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1. WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

BSA - antygen surowicy bydlecej (ang. bovine serum antygen)
CBC - bufor zawierajacy weglan i wodoroweglan sodu (ang.
sodium carbonate-sodium bicarbonate buffer)

DPN - doustny plyn nawadniajacy

ELISA — metoda immunoenzymatyczna (ang. enzyme-linked
immunoabsorbent assey)

ESPGHAN - Europejskie Towarzystwo Gastroenterologii,
Hepatologii i Zywienia Dzieci

FBS — ptodowa surowica bydlgca (ang. fetal bovine serum)
S-IgA — immunoglobulina wydzielnicza klasy IgA

HRY - rotawirus czlowieka grupy A (ang. human rotavirus)
IgA — immunoglobulina surowicza klasy A

IgG — immunoglobulina surowicza klasy G

LAB — bakterie kwasu mlekowego (ang. Lactic Acid Bacteria)
NSP — biatko niestrukturalne (ang. non structural protein)

OD — gestos¢ optyczna (ang. optical density)

PBS — bufor fosforanowy (ang. phosphate buffered saline)
PTGHZD - Polskie Towarzystwo Gastroenterologii, Hepatologii i
Zywienia Dzieci

VP - biatko strukturalne (ang. viral protein)



2. WSTEP

Ostra biegunka jest jedng z najczestszych przyczyn zachorowan wsrod
niemowlat i matych dzieci na $wiecie [11]. Czynnikiem etiologicznym choroby
u dzieci z prawidlowo funkcjonujacym ukfadem immunologicznym sa
najczesciej zakazenia wirusowe i bakteryjne, a duzo rzadziej grzybicze i
pasozytnicze. W krajach o niskim statusie socjoekonomicznym i cieptym
klimacie przyczyna ostrej biegunki z rOwna czgstoscia sq zakazenia bakteryjne
i wirusowe [66,83,86,96]. Natomiast w krajach uprzemystowionych, 50 — 70%
biegunek o ustalonej etiologii jest nastepstwem zakazen wirusowych
[19,83,86,154]. Przyczyna ostrej biegunki u dzieci moga by¢ rotawirusy,
kaliciwirusy (do ktérych nalezg wirusy Norwalk), astrowirusy, picornawirusy i

adenowirusy — zwlaszcza serotypy 40 i 41 [19,26,38,83,86,109,121].

W panstwach rozwijajacych si¢ ostra biegunka jest przyczyng 6,5
miliona zgondéw rocznie wsrdd dzieci do 5. roku zycia [103]. W krajach
uprzemystowionych, wyzszy poziom i lepsza dostepnosé opieki medycznej
sprawiaja, ze zgony spowodowane ostra biegunka naleza wprawdzie do
rzadkosci, ale czgsto jest ona przyczyna hospitalizacji matych dzieci
[40,54,56,72,78,87,174]. Wyniki wielu badan epidemiologicznych
potwierdzily, ze na calym $wiecie rotawirusy grupy A sa gléwnym czynnikiem
etiologicznym ostrych biegunek o ciezkim przebiegu (wymagajacych leczenia
szpitalnego) u  niemowlagt i dzieci do 2. roku  Zycia
[40,42,72,78,79,87,113,136,137,174].

Podstawowym sposobem leczenia ostrej biegunki jest nawadnianie
pozajelitowe i/lub podawanie doustnych plynéw nawadniajacych (DPN)
[4,127]. Postepowanie takie umozliwia utrzymanie réwnowagi wodnej i
elektrolitowej organizmu oraz zmniejsza czgsto$¢ wystgpowania ostrych
powiklan, ale tylko nieznacznie wptywa na liczbg i charakter stolcow, czy czas
trwania ostrej biegunki [25]. Czgsto niepokoi to lekarzy, a zwlaszcza rodzicow
i jest interpretowane jako niepowodzenie leczenia. Pozadanym uzupetnieniem
dotychczasowego sposobu leczenia ostrej biegunki byloby wprowadzenie

lekow, ktore skracaja czas jej trwania lub zmniejszajg nasilenie epizodu.



Od wielu lat podkresla si¢ wazna rol¢ jaka w zapobieganiu i zwalczaniu
zakazen przewodu pokarmowego odgrywa bariera jelitowa tworzona przez
blone Sluzowa, a zwlaszcza jej mikrosrodowisko — w tym prawidtowo
uksztaltowang florg bakteryjng [57]. Wchodzace w jej skiad bakterie kwasu
mlekowego (LAB — Lactic Acid Bacteria) wzbudzaja zainteresowanie badaczy
z zakresu medycyny i biologii, a takze przemyshu farmaceutycznego 1i
spozywczego [2,34,101,171]. Szeroko promowana i polecana jest tzw. ,,zdrowa
zywno$¢”, czyli m.in. jogurty i produkty jogurtopodobne, kefiry, mleka
acydofilne, czy ostatnio mieszanki mleczne do zywienia niemowlat
zawierajace probiotyki. Probiotyki, zwlaszcza te dostgpne w postaci
preparatow farmakopealnych w aptekach, polecane sa do zapobiegania i

leczenia roznych choréb, takze chorob przewodu pokarmowego.

Duza czestos¢ zakazen rotawirusowych oraz wystegpowanie zachorowan
o gwaltownym i cigzkim przebiegu prowadzacych do hospitalizacji lub —
rzadziej - zgonu dziecka, stanowi silny bodziec stymulujacy badania nad
opracowaniem skutecznej profilaktyki czynnej lub biernej oraz efektywnych
metod wspomagajacych dotychczasowy sposob leczenia ostrej biegunki o tej
etiologii. Jednym z celow prowadzonych na szeroka skale badan dotyczacych
roznych szczepow LAB jest ocena ich wilasciwosci probiotycznych, a takze

wplywu na przebieg ostrej biegunki, w tym spowodowanej przez rotawirusy.

2.1. Charakterystyka rotawirusow

W 1973 roku Ruth Bishop w probce stolca badanej w mikroskopie
elektronowym zidentyfikowata czasteczki wirusa o srednicy 70 nm, ktory z
uwagi na charakterystyczng morfologi¢ (w barwionych negatywowo
preparatach w mikroskopie elektronowym czastki wirusa przypominajq kolo ze

szprychami) otrzymal nazwe rotawirusa [84].

Rotawirusy nalezg do rodziny Reoviridae. Kompletna czasteczka ma
$rednica 65-75 nm, ksztalt regularnego dwudziestoscianu i nie posiada ostonki
lipidowej [47]. Biatkowy kapsyd wirusa zlozony jest z trzech warstw

otaczajacych genom zbudowany z 11 segmentow dwuniciowego RNA



(dsRNA). Potozony wewnatrz wirionu rdzen tworza 3 biatka strukturalne (viral
protein — VP): VP1, VP2 i VP3. Posiadaja one aktywno$¢ polimerazy RNA i
biorg udzial w transkrypcji RNA wirusa. Glownym elementem budulcowym
warstwy posredniej (czyli kapsydu wewnetrznego) jest hydrofobowe biatko
VP6, ktore jest takze jest gtownym antygenem warunkujacym przynaleznosc
rotawirusa do okreslonej grupy serologicznej [84]. Kapsyd zewnetrzny
zbudowany jest z dwoch biatek: VP4 i VP7. Glikoproteina VP7 pokrywa catla
powierzchni¢ wirionu, podczas gdy biatko VP4 tworzy na jego powierzchni
»Kkolcowate” wypustki. Obydwa biatka posiadaja zdolnos¢ wiazania z
receptorem na powierzchni komorki 1 umozliwiaja wnikanie wirusa do jej
wnetrza [47,48,84].

Oprocz biatek strukturalnych wchodzacych w sklad wirionu, w
zakazonej komorce powstajg takze biatka niestrukturalne (non structural
protein — NSP), ktoérych nie stwierdza si¢ w dojrzalej czasteczce wirusa.
Dotychczas opisano pigc takich biatek: NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 i NSP5, co
do ktorych uwaza sig, ze spelniajg wazna role w cyklu replikacyjnym wiruséw
[48]. Najlepiej poznane jest dziatanie NSP4, ktora umozliwia przedostawanie
si¢ nowopowstalej, dwuwarstwowej czasteczki wirusa do retikulum
endoplazmatycznego. Ekspresja NSP4 powoduje takze wzrost stgzenia jonow
wapnia w cytoplazmie zakazonych komorek, co wplywa na dojrzewania
czasteczek rotawirusa oraz przyczynia si¢ do rozpadu komorki z uwalnianiem
wirionow do otoczenia. Wykazano, ze u zwierzat NSP4 ma dzialanie

enterotoksyny i nasila mechanizm sekrecyjny biegunki [170].

2.2. Epidemiologia zakazen wywolanych przez rotawirusy i aspekty

zdrowia publicznego

Biegunka spowodowana przez rotawirusy grupy A jest jedng z
najczestszych przyczyn hospitalizacji, zwlaszcza u niemowlat do 24. miesigca
zycia, z powodu ostrych zespoléw biegunkowych [11,40,50,54,79]. W
zaleznoSci od badanej populacji i stosowanych metod, HRV wykrywano u

25-74% dzieci hospitalizowanych z powodu ostrej biegunki [58,89,97,113].
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Wyniki badania wieloosrodkowego potwierdzily, ze takze w Polsce biegunki
rotawirusowe s3 powaznym problemem u dzieci do 5. roku zycia, stanowiac
43% wskazan do hospitalizacji z powodu ostrych zespolow biegunkowych
[113]. W krajach uprzemystowionych o klimacie umiarkowanym stwierdza si¢
charakterystyczna sezonowos$¢ zachorowan spowodowanych zakazeniem
rotawirusowym, ze szczytem przypadajacym na chlodne miesiace roku
[11,40,54,79,113]. Przebieg ostrej biegunki rotawirusowej u niektérych dzieci
jest bardzo burzliwy. Dotyczy to zwlaszcza najmiodszych dzieci, ponizej 2.
roku zycia, ktore s3 takze obciazone najwigkszym ryzykiem wystapienia
powikian w przebiegu choroby. Szczyt zachorowan na biegunke rotawirusowa

przypada pomig¢dzy 6. i 24. miesigcem ycia [172].

Leczenie szpitalne dzieci chorych na ostra biegunke stanowi olbrzymi
problem ekonomiczny. Przeprowadzone w latach 1994-1996 badanie
wieloosrodkowe wykazalo, ze w Polsce sredni czas hospitalizacji dziecka z
biegunka rotawirusowa wynosit 9,8 dni, a koszt leczenia jednego epizodu
oszacowano na 1258 PLN [113]. W niektorych krajach az 75% wydatkow na
leczenie biegunki rotawirusowej stanowil koszt pobytu w szpitalu [11].
Wynika z tego, ze wprowadzenie lekow skracajacych czas trwania ostrej
biegunki rotawirusowej, a tym samym czas hospitalizacji z jej powodu,
mogloby przynies¢ wymierne korzysci ekonomiczne w postaci obnizenia

kosztow leczenia szpitalnego.

Skuteczne leczenie wspomagajace epizodu biegunkowego mogloby
takze ograniczy¢ liczbe wizyt kontrolnych w gabinetach lekarskich, a skrocenie
czasu trwania choroby umozliwiloby rodzicom lub opiekunom wczesniejszy

powrot do pracy.

2.3. Objawy kliniczne zakazenia rotawirusowego u dzicci

Zakazenie rotawirusem moze mie¢ rdzne nasilenie: od postaci
subkliniczne)j, poprzez fagodna biegunke do stanow przebiegajacych z cigzkim
odwodnieniem, nierzadko stanowigcym zagrozenie zycia. U wigkszosci

chorych stwierdza si¢ podwyzszona temperatur¢ ciala, czgsto powyzej 39°C
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[135], a takze wymioty, ktore zwykle poprzedzaja wystapienie biegunki
[50,135]. Badania laboratoryjne moga ujawni¢ obecnos¢ kwasicy
metabolicznej oraz zaburzenia elektrolitowe (hipernatriemig, hipokaliemig).
Objawy ostrej infekcji rotawirusowej ustgpuja zazwyczaj w ciagu 4-10 dni
[181].

U dziecka z prawidlowa czynnoscig ukladu odpornosciowego w
przebiegu zakazenia nie dochodzi do wiremii [84], a proces infekcji ogranicza
si¢ do blony §luzowe;j jelita. U chorych z niedoborami odpornosci lub bedacych
w trakcie leczenia immunosupresyjnego zakazenie rotawirusem moze miec
przewlekly charakter, przebiega¢ z wiremia lub pod postacig cigzkiego

zakazenia prowadzacego do zgonu [53,116,177].

2.4. Odpowiedz immunologiczna na zakazenie rotawirusowe

Wigkszos¢ dzieci (0k.90%) nabywa przeciwciala przeciwko
rotawirusowi do konca 3. roku zycia [3,115,179], a ich miano, najczesciej na

skutek reinfekcji, pozostaje przez dhuzszy czas wysokie [3,119].

