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Szczepy mikrobiotyczne odporne na dziatanie
soku zotadkowego i NIESPRZYJAJACE
SRODOWISKO W PRZEWODZIE POKARMOWYM
(pH, 26t¢, enzymy)
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UDOWODNIONE PRZYLEGANIE DO KOMOREK
btony $luzowej JELITA
Badania na komdrkach ludzkich

SPRAWDZONA
SKUTECZNOSC

Sprawdzone w badaniach in vitro, in vivo lub
badaniach klinicznych
BADANIA NA PRODUKCIE KONCOWYM
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*CNCM: Collection Nationale de Cultures de Microorganismes
**2017 Dane Openhealth i wewnetrzne dane dotyczace sprzedazy

2 Dokument wyfacznie dla profesjonalistéw w zakresie ochrony zdrowia.



SPECJALISTYCZNAWIEDZA
W ZAKRESIE MIKROBIOTY

v

Zaawansowane kryteria Pileje w selekgji szczepow
mikrobiotycznych

> Pochodzenie i bezpieczenstwo

> Odpornos¢ w srodowisku uktadu pokarmowego cztowieka
> Przyczepnos$¢ do btony sluzowej jelita

> Zdolnos¢ do przezycia i dtugotrwata stabilnos¢

Badania Pileje: wykazanie skutecznosci naszych
rozwigzan mikrobiotycznych

> Badania in vitro

> Badania kliniczne



Zaawansowane kryteria Pileje w selekcji szczepow mikrobiotycznych

% Pochodzenie i bezpieczenstwo

Termin ,probiotyk” to potaczenie greckich stéw ,pro” oznaczajacego ,dla” i ,biotikos” czyli ,zycie"
W przeciwienstwie do antybiotykow probiotyki sprzyjaja rozwojowi zywych mikroorganizmow.

Probiotyki to zywe mikroorganizmy, ktérych obecnos¢ w odpowiedniej ilosci zapewnia korzysci
dla zdrowia.

(SWIATOWA ORGANIZACJA ZDROWIA (WHO), 2001)

Niewiele drobnoustrojow mozna nazwac probiotykami. Gatunki, ktére mozna okresli¢ tym
mianem to zasadniczo bakterie mlekowe z 4 ré6znych rodzajéw (Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus i Lactococcus) obejmujace tysigce gatunkow i setki tysiecy (a by¢ moze nawet
wiecej) roznych szczepow.

Lactobacillus  acidophilus LA 201
- v J e v - LS v J
RODZA) GATUNEK SZCZEP

Tym samym kazdy szczep jest niepowtarzalny i niezastepowalny.
Kazdy szczep posiada swoje unikalne witasciwosci, ktérych nie mozna ekstrapolowac na inne
szczepy tego samego gatunku.

PRZYKLAD

Rézne szczepy tego samego gatunku, Bifidobacterium lactis, moga wykazywac rézne wiasciwosci. Przyktad: B. lactis
LA304 pobudza wytwarzanie IL-10 w tempie 3 razy wyzszym niz B. lactis LA501.
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Czynnik IL-10 wytworzony z jednojadrzastych krwinek pobranych od zdrowych dawcéw, po 24-godzinnej inkubadji
ze szczepami probiotycznymi.

4 | Dokument wytacznie dla profesjonalistow w zakresie ochrony zdrowia.



Pochodzenie i bezpieczenstwo szczepu jest gwarantowane, jesli:
Q Posiada on status GRAS (ogdlnie uznawany za bezpieczny - ang. Generally Regarded As Safe)
V NIE MA OPORNOSCI NA ANTYBIOTYKI i nie przekazuje gendéw opornosci na antybiotyki
@ Jest przechowywany i zarejestrowany w Krajowym Zbiorze Kultur Mikroorganizmoéw (CNCM)

Q Zostat okreslony na podstawie kryteriéw fenotypowania (morfologia, badania biochemiczne,
=2 warunki wzrostu) oraz kryteridw genotypowania (sekwencja 16S rDNA).
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v Zaawansowane kryteria Pileje w selekgji szczepow mikrobiotycznych

—®

ODPORNOSC W SRODOWISKU UKLADU POKARMOWEGO ORGANIZMU

Probiotyki moga wykazywac swoje korzystne dziatanie u zywiciela tylko wtedy, gdy beda w stanie
przetrwa¢ w warunkach napotykanych w trakcie pasazu przez przewéd pokarmowy i dotrze¢
do jelita cienkiego i jelita grubego w stanie zdolnym do przezycia. W celu wyselekcjonowania
najbardziej opornych szczepéw przeprowadzane s3 szczegétowe badania w warunkach
odzwierciedlajacych srodowisko i przeszkody napotykane przez probiotyki podczas pasazu.

