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Vyskyt bifidobakterii v zubnim plaku

Souhrn

Mikrobiota ustni dutiny tvoii jeji béznou soucast. Je slozena zejména z bakteridlnich
druhti. Jeji funkce je nezbytna, protoze pii rovnovaze brani kolonizaci vnéjSich patogend.
Béhem zivota miize dochazet k porucham nebo zménam mikrobioty ustni dutiny v zavislosti
na vzniku nékterych onemocnéni. Mikrobiota se za€inad rozvijet béhem porodu predev§im
z porodnich cest, mohou ji tak ovlivnit i rizné zpisoby porodu. Nasledné dutinu ustni osidluji
rizné rody jako naptiklad Bifidobacterium, ktery produkci organickych kyselin pfispiva ke

vzniku zubniho kazu.

V diplomové praci byla testovana hypotéza, zda konzumace fermentovanych
mléénych vyrobkiu s obsahem bifidobakterii ma vliv na pocet laktobacili a bifidobakterii
vV zubnim plaku. Pro experiment bylo vybrano deset dobrovolnikli starSich 18 let, z nichz
5 dobrovolnikim byly podavany probiotické kapsle lkrat denn¢ po dobu jednoho tydne.
Dalsich 5 dobrovolnikii konzumovalo 120 g jogurtu s bakterialnim druhem Bifidobacterium
animalis ssp. lactis CNCM 1-2494 1krat denné po dobu jednoho tydne. Vzorky pro analyzu
byly odebirany pifed ranni ustni hygienou. Kultivatni metodou byly stanoveny hodnoty
bifidobakterii, laktobacili a celkové pocéty anaerobnich bakterii v zubnim plaku pied

konzumaci i po ni.

Po konzumaci fermentovanych mléénych vyrobki s obsahem bifidobakterii byl
pozorovan veétsi vyskyt primérnych pocth laktobacilit a bifidobakterii v zubnim plaku oproti
pifijimani probiotickych kapsli, ale jen u bifibobakterii dosahl tento narast statistické
vyznamnosti. Zmény v poctech sledovanych skupin bakterii byly u zkoumanych osob velice
individualni. V literarnich zdrojich se uvadi, Ze podavani probiotik muze ptispivat k zlepSeni
zdravi Gstni dutiny. Otazkou zlistava, zda pozitivni u¢inek probiotik pti potlacovéani patogenil

skute¢né ptevazuje nad Skodlivosti produkovanych kyselin.

Kli¢ova slova: probiotika; bifidobakterie; mikrobiota tstni dutiny; zubni plak; zubni kaz



Occurrence of bifidobacteria in dental plaque

Summary

Microorganisms are commonly found in the oral cavity. Bacteria constitute most of
these microorganisms. The presence of microorganisms is necessary, due to the fact that it
protects the oral cavity from colonisation of pathogenic mikroorganisms, when it is in
balance. Disbalance or changes of microbiota can be caused by some diseases. Microbiota
starts to develop during the birth and different ways of birth can influence it. After the birth
the oral cavity is collonised by different classes and genera of bacteria, for example by

Bifidobacterium, which can cause dental plaque due to it’s production of acids.

The aim of this diploma thesis was to test how the form of probiotic application
influence their counts in dental plaque. Ten adult volunteers participated in the experiment.
Five of them consumpted probiotic capsules once per day for the time of one week. The other
five volunteers consumpted 120 g of yoghurt including Bifidobacterium animalis ssp. lactis
CNCM 1-2494 also once a day for a week. The samples for the analysis were taken in the
morning before the dental hygiene. The numbers of bifidobacteria, lactobacilli and the total
nuber of bacteria were determined after the cultivation on selective agars. The samples were

taken before the consumption, during it and after consumption.

After the consumption of yoghurt containing bifidobacteria the occurance of
lactobacilli and bifidobacteria in the dental plaque was higher in comparison to group with
probiotic capsules. Differences were significant only for bifidobacteria. The changes of
numbers of the observated groups of bacteria were very individual. It can be found in the
literary sources, that the consumption of probiotics may improve the health of the oral cavity.
The question is, if the positive influence of probiotics caused by reducing the numbers of

pathogenic microbiota prevails the harmful effect caused by production of acids by probiotics.

Keywords: probiotics; bifidobacteria; microbiota of the oral cavity; dental plaque; dental

caries



Obsah

L VO ettt ettt 1
A 0 12 1 1 I o SRR 2
2.1 Zubni PIAK ..o 2
2.1.1  MIKrobiota Ustni dUtiny .........ccccveiiieiiiiniiiiiesie e 2
2111 VYVO] MUKIODIOLY ...ttt 3
2.1.1.2 Bakteridlni SIOZENI.........ccuvvvieeiee e 4
2.1.13 Nebakterialni SI0ZENT.........cccvuiiiiiie i 9

2.2 ZUDNIKAZ..........c.ooviiiiiii e 10
2.2.1  SACKAINAY ..o 11
2.2.2 S ettt 11
2.2.3  ZUD e 12
2.2.4  OStatnd faKEOTY ..vveiiiiiiiiiie i 12
2.2.5  Urceni rizika vzniku zubniho Kazu .............cccovvviieiiiiiiiiee e 13

2.3 ROd BifidODACIEITUM ...t 14
2.3.1  HISEONIE FOOU ..ttt 14
2.3.2  CharakeriStiKa ...........covirieriieiee e 15
2.3.3  VSKYE ittt 15

2.4 ROd LaCtODACHIUS .......ooieiiiiiiii s 16
2.4.1  CharakteriStiKa ...........coviiierieieee e 16
2.4.2  VYSKYE ottt 17

2.5 ProbiotiKa ..o 18
2.5.1  Vyuzivané probiotik€ miKroorganiSmy .........ccceeeieeerssiiiivinereieeeensnnnnnnns 18
2.5.2  Zdravotnd PIINOSY ...uuvvvriiiiieiiiiiiiiiiiiit et 19

3 HYPOUEZA........oiiiiiii et 22
O O] 1 1) o T S SO RSPRSPRPPRS 22
5 Materidl @ MELOAY ..........cooouiiiiiiiiiie e e e 23
5.1  Probiotické Kapsle .............cccovviiiiiiiiiiiii 23
5.2 Jogurt s bifidOKUITUIOU ..........cocviiiieccce e 23
5.3 Kultivatni MEdIa .............ooooiiiiiiiiiiii 24
5.4  Stanoveni bakterii v zubnim plaku..................ccooiiiiiiiii 25
5.4.1  Pied konzumaci probiotiK............ccovrieiiiiiiieniiiiiie i 25
5.4.2  Po Konzumaci ProbiotiK...........ccccveiiiieeiiie e 27
5.4.3  KURIVACE.....coeiiiiiiiicee e 28

9.5 VYROANOCENI ........ocoiiiiiiiiiiiii et 28

B VYSIEAKY ...ttt e 29



6.1  Pocty bakterii v zubnim plaKu................ccoooiiiiii 29

6.1.1  Probiotick€ Kapsle .........ccoveiiiiiiiiiiiiic 29
6.1.2  Jogurt s DIfIdOKUIUIOU ..o 32
6.1.3  Porovndni poCtll bakteril.........ocovvviiiiiiiiiiiciii e 34
T DISKUZE ... 35
8 ZLAVET ... et 41
O Citovana lEeratura..............ccoooiiiiiiii e 42



1 Uvod

Mikrobiota ustni dutiny ptedstavuje bohaté spoleCenstvi nejen bakteridlnich druhd, ale
I kvasinek, mikroskopickych hub, vird nebo bakteriofagli. Pokud je mikrobiota v rovnovaze,
dochazi k symbidze mezi hostitelem a mikroorganismy, kterd vede k ochran¢ lidské ustni
dutiny pted invazi nezadoucich patogentl.

Naopak poruchy v mikrobioté zptsobuji rozvoj oralniho onemocnéni, kdy mize
dochazet i k tvorbé zubniho kazu. Na jehoz vzniku nebo progresi se prostfednictvim produkce
organickych kyselin podili pfedev§im rody jako Streptococcus, Lactobacillus nebo
Bifidobacterium, ptficemz nékteré druhy téchto rodu jsou ¢asto vyuzivany jako probiotiké

mikroorganismy.



2 Literarni reSerse

2.1 Zubni plak

Na zubech dochazi k hromadéni velkého mnozstvi mikroorganismi a umoziuji tak
vzniku zubniho plaku. Dle Kiliana a kol. (1999) lze zubni plak obecné charakterizovat jako:
,vysoce organizovanou ekologickou jednotku sestdvajici z velkého mnozZstvi bakterii

«

usazenych v makromolekularni matrix bakterialniho a slinného piivodu.*

Zubni plak pevné Ipi na povrchu zubu a vytvari Zlutobily mikrobialni povlak, ktery se
Casto usazuje na mistech se snizenou samocistici schopnosti chrupu. Nutné je odlisit
povrchovou vrstvu od hlubsich bakterialnich vrstev. Povrchova vrstva (materia alba) ma
krémovitou konzistenci bilé barvy v oblasti dasné, krcku zubu a na drsném povrchu zubniho
kamene. Tvoiena je pfedevs§im zbytky potravy, buiikami ¢i mikroorganismy a lze ji odstranit
proudem vody (Mutschelknauss, 2002). Naopak hlubsi vrstvy zubniho plaku nelze odstranit
vodou. Pro jejich eliminaci je nutné vyuzit mechanické odstranéni. Zubni plak se nemusi
usazovat jen na zubnim povrchu, ale také muze byt pfitomen na sliznicich nebo na ploskach

zubnich nahrad (Kilian a kol., 1999).

Bakterie vyskytujici se v zubnim plaku patii k zdkladnim pti¢indam vzniku zubniho
kazu nebo parodontitidy (tj. zanétlivé onemocnéni zavésného aparatu zuba) (Kilian a kol.,
1999). Odhaduje se, ze priblizné 20 % az 25 % svétové populace trpi onemocnénimi
parodontu, tzn. tkané obklopujici zub, nebo tézkymi zanéty dasni. Je prokazano, ze zubni kaz
je bézny utéméi poloviny svétové populace. Na zadkladé¢ zpravy Svétové zdravotnické
organizace (WHO) z roku 2015 vétsina dospélych a Skolnich déti je postizena zubnim kazem

a5 % az 15 % populace trpi t€Zkou parodontitidou (Ghaffari et al., 2018).

2.1.1 Mikrobiota ustni dutiny

V 17. stoleti Antoni van Leeuwenhoek provedl vyzkum zabyvajici se pifitomnosti
bakterii ve vzorku z Ustni dutiny. Pojmenoval mikroby ,,Dierken®, coz v pfekladu znamena

malé zivé objekty. Tento objev byl za¢atkem dal§iho zkoumani mikroorganismi (Gao et al.,

2018).

Lidska ustni dutina poskytuje ptirozené prostiedi pro kolonizaci mikroorganismy (Gao
et al., 2018). Normalni mikrobiota 0stni dutiny se sklada ptedevsim z téch mikroorganismd,

které maji schopnost se pfichytit na povrch dasni nebo zubl a odolavat tak jejich odstranéni.



Neadherentni mikroorganismy jsou odstranény z ist mechanicky diky zvykéani nebo mluveni
a poté jsou zniceny v zaludku. Kolonizaci mikroorganismi v ustni dutiné napomaha snadna

dostupnost zivin, vhodna teplota a pH (Sharma et al., 2018).

U zdravych jedinct se spravnymi stravovacimi a hygienickymi navyky je mikrobiota
ustni dutiny v symbidze s hostitelem, zabranuje kolonizaci cizich patogenti a prispiva
K hostitelské fyziologii. Poruchy v mikrobioté zplGsobené urcitymi stresovymi faktory
napf. nadmérnou konzumaci sacharidii nebo akumulaci zubniho plaku, mohou vést k rozvoji
oralniho onemocnéni jako je zubni kaz, periodontitida (tj. zanét v okoli kofene zubu) nebo

zanéty ustni sliznice (Rosier et al., 2018).

