Innowacyjne szczepy Lactobacillus

dedykowane w chorobach,skory
zwigzanych z Staphylococcus-aureus

Mikrobiom skory

Skéra cztowieka jest domem dla miliardow bakterii, grzybéw i wiruséw, ktére tworzg mikrobiom skéry. Podobnie jak te
w jelitach, mikroorganizmy skéry odgrywajg zasadniczg role w ochronie przed inwazyjnymi patogenami, ksztattowaniu
naszego uktadu odpornosciowego i rozktadzie produktéw naturalnych.

Jako najwiekszy organ ludzkiego ciata, skora jest zasiedlona przez pozyteczne mikroorganizmy i stuzy jako fizyczna bariera
zapobiegajgca inwazji patogenow. W sytuacji, gdy bariera ta zostaje naruszona lub gdy réwnowaga pomiedzy bakteriami
komensalnymi a patogennymi zostaje zaburzona, moze dojs¢ do choroby skdry, a nawet choroby ogdlnoustrojowe;j.

- Mikroorganizmy skory przystosowaty sie do wykorzystania nielicznych sktadnikéw odzywczych dostepnych na skérze.

- Wiele mikroorganizméw skérnych moze wytwarzac czasteczki, ktére hamujg kolonizacje innych mikroorganizmow lub
zmieniajg ich zachowanie.

- Mikroorganizmy skory petnig wazne role w ksztatceniu wrodzonych i adaptacyjnych mechanizmoéw skérnego uktadu
odpornosciowego.

- Niektére choroby skéry sg zwigzane ze zmienionym stanem mikrobiologicznym; odwrdécenie tej dysbiozy moze pomac
w zapobieganiu i/lub leczeniu choroby.

- Bakterie probiotyczne znane sg ze swojego prozdrowotnego dziatania, m.in. modulujg uktad odpornosciowy, przywracajg
rownowage ilosciowg i jakosciowg mikrobiomu, wzmacniajg integralnos$¢ potaczen scistych naskérka i chronig przed

infekcjami.

Wtasciwosci probiotyczne pozytecznych mikroorganizmoéw sg tradycyjnie kojarzone z zywymi szczepami probiotycznymi.
Zastosowanie wtasciwych bakterii probiotycznych w pielegnacji skory odbywa obecnie droge od badan do praktyki klinicznej.

»Mikroorganizmy skory petniq

istotne role w ochronie przed
inwazyjnymi patogenami”

Mikrobiom skdry w chorobach

Wiele powszechnych chordb skoéry wigze sie ze zmianami w mikrobiomie, okreslanymi jako dysbioza. Dysbioza
ta jest czesto powodowana przez powszechnie wystepujgce gatunki komensalne, np. w przypadku tradziku,
egzemy i przewlektych ran. Uwaza sie, ze zaréwno rzadkie, jak i powszechne choroby skéry majg podtoze
zaréwno w wystepowaniu pojedynczych gatunkéw, jak i zmian w $rodowisku mikrobiologicznym.

Kolonizacja skory przez S. aureus jest w wiekszosci przypadkéw bezobjawowa, ale patogen ten moze wywotywac
zakazenia, gdy zostanie naruszona funkcja bariery ochronnej skéry.

Zakazenia gronkowcem sg czesto zwigzane z takimi chorobami skory jak atopowe zapalenie skory (egzema),
karbunkut, cellulitis, tradzik rézowaty, tuszczyca, pieluszkowe zapalenie skory, liszajec i rany. Zakazenia skéry
wywotane przez gronkowce u ludzi sg szczegdlnie problematyczne w odniesieniu do atopowego zapalenia skory.



Atopowe zapalenie skory (egzema)

Atopowe zapalenie skéry (AZS) jest przewlektg, zapalng chorobg skory, charakteryzujacg sie uposledzeniem
barier skornych, zaburzeniami odpowiedzi immunologicznej i czestymi infekcjami skérnymi. Dotyczy do
20% dzieci i 2-10% dorostych na catym swiecie i moze wptywac na jako$¢ zycia w takim samym stopniu jak
padaczka czy cukrzyca typu 1 [1].

Oprodcz Staphylococcus aureus, ktéry jest powszechnie hodowany ze skéry oséb z atopowym zapaleniem
skory, istniejg dodatkowe czynniki, ktére wspierajg hipoteze, ze mikrobiota ma wptyw na patogeneze
choroby. Wiadomo, ze S. aureus kolonizuje skére 70-80% pacjentéw z atopowym zapaleniem skory,
wystepuje zaréwno na skérze zmienionej, jak i niezmienionej chorobowo, przyczyniajgc sie do powstania
stanu zapalnego i zaostrzenia choroby. Zakazenie skory S. aureus jest czesto leczone antybiotykami, takimi
jak kwas fusydowy lub metycylina, jednak leczenie antybiotykami powoduje opornos¢ bakterii.