Badania przeprowadzone na zwierzetach i u ludzi, wykazaly ze w
nastepstwie naturalnego zakazenia rotawirusem w surowicy pojawiaja si¢
najpierw swoiste przeciwciata klasy IgM, a nastepnie IgA i IgG, zas w Swietle
jelita dominuja swoiste przeciwciala wydzielnicze klasy IgA (S-IgA)
[35,60,71,155]. Nasilenie odpowiedzi immunologicznej w postaci wzrostu
miana swoistych przeciwcial klasy IgA jest znamiennie wigksze po przebyciu
zakazenia objawowego niz bezobjawowego, podczas gdy przeciwciala
nalezace do klasy IgG nie wykazuja takiej zaleznosci [118]. Miano swoistych
przeciwcial klasy IgA i IgG w surowicy wykazuje dodatnia korelacj¢ z
odpornoscig na ponowne zakazeniem i(lub) zachorowanie [14,118], chociaz w
wigkszosci przypadkow dopiero druga infekcja, w tym takze bezobjawowa,
pozwala uzyska¢ ochronny poziom przeciwcial przeciwko cigzkim i
umiarkowanym epizodom biegunki [172]. Zdaniem innych badaczy, swoiste
przeciwciala nie chronig przed ponownym zakazeniem, a jedynie zapobiegaja

zachorowaniom o ci¢zkim przebiegu [17].
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Zakazenie rotawirusem dotyczy przede wszystkim jelita cienkiego, stad
odpowiedz na zakazenie jest zwiazana z obecnoscia przeciwcial na
powierzchni blony S$luzowej. Wzrost miana swoistych przeciwciat
wydzielniczych S-IgA w $wietle jelita jest czulym wskaznikiem przebycia
zakazenia pierwotnego lub reinfekcji, nawet o przebiegu subklinicznym
[32,33,105]. Ponadto utrzymywanie si¢ podwyzszonego miana S-IgA (S-IgA-
plateau) zabezpiecza przed ponownym zakazeniem i wystapieniem objawow
choroby [32,105,107]. Podobne dziatanie wykazuja nabyte biernie swoiste
przeciwciata wydzielnicze, np. u niemowlat karmionych piersig [124]. Miano
przeciwcial wydzielniczych w stolcu dobrze koreluje z obecnoscia swoistych
przeciwcial wydzielniczych w s$wietle jelita cienkiego[60]. Stwierdzono
rowniez dodatnig korelacje pomiedzy mianem swoistych IgA w surowicy i

poziomem tych przeciwciat w stolcu [13].

2.5. Leczenie i zapobieganie biegunkom rotawirusowym

Leczenie biegunki wywolanej przez rotawirusy polega przede
wszystkim na uzupelnieniu ptynéw i elektrolitow droga doustna za pomoca
DPN oraz wczesnej realimentacji [144]. Zgodnie z zaleceniami Grupy
Roboczej ds. Ostrej Biegunki ESPGHAN oraz Sekcji ds. Ostrej Biegunki
PTGHZD niezwlocznie po skutecznym uzupelnieniu niedoborow wody (faza
rehydratacji) wskazany jest powrdt do sposobu zywienia sprzed epizodu
choroby [166,175]. Niekiedy nasilenie biegunki, a zwlaszcza duza
intensywno$s¢ wymiotow, uniemozliwiaja skuteczne nawodnienie droga
doustna. Zachodzi wowczas konieczno$¢ nawadniania pozajelitowego, co
stanowi glowna przyczyne leczenia szpitalnego chorych dzieci. Uzupelnienie
niedoboru wody i elektrolitow skutecznie zapobiega cigzkim powiklaniom
biegunki, jednak nie zmniejsza nasilenia choroby (w tym liczby biegunkowych

stolcow i czestotliwosci wyproznien) i nie skraca czasu jej trwania.

Jak dotad nie dysponujemy mozliwoscia stosowania przyczynowego
leczenia ostrej biegunki rotawirusowej. Wynikiem wieloletnich badan z

zakresu swoistej profilaktyki czynnej bylo opracowanie szczepionki (RRV-
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TV), stanowiacej skuteczna ochrone przed zachorowaniem na biegunke
rotawirusowg o cigzkim przebiegu [55,85,131,160,173]. Wprowadzona w USA
do sprzedazy, zostala jednak po kilku miesiacach wycofana z uwagi na
zwigkszenie ryzyka wystapienia wglobienia jelitowo-jelitowego po pierwszej
dawce szczepionki [114]. Podejmowane sg takze proby stosowania gotowych,
swoistych przeciwcial (hiperimmunizowanej siary bydlecej [120,146], zoltka
jaja kurzego [145,178] czy ludzkiej gammaglobuliny [12,63]), zarowno w
leczeniu, jak i profilaktyce ostrej biegunki rotawirusowej, jednak wyniki tych
interwencji sa niejednoznaczne. Stwierdzono takze, ze wylaczne karmienie
piersia niemowlat zmniejsza ryzyko, choé¢ nie zapobiega catkowicie
zachorowaniom na biegunke rotawirusowg o cigzkim przebiegu u dzieci <2.
roku zycia [27]. Dzialanie to moze by¢ spowodowane biernym nabywaniem od
matki swoistych przeciwcial lub tez wplywem karmienia piersia na rozwoj

korzystnej flory bakteryjnej (LAB) w przewodzie pokarmowym niemowlecia.

2.6. Definicja probiotykow

Historia probiotykoéw sigga zamierzchlych czasow, czyli okresu gdy
ludzie zaczgli spozywac¢ produkty pochodzace z fermentacji mleka. Korzystny
wplyw tego rodzaju pokarmu na zdrowie czlowieka zaobserwowano zanim
jeszcze zidentyfikowano szczepy bakterii odpowiedzialne za ten stan. Ponad
100 lat temu Ilia Miecznikow jako pierwszy powiazat dlugowiecznos$¢ i dobry
stan zdrowia gorali kaukaskich z faktem systematycznego spozywania przez
nich produktéw mlecznych poddanych fermentacji, a wyniki swoich

obserwacji opublikowal w czasopismie naukowym [108].

Stowo ,,probiotyk” pochodzi od greckiego ,npds fiog” 1 oznacza ,dla
zycia”. Klasyczna definicja podana w 1989 roku przez Fullera okresla mianem
probiotykéw zywe drobnoustroje, dodawane lub wchodzace w skiad
pozywienia, ktore wywieraja dobroczynny wplyw na stan zdrowia gospodarza
poprzez modyfikowanie rownowagi mikrobiologicznej] w jego przewodzie
pokarmowym [51,52,142]. Ostatnio Scherezenmeir i De Vrese zaproponowali

modyfikacj¢ tej definicji, tak by mianem probiotykow okreslic preparaty lub
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produkty, ktore zawieraja okreslona, odpowiednio duza ilos¢ zywych
drobnoustrojow 1 korzystnie (poprzez zaszczepienie lub kolonizacjg¢) wptywaja

na mikroflor¢ gospodarza [150].

Drobnoustroje probiotyczne stosowane u ludzi powinny spelniaé

nastepujace wymagania [138]:
1. pochodzi¢ mikroflory organizmu zdrowego cztowieka,

2. posiada¢ SciSle okreslona przynaleznos¢ rodzajowa 1 gatunkowa,

zdefiniowana w oparciu o metody biologii molekularnej;
3. wykazywa¢ odporno$é na dziatanie soku zotadkowego i soli zélciowych;

4. posiada¢ okreslone wiasciwosci powierzchniowe i adherencyjne okreslone

na podstawie badan in vitro w hodowli tkankowe;j;

5. wykazywaé¢ aktywno$¢ antagonistycznag wobec typowych patogenow

przewodu pokarmowego;

6. potwierdzaé  swoje  dzialanie = probiotyczne w  prawidlowo
przeprowadzonych  badaniach klinicznych (randomizacja, metoda

podwdjnie slepej proby z placebo).

Do drobnoustrojow probiotycznych, ktore moga wykazywaé wilasciwosci
lecznicze naleza bakterie z rodzaju Lactobacillus, Bifidobacterium i
Enterococcus oraz drozdzaki z rodzaju Saccharomyces. Jednak, jak dotad,
dobrze scharakteryzowano zaledwie kilkanascie szczepow probiotycznych.
Szczepy probiotykow, ktorych skutecznosé w leczeniu lub profilaktyce ostrej
biegunki potwierdzono w badaniach klinicznych z randomizacja, zestawiono w

tabeli 1.

Wszystkie szczepy probiotyczne stosowane do leczenia powinny byé
calkowicie bezpieczne. Powszechnie uwaza si¢, ze szczepy Bifidobacterium i
Lactobacillus, wchodzace w sklad prawidiowej mikroflory przewodu
pokarmowego zdrowego czlowieka, nie stanowia zagrozenia, 0 czym moze
$wiadczy¢ rowniez ich wieloletnie stosowanie [159]. W badaniach duzej
populacji ludzi w Finlandii nie stwierdzono dziatan niepozadanych zwiazanych

ze stosowaniem Lactobacillus GG [148]. Istnieja pojedyncze doniesienia
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kazuistyczne opisujace zapalenie wsierdzia czy posocznic¢ wywolang przez

nieprobiotyczny szczep Lactobacillus [6,8].

Tabela 1. Szczepy probiotyczne, ktérych skutecznos$¢ w leczeniu lub
profilaktyce ostrej biegunki potwierdzono w badaniach z randomizacjg

Nazwa szczepu Dzialanie udowodnione w badaniach

klinicznych

Lactobacillus rhamnosus GG skraca czas trwania i fagodzi biegunke
(ATCC 53103) HRYV [75,76,81,153], zapobiega
szpitalnym zakazeniom HRV [165],
zwigksza wytwarzanie swoistych

przeciwciatl kl. IgA przeciw HRV [81]

Lactobacillus acidophilus LB skraca czas trwania ostrej biegunki
[157]
Lactobacillus reuteri skraca czas i fagodzi przebieg ostrej

biegunki, zwlaszcza o etiologii HRV

[151,152]
Streptococcus thermophilus i zapobieganie szpitalnym biegunkom
Bifidobacterium bifidum rotawirusowym [140]
Saccharomyces boulardii nawroty zapalenia jelita wywotanego

przez C. difficile [106], skraca czas

trwania ostrej biegunki [23]
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2.7. Rola probiotykéw w ksztaltowaniu skladu flory przewodu

pokarmowego

Przewod pokarmowy noworodka jest jalowy. Niemal bezposrednio po
porodzie nastgpuje jego kolonizacja, pierwotnie przez flore bakteryjna
pochodzaca z pochwy i przewodu pokarmowego matki, a nastgpnie przez
bakterie pochodzace ze srodowiska zewnetrznego [61].. Przewo6d pokarmowy
ulega szybszej kolonizacji u dziecka urodzonego sitami natury niz przez cigcie
cesarskie [61,90]. Mikroflora przewodu pokarmowego matych dzieci rozni si¢
od stwierdzanej u oso6b dorostych [65]. Wykazano rowniez réznice w skladzie
mikroflory przewodu pokarmowego niemowlat karmionych pokarmem matki i
dzieci zywionych mieszankami przemystowymi. Podczas gdy u pierwszych
dominuja drobnoustroje nalezace do rodzaju Bifidobacterium lub - rzadziej -
Lactobacillus, u drugich czeséciej stwierdza si¢ Enferobacteriaceae lub
Bacteroides [70,180]. Stopniowo, wraz ze zmiang diety [158], dochodzi do
ustabilizowania si¢ populacji drobnoustrojow, ktoére na stale zamieszkuja
przewdd pokarmowy zdrowego czlowieka. W przewazajacej liczbie sg to
bakterie beztlenowe, nalezace do rodzajow: Bacteroides, FEubacterium,
Bifidobacterium, oraz ziarenkowce Gram-dodatnie (Pepfococcus i
Peptostreptococcus), a takze Clostridium, Enterococcus i1 Fusobacterium
[159]. Prawidiowa flora jelitowa wraz ze zdrowa blona sluzowg jelita tworza
barier¢ ochronng zabezpieczajaca przewod pokarmowy przed osiedlaniem sig i
nadmierng proliferacja chorobotworczych drobnoustrojéw, dziataniem

szkodliwych czynnikéw chemicznych oraz antygenéw pokarmowych.

Raz uksztaltowang flore przewodu pokarmowego stosunkowo trudno
jest zmieni¢ lub zmodyfikowaé. Wigkszos¢ bakterii spozywanych w
codziennej diecie jest wydalana ze stolcem. Sklad stalej flory jelitowej moze
ulega¢ przejsciowym zmianom - niekorzystnym pod wplywem stosowania
antybiotykow lub na skutek zakazen, stresu, zmiany diety lub klimatu, badz tez
korzystnym po spozyciu pozadanych gatunkoéw bakterii [9,92]. Nie ulega

watpliwosci, ze prawidlowa mikroflora przewodu pokarmowego odgrywa
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istotng rol¢ w ochronie przewodu pokarmowego przed dzialaniem

drobnoustrojow chorobotworczych [147,159,169].

Mechanizm korzystnego dzialania probiotykow w profilaktyce i
leczeniu ostrej biegunki nie zostal jeszcze w pelni wyjasniony. Bakterie
probiotyczne posiadaja zdolno$¢ wytwarzania wielu aktywnych substancji
(kwasy organiczne, bakteriocyny, lantybiotyki, nadtlenek wodoru) dziatajacych
antagonistycznie w stosunku do bakterii chorobotworczych [77,88,156].
Probiotyki mogg takze wspolzawodniczyé z wirusami i bakteriami
chorobotworczymi o miejsca wiazace na komorkach nablonka jelitowego i w
ten sposob zapobiega¢ zakazeniom [28,29,44,45]. Nie bez znaczenia jest takze
wspolzawodnictwo o  sktadniki odzywcze potrzebne do  wzrostu

drobnoustrojow chorobotworczych oraz stymulacja ukfadu immunologicznego.

Wiele z przeprowadzonych badan miato na celu ocen¢ skutecznosci
okreslonych probiotykow w leczeniu biegunek, zwlaszcza Dbiegunki
spowodowanej zakaZeniem rotawirusem oraz profilaktyce biegunki zwiazane;j
ze stosowaniem antybiotykow i biegunki podréznych [2]. W tym ostatnim
przypadku wyniki badan nie sg jednoznaczne i wydaje sig, ze duze znaczenie
oprocz wyboru wlasciwego szczepu probiotycznego ma rowniez miejsce
podrozy i endemiczny w danym regionie czynnik etiologiczny zakazen
jelitowych [117,126].

We wspomagajacym leczeniu ostrej biegunki rotawirusowej oprocz L.
rhamnosus GG [62,125] skuteczne okazaly si¢ takze takie probiotyki, jak
Lactobacillus acidophilus LB [157] i Lactobacillus reuteri [151,152]. U dzieci,
L. rhamnosus GG nie zmienial przebiegu biegunki o potwierdzonej etiologii

bakteryjnej w poréwnaniu z placebo [62, 153].

2.8. Oddzialywanie probiotykéw na uklad immunologiczny

W przewodzie pokarmowym, a zwlaszcza w jelicie cienkim cziowieka
miesci si¢ duza czes¢ ukladu immunologicznego — tkanka limfatyczna bion
sluzowych jelita (GALT - gut-associated lymphoid tissue). Podstawowym

zadaniem limfocytow ukladu pokarmowego jest modyfikacja odpowiedzi
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immunologicznej na antygeny dostajace si¢ do $wiatla jelit oraz wytwarzanie
IgA, ktore wydzielane sa do przewodu pokarmowego, gdzie dziatajg obronnie
przeciwko drobnoustrojom [91]. Wydaje si¢, ze niektore probiotyki moga
nieswoiscie stymulowa¢ ukiad immunologiczny i w efekcie powodowaé
nasilenie odpowiedzi immunologicznej przeciwko réznym antygenom.
Podawanie Lactobacillus GG dzieciom chorym na chorobe Crohna zwigkszato
wytwarzanie IgA przeciwko biatkom mleka krowiego [100]. U myszy
podawanie Bifidobacterium longum stymuluje wytwarzanie swoistych
wydzielniczych przeciwcial klasy IgA przeciwko B-laktoglobulinie, dzigki
czemu ogranicza penetracj¢ niestrawionych antygenow pokarmowych przez
blone §luzowa do krwi [168]. W odniesieniu do Lactobacillus rhamnosus GG
wykazano, ze wplywa on na zmniejszenie st¢zenia TNF w kale u niemowlat
chorych na atopowe zapalenie skory z alergig na biatka mleka krowiego [98],
stymuluje zwigkszone wytwarzanie IL-10 u dzieci z roznymi postaciami alergii
[123], oraz dzigki wlasciwosciom immunomodulujacym skutecznie zapobiega
chorobom atopowym u dzieci z grup zwigkszonego ryzyka [82]. U dorostych
ochotnikow podawanie fermentowanych produktow mlecznych zawierajacych
Lactobacillus acidophilus Lal 1 Bifidobacterium Bbl2 nasilalo swoista
odpowiedz humoralng (zwigkszenie miana swoistych IgA w surowicy) na
zakazenie S. typhi [95]. Podawanie w diecie Bifidobacterium lactis HNO19
stymulowalo immunologiczng odpowiedz komorkowa [24]. W badaniach in
vitro dotyczacych 10 roznych szczepow LAB stwierdzono, ze niektore sposrod
nich (L. rhamnosus E509 i E522 oraz B. animalis E508) zwigkszaja produkcje
TNF-a i IL-6, a tym samym stymuluja nieswoista odpowiedZ immunologiczna
[110].

W innych badaniach oceniajacych wptyw Lactobacillus casei Shirota
[161], Lactobacillus acidophilus i1 Bifidobacterium bifidum [41] na odpowiedz
immunologiczna u zdrowych ochotnikow nie wykazano zadnego lub tylko

nieznaczne dzialanie stymulujace.

Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan nie s3 jednoznaczne i
moga sugerowaé, ze nie kazdy ze szczepéw uznawanych za probiotyczne ma

wplyw na uklad immunologiczny. Znacznie lepiej poznany jest wplyw
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niektérych  probiotykow na odpowiedz immunologiczng przeciwko

rotawirusom (patrz 2.8).

2.9. Wyniki badan nad rolg probiotykéw w biegunce rotawirusowe;j

Liczne badania z uzyciem probiotykow dotycza ich dzialania w
biegunce wywolanej rotawirusem. Szczepem o najlepiej, jak dotad,
udokumentowanej skutecznos$ci klinicznej w ostrej biegunce rotawirusowej u
niemowlat 1 dzieci jest Lactobacillus rhamnosus szczep GG (ATCC 53013).
Udowodniono, ze podawanie tego probiotyku skraca czas trwania biegunki
[75,76,81,95,153,168] nawet o 24,8 godzin [95% CI, -31,8 do -17,9] [167] u
dzieci hospitalizowanych z powodu biegunki rotawirusowej oraz u leczonych
doustnymi plynami nawadniajacymi w domu [64]. Europejskie badanie
wieloosrodkowe przeprowadzone pod patronatem ESPGHAN takze
potwierdzito korzystny wplyw Lactobacillus rhamnosus GG na przebieg
biegunki rotawirusowej [62]. Dziatanie to obejmuje nie tylko skrocenie czasu
trwania biegunki, ale takze zmniejsza ryzyko przedluzania si¢ epizodu i
wplywa na wczesniejsze zakonczenie leczenia szpitalnego. Podawanie tego
probiotyku nasila takze odpowiedz immunologiczng na zakazenie
rotawirusowe [99].

Stwierdzono, ze podawanie Lactobacillus rhamnosus GG znamiennie
zwigksza nasilenie nieswoistej odpowiedzi humoralnej w ostrej fazie choroby,
poprzez zwigkszenie liczby komorek wydzielajacych immunoglobuliny, oraz
wplywa na utrzymywanie si¢ przez dluzszy czas duzej liczby komorek
wydzielajacych swoiste przeciwciala klasy IgA [81].

W badaniach z uzyciem placebo wykazano, ze st¢zenie swoistych
przeciwcial IgA przeciwko rotawirusom zwigkszalo si¢ znamiennie u dzieci
leczonych probiotykami w porownaniu do chorych z grupy kontrolnej
[81,168,95]. Ponadto wykazano, ze u dzieci szczepionych przeciwko
rotawirusom, ktére rownoczesnie otrzymywaly Lactobacillus GG, miano
swoistych przeciwcial przeciwko rotawirusom bylo znamiennie wigksze niz w
grupie kontrolnej [74]. Dzialanie probiotyczne w biegunce rotawirusowe;j

wykazuje takze Lactobacillus reuteri [151,152].
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Niektore szczepy probiotyczne znalazly rowniez zastosowanie w
profilaktyce biegunki rotawirusowej w grupie ryzyka, jaka sa niemowleta
przyjmowane do szpitala. Wykazano, ze podawanie takim dzieciom
L.rhamnosus GG [165] lub B. bifidum i S. thermophilus zmniejszato ryzyko
szpitalnej biegunki rotawirusowej [140].

W prawidlowo zaplanowanych badaniach klinicznych, jak dotad,
oceniono skuteczno$¢ zaledwie kilku preparatow probiotycznych w leczeniu
ostrej biegunki u dzieci [21,23,62,75,81,151,152,153,157] Niestety, niemal
zaden z badanych szczepow, a przede wszystkim L. rhamnosus GG, ktorego
skuteczno$¢ potwierdzono w sposob powtarzalny, nie jest dostepny w Polsce
(wyjatkiem jest S. boulardii, ktory oceniono jednak tylko w jednym badaniu
obejmujacym dzieci [23]). Probiotyki stanowia atrakcyjna metode leczenia
ostrej biegunki, bo sa bezpieczne i — w porownaniu z innymi preparatami (np.

doustnymi immunoglobulinami) — stosunkowo niedrogie.

2.10 Charakterystyka preparatu Lactobif®

Lactobif® (produkowany w Wytworni Surowic i Szczepionek Biomed w
Krakowie) jest zarejestrowanym w Polsce preparatem bakteryjnym,
dopuszczonym na podstawie zezwolenia Ministerstwa Zdrowia i Opieki
Spotecznej nr 794/S/5.11.73 r. do stosowania w leczeniu réznych zespotow
biegunkowych u niemowlat i dzieci. Preparat odpowiada Normie Jako$ciowej
Producenta nr ZN-BK/MZiOS/1/98.

Szczep bakterii znajdujacych si¢ w preparacie Lactobif® wyizolowano
ponad 30 lat temu z przewodu pokarmowego zdrowego noworodka i wiaczono
do kolekcji PZH w 1972 r pod numerem 352. Dostgpnymi woéwczas metodami,
na podstawie cech morfologicznych, szczep zidentyfikowano jako
Bifidobacterium bifidum. ldentyfikacj¢ przeprowadzono takze w 1972 r w
Instytucie Mikrobiologii AM w Krakowie, stwierdzajac ze cechy
morfologiczne i wlasciwosci biochemiczne badanego gatunku bakterii
odpowiadaja opisom Bifidobacterium bifidum podanym w: ,Bergey’s Manual

of Determinative Bacteriology” (VII ed, Williams and Wilkins, Baltimore,
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1957: 545-546) i ,,Identification Methods for Microbiologists” (Part A, Gibbs
BM, Skinner FA; ed Academic Press, London and New York 1966: 72).
Producent gwarantuje, ze od momentu wprowadzenia szczepu do produkgji,
jego rodowod nie ulegt zmianie [43]. Niemniej, przeprowadzona w drugiej
polowie 2001 roku przez dr hab. Jacka Bardowskiego z Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN w Warszawie, analiza mikrobiologiczna i genetyczna szczepu
uzywanego do wytwarzania preparatu Lactobif®, wykazala, ze ustalona metoda
PCR sekwencja DNA (o dlugosci 1254 par zasad) odpowiada szczepowi

Bifidobacterium ruminantium [7].

W S$wietle ostatnich badan nalezy uznaé, ze 1 ampulka preparatu
Lactobif® zawiera liofilizowana zawiesing pateczek Bifidobacterium
ruminantium. Liczba zywych komorek zdolnych do tworzenia kolonii (CFU-
colony forming unif) mieéci si¢ w granicach 10°-10° komérek w 1 ampulce.
Preparat wystepuje w postaci liofilizowanej substancji bezpostaciowej lub
krystaliczno-igietkowatej. Sucha masa posiada kolor biaty lub kremowy i jest
fatwo rozpuszczalna w wodzie. Zgodnie z zaleceniami producenta preparat
przechowuje si¢ w temperaturze +2 do +8 °C, a przed podaniem rozpuszcza w

chlodnej przegotowanej wodzie [43].



3. UZASADNIENIE I CELE PRACY

Liczne badania kliniczne dotyczace probiotykow koncentruja si¢ na
pewnej niewielkiej grupie szczepéow LAB i Saccharomyces bulardii oraz
dotycza wybranych choréb [75,140,152,157,176]. Podkresla sig, ze
uzyskiwane wyniki badan sa swoiste zarobwno dla okreslonego szczepu jak i
badanej choroby. |

Dotychczas w leczeniu ostrej biegunki najlepiej udokumentowano
skuteczno$¢ Lactobacillus rhamnosus GG, zwlaszcza w zakazeniach
wywolanych rotawirusem [64,95,153]. Szczep ten jednak nie jest dostgpny w
Polsce, gdzie 70% lekarzy czegsto siega po inne probiotyki [164]. Niestety, w
stosunku do wigkszosci z nich (wyjatek stanowi Enterol zawierajacy
Saccharomyces bulardii) nie przeprowadzono jak dotad prawidlowo
zaplanowanych badan klinicznych, ktorych wyniki stanowityby wiarygodna
podstawe do stosowania tych preparatow. Istnieje wigc koniecznos¢ dokonania
takiej oceny, gdyz stosowanie preparatow nieskutecznych zwigksza jedynie
koszt terapii.

Lactobif® zostat wybrany jako jeden z probiotykéw od dawna dostepny
w polskich aptekach, a wigc potencjalnie zalecany przez lekarzy i stosowany

przez pacjentow.
Celem badania byta:

1. ocena skutecznosci preparatu Lactobif® w leczeniu ostrej biegunki
rotawirusowej u dzieci do 24. miesiaca zycia, a szczegolnie wpltywu na czas jej
trwania (pierwotny punkt koncowy);,

2. ocena wplywu preparatu Lactobif® na nasilenie ostrej biegunki
rotawirusowej u badanych dzieci;

3. ocena wplywu preparatu Lactobif® na stezenie swoistych' przeciwciat
przeciwko rotawirusom w klasie IgG i1 IgA w surowicy u badanych dzieci w

fazie rekonwalescencji po biegunce rotawirusowe;.
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4. MATERIAL I METODY

Badanie przeprowadzono w Klinice Pediatrii, Gastroenterologii i
Zywienia' Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego (CMUJ) w
Krakowie w okresie od stycznia 1999 r. do czerwca 2001 r. Przed
rozpoczeciem badania protokot kliniczny uzyskal akceptacje Stalej Komisji
Etycznej ds. Badan Klinicznych Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego® (opinia nr KE/98/08/B/204 z dn. 02.10.1998).

4.1. Badana populacja dzieci

Badaniem objg¢to dzieci hospitalizowane w Oddziale Niemowlecym
Kliniki Pediatrii, Gastroenterologii i Zywienia CMUJ, w wieku od 4. tygodnia
do 24. miesiaca, u ktorych rozpoznano ostra biegunke wywotang zakazeniem
HRYV. Podstawa wstgpnego rozpoznania biegunki rotawirusowej byl dodatni
wynik badania stolca na obecnos¢ antygenow HRYV, ktory wykonywano na
oddziale za pomocy testu lateksowego Slidex Rota-Kit 2 (bioMérieux, Lyon,
Francja). Rozpoznanie weryfikowano nastgpnie metoda immunoenzymatyczng
(ELISA) za pomoca gotowych zestawéw do oznaczania antygenu HRYV:
IDEA™ Rotavirus (DACO Diagnostic Ltd., Ely, Cambridgshire, UK) [128]. U
wszystkich badanych dzieci wykluczono zakazenie pateczkami: Salmonella i
Shigella na podstawie wyniku posiewu stolca na podiozach selektywnych
[podioza stale do hodowli Shigella 1 Salmonella, Wytwornia Surowic i
Szczepionek w Warszawie]. Do badania zakwalifikowano tylko te dzieci,
ktorych rodzice lub opickunowie, po uzyskaniu wyczerpujacych informacji o
celu i sposobie prowadzenia badania klinicznego, wyrazili pisemna zgodg na

udziat ich dzieci w projekcie badawczym.

Podczas trwania badania, z diety dziecka wykluczano produkty
pochodzace ze sfermentowanego mleka (jogurt, kefir, itp.), jak rowniez nie

podawano innych preparatow o wiasciwosciach probiotycznych.

! do lutego 1999 pod nazwq 11 Klinika Choréb Dzicci Collegium Medicum UJ
! od. 2000 roku: Komisja Bioctyczna Uniwersytetu Jagicllonskicgo
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Kryteria wlaczenia dzieci do badania:

e wiek od 4. tygodnia do ukoriczenia 2. roku zZycia;

e ostra biegunka definiowana jako wystapienie przynajmniej 3 stolcow
biegunkowych w ciggu 24 godzin poprzedzajacych zakwalifikowanie do
badania;

e potwierdzona etiologia rotawirusowa — na podstawie wykrycia antygenu
HRV w stolcu (ELISA);

e biegunka trwajaca nie dluzej niz 48. godzin przed rozpoczeciem

interwencji

(tzn. przed podaniem pierwszej dawki preparatu).

Kryteria wykluczajgce dziecko z udzialu w badaniu obejmowaly:

e wiek powyzej 24 miesigey;

¢ inna niz rotawirusowa etiologia biegunki;

e dzieci, u ktorych oprocz antygenu HRV w stolcu stwierdzono rowniez
patogenne bakterie jelitowe (Salmonella, Shigella, E.coli patogenne i in.);

¢ udowodnione zespoly zaburzen wchlaniania (w tym celiakia) oraz
przewlekte nieswoiste zapalenie jelit;

¢ leczenie antybiotykiem;

¢ karmienie wylacznie piersia;

e potwierdzone niedobory odpornosci 1 leczenie immunosupresyjne;

e podawanie glikokortykosteroidéw dtuzej niz 5 dni w dawce >2 mg/kg mc
(w przeliczeniu na prednizon);

e brak zgody rodzicow lub opiekunéw na udzial dziecka w badaniu.



4.2, Obliczenie wielkosci proby

Za pierwotny punkt koncowy badania przyjeto czas trwania biegunki.
Uznano, ze minimalny, istotny dla lekarza i chorego czas skrocenia biegunki
wynosi 24 godziny. Takg réznice wykazano w prawidiowo przeprowadzonych
badaniach oceniajacych skuteczno$¢ probiotykéw w leczeniu ostrej biegunki
[75,81]. Do obliczenia wielkosci proby zastosowano test T dla zmiennych
niepowiazanych  (porownanie  $rednich)  korzystajac z  programu
komputerowego StatsDirect (wersja 1.9.14, Camcode, UK). Przy randomizacji
1:1 i zalozeniu, ze roznica miedzy badanymi grupami wynosi 24 godziny
(odchylenie standardowe [SD]: 30 h), przyjmujac mozliwos¢ popetnienia biedu
B = 20% (moc 80%) i a = 5% obliczono, ze do kazdej z grup nalezy
zakwalifikowaé przynajmniej 26 dzieci. Po uwzglednieniu, ze okolo 15% z
nich moze nie ukonczy¢ badania zaplanowano, ze minimalna liczebnos$¢ kazdej

z grup powinna wynosi¢ po 30 chorych.

4.3. Metoda badania

Badanie przeprowadzono z randomizacja, metoda podwojnie S$lepej
proby z uzyciem placebo. List¢ randomizacyjng utworzyla osoba niezalezna,
niezwigzana z badaniem przy pomocy standardowej funkcji pakietu
statystycznego Statistica Pl. V.5.0. Obie kopie listy zostaly umieszczone w
zalepionych kopertach. Jedna otrzymata Wytwornia Surowic i Szczepionek
Biomed w Krakowie, natomiast druga lista pozostala zabezpieczona do
momentu zakonczenia badania i wykonania wszystkich oznaczen.

Dzieci zakwalifikowane do badania otrzymywaly preparat zgodnie z
kolejnoscia numeracji, co po rozkodowaniu badania pozwolilo dokonaé
podziatu na 2 grupy: I — eksperymentalng (otrzymujaca Lactobif®); 11 —
kontrolna (otrzymujaca placebo).

Za gléwny punkt koncowy badania uznano oceng czasu trwania
biegunki. Jako hipotez¢ badawcza przyjeto zalozenie, ze podawanie preparatu

Lactobif® dzieciom w wieku od 4. tygodnia do 24. miesiaca zycia chorym na
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ostrg biegunke o etiologii rotawirusowej skraca czas jej trwania przynajmniej o

24 godziny.

Do wtdrnych punktow koncowych zaliczono:

e biegunke trwajaca >72 godzin od rozpoczecia interwencii;

e wymioty utrzymujace si¢ >24 godzin od rozpoczecia interwencji;

e biegunke trwajaca >7 dni od czasu pojawienia sie pierwszych objawow;

¢ nasilenie biegunki,

e zmiang stezenia swoistych przeciwciat klasie IgG i IgA przeciwko HRV w
surowicy w okresie rekonwalescencji (3-4 tygodni po zakwalifikowaniu do

badania) w stosunku do stezenia w ostrej fazie choroby;

e wystapienie dziatan niepozadanych.

4.4. Opis interwencji oraz charakterystyka aktywnego preparatu i placebo

Dzieci losowo zakwalifikowano do jednej z 2 grup, w ktoérych oprocz
standardowego leczenia biegunki podawano doustnie 2 razy dziennie przez 5
dni: (1) Lactobif® lub (2) placebo. Preparat przed podaniem rozpuszczano w 3

ml wody.

Placebo stanowit nosnik mleczny stosowany do zawieszenia paleczek
Bifidobacterium ruminantium. Wyglad makroskopowy badanego preparatu i
plecebo byl identyczny. Amputki zawierajace Lactobif® i placebo zostaly
przygotowane przez producenta (Wytwornia Surowic i Szczepionek Biomed w
Krakowie). Dla kazdego dziecka przygotowano w oddzielnym opakowaniu
komplet ampulek na calq kuracjg, ktory dodatkowo zawieral 5 zapasowych
amputek. Amputki oznaczono nazwa badania i kodem liczbowym z listy
randomizacyjnej. Opakowanie zewnetrzne (bialy kartonik) opatrzono nalepka z
adnotacja: etykieta zastgpcza oraz numerem badania i kodem liczbowym
(ryc.1). Puste ampuiki zwracano osobie prowadzacej badanie, co umozliwiato

dodatkowa kontrole dawkowania preparatu u zakwalifikowanych chorych.
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Ryc.1. Zdjgcie przedstawiajace preparat ,Lactobif” (Bifidobacterium
ruminantium lub placebo) przygotowany do potrzeb badania

4.5. Plan badania

Niezwlocznie po przyjeciu chorego dziecka na oddziat oceniano stopien
odwodnienia (wg skali klinicznej WHO [132]) i jego mase ciata. Po okresie
rehydratacji (stosowanie DPN lub nawadnianie dozylne) rozpoczynano faze
realimentacji w oparciu o diet¢ stosowana przed epizodem biegunki (wg
zalecen ESPGAN [144,175]), kontynuujac za pomoca nawadniania dozylnego
lub doustnego uzupelnianie biezacej utraty wody 1 elektrolitow z
biegunkowymi stolcami.

Przed podaniem pierwszej dawki preparatu Lactobif® lub placebo
pobierano 1,5 ml krwi (probka 1.) w celu oznaczenia miana swoistych
przeciwcial anty-HRV klasy IgG i IgA w surowicy. Ponadto pobierano I
probke stolca w celu hodowli Bifidobacterium ruminantium (potwierdzenie
obecnosci zywych drobnoustrojow probiotycznych w jelicie).

Kolejne probki stolca do hodowli pobierano w nastgpujacych przedziatach
czasowych:

e 24-32 godzin po podaniu 1. dawki preparatu (probka II.),
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e w 3. dobie stosowania preparatu (probka IIL);

e 5.dni po rozpoczeciu stosowania preparatu - zakonczenie petnej kuracji
(probka IV.);

e 3-6tygodni po zakonczeniu podawania preparatu - wizyta kontrolna
(probka V ; tab. 2.)

Wyniki hodowli probek II — IV mialy stanowi¢ dowdd na zdolnosci

przetrwania badanego szczepu bakterii w przewodzie pokarmowym. Natomiast

wynik hodowli z probki V. przemawial by za zdolnoscig (lub jej brakiem)

badanego szczepu Bifidobacterium do dlugotrwalej kolonizacji przewodu

pokarmowego.

Po 3-6 tygodniach od zakonczenia podawania preparatu dzieci
zglaszaly si¢ do kontroli w ambulatorium. Rodzicow proszono, by dzien
wczeéniej pobrali probki stolca do otrzymanego zestawu transportowego. W
trakcie wizyty kontrolowano mase ciata oraz og6lny stan zdrowia dziecka, a
takze pobierano 1,5 ml krwi (probka 2.) w celu oznaczenia miana swoistych
przeciwcial anty-HRV klasy IgG i IgA. Probka stolca stuzyla do hodowli
Bifidobacterium ruminantium (probka V).

Oznaczenie miana swoistych przeciwciat na poczatku zakazenia oraz po

3 — 6 tygodniach pozwolito okresli¢ nasilenie odpowiedzi immunologiczne;j.

Tabela 2. Plan badania

dzien przed 1. 1 2 3 4 5 21-42
dawka

stolec HRV X

IgA anty-HRV X X

IgG anty-HRV X X

Lactobif® lub X X X X X

placcbo

stolec — hodowla X X X X X

masa ciala X X X X X X X

temperatura ciala X X X X X X

1. epizodéw X X X X X X

wymiotow/dbobg

1. stolcow /dobeg X X X X X X
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4.6. Ocena kliniczna cigzkosci zakazenia

Nasilenie  objawow  chorobowych — spowodowanych — zakazeniem
rotawirusem oceniano za pomoca 20-punktowej skali klinicznej zaproponowanej
przez A.Z. Kapikiana [59,135]. Skala ta umozliwia oceng nasilenia epizodu
biegunkowego i z niewielkimi modyfikacjami jest stosowana przez wielu badaczy
zajmujacych si¢ problematyka zakazen rotawirusowych. Oceniane parametry oraz
punktacj¢ zalezna od nasilenia objawu przedstawia tabela 3. W skali punktowej
oceniajacej catos¢ epizodu uwzgledniano dane z wywiadu, codziennej obserwacii
pielegniarskiej i badania lekarskiego.

Stopien odwodnienia okre$lano na podstawie objawéw klinicznych (wg
kryteriow WHO [132]) lub w stosunku do masy ciata po ukoficzeniu nawadniania.
Nasilenie epizodu biegunkowego w kolejnych dniach trwania interwencji
oceniano na podstawie sumy punktow wynikajacej z karty codziennej obserwacji
pacjenta (tab. 4). Czas trwania biegunki od momentu rozpoczecia interwencji
okreslano w godzinach. Za punkt koficowy uznawano ostatni oddany przez

chorego stolec biegunkowy (ptynny lub poiptynny).

Tabela 3. Punktowa skala do oceny nasilenia biegunki rotawirusowej
wg Kapikiana

Parametr Punktacja

Czas trwania biegunki <2 dni

3 dni

>4 dni

Maksymalna liczba stolcow <3

biegunkowych w ciagu doby 3

4-5

>6

Czas utrzymywania si¢ wymiotow brak wymiotow

1-2dni

>3 dni

Maksymalna liczba wymiotow na dobg brak wymiotow

1

2

23

Stopien odwodnicnia brak cech odwodnienia

< 5% masy ciala

> 5% masy ciala

Maksymalna temperatura <37,6°C

37,6 —38,4°C

>38,4°C

Czy hospitalizacja byla konicczna tak

O|lWN [ = [ OIWIN|O|WIN|[ = OIWINIOIWIN|==|O[W N

nie
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Tabela 4. Karta codziennej obserwacji pacjenta

Maksymalna temperatura Punkty: |Ilos¢ epizodow Punkty:
ciata: wymiotow/dobe:
<37,6°C 0 brak 0
37,6 — 38,4°C 1 1 1
> 38,4°C 2 2 2
3 3
Stopien odwodnienia Punkty: |Ilosc¢ stolcow Punkty:
biegunkowych/dobe:
brak objawow 0 <3 0
<5% 1 3 1
> 5% 2 4-5 2
>6 3

4.7. Przygotowanie materialu do wykonywania badan serologicznych
i mikrobiologicznych

Probki krwi pobierano do szklanych probowek i pozostawiano do czasu
utworzenia si¢ skrzepu (30 min). Nastgpnie probke odwirowywano przy
1000 g przez 15 min. Uzyskang surowicg porcjowano do plastykowych
probowek i zamrazano w temp. —20°C do czasu wykonywania oznaczef.
Przygotowanie materialu do badan serologicznych wykonano w laboratorium
Zaktadu Mikrobiologii Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego CMUJ oraz w
Katedrze Immunologii Klinicznej i Patologii CMUJ.

Probki stolca do hodowli bakterii pobrane w godzinach 7°°-15%
(godziny pracy Pracowni Bakteriologicznej Zakladu Mikrobiologii USD)
umieszczano w jalowych plastykowych pojemnikach, ktére niezwlocznie
przesylano do Pracowni Bakteriologicznej. W pozostalych godzinach oraz w
dni §wiateczne stolce pobierano na podloze transportowe dla bakterii
beztlenowych [Biologiczny Zestaw Transportowy nr 1 (Biomed, Krakow,
Polska)] i w ciagu 24 godzin dostarczano do Pracowni Bakteriologicznej. Tak
samo byly pobierane probki stolca w warunkach pozaszpitalnych: u dzieci,
ktore zostaly wypisane do domu przed ukonczeniem 5- dniowej kuracji oraz
probka V. przed badaniem kontrolnym. Material wysiewano po wieloboku na
state podioze wzrostowe MRS agar (de Man, Rogosa, Sharp, Oxoid) i

pozostawiano do inkubacji w temp. 37°C w warunkach beztlenowych z
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wykorzystaniem anaerostatéw (bioMerieux) z generatorami mieszaniny gazu
zawierajacej Hp+CO, (Linegal Chemicals GmbH). Po 24-72 godzinach z
zachowaniem warunkéw beztlenowych inkubowane plytki przewozono do

Katedry Mikrobiologii CMUJ, w ktorej dokonywano identyfikacji szczepow
Bifidobacterium.

4.8. Badanie mikrobiologiczne stolca

Badanie mikrobiologiczne probek stolca wraz z identyfikacja szczepow
Bifidobacterium prowadzono w Katedrze Mikrobiologii CMUJ. Z
wyhodowanych na podfozu wzrostowym kolonii wybierano kolonie podobne
do wzorca i1 przesiewano w sektorach (podioze wzrostowe MRS o skiadzie:
wyciag miesny, wyciag z drozdzy, glukoza, Tween 80 i sktadniki buforujace)
[133]. Hodowle inkubowano przez 24-72 godziny w temp. 37°C. Na podiozu
agarowym MRS badany szczep tworzyl kremowo-biate, sluzowate kolonie
(ryc.2). Nastepnie, po wybarwieniu metoda Grama identyfikowano szczepy
Bifidobacterium na podstawie cech morfologicznych w poréwnaniu do
hodowli wzorcowej przy uzyciu mikroskopu optycznego (powigkszenie 100x)
(ryc.3). W czesci przypadkéw wykonano dalsza, szczegélowa identyfikacje
badanego szczepu przy uzyciu testu API 50 CHL (bioMérieux, Francja).
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Ryc.2  Hodowla Bifidobacterium ruminantium na podiozu
wzrostowym MRS. Szczep tworzy kremowo-biale kolonie

o
Aa

Ryc.3  Preparat Bifidobacterium ruminantium po
wybarwieniu metodq Grama ( obraz z mikroskopu optycznego;
powigkszenie 100x)
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4.9. Przygotowanie antygenu HRV do badan serologicznych metodq
ELISA

Do badania uzyto wiriony laboratoryjnego szczepu rotawirusa matpiego
SA 11, ktory przygotowal dr Krisztian Banyai (ANTSZ, Baranya Megyei
Intezete, Regionalis Virus Laboratorium; Pecs, Wegry). Szczep SA 11 posiada
identyczny z HRV grupowoswoisty antygen (VP6), a wigkszo$¢ przeciwciat
wykrywana metoda ELISA skierowana jest przeciwko temu antygenowi [84].

Potrzebna do wykonania oznaczen ilo$§¢ antygenu uzyskano poprzez
namnozenie SA 11 w hodowli komérkowej MA 104 (linia komorkowa i szczep
laboratoryjny pochodzily z laboratorium M K. Estes, Houston, TX, USA). Jako
plynu wzrostowego dla komorek uzywano DMEM (GIBCO-BRL) z dodatkiem
10% plodowej surowicy bydlecej (FBS — Fetal Bovine Serum; Sigma).
Hodowle prowadzono w szklanych probowkach inkubowanych przez 3 dni w
temperaturze 37 °C. Po uzyskaniu jednolitej warstwy komorek aspirowano
roztwor zawierajacy FBS, a hodowle komoérkows przeptukiwano 3-krotnie
DMEM w celu usunigcia resztek surowicy bydlecej. Po trzecim plukaniu do
hodowli komérkowej dodawano 20 ml DMEM i pozostawiano do inkubacji na
40-60 min w temperaturze 37°C. Inokulum zawierajace rotawirusy SA 11
aktywowano za pomoca trypsyny (do osiagnigcia st¢zenia 40 pg/ml) przez
30 minut, po czym dodawano je do probowek z komoérkami. Ostateczne
stezenie trypsyny w plynie hodowlanym wynosito 2 pg/ml, co zapewnia
zachowanie zakaznosci wirusa. Po inokulacji hodowle inkubowano przez 2 do
4 dni, az do wystapienia efektu cytopatycznego we wszystkich komérkach.
Lizaty komérek zamrazano i rozmrazano 3 razy w temperaturze -70°C. W celu
usuniecia zniszczonych fragmentow komorek probki wirowano z szybkoscig
4000 rpm przez 5 minut. Uzyskany supernatant badano w kicrunku obecnosci
antygenu rotawirusa testem ELISA. Antygen kontrolny stanowit czgsciowo
oczyszczony lizat niezakazonych komorek MA 104 z plynem hodowlanym

przygotowany identycznie jak opisano powyzej.
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4.10. Oznaczanie swoistych przeciwcial klasy IgG w surowicy

Swoiste przeciwciala w klasie IgG oznaczono metoda pojedynczego
rozcienczenia za pomocg techniki capture ELISA. Do badania wykorzystano
protokoly ~stosowane rowniez przez innych badaczy [18,112,118],
wprowadzajac konieczne modyfikacje opisane szczegblowo ponizej. Metoda
jednego rozcienczenia polega na wykreSleniu krzywej standardowej na
podétawie kolejnych rozcieficzen surowicy wzorcowej O znanym mianie
przeciwcial, a nastgpnie odczytywaniu stezenia swoistych przeciwcial w
surowicach badanych na podstawie wartosci gestosci optycznej (OD) (patrz:

4.12).

Plytki zawierajace 96 dotkow z plaskim dnem (Sigma) oplaszczano
nakfadajac po 60 upl roztworu hiperimmunizowanej surowicy kroliczej
zawierajacej swoiste przeciwciata przeciwko rotawirusowi cztowieka (DAKO)
rozcienczonej 1:400 w buforze weglanowo-wodorowegglanowo sodowym
(CBC buffer; Sigma) o pH 9,5. Plytki inkubowano przez 24 godziny w
temperaturze 4°C, po czym przeplukiwano cztery razy buforem do phlukania
(PBS [pH 7,2] zawierajacy 0,05% Tween 20 [Sigma]). W celu zablokowania
pozostalych wolnych miejsc wiazacych do kazdego dotka dodano 100 pl
roztworu 4% BSA (Sigma) w PBS. Po trwajacej 1 godzing inkubacji w
temperaturze 37°C dotki przemyto jednorazowo buforem do plukania (PBS-
0,05% Tween 20). Antygen rotawirusa (SA 11) oraz antygen kontrolny
rozcienczano 1:10 w 10% roztworze FBS z 1% BSA w PBS (FBS/BSA/PBS).
Do doteczké6w naktadano odpowiednio po 50 pl SA 11 i antygenu kontrolnego.
Plytki inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 37°C, a nastgpnie ptukano
4 razy 1 nakladano po 50 pl surowicy badanej rozcienczonej 1:100 w
FBS/BSA/PBS. Wszystkie badane surowice testowano dwukrotnie, a kazda
nakiadano rownolegle do doleczkoéw optaszczonych antygenem rotawirusa i
antygenem kontrolnym. Do kazdej serii oznaczen dolaczano surowice
kontrolng rozciefnczang seryjnie od 1:100 do 1: 6400. Po trwajacej 60 minut
inkubacji w temperaturze 37°C plytki przemywano pigé razy buforem do
ptukania i do kazdego dotka dodawano 50 ul roztworu kréliczych przeciwciat

przeciw IgG czlowieka sprzg¢zonych z peroksydaza w rozciefnczeniu 1:3000 (w
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FBS/BSA/PBS). Plytki inkubowano ponownie przez 60 minut w temperaturze
37°C, nastepnie przemywano szes¢ razy buforem do plukania i dodano 100 ul
roztworu znacznika barwnego: czterometylobenzydyny (Organon Teknika),
bedacej substratem dla peroksydazy. Po 15 minutach inkubacji, w ciemnym
pomieszczeniu, w temperaturze pokojowej dodawano 50 pl 1IN H;SO4 celem
zatrzymania reakcji enzymatycznej. Gesto$é optyczng (OD) produktu reakcji
barwnej odczytywano przy diugosci fali 450 nm (wartos¢ referencyjna 620 nm)
w aparacie Reader 530 (Organon Teknika). Za wynik dodatni uznawano

warto$é OD>0, 1, ktora byta 2-krotnie wigksza od odczytu w probcee kontrolne;.

Do kazdej plytki z surowicami badanymi dotaczano standardowo pigé
kolejnych dwukrotnych rozcienczen surowicy kontrolnej (od 1:100 do 1:1600).
Wszystkie odczynniki przygotowywano w wodzie dejonizowanej. Kazda parg

surowic badano na tej samej plytce.
4.11. Oznaczanie swoistych przeciwcial klasy IgA w surowicy

Swoiste przeciwciata w klasie IgA oznaczano podobnie jak IgG metoda
capture ELISA, przy czym do wykrycia swoistych IgA zwiazanych z faz stala
uzyto przeciwcial kroliczych przeciwko surowiczej IgA  cziowieka
sprzezonych z peroksydaza (Sigma). Oznaczenie swoistych przeciwciat
przeciwko rotawirusowi wykonano w ANTSZ, Baranya Megyei Intezete,
Regionalis Virus Laboratorium; Pecs, Wegry.

Badanie poziomu swoistych przeciwcial przeciw rotawirusowi
ograniczono do sprawdzenia zmiany ich poziomu w surowicy. Miana
swoistych przeciwcial w surowicy i soku dwunastniczym wykazujg silng
dodatnig korelacje [13], a trudnosci metodologiczne i ograniczenia finansowe
uniemozliwily badanie swoistych przeciwcial wydzielniczych S-IgA, bedacych

czutym wskaznikiem zakazenia HRV.
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4.12. Surowica kontrolna i wyznaczenie krzywej wzorcowej

Surowice, wybrana jako surowica kontrolna do sporzadzenia krzywej
wzorcowej wyselekcjonowano sposrod wielu surowic uzyskanych od osob
dorostych. Surowica (R3149/2002) zostala pobrana od zdrowej, 38-letniej
kobiety. Rozcienczenia surowicy kontrolnej w tescie ELISA w punkcie
odciecia (OD=0,1) wynosily: dla IgG — 1:4628, a dla IgA — 1:21946.
Arbitralnie przyjeto, ze¢ w 1 ml surowica ta zawiera 5000 jednostek (U)
przeciwcial klasy IgG i 22 000 U przeciwcial klasy IgA przeciwko
rotawirusowi. W seryjnych dwukrotnych rozcienczeniach surowicy od 1: 100
do 1: 16000 znajduje si¢ odpowiednio: od 50 do 3,125 U IgG/ml i 220 do
13,75 U IgA/ml.

Stezenie swoistych przeciwciat klasy IgA i IgG w badanych surowicach
wyznaczano z krzywej wzorcowej (ryc.4a,b) postugujac si¢ wartoscig
skorygowang OD. Obliczano ja jako sSrednia arytmetyczna réznic z dwoch
oznaczen, miedzy antygenem badanym i kontrolnym. Uzyskana wartos¢
mnozono przez 100 (rozcienczenie badanych surowic) [18,31]. Za
serokonwersj¢ uznawano co najmniej 28% wzrost poziomu przeciwcial w 2.

probce, pobranej w fazie rekonwalescencji [118,172].
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Ryc.4a. Krzywa wzorcowa stezenia swoistych przeciwcial przeciwko
rotawirusowi klasy IgG w surowicy kontrolne;j.
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Ryc.4db. Krzywa wzorcowa stezenia swoistych przeciwcial przeciwko
rotawirusowi klasy IgA w surowicy kontrolnej.

4.13. Analiza statystyczna

Do analizy réznic pomiedzy wyrdznionymi grupami stosowano w przypadku
danych o charakterze ciaglym i rozkiadzie normalnym test t-Studenta, a dla
wartosci dyskretnych - testy nieparametryczne. Do porOwnania zmian wartosci
mierzonych parametrow w danej grupie uzyto odpowiednich, parametrycznych
lub nieparametrycznych testow dla wartosci sparowanych. Do poroéwnania
czestosci wystepowania zjawisk w obydwu grupach wykorzystano test x* oraz
dokladny test Fishera. W obliczeniach zastosowano program komputerowy
Statistica (wersja 5.0). Do oceny prawdopodobienstwa ustapienia biegunki pod
wplywem badanej interwencji zastosowano metode analizy przezycia Kaplana
i Meiera, a przebieg krzywych przezycia porOwnano testem logarrytmicznym
rang. W obliczeniach zastosowano program komputerowy StatsDirect (wersja
1.9.14, Camcode, UK). Za prog istotnosci statystycznej przyjeto wartosé¢ p
<0,05.
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5. WYNIKI

5.1. Charakterystyka badanych grup

W okresie od stycznia 1999 roku do czerwca 2001 roku w Klinice
Pediatrii, Gastroenterologii i Zywienia hospitalizowano 614 dzieci, u ktorych
powodem przyjecia do szpitala byla ostra biegunka lub epizod ostrej biegunki
wystapit w trakcie leczenia szpitalnego. Na podstawie testu lateksowego
zakazenie rotawirusem stwierdzono u 306 dzieci, sposrod ktorych 99 spetniato

kryteria kwalifikacji do badania (rys. 3).

Badanie przeprowadzono u 63 dzieci: 29 dziewczynek i 34 chlopcow w
wieku od 2,5 do 24 miesigcy; $redni wiek dzieci wynosit 12,98 (£SD 5,03)
miesiecy. Na drodze randomizacji dzieci zakwalifikowano do grup
otrzymujacej badany preparat, Lactobif® (33 dzieci: 14 dziewczat i 19
chtopcow; srednia wieku 12,594+521 miesigcy), oraz do grupy placebo (30
dzieci: 15 dziewczynek i 15 chlopcow; érednia wieku 13,41+4,87 miesigcy).
Obie grupy nie roznily si¢ pod wzgledem plci (p=0,36; test Fishera) i wieku
zakwalifikowanych dzieci (p=0,51; test t-Studenta). Charakterystyke
obydwoch grup przedstawiono w tabeli 5. Wszystkie dzieci ukonczyly
pierwszg cze$¢ badania (ocena skutecznosci klinicznej). Druga cz¢s$¢ badania
(analiza wptywu na odpowiedz immunologiczna) ukonczylo 50 dzieci; 13 nie
zglosilo si¢ na wizyte kontrolna. U dzieci, ktore zglaszaly si¢ na wizyte
kontrolng pobierano druga probke surowicy krwi do oznaczenia poziomu
swoistych przeciwciat klasy IgA 1 1gG przeciw rotawirusowi. Poniewaz jednak
2 probki surowic nie nadawaly si¢ do wykonania oznaczen, a jedna zagingta, w
analizie statystycznej dotyczacej wplywu Lactobifu® na swoista odpowiedz
immunologiczna przeciwko rotawirusom uwzglgdniono 47 dzieci: 20

otrzymujacych Lactobif® i 27 otrzymujacych placebo.
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Liczba dzicci ocenianych pod
wzgledem mozliwosci
wlaczenia do badania n= 614
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-HRV (-) n=308
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Rys. 5 Diagram przedstawiajacy kolejne ctapy rekrutacji i randomizacji

dzieci do badania.

dziceci,

- ktore nic zglosily si¢ do
badania kontrolnego n= 2
- u ktérych brakowato 2.
probki surowicy n=1

l

analiza scrologiczna n=27
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Tabela 5. Charakterystyka badanych grup pacjentéw przed rozpoczg¢ciem

interwencji.

Lactobif® placebo p
liczebnos$¢ grup n=33 n=30
wiek (mies.)” 12,5 (5,21) 13,4 (+4,87)  |0,72*
pleé 14; 19 15;: 15 0,61*
(dziewczynki, chlopcy)
nasilenie biegunki (skala 15,72 (3,3) 16,6 (+2,4) 0,451
Kapikiana) 4
masa ciala przy przyjeciu| 9398 (+2054,9) 9314 (+2188,4) 0,72
(g)f zakres od 5200 do zakres od 6130 do
16280 15000

stezenie sodu w surowicy 139,96 (+2,98) 139,6 (+2,44) 0,6%
(mmol/l) 4
stezenie  potasu W 4,29 (+0,48) 4,32 (+0,56) 0,83
surowicy (mmol/1)/
stopien odwodnienia 0,86*

brak 1 1

<5% 24 20

>5% 8 9
pH/ 7,38 (0,5) 7,37 (£0,5) 0,29
niedobér  zasad w - 7,6 (+2,8) - 7,7 (£2,4) 0,85%

surowicy (mmol/l)/

¥ dokladny test Fishera;
! test Manna-Whitney’a
* test t-Studenta

*est
1.

Srednia arytmetyczna + odchylenic standardowe
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5.2. Ocena nasilenia biegunki rotawirusowej na podstawie objawow
klinicznych

Nasilenie catego epizodu choroby oceniane wg skali Kapikiana
wynosito w grupie eksperymentalnej i1 kontrolnej, odpowiednio (sSrednia

+ odchylenie standardowe) 15,7243.31 1 16,642,14 punktow (p=0,45; test
Manna i Whitney’a) (ryc.6).

15

unBaid aWws|ISEN
>

Ryc. 6. Nasilenie epizodu biegunkowego, oceniane wg skali Kapikiana, w

zalezno$ci od wieku w grupie dzieci otrzymujjcych Lactobif” i placebo

Czas trwania biegunki w okresie stosowania interwencji nie wykazywat
znamiennej statystycznie roznicy w grupie dzieci otrzymujacych Lactobif® i

placebo (odpowiednio: 62,13£33.4 vs 57,68+33,8 godziny; p=0,6; test
t-Studenta). U

dzieci leczonych Lactobifem® skumulowane

prawdopodobienstwo ustapienia biegunki nie roznito si¢ istotnie statystycznie

w porownaniu z takim prawdopodobienstwem w grupie kontrolnej (hazard
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wzgledny: 1,06; 95% przedzial: 0,62-1,82; p=0,897; test logarytmiczny rang)
(rys.7).

— . ®
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z |
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Ryc.7 Skumulowane prawdopodobienstwo utrzymywania si¢ biegunki u
dzieci otrzymujacych Lactobif® oraz otrzymujacych placebo w zaleznosci
od czasu obserwacji, przedstawione w postaci Kkrzywych przezycia
Kaplana i Meiera (p = 0,81; test logarytmiczny rang). W poréwnaniu z
grupa otrzymujaca placebo, skumulowane prawdopodobienstwo ustapienia
biegunki u dzieci leczonych Lactobifem® nie roznito sig istotnie statystycznie
(hazard wzgledny: 1,06; 95% przedziat ufnosci: 0,62-1,82; p=0,897; doktadny
test Fishera).

Czas nawadniania pozajelitowego nie roznil si¢ znamiennie w grupie
eksperymentalnej w porownaniu z grupa kontrolna i wynosit odpowiednio:
(srednia arytmetyczna + odchylenie standardowe) 64,27+30,0 vs 57,65+25,67
godzin (p=0,37, test t-Studenta) (tab.6). Nie wykazano znamiennej
statystycznie roznicy pomigdzy badanymi grupami co do $redniej liczby
stolcow (ryc.8), wymiotéw (ryc.9) i nasilenia epizodu w kolejnych dniach
stosowania interwencji (ryc.10). Karmienie doustne rozpoczynano (srednia

arytmetyczna + odchylenie standardowe) odpowiednio po 10,46+527 i
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11,37%7,4 godzinach (p=0,59, test t-Studenta), a czas trwania hospitalizacji
wynosit odpowiednio: 6,8742,21 vs 6,03+1,95 dni (p=0,12; test t-Studenta).

Tabela 6. Charakterystyka przebiegu epizodu biegunkowego
spowodowanego zakazeniem HRV w grupie eksperymentalnej i placebo.

Objaw Lactobif® Placebo p (test
(Srednia; (Srednia; t-Studenta)
todchylenie +odchylenie

standardowe) standardowe)

czas trwania biegunki 62,13+£33 .4 57,68+33,8 0,6

(godziny)

maksymalna liczba 4 78+3,53 3,4+2.28 0,66

stolcow biegunkowych

/ dobe

liczba epizodow 0,39+1,19 0,33+0,60 0,81

wymiotow / dobg

czas nawadniania 64,27+30,0 57,65+25 67 0,37

pozajelitowego

(godziny)

Lactobif® byt dobrze tolerowany i w trakcie badania nie wystapily
zadne dziatania niepozadane. U 15 (45,45%) chorych otrzymujacych Lactobif®
i u9 (30%) z grupy placebo biegunka trwata dluzej niz 72 godziny od
momentu rozpoczecia interwencji (ryzyko wzgledne: 1,5, 95% przedziat
ufnosci: 0,8-2,98). Nasilenie si¢ biegunki w trakcie leczenia zaobserwowano
odpowiednio u 3 (9%) i 2 (6,6%) chorych (ryzyko wzgledne: 1,36;
95% przedzial ufnosci: 0,3-6,5), a wymioty po 24 godzinach od rozpoczgcia
leczenia odpowiednio u 5 (15%) i 6 (20%) pacjentow (RR: 0,76; 95% CIL
0,3-2,1).

Tylko u 1 dziecka w grupie eksperymentalnej epizod biegunki od momentu

rozpoczecia interwencji trwat ponad 7 dni.
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Srednia liczba stolcow

Dzien 2
Dzien 3

Lactobif Placebo

Dzien 4
Dzien 5

Ryc.8. Srednia liczba stolcéw w kolejnych dniach badania w badanych u
grupach

04

-0,35

$rednia liczba wymiotéw

Dzien 3

Placebo

Dzien 4

Lactobif

Dzien 5

Ryc.9. Srednia liczba epizodéw wymiotéw w kolejnych dniach badania
w badanych grupach
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Nasilenie biegunki

Dzien 3.

Lactobif Placebo

Dzien 4.

Dzien 5.

Ryc.10. Nasilenie epizodu biegunkowego w kolejnych dniach badania w
badanych grupach

5.3. Uzyskany material do badan

Pierwsza probke surowicy i stolca pobrano od wszystkich dzieci
zakwalifikowanych do badania. Pierwsze probki pobrano srednio w 1,6+0,47
dobie. Druga probke surowicy pobrano u 50 dzieci, ktore zglosity si¢ na wizyte
kontrolnag. Drugie probki pobierano s$rednio po 27,3+9,74 dniach od
zakonczenia interwencji. Pierwsza probke stolca do hodowli Bifidobacterium
pobrano od wszystkich dzieci, probke V. tylko od dzieci, ktore zglosity si¢ do
badania kontrolnego. W sumie u 39 dzieci pobrano wszystkie 5 probek stolca,
u szesciorga dzieci nie pobrano II. probki, u 7 probki trzeciej i u 6 dzieci

probki IV. Lacznie uzyskano 281 probek stolca.
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5.4. Wyniki posiewu bakteriologicznego stolca

Z pobranego materialu izolowano wiele réznych gatunkéw bakterii
nalezacych do fizjologicznej flory przewodu pokarmowego. Z posiewow w
warunkach tlenowych hodowano m.in.. E. coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter faecalis. Natomiast na odpowiednich podtozach i w warunkach
beztlenowych uzyskiwano wzrost takich drobnoustrojéw jak: Lactobacillus
spp, Clostridium spp, Enterococcus spp, Petococcus spp, Streptococcus spp,
Peptostreptococcus spp, Bacteroides spp, Biophila spp, FEubacterium i
Fusobacterium. Obecno$¢ wzglednych 1 bezwzglednych bakterii beztlenowych
$wiadczy o zachowaniu odpowiednich warunkéw hodowli. Bakterie z rodzaju
Bifidobacterium (niekoniecznie pochodzace z podawanego preparatu)
stwierdzono w przynajmniej jednej probcee stolca u 11 (33,3%) dzieci z grupy
eksperymentalnej i u 9 (30%) dzieci z grupy placebo (tab.7). W pierwsze;j
probee stolca (I) Bifidobacterium stwierdzano w 1 z 33 dzieci wiaczonych do
grupy otrzymujacej Lactobif® i u 2 z 30 dzieci w grupie placebo. Natomiast w
badaniu kontrolnym Bifidobacterium bylo obecne odpowiedniou 5z 2214 z
28 dzieci. Test API 50 CHL potwierdzil obecnos¢ badanego szczepu w jednej
probee stolca u 2 dzieci otrzymujacych Lactobif® i u 1 dziecka z grupy

placebo.

Tabela 7. Liczba dzieci w badanych grupach, u ktérych stwierdzano
obecnos¢ Bifidobacterium w pobieranych probkach stolca

Liczba dzieci, u ktorych izolowano Bifidobacterium (%)

probkal | probkall | probkaIll | probka IV | probka V
liczba dzieci, u 63 57 54 57 50
ktorych pobrano
probke stolca
Lactobif™ 1 (3%) 3(5,2%) | 3(5,5%) 4 (7%) 5 (10%)
Placebo 2 (6%) 2 (3,5%) 6 (11%) 3 (5,2%) 4 (8%)
Razem: 3 (9%) 5(8,7%) | 9(16,6%) | 7(12,2%) | 9 (18%)
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5.5. Stezenie swoistych immunoglobulin w surowicy

Swoiste przeciwciala przeciwko rotawirusom oznaczono w 47 z 50 par
probek surowic pobranych od dzieci, ktore zglosily si¢ na badania kontrolne.
Dwie surowice ulegly hemolizie, a jedng utracono w trakcie transportu; w
niekompletnych parach nie wykonywano oznaczefi. Wzrostu stezenia
swoistych przeciwcial o 28% nie stwierdzono u 5 dzieci; 1 w grupie

otrzymujacej Lactobif® i 4 z grupy placebo.

W pierwszej probee surowicy u 47 dzieci (20 otrzymujacych Lactobif®
i 27 z grupy placebo) stwierdzono niskie stezenia swoistych przeciwciat
(Srednia; 95% przedziat ufnosci), zaréwno w klasie IgA (odpowiednio:
1022,8 U/ml, 844,2-1201,5 i 980,5 U/ml, 928,5-1032,4; p=0,49; test Manna
i Whitney’a), jak i IgG (odpowiednio: 238,2 U/ml, 165,8-310,5 i 265,7 U/m|,
160,3-371,1; p=0.74).

Zmiana stezenia IgA u dzieci otrzymujacych Lactobif® (n=18) i placebo
(n=22) wynosita odpowiednio 1728,59+1117,0 U/ml 1 1555,41+£528,77 U/ml
(Srednia geometryczna +btad standardowy). Zmiana stezenia IgG w badanych
grupach  wyniosta odpowiednio  561,894+223.48 U/ml (n=18) i
518,99+110,05 U/ml (n=23). Roznice wielkosci zmian IgA i IgG w badanych
grupach nie byly znamienne statystycznie (warto$s¢ odpowiednio: 0,51 i 0,19;

test Manna i Whitney’a) (rys.11).
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i M Lactobif
2500 T @Placebo

p>0,05

p>0,05

Zmiana IgG Zmiana IgA

Ryc. 11. Zmiany st¢zZenia swoistych przeciwcial przeciwko rotawirusowi
klasy IgG i IgA oznaczonych na poczatku zakazenia i w okresie
rekonwalescencji w obydwu badanych grupach wyrazone jako Srednia
geometrycznatSE.
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6. DYSKUSJA

W ostatnich kilku latach opublikowano wiele artykutow dotyczacych
probiotykow i ich zastosowania w leczeniu i zapobieganiu ré6znym chorobom.
Szczegodlnie duzo badan poswiecono leczeniu ostrej biegunki u niemowlat i
matych dzieci. Wigkszo$¢ badaczy koncentruje si¢ na biegunce spowodowanej
zakazeniem rotawirusem, gdyz jest to najczestszy czynnik etiologiczny ostrej
biegunki w najmiodszej grupie wiekowej. Rowniez w przedstawionej pracy,
oceniajacej skuteczno$¢ preparatu probiotycznego Lactobif®, badaniem objeto
tylko te dzieci, u ktorych potwierdzono zakazenie HRV.

Na podstawie przeprowadzonego badania stwierdzono, ze czas trwania
biegunki rotawirusowej, od momentu rozpoczecia interwencji, nie wykazywat
istotnej statystycznie réznicy w grupie otrzymujacej Lactobif® i placebo. U
dzieci leczonych Lactobifem® skumulowane prawdopodobiefstwo ustapienia
biegunki nie roznito si¢ istotnie statystycznie w porownaniu do grupy placebo.
Nie wykazano réwniez, aby Lactobif® tagodzit przebieg choroby i stymulowat
odpowiedZ immunologiczng przeciwko rotawirusom mierzona stezeniem
swoistych przeciwcial w surowicy.

W 2001 roku Szajewska i Mrukowicz [167] przeprowadzili metaanalize
opublikowanych prac dotyczacych skutecznosci probiotykow w ostrej
biegunce u dzieci (10 badan z randomizacja przeprowadzonych w niezaleznych
oérodkach metoda podwojnie Slepej proby z placebo). Wynika z niej, ze
sposrdd 7 badanych szczepow, korzystny efekt leczniczy w ostrej biegunce
rotawirusowej u niemowlat i malych dzieci wywiera tylko L. rhamnosus
szczep GG (ATCC 53013). Szczep ten byl przedmiotem 4 badan
[62,75,81,153], ktore objely tacznie 297 dzieci. Jego podawanie skraca czas
trwania biegunki rotawirusowej srednio o 24,8 godziny [75,95,130] oraz czas
wydalania HRV w stolcu [64], a takze pobudza nicswoista i antygenowo
swoista odpowiedz immunologiczna przeciwko rotawirusom [81]. Wydaje sig,

ze dzialanie probiotyczne wykazuje takze L. acidophilus LB (wchodzacy w
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sktad preparatu Lactéol Forte, Francja) [28,29,157]. Wyniki niektorych badan
sugeruja korzystny wplyw na przebieg ostrej biegunki HRV u dzieci takich
szczepow jak Streptococcus thermophilus lactis, L. acidophilus i L. bulgaricus
[122]. Skuteczno$¢ Saccharomyces boulardii (preparat Enterol) w ostrej
biegunce potwierdzilo jedno badanie z randomizacja przeprowadzone metoda
podwojnie Slepej proby u dzieci [23]. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie wyzej
omoéwione szczepy Lactobacillus sa, jak podaja autorzy prac, pochodzenia
ludzkiego [29,75,80,122,157]. |

Bakterie nalezace do rodzaju Bifidobacterium wymieniane sg zwykle
jako drobnoustroje o wlasciwosciach probiotycznych. B. bifidum, B. breve, B.
catenulatum 1 inne naleza do prawidtowej mikroflory przewodu pokarmowego
cztowieka oraz znajduja si¢ w wielu powszechnie spozywanych produktach i
przetworach mlecznych (co moze potwierdza¢ bezpieczenstwo ich
stosowania). Niektére szczepy Bifidobacterium izolowane od niemowlat
wykazuja dziatanie antagonistyczne wobec bakterii chorobotworczych [94]. W
modelu zwierzgcym (myszy) Bifidobacterium bifidum skracal czas i tagodzit
przebieg ostrej biegunki rotawirusowej, oraz skracal czas wydalania rotawirusa
ze stolcem [44,45]. Wykazano takze skuteczno$¢ Bifidobacterium bifidum
podawanego {acznie z Streptococcus thermophilus w zapobieganiu szpitalnym
zakazeniom HRV u dzieci [140].

W momencie rozpoczynania badania, zgodnie z informacjq podawang
przez producenta, Lactobif® powinien zawiera¢ Bifidobacterium bifidum.
Obecnie wiadomo, ze preparat zawiera Bifidobacterium ruminantium, szczep
wchodzacy w sktad fizjologicznej mikroflory przewodu pokarmowego cielat a
nie ludzi. Zwierzgce pochodzenie szczepu moze byC przyczyna braku jego
skutecznos$ci probiotycznej w ostrej biegunce rotawirusowej u dzieci. Dlatego
ogromne znaczenie ma S$cisle okreslenie przynaleznosci rodzajowej i
gatunkowej bakterii wykorzystywanych do produkcji tzw. ,zywnosci
funkcjonalnej”, a zwlaszcza do preparatow stosowanych w celach leczniczych.
Nalezy przy tym uwzgledni¢ nowe techniki badawcze stosowane w taksonomii
tych drobnoustrojow. W wielu publikacjach omowiono sposoby identyfikacji
szczepow LAB oraz metody oceny mikrobiologicznej ich wlasciwosci
probiotycznych [30,46,162,163]. Wiarygodna metoda identyfikacji szczepow
bakterii sa metody biologii molekularnej, a wigc badanie homologii DNA lub
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zastosowanie sond genetycznych komplementarnych do 16S lub 23S rRNA
[73].

Bifidobacterium ruminantium nie jest jedynym szczepem, w stosunku
do ktoérego badania kliniczne nie potwierdzily dzialania probiotycznego w
ostrej biegunce. W badaniach z randomizacja nie udalo si¢ wykaza¢, aby L.
acidophilus [16,21] 1 E. faecium SF68 [111,176] powodowaly znamienne
skrocenie czasu trwania biegunki infekcyjnej, chociaz u niektérych dzieci
otrzymujacych probiotyk objawy choroby ustgpowaly nieco wczesniej niz w
grupie placebo.

Czes¢ autorow podkresla, ze udokumentowane wlasciwosci jednego,
okreslonego gatunku sa Scisle z nim zwiazane i nie mozna ich przez analogi¢
przenosi¢c na caly rodzaj czy przypisywaé¢ innym, nawet bardzo blisko
spokrewnionym  bakteriom [99,102,134]. Wiasciwosci typowe dla
Bifidobacterium bifidum nie koniecznie sa charakterystyczne takze dla
Bifidobacterium ruminantium, podobnie roznia si¢ od siebie szczepy
Lactobacillus. Kazdy ze szczepoéw nalezy przebada¢ oddzielnie w celu
okreslenia jego wlasciwosci probiotycznych i1 korzysci wynikajacych z
zastosowania klinicznego. Badania powinny dotyczy¢ SciSle okreslonych
chorob [141].

W zwiazku z uzyskaniem negatywnego wyniku badania, mozna si¢
zastanawia¢ czy nie wynika on na przyklad ze sposobu dawkowania i
podawania preparatu. W badaniach nad zastosowaniem Lactobacillus GG w
leczeniu ostrej biegunki probiotyk podawano 2 razy dziennie w dawce 0,5-2 x
10" CFU [75,76,153] lub jeden raz dziennie 10'®'" CFU [75]; podobnie w

0'"" co 24 godziny

badaniu nad Lactobacillus reuterii dawka wynosita 1x1
[151]. W niniejszym badaniu przyjeto dawkowanie zgodne z zaleceniami
producenta, uznajac ze jest to sposob, w jaki przyjmowany jest badany
probiotyk przez stosujacych go chorych. Zalecenia te nie roznily si¢ od zasad
dawkowania innych preparatow probiotycznych opisanych w pismiennictwic
medycznym [5,62,93,99,152]. W jednej z prac wykazano, ze najlepsze cfekty
dziatania Lactobacillus rhamnosus GG mozna obserwowa¢ po podaniu go w
jak najwczesniejszej fazie nawadniania dziecka [129]. Podanie pierwszej

dawki Lactobifu® bylo zwykle przesuniete w czasie o kilka godzin w stosunku

do rozpoczgcia nawadniania. Byl to czas potrzebny na ustalenie etiologii i
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uzyskanie zgody rodzicow na udzial dziecka w badaniu. Nalezy réwniez
podkresli¢, ze niemal wszystkie dzieci uczestniczace w badaniu byly
nawadniane pozajelitowo, podczas gdy w wigkszosci badan potwierdzajacych
skuteczno$é probiotykow w leczeniu wspomagajacym ostrej biegunki HRV
stosowano DPN [62,75,153,157].

Jedng z cech $wiadczacych o skutecznosci probiotykow jest ich
zdolnos¢ do przetrwania w przewodzie pokarmowym, czyli przede wszystkim
odporno$¢ na trawienie. Wiele bakterii ginie w kwas',nyrﬁ srodowisku zotadka
lub w dwunastnicy w wyniku dzialania zo6lci. Te, ktore nie posiadaja zdolnosci
do chociazby przejsciowej kolonizacji lub namnazania w przewodzie
pokarmowym szybko ulegaja wydaleniu ze stolcem. Kolonizacj¢ mozna
potwierdzi¢ pobierajac seryjnie bioptaty blony sluzowej lub probki katu
[1,5,149]. Wykazano, ze réwniez egzogenne szczepy posiadaja zdolnosc do
przejsciowego kolonizowania przewodu pokarmowego cziowieka [20]. W
przeprowadzonym badaniu tylko u 20 z 63 (31,7 %; w grupie otrzymujacej
Lactobif® — 33,3%; w grupie kontrolna — 30%) dzieci posiew stolca umozliwit
izolacj¢ Bifidobacterium spp. Badanie mikrobiologiczne mialo na celu
wylacznie wykazanie lub nie obecnosci Bifidobacterium ruminantium w stolcu.
Nie przeprowadzano oceny ilo$ciowej, jak rowniez w wigkszosci przypadkow
nie stosowano nowoczesnych metod identyfikacji szczepow bakterii (test API
50 CHL). Identyfikacja opierala si¢ na porownaniu cech fenotypowych w
odniesieniu do hodowli wzorcowej, co nie jest metoda w petni wiarygodna do
okreslenia szczepu. Postepowanie takie wynikalo z ograniczen finansowych i
bylo, niestety stabym punktem badania.

Jak wspomniano Bifidobacterium hodowano takze ze stolcow dzieci
otrzymujacych placebo (9 z 30), co moze sugerowac, zec identyfikowane
szczepy nalezaly do endogennej flory badanych dzieci. Nasuwa si¢ pytanie,
czy obecnos¢ szczepow endogennych mogla wplyna¢ na wynik badania?
Nalezy stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki hodowli nic upowazniaja do
wyciagania jakichkolwiek wnioskow z uwagi na mala liczbg dzieci, u ktorych
izolowano Bifidobacterium oraz fakt, ze dodatnie hodowle uzyskiwano zwykle
w 1.-2. sposrod 5. pobieranych probek stolca.

Wydaje sig, ze zdolno$é bakterii zawartych w preparacie Lactobif® do

przetrwania pasazu przez przewod pokarmowy oraz do kolonizacji budzi duze
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watpliwosci. Skuteczno$é¢ probiotyczna drobnoustroju zalezy w znacznej
mierze od jego zdolnosci do wigzania si¢ z receptorami i hamowania
przylegania  drobnoustrojow  chorobotwoérczych,  syntezy  substancji
przeciwbakteryjnych oraz wspotzawodniczenia o substancje odzywcze
[139,143]. Niemniej sama zdolno$¢ do kolonizacji nie jest warunkiem
koniecznym dla skutecznego dzialania probiotycznego. Na przyklad zabite,
liofilizowane pateczki Lactobacillus acidophilus LB i Lactobacillus rhamnosus
GG skracajg czas trwania ostrej biegunki HRV [157,168]. Wykazano jednak,
ze szczepy niekolonizujace nie stymuluja odpowiedzi immunologicznej [80].
W przeprowadzonym badaniu nie wykazano, by Lactobif® stymulowat
odpowiedz immunologiczna przeciwko rotawirusom.

Przeprowadzone kilka lat temu w Anglii badania wielu preparatow i
produktoéw, ktére powinny zawiera¢ bakterie probiotyczne wykazato, ze tylko
w niektérych z nich liczba i rodzaj zywych drobnoustrojéw odpowiadata
informacji podanej przez producenta [68,69]. W S$wietle tych wynikow
nalezaloby zweryfikowa¢ skutecznos¢ wszystkich dostepnych na rynku
preparatow. Faze kliniczng badan powinny poprzedza¢ wnikliwe badania
mikrobiologiczne ze szczegOlowa identyfikacja szczepu za pomocy
najnowszych metod diagnostycznych. Tylko S$cisle zdefiniowane szczepy,
ktére w badaniach laboratoryjnych i in vitro wykazuja charakterystyczne
wlasciwosci probiotyczne powinny by¢ dalej testowane w prawidtowo
zaplanowanych 1 przeprowadzonych badaniach klinicznych [39,138,143].
Niewatpliwie podstawa takich badan jest, tak jak to opisano w odniesieniu do
prezentowanej pracy, odpowiedni dobdr i zdefiniowanie badanej populacji,
przyjecie przejrzystego protokotu badania, sciste okreslenie punktu koncowego
oraz przeprowadzenie badania z randomizacja metoda podwojnie Slepej proby
z palcebo. Nalezy podkreslic, ze dopiero pozytywny wynik dobrze
zaplanowanych i przeprowadzonych badan mikrobiologicznych 1 klinicznych
stwarza wiarygodne podstawy do zalecania stosowania danego preparatu w
leczeniu. Niektorzy autorzy postulujg, aby wyniki badan zostaly potwierdzone
przez kilku niezaleznych badaczy [57,134]. Oprocz pilnej potrzeby szybkiego
ustalenia $cislej przynaleznosci gatunkowej i rodzajowej drobnoustrojow
zawartych w produktach probiotycznych oraz udokumentowania ich dzialania,

nalezy takze prowadzi¢ okresowe stale badania zywotnosci bakterii i ich
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zdolnosci do kolonizacji. Ma to szczegolnie duze znaczenie w przypadku
preparatow leczniczych, gdyz lekarz musi mie¢ pewnos¢, ze zalecany przez
niego preparat jest rzeczywiscie produktem spetniajacym wymagania stawiane
probiotykom i bedzie skuteczny w okreslonych chorobach.

W ostrej biegunce, zwlaszcza o duzym nasileniu, nawadnianie tylko
plynami doustnymi nie zawsze przynosi oczekiwane efekty i chociaz
zapobiega cigzkim powiklaniom, nie wplywa na czas trwania choroby i nie
ogranicza liczby biegunkowych stolcow. DPN jest bardzo skuteczng metoda
leczenia odwodnienia umiarkowanego i Sredniego stopnia w przebiegu ostrej
biegunki. W przypadku cigzszego przebiegu 1 nasilonych objawow
odwodnienia obowiazuje nawadnianie dozylne [4,127]. Konieczne w
niektorych przypadkach leczenie szpitalne bywa Zle akceptowane i moze by¢
przyczyna urazu psychicznego u chorego dziecka i jego opiekunéw. Poza tym
kazdy dzien hospitalizacji pociaga za sobg koszty bezposrednie i posrednie
pobytu w szpitalu. Skrocenie czasu trwania ostrej biegunki, poprawienie stanu
odzywienia chorego, skrocenie czasu hospitalizacji lub zapobieganie biegunce,
dzigki stosowaniu probiotyku o udowodnionej skutecznosci, miatoby
niewatpliwie korzystny wplyw na wiele aspektow zwiazanych z problemem
ostrej biegunki rotawirusowe;.

Probiotyk posiadajacy wiasciwosci zblizone do wykazywanych przez
Lactobacillus rhamnosus GG, podawany w ostrej fazie biegunki rotawirusowej
powinien wplynaé na skrocenie czasu jej trwania, co umozliwi wczesniejszy
wypis dziecka do domu, a tym samym spowoduje obnizenie kosztow leczenia
szpitalnego chorych dzieci. Korzystng cecha probiotykow jest ich
bezpieczenstwo i mata cena. Preparaty probiotyczne mozna z powodzeniem
stosowa¢ ambulatoryjnie, co w przypadku skutecznej terapii powinno
zmniejszy¢ liczbe dzieci hospitalizowanych z powodu ostrej biegunki.
Przyniosto by to niewatpliwie korzysci ekonomiczne i spoleczne. Hipoteza ta
wymaga jednak sprawdzenia w odrgbnym prawidlowo zaplanowanym badaniu
klinicznym.

Nie kazdy szczep z rodzaju Bifidobacterium izolowany z flory
przewodu pokarmowego czlowieka spelnia kryteria mikrobiologiczne i

wykazuje wiasciwosci charakterystyczne dla probiotykow [94]. Szczep
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Bifidobacterium wchodzacy w sklad preparatu Lactobif® nie spetnia
wigkszosci wymagan stawianych probiotykom (patrz 2.5):

1. Bifidobacterium ruminantium nie wystepuje typowo u ludzi, natomiast
zaliczany jest do mikroflory zwierzecej i wystepuje u cielat [15];

2. Mozna przypuszczaé, ze Bifidobacterium ruminantium nie kolonizuje jelita i
szybko ginie w przewodzie pokarmowym czlowieka;

3. Bifidobacterium ruminantium nie wykazuje korzystnego dziatania
klinicznego wobec jednego z najczesciej wystgpujacych patogenow przewodu
pokarmowego u dzieci — rotawirusa,

4. P rawidlowo przeprowadzone badanie kliniczne nie potwierdzilo dziatania

probiotycznego preparatu Lactobif® w ostrej biegunce rotawirusowe;.

Wyniki przeprowadzonego badania majaq duze znaczenie praktyczne.
Nie wykazano skutecznosci preparatu Lactobif® w leczeniu ostrej biegunki
rotawirusowej u dzieci, dlatego preparat ten nie powinien by¢ stosowany w
praktyce. Jesli zostanie zalecony, przyczyni si¢ przede wszystkim do
zwigkszenia kosztu terapii (cena opakowania wystarczajacego na jedna kuracje
biegunki wynosi 12 — 13 zi), natomiast prawdopodobiefistwo uzyskania
korzystnego efektu jest bardzo mate. Problem Lactobifu® moze wkrotce staé
si¢ nieaktualny, gdyz po uzyskaniu wynikow przeprowadzonego badania

producent zadeklarowal wycofanie preparatu z produkgji.



7. WNIOSKI

Na podstawie wynikow przeprowadzonego badania wyciagnigto nastgpujace

wnioski:

1.

3.

Preparat Lactobif® podawany 2 razy dziennie nie skraca czasu trwania

biegunki rotawirusowej u dzieci w wieku od 4 tygodni do 24 miesigcy.

Preparat Lactobif® w porownaniu z placebo nie zmniejsza nasilenia

objawow biegunki rotawirusowe;j.

Nie wykazano, aby preparat Lactobif® stymulowatl odpowiedz
immunologiczna przeciwko rotawirusom mierzona stezeniem swoistych

przeciwcial w surowicy w klasie IgG i IgA w okresie rekonwalescencji po

ostrej fazie choroby.

W praktyce w leczeniu ostrej biegunki nalezy stosowaé wylacznie
probiotyki o skutecznosci udowodnionej w prawidtowo zaplanowanych i

przeprowadzonych badaniach klinicznych.
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8. STRESZCZENIE

Wyniki licznych kontrolowanych badan klinicznych wskazuja, ze
stosowanie pewnych probiotykéw wplywa istotnie na skrocenie czasu trwania
ostrej biegunki u niemowlat 1 matych dzieci. Zwlaszcza w przypadku zakazen
rotawirusowych ten sposob leczenia moze stanowic cenne uzupetnienie terapii
plynowej. Jak dotad, najkorzystniejsze dzialanie wykazano w stosunku do
szczepu Lactobacillus GG. Nie jest on jednak dostgpny w Polsce, gdzie 70%
lekarzy stosuje w ostrej biegunce inne dostgpne na rynku probiotyki. Jednym z
nich jest Lactobif® zawierajacy szczep Bifidobacterium ruminantium, ktérego
skuteczno$¢ nie zostala potwierdzona w  badaniach  klinicznych
przeprowadzonych metoda podwojnie slepej proby z placebo.

Celem pracy byla ocena skutecznosci Lactobifu® w leczeniu ostrej biegunki
rotawirusowej u dzieci, a w szczeg6Olnosci jego wplywu na czas trwania

choroby.

Randomizowanym badaniem przeprowadzonym metoda podwdjnie
$lepej proby z placebo objeto dzieci hospitalizowane w Klinice Pediatrii,
Gastroenterologii i Zywienia, w wieku od 1.do 24. miesigcy, chore na ostrg
biegunke rotawirusowa (> 3 stolcow wolnych lub pltynnych w ciagu 24
godzin), trwajaca nie dluzej niz 48 godzin do momentu wiaczenia do badania.
Dzieci kwalifikowano losowo do jednej z 2 grup, w ktorych poza
standardowym leczeniem (nawadnianie i realimentacja), otrzymywaly one
doustnie dwa razy dziennie przez 5 dni: (1) Lactobif® (10° CFU) lub (2)
placebo. Za glowny punkt koncowy badania uznano oceng czasu trwania
biegunki. Jako hipotez¢ badawcza przyjeto zalozenie, ze podawanic preparatu
Lactobif® dzieciom w wieku od 4. tygodnia do 24. miesiaca zycia chorym na
ostra biegunke o etiologii rotawirusowej skraca czas jej trwania przynajmniej o
24 godziny. Do wtormnych punktow koncowych zaliczono: (1) biegunke
trwajacg >72 godzin po rozpoczeciu interwencji; (2) wymioty utrzymujace si¢
>24 godzin po rozpoczeciu interwencji; (3) biegunke trwajaca >7 dni od czasu
pojawienia si¢ pierwszych objawow; (4) nasilenie biegunki, (5) zmiang

stezenia swoistych przeciwcial przeciwko HRV w surowicy w klasie IgG 1 IgA
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w okresie rekonwalescencji (3-4 tygodni po zakwalifikowaniu do badania) w
stosunku do stezenia w ostrej fazie choroby; (6) dzialania niepozadane. Do
oceny ci¢zkosci epizodu biegunki stosowano 20-punktowa skalg¢ Kapikiana.

Do badania wiaczono 63 dzieci (29 dziewczynek i 34 chlopcow, Srredni
wiek 12,98+5,03 miesigcy), sposrod ktorych 33 otrzymywato Lactobif®, a 30
placebo. Obie grupy nie roznily sie istotnie pod wzgledem wieku, plci, czasu
trwania biegunki przed wiaczeniem do badania oraz stopnia odwodnienia.
Catkowity czas trwania biegunki od momentu rozpoczgcia interwencji nie
wykazywat istotnej statystycznie réznicy w grupie otrzymujacej Lactobif® i
placebo (odpowiednio 62,13+334 vs 57,68433,8 godziny, p=0,6; test
t-Studenta). U dzieci leczonych Lactobifem® skumulowane
prawdopodobienstwo ustapienia biegunki nie roznilo si¢ istotnie statystycznie
w poréwnaniu z takim prawdopodobiefistwem w grupie kontrolnej (hazard
wzgledny: 1,06; 95% przedzial ufnosci: 0,62-1,82; p=0,897, test
logarytmiczny rang). Nasilenie epizodu biegunkowego u dzieci otrzymujacych
Lactobif® oceniono na 15,72+3,31, a w grupie placebo na 16,6+2,14 punkty
(p=0,45; test Manna i Whitney’a). U dzieci wilaczonych do badania nie

obserwowano dziatan niepozadanych.

Swoiste przeciwciala przeciwko rotawirusom oznaczono u 47 sposrod
50 dzieci, ktoére zglosily si¢ na badania kontrolne. U pigciorga dzieci (1 w
grupie otrzymujacej Lactobif® i 4 w grupie placebo) nie stwierdzono
zwigkszenia miana swoistych przeciwcial w 2. probce surowicy. Zmiang
stezenia swoistych przeciwciat okreslano jako roznicg migdzy probka 1.1 2
(Srednia geometryczna; tblad standardowy). Zmiana stg¢zenia IgA u dzieci
otrzymujacych Lactobif® (n=18) i placebo (n=22) wynosita odpowiednio
1728,59+1117,0 U/ml i 1555,41%£528,77 U/ml (Srednia geometryczna tblad
standardowy). Zmiana stezenia IgG w badanych grupach wyniosta
odpowiednio 561,89+223 48 U/ml (n=18) i 518,99+£110,05 U/ml (n=23).
Roznice wielkosci zmian IgA i IgG w badanych grupach nic byly znamienne
statystycznie (wartos¢ odpowiednio: 0,51 1 0,19; test Manna i1 Whitney’a).

Przeprowadzone badanie nie potwierdzilo skutecznosci Lactobifu®
(Bifidocabterium ruminantium) w leczeniu ostrej biegunki rotawirusowej u

matych dzieci. Stwierdzono, ze czas trwania biegunki od momentu rozpoczgcia
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interwencji nie wykazywal istotnej statystycznie roznicy w grupie otrzymujacej
Lactobif® i placebo. U dzieci leczonych Lactobifem® skumulowane
prawdopodobienstwo ustapienia biegunki nie roznito sig istotnie statystycznie
w porownaniu do grupy placebo. Nie wykazano rowniez, aby Lactobif®
fagodzit przebieg choroby i stymulowal odpowiedz immunologiczna
przeciwko rotawirusom mierzong stezeniem swoistych przeciwcial w
surowicy. Nalezy podkreslic, ze w praktyce klinicznej powinny by¢ stosowane
wylacznie te probiotyki, ktorych skuteczno$¢ zostata udowodniona w

prawidlowo przeprowadzonych badaniach klinicznych.
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Ryc.1

Ryc.2

Ryc.3

Ryc.4a

Ryc.4b

Ryc.5

Ryc.6

Ryc.7

Ryc.8
Ryc.9
Ryc.10

Ryc.11

9. SPIS RYCIN

Zdjecie przedstawiajace preparat ,JLactobif”
(Bifidobacterium rumonantium lub placebo)
przygotowany do potrzeb badania

Kolonie Bifidobacterium ruminantium na podiozu
wzrostowym MRS. Szczep tworzy kremowo-biate

Preparat Bifidobacterium ruminantium po wybarwieniu
metodq Grama (obraz z mikroskopu optycznego;
powigkszenie 100x)

Krzywa wzorcowa stgzenia swoistych przeciwciat
przeciwko rotawirusowi klasy IgG w surowicy
kontrolne;j

Krzywa wzorcowa steZzenia swoistych przeciwcial
przeciwko rotawirusowi klasy IgA w surowicy
kontrolne;j

Diagram przedstawiajacy kolejne etapy rekrutacji
1 randomizacji dzieci do badania

Nasilenie epizodu biegunkowego, oceniane wg skali
Kapikiana, w grupie dzieci otrzymujacych Lactobif®
i placebo

Skumulowane prawdopodobiefistwo utrzymywania si¢
biegunki u dzieci otrzymujacych Lactobif® oraz
otrzymujacych placebo w zaleznosci od czasu
obserwacji, przedstawione w postaci krzywych
przezycia Kaplana 1 Meiera (p=0,81, test logarytmiczny
rang).

Srednia liczna stolcow w kolejnych dniach badania w
badanych grupach

Srednia liczna epizodow wymiotow w kolejnych dniach
badania w badanych grupach

Nasilenie epizodu biegunkowego w kolejnych dniach
badania w badanych grupach

Zmiany stgzenia swoistych przeciwcial przeciwko
rotawirusowi klasy IgG i IgA oznaczanych na poczatku
zakazenia i w okresie rekonwalescencji w obydwu
badanych  grupach  wyrazone  jako  $rednia
geometryczna+SE.
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Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

10. SPIS TABEL

Szczepy probiotyczne, ktorych skutecznosé w
leczeniu  lub  profilaktyce ostrej  biegunki
potwierdzono w badaniach z randomizacja

Plan badania

Punktowa skala do oceny nasilenia biegunki
rotawirusowej wg Kapikiana

Karta codziennej obserwacji pacjenta

Charakterystyka badanych grup pacjentow przed
rozpoczeciem interwencji

Charakterystyka przebiegu epizodu biegunkowego
spowodowanego zakazeniem HRV w grupie
eksperymentalnej i placebo.

Liczba dzieci w badanych grupach, u ktorych
stwierdzano obecno$¢  Bifidobacterium w
pobieranych probkach stolca
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