inhibici viici vSem 9 indikatorovym kmendim
(tabulka 2), &imZ 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 test(i 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 Zadného z kmen( a S. mutans nebyla pozorovana koagregace (tabulka 3).

Tabulka 2. Soucasny a odlozeny bakterialni antagonismus

Soucasny an- | Odlozeny an-
tagonismus | tagonismus
o ) producent- | producent-
Indikatorovy kmen ského kmene | ského kmene
S. salivarius | S. salivarius
K12t | M18+| K12 | M18
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 -§ = = =
Fusobacterium nucleatum ATCC10593 - - - -
Aggregatibacter actinomycetemcomitansY4 | - — - —
Streptococcus mutans ATCC25175 - - - -
(Candida albicans TIMM 1768 - - - -
Micrococcus luteus (1) ++9 [ ++ | ++ | ++
Streptococcus pyogenes M-type 52 (12) ++ | ++ | ++ | ++
Streptococcus constellatus (13) ++ | ++ | | ++
Streptococcus uberis (14) ++ | ++ | ++ | ++
Streptococcus pyogenes M-type 4 (15) ++ | ++ | |
Lactococcus lactis ssp. lactis (16) ++ | ++ | ++ | ++
Streptococcus pyogenes M-type 28 (17) ++ | ++ | ++ | ++
Streptococcus pyogenes M-type 87 (18) ++ | 4+ | |
Streptococcus dysgalactiae (19) ++ | ++ | | ++

Inhibice rlistu bakterii S. salivarius K12 nebo M18. Vysledky byly konzistentni ve vSech
tfech provedenych experimentech.

1 Streptococcus salivarius K12; # Streptococcus salivarius M18; §(-) Zadna inhibice;

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

Kmen Patogen

$. salivarius P. gingivalis | F. nucleatum | A. actinomycetemcomitans | S. mutans
K12+ ++5 ++ + -1
M18* ++ ++ + -

Schopnost S. salivarius K12/M18 koagregovat v roztoku s riznymi patogeny. Vlysledky byly
konzistentni ve v3ech tfech provedenych experimentech.

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

Vystaveni piisobeni primarnich lidskych dasnovych fibroblastii

S. salivarius K12 i M18 byly schopny adherovat k primarnim lidskym gingivalnim
fibroblastiim v poméru 30 bakterialnich bunék na fibroblast, pficemz 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 (stni dutiné negativné ovlivni zanétlivou odpovéd tstni dutiny.
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Obr. 1: Adherence bakteri k lidskym gingivalnim fibroblastim. Pripojeni bakterii k pri-
mérnim 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 prileZitostech. Vzorky byly analyzovany pomoci jednocestné ANOVA
s Dunnettovym testem mnohonésobného porovnani s K12 jako kontrolou (*p < 0,05 ve
srovnani s pripojenim K12). Chybové dsecky predstavuiji standardni chybu priméru =

Vychozi koncentrace IL-6 a IL-8 z nestimulovanych gingivdlnich fibroblastd byly
330,3 pg/ml a 149,1 pg/ml (obr. 2). V3echny tfi testované parodontdlni patogeny
vyznamné zvysily uvoliiovani IL-6 (obr. 2a) a IL-8 (obr. 2b). P, gingivalis vyznamné
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, nasledovany £. 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 patogen(i déle stimulovala uvolfiovani 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 rdmec 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 vjznamné sniZit pro-
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Obr. 2: Stimulace produkce cytokint z lidskych gingivélnich fibroblastd. Uvoltiovani IL-6
(a) alL-8 (b) primdrnimi lidskymi gingivalnimi fibroblasty indukované 8hodinovou koin-
kubacis P. gingivalis (PG); A. actinomycetemcomitans (AA); . 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 patogen( (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 kombinaci 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 piidéni jako pfediprava schopen vyznamné
snizit sekreci IL-6 indukovanou samotnymi P, gingivalis (obr. 3¢; p = 0,0012). Jak
S. salivarius K12, tak M18 byly schopny vyznamné inhibovat indukci IL-6 kombinaci
vSech tii patogen(i 0 60,0 %, resp. 80,7 % (obr. 3¢; p < 0,001). Podobné K12iM18
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 vSech testovanych vzorcich S. salivarius K12 a M18 inhibovaly uvoliiovani cyto-
kind gingivalnimi fibroblasty s minimalni inhibici 30 % a 63,2 % pro IL-6 a IL-8.
Dilile7ité je, Ze pidavek S. salivarius K12 nebo M18 za Zadnych okolnosti nezvysil
produki IL-6 nebo IL-8 z fibroblastd stimulovanych patogenem.
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Obr. 3: S. salivarius snizuje uvolfiovani cytokin(i stimulovanych patogenem. Uvolfiovani IL-6 (a) a IL-8 (b) z primarnich lidskych gingivalnich fibroblast(i indukované P. gingivalis (PG);
A. actinomycetemcomitans (AA); F. nucleatum (FN) pii koinkubaci se S. salivarius K12 (K12) nebo M18 (M18). Uvolriovani IL-6 (c)a IL-8 (d) z gingivalnich fibroblast{ indukované ordlnimi
patogeny, kdyz byl S. salivarius K12 (K12-Pretreated) nebo M18 (M18-Pretreated) pfidan k fibroblastiim jako pfedtiprava 30 minut pfed 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 predstavuji standardni