»S. aureus kolonizujq skore 70-80% pacjentow

z Atopowym Zapaleniem Skory”

Wiele badan ma na celu opracowanie nowych terapii specyficznych dla anty-S. aureus, ktére zastgpig obecnie
stosowane srodki przeciwbakteryjne o szerszym spektrum dziatania. S. aureus oporny na metyckline stanowi
powazny problem, a czesto$¢ wystepowania gronkowca ztocistego opornego na metycyline (Meticicllin -
Resistant Staphylococcus Aureus, MRSA) - wzrasta. Kolonizacje S. aureus stwierdza sie na skérze chorych na
AZS, a jej obecnos¢ jest bezposrednio skorelowana z ciezkoscig choroby. Systematyczny przeglad 95 badan
obserwacyjnych przeprowadzony przez Totte i wsp. wykazat, ze pacjenci z AZS s3 istotnie bardziej narazeni na
kolonizacje S. aureus na skérze zmienionej i niezmienionej chorobowo w poréwnaniu ze zdrowymi pacjentami
kontrolnymi [2]. Jednak ogdlnie przyjmuje sie, ze kolonizacja S. aureus jest zwigzana z ciezkim wypryskiem i
przyczynia sie do powstania stanu zapalnego [3].
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Ryc. 1. Adaptacja z Brandwein, M., D. Steinberg i S. Meshner (2016) Microbial biofilms and the skin microbiome.
doi.org/10.1038%2Fs41522-016-0004-z. Wypryski charakteryzujq sie przesunieciami we wzglednych obfitosciach
kilku gatunkéw bakterii.

(A) Liczebnos$¢ dominujgcych w skorze typdw bakterii (Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria i
Bacteroidetes) oraz rodziny Staphylococcaceae (Firmicute) zwigzanych ze zdrowg skora.

(B) Egzema wywotuje dysbioze charakteryzujgcg sie spadkiem réznorodnosci bakteryjnej i dramatycznym
wzrostem udziatu Staphylococcaceae.



Kolonizacja S. aureus na skérze wigze sie z kilkoma czynnikami patogennymi, takimi jak wydzielanie toksyn,
wydzielanie proteaz, przyleganie do powierzchni komérkowej korneocytéw w warstwie rogowej naskdrka [4].
Badania wykazuja, ze S. aureus moze aktywowac i kontrolowac¢ uktad odpornosciowy poprzez zmniejszenie
produkcji peptydu przeciwdrobnoustrojowego i inicjowanie stanu zapalnego [4]. Oporny na metycyline S.
aureus (MRSA) jest nadal istotnym problemem opieki zdrowotnej. Wedtug Hassoun i wsp. potgczenie wczesnej
identyfikacji i zastosowanie zoptymalizowanych, nowych metod leczenia przeciwdrobnoustrojowego to
wazne kroki w leczeniu MRSA i wieloopornych szczepéw patogennych [5].

,Kolonizacja S. aureus u pacjentow z atopowym

zapaleniem skory jest bezposrednio

skorelowana z ciezkoscig choroby.”

Probiotyczne bakterie kwasu mlekowego (Lactic Acid Bacteria, LAB)
Witasciwosci hamujgce wzrost wobec S.aureus

Badania in vitro wykazaty, ze poprzez dodanie do monowarstw keratynocytdw bakterii z rodzaju Lactobacillus,
bakterie probiotyczne sg zdolne do hamowania wzrostu S. aureus oraz zapobiegajg kolonizacji i wigzaniu
sie S. aureus z keratynocytami warstw skory [6]. Z tego wynika, ze probiotyk LAB dziata przeciwzapalnie na
skore AZS oraz hamuje wzrost S. aureus kolonizujgcego skére.

Badania przeprowadzone przez Blanchet-Rethore i wsp. wykazaty, ze Lactobacillus przylega do monowarstw
keratynocytéw i niniejszym uposledza przytgczanie sie S. aureus poprzez konkurencyjne wykluczanie. Badania
kliniczne przeprowadzone przez Blanchet- Rethore i wsp. wykazaty, ze leczenie zmienionej chorobowo skory
pacjentdéw z AZS olejkiem zawierajagcym poddany obrébce termicznej Lactobacillus johnsonii spowodowato
miejscowa poprawe kliniczng z istotng redukcjg kolonizacji S. aureus [7]. Prince i wsp. sugerujg, ze bakterie
z rodzaju Lactobacillus wptywajg na ekspresje struktur adhezyjnych na powierzchni korneocytéw, co zapobiega
wigzaniu S. agureus. Peral i wsp. sugerujg, ze LAB moze by¢ w stanie hamowac wzrost i tworzenie biofilmu S.
aureus poprzez systemy sygnalizacji chemicznej (quorum sensing) kontrolujgce tworzenie biofilmu [6].