Badanie zdoInosci do przezycia w kwasnym srodowisku zotadka
Ocena ilosci probiotykéw, ktore przezyty 60 minut inkubacji w temperaturze 37°C w roztworze z
pH 3,5 z dodatkiem pepsyny.

P PRZYKLAD BADANIA s
{

Badania przezywalnosci szczepdw probiotycznych w kwasnym srodowisku zotadka
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Badania opornosci na zot¢
Ocena wzrostu probiotykéw w pozywce zawierajacej (lub nie zawierajacej) z6t¢ w stezeniu
fizjologicznym (0,3%).

- PRZYKLAD BADANIA *

Badanie opornosci szczepu S. thermophilus LA104 na z6t¢
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» Uklad ten moze by¢
wykorzystywany
do identyfikowania
szczepodw lub
kombinaciji
szczepdw, ktore sa
w stanie przetrwad
pasaz przez jelita
i dotrze¢ do jelita
grubego w postaci
zdolnej do przezycia

Badania przezywalnosci na modelu zotadkowo-jelitowym
Badanie pasazu probiotykéw przez uktad zotadkowo-jelitowy:
uktad pokarmowy (kwasne pH + pepsyna) przez 10 minut + uktad
dwunastnicy (sole zéfci + pH 6,9 + pankreatyna + trypsyna).

Badania przezywalnosci w sztucznym uktadzie trawiennym

Sztuczny uktad trawienny TIM-1 opracowany przez TNO Nutrition
and Food Research (Zeist, Holandia), a nastepnie zoptymalizowany
i zatwierdzony we wspotpracy z Uniwersytetem w Auvergne to
wieloprzedziatowy (zotadek, dwunastnica, jelito czcze i jelito krete)
regulowany komputerowo uktad. Szczep jest w stanie sie rozmnazac
w warunkach bardzo zblizonych do fizjologicznych (czas, pH itp.),
w ruchu perystaltycznym, w obecnosci enzyméw trawiennych,
pasazu przez jelita i podczas wchtaniania produktéw trawienia.

POSIEEK elektroda pH
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PODAWANIE PRZEZ JELITO KRETE

“ Odpornosc¢ szczepdw mikrobiotycznych w warunkach przewodu pokarmowego

Dokument wytacznie dla profesjonalistow w zakresie ochrony zdrowia. 7



——(3) PRZYCZEPNOSC DO BLONY $SLUZOWEJ JELITA

Dlaczego badanie przyczepnosci szczepow mikrobiotycznych jest istotne?

« Odpowiednie przyleganie do komoérek nabtonka jelitowego
C.)‘ Pozostawanie szczepow probiotycznych w jelicie przez dtuzszy czas

r Lepsza interakcja z bakteriami mikrobioty i uktadami pokrewnymi (uktad
odpornosciowy, endokrynny i nerwowy)

mm) Drziatanie

4@ ZDOLNOSC DO PRZEZYCIA | DLUGOTRWALA STABILNOSC

Badania odpornosci szczepéw mikrobiotycznych w réznych warunkach

Szczepy lub kombinacje szczepoéw s3 umieszczane w piecu do postarzania i biologicznie
monitorowane przez okres do 24 miesiecy.

V Wybor postaci farmaceutycznej i odpowiednie pakowanie

O Skorelowanie przebadanych naukowo preparatéw z preparatami oferowanymi
4 profesjonalistom w zakresie ochrony zdrowia



v Badania Pileje: wykazanie skutecznosci
naszych rozwiazan mikrobiotycznych

i

IN VITRO (KOMORKI) INVIVO (ZWIERZETA) KLINICZNE (LUDZIE)

— (1) ZDOLNOSC HAMOWANIA WZROSTU | PRZYCZEPNOSCI PATOGENOW:

. PRZYKLAD BADANIA \\

a) Hamowanie przez ré6zne szczepy wzrostu dwoch patogenéw czesto towarzyszacych biegunce
podréznych: Salmonella typhimurium i Escherichia coli

B s tyohimurium CIP6062T

B c colio157:H7
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WYNIKI

Trzy przedstawione szczepy probiotyczne ograniczyly liczbe bakterii odpowiedzialnych za

biegunke podréznych o okoto 80%.

Dokument wyfacznie dla profesjonalistéw w zakresie ochrony zdrowia. 9



v

Badania Pileje: wykazanie skutecznosci
naszych rozwigzan mikrobiotycznych

g PRZYKLAD BADANIA
p )

_ b} Hamowanie wzrostu Candida albicans przez szczep Lactobacillus helveticus LA 401 candisis:

1,E+08 A

— C. albicans

C. albicans
+ LB. helveticus LA401

Przezywalnos¢ C. albicans (UFC/ml)
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WYNIKI

Szczep probiotyczny Lactobacillus helveticus LA 401 candisis ogranicza wzrost Candida albicans

10-krotnie.

_ PRZYKLAD BADANIA' ™

¢) Hamowanie przylegania Candida albicans do komdérek nabtonka jelitowego w obecnosci szczepu
Lactobacillus helveticus LA 401 candisis:
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WYNIKI

Szczep probiotyczny Lactobacillus helveticus LA 401 candisis znacznie ogranicza przyleganie

Candida albicans.

10| Dokument wylacznie dla profesjonalistw w zakresie ochrony zdrowia.



———(2)| WEASCIWOSCI IMMUNOMODULUJACE SZCZEPOW

 PROBIOTYCZNYCH:

PRZYKLAD BADANIA \\

a) Zdolnos¢ szczepdw do pobudzania wytwarzania cytokin typu Th1 (IL-12 i IFN-g):

LA102

LA101

LA104

LA103
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LA101

LA104

LA103
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Zwiekszenie wytwarzania IL-12 i IFN-g w obecnosci 4 szczepow probiotycznych (Bifidobacterium
longum LA 101, Lactobacillus helveticus LA 102, Lactococcus lactis LA 103, Streptococcus

thermophilus LA 104) w nastepstwie ekspozycji jednojqdrzastych krwinek pobranych od zdrowych
dawcdw.

WYNIKI

Szczep probiotyczny Lactobacillus helveticus LA 401 candisis znacznie ogranicza przyleganie

Candida albicans.

Dokument wytacznie dla profesjonalistow w zakresie ochrony zdrowia. 11




v Badania Pileje: wykazanie skutecznosci
naszych rozwiazan mikrobiotycznych

4 )

b) Zdolnos¢ szczepdw do pobudzania wytwarzania cytokin typu Treg (IL-10)
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Wzrost wytwarzania IL-10 w nastepstwie ekspozycji krwinek jednojqdrzastych pobranych od
zdrowych dawcdw po 24 godzinach inkubacji ze szczepami probiotycznymi.

WYNIKI

Szczepy probiotyczne Lactobacillus salivarius LA 302 i Bifidobacterium lactis LA 304 sg zdolne do
pobudzania wytwarzania produkgji przeciwzapalnej cytokiny IL-10

BADANIA INVIVO

7@ HAMOWANIE KOLONIZACJI JELIT PRZEZ CANDIDA ALBICANS:

PRZYKLAD BADANIA N

c) Skutecznosc szczepu probiotycznego in vivo w zakazeniu jelitowym C. albicans
Model infekcji jelitowej C. albicans (INSERM U799, Lille)

C. albicans +1,5% DSS
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WYNIKI

Suplementacja szczepem probiotycznym Lactobacillus helveticus LA 401 candisis (109 UFC/

dzien) istotnie hamuje kolonizacje przez Candida albicans.

12 Dokument wyfacznie dla profesjonalistéw w zakresie ochrony zdrowia.



—i@) ZAPOBIEGANIE ZAPALENIU JELITA GRUBEGO:

PRZYKLAD BADANIA \

. Profilaktyczne podawanie mieszaniny szczepéw mikrobiotycznych*
‘ Model zapalenia jelita grubego wywotanego przez TNBS (Institut Pasteur de Lille)
PUNKTACJAWALLACEA | PUNKTACJA AMEHO ‘
5 5
4 4
(p=0.01) {p=0.001) Clinical Nutrition
. ) = 9.
* *k
2 | 2 OPUBLIKOWANE W
o WORLD JOURNAL OF
GASTROENTEROLOGY
1 1
' Placebo ' | Mieszanina Placebo Mieszanina
| probiotykéw | probiotykéw
WYNIKI

Profilaktyczne podawanie mieszaniny 4 wybranych szczepéw probiotycznych istotnie zmniejszyto
wskazniki makroskopowe i histologiczne zapalenia (odpowiednio o 54% i 58%) i zapewnito

ochrone przed rozwojem choroby zapalnej jelita grubego.