2.1.1.1 Vyvoj mikrobioty

Oralni prostiedi je nejbohatsi a nejrozmanitéjsi z hlediska pfitomnosti
mikroorganismli. V ustni dutiné existuje nékolik odliSnych prostiedi, ve kterych jsou
mikrobialni komunity ptitomny. Neddvno publikované zpravy naznacuji, Ze v Gstni dutiné
bylo identifikovano vice nez 700 druht a vice nez 250 z nich bylo popsano a pojmenovano. Je
vSak zjiSténo, ze mikrobiota ustni dutiny se sklada nejen z mnoha druhti bakterii, ale také
Z jinych druhtt mikroorganismu v¢etné bakteriofagt i jinych virt a kvasinek (Mystkowska et
al., 2018).

Pied narozenim ditéte v dutiné Gstni nebyvaji ptitomny mikroorganismy (Kilian a kol.,
1999). Ke kolonizaci dochazi béhem porodu zejména z porodnich cest (Li et al., 2018).
Existuji i studie, Ze plod obsahuje mikroorganismy (Martin et al., 2016).

Dutinu ustni postupné osidluji druhy jako Streptococcus salivarius nebo Lactobacillus
acidophilus, avSak nékteré bakterialni druhy se vyskytuji pouze pfechodné (Kilian a kol.,
1999). Existuje totiz konstantni a pfechodna mikrobiota, jejiz kvantitativni a kvalitativni
slozeni zavisi na mnoha faktorech, jako je ustni hygiena, vyziva (v€etné slozeni a konzistence
stravy), extrakce zubl, protetické ndhrady, zubni a periodontdlni onemocnéni, metabolické

nebo rakovinové onemocnéni (Mystkowska et al., 2018).

Pted profezanim zubl neni mikrobiota ustni dutiny piili§ vyznamnd, jelikoz se
mikroorganismy mohou hromadit pouze na epitelu ustni sliznice. Tudiz zména mikrobioty
ustni dutiny souvisi S profezavanim zubl, kdy dochazi ke kolonizaci zubniho povrchu

mikroorganismy, které mohou byt potencialné kariogenni (vyvolavajici kaz) (Kilian a kol.,



1999). V tabulce 1 jsou uvedeny zmény mikrobioty ustni dutiny v souvislosti s profezanim

zubi.

Tabulka 1 — Zmény mikrobioty ustni dutiny v souvislosti s profezanim zubu (Kilian
a kol., 1999)

Druh Kultivace u ditéte bez zubu | Kultivace u ditéte se zuby
Streptococcus mutans Nezjistén Velmi Casto
Streptococcus sanguinis Nezjistén Vzdy
Bacteroides spp. Ztidka Casto
Fusobacterium spp. Ztidka Casto
Actinomyces spp. Ztidka Casto
Actinomyces viscosus Nezjistén Casto

V obdobi puberty piibyva potencionalné patogennich kmenti, coZ milZe souviset
S hormonalnimi zménami. Slozeni mikrobioty ustni dutiny ovliviluje dostatek ploch pro
kolonizaci, které poskytuji vhodné podminky napt. pro spirochéty nebo veilonely. Naopak pii
ztraté zubd nedochazi k osidlovani nékterych kmenti, které piedtim byly ptitomny (Kilian
a kol., 1999).

2.1.1.2 Bakterialni sloZeni

Bakterialni slozeni v tstni dutiné je velmi rozmanité a individudlni, pficemz nékteré
bakterie vyskytujici se ve slinach pfilnou k zubnimu povrvchu a iniciuji tvorbu zubniho

biofilmu (Larsen and Fiehn, 2017).

2.1.1.2.1 Biofilm

Zubni biofilm je obecné podobny biofilmim jinde v téle, kde bakterie kolonizuji
tkanové povrchy nebo umélé implantaty a jsou zakotveny v jimi produkované extracelularni
matrix exopolymert (polysacharidu a bilkovin) a DNA (Larsen and Fiehn, 2017). Tato matrix
je nezbytna pro strukturu, integritu a podili se na charakteristickych vlastnostech biofilma

véetné zvySené tolerance k antimikrobialnim slou¢eninam (Valen and Scheie, 2018).




Zraly zubni biofilm je polymikrobidlni povahy, jelikoz se mize skladat az ze
100 riiznych druhi mikrobl. V biofilmu dominuji bakterie, ale muize také obsahovat
kvasinky, Protozoa, Archaea a viry. Podle soucasnych poznatki jsou bakterie biofilmu

primarni pfi¢inou zubnich onemocnéni (Do et al., 2013).

Ptilnuti bakterii na zubni povrch pfedchazi tvorba kondicionacniho filmu na ¢istych
zubnich povrsich sestavajicich se pfevazné ze slinnych glykoproteint tzv. ziskana pelikula.
Poté se prvni bakterie prichyti na pelikulu zpocatku distanénimi silami fyzikalné-chemické
povahy mezi nabitymi molekulami. Nasledn¢ dochazi k silnéjsi adherenci bakterii k pelikule
prostfednictvim receptortt mezi bakteridlnimi povrchovymi adheziny a glykoproteinovymi
receptory v ziskané pelikule. Ptevladajici pocatecni kolonizatofi jsou oralni streptokoky,
pfedev§im  Streptococcus mitis nasledovany grampozitvinimi bakteriemi, zejména
Actinomyces spp. Postupné grampozitivni a gramnegativni koky a ty¢inky pfilnou k ranému
grampozitivnimu biofilmu. Tyto bakterie jsou také pfitomny ve slinach a mohou pochazet
z prohlubni mandli nebo z papil jazyka. Fusobacterium hraje dulezitou roli pii tvorbé zralého
zubniho biofilmu, protoZe tyto bakterie koaguji s pocatecnimi grampozitivnimi bakteriemi
a nasledujicimi kolonizatory véetné vétSiny gramnegativnich a pohyblivych bakterii. SloZzeni
vyvijejiciho se biofilmu je urceno ekologickymi faktory v misté kolonizace, ktery se vyrazné
méni na ruznych povrsich, a to i1 u stejného zubu. Pokud je biofilm ponechdn nenaruseny,
vznikd velmi riznorody biofilm. B&hem vyvoje biofilmu jsou bakterie metabolicky aktivni
piedev§im pomoci endogennich Zivin ze slin. To vede K tvorbé extracelularni matrix, ktera
piispiva k soudrznosti bakterii na povrchu zubt a poskytuje ochranu biofilmu (Larsen and
Fiehn, 2017). N¢které bakterie se z biofilmu na ur¢ity impulz odlucuji a kolonizuji dalsi ¢asti

dutiny ustni (Schindler, 2001). Na obrazku 1 jsou vyobrazeny faze vzniku biofilmu.



Obrazek 1 — S fazi vzniku biofilmu: 1. Inicidlni pfilnuti, 2. Ireverzibilni pFilnuti,

3. Zrani |, 4. Zrani I1, 5. Odluc¢ovani bakterii a Sifeni kolonie (Monroe, 2007)

Dosavadni znalosti o mikrobiot¢ zubniho biofilmu jsou zaloZeny na studiich
provedenych kultivacnimi metodami a molekuldrné biologickymi metodami. Molekularné
biologické analyzy ukazuji, ze az dosud bylo detekovano pouze asi 50 % piitomnych
mikroorganismli v zubnim biofilmu za pouziti tradicnich metod kultivace. Bylo prokazano, ze
slozeni zubniho biofilmu se 1i§i nejen mezi riznymi misty v Gstni dutiné ale také mezi

jednotlivci (Larsen and Fiehn, 2017).

Bylo zjisténo, Ze bakterie jsou schopny komunikovat. ZjednoduSené feceno je tato
komunikace zprostfedkovana pomoci chemickych latek. Bakterialni komunikace probiha
v n€kolika samostatnych krocich pii formovani a zrani biofilmu. V jednom z typl této
komunikace je ovliviiovana transkripce geni jako odpovéd’ na signalni koncentraci, je
oznacovana jako ,,qourum sensing* komunikace. Koncentrace signalnich molekul je zavisla
na hustoté bakterii (qourum). Slovo quorum se bézné do CeStiny piekladd jako usnaSeni
schopny pocet. Tento Cesky pieklad terminu usnadiiuje pochopeni toho, jak proces quorum
sensing u bakterii funguje. Bakterie vylucuji chemické latky a ty jsou pravé tim signalem,
ktery mize ovlivnit transkripci gent. To, ze je tato komunikace zavisld na hustoté bakterii
znamend, ze dokud neni v blizkém okoli dostate¢ny pocet bakterii (neboli usnaSeni schopny

pocet) koncentrace jimi produkovanych chemickych latek neni dostatecné vysoka a nic se
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ned¢je. Pokud se dostatecné zvysi pocet bakterii a tim padem i koncentrace produkovanych
latek, za¢nou bakterie v tomto okoli reagovat, dojde k ,,zapnuti* genii a k transkripci (Valen
and Scheie, 2018).

Puvodné se predpokladalo, ze bakteridlni komunikace probihd pouze u nékolika druhti
bakterii. Nicméné se pozd¢ji ukéazalo, ze je rozSifena napii¢ vSemi druhy. Konkrétni aktivity,
které bakteridlni komunikace ovliviiuje, jsou naptiklad adheze, formovani biofilmu, agregace,
virulence, pohyblivost, antibioticka rezistence a horizontalni pfenos gend. Skutecnost, Ze
gourum sensing ovliviiuje tolik zdsadnich procest, otevira moZnosti novych strategii 1éCby

bakterialnich onemocnéni a to ovlivnénim bakterialni komunikace (Valen and Scheie, 2018).

2.1.1.2.2 Interakce

Hlavni skupiny bakterii ve zdravé ustni dutiné jsou Streptococcus spp., které
kolonizuji oblasti bohaté na kyslik, z nichz nejbéznéjsi jsou Streptococcus sanguinis,
S. mutans, S. mitis, S. salivarius, S. pneumoniae a S. milleri. S. sanguinis ma schopnost vazat
se pfimo na povrch ustni dutiny a na n¢j se muze poutat fada dalSich mikroorganismd, jako je
S. mutans, ktery kolonizuje zub, tvofi zubni plak a zptsobuje tvorbu zubniho kazu a muize
piispivat ke vzniku periodontalnich onemocnéni (Mystkowska et al., 2018). Tyto interakce
v ramci biofilmu hraji dileZitou roli a napomahaji koexistenci riznych druhit v oralnim
prostiedi. Bylo zjiSténo, Ze procesy probihajici mezi riiznymi druhy bakterii oralniho biofilmu
jsou velmi slozit¢é a mohou byt bud’ antagonistické, nebo synergické. Predpoklada se, ze
S. gordanii hraje roli pfi potlacovani vzniku ¢i rozvoje zubniho plaku kvili své schopnosti
produkovat peroxid vodiku, ktery je pro bakterie toxicky. Dals$im dulezitym druhem
spojenym s biofilmem je Actinomyces neaslundii, ktery odstrafuje peroxid vodiku
a napomaha ristu S. gordonii. Na druhou stranu peroxid vodiku produkovany S. gordonii je
fatalni pro rast A. neaslundii. Obdobné interakce byly zjistény u Fusobacterium nucleatum
a Streptococcus cristatus, kde prvni jmenovany pomaha usp&$né kolonizaci epitelidlnich
bunék druhem Streptococcus cristatus. Nicméné S. cristatus oslabuje F. nucleatum fizenou
expresi cytokinil V epitelidlnich bunikdch. Studium takovych interakei by mohlo pomoci pti
navrhovani strategii prevence, diagnostiky a lécby nékterych bézné se vyskytujicich
onemocnénich (Sharma et al., 2018). Nejpocetnéjsi bakterie tvotici mikrobiotu ustni dutiny
jsou znazornény V tabulce 2, ktera zahrnuje i rod Bifidobacterium, jelikoz patii do kmene

Actinobacteria.