chybu priiméru +

Predtim bylo zjisténo, Ze S. salivarius K12 ani M18 nejsou schopny pimo ani ne-
pfimo (odloZeny antagonismus) inhibovat rlist patogenu, a proto musi existovat
jiny mechanismus dcinku, ktery vysvétluje snizeni odpovédi IL-6 a IL-8 gingivélnich
fibroblastli 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
frakcionadi supernatantu byla mensi velikostni frakce obsahujici metabolity < 10
kDa schopna vyznamné inhibovat uvolfiovani IL-8 (p =0,0111).

To je s nejvétsi pravdépodobnosti zplsobeno koncentraci plivodce béhem frakci-
onace, coz je dlivod, proc cely supernatant nemél stejny tcinek. Aby se zjistilo, zda
S. salivarius produkuje tuto slouceninu na pevném povrchu, byl kultivovén na aga-
rovych plotndch a hrubé lyzovén procesem zmrazovéni a rozmrazovani, ktery, jak
zndmo, uvolfiuje intraceluldrni slozky do koncentrované frakce, kterou Ize snadno
izolovat. Frakce po zmrazeni/rozmrazeni (FT extrakt) vyznamné inhibovala uvol-
novani IL-8 (obr. 4; p = 0,0126). Bylo také potvrzeno, Ze latka je tepelné stabilni
a stéle aktivni po o3etfeni pfi 80 °C po dobu 10 minut (p = 0,0186); byla v3ak in-
aktivovana, kdyz byla podrobena trypsinovému Stépeni. Lze tedy vyvodit zavér, ze
odpovédnou latkou je mald molekula o velikosti mensi nez 10 kDa, tepelné stabilni
a bilkovinné povahy, kterd se vylucuje v malém mnozstvi, ale neni antimikrobialni
v{ici testovanym patogenlim na zdkladé pfimych a odloZenych antagonistickych
testdi (tabulka 2).

Ucinky probiotickych Zvykaéek na zdravy slinny mikrobiom

Za ticelem zjisténi vlivu probiotické Zvykacky obsahujici S. salivarius K12 na zdravy
mikrobiom a zdnétlivé markery byla provedena studie na lidech, které se zicastnilo
devatendct zdravych dobrovolnikd. Vzorky byly odebirdny na zacatku, po 4 hodi-
ndch, 24 hodindch, 7 dnech a 14 dnech.

Vzorky slin byly podrobeny sekvenovani genu 165 rRNA pomoci platformy lllumina

+FN

Growth Condition

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

Uvolfiovani IL-8 primérnimi 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 trdveny trypsinem po dobu 10 minut (extrakt FT + trypsin). Vzorky
byly analyzovany pomoci jednocestné ANOVA s Dunnettovym testem mnohondsobného
porovnani s kontrolou

MiSeg. Po filtrovéni a shlukovéni sekvenovanych ¢teni pii 97% identité bylo ve
vzorcich slin odebranych testovanym osobam nalezeno 476 OTU s celkovou relativni
cetnosti > 0,01 %. Do analyzy bylo zahmuto celkem 2 774 309 sekvenovanych
¢teni's medianem 29779 + 13 630 ¢teni na vzorek. Tyto OTU byly déle shlukovany
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Obr. 5: Profily slinné mikroflory. BakteridIni slozeni slinné mikrofléry bylo hodnoceno u vSech dobrovolnikii 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 dnia 14 dni. Cerny pruh oznauje neodebrany vzorek. Barvy odpovidaji podilu pfifazené taxonomické rodiny (uvedené vlegendé vpravo), sefazené podle celkové
relativni abundance od spodni ¢asti grafu nahoru. Skupiny sekvenci, které maji ve v3ech vzorcich méné nez 0,05 % relativniho vyskytu nebo méné nez 1% sekvenci u jednotlivce, jsou

podle taxonomickych linii do 38 skupin podle celedi minimdiné s 0,05% relativni
Cetnosti ve viech vzorcich. Obrazek 5 ukazuje, Ze nejpocetnéjsi taxonomické ce-
ledi, u nichZ bylo zjiSténo > 10 % v3ech klasifikovanych ¢tent, 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 casu vsak dochazi ke zietelnému posunu prvni
sovych bodd (obr. 6, spodni fadek).

