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Funkce traviciho traktu

» Traveni a vstrebavani
» Obrana hostitele:

> Mikrofléra

> Bariéra strevni sliznice

o Mistni imunitni systém (GALT
— gut associated lymphoid
tissue)




Mikroflora GIT

Soubor MO, které jsou pritomny v travicim traktu
zdravého clovéka a jsou v urcité kvalitativni a
kvantitativni rovnovaze

GIT pravdépodobné obsahuje u dospélého c¢lovéka 1014
zivotaschopnych bunék(= 10x vice nez eukaryotickych
bunék ve vSech tkanich lidského téla)

Strevni trakt:1-2 kg mikroorganismi = 60% hmoty stolice
Doba priuchodu bakterii GIT u zdravych osob: 55 az 72h

z toho 4-6h od ust ke slepému strevu
54-56h v tlustém streve.




Strevni mikrofléra - vliv na funkci strev -
mozny vliv na fyzické a dusevni zdravi hostitele
/meéna zivotniho stylu, zména stravovani,
zvyseny stres, antibiotika - zpUsobuji poruseni
rovnovahy strevni mikroflory

Snaha zmeénit slozeni mikroflory, aby bylo
potencialné prospésné




Normobioza — stav, kdy prevladaji bakterie
priznivé pro zdravi nad bakteriemi patogennimi

Dysbidza — pokud prevlada nefyziologicka
mikrofora a tim vytvari podminky pro rozvoj
nemoci




Faktory ovlivnujici kolonizaci strev a
slozeni mikroflory GIT

Bourlioux, a kol., 2003



Probiotika

/ reckého ,,pro bios“ = ,,pro zivot”

Probiotika jsou zivym doplnkem stravy, ktery priznivé
ovlivinuje zdravi hostitele zlepsenim rovnovahy jeho
strevni mikroflory (Fuller, 1989).

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které maji pri
konzumaci v dostatecném mnozstvi prospésné ucinky
na zdravi konzumenta (FAO/WHO 2002).




Historie

Prvni zminka o blahodarném puUsobeni KMV — stara vice
nez 2 tis. Let.

llja Mecnikov (1845 - 1916)
Autor teorie antibiodzy — tj. potlacovani rlstu a jinych Zivotnich
projevu jednoho MO jinym MO
Véril, ze konzumace kysanych vyrobku (lactobacily) obnovuje
prospésnou skladbu strevni mikroflory a zlepsuje traveni
Albert Siegmund Gustav Doderlain (1860 - 1941)

Navrhl pouzit vaginalni bakterie produkujici kyselinu mlécnou k
inhibici ristu patogennich bakterii.

Tento typ , pratelskych bakterii“ dostal pozdéji nazev probiotika




Formy probiotickych vyrobkd

Zakysané mlécné vyrobky (jogurty, jogurtova mléka,
zakysy, kefiry)

Détska vyziva

Nekteré fermentované masné nebo cerealni vyrobky,
nakladana zelenina

Funkcni potraviny

Volné prodejné preparaty obsahuijici lyofilizované
bakterie (doplnky stravy a |éCiva)

Mohou byt jednoslozkové nebo viceslozkové




Jako probiotika jsou pouzivany predevsim bakterie

rodu Bifidobacterium, Lactobacillus a kvasinky, ale takeé
dalsi druhy




Ucinna probiotika by méla:

PlUsobit blahodarné na hostitele.
Byt nepatogenni a netoxicka.

Byt schopna preziti a metabolizace v travicim traktu —
rezistentni vUci nizkému pH, organickym kyselinam a
travicim enzymum.

Byt prilnava k epitelovym bunkam.




Ucinna probiotika by méla:
Byt schopna se rychle mnozit a trvale nebo docasnée
kolonizovat travici trakt.
Obsahovat velké mnozstvi zivotaschopnych bunék.

Zachovat si zivotaschopnost behem skladovani a
pouzivani.

Mit dobré senzorické vlastnosti.