Tabulka 2 — Bakterie vyskytujici se v ustni dutiné (Mystkowska et al., 2018; Sharma et

al., 2018)
Nejpocetnéjsi bakterie tstni dutiny
Sliny Actinobacteria, Bacteroides, Firmicutes,
Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes
Zubni plak Firmicutes, Actinobacteria

Ustni sliznice

Streptococcus salivarius, Rothia mucilaginosa,

Eubacterium strain

Mandle

Firmicutes, Fusobacterium, Mogibacterium,

Pasteurellaceae, Prevotella, Streptococcus

Jicen

Actinomyces, Firmicutes, Fusobacterium,

Pasteurellaceae, Streptococcus

Jazyk

Actinomycetales, Bacilli, Fusobacterium,
Lactobacillales, Prevotella, Pasteurellaceae,
Peptostreptococcus, Streptococcus, Veillonella,
Treponema, Clostridiales, Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Chlorobi, Treponema
denticola, Tannerella forsythia, Porphyromonas

endodontalis

Onemocnéni ustni dutiny a bakterie je zptsobujici

Zubni kaz

Streptococcus, Veillonella, Actinomyces,
Granulicatella, Leptotrichia, Thiomonas,
Bifidobacterium, Prevotella, Lactobacillus,

Propionibacterium, Pseudoramibacter, Selenomonas

Onemocnéni parodontu tzn. tkané

obklopujici zub

Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes,
Fusobacteria, Actinobacteria, Olsenella uli,
Prevotella baroniae, Porphyromonas endodontalis,
Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia,
Propionibacterium propionicum, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella oralis,
Parvimonas micra, Porphyromonas endodontalis,

Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia

Zanét dasni nebo ozubice (1j.

Actinomycetes, Capnocytophaga, Campylobacter,
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vazivova tkan upeviujici zub v Eikenella, Fusobacterium, Prevotella,

zubnim lazku) Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola,
Tannerella forsythia, Bacteroidetes, Eubacterium
saphenum, Porphyromonas endodontalis, Prevotella
denticola, Parvimonas micra, Peptostreptococcus
spp., Filifactor alocis, Desulfobulbus spp., Dialister
spp., Synergistetes

Zapach z ust (halitoza) Solobacterium moorei, Atopobium parvulum,

Eubacterium sulci

2.1.1.3 Nebakterialni slozeni

V Gstni dutiné se vyskytuji kromé bakterii i dal$i formy mikroorganismu, jako jsou
prvoci, mikroskopické houby nebo viry. Piedpoklada se, Zze prvotni populace je hlavné
saprofyticka a nejCastéji byla objevena Entamoeba gingivalis a Trichomonas tenax.
Pritomnost E. gingivalis byla ve vysSich po¢tech hlasena u parodontalné nemocnych, coz
naznaCuje nckteré spojitosti s jinymi druhy nalezenymi na téchto mistech (Sharma et al.,
2018).

Patogenni kvasinky Candida spp., zejména Candida albicans, jsou v tstni dutin¢ zcela
bézné. Byly nalezeny na povrchu zubti, zubni protetice, ortodontickém zafizeni a v zubnim
plaku (Mystkowska et al., 2018). Mohou byt zodpovédné za rtizné ustni infekce. Jakmile jsou
kultivovany na pevnych plochach, mohou biofilmy C. albicans napadnout ptilehlé bunky
(Sharma et al., 2018). Ghannoum et al. (2010) uvadi 85 druhi mikroskopickych hub
v nezavislych studiich provedenych na 20 zdravych hostitelich. K hlavnim druhtim, které¢ byly
pozorovany, patti Candida, Cladosporium, Aureobasidium, Saccharomycetales, Aspergillus,

Fusarium a Cryptococcus (Ghannoum et al., 2010).

V tGstni dutiné a zubnim plaku byly nalezeny také viry v aktivni i latentni formé, které
byly zodpovédné za Sirokou $kalu onemocnéni dutiny Gstni a ptidruzenych organt (Sharma et
al., 2018). Podle studie Wanga et al. (2016) bylo nalezeno n¢kolik bakteriofagi ze vzorka
zubnich plakd, jednalo se zejména o fagy bakterii rodd Corneybacterium, Lactococcus,
Pseudomonas patfici do celedi Siphoviridae, Myoviridae a Podoviridae. Béhem analyzy
n€kolika kolonii bakteriofagh bylo zjisténo, Ze ptitomnost bakteriofagii v Ustni dutiné je

vysoce individualni a druhové specifickd, podobné jako je vysoce individudlni pfitomnost
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konkrétnich druhii bakterii. Bakteriofagy ovlivituji metabolismus bakterii, a proto jsou také
spojeny s ur¢itymi nemocemi napt. endokarditidou (Sharma et al., 2018). Ly et al. (2014)
uvadi, ze role nékterych virti na patogenni vlastnosti jejich hostitelskych bakterii je natolik
vyznamna, ze jejich pfitomnost miize zpusobit, ze pak budou patogenni bakterie, které bézné¢
v daném prostiedi patogenni nejsou. Nektera virova onemocnéni se mohou spole¢né
s bakteriemi podilet na vzniku onemocnéni v ustni dutiné. Naptiklad herpes viry se spole¢né

s bakteriemi mohou podilet na vzniku periodontitidy (Ly et al., 2014).

2.2 Zubni kaz

Zubni kazy jsou progresivni nevratné procesy mikrobialniho ptivodu postihujici tvrdé
zubni tkané (Al Ayyan et al.,, 2018). Stale zistavaji jednim z nejbéznéjSich onemocnéni,
ackoliv jejich prevalence v zdpadnich zemich v poslednich letech klesla. Toto onemocnéni je
vyvolavano puasobenim kariogennich mikroorganismi (zejména streptokokt a laktobacil()
Vv delSim ¢asovém obdobi. Vzniku kazu také napomaha strava bohata na sacharidy. Vliv na
vznik kazu muize mit i mira sekrece slin a jejich pufra¢ni kapacita (Cagetti et al., 2013).
Existuji dvé skupiny streptokokti. Prvni z nich se nazyvéa tzv. mutantni, kam se fadi predevsim
S. mutans, ale patii sem i dal§i druhy streptokokt, konkrétné¢ se jedna o S. sobrinus,
S. downei, S. rattus, S. cricetus, S. ferus a S. macacae (Lee et al.,, 2011). Druha skupina
zahrnuje ostatni streptokoky tzv. nemutantni, které spolu s aktinomycetami byly dlouhé roky
povazovany za hlavni patogeny podilejici se na vzniku zubniho kazu. V poslednich letech se
ale rozSifuje nazor, Zze dominantnimi ¢initeli pfi vzniku zubniho kazu jsou hlavné mutantni

streptokoky, ale i bakterie jako napfiklad laktobacily a bifidobakterie (Cagetti et al., 2013).

Pti Casté konzumaci sladkych jidel a napoji dochdzi ke vzriistu poctu acidogennich
(tvotici kyseliny) a acidorezistentnich (tolerujici nizké pH) kment v Gsti dutiné. To nasledné
¢asem vede k posunu demineralizaéné/remineralizacni rovnovahy smérem ke ztraté mineralt
a disledkem toho je vznik zubniho kazu. Preventivni opatteni proti vzniku zubniho kazu jsou
zaloZzena na dietnich zménach, jako jsou snizeni pfijmu sladkych jidel a zvySeni odolnosti
pacienta vic¢i zubnimu kazu. Nékdy je doporucovano pouziti antibakterialnich latek za ucelem
snizeni kariogenni mikrobioty, ackoliv prakticky nelze dosdhnou tUplné eradikace
bakterialnich kmend spojenych se vznikem zubniho kazu (Cagetti et al., 2013). Hlavni

faktory, které se podileji na vzniku zubniho kazu, jsou vyobrazeny na obrazku 2.
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Obrazek 2 — Faktory, které se podileji na vzniku zubniho kazu (Kilian a kol., 1999)

2.2.1 Sacharidy

Diilezité postaveni v roli vzniku zubniho kazu ma mezi sacharidy sacharo6za, jelikoz je
substratem pro tvorbu extracelularnich polysacharidi, které slouzi jako idedlni prostiedi pro
rozvoj mikroorganismu. Bakterie v plaku metabolizuji fermentovatelné sacharidy. Jejich
katabolickym rozkladem vznikaji organické kyseliny. Tyto kyseliny zptisobuji pokles pH
uvnitt biofilmu, poté mize dochazet k odvapnovani tvrdych zubnich tkani a ke vzniku
zubniho kazu (Kilian a kol., 1999).

Kariogenni plsobeni sacharidii zavisi na celkovém pfijmu potravou, na formé

a frekvenci ptijmu daného sacharidu (Kilian a kol., 1999).

2.2.2 Cas

Zubni kaz se nestava klinicky zjevny okamzité. Bakterie se tvoii postupné béhem
24 a7z 48 hodin a tim vytvafeji zubni plak. Nasledné jsou schopny produkovat kyseliny,

enzymy a toxiny, které napomahaji rozvoji zubniho kazu (Kilian a kol., 1999).
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2.2.3 Zub

Vnimavost zubni tkané viici kazu ovliviiuji urcité faktory, jako jsou nutricni, rasové,
konstitucni, klimatické, celkovy zdravotni stav nebo dédicnost. Pricemz pifimy vztah
dédicnosti a vzniku samotného zubniho kazu nebyl prokdzan. Dédi se vice ¢i méné odolna
zubni tkan, anatomické uspotradani zubi, postaveni zubl, rizné anomalie nebo tvar zubni
korunky. Ur¢ita mista jsou vice nachylna k zubnimu kazu. Tato mista mohou byt oznacovana
jako habitudlné necista mista kvali své nedokonalé¢ samocistici schopnosti (Kilian a kol.,

1999).

Pro zdravé zuby a odolnou zubni tkan je nutny normalni a nenaruseny vyvoj
organismu. Proto je dulezitd vhodné volend vyziva s dostateCnym a vyvazenym piisunem
zakladnich zivin. I kdyz nebyl podan nezvratny dikaz o tom, Ze dokonale vyvazena strava
v obdobi, kdy se zuby vyvijeji, by zajistila vysoce odolnou zubni tkan. Je vSak prokdzan

ptiznivy vliv prvku fluoru na odolnost zubni tkané vuci kazu (Kilian a kol., 1999).

Fluoridy snizuji vnimavost zubni tkdn¢ vii¢i kazu a mohou byt aplikovany systémove
nebo mistné. Pfed zacatkem fluoridace by mélo dojit ke zjiSténi piijmu fluoridii potravou,

protoze nadmérny piijem fluoridi muze vést ke skvrnité skloviné (Kilian a kol., 1999).

2.2.4 Ostatni faktory

Kazy maji negativni dopad na obecné zdravi a kvalitu zivota jednotlivcia. Bolest,
namahani zvykacich svali, prodlouzeni pracovni neschopnosti, zména stravy, neesteticky
vzhled a omezeni socialnich aktivit jsou pfimymi i nepfimymi dusledky zubniho kazu

(Tikhonova et al., 2018).

Vysoka prevalence zubniho kazu v urcitych skupinach spolec¢nosti zdlraziuje potfebu
vyvinout nové strategie v oblasti prevence zubniho kazu (Kay and Locker, 1996). V této
souvislosti nékolik vyzkumnych skupin navrhlo hloubkové vySetfovani psychosocialnich
a psychologickych problémi. Objevuji se n€které vznikajici dikazy, Ze stres by mohl mit
potencialni roli pfi onemocnéni zubniho kazu (Finlayson et al., 2010). Souvislost mezi kazem
a stresem lze vysvétlit ruiznymi zpusoby. Nékteré z nich zahrnuji zmény v Zivotnim stylu
a nezdravé chovani (napf. nadmérny pfijem cukru, zanedbani Gstni hygieny), jiné se zaméfuji

na zménu sloZzeni slin vyvolané stresem (Tikhonova et al., 2018).