Tato diferenciace byla rovnéZ nezavisld na skupiné (probiotikum versus kontrola).
Pro dal3i zkouméni zjevné zmény mikrobioty v zavislosti na case byla vynesena
vézena 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 zvy3oval, 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 zastoupent,
bylo nutné pouZzit rdmec pro analyzu sloZeni dat a k testovani vyznamnych taxo-
nomickych rozdilli mezi skupinami na trovni ¢eledi byla pouZita sada ndstroji
ALDEx2. Nebyly zjiStény zadné 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 Ié¢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 doslo k relativnimu ndriistu relativni ¢etnosti (tabulka 4) a u tfi k relativnimu
poklesu relativni cetnosti (Benjamini-Hochberg adjustované p < 0,01 a velikost
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Gcinku > 1,5). Zkoumdni OTU ve skupindch podle Celedi pomoci algoritmu BLAST
oproti HOMDB ukézalo, Ze vétsina sekvenci OTU v Erysipelotrichaceae byla podobnd
(> 80 % sekvencni identity) Erysipelothrix tonsillarum (HOT_484) nebo Solobac-
terium moorei (HOT_678).

Zmény hladin prozanétlivych cytokindi

V odebranych slindch deviti osob ve skupiné s probiotickymi Zvykackami byly v kaz-
dém casovém bodé méeny koncentrace ctyf prozanétlivych cytokinG (IL-1p, IL-6,
IL-8 a TNF-a), které souviseji s onemocnénim parodontu. Jednalo se o zdravé je-
dince bez zjevného onemocnéni dutiny dstni, nicméné kazdy z dcastnikii mél ve
slinach urcitou miru téchto zénétlivych cytokind (obr. 8). Zadny z testovanych cy-
tokin{i se v Zddném z ¢asovych boddi 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 rozdilli mezi Gcastniky byl
kazdy subjekt analyzovan individudlné, ale nebyly pozorovany zddné statisticky
vyznamné rozdily v profilu cytokini (Gdaje nejsou uvedeny).

Diskuse

Schopnost S. salivarius K12 a M18 piiimo inhibovat rdst ordInich patogen( je dobfe
zdokumentovana. Nejvyznamnéjsi mechanismus dcinku byl pfipsan megaplasmi-
dtim pSsal-K12 a pSsal-M18, které jsou kédovany 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 piimo inhibovat
riist ordInich patogen( testovanych pomoci testii pfimého a odloZeného antago-
nismu, coZ naznacuje, Ze inhibice aktivace imunitniho systému nebyla spojena



L J L J
L e & °©
oy L a
2|2 . | o 3 “eso, o
2 &£ °s ﬁ o N s ® 4 * Group
w | . *e ©le o ° = T O Probiolic
N ‘8 X I3 = . o B Control
O 2 |eg 0 00 ° o - i
& e T3 e © e g - TN s w| Of * e,
o ’ s )
s-e o @8 ® o ® & - et
oas, * % 4 ® e, N °
% : e
| o * %
PC1 (60.49%) PC1 (60.49%) PC3 (4.67%)
8
—_— — — < Time Point
z| z |- z e o
=1 > o | «Q a awe
(Te] ) 'ﬂ: P w2 ™ ot
<4 |8 < . =
O | e 8 = (=
g | ol -3';- g osPe °;
& o\” - ° .
éo L s, o 5
1 & o *2 -
[ °

PC1 (60.49%) PC1 (60.49%)

PC3 (4.67%)
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dat. Prvni slozka v této analyze predstavuje nejvétsi vysvétlenou variabilitu v datech (v tomto piipadé 60,49 %), pfiemz dal3i slozky predstavuji dalsi 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 plo3e, které jsou si prostorové blize, jsou si
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Obr. 7: Zména -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 odliseny podle studijni skupiny (probiotika cerveng; kontrola modfe). Cary pred-
stavuji median vzdalenosti UniFrac pro dany ¢asovy bod. SloZeni mikrobioty se v pribéhu
Casu méni (bez ohledu na studijni skupinu), pficemz u Casti jedincti se po 7 a 14 dnech
méni vyrazné.

s usmrcovanim cilovych organismii bakteriocinem. Tato studie prokazala, Ze S. sa-
livarius K12 a M18 mohou interagovat s dalsimi mikroby, o nichZ je zndmo, Ze zpQi-
sobuji onemocnéni v Ustni dutiné, a ovliviiovat patogenem stimulovanou produkci
zanétlivych medidtordi z primarnich lidskych gingivélnich fibroblast.

Ukdzalo se, Ze S. 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] prokdzali, Ze S. salivarius K12 a M18 jsou schopny zabrdnit ad-
herenci pneumokokd na epitelidIni buriky hitanu prostrednictvim pfimé konku-
rence 0 vazebnd mista pro pneumokoky. Zajimavé je, ze S. salivarius K12 i M18 byly
schopny pfimo inhibovat rlist pneumokokdi na pevnych médiich, ale tento mecha-
nismus nebyl nutny k zabranéni adherence pneumokokd. Soucasna studie nezjis-
tovala vazbu patogenu na gingivalni fibroblasty a zda tomu S. salivarius K12 nebo
M18 brani. Vzhledem k tomu, Ze ¢innd I&tka byla vylu¢ovana do supernatantu
a po osetfeni trypsinem se stala nedcinnou, 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, prestoze byly schopny dobre
adherovat k této tkani. Oba kmeny navic dokdzaly inhibovat uvoliiovaniIL-6 a IL-8 vy-
volané tfemi dstnimi patogeny, P, gingivalis, A. actinomycetemcomitansa F. nucleatum
jednotlivé nebo v kombinadi. K této inhibici dochdzelo bez ohledu na to, zda byly kmeny
podavany spolecné s patogeny, nebo byly dodany pred napadenim patogeny. Piivodce
byl déle zkouman a bylo zjiSténo, 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