Byt izolovana ze stejného druhu jako jejich planovany
hostitel.




Kolonizace a pusobeni probiotik

Probiotika zUstavaji v GIT po ruzné dlouhou dobu

Nejvhodnéjsi podminky pro rust a kolonizaci:
terminalni ¢ast kycelniku a tlusté strevo




Kolonizace a pusobeni probiotik

Probioticky efekt se projevi, pokud zUstanou bakterie
zivé dostatecné dlouhou dobu a v dostatecné velkém
mnozstvi (10 — 108 KTJ/g intestinalniho obsahu)

Nutna pravidelna konzumace (denni davka 10° — 101!
KTJ)

Mnozstvi se snizuje s vékem




2 strategie udrzeni vysokych hodnot
probiotik

1) kontinudlni konzumace preparatu nebo potravin
obsahujici probiotické bakterie

2) konzumace potravin nebo pripravku, které podporuji
rust probiotickych bakterii ve strevée (bifidogenni
substraty nebo prebiotika)




Kolonizace probiotiky
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Mechanismus pusobeni probiotik

Modulaci obrany hostitele (vrozené i ziskané imunity)

Probiotika chrani strevo kompetici s patogeny o navazani na
sliznici streva, posilenim tésného spojeni erytrocytl a
zlepsenim slizni¢ni imunitni odezvy vuci patogenim

Primym pulsobenim na jiné mikroorganismy,
komenzalni nebo patogenni

Produkci SCFA, bakteriocinU
Inaktivace toxinu, detoxikace hostitele

Pravdepodobné neexistuje probioticky organismus, ktery

o DY pusobil vSemi 3 mechanismy dohromady




Mikroorganismy, které jsou oznaceny

jako probiotika:

Lactobacilli  Lactobacillus acidophilus Bifidobacteria

Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus reuteri

Lactobacillus casei

Lactobacillus gasseri

Lactobacillus plantarum Enterococci
Lactobacillus johnsonii

Lactococci  Lactococcus lactis subsp. lactis  Kvasinky

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium longum
Bifidobacterium breve

Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium infantis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Saccharomyces boulardii

O’Grady a Gibson, 2005



Bifidobakterie

Osidluji travici trubici

Gram-pozitivni, nepohyblivé, nesporulujici tyCinky
rozmanitého tvaru

VétsSina z nich je striktné anaerobni

Produkuji prevazne kyselinu octovou a mlécnou -
snizeni pH - antimikrobialni efekt

Produkce vitaminU skupiny B

Optima pro rust: 25—45 °C (bifidobakterie lidského
puvodu 36-38 °C); pH 6,5-7,0




Lactobacillus acidophillus

» | ve volné prirode, casto soucasti potravy

» Gram-pozitivni, nepohyblivé, nesporulujici tyCinky se
zaoblenymi konci

Fakultativne anaerobni

Produkce kyseliny mlécné

Optimalni rust: 30-40 °C; pH 5,5-6,2

vV vV Vv




Priznivé ucinky probiotik na zdravi strev

Prokazané ucinky Castecné prokazané ucinky Potencidlni ucinky

Idiopaticky stfevni zanét Pouchitida* Crohnova choroba?#
Chronicka pouchitida? Cestovni prijem?3 Ulcerdzni kolitida?
Ulcerdzni kolitida? Epizodické prijmy3 Pouchitida2

Strevni infekce
Akutni prijem?
Klostridiova kolitida3

PrUjem zplsobeny antibiotiky3

1 Prevence recidiv ]

: revence ecidivy Hutkins, 2006
Lécba

3 Prevence

4 Pooperacéni prevence




Ucinky probiotik na zdravi

Zmirnéni symptomi lakt6zové intolerance
Lécba prijmu rotavirového piivodu

Lécba kojeneckych enteritid

Lécba prijmu zptsobeneho antibiotiky
Zmirnéni symptomu atopickeé dermatitidy u deti
SniZzovani biomarkerti (Skodlivé fekalni enzymy)
Modulace sttevni mikroflory

Modulace imunity

Pozitivni efekt na rakovinu zlu¢niku a délozniho

hrdla

Zmirnéni symptomil IBD

Zmirnéni symptomil IBS

ZlepSeni zacpy
Antimutagenni/antikarcinogenni ¢innost
Lécba kandidovych a bakterialnich vaginéz
SniZzovani cholesterolu a krevniho tlaku
Eradikace multirezistentnich mikrobi
Kontrola infekce

Prevence ptrenosu AIDS a sexualné

pfenosnych nemoci

Fondén, a kol., 2003



Aktualni hodnoceni ucinkl probiotik dle
The Cochrane collaboration

Prevence zanétu hornich cest dychacich (2011)
Prevence détskych prijmu zplUsobenych antibiotiky
(2011) — Lactobacillus rhamnosus a Saccharomyces
boulradii

Mozna prevence kolitid zptusobenych Clostridium
difficile u dospélych (2008)

Zkraceni doby akutnich infekénich prdjmu cca o 25
hodin, snizeni poctu stolic, snizeni rizika prujmu
trvajicich 4 a vice dni 0 59 % (2010)

Zkraceni doby perzistentnich prijmu u déti, snizeni
poctu stolic, zkraceni doby hospitalizace (2010)




Aktualni hodnoceni ucinkl probiotik dle
The Cochrane collaboration
Snizeni vyskytu nekrotizujici kolitidy a umrti u

predcasné narozenych déti s porodni vahou 1000-1500
g (2011)

Mozny efekt pri [écbé pouchitidy (2010)




Aktualni hodnoceni ucinkl probiotik dle
The Cochrane collaboration

NedostateCna databaze nebo neprokazany efekt pri:
Lécbé akutni formy Crohnovy choroby (2008)
Udrzeni remise Crohnovy choroby (2008)

Lécbé aktivniho pribéhu ulcerdzni kolitidy (2008)
Udrzeni remise ulcerdzni kolitidy (2011)




Aktualni hodnoceni ucinkl probiotik dle
The Cochrane collaboration

NedostateCna databaze nebo neprokazany efekt pri:

Prevenci alergii a hypersenzitivity na potraviny u déeti
(2009)

Lécbe ekzému (2008)

Prevenci opakovanych vaginoz pred, behem nebo po
uzivani antibiotické 1écby (2009)

Hepatické encefalopatii (2011)




Vedlejsi ucinky probiotik

Infekce

Bakteriémie (Lactobacillus): 12 pripadu

Fungémie (Saccharomyces boulardii): 24 pripadU
Zdravi skodlivé metabolické aktivity

Prehnana stimulace imunitniho systému

Transfer gent




Bakterie strevni mikroflory produkuiji vitaminy rady B
(B1, B2 ,B6, B12, niacin, kyselina listova a
panthotenova) a vitamin K.

Proto je treba opatrnosti hlavné u pacientl uzivajicich
peroralni antikoagulancia (Warfarin), u kterych je
nutny stabilni privod vlakniny a opatrnost pri
antibiotické lécbé.




Potraviny s probiotickym efektem musi
splnovat smeérnice vytvorené WHO

|dentifikace a charakterizace kmene
Poté ulozen do mezinarodni sbirky MO

Testovani in vitro a na zviratech
Rezistence vici kyselinam, Zlucdi, adherence

Prokazani bezpecnosti kultury

In vitro, na zviratech, dobrovolnici

Dvojité zaslepené randomizované placebem kontrolované studie,
nejlépe 2 opakovani

Vyroba probiotické potraviny

Skladovani, doba trvanlivosti, koncentrace Zivych bunék

- Probiotické kmeny musi prezivat az do konce spotrebni
. doby!!




Kysané mlécné vyrobky (KMV)

Vyrobek ziskany kysanim mléka, smetany, podmasli
nebo jejich smeési za pouziti MO mlécného kysani,
tepelné neosetreny po kysacim procesu (Vyhldska C.
77/2003 Sb)

Laktoza se diky beta-galaktosidaze (produkt BMK) za
anaerobnich podminek preménuje na kyselinu
mlécnou




KMV - historie a puvod

Skladovanim mléka v ruznych oblastech
Mirné pasmo:

zakysané mléko (mezofilni BMK)
Subtropy:

klasicky jogurt (termofilni BMK)
Vychodni Evropa, centralni Asie, Zakavkazsko:

kefl'ry, ku MmysS (BMK + kvasinky)




Druhy zZivych mikroorganismu v KMV dle
vyhlasky ¢.77/2003 Sb.

Nazev kysaného vyrobku

Pouzita kultura

MIlééna mikrofléora

Acidofilni mléko

Jogurty

Kysané mléko v¢. smetanového
zakysu, podmasli a kysané smetany

Kefir

Kefirové mléko

Kysany mlécny vyrobek s bifido-

kulturou

Lactobacillus acidophilus a dalsi mezofilni, pfip. termofilni kultury bakterii
mlécného kvaseni

Protosymbioticka smés Streptococcus salivarius subsp. thermophilus a
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Monokultury nebo smésné kultury bakterii mlééného kvaseni

Zakys pripraveny z kefirovych zrn, jehoz mikrofléra se sklada z kvasinek
zkvasujicich laktézu Sacharomyces unisporus, Sacharomyces cerevisiae,
Sacharomyces exignus a dale Leuconostoc, Lactococcus a Aerobacter,
rostouci ve vzajemném spolecenstvi

Zakys skladajici se z kvasinkovych kultur rodu Kluyveromyces, Torullopsis
nebo Candida valida a mezofilnich a termofilnich kultur bakterii mlééného
kvaseni v symbidze

Bifidobacterium sp. v kombinaci s mezofilnimi a termofilnimi bakteriemi

mlécéného kvaseni

vyrobkuv1g

106 Lactobacillus

acidophilus
107

10°

BMK 108 a kvasinky 10*

BMK 10° a kvasinky 102

108 bifidobakterie



Jogurty

» Jogurt je kysany mlécny vyrobek ziskany kysanim
mléka, smetany, podmasli nebo jejich smési pomoci
mikroorganismu uvedenych v predchozi tabulce




Vyroba jogurtu

Uprava tuénosti mléka

Homogenizace

Pasterace (85— 95 °C, 5 minut)

Rychlé ochlazeni na teplotu fermentace ( 30 — 40 °C)

Pridavek jogurtovych kultur

Zrani (fermentace)




Jogurty — vyroba klasicka

Zrani ve spotrebnim obalu
Teplota 40—-45 °C, 2 — 4 hodiny
Ochlazeni (zastaveni fermentace)

Expedice

Pravy jogurt:

Bila barva, hladky povrch, jemna konzistence
Pri obraceni kelimku nevytece

Po vlozeni lzice si zachovava jemnou konzistenci




Vyroba jogurtu - tankova

Zrani ve zracim tanku

Teplota 30 °C, 16 — 18 hodin

Poté se koagulat rozmicha, vychladi a plni se do obalu




Lékové formy probiotik

» Peroralni: Sirupy, roztoky, tobolky, prasky, kapky,
cucave tablety

7 7/

» Pro lokalni aplikaci: vaginalni Cipky a tablety
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Probiotika z potravin vs. probiotika z
lékarny
Registrovana probiotika:

Napr. Enterol — ve 250 mg Saccharomyces boulardii = nejméné
1x10° CFU/v tableté nebo sacku

Doplnky stravy:
VétsSinou 1 aZ 10x10° CFU
Apo-Lactobacillus 10+ obsahuje 12x10° CFU/ tableta
Lepicol 2x10° CFU/davka

Kysané mlécné vyrobky:
Actimel 1x10%° CFU/1 lahvicka (100 ml) (Lb. casei)
Activia 4,25x10° CFU/1 kelimek (120 g) (B. animalis)

Hollandia 2x10'° CFU/1 kelimek (200g) (Bifidobacterium, Lb.
~acidophilus)




Hodnoceni EFSA

EFSA nepotvrdil tvrzeni o pozitivnim ucinku
probiotickych mikroorganismu na travici trakt.