Stres muze byt definovan jako skute¢né ohrozeni pro fyziologickou nebo

psychologickou integritu jedince, ktery vede ke kaskadé fyziologickych nebo behavioralnich
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reakci pro udrzeni homeostazy. Existuje Siroce uzndvand teorie alostatické zatéze, ktera
vysvétluje u¢inky stresu na lidské télo. Pfi chronickém vystaveni stresovym podminkdm se
akumuluje ,,opotfebeni” alostatickych systém (centralni nerovova soustava (CNS),
autonomni nervova soustava (ANS), systém hypotalamus-hypofyza-nadledviny (HPA)).
Casem se stava systém ANS a HPA neregulovatelny. Nadmérna sekrece hormonu kortizolu
stimuluje glukokortikoidni receptory v téle a méni funkci uréitych neurotransmiterti napf.
adrenalinu, noradrenalinu nebo serotoninu, které mohou ovlivnit CNS, emoc¢ni a kognitivni

funkce i metabolicky a imunitni systém (McEwen and Gianaros, 2011).

Sliny udrzuji homeostazu Ustni dutiny prostiednictvim riznych funkci napt. zachovani
stalosti integrity zubt ¢i antimikrobialni aktivity. Slinné bilkoviny a peptidy hraji dilezitou
roli vadhezi ustnich mikroorganismii na povrch zubu a pfi udrZzeni rovnovahy mezi
remineralizacnimi a demineralizaCnimi procesy. Inervace a sekrece slinnych Zzlaz jsou
regulovany systémem ANS, ktery naopak ovliviiuje koncentraci slinnych bilkovin a priitok
slin. Za opakujicich se chronickych stresovych podminek muze byt funkce systému ANS
zménéna a nasledné i funkce slinnych #1az, coz by mohlo zvysit riziko zubniho kazu. Uroveii
hladiny kortizolu ve slinach byla uznana jako platnd mira aktivniho volného kortizolu, ktery
je potencionalnim biomarkerem stresu. Mnoho korelacnich studii ukazalo pozitivni spojeni
kortizolu s chronickymi onemocnénimi, jako jsou periodontalni onemocnéni, diabetes,

kardiovaskularni onemocnéni a zubni kaz (Tikhonova et al., 2018).

2.2.5 Uréeni rizika vzniku zubniho kazu

Pro urceni rizika vzniku zubniho kazu je nutno provést klinické vySetfeni, které
zahrnuje znalost podrobné anamnézy, kazivosti zub rodi¢t i sourozenci a stravovacich
navykua S ohledem na pfijem sacharidii béhem dne. Nasledné€ je dulezité zaznamenavat pocet
a vyvoj novych kazli v uréitém casovém obdobi. Vedle uvedeného klinického vySetfeni se
pouzivaji 1 screeningové testovaci metody zahrnujici mikrobiologické testy, urceni pH slin
a stanoveni kumulace plaku za 24 hodin, ktera se stanovuje na piedem odborné vycisténém
chrupu (Kilian a kol., 1999).

Mikrobiologické testy se wuplatiuji pii zjiStovani koncentrace kariogennich
mikroorganismii ve slinach, pfedevsim Streptococcus mutans a Lactobacillus acidophilus
(Kilian a kol., 1999). Pficemz Streptococcus mutans je povazovan za mikroorganismus, ktery
zpusobuje vznik zubniho kazu (Bafna et al., 2018), zatimco Lactobacillus acidophilus je

zodpovédny za progresi kazu a jeho vyssi vyskyt naznacuje Castéjsi piijem sacharidii béhem
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dne (Merglova, 2008). Zvysené riziko vzniku zubniho kazu je signalizovano poctem
100 000 a vice mikroorganismti jednoho nebo obou z vyse uvedenych druht v 1 ml sliny,
avSak neni vzdy mozné potvrdit vzajemny vztah mezi kazem a zjiSténymi hodnotami
mikroorganismu. Jelikoz u nékterych pacientti byla nalezena vysoka kazivost v piitomnosti
nizké koncentrace mikroorganismti nebo naopak (Kilian a kol., 1999).

Optimalni pH v Gstni dutin€ se pohybuje v rozmezi 6,0-7,5. Pfi stanoveni pH se urcuje
mira a doba trvani nizkych hodnot pod 5,5, kdy pfevazuje demineralizace skloviny. Naopak
pokud dojde ke zvySeni pH na porvchu zubu, mohou se mineraly ukladat zpét do zubni tkané
a dochazi k remineralizaci (Roubalikova, 2007). Hodnota pH je ovlivnéna napt. obsahem
sacharidd, minerali nebo slinnych proteinti. Méfeni musi byt provadéno opakované z dtivodu
proménlivosti v ¢ase. Pro urceni vzniku rizika zubniho kazu je vSak nutné porovnat vysledky

pH s ostatnimi faktory (Kilian a kol., 1999).

Vramci této prace jsem se podrobnéji zabyvala rodem Lactobacillus
a Bifidobacterium, protoze jsem dobrovolnikiim podavala fermentované mlé¢né vyrobky nebo

probiotické kapsle obsahujici oba tyto bakterialni rody.

2.3 Rod Bifidobacterium
Doména: Bacteria
Kmen: Actinobacteria
Ttida: Actinobacteria
Rad: Bifidobacteriales
Celed: Bifidobacteriaceae

Rod: Bifidobacterium (Barka et al., 2015)

2.3.1 Historie rodu

V roce 1899 Tissier izoloval ze stolice kojencti bakterie s charakteristickym tvarem
,Y“ a pojmenoval je Bacillus bifidus. Popsal, Ze tyto bakterie béhem rustu nevytvaiely plyn,
byly anaerobni a grampozitivni. V roce 1917 je Winslow zatadil do ¢eledi Lactobacillaceae
a o tfi roky pozdé&ji je Holland nazval Lactobacillus bifidus. Ackoliv roku 1924 Orla-Jensen
navrhl pro tyto bakterie samostatny rod Bifidobacterium, kvili podobnosti s laktobacily byly

vSak bifidobakterie dlouho fazeny do rodu Lactobacillus. Teprve v 8. vydani Bergey’s
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Manual of Determinative Bacteriology z roku 1974 byl poprvé vytvofen samostatny rod
Bifidobacterium (Biavati et al., 2000).

2.3.2 Charakteristika

Bifidobacterium je rod striktné anaerobnich, grampozitivnich, nepohyblivych,
nesporulujicich ty¢inek, které se nékdy na konci vétvi (Bednat a kol., 1996). Mohou se
vyskytovat jednotlivé, v fetizcich nebo ve shlucich. Bifidobakterie jsou chemoorganotrofni
a maji fermentativni typ metabolismu. Ve vét§in€ ptipadl jsou katalaza negativni. Vyznacuji
se vysokym obsahem guaninu a cytosinu v genomu, ktery se pohybuje od 42 mol% do
62 mol% (Biavati et al., 2000).

Optimalni teplota pro jejich rust je 37—41 °C, avSak minimalni teplota pro rust se mize
pohybovat v rozmezi 25-28 °C a maximalni teplota 43—45 °C. Bifidobakterie jsou do urcité
miry tolerantni viici kyselému prosttedi. Optimalni pH je mezi 6,5 az 7,0, pticemz pod pH 4,5
nebyl zaznamenan rust zadného druhu (Biavati et al., 2000).

Bifidobakterie pfeménuji glukézu procesem fermentace, kdy dochdzi k produkci
kyseliny mlééné a kyseliny octové v poméru 2:3 (Biavati et al., 2000) a spolu s dalsimi
bakteriemi Celedi Bifidobacteriaceae $tépi hexdzy prostiednictvim specifického enzymu
fruktoza-6-fosfat-fosfoketolaza (EC 4.1.2.22). Tento enzym je vyuzivdn pii rodové
identifikaci bifidobakterii (Vlkova et al., 2005).

2.3.3  Vyskyt

Bifidobakterie jsou obecné soucasti zdravého gastrointestindlniho traktu lidi a zvitat,
ale mohou byt také pfitomny v jinych ekologickych systémech, jako je stfevni trakt hmyzu,
v odpadnich vodach a v potravinach (Mahlen and Clarridge, 2009).

Vzhledem k tomu, Ze ur¢ité druhy bifidobakterii jsou vyuzivany jako probiotika, ktera
jsou dilezitd pro lidské zdravi, byly bifidobakterie dlouho povazovany za nepatogenni.
Jenomze tti druhy bifidobakterii jako je B. dentium, B. inopinatum a B. denticolens byly
nalezeny v zubnim kazu, né€které z nich i ve slinach nebo v zubnim plaku a B. dentium muize
skutecné pusobit jako patogen. Popis druhu B. dentium pochazi z roku 1974, ale nékteré
kmeny bifidobakterii, které byly nasledné identifikovany jako B. dentium, byly popsany jiz
v roce 1957 Beerensem (Modesto et al., 2006). Ve studii Haukioja et al. (2010) byly uvedeny
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dalsi druhy bifidobakterii vyskytujici se ve vzorcich z Gstni dutiny, jednalo se o B. bifidum
a B. longum.

V dalsi studii tykajici se ptitomnosti bifidobakterii v zubnim kazu byly popsany jiz
zminéné dva nové druhy B. inopinatum a B. denticolens (Crociani et al., 1996). Nasledné byly
tyto dva druhy ptekvalifikovany na zakladé sekvence 16S rRNA a sekvence genu kodujiciho
heat shock protein 60 (Jian and Dong, 2002) do dvou novych rodt nazvanych Scardovia
inopinata (B. inopinatum) a Parascardovia denticolens (B. denticolens) (Modesto et al.,
2006). Rod Scardovia neobsahuje pouze jednoho zastupce, jako je tomu u rodu
Parascardovia, jelikoz v roce 2011 byl popsan jeho dalsi druh a to S. wiggsiae, ktery byl také
izolovan z lidské ustni dutiny (Downes et al., 2011).

Jiné studie se zabyvaly detekci celedi Bifidobacteriaceae, takovym piikladem mutze
byt izolace Alloscardovia omnicolens ze vzorku tstni dutiny a mandli (Huys et al., 2007).
Nasledujici studie se nezaobiraly lidskymi vzorky. V roce 2017 byl uveden druh piedeslého rodu
Alloscardovia venturai, ktery byl detekovan z Gstni dutiny moréete domaciho (Sechovcova et al.,
2017). Okamoto et al. (2007; 2008) izolovali Metascardovia criceti a Bifidobacterium tsurumiens

ze zubniho plaku kiecku zlatych, jejichZ strava obsahovala velké mnozstvi sacharidu.

2.4 Rod Lactobacillus
Doména: Bacteria
Kmen: Firmicutes
Ttida: Bacilli
Rad: Lactobacillales
Celed”: Lactobacillaceae

Rod: Lactobacillus (Galperin, 2013)

2.4.1 Charakteristika

Lactobacillus je rod fakultativné anaerobnich, grampozitivnich, nesporulujicich,
nepohyblivych tyginek (Bedna¥, 1996). Radi se mezi bakterie mlééného kvaseni vyznacujici
se nizkym procentualnim obsahem guaninu a cytosinu v genomu. Jsou schopny rdstu
Vv teplotnim rozmezi 2-53 °C, jejich optimalni teplota je mezi 3040 °C. Maji fermentativni

typ metabolismu a jsou chemoorganotrofni. VétSina z nich vykazuje negativni katalazu
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a optimalni pH se obvykle pohybuje mezi 5,5-6,2. Rychlost ristu byva casto snizena

Vv neutralnim nebo zpocatku alkalickém prostiedi (Hammes and Hertel, 2003).

Laktobacily 1ze délit do nasledujicich skupin (Jay, 1997):

o Obligatné¢ homofermentativni laktobacily, jejimz kone¢nym produktem fermentace
hexdz je kyselina mlé¢na (napi. L. acidophilus)

o Fakultativné heterofermentativni laktobacily, jejimz koneénym produktem
fermentace hexoz je kyselina mlé¢nd a v ptipad€ pentdz je to kyselina mlécna,
kyselina octova, ethanol a CO» (napf. L. caser)

o Obligatn¢ heterofermentativni laktobacily produkujici kyselinu mlécnou (50 %),

kyselinu octovou, ethanol a CO; (napf. L.kefir)

2.4.2 Vyskyt

Laktobacily se vyskytuji v dutin¢ ustni a piispivaji ke vzniku zubniho kazu.
Dominantnimi druhy spojené se zubnimi kazy nalezené u déti i dospélych jsou L. acidophilus
(Kilian a kol., 1999), L. fermentum, L. rhamnosus, L. gasseri, L. casei/paracasei, L. salivarius
(Caufield et al., 2015), L. delbrueckii, L. gallinarium (Byun et al., 2004), L. brevis, L. jensenii
(Smith et al., 2001), L. plantarum, L. oris a L. vaginalis. V men$i mife byly zastoupeny
L. mucosae, L. crispatus, L. ultunesis, L. reuteri, L. gastricus a L. parabuchneri. Vétsina
druhii laktobacild byly pfitomné v zubnim kazu spolu s dalsimi laktobacily, avSak
L. fermentum, L. casei/paracasei a L. salivarius byly nalezeny samostatné (Caufield et al.,
2015).

Nékteré druhy laktobacilli se vyuzivaji pfi konzervaci zeleniny (zeli nebo okurek)
a krmiv. Vyskytuji se v mléce a v mlé¢ném primyslu se pouzivaji jako startovaci kultury
nebo pii vyrobé jogurti napt. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Takové potraviny
jsou doporuceny predev§im pacientim po uzivani antibiotik nebo trpici stievni dysmikrobii
(Bednaft a kol., 1996), jelikoz laktobacily jsou piirozenou soucasti mikrobioty traviciho traktu
zivoc¢icht (Prakash et al., 2011).

Laktobacily tvofi také hlavni soucést sliznicni mikrobioty vaginy Zen, kde fermentuji
glykogen na kyselinu mlé¢nou, kterd poté zajiStuje fyziologické nizké pH. Tato skupina

bakterii byva Casto nazyvana Lactobacillus vaginalis Ddderleini. Vaginalni sekret obsahuje
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10’-10° KTJ/g (kolonie tvofici jednotky na gram) laktobacill, konkrétng jde napiiklad
odruhy L. crispatus, L. gasseri, L. iners, L. jensenii, L. rhamnosus, L. fermentum,
L. plantarum a L. vaginalis (Koliba, 2012). Nizké pH je podstatné pro ochranu sliznice pred
osidlenim jinych mikroorganismi (Bednat a kol., 1996). Laktobacily ptisobi vii¢i patogennim
mikroorganismiim riznymi mechanismy jako napf. vylouCenim patogenli z receptorti na
povrchu epitelu, koagulaci s nékterymi bakteriemi nebo produkei bakteriocind, H,O; ¢i jinych
biologicky aktivnich latek, které brani ristu ostatnich bakterii (Koliba, 2012).

2.5 Probiotika

WHO definuje probiotika jako zivé mikroorganismy, které pii podani v priméfené
davce, predstavuji zdravotni ptinos pro pacienta (WHO, 2002). Tyto mikroorganismy jsou
soucasti piirozené mikrobioty a pokud jsou podavany, musi byt aplikovany v takové formé,

aby pftezily transport do tlustého stieva (Cagetti et al., 2013).

2.5.1 Vyuzivané probiotiké mikroorganismy

Nekteré z bézné€ pouzivanych probiotickych mikroorganismi jsou Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Bacillus
coagulans, Escherichia coli, bifidobakterie, nékteré enterokoky, zejména Enterococcus
faecium a kvasinky Saccharomyces boulardii. Mohou se pouzivat i nékteré sporulujici druhy

bakterii, zejména se jedna o rod Bacillus (Kerry et al., 2018).

Probiotika se pfidavaji do potravin zejména do fermentovanych mlécnych
i nemlé¢nych vyrobku, ale jsou i soucasti potravnich doplikd nebo kojeneckych nahrad.
(Pandey et al., 2015). Aktualni seznam mikroorganismd, které jsou nejcastéji pouzivany jako

probiotika, jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3 — Vyuzivané probiotické mikroorganismy (Kerry et al., 2018)

Probiotické mikroorganismy

Rod Druh Reference

Lactobacillus L. plantarum, L. paracasei, Dixit et al. (2016)
L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus,
L. crispatus, L. gasseri, L. reuteri,

L. bulgaricus
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Propionibacterium P. jensenii, P. freudenreichii Dixit et al. (2016)
Peptostreptococcus P. productus Dixit et al. (2016)
Bacillus B. coagulans, B. subtilis, Nguyen et al.
B. laterosporus (2016)
Lactococcus L. lactis, L. reuteri, L. rhamnosus, Eid et al. (2016)
L. casei, L. acidophilus, L. curvatus,
L. plantarum
Enterococcus E. faecium Kechagia et al.
(2013)
Pediococcus P. acidilactici, P. pentosaceus Sornplang and
Piyadeatsoontorn
(2016)
Streptococcus S. sanguis, S. oralis, S. mitis, Arora et al. (2013)
S. thermophilus, S. salivarius
Bifidobacterium B. longum, B. catenulatum, B. breve, Westermann et al.
B. animalis, B. bifidum (2016)
Bacteroides B. uniformis Kobyliak et al.
(2016)
Akkermansia A. muciniphila Kobyliak et al.
(2016)
Saccharomyces S. boulardii Chen et al. (2013)

2.5.2 Zdravotni prinosy
zménam v konjugaci zluCovych soli, zesileni anti-bakteridlni a protizanétlivé odpoveédi
organismu. Dale pfispivaji k syntéze zivin a zlepSuji jejich biologickou dostupnost. Je znamo,
ze néktera probiotika maji biologickou aktivitu i pfi pouziti ve formé intaktnich bun¢k
a lyzatt. Probiotika také prokézala uCinky pfi zmirnéni ptiznaka alergie, rakoviny, AIDS,
infekci dychacich a mocovych cest (Harish and Varghese, 2006).

Existuji i zpravy o jejich pfiznivych u¢incich na stadrnuti, Unavu, autismus,
osteopordzu, obezitu a diabetes 2. typu. Lze pfedpokladat, Ze fada mechanismu je spojena

s probiotickymi ptiznivymi G¢inky (Harish and Varghese, 2006; Pandey et al., 2015):

o Tvorba inhibi¢nich latek jako je peroxid vodiku, bakteriociny, organické
kyseliny atd.

o Blokovani adheznich mist pro patogenni bakterie
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o Kompetice s patogennimi bakteriemi o ziviny
o Degradace toxinil a blokovani receptort

o Modulace imunitni odpovédi

Nékteré piehledové c¢lanky informuji o studiich zkoumajici uzivani probiotickych
kment za G¢elem prevence onemocnéni Gstni dutiny véetné zubniho kazu (Saha et al., 2012).
Probiotika jsou podavana ke zvySeni poctu nebo obnoveni piirozené se vyskytujici
saprofytické mikrobioty, ktera pusobi proti invazi patogenll. Pravé tyto patogeny jsou
hlavnimi ptivodci ¢etnych onemocnéni ustni dutiny (paradontitidy a zubniho kazu). Probiotika
podavana pro takovou oralni lécbu jsou mikroorganismy vétSinou uZivané k plisobeni
Vv gastrointestinalni oblasti, a proto nemuseji byt idealni pro oralni prostredi, které je znacné

odlisné od toho gastrointestinalniho (Cagetti et al., 2013).

Ve studii Villavicencio et al. (2018) bylo 34 letym détem podavano mléko
S probiotickymi bakteriemi a kontrolni skupina konzumovala mléko bez probiotik. Vyzkum
probihal v Kolumbii a zlcastnilo se ho 363 ptedskolnich déti, které denn¢ po dobu deviti
mésich uzivaly 200 ml mléka obsahujiciho Lactobacillus rhamnosus 5 - 10° KTJ a
Bifidobacterium longum 3 - 10° KTJ. U této skupiny dobrovolniki byl po deviti mésicich
konzumace mléka zaznamendn pokles poctu Streptococcus mutans oproti kontrolni skuping,
nicméné tento pokles nebyl statisticky vyznamny. Na druhou stranu byly statisticky
vyznamné rozdily v hodnotach poc¢tu Lactobacillus spp. Konkrétné byl pocéet Lactobacillus
spp. u kontrolni skupiny 7,03 - 10°+ 7,00 - 10° KTJ/ml a u skupiny uzivajici mléko
s probiotickymi bakteriemi to bylo 4,78 - 10°+ 4,15 - 10° KTJ/ml. Pfed konzumaci mléka
byly hodnoty po¢tu Lactobacillus spp. 6,53 - 10°+ 5,51 - 10°> KTJ/ml u skupiny, ktera poté
zaCala uZzivat probiotika, a u kontrolni skupiny byl pocet Lactobacillus spp. pied zahajenim
experimentu 5,87 - 10° + 4,74 - 10° KTJ/ml. Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil
Vv prevalenci zubniho kazu. Denni konzumace mléka obsahujiciho Lactobacillus rhamnosus
a Bifidobacterium longum tedy v této studii snizovala poéty bakterii Lactobacillus spp.

a zvySovala pufraéni kapacitu slin u predskolnich déti (Villavicencio et al., 2018).

Toivianinen et al. (2015) uvadi studii, ktera méla za cil zhodnotit G¢inek peroralné
podavaného druhu Lactobacillus rhamnosus GG a Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-
12 na pocet mutantnich streptokokl a oralni mikrobiotu zdravého dospélého Eloveka. Byla

provedena randomizovana dvojité¢ zaslepend studie, kde zdravi dobrovolnici uzivali pastilky
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S obsahem probiotik nebo piijimali pastilky bez ptidanych probiotik po dobu 4 tydnt. V této
studii nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné zmény ve slozeni mikrobioty Ustni
dutiny (Toiviainen et al., 2015).

Hlavnim cilem takovych studii bylo pouziti probiotik pfi prevenci zubniho kazu
nahrazenim kariogennich bakterii zejména mutantnich streptokokd za ptiznivé bakterie.
Vysledky popsané riznymi vyzkumnymi skupinami byly v nékterych piipadech pozitivni, ale
i pfesto nejsou zadné védecky nezvratné dikazy, které by prokazaly jasné zavéry (Cagetti et
al., 2013).
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3 Hypotéza

Bifidobakterie se obecné povazuji za zdravi prospéSné nepatogenni bakterie a jSou
Casto vyuzivany jako probiotika ve vyzivé lidi. Negativn¢ mohou pusobit jako soucast
mikrobioty zubniho plaku, kdy produkci organickych kyselin ptispivaji ke vzniku zubniho
kazu. Piedpokladame, ze pokud budou bifidobakterie a laktobacily pfijimany ve formé

fermentovanych mlécnych vyrobku, dojde k zvyseni jejich poctu v zubnim plaku.

4 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo experimentalné ovétit, zda konzumace fermentovanych
mlécnych vyrobkl s obsahem bifidobakterii a laktobacili ma vliv na jejich pocet vV zubnim

plaku v porovnani s ptijimanim probiotik ve formé kapsli.
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5 Material a metody

Experimentu se ucastnilo deset dospélych dobrovolnikti, kterym byly kultivaéné
stanoveny pocty bifidobakterii a laktobacili v zubnim plaku. Dobrovolnici byli rozdéleni do
dvou skupin, z nichz prvni skupina péti dobrovolnikti pravidelné 1krat denné konzumovala
mléény vyrobek s obsahem bifidobakterii po dobu jednoho tydne. Druha skupina péti
dobrovolnikt pfijimala 1krat denné bifidobakterie ve formé kapsli po dobu jednoho tydne.
Pro stanoveni bakterii byly odebrany vzorky zubniho plaku pied konzumaci probiotik,

nasledné 7., 10. a 14. den od prvniho podavani probiotik.

5.1 Probiotické kapsle

Denni davka (2 kapsle) obsahovala 20 - 10° KTJ probiotického komplexu (2016)
(Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactococcus lactis ssp. lactis a Streptococcus thermophilus), 240 mg fruktooligosacharidu,
kyselinu L-askorbovou, stearan hotfec¢naty, Zelatinu a barvivo E171 (oxid titanicity) (2018).

Obsah bakterii ve vyrobku byl kultivacné ovéten.

5.2 Jogurt s bifidokulturou

Podle vyhlasky ¢. 397/2016 Sb., kterou se méni vyhlaska ¢. 77/2003 Sb., se stanovuji
pozadavky pro mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky a oleje. V jogurtu véetné
jogurtového mléka musi byt protosymbiotickd smés Streptococcus thermophilus
a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus v po&tu minimalng 10" KTJ/ml a u kysanych
mlé&nych vyrobki s bifidokulturou nesmi byt obsah Bifidobacterium sp. nizsi nez 10° KTJ/ml

v kombinaci s mezofilnimi a termofilnimi bakteriemi mlé¢ného kvaseni (2016).

Pro experiment byly pouzity jogurty (120 g), které obsahovaly jogurtové kultury druhu

Bifidobacterium animalis ssp. lactis v po¢tu minimalng 4 - 10°/100 g (2017).
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5.3 Kaultiva¢ni média

Pro stanoveni laktobacilli, bifidobakterii a celkového poctu anaerobnich bakterii
v zubnim plaku byla pfedem piipravena 3 riizna kultivaéni média. Wilkins-Chalgren agar
(Oxoid) s pfidavkem sojového peptonu (5 g/I) byl pouzit pro kultivaci celkového poctu

anaerobnich bakterii (Vlkova a Rada, 2013). Slozeni tohoto média je znazornéno v tabulce 4.

Tabulka 4 — SloZeni Wilkins-Chalgren agaru (Oxoid) (Vlkeva a Rada, 2013)

Latka MnoZstvi
Trypton 10 g
Pepton Zelatiny 109
Kvasni¢ny extrakt 59
Glukosa 1lg
Chlorid sodny 59
L-arginin 19
Pyruvat sodny 1lg
Vitamin K3 (menadion) 0,5 mg
Hemin 59
Voda 1000 ml
Sojovy pepton 59
Agar 10¢g

Pro detekci bifidobakterii se pouzil modifikovany Wilkins-Chalgren agar (Oxoid;
WSPMup), jehoz slozeni je stejné jako vySe uvedeného agaru (tabulka 4), ale je zde navic
ptidan cystein (0,5 g/l), tween 80 (1 ml/l), ledova kyselina octova (1 ml/l) a mupirocin

(100 mg/l). Rogosa agar (Oxoid) pro stanoveni laktobacild (Vlkova a Rada, 2013) je

vyobrazen v tabulce 5.
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Tabulka 5 — Slozeni Rogosa agaru (Oxoid) (Vlkova a Rada, 2013)

Latka MnoZstvi
Trypton 109
Kvasni¢ny extrakt 59
Glukosa 209
Tween 80 1ml

Dihydrogenfosforecnan draselny 69

Citrat amonny 29
Acetat sodny 179
Siran hofecnaty 0,575¢g
Siran manganaty 0,12 ¢
Siran Zelezity 34 mg
Agar 209
Voda 1000 ml

5.4 Stanoveni bakterii vV zubnim plaku

5.4.1 Pred konzumaci probiotik

Vzorky zubniho plaku byly odebirdny pied ranni Gstni hygienou pomoci sterilniho
pfedem zvazeného paratka do navazenych zkumavek s anaerobnim fyziologickym roztokem
(1 ml). Nasledné byla stanovena hmotnost vzorku na desetitisiciny gramu, ¢imz byla zjisténa
navazka zubniho plaku. Poté byl vzorek (0,1 ml) asepticky pieveden do zkumavky
s anaerobn¢ ptipravenym Wilkins-Chalgren bujonem (0,9 ml) (tabulka 6) a takto byla
vytvofena fedici fada desitkového fedéni do fedéni 10° ve zkumavkach s anaerobni
atmosférou. Natedéné vzorky ze zkumavek byly pfevedeny na Petriho misky zpisobem, ktery

je znazornén na obrazku 3, a ihned byly zality ptislusnymi selektivnimi pidami.
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Tabulka 6 — Slozeni Wilkins-Chalgren bujénu (Oxoid) (Vlkova a Rada, 2013)

Latka MnozZstvi
Trypton 109
Pepton zelatiny 109
Kvasni¢ny extrakt 5¢0
Glukosa 1g
Chlorid sodny 59
L-arginin 1lg
Pyruvat sodny 1lg
Vitamin K3 (menadion) 0,5 mg
Hemin 59
Voda 1000 ml

Obrazek 3 — Schéma mikrobiologického rozboru (ve zkumavkach se nachazelo 0,9 ml

Wilkins-Chalgren bujonu)

0,1 ml 0,1ml
Vzorek pmd -
‘-______/ \—__—___/
- -2 -3
BIF CP CP
0,2ml 0,3ml 0,3ml
1 ) -
LB BIF BIF
0,2 ml 0,3ml 0,3ml
-1

CP
0,2 ml
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5.4.2 Po konzumaci probiotik

Vzorky byly odebrany podle postupu uvedeného vyse do navazenych zkumavek
s anaerobnim fyziologickym roztokem (3 ml). Nasledné byla vytvofena fedici fada
desitkového fedéni az do fedéni 10° podle schématu na obrazku 4. Nafedéné vzorky byly

asepticky umistény na Petriho misky a okamzité zality prisluSnymi agary.

Obrazek 4 — Schéma mikrobiologického rozboru (ve vialkach pro Fedici Fadu bylo

obsaZeno 9 ml Wilkins-Chalgren bujonu)

1ml 1ml
— —
BIF CP CP
0,5ml 0,5ml 0,5ml
0,5ml
b LB 6
LB 0,5ml CP
0,5ml ' 0,05 ml
2 CP
BIF
0,5ml
0,05 mi
-2
LB
0,05 ml
-2
CP
0,05 mi

Pro fedici fadu byly pouzity vialky, ve kterych se nachazi 9 ml Wilkins-Chalgren
bojonu (Oxoid) (tabulka 6). Bujon je piipraven metodou roll-tube, coZ znamena, Ze anaerobni

prostiedi bylo vytvofeno probublavanim média CO; (Vlkova a Rada, 2013).
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5.4.3 Kultivace

Bifidobakterie a celkové pocty anaerobnich bakterii byly po pfeliti jednou vrstvou
agaru umistény do anaerostatu spolecné s vyvijeCem anaerobni atmosféry (Anearogen,

Oxoid). Kultivace probihala anaerobné 72 hodin pii 37 °C (Vlkova a Rada, 2013).

Laktobacily byly po zaliti prvni vrstvou agaru, kterd se nechala zatuhnout, prelity
druhou vrstvou agaru. Tim bylo zajisténo mikroaerofilni prostfedi, ve kterém probiha
kultivace. Po zatuhnuti druhé vrstvy byly misky umistény do termostatu dnem vzhuru.
Kultivace probihala 48—72 hodin pii 37 °C (Vlkova a Rada, 2013).

5.5 Vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni byly spocitany kolonie narostlé na jednotlivych ptidach. Ziskané
pocty kolonii byly pfevedeny na 1 g vzorku podle zjisténé navazky. Konecné hodnoty bakterii
byly vyjadieny jako logaritmus poctu kolonii tvoficich jednotek na gram (log KTJ/g).
Hypotézy byly vyhodnoceny pomoci dvouvybérového a parového testu v programu
Statistica 12 na hladiné vyznamnosti o = 0,05.
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6 Vysledky

Pro stanoveni poctu bakterii v zubnim plaku kultiva¢ni metodou byly odebrany vzorky
zubniho plaku pfed konzumaci probiotikych kapsli ¢i fermentovanych mlécnych vyrobki
s bifidobakteriemi a nasledné 7., 10. a 14. den od prvniho podavani probiotik. Sledovany byly
celkové pocty anaerobnich bakterii (CP), bifidobakterie (BIF) a laktobacily (LB).

6.1 Pocty bakterii v zubnim plaku

Spocitanim kolonii narostlych na jednotlivych pldach byly ziskany hodnoty, které
byly pievedeny s ohledem na jednotlivé navazky a kone¢né pocCty bakterii jsou vyjadieny
pomoci jednotky log KTJ/g. Ze ziskanych hodnot byly sestaveny tabulky s praimérnymi pocty
bakterii a grafy zndzornujici pribéh pokusu u nékterych dobrovolnika rozdélenych do skupin

podle toho, jaky vyrobek ptijimali.

6.1.1 Probiotické kapsle

Z prumérnych hodnot (tabulka 7) lze shrnout, Ze celkové pocty anaerobnich bakterii se
u osob uZivajicich probiotické kapsle pohybovaly od 107 do 10 KTJ/g, pficemz jejich
nejvyssi hodnoty u vSech dobrovolnikii jsou zaznamenany vzdy ptfed podavanim probiotik.
Laktobacily se vyskytovaly v zubnim plaku primérné kolem 10* KTJ/g, ale 10. den od
prvniho podavani probiotik jejich hladina vzrostla primérné na 103 KTJ/g. U tiech
dobrovolnikli je zaznamendn pokles poctu bifidobakterii po piijmu probiotikych kapsli, kdy
hladiny primérné klesly z hodnoty 3,77 + 2,49 log KTJ/g na pocet 2,57 + 2,62 log KTJ/g,
naopak po 10. dnu od prvniho podavani je ve vétSiné ptipadl pozorovan jejich narist.
Nejvyssi prumérné hodnoty v poctu bifidobakterii v zubnim plaku byly shledany u prvniho

A4

objeveny u patého dobrovolnika (graf 2), které dosahovaly 2,56 + 1,83 log KTJ/g.
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Tabulka 7 — Primérné pocty bakterii v zubnim plaku pi‘ed a po pFijimani probiotickych

kapsli v porovnani s primérnymi pocty bakterii v zubnim plaku pfed a po konzumaci

fermentovanych mléénych vyrobki (log KTJ/g + smérodatna odchylka; n=5)

_ LB LB BIF
Kapsle vs. jogurt
Kapsle Jogurt Kapsle
Pied konzumaci 2,35+ 2,15" 3,02 +2,80" 3,77 +2,49"
7. den 2,94 + 306" 3,72 + 2,624 2,57 +2,62%
10. den 3,07 £2,134 436 +2,58" 5,07 +2,88"
14. den 2,04 + 2,824 4,18 +4,00" 5,77 + 0,84"
) BIF CP CP
Kapsle vs. jogurt
Jogurt Kapsle Jogurt
P¥ed konzumaci 5,15 +2,90"® 10,05 +0,16" 9,83 +0,18"
7. den 6,04 = 0,99"" 7,95 +0,67° 7,78 £ 0,66°
10. den 6,74 + 0,438 7,79 + 0,728 8,47 + 0,68
14. den 2,53 + 3,465 8,33 + 0,248 7,76 £ 0,665¢

ABC Hodnoty ve sloupcich s rozdilngmi indexy se statisticky vyznamng li§i na hlading

vyznamnosti a = 0,05.

* Statisticky vyznamny rozdil (hladina vyznamnosti a = 0,05) v poétech bifidobakterii mezi

obéma pokusnymi skupinami.