Taxonomické skupina na drovni celedi Wt-BHt Velikost cinkut
Relativni ndrdst

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

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

#Medidn velikosti tcinku odhadnuty pomoci ALDEx2.
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Obr. 8: Hladiny prozanétlivych cytokind ve slindch dobrovolnikdi 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 cytokinGi byly stanoveny pro kazdy
vzorek zvI&st, pricemz byla uvedena priméma koncentrace pro vSechny jedince. Vzorky
byly analyzovany pomoci jednocestné analyzy ANOVA s opakovanymi méfenimi a Tukeyho
testem mnohondsobného srovnani. Nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily. Chybové
Gsecky predstavuiji standardni chybu priméru +

Druh bakterie Streptococcus mutans byl dlouho povazovan za priméarniho etiolo-
gického pdvodce zubniho kazu [35]. V jinych studiich bylo zjisténo, Ze R gingivalis,
Tannerella forsythia a Treponema denticola (spolecné oznacované jako ,cerveny
komplex”) jsou tzce spojeny s onemocnénim parodontu [36]. Studie vyuZivajici
vysoce vykonné sekvenacni techniky v3ak ukdzaly, Ze tyto predpoklady jsou pfilis
zjednodusené, protoze onemocnéni jsou casto polymikrobidlni povahy [37, 38]
a ujednotlivych jedincd se lisi v piitomnosti mikrob(, pficems riizné bakterie zpd-

sobuji stejné klinické projevy [38]. Kromé toho ne viechny mikroorganismy maji

negativni vliv na zdravi, protoZe Siroka Skala druhii véetné clen( Celedi Pasteurel-
laceae a Prevotellaceae je béznou soucasti zdravé i nemocné dstni dutiny [39, 40].
Proto je dileZité zajistit, aby pfipravek obsahujici S. salivarius urceny pro stni du-
tinu nemél negativni vliv na pfitomny pfirozeny mikrobiom ani na homeostatické
zanétlivé prostedi.
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Aplikace probiotické zvykacky v dennim davkovacim reZimu po dobu sedmi dnd,
po niz nasledovalo dal3i sedmidenni vymyvaci obdobi, nezménila profily mikro-
bioty zdravych dobrovolniki, jak bylo prokdzano u probiotického jogurtu a stfevni
mikrobioty [41]. Do 14. dne do3lo k posunu v profilu mikrobioty u nékolika tcast-
nik{; tento posun vSak nebyl zdvisly na tom, zda osoba uZivala probiotikum, nebo
kontrolni ddvku placeba. To bylo piekvapivé, 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 vsak
byly vyhradné muzi a déti. ZiZeni designu studie na tyto specifické skupiny mize
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 prevazné S. salivarius. Dodate¢nd konzumace
S. salivarius K12 také nezménila pfirozenou imunitni rovnovahu v Ustech, coz uka-
Zuje, Ze tato terapie mdZe byt uZitecnd, aniz by poskodila pfirozené prostiedi.

S. salivarius se ¢asto nachdzi na hibetnim povrchu jazyka, a proto by se v subgingi-
vélnich mistech, kde patogeny zplsobuji predeviim 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.

Zaveér

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 fibroblastd patogeny parodontainich onemocnéni. Tato molekula viak
nebyla bakteriocinem a nebyla schopna inhibovat rist 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 mikrofléru 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 méfend 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 zndma probiotickd
bakterie. Cilem této studie bylo prozkoumat antikariogenni acinky S. salivarius K12
na kariogenni biofilm.

Materidl a metody: S. salivarius K12 byl kultivovén v bujonu M17. Byla zkouména
antimikrobidIni aktivita pouZitého kultivacniho média (SCM) proti Streptococcus
mutans. S. salivarius K12 byl kultivovan spolecné se S. mutans pomoci membranové
vlozky. Pri tvorbé biofilmu pomoci slinnych bakteri a S. mutans byl K12 inokulovan
kazdy den. Biomasa biofilmu byla zkoumana pomoci konfokalniho laserového ske-
novaciho mikroskopu. Z biofilmu byla také extrahovana bakteridlni DNA a poté byl
podil bakterii analyzovan pomoci kvantitativni PCR pomoci specifickych primerd.
Exprese gtf genli S. mutans v biofilmu se S. salivarius K12 nebo bez néj hyla ana-
lyzovana pomoci RT-PCR.

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

Zdvér: S. salivarius K12 mlize inhibovat tvorbu kariogenniho biofilmu prerudenim
riistu a produkce glukosyltransferazy S. mutans.

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

Uvod

Zubnikaz je fenomén demineralizace povrchu zubu plisobenim 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
produkei kyselin a aciditou.’ Zejména S. mutans se povazuje za bakterii, ktera ma
vétsi vztah k zubnimu kazu, a to spiSe kviili svému piisobeni v mikrobidlnim eko-
systému v Ustni dutiné neZ kvili viastnostem této bakterie samotné. S. mutans
produkuje glukany rozpustné ve vodé nebo nerozpustné ve vodé ze sacharézy po-
moci glukosyltransferaz (Gtf) a hraje diileZitou roli ve vyvoji biofilmu na povrchu
zubu prosttednictvim produkce glukan(i.2* Kromé toho ve vzniklém oralnim bio-
filmu vytvéfi S. mutans silné kyselé prosttedi uvnitf biofilmu svou kontinudlni pro-
dukci kyselin v podminkéch bohatych na cukry.*Toto prostredi s nizkym pH zvy3uje
rlist acidurickych bakterii jako kariogennich bakterii a proliferace nemutanovych
streptokokdi byla potlacena.® Del3i trvani nizkého pH vede k demineralizaci zubu,
coz nakonec vyvolava vznik zubniho kazu.

Streptococcus salivarius (S. salivarius) K12 je casnym kolonizdtorem v mikrobidlni
ekologii tstni dutiny a je druhem izolovanym ze stér(i jazyka.* Kmen K12 produkuje
bakteriociny a jeho bezpecnost byla prokdzana v testech na lidskych a zvifecich
modelech.”® Proto je tato bakterie povaZovana za probiotickou bakterii. Probiotika
jsouzndmd jako ,zivé mikroorganismy, které pii podavani v pfiméfeném mnoZzstvi
prinaseji 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." Protoze S. salivarius K12 je izolovan
z Gstni dutiny a vyluCuje antibakteridlni l4tky, je 1épe 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 spole¢nosti 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 zdsobu. Za ticelem zkouméni antimikrobidlni ak-
tivity S. salivarius K12 byly S. salivarius a S. mutans ATCC 25175 kultivovany v tryp-
tickém s6jovém bujonu (BHI; BD bioscience).
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Antimikrobialni aktivita S. salivarius K12 proti S. mutans

AntibakteridIni aktivita S. salivarius K12 proti S. mutans byla hodnocena pomoci
minimalni inhibicni koncentrace mikrodilu¢ni metodou podle metod doporucenych
(linical and Laboratory Standards Institute (CLSI).11 Mililitr S. salivarius (1 x 107
bakterii/ml) byl naockovan do 10 ml bujonu M17 a bakteridlni suspenze byla in-
kubovéna 24 hodin v aerobnich podminkach. Suspenze K12 byla odstfedovana pii
5000 g po dobu 10 minut a supernatant byl prenesen do nové 15ml kénické
zkumavky (SPL Life Sciences, Gyeonggi, Korea). Supernatant byl filtrovan 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 naddvkovano 180 ml bujonu M17.
SCM bylo pfiddno do 1. jamky obsahuijici ¢erstvé médium a bylo provedeno 2né-
sobné sériové fedéni do 11. sloupce. S. mutans byly spocitany pomoci bakteridini
pocitaci komory (Hausser Scientific, Horsham, PA, USA) a upraveny na 2 x 10° ba-
kterii/ml Cerstvym bujonem M17. Pfipravend suspenze S. mutans (20 ml) byla na-
ockovana do jamky obsahujici smiSené médium. Desticka byla inkubovdna pfi
teploté 37 °Cv aerobnim inkubatoru. Riist bakterii byl méfen pomoci optické hus-
toty pfi vinové délce 660 nm na mikrodestickovém snimaci (BioTek, Winooski, VT,
USA).V dalsim experimentu byly S. mutans (1 10° bakterii/ml) a S. salivarius K12
(1 107 bakterii/ml nebo 1 x 108 bakterii/ml) spole¢né kultivovany pomoci Trans-
well™ (velikost porti 0,4 mm; Corning Co., Corning, NY, USA) ve 12jamkové desticce.
BakteridIni suspenze S. mutans a S. salivarius byla inokulovana do vnitfni, respek-
tive do vnéjsi Casti Transwell™ a desticka byla inkubovéna pfi 37 °C po dobu 24
hodin. Riist S. mutans byl méfen optickou hustotou pfi vinové délce 660 nm a obraz
S. mutans byl pofizen C(MOS 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 odstfedovany pfi 7 000 g po dobu 10 minut pfi 4 °C, aby se
odstranily zbytky a bakterie. Pfipravené sliny byly ddvkovény do 12jamkové po-
lystyrenové desticky (SPL Life Sciences) a 8jamkového kultivacniho sklicka (Corning
(0.) a suSeny v suché susérné pfi 40 °C. Tento krok byl opakovan 5krat. Desticky
byly sterilizovany UV zafenim. Za Gcelem vytvoreni slinného biofilmu byly smichany
sliny s bujonem BHI obsahujicim 2 % sacharézy a 1 % manézy a vortexovany po
dobu 20's. Do smési se slinami a bujonem BHI byly piidany S. mutans (1 x 106 ba-
kterii/ml) za ucelem vytvoreni kariogenniho biofilmu a pfipravend suspenze byla
inokulovana do slinami pokryté 12jamkové desticky a 8jamkového kultivacniho
sklicka. Desticky byly inkubovény v aerobnich podminkach po dobu 7 dnli a média



byla ménéna kazdy den. Pro zkoumani vlivu S. salivarius na biofilm bylo pfi tvorbé
kariogenniho biofilmu kazdy den inokulovano sto mikrolitrii suspenze S. salivarius
K12 (1 108a 1x 10° bakterii/ml) s vyménou média za Cerstvé. Biofilm byl tiikrat
promyt fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS, pH 7,2) a do 12jam-
kové desticky s biofilmem byl pridan 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 case.

Sekvence
Gen N
primerii
UniverzaIni Predni 50-TGG AGCATGTGG TTT AATTCG A-30
Zadni 50-TGC GGG ACT TAA CCCAACA-30
Streptococcus spp | Predni 50-AAG CAA (GC 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 GCC GTT ATT GTC A-30
gtfC Predni 50-CTCAACCAA CCG CCACTGTT-30
Zadni 50-GGT TAA CGT CAA AATTAG (TG TATTAG C-30
gftD Predni 50-CACAGG CAA AAG (TG AATTACA-30
Zadni 50-GAT GGC CGCTAA GTCAACAG-30
recA Predni 50-CTA ATT CAC (TG TAC GAG-30
Zadni 50-CCG AAT CTT (TG TAA G-30

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

Po 30sekundovém vortexovani byly suspenze desetkrat nafedény bujonem BHI na
106. Nafedéné suspenze byly rozetfeny na agarovou desku Mitissalivarius a na
agarovou desticku Mitissalivarius bacitracin (BD bioscience) pro pocitani ordlnich
streptokokii a S. mutans. Desticky byly inkubovany pfi 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 ImageJ (National Institutes of He-
alth, NY, USA). Procento bakteridni biomasy v kazdém snimku bylo kalibrovéno
korelaci rozméru obrazu (160 mm x 160 mm) a kazdd trovei snimkd byla sectena
pro vypocet hmotnosti biofilmu.

Zkoumani podilu bakterii v biofilmu

Pro zkouméni podilu bakterii v biofilmu byl biofilm vytvoren s S. salivarius K12
nebo bez néj metodou 2.3. Tvorba a pozorovani biofilmu, celkova bakterialni DNA
byla extrahovéna pomoci soupravy pro extrakci bakteridIni genomové DNA (iNtRON
biotechnology, Gyeonggi, Korea). Pro vytvoreni standardni kivky byly S. mutans
a S. salivarius spocitany v bakteridIni pocitaci komote (Hausser Scientific) a 1 x
107 bakterii/ml bakterii bylo sériové nafedéno na 10°. Kazdd nafedéna bakteridlni
suspenze byla sklizena centrifugaci pfi 7 000x g po dobu 10 minut a supernatant
byl odstranén. Genomova 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, referenénim barvivem

ROX a destilovanou vodou do celkového objemu 50 ml. Smés byla podrobena PCR
s 1T0minutovym krokem denaturace templatu pfi 94 °Ca 40 cykly amplifikacniho
kroku (denaturace pfi 95 °C po dobu 10's, Zihani pfi 60 °C po dobu 10 s a extenze
pfi 72 °Cpo dobu 33 s) pomoci systému 7500 real-time PCR (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Primery pro PCR v redIném ¢ase jsou uvedeny v tabulce 1.
Hladina bakterii byla vypoctena pomoci kritického prahového cyklu (Ct) a porov-
ndna s vytvorenou standardni kfivkou z hodnot (t a standardniho poctu bakterii.

Zména virulentniho faktoru S. mutans pomoci S. salivarius K12

Celkova RNA z bakterii v biofilmu byla extrahovédna pomoci soupravy pro izolaci
bakteridlni RNA TRIzol® Max (Invitrogen Life Tech, Carlsbad, CA) podle doporuce-
ného protokolu vyrobce.
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Obr. 1: antimikrobidlni aktivita S. salivarius K12 proti S. mutans. Po odebrani pouzitého
kultivacniho média ze S. salivarius K12 byl S. mutans kultivovan v rGiznyich koncentracich
SCM a riist bakterii byl méfen optickou hustotou pomoci spektrofotometru. Experiment
byl proveden tfikrdt ve dvou opakovanich a tdaje jsou uvedeny jako primérnd 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 primeri specifickych pro dany gen, 10 mM smési dNTA a 200 USu-
perScript™ IV Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) bylo smichdno
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 5Sminu-
tovym krokem denaturace templdtu pfi 95 °C a 40 cykly amplifikacniho kroku
(denaturace pfi 95 °C po 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—Smimovova testu. Vyznamné
rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly analyzovany pomoci Kruskal—Wallisova
testu a Mann—Whitneyho U testu s pouZitim 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 antimikrobialnim 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 ticelem zkoumadni antibakterialni
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A. S. mutans