Vetsina tvrzeni se tyka potlacovani potencialné
patogennich stfevnich mikroorganismu, zlepsovani
pruchodu strevy, posilovani imunitniho systému,
popripade jinych funkci.

Tvrzeni byla zamitnuta prevainé z divodu
nezretelné identifikace prislusné latky a nedostatku
informaci o latce, proto panel NDA nemohl provérit
zda se védecky dukaz poskytnuty EFSA tyka stejné
_latky, pro kterou se uvadi zdravotni prospéch.




Probiotika pri Iécbé antibiotiky

Lécba Sirokospektralnimi antibiotiky — vznik
dysmikrobie — prijem u 5 — 25 % nemocnych
Probiotika prokazatelné snizuji vyskyt prujmu, které
jsou vyvolany antibiotickou |écbou

Predevsim u pacientd, ktefi v minulosti prodélali
prujem zpusobeny konzumaci antibiotik, ale i u
pacientd, kteri problémy neméli

Probiotika by se neméla podavat pacientum, kteri
maji zavaznou imunodeficienci

Dlouhodobé uzivani ATB - Saccharomyces boulardii -
rezistentni na bézna ATB




Kdy uzivat probiotika pri antibiotické
lécbé
Probiotika by se méla uzivat béhem |éCby antibiotiky a
tyden po ukonceni |écby
Nejvetsi prinos probiotik: pokud bylo zahajeno uzivani
do 72 hodin od zapocati |écby ATB

Vhodna aplikace ve 2/3 doby mezi aplikacemi
jednotlivych davek ATB

V mnozstvi nejméné 50 bilionu CFU




Prebiotika

= nestravitelné slozky potravy, které priznivé ovlivnuiji
hostitele selektivni stimulaci rastu a/nebo aktivity
jedné bakterie nebo omezeného poctu strevnich
bakterii, a tim zlepsuiji stav hostitele

Fruktooligosacharidy — inulin, oligofruktoza
Oligosacharidy materského mléka

Laktuldza, galaktooligosacharidy,
isomaltooligosacharidy, xylooligosacharidy




Kritéria pro prebiotika:

Nesmi byt hydrolyzovatelné ani absorbovatelné v horni
casti zazivaciho ustroji.

Musi byt selektivnim substratem pro jeden nebo
omezeny pocet druhu strevu prospésnych
komenzalnich bakterii, které jsou stimulovany k ristu
anebo k metabolickeé aktivite.

Musi byt schopné upravit strevni floru ve prospéch
zdravéjsiho slozeni.

Musi vyvolat luminalni nebo systematické efekty, které
jsou priznivé pro zdravi hostitele




Inulin

V bananech, jeCmeni, cekance, Cesneku,
Jeruzalémském artyCoku, porku, cibuli a ovsu.

Extrahovan byva z korene ¢ekanky, Jeruzalémského
artycoku, jifinek a pampelisek




Obsah inulinu a OF v surovinach

Oligofruktoza

Jedla cast Inulin (g/100 g)
(8/100 g)
Cekanka Kofen 35,7-47,6 19,6 — 26,2
Cesnek Cibulova hliza 9,0-16,0 3,6 —6,4
Por Cibulova hliza 3,0-10,0 2,4-8,0
Cibule Cibulova hliza 1,1-7,5 1,1-7,5
Chrest Listy 2,0-3,0 2,0-3,0

PSenice Zrno 1,0-4,0 1,0-4,0




Prebiotika na trhu




Synbiotika

Produkt, ktery obsahuje soucasné probiotika i
prebiotika

U produktu, kde prebiotické latky selektivné podporuji
probiotické komponenty

Napf. jogurt s obsahem probiotickych bakterii spolecné
s prebiotickou oligofruktozou




Synbiotika na trhu
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Vliv konzumace probiotickych
jogurtu a prebiotik na pocet
bakterii rodu Bifidobacterium ve
strevé




Experimentalni c¢ast

Jogurt bily selsky s probiotickou kulturou BIFI, 200g/den
(Bifidobacterium, Lb. acidophilus)

mléko, mlécna bilkovina, ziva jogurtova kultura, probioticka kultura
Bifidobacterium, Lactobacillus acidophilus, obsah tuku nejméné 3,5
%.