Graf 1 — Grafické znazornéni poctu bakterii pi‘ed a po prijimani probiotickych kapsli
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Graf 2 — Grafické znazornéni poctu bakterii pied a po pFijimani probiotickych kapsli

(5. dobrovolnik)
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6.1.2 Jogurt s bifidokulturou

Pramérné hodnoty (tabulka 7) celkovych pocti anacrobnich bakterii se u osob
uZivajicich fermentované mlé&né vyrobky pohybovaly v prib&hu sledovani od 107 do
10° KTJ/g. Nejvyssi hodnoty u vSech dobrovolniki byly opét pied pfijimanim probiotik.
U laktobacili byl zaznamenan nartst kolem 10. dne od prvniho podavani probiotik
z pramérné hodnoty (tabulka 7) 10° KTJ/g na pocet 10* KTJ/g. Z primérné hodnoty
(tabulka 7) bifidobakterii lze vycist, Ze jejich pocet v zubnim plaku po konzumaci
fermentovanych mlé¢énych vyrobkl postupné vzristal do 10. dne po prvnim podani a nasledné
klesal kolem 14. dne. Toto lze pozorovat na grafickém znazornéni pfedevsim u osmého

(graf 3) a desatého (graf 4) dobrovolnika.
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Graf 3 — Grafické znazornéni poctu bakterii pied a po konzumaci fermentovanych

mléénych vyrobki (8. dobrovolnik)
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Graf 4 — Grafické znazornéni poctu bakterii pied a po konzumaci fermentovanych

mléénych vyrobki (10. dobrovolnik)

Pocet bakterii v zubnim plaku
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6.1.3 Porovnani pocti bakterii

V tabulce 7 jsou znazornény prumérné pocty bakterii v zubnim plaku pied a po
piijimani probiotickych kapsli v porovnani s primérnymi pocty bakterii v zubnim plaku ptred
a po konzumaci fermentovanych mlécnych vyrobki. Rozdily v poctu laktobacilli v zubnim
plaku po piijimani probiotickych kapsli Vv porovnani S jejich poétem po konzumaci
fermentovanych mlécnych vyrobkii nebyly statisticky vyznamné v pribéhu celého
experimentu (p > 0,05). Toto Ize pozorovat i u hodnot celkového poctu anaerobnich bakterii,
kdy rozdil pocétu téchto bakterii Ve stejném srovnani nebyl statisticky vyznamny (p > 0,05).
Naopak u poctu bifidobakterii v zubnim plaku byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil
7.den po konzumaci fermentovanych mléénych vyrobkl Vv porovnani s hodnotami
bifidobakterii po ptijimani probiotickych kapsli (p < 0,05), v dalsich méfenich tento rozdil jiz

nebyl statisticky vyznamny.
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7 Diskuze

Mikrobiota ustni dutiny predstavuje diilezitou soucast lidské mikrobioty zahrnujici
nékolik stovek rtiznych nejen bakterialnich druhti. Jedna se o béznou soucast Ustni dutiny,
ktera ma dilezitou funkci proti kolonizaci vnéj$ich bakterii (Arweiler and Netuschil, 2016).
Na zakladé sekvence 16S rDNA byla vytvotfena analyza bakterialniho slozeni ve zdravé tstni
duting. Bylo zjisténo, Ze kmeny Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria,
Bacteroidetes a Spirochaetes tvoti 96 % z celkového poctu bakterii vyskytujici se v Gstni
dutiné. Zména mikrobioty byla pozorovdna u nékterych onemocnéni, jako je naptiklad
diabetes, bakteriémie, endokarditida, rakovina nebo autoimunitni onemocnéni (Verma et al.,
2018). Mikrobiota se zacina rozvijet béhem porodu, kdy zdrojem pro kolonizaci jsou zejména
bakterie z porodnich cest, proto ji ovliviiuji i rizné zptusoby porodu a muze tak dochazet
k naruSeni mikrobidlni kolonizace vyvolané lékatskymi postupy (Li et al., 2018). Nasledné
dutinu ustni osidluji razné rody jako naptiklad Streptococcus, Lactobacillus (Mystkowska,
2018 et al.; Sharma et al., 2018) nebo Bifidobacterium (Modesto et al., 2006), které mohou
byt spojeny i se vznikem zubniho kazu (Allaker and Stephen, 2017). Jelikoz produkci
organickych kyselin pfispivaji k jeho vzniku (Featherstone, 2008), ale 1ze nalézt i studie, které

se zabyvaji prospéchem probiotickych bakterii na zdravi tstni dutiny (Haukioja, 2010).

Cilem této prace bylo otestovat, zda konzumace fermentnovanych mlé¢nych vyrobku
s bifidobakteriemi ma vliv na poéty laktobacilti a bifidobakterii v zubnim plaku v porovnani
s piijimanim probiotik v kapslich. Experiment probihal na deseti dobrovolnicich starSich
18 let, ktefi byli rozdéleni do dvou skupin. Prvni skupina 5 dobrovolnikii pfijimala
probiotické kapsle, které obsahovaly v denni davee 20 - 10° KTJ probiotického komplexu
s 8 bakterialnimi druhy lkrat denné po dobu jednoho tydne. Druha skupina 5 dobrovolnika
konzumovala 120 g jogurtu s bakterialnim druhem Bifidobacterium animalis ssp. lactis
v poétu 4 - 10%100 g vyrobku 1krat denné po dobu jednoho tydne. Vzorky zubniho plaku
byly odebirany vzdy pted ranni Gstni hygienou a pocty bakterii byly stanovovany kultivacni
metodou na specifickych péstebnich pidach pted konzumaci a po ni.

V nasi studii primérna hodnota poctu laktobacilti v zubnim plaku dobrovolniki, kteti
jedli fermentované mlé¢né vyrobky s obsahem bifidobakterii, byla pfed konzumaci
3,02+2,80 log KTJ/g. Sedmy den od prvni konzumace narostla tato hodnota na
3,72+ 2,62 log KTJ/g a desaty den na 4,36 £ 2,58 log KTJ/g, coz mize byt dano pravé
konzumaci jogurtu s obsahem téchto bakterii, které mohly mit schopnost do¢asné kolonizace.

Toto tvrzeni je podpofeno i faktem, ze ¢trnacty den doslo k poklesu na 4,18 + 4,00 log KTJ/g.
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V porovnani se skupinou, ktera konzumovala jogurt s bifidobakteriemi, byl vliv
ptijimani probiotickych kapsli na pocet laktobacilli v zubnim plaku mén€ vyznamny, jelikoz
pocet téchto bakterii pfed konzumaci probiotickych kapsli dosahoval 2,35 + 2,15 log KTJ/g,
sedmy den hodnota mirn¢ vzrostla na 2,94 + 3,06 log KTJ/g, desaty den na
3,07 £ 2,13 log KTJ/g a nasledné ¢trnacty den pocet klesl na hodnotu 2,04 + 2,82 log KTJ/g.

Celkovy pocet anaerobnich bakterii byl pied uzivanim fermentovanych mlécnych
vyrobki 10° KTJ/g. Po konzumaci doslo ke sniZeni jejich potu a tato hodnota zistala snizena
i 14. den od prvniho podani. Jednim z moznych vysvétleni je kompetice laktobacill

S anaeroby o Ziviny.

Celkovy pocet anaerobnich bakterii klesl 1 nasledkem uZivani probiotickych kapsli. To
by mohlo znamenat, Ze probiotika z téchto kapsli uvolnénd, ovlivituji sloZeni a pocet bakterii

V celém travicim traktu véetné dutiny ustni.

Nariist a pokles poctu bifidobakterii mél béhem experimentu konzumace
fermentovanych mléénych vyrobku s jejich obsahem stejnou tendenci jako u laktobacilt. To
znamenad, ze sedmy den od prvni konzumace téchto vyrobkil doslo k naristu jejich poctu,
ktery do desatého dne pokracoval. Coz opét mtize souviset se schopnosti docasné kolonizace

téchto bakterii v ustni dutin€, protoze Ctrnacty den byl zaznamenan jejich vyrazny pokles.

Primérné hodnoty bifidobakterii pii ptijimani probiotickych kapsli klesly sedmy den
po konzumaci z poctu 3,77 + 2,49 log KTJ/g na 2,57 + 2,62 log KTJ/g. Nasledné desaty
a ¢trnacty den doSlo k velkému narustu bifidobakterii, ktery nejspiSe s experimentem
nesouvisi, ale tyto odchylky nelze ptesné¢ urcit, jelikoz slozeni mikrobioty ustni dutiny zavisi
na mnoha faktorech, z nichz nejdileZzitéj$i jsou stravovaci navyky béhem dne, pravidelna
ustni hygiena, extrakce zubl, protetické ndhrady, zubni a periodontdlni onemocnéni,
metabolické nebo rakovinové onemocnéni (Mystkowska et al., 2018). Z davodu téchto
faktori, které nebyly zaznamenavany, po vyhodnoceni vysledkli nebyla potvrzena hypotéza,
aproto nariust bifidobakterii po konzumaci fermentovanych mléénych vyrobkd s jejich
obsahem nebyl statisticky vyznamny. Naproti tomu ve srovndni s pfijimanim probiotickych
kapsli tento narust bifidobakterii dosahl statistické vyznamnosti.

Ze zjisténych pramérnych hodnot plyne, ze pii konzumaci fermentovanych mlécnych
vyrobkll s obsahem bifidobakterii dochazelo k nariistu poctu laktobacili i bifidobakterii
v zubnim plaku. Tyto priméry jsou vSak spojeny s vysokou smérodatnou odchylkou, a tim
padem byl vliv konzumace fermentovanych mlénych vyrobkli na pocet laktobacilt

a bifidobakterii v tstni dutiné béhem nasi studie vysoce individualni a je nutné ptistupovat
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k témto vysledkim s uritou rezervou. Nicméné jsou uzitetné jako podklady pro dalsi
experimenty, které by se zabyvaly vlivem konzumace fermentovanych mléénych vyrobki
s ptidavkem bifidobakterii na vyskyt téchto bakterii v Ustni dutin€. Pravé vysoké hodnoty
smérodatnych odchylek jsou pro nds signalem, ze je v dalSich experimentech potieba provést
fadu uprav. Mezi tyto modifikace by méla byt zahrnuta uprava jidelnickti pozorovanych
dobrovolnikti. Tato studie totiz dobrovolniky nijak neomezovala v konzumaci jogurti po
skonceni experimentu a mohlo se tak stat, ze néktery z probandu je uzival i po uplynuti sedmi
dnli nebo naopak pted zacatkem experimentu, coz mohlo snadno zkreslit vysledky. Navic by
se sjednocenim jidelnicku omezil 1 vliv dalsi stravy napf. bohaté na sacharidy nebo jinych
potravin obsahujicich probiotické kultury. K dal§imu zptesnéni studie by mélo dojit zvySenim
poctu dobrovolnikidl, tim by se snizila mira vlivu individualnich vychylek na celkoveé
vysledky. Déle by bylo vhodné u vSech dobrovolnikl unifikovat pfesnou dobu konzumace
jogurti a také odebirani vzorki. Vysoka smérodatna odchylka v naSich experimentech miize
byt vyvolana 1 tim, ze pokud pii vyhodnocovani nékterého ze vzorkli doslo k hrubé chybé,
neni to pfi hodnoceni pouze jediného vzorku od daného pacienta v dany den zjistitelné. Proto
by v dalsich experimentech mélo byt odebirano né¢kolik vzorkii najednou, aby byla detekce

hrubych chyb snazsi, odchylka méfeni nizsi a piesnost stanoveni vyssi.

Uginek probiotik na zubni kazy a s nimi souvisejici rizikové faktory byly hodnoceny
v nékolika experimentalnich studiich s pouzitim raznych mikroorganismu: Lactobacillus
rhamnousus GG, L. casei, L. reuteri, L. plantarum, L. brevis CD2 a Bifidobacterium spp.
(Cagetti et al., 2013). Mechanismus u¢inku téchto batkerii v tstni dutiné dosud nebyl zcela
pochopen (Villavicencio et al., 2018), piesto byly navrzeny k redukci vyskytu zubniho kazu,
zménam poctu mutantnich streptokokti a laktobacill, zméndm pH plaku a zvraceni 1€zi
zubniho kazu (Cagetti et al., 2013). Piikladem muze byt studie Alanziho et al. (2018), kde se
experimentalné¢ zjistoval vliv kombinace probiotik Lactobacillus rhamnousus GG
a Bifidobacterium lactis B-12 na zdravi dasni. Této studie se zucastnilo 108 Skolakd ve véku
13-15 let. Byli rozdéleni do dvou skupin, kdy obé skupiny dostavaly dvakrat denné pastilky
s probiotiky nebo placebem po dobu ¢&tyf tydni. Bylo zjisténo, ze probiotické pastilky
vyznamné snizovaly vyskyt Aggregatibacter actinomycetemcomitans a Fusobacterium
nucleatum ve slinach i v zubnim plaku, pfi¢emz A. actinomycetemcomitans je povazovan za
puvodce lokalizované juvenilni periodontitidy, coZ je onemocnéni charakterizované rychlou

destrukei tkané podporujici zub (Raja et al., 2014). Také byl snizen pocet Porphyromonas
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gingivalis v zubnim plaku, zatimco v kontrolni skupiné nebyly zaznamenany zadné vyznamné

zmény (Alanzi et al., 2018).

Dalsi studie zkoumala, zda kratkodoba konzumace jogurtu obsahujiciho bifidobakterie
ma vliv na obsah mutantnich streptokokid a laktobacilii v Gstni dutiné u dospélych. Byla
provedena dvojité zaslepena randomizovana kiizova studie, ktera zahrnovala 21 zdravych
jedinct ve véku 21-24 let. Dobrovolnici byli rozdéleni do dvou skupin, z nichz prvni skupina
uzivala 200 g jogurtu obsahujiciho Bifidobacterium bifidum DN-173 010 (7 - 10" KTJ/qg)
jednou denn¢ po dobu dvou tydni a kontrolni skupina konzumovala jogurt bez
zivotaschopnych bakterii. Nésledkem uzivani probiotického jogurtu byla zaznamenéana
statisticky vyznamna redukce mutantnich streptokokli ve slinach. Podobny trend byl
pozorovan také u laktobacild, ale tento pokles nedosahl statistické vyznamnosti (Caglar et al.,
2005). Naproti tomu v nasem pokusu doslo k nardstu poctu laktobacilli, ale tento nartst také
nebyl statisticky vyznamny ani v porovnani s pfijimanim probiotik ve formé kapsli.

Bafna et al. (2018) provedli dvojit¢ zaslepenou randomizovanou placebem
kontrolovanou studii, kde po dobu ¢tyt tydna bylo sledovano 70 osob se zjisténym vyskytem
Streptococcus mutans vice nez 10° KTJ/ml ve slinach. Jedinci uzivali 100 g jogurtu
obsahujiciho Lactobacillus acidophilus La5 a Bifidobacterium lactis Bb12 nebo jogurt bez
probiotickych bakterii jednou denné. Z vysledka vyplynulo, Ze existuje vyznamny statisticky
rozdil v po¢tu Streptococcus mutans ve slinach pfi pozivani jogurtu s probiotiky anebo bez
probiotik. Lactobacillus acidophilus La5 a Bifidobacterium lactis Bb12 pfitomné v jogurtu
byly G¢inné pii snizovani hladin Streptococcus mutans ve slinach. Nasledn¢ bylo zjisténo, ze
bifidobakteriec maji schopnost vazat se na Fusobacterium nucleatum a laktobacily mohou
docasné kolonizovat ustni dutinu. Tyto vlastnosti jak bifidobakterii tak laktobacilii umoziuji
jejich prilnuti K ustni sliznici a zubni tkani a mohou tak konkurovat pfitomnym patogentim.
To je vsouladu snasi studii, kde doSlo k do¢asné kolonizaci bifidobakterii i laktobacild
nasledkem uzivani fermentovanych mléénych vyrobku. Také bylo prokazano, Ze probiotika
jako soucast mléénych produktid prispivaji k neutralizaci kyselého prostiedi v tstech
a interaguji s kariogennimi bakteriemi (Bafna et al., 2018). Podobné vysledky uvadi i vyse
uvedena studie Villavicencio et al. (2018), v niz zjistili, ze pravidelna denni konzumace mléka
s Lactobacillus rhamnosus a Bifidobacterium longum snizuje celkovy pocet laktobacili
a zvySuje pufracni kapacitu slin. Pro objasnéni mechanizmu G¢inku je vSak nutné provedeni

dalSich pokust.
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Ferrazzano et al. (2008) uvadi, ze vehikulum (nosi¢) pro podavani probiotik by mé¢lo
byt mlééného ptivodu z diivodu obsazenych kaseinovych fosfopeptidl, které maji inhibi¢ni
ucinek na demineralizaci a podporuji remineralizaci zubni skloviny. Tudiz fermentované
mlééné vyrobky jsou povazovany za vynikajici prostfedek pro podéavani probiotik diky
synergickému vztahu mezi slozkami mlééného vyrobku a probiotickou kulturou (Ferrazzano
et al., 2008).

Studie Glavina et al. (2012) dospéla k zavérum, ze vlivem konzumace jogurtd
s obsahem Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 doslo k vyznamnému sniZzeni poctu
Streptococcus mutans, zvySeni pufracni kapacity slin a zaroven hladina laktobacilii zistala
ptiblizné stejnd jako pred zacatkem experimentu. Posledni zminény poznatek je v rozporu
S nami pozorovanou tendenci, kdy pocet laktobacilti 1 bifidobakterii rostl. VySe popsanymi
zménami v nasi studii by bylo potteba tento rozpor potvrdit nebo vyvratit. V ptipadé, ze by se
potvrdil zavér studie Glavina et al. (2012), znamenalo by to, ze laktobacily pfijimané
v jogurtu mohou redukovat patogenni mikrobiotu ustni dutiny a zaroven nezvySovat rizika
kariogenity zpusobena samotnymi laktobacily, protoze jejich mnozstvi bylo pted
experimentem i po ném piiblizné stejné.

Nami provedenou metodou nelze wurcit Souvislost mezi zvySenym poctem
bifidobakterii nebo laktobacilti v zubnim plaku a vznikem zubniho kazu, jelikoz podle Kiliana
a kol. (1999) v nékterych ptipadech byla nalezena nizkd kazivost v pfitomnosti vysoké
koncentrace mikroorganismi nebo obracené. Pro urceni vysoké kazivosti by bylo nutné
sestavit komplex vysledki u jednotlivych dobrovolnikdi pomoci riznych metod zahrnujici
znalost podrobné anamnézy, piijmu sacharidii béhem dne, kazivosti zubi rodi¢ii a sourozencti
a genetickych predispozic. Dale by bylo diilezité zaznamenavat pocet novych kazi v obdobi
experimentu a ndasledné¢ provést mikrobiologické testy pro stanoveni koncentrace
Streptococcus mutans a Lactobacillus acidophilus ve slinach, uréit pH slin a sledovat
kumulaci plaku za 24 hodin (Kilian a kol., 1999).

JelikoZ v poslednich letech roste zajem o probiotika uzivand pro zdravi ustni dutiny,
ale vétSina studii byla provedena s probiotickymi druhy ptivodné doporu¢enymi pro zdravi
stfev, navrhla bych doporuceni pro dalsi vyzkum zabyvajici se specifickymi bakterialnimi
druhy v tstni dutiné. Dokonce ani nebyly dostate¢né prostudovany potencialni nezadouci
ucinky probiotickych bakterii v Gistni duting, proto je ke zvazeni zda ptevysi pozitivni uc¢inek

téchto bakterii nad acidogenitou laktobacill a bifidobakterii.
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Moznym feSenim mize byt navrh podle Haukioja (2010), kde jsou uvedeny geneticky
modifikované mikroorganismy, které by snizily Skodlivé vlastnosti patogennich druhi
ptirozen¢ kolonizujici dutinu Ustni. Modifikovany druh by mohl byt vyuzit k nahrazeni
puvodniho patogenu. Jednim ze slibnych ptikladi muze byt vytvofeni druhu Streptococcus
mutans s uplnou deleci (tj. druh chromozomové mutace aberace, pii niz chybi cast
chromozomu v¢etné prislusnych genli na ni ulozenych) otevieného ¢teciho ramce laktatové

hydrogenazy a tim byla vyznamné snizena jeho kariogenita (Haukioja, 2010).
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8 Zavér
Vsechny dohledané studie se shoduji v tom, Ze podavani laktobacili a bifidobakterii

do Gstni dutiny ve formé fermentovanych mléénych vyrobkli vyznamné snizuje vyskyt

Streptococcus mutans ve slinach a zaroven zvysuje pH slin.

Nartst poctu laktobacilii v zubnim plaku po konzumaci fermentovanych mléénych
vyrobku s probiotickou kulturou nebyl statisticky vyznamny ani v porovnani S ptijimanim
probiotik ve formé kapsli. Po této konzumaci byly vsak zvySeny i primérné pocty
bifidobakterii v zubnim plaku u nami posuzovanych osob, ale tento nartst jiz dosahl
statistické vyznamnosti ve srovnani s pfijmem probiotickych kapsli. Celkové pocty
anaerobnich bakterii klesly po podavani fermentovanych mléénych vyrobkt s probiotiky
i probiotickych kaspli u obou pozorovanych skupin, coz by mohlo znamenat, ze tato
probiotika ovlivnila sloZeni a pocet bakterii v celém travicim traktu véetné dutiny ustni.
Vysledky jsou vSak spojeny s vysokou smérodatnou odchylkou a tim padem byl vliv
konzumace téchto probiotik na pocet laktobacilii a bifidobakterii v zubnim plaku béhem nasi

studie vysoce individudlni.

Pro zfetelngj$i prokazani vlivu probiotik na ustni dutinu je vSak nutné provést
podrobné studie zabyvajici se potencialnimi nezddoucimi u€inky téchto bakterii v stni dutiné
a tim potom zjistit, zda pozitivni uc¢inek laktobacilii a bifidobakterii pfevazi nad negativnim

pusobenim jejich acidogenich produkt.
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10 Seznam priloh

Priloha ¢. 1: Tabulka 8 — Poéty bakterii pfed a po pfijimani probiotickych kapsli
(log KTJ/g) a navazky zubniho plaku (g) u jednotlivych dobrovolniku

1. dobrovolnik

LB BIF CP Navazka
Pred 419 5,72 9,78 0,0442
konzumaci
7. den 5,27 6,1 8,51 0,0046
10. den 5,96 6,52 8,84 0,0073
14. den 5,56 5,88 8,48 0,0552
2. dobrovolnik
LB BIF CP Navazka
Pred 0 0 10,03 0,0401
konzumaci
7. den 0 0 6,81 0,0147
10. den 3,21 5,52 7,59 0,0246
14. den 0 6,46 8,66 0,0078
3. dobrovolnik
LB BIF CP Navazka
Pred 0 3,89 10,22 0,0313
konzumaci
7. den 2,67 0 7,95 0,043
10. den 0 6,42 8,18 0,0256
14. den 0 5,79 8,25 0,0217
4, dobrovolnik
LB BIF CP Navazka
Pred 3,65 6,24 10,1 0,0445
konzumaci
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7. den 6,77 3,89 8,33 0,0101
10. den 2,7 6,91 7,19 0,0398
14. den 0 6,37 8,17 0,0171
5. dobrovolnik
LB BIF CP Navazka

Pied 3,91 3,01 10,11 0,0492
konzumaci

7. den 0 2,88 8,14 0,0265
10. den 3,46 0 7,15 0,0348
14. den 4,67 4,36 8,09 0,0399

Piiloha ¢. 2: Tabulka 9 — Poéty bakterii pfed a po konzumaci fermentovanych mléénych

vyrobku (log KTJ/g) a navazky zubniho plaku (g) u jednotlivych dobrovolniku

6. dobrovolnik

LB BIF CP Navazka
Pred 0 5,98 9,7 0,0358
konzumaci
7. den 0 6,29 7,64 0,0324
10. den 0 6,27 8,69 0,0189
14. den 0 6,54 7,15 0,0368

7. dobrovolnik

LB BIF CP Navazka
Pred 0 6,17 10,04 0,0399
konzumaci
7. den 3,31 5,39 7,61 0,0296
10. den 4.05 7,1 8,8 0,0072
14. den 0 0 8,61 0,011
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8. dobrovolnik

LB BIF CP Navazka
Pred 5,67 6,86 9,89 0,0433
konzumaci
7. den 7,35 7,66 8,64 0,0268
10. den 6,26 7,01 8,87 0,0405
14. den 8,64 6,09 7,39 0,0075

9. dobrovolnik

LB BIF CP Navazka
Pred 5,09 6,72 9,61 0,0291
konzumaci
7. den 4,14 5,52 8,14 0,0337
10. den 5,59 7,06 8,72 0,0048
14. den 521 0 7,32 0,0132

10. dobrovolnik

LB BIF CP Navazka
Pred 4,37 0 9,93 0,0449
konzumaci
7. den 3,81 5,32 6,86 0,0585
10. den 5,89 6,27 7,25 0,0572
14. den 7,03 0 8,34 0,0154
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