C. S. mutans+S. salivarius K12(100)

B. S. mutans+S. salivarius K12(10)
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Obr. 2: 5. mutans pfi spolecné kultivaci se S. salivarius. S. mutans byl inokulovén do vnitini ¢asti viozky bunécné kultury (A) a 10ndsobek nebo 100nésobek S. salivarius K12 byl
inokulovan do vnéjsi casti 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 méfen spektrofotometrem (D). Experiment byl proveden tikrat ve dvou opakovénich a iidaje jsou uvedeny jako primérné smérodatnd 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 100ndsobné 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 dnd, byl kariogenni biofilm potvrzen méfenim pH suspenze biofilmu po-
moci destilované vody (tdaje nejsou uvedeny). Ddle byl pfi tvorbé kariogenniho
biofilmu S. salivarius K12 o3etfen 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 X 10° mm? a vzorky o3etiené S. salivarius K12 vykazo-
valy 3,79 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 srovndni s kontrolnim vzorkem zaloZenym
na 100 % byla droven biofilmu ve vzorcich odetfenych S. salivarius K12 98,26 +
2,44 % (107 bunék) a 63,31 £ 1,49 % (108 bunék).
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Podil bakterii v biofilmu

Déle byla za tcelem zjisténi, zda S. salivarius K12 pouze inhibuje tvorbu biofilmu
nebo méni podil bakterii v biofilmu, extrahovéna genomové DNA z celkového
mnoZzstvi bakterii biofilmu a pomoci této DNA byla zpracovéna kvantitativni PCR.
Priimémé mnozstvi celkovych bakterii v biofilmu vykazovalo 2,05 x 102 bunék/bio-
film a v biofilmu o3etfeném koncentracemi 107 a 108 S. salivarius K12 vykazovalo
priimérné mnoZstvi bakterii 1,90 X 108 respektive 1,47 < 10% bunék/biofilm (obr.
4A). Pfi zkoumdni poctu oralnich streptokokd v biofilmu vykazoval kontrolni vzorek
a vzorek odetieny S. salivarius K12 (107) a (108) prdmérnou hladinu 1,86 x 108,
1,56 % 10%a 1,32 x 10® bunék/biofilm v tomto pofadi (obr. 4B). Celkovy pocet ba-
kterii a ordlnich streptokokii v biofilmu vyznamné snizil . salivarius K12 v koncen-
traci 108 bunék (P < 0,05). MnoZstvi S. mutans v biofilmu bylo vyznamné snizeno
v obou koncentracich oSetienych S. salivarius K12 ve srovndni s kontrolou (P <
0,05) (obr. 4C).
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Obr. 3: 3D obraz slinného biofilmu. Pri 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 ziskdn pomoci CLSM. Biomasa biofilmu byla méfena pomoci programu ImageJ (D). Experiment byl proveden tfikrat ve dvou opakovanich a tdaje jsou uvedeny jako
primérnd smérodatnd odchylka. *(hvézdicka) oznacuje statisticky vyznamné rozdily ve srovnani s kontrolou.

Na druhou stranu se mnozstvi S. salivarius v biofilmu vyznamné zvysilo v obou kon-
centracich odetfenych S. salivarius K12 (P < 0,05) (obr. 4D). Tyto vysledky naznacuj,
7e S. salivarius K12 kolonizuje v orInim biofilmu, ¢imZ méize inhibovat rlist S. mutans.

Snizeni virulentniho faktoru S. mutans v biofilmu pomoci S. salivarius K12
Nakonec bylo zjitovano, zda je inhibice tvorby biofilmu S. salivarius K12 zplisobena
pouze snizenim rlistu S. mutans, anebo také inhibici exprese faktordi souvisejicich
s tvorbou biofilmu S. mutans. Proto byla zkoumdna 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 Iécit a pfedchdzet nemocem zpiisobenym patogennimi
bakteriemi pomoci prospé3nych bakterii.™'6 Tyto pokusy vedly k dalSimu vyzkumu
probiotik. Pfestoze bylo provedeno mnoho studii zaméfenych na aplikaci probiotik
na onemocnéni zplisobena bakteriemi v zubnim lékafstvi, vétsina probiotik ma
kysely charakter a mlize vyvoldvat zubnf kaz."”*® S.salivarius je casnym kolonizd-
torem epitelového povrchu dutiny dstni u kojencl® a produkuje bakteriocin.™ Mezi
S. salivarius patfi S. salivarius K12 ke znamym probiotickym bakteriim a mé silnou
antimikrobidlni aktivitu proti rliznym bakteriim a plisnim.22?' Cilem této studie
bylo zjistit vliv S. salivarius K12 na kariogenni biofilm a jeho mechanismus inhibice
tvorby kariogenniho biofilmu.