Ryc. 2. Mechanizmy dziatania znane dla bakterii probiotycznych.
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Wedtug Clausena i wsp. kompleks klonalny 1 (Clonal Complex 1,CC1) S. aureus jest specyficzny dla
kolonizacji pacjentéw z AZS z mutacjami genu filagryny (FLG) [8]. Stad badanie LAB o specyficznym dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym wobec S. aureus CC1 bytoby innowacyjnym rozwigzaniem w profilaktyce i leczeniu
infekcji bakteryjnych oraz stanéw zapalnych.

»Probiotyk LAB dziata przeciwzapalnie

na skore AZS i hamuje wzrost S. aureus
kolonizujgcego skore”

Lactobacillus plantarum LB244R®

Szczep o najwyzszej sile dziatania wobec Staphylococcus aureus

Lactobio stworzyto i zbudowato zastrzezong platforme odkrywczg i przesiewowg sktadajgcg sie z +1000 nowych
wyizolowanych bakterii kwasu mlekowego (LAB), a kolekcja ta stale sie powieksza o nowe izolaty. Kolekcja
bakterii kwasu mlekowego jest badana w celu zidentyfikowania najlepszych szczepdw probiotycznych
ukierunkowanych na konkretne potrzeby lub dysfunkcje mikrobiomu zwigzane z konkretnymi chorobami.
Lactiplantibacillus plantarum zapobiega przenoszeniu MRSA miedzy dwoma osobami poprzez kontakt fizyczny i
zmniejsza mozliwosci kolonizacji. Lactiplantibacillus plantarum LB244R®, wybrany do probiotycznych produktéw
do pielegnacji skory, jest Gram-dodatnig bakterig wytwarzajgcg kwas mlekowy. Zostat wyselekcjonowany ze
wzgledu na jego zdolno$¢ do hamowania wzrostu patogennego Staphylococcus aureus, w tym MRSA oraz
patogenu CC1. CC1 jest komensalnym typem klonalnym opornego S. aureus zwigzanym z atopowym zapaleniem
skory.

,Lactiplantibacillus plantarum LB244R® zostat

wyselekcjonowany poprzez ukierunkowane badania

przesiewowe” Publikacja: Christensen et al. 2021[9].

Tabela 1. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna L. plantarum LB244R® wobec trzech réznych szczepdw patogennego
S. aureus.

Bakteria patogenna Strefa zahamowania (mm) Srednica (mm)

Staphylococcus aureus COL (MRSA) 0.9 2.5
Staphylococcus aureus US300 (MRSA) 0.9 2.3
Staphylococcus aureus CC1** 0.8 2.5

**S. aureus CC1 jest izolowany od pacjenta z ludzkim atopowym zapaleniem skory [8].

Dziatanie przeciwbakteryjne L. plantarum LB244R® wobec trzech patogennych szczepdw Staphylococcus
aureus przedstawionych w tabeli 1 okreslono jako strefy zahamowania w testach rozcienczeniowym i
dyfuzyjnym ptytkowym.
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Ryc. 5. Choroby skdry bezposrednio lub posrednio zwigzane z Staphylococcus aureus.

Lactiplantibacillus plantarum LB244R® zostat przetestowany przez konsumentow z niezdiagnozowanymi
problemami skérnymi zwigzanymi z infekcjg lub stanem zapalnym np. krostami, egzemg i ranami, a
takze pacjentéw z AZS i tradzikiem rézowatym. Znaczgce rezultaty uzyskuje sie w ciggu kilku tygodni.
Niektdrzy pacjenci sg w stanie ograniczyc¢ lub zakonczy¢ przyjmowanie kremdéw hormonalnych lub innych
przepisanych lekéw.

L. plantarum LB244R® posiada petny genom zsekwencjonowany przez Lactobio i zawiera sekwencje
genomu dla bakteriocyn: plantarycyny E, plantarycyny F, plantarycyny A i plantarycyny J. Ponadto
szczep LB244R® zostat przetestowany na modelu ,,sztucznej” skory sktadajacym sie z 7 warstw komoérek
3D ludzkiej skdry Episkin Reconstructed Human Epidermis (RHE). W tych testach LB244R® zwiekszat
IL-8, TNF-alfa i B- defensyny w modelu skéry i byt skuteczny w zwiekszaniu wrodzonego systemu obrony
immunologicznej gospodarza.