Obsahuje nejméné 100 milionl Zivych mikroorganismu v 1 g.

Vyrobce udava, ze pravidelna konzumace jogurtu
s pridavkem probiotickych kultur pfiznivé ovliviuje slozeni

i ST

stfevni mikrofldry. S




Inulin 5g/den (90% inulin, 10% oligosacharidy)

Pouziti: do kavy, Caje, dzusu, nealkoholickych
napoju, jogurtu, pudinku a polévek
Vyrobce graficky znazornuje zmeénu strevni
mikroflory pred uzitim a po uziti:
Pred uzitim: 30 % bifidobakterie,
70 % patogenni bakterie
Po uziti: 70 % bifidobakterie,
30 % patogenni bakterie




Vzorek lidskych exkrementd dodany ve sterilnim

plastovém kontejneru s lopatkou pro odbér stolice, radné
oznaceny.

24 zdravych dobrovolniku
Zeny, 22 a7 45 let

Bez zazivacich obtizi, nemoci strev, prijmu, laktézové intolerance,
atd.

Bez uzivani antibiotik v pribé&hu a mésic pred experimentem
Bézna vyziva

Neuzivat projimadla, nadmérné mnozstvi alkoholu

Bez velkych zmén fyzické aktivity

Pouceni, souhlas




Casovy

harmonogram experimentu

kontrola: strava bez loysanyrch mlednich virobki Skupina K
adaptace _ Skupina I
* I I l >

24 den 31 den 41. den



Zpracovani vzorku

1 g vzorku + 99 ml sterilovaného fyziologického roztoku
homogenizace (90 vterin)

redeni

zaliti inokula (1 ml) zivnou pudou BSM se suplementem
ztuhnuti pudy

kultivace v anaerostatu 37°C,125 hodin

odecitani kolonii

vyhodnoceni vysledku

ANOVA — testovani shodnosti strednich hodnot
jednotlivych vybérd (nardstu v rdmci skupiny)




Kolonie bifidobakterii po kultivaci




Na zakladé existujicich studii bylo
ocekavano:
Béhem konzumace probiotickych jogurtl, obsahujicich

rod Bifidobacterium, dojde ke zvyseni obsahu téchto
bakterii ve vzorcich stolice

Po ukonceni konzumace dojde k opétovnému poklesu

Po pridavku inulinového prasku v mnozstvi 5 gramu
denné by mél inulin selektivné podpofit rust
bifidobakterii v tlustém stfeve - zvyseni poctu
bifidobakterii ve stolici




Narusty a poklesy obsahu bifidobakterii od pocatecni
nulové hodnoty prvniho méreni dle vysledkti z ANOVY
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Prumeér absolutnich hodnot ve skupinach pfri
jednotlivych mérenich
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Absolutni mnozZstvi bifidobakterii (priméry v ramci skupin)
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Zaver

Po konzumaci probiotickych jogurtl doslo k mirnému
narustu poctu bifidobakterii, tento narust vSak nebyl
dostatecny na to, aby mohl byt pokladan za priakazny.

Po ukonceni konzumace jogurtt doslo k poklesu mnozstvi
bifidobakterii.

Nepatrné zvyseni bifidobakterii po pridavku inulinu, které
neni statisticky prukazné.

Po ukonceni konzumace jogurtu s pridavkem inulinu doslo k
poklesu bifidobakterii.

Z této prace nevyplyva, Zze by méla konzumace jogurtu
nebo inulinu prokazatelné pozitivni vliv na narist mnozstvi
bifidobakterii ve streve.
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