* Bifidobacterium lactis LA303, Lactobacillus acidophilus LA201, Lactobacillus plantarum LA301, Lactobacillus salivarius LA302

—(3) | ZAPOBIEGANIE WRAZLIWOSCI TRZEWNEJ

e

PRZYKLAD BADANIA w\

a) Profilaktyczne podawanie szczepu Lactobacillus acidophilus LA 201

707 —Ds001 = oy

60 ks Skutecznos¢ in vivo
P50 [0 2 przy bolesnosci jelit
£ € L. L.
E 40 40 £ (model  wrazZliwosci
g 30 r30 3 i
g . % trzewnej).
s 20 s *p<0,05;*p<0,01

10 10

0 L L L L * L D

con® N 0 0,03 01 0,3 1 3
Morfina (podskornie, mg/kg)
WYNIKI

Doustne podawanie szczepu Lactobacillus acidophilus LA 201 przez 15 dni obnizyto prég bélu
jelita grubego 0 20%. Zaobserwowana korzysc jest rownowazna podskérnemu podaniu morfiny

w dawce 1 mg/kg.

Dokument wytacznie dla profesjonalistow w zakresie ochrony zdrowia. 13



v Badania Pileje: wykazanie skutecznosci
naszych rozwiazan mikrobiotycznych

_ - PRZYKLAD BADANIA | \

b) Doustne podawanie kombinacji szczepow probiotycznych w modelu zapalenia jelita grubego
in vivo

—#— Mieszanina probiotyczna SII-D
70 1 ——

60 1

Préba kontrolna SII-D

50 1
40 1
30 1

o | '//\/
10 1
Werld Journal of I
0 [ asrtawnlam.
OPUBLIKOWANE W

0.00 0.02 0.04 006 0.08 010 012 014 WORLD JOURNAL OF
Objetosci (ml) L GASTROENTEROLOGY-I

Intensywnos¢ skurczéw brzucha (mV/s)

WYNIKI

Profilaktyczne podawanie przedstawionej kombinacji szczepéw probiotycznych zapobiegato

nadwrazliwosci trzewnej w warunkach stanu zapalnego.

—(4) ZMNIEJSZENIE PRZEPUSZCZALNOSCI JELIT

. PRZYKLAD BADANIA ~
Profilaktyczne podawanie mieszaniny szczepéw mikrobiotycznych** w poréwnaniu z placebo w
warunkach stanu zapalnego

2 M ++

T

++: P<0,001 vs pr. kontr.
+: P<0,05 vs pr. kontr.
] P **:P<0,001 vs pr. kontr. WAS

WAS = Stres zwigzany z unikaniem wody

Przepuszczalno$¢ (%)

T T Warld Journal of I
< @ G ostonnlamy
‘.\*?‘ SO OPUBLIKOWANE W

WORLD JOURNAL OF
L GASTROENTEROLOGY_I

WYNIKI

Profilaktyczne podawanie przedstawionej kombinacji szczepéw probiotycznych ograniczyto

przepuszczalnosc jelit w warunkach stanu zapalnego.

14| Dokument wytacznie dla profesjonalistéw w zakresie ochrony zdrowia.



—1\@} P RZYWRACANIE INTEGRALNOSCI BLONY SLUZOWEJ JELITA

- PRZYKLAD BADANIA

Profilaktyczne podawanie mieszaniny szczepéw mikrobiotycznych** w poréwnaniu z placebo w

warunkach stanu zapalnego

Jelito grube . . . .
Ekspresja  in  vivo  biafek

0.9 + tworzqcych potqczenia sciste
w jelicie grubym w warunkach
N stanu zapalnego wywotanego
g 06 przewleklym stresem (WAS = stres
3 zwiqzany z unikaniem wody)
]
Z 03
_ Waorld Journal of l
0.0 . N G st ovalnms
' WAS Mieszanina probiotykow OPUBLIKOWANE W
WORLD JOURNAL OF
L GASTROENTEROLOGY _J
WYNIKI

Profilaktyczne podawanie przedstawionej kombinacji szczepéw probiotycznych zwiekszyto,
w warunkach stanu zapalnego, ekspresje biatek tworzacych Sciste potgczeniach (pomiedzy

komorkami nabtonka w celu utworzenia bariery).

**B. lactis LA303, Lb. acidophilus LA201, Lb. plantarum LA 301, Lb. salivarius LA302, B. lactis LA304

Dokument wytacznie dla profesjonalistow w zakresie ochrony zdrowia. 1_5
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Badania Pileje: wykazanie skutecznosci
naszych rozwigzan mikrobiotycznych

———(1) WPLYW NA ZESPOL JELITA DRAZLIWEGO

BADANIA KLINICZNE

Skuteczno$¢ kliniczng kombinacji 4 wybranych szczepéw probiotycznych (Bifidobacterium
longum LA 101, Lactobacillus helveticus LA 102, Lactococcus lactis LA 103, Streptococcus
thermophilus LA 104) przebadano w podwadjnie slepej prébie kontrolnej placebo u 100 pacjentow
z objawami spetniajacymi Rzymskie kryteria zespotu jelita drazliwego.

a) Poprawa zapar¢ u pacjentéw z zespotem jelita drazliwego z przewagaq zapar¢ (IBS-C)
Regulacja pasazu u oséb z IBS-C
s Placebo
~—— Mieszanina probiotykéw
o =
L 18 * *% \
& 14 )
S 49 .
.
g <
© 03
ES
= 06
0.4
SO S1 S2 S3 sS4
Tygodnie
WYNIKI

| Doustne podawanie przedstawionej kombinacji 4 wybranych szczepéw probiotykéw poprawito,

poczawszy od 1 tyg., pasaz jelitowy u pacjentdw z zespotem jelita drazliwego z przewaga zapar¢ (IBS-C).

16 | Dokument wytacznie dla profesjonalistéw w zakresie ochrony zdrowia.
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b) Zmniejszenie bélu brzucha

Bél brzucha
Intensywnos¢ ~ bdlu  brzucha

mierzono w skali wzrokowej
6 od 0 do 10 u 0séb z zespotem
jelita drazliwego po codziennym
podawaniu kombinacji 4 szczepdw
probiotycznych(c) albo placebo
przez 4 tygodnie .

*p=0,048

(0: brak bolu, 10: najsilniejszy bol)

Skala bolu

1Tydzien 4 Tydzien

WYNIKI

Podawanie przedstawionej kombinacji 4 szczepdw probiotycznych(c) przez 4 tygodnie

zmniejszyto intensywnosc¢ bolu brzucha o 42%.

Badanie kliniczne opublikowane w ,,Gastroénterologie Clinique and Biologique” w marcu 2008
r. Wykazato ono, po raz pierwszy we Francji skuteczno$¢ probiotyku w przypadku zespotu jelita
drazliwego (IBS).

Odhniesienie bibliograficzne: ,A double blind randomized controlled trial of a probiotic combination in 100 patients with
irritable bowel syndrome’; Gastroentérologie Clinique et Biologique, Mars 2008, Vol. 32, 147-152. S. Drouault-Holowacz,
Bieuvelet, A. Burckel, M. Cazaubien, X. Dray, P. Marteau

Wyniki badania zostaly wykorzystane w kilku metaanalizach:
« Mc Farland et Dublin. World J Gastroentero. 7 maja 2008 r.; 14(17): 2650-2661.
« Moayyedi et al. Gut. 2010 M 59(3):325-32
- Didari et al. World J Gastroenterol. 14 marca 2015 r.; 21(10):3072-3084

Kombinowanie szczepow LR jest tez zawarte wytycznych publikowanych przez:

- Swiatowa Organizacje Gastroenterologii w ograniczaniu objawéw zespotu jelita drazliwego
(Guarneriin., 2011)

« Europejskie Towarzystwo Podstawowej Opieki Zdrowotnej w Gastroenterologii (Hungin i in.,
2013)
> 100% specjalistow potwierdzito, ze kombinacja szczepow LR pomaga zmniejszy¢ bél brzucha u
pacjentéw z zespotem jelita drazliwego.
> 70 % oceniajacych zgodzito sie z nastepujacym stwierdzeniem: ,LR pomaga zwiekszy¢
czestotliwos¢ wyproznien i/lub konsystencje stolca u pacjentow z zespotem jelita drazliwego”
> 80% specjalistow stwierdzito, ze LR przyczynia sie do poprawy jakosci zycia pacjentéw z zespotem
jelita drazliwego.

Dokument wytacznie dla profesjonalistow w zakresie ochrony zdrowia.

17