TNF-alfa jest cytoking prozapalng, ktéra wzrasta w miejscu zmian skérnych w atopowym zapaleniu skéry
i tuszczycy, wyzwalajgc ostrg odpowiedz immunologiczng poprzez indukcje ludzkich B-defensyn i IL13. IL-8
przycigga neutrofile do miejsca zakazenia skéry w celu fagocytozy i zabicia bakterii chorobotwdrczych, a
ludzkie B-defensyny oddziatujg na btony bakteryjne z nastepowg depolaryzacjg i lizg komorek.

Dzien 1 Dzien 9

Ryc. 6. Lactiplantibacillus plantarum LB244R® zastosowano na skére 8-letniego chtopca z atopowym
zapaleniem skéry (1-2 aplikacje dziennie). Efektem dziatania produktu probiotycznego jest widoczne
zmniejszenie podraznienia skéry, zaczerwienienia i nasilenia wypryskow.



Mechanizmy )
Zywa Lactiplantibacillus plantarum LB244R®, zywa, innowacyjna, probiotyczna bakteria kwasu mlekowego
wyizolowana z biatej kapusty o specjalnej wtasciwosci hamowania wzrostu Staphylococcus aureus.
Bakterie probiotyczne przyczyniajg sie do wzmocnienia kompetencji immunologicznej, wspomagaja
procesy odnowy skory i bariere skorng poprzez stabilizacje potgczen scistych.

- Wykazuje aktywnosé przeciwbakteryjng wobec bakterii patogennych (S. aureus).
- Wspiera kompetencje immunologiczne.

- Poprawia funkcje barierowg skory.

- Aktywuje odnowe skory.

- Zmniejsza podraznienia, swedzenia i zaczerwienienia.
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Plan: Badanie otwarte, poréwnanie przed/po
Planowana wielkos¢ 35 wstepnie wiaczonych oséb w celu wigczenia 25 oséb i uzyskania
préby: wynikéw na 20 osobach.
Nazwa: / kod: Preparat lipidowy z L. plantarum LB244R
Dawkowanie: 2 razy dziennie (rano i po potudniu)
Czas trwania: 14 dni
Droga podania Miejscowo
Whioski:

- Bardzo dobra tolerancja na poziomie skérnym.

- Dziatanie przeciwzapalne, charakteryzujace sie znaczgcym zmniejszeniem wyniku Eczema Area Severity
Index (EASI).

- Znaczace dziatanie tagodzace ze zmniejszeniem swigdu srednio o 82% w wizualnej skali analogowej (VAS)
D14.

- Poprawe komfortu zaobserwowano u 96% badanych.
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Bezpieczenstwo i toksycznosé

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum ma dtugg tradycje stosowania w produkcji zywnosci fermentowane] oraz jako probiotyk w
suplementach diety. Lactiplantibacillus plantarum znajduje sie na liscie GRAS i na liscie Qualified Presumption of Safety
(QPS) Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczeristwa Zywnosci, dzieki czemu jest bezpieczny do spozycia doustnego.

Tolerancja

Skéra: Nie odnotowano negatywnego wptywu na stan skéry, a w odniesieniu do podraznien skory, produkty sg klasyfikowane
jako nieszkodliwe.

Oczy: Produkty sg bezpieczne do stosowania w okolicach oczu. Sklasyfikowane jako niedraznigce.

Alergeny

Produkty nie majg potencjatu alergizujgcego. W razie watpliwosci, przed uzyciem nalezy nanies¢ niewielkg ilos¢ na wewnetrzng
strone skory przedramienia. Jesli w ciggu 24 godzin nie wystgpi podraznienie lub stan zapalny, produkt powinien by¢
bezpieczny do stosowania.

Status GMO
Nie-GMO

Pochodzenie

Lactiplantibacillus plantarum jest wyizolowany przez Lactobio A/S i pochodzi z duriskich warzyw (kapusta). Masto shea, olej
migdatowy, olej jojoba i olej stonecznikowy pochodzg z bezpiecznych Zzrddet, ktdre mozna okresli¢. Szczep LB244R® jest
zdeponowany na mocy Traktatu Budapesztenskiego.

Analiza

Zgodnie z przepisami UE, produkty podlegajg szczegétowej analizie i kontroli na poziomie surowcéw. Skutecznosé
Lactiplantibacillus plantarum jest okreslana przed dopuszczeniem produktu do obrotu, a aktywnosé wobec Staphylococcus
aureus jest $ledzona za pomocg testu spot-on lawn.

Wiasnosé intelektualna
Szczep Lactiplantibacillus plantarum LB244R® oraz receptury produktéw sg chronione w oczekujgcych na rozpatrzenie
whioskach o pierwszenstwo patentowe. Patent zgtoszony.
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