Zaprvé S. mutans je povazovana za bakterii tzce spojenou s kariogennim biofilmem,
ktera vytvéfi lokalizované nizkokyselé prostfedi.’ Proto byla zkoumdna citlivost
S. mutans pomoci pouZitého kultivacniho média (SCM) S. salivarius K12. SCM . sa-
livarius K12 inhibovalo riist S. mutans pii 8nasobném fedéni nebo vyssim. Ve srov-
nani's SCM jinych probiotik vykazovalo SCM S, salivarius K12 slabou antimikrobialni
aktivitu.Z2 Proto bylo pomoci spolecné kultivace hodnoceno, zda rlist S. mutans byl
inhibovan, kdyz byl pfitomen S. salivarius K12 a v jaké koncentraci. Pfi spolecné kul-

tivaci S. mutans a . salivarius K12 mdZe S. mutans inhibovat rlist a metabolismus
S. salivarius K12 v dlsledku produkce velkého mnoZstvi kyseliny mlééné? a S. sali-
varius K12 mize inhibovat riist S. mutans svym salivaricinem jako bakteriocinem.
S. salivarius K12 inhiboval rlist S. mutans pfi 100ndsobku bunék pocatecniinokulacni
koncentrace. Tyto vysledky ukdzaly potenciél . salivarius K12 jako kandidata na
probiotikum pro prevenci zubniho kazu vyvolaného S. mutans. Proto byl zkoumédn
vliv S. salivarius K12 na kariogenni biofilm s vyuZitim slinnych bakterii a S. mutans.
Kdyz se ze slinnych bakterii odebranych zdravému dérci a S. mutans vytvofil biofilm
na 7 dni, byl biofilm povazovén za kariogenni biofilm, protoze vykazoval nizké pH
(pod pH 5,5) dostatecné pro vyvolani zubniho kazu,” a byl testovan Gcinek S. sa-
livarius K12 na kariogenni biofilm. Pro hodnoceni ticinnosti aplikace S. salivarius
K12 na kariogenni biofilm bylo kazdy den o3etfeno 107 a 10° bunék S. salivarius
K12 pfi tvorbé biofilmu (koncentrace vykazovaly antimikrobidlni ucinek v kokulti-
vaci). Tvorba biofilmu byla snizena u bakterii o3etfenych S. salivarius K12. Pfi tvorbé
biofilmu S. salivarius K12 inhiboval tvorbu biofilmu navzdory prostfedi bohatému
na sachardzu. Tyto vysledky naznacuji moznost, Ze trvalym uzivanim produktd
S. salivarius K12 |ze predchdzet zubnimu kazu. Zda se jedna o zdravy biofilm nebo
kariogenni biofilm podle mikrobidniho ekosystému, naznadil Marsh, P.D.% Kdyz
se zkoumala distribuce S. mutans v biofilmu na zdkladé oralnich streptokokd, vy-
kazovaly hladiny S. mutans v kontrolni skupiné primérmé 12,3 % a pomér S. mutans
byl 4,5 % a 1,9 % ve skupiné Iécené S. salivarius K12 v zvislosti na dévce. Kromé
toho byla hladina S. salivarius v biofilmu u skupiny |é¢ené S. salivarius K12 zvySena
ve srovnani s kontrolni skupinou. A kone¢né tdaje, které ukazuiji, Ze S. salivarius
K12 m{ze pfeménit kariogenni biofilm na zdravy biofilm.

Glukosyltransferdzy S. mutans hraji ddleZitou roli pfi tvorbé biofilmu.?” Proto byla
exprese gtf genu S. mutans v biofilmu zkoumana pomoci RT-PCR v redIném case.
Pfi kazdodennim o3eteni 107 a 108 bunék S. salivarius K12 pfi tvorbé biofilmu byla
exprese gtfB, Ca D S. mutans v biofilmu vyznamné sniZena. Nakonec miZe . sa-
livarius K12 inhibovat expresi gtf gendi i riist S. mutans.
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Obr. 4: podil bakterii v biofilmu. Pfi tvorbé biofilmu se slinnymi bakteriemi a S. mutans byl S. salivarius K12 kazdy den inokulovan 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 primeri. Experiment byl proveden
tfikrdt ve tiech opakovénich a Gdaje jsou uvedeny jako priimérna smérodatnd odchylka. *(hvézdicka) oznacuje statisticky vjznamné rozdily ve srovnéni's kontrolou.
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Obr. 5: vliv S. salivarius K12 na expresi gtf gendi S. mutans v biofilmu. Pfi tvorbé biofilmu se slinnymi bakteriemi a S. mutans byl S. salivarius K12 kazdy den inokulovan v koncentraci
108 a 10° bunék. Po extrakei celkové RNA byla pomoci RT-PCR analyzovana exprese gtfB (A), gtfC (B) a gtf D (C). Experiment byl proveden tiikrat ve tfech opakovdnich a tdaje jsou
uvedeny jako primérnd smérodatnd odchylka. *(hvézdicka) oznacuje statisticky vyznamné rozdily ve srovnani s kontrolou.

Zavérem lze fici, e S. salivarius K12 inhiboval tvorbu kariogenniho biofilmu a rov-
néZ 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 mize navic kolonizovat oralni biofilm. Proto Ize S. salivarius K12

mezi probiotiky povaZovat za U¢inného kandiddta na prevenci zubniho kazu.
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