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1.Wykaz uzywanych skrotow

LISTA SKROTOW

API - Biochemiczny szereg identyfikacyjny

CFU - (colony forming units) — jednostki tworzace kolonie

ClI - (confidence interval) — przedziat ufndci

CM UJ - Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellaskiego
ESPGHAN - (European Society for Paediatric Gastroenterology

Hepatology and Nutrition) - Europejskie Towarzystwo
Gastroenterologi Hepatologii i Zywienia Dzieci

GALT - (gut-associated lymphoid tissues) — tkanka limfoidalna
przewodu pokarmowego

IgG — immunoglobulina G

MRS - (de Man, Rogosa, Sharpe) — wybiorcze podie wzrostowe dla
Lactobacillus

PCR - (Polymerase Chain Reaction) acuchowa reakcja polimerazy

PFGE - (Pulse Field Gel Electrophoresis) - elektroforeza w zmiennym
polu elektrycznym

RR — (relative risk) - ryzyko wzgledne

SCFA - (short chain fatty acids) — krotkotaicuchowe kwasy ttuszczowe

SD - (standard deviation) - odchylenie standardowe

SIgA — (secretory IgA) — wydzielnicza immunoglogulina A

WHO - (World Health Organization ) Swiatowa Organizacja Zdrowia



2. WSTEP

Ostra biegunka jest jedrz najczsciej wystpujacych naswiecie chor6b?> .
Przez caly czas poszukujeg sskutecznych metod lecazych oraz sposobow jej
zapobiegania. Ze wzglu na powszechidé choroby wane jest aby nowe leki byty
bezpieczne, tatwo dagine i tanie. W ostatnich latachzduzainteresowanie wzbudzaj
preparaty probiotyca ktérych skuteczrié jest coraz lepiej udokumentowana

w leczeniu ostrej biegunki u dzieti® ’

2.1. Definicja biegunki

Wedtug definicji Swiatowej OrganizacjZdrowia (WHO) biegunk okreslamy
stan, w ktérym niemowl karmione sztucznie oddaje 3 lubewsgj stolcow w cigu
24 godzin lub 1 tzw. stolec patologiczny - czyli zawigryj krew, §luz lub rog>2.
Wedtug niektdérych autéw biegunka zaczynagsod 4 stolcéw w eigu doby®. Ponadto
istnieje wiele definicji i okrélen biegunki. Do najogciej wywanych nalea:
znamienne zwkszenie liczby wyprgnieh w ciagu doby w poréwnaniu do
poprzedniego okresu i/lub zmiakansystencji stolca na ptyariub potptynmy oraz
kazdy stolec patologiczny bez wzglu na wiek dziecka i sposébywienia *®°
Biegunky ostm mazna réwnie okresli¢ stan chorobowy, w ktérym zeksza st
objetos¢ stolcow, a masa stolca dzieci paji2 rokuzycia przekracza 10 g/kg mc/dgb
a u starszych dzieci powsj 200 g/dob 39101112

Aktualnie brak jest powszechnie aktmpanej definicji, co szczegdlnie
wyraznie wida w badaniach naukowych, gdzie autorzy stpsdefinicje wedtug
wlasnego uznania*®. Pomimo tego,ze definicie oparte na liczbie stolcow
Sa uznawane za mato precyzyjne, to jednetk pomiar jest najtatwiejszy, pozostaje
nadal najbardziej praktyczny i jest stosowany wkercci bada naukowych jako

miara oceny skuteczéai réznych metod leczniczych’.



2.2. Podziat biegunek

Istnieje kilka podziatow biegunek. Dzieliesje ze wzgtdu na czas trwania,
czynniki etiologiczne oraz patomechanizZm?®

Jezeli czas trwania biegunki nie zgkracza 14 dni, to jest ona o#ema jako
ostra. Jeeli biegunka przedia st ponad 14 dni, stan ten okl@my biegunk
przewlekh. Granica w 14. dniu m¢gdzy biegunk ostr i przewlekh jest powszechnie
akceptowana, cliczostata ustalona arbitralrie®

W oparciu o0 mechanizm powstania biegunki wyiié st cztery gidwne typy:
biegunkk osmotyczn, sekrecyjn, wyskkowa oraz biegunk spowodowan
zaburzeniami motoryki przewodu pokarmowé&go %4

Do biegunki osmotycznej dochodzi, gdy znajga) st w swietle przewodu
pokarmowego nie strawiona $tepokarmowa posiada wysoki tadunek osmotyczny
I powodujesciaganie wody do przewodu pokarmowego. Biegunka tego typuepuyjst
w przebiegu przewleklego zapaleniaustki, w przebiegu celiakii, a tak maze by
nastpstwem diety zawierage] owoce, zwikszora zawart@¢ laktozy, sorbitol lub
fruktoze 3114

Biegunka sekrecyjna jest spowodowanackazonym wydzielanie déwiatta
jelita cienkiego i grubego wody i elektrolitow. Jej przyczymogy by¢ toksyny
bakteryjne, zakeenia wirusowe i leki**

Stan zapalny i owrzodzenie btongluzowej jelt ma@e powodowa
przedostawanie siosocza, biateksluzu i krwi do swiatta przewodu pokarmowego
i doprowadzt do powstania biegunki wygiowej >+

Zespot jelita draiwego jest najcgstsz przyczyrn biegunki zwizanej
z zaburzeniami motoryki przewodu pokarmowetd*

Ze wzgkdu na czynniki etiologiczne wy#aia st biegunki wywotane przez
zakaenia bakteryjne, wirusowe i pierwotniakowg

Do bakterii wywotugcych biegunki u ludzi nalg: Salmonella enteritidis,
Escherichia coli (szczepy: Enteropatogenne-EPEC, Enterokrwotoczne-EHEC,

Enteroinwazyjne-EIEC, Harotoksyczne-ETEC, Enteagregacyjne-EAEC),
Campylobacter jgjuni, Yersinia enterocolitica, Shigella shigae, Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemol yticus, Clostridium perfringens, Aeromonas hydrophila

i Plesiomonas shigelloides 3 1131415



Do najczstszych wirusowych czynnikow etiologicznych biegunki nale
rotawirusy grupy A i C, norowirusy, caliciwirusy, astrowirusy, adenowirusy
i koronawirusy? 1113141516

Zakazenia wirusowe i bakteryjne asgtdbwm przyczym ostrej biegunki
u dzieci. Najczsciej choruj dzieci do 3 rokuycia. Zachorowania magnie¢ charakter
epidemiczny lub sporadyczn{?'® Zakaenia sporadyczneaswywolywane przez
rotawirusy grupy A i C, caliciwirusy, astrowirusy oraz adenowirtfs}f. Gléwnym
czynnikiem zachorowa epidemicznych & norowirusy genogrupa | (Norwalk,
Southampton, Desert Shield, Cruise $hiprowirusy genogrupa Il (Snow Mountain,
Mexico, White River, Lordsdale, Bristol, Camberwell, Toronto, Hawaii, Melksham)
oraz sapowirusy ( Sapporo, Parkville, Manchester, Houston, London). ROwnie

zakaenia rotawirusowe i astrowirusowe momie¢ charakter epidemiczny

Ostra biegunka ni@ by réwniez spowodowana infestacjami pierwotniakami:
Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, Entamoeba histiolytica Dientamoeba
fragilis, Balantidium stercoralis oraz zatruciami pokarmowymi wywotanymi przez
toksyny bakteryjne produkowane przZgaphylococcus aureus, Clostridium perfringens

i Bacillus cereus 311131415

Poszczegllne czynnikietiologiczne wysipuja z r&na czestotliwoscia

w krajach rozwijajcych sk i w krajach uprzemystowionych (tabela 1)



Tabela 1.Poréwnanie czstosci wystgpowania czynnikow etiologicznych
ostrej biegunki w Stanach Zjednoczonych i w krajach rozwijajcych se 47,

Stany Zjednoczone (%) Kraje rozwijajace s¢ (%)
Wirusy
Rotawirusy 8-50 4-45
Adenowirusy 5-15 5-15
Norowirusy 5-15 1-2
Astrowirusy 1-5 Brak danych
Caliciwirusy 1-2 Brak danych
Coronawirusy <1 Brak danych
Bakterie
Campylobacter jejuni 5-15 1-7
Salmonella 3-5 0-15
E.coli — szczepy enterotoksyczne 1-4 7-50
E.coli — szczepy enterokrni@czne 1-3 brak danych
Shigella 1-3 3-16
Yersinia 1-3 brak danych
Clostridium difficile 1-2 brak danych
Pierwotniaki
Giardia lamblia wysoka 4-20
Cryptosporidium parvum wysoka 4-8
Entamoeba histiolytica <1 2-15
Dientamoeba fragilis <1 brak danych
Zatrucia pokarmowe
Staphylococcus aureus 1 brak danych
Clostridium perfringens 1 brak danych
Bacillus cereus <1 brak danych

W diagnostyce rinicowej ostrej biegunki naly rozwayé przyczyny
niezakane, do ktérych nala: nieprawidlowe karmienie, nieprawidiowm
anatomiczne, zaburzenie wchfaniania, endokrynopatie, zatrucia pokarmowe,
nowotwory, stany zapalne jelit oraz rzadko wpsiace zespoty chorobowe (zespét

hemolityczno-mocznicowy, zesp6t Kaw#isazy choroba Hanupéw i inne.)***2
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2.3. Przebieg kliniczny biegunki

Do zakaenia dochodzi na drodze kontaktow bezpdnich, najcgsciej drog
fekalno-oralm, poprzez zanieczyszczprwodk badz zanieczyszczone przedmioty,
a take prawdopodobnie na drodze kropelkow&f>!1%2° Manifestacja kliniczna
zaley od czynnika etiologicznego oraz stanu odpécho organizmu.
W przypadku zakeen wirusowych okres wylgania jest krotki i zwykle wynosi 1-3 dni

J415:16.18.19.20p 7 0 pieg

(z wyjatkiem zakaen adenowirusowych gdzie trwa do 7 dii
kliniczny jest zwykle tagodny i samoograniczaj sk. Cechy charakterystyczp
wszystkich zakzen wirusowych jest ostra, wodnista biegunkagsta poprzedzona
intensywnymi wymiotami (zwlaszcza wfekcjach rotawirusowych) oraz gmzka.
Wymioty ustpuja zwykle w chgu pierwszych 48 godzin choroby a biegunka trwa od
2 do 7 dni. W trakcie infekcji rotawirusowej mptakze wspotistnié objawy infekcji
gornych drég oddechowych**81? Najczstszym i najeizszym powiktaniem ostrej
biegunki jest odwodnienie i wynikgle z niego zaburzenia metaboliczne, ktore
sq czesty przyczyn, hospitalizacji dziect?*>'81% Przebycie zakenia wirusowego nie
daje trwalej odpornii. Powtdrne infekcje as czgste, ale zazwyczaj majprzebieg
tagodny lub bezobjawowy. Zakania rotawirusowessjednym z gtdéwnych czynnikow
zakaen wewmtrzszpitalnych u dziedi®®#?223\Wynika to z duej zakanosci wirusa
oraz dtugiego okresu trwania biegunki. Rotawirugywydalane z katlem zakanej
osoby ju przed wysipieniem objawow choroby. Maksymalna liczbasiek wirusa
(10°-10" w gramie katu) znajduje siw kale pomidzy 3 a 4 dolp od wysgpienia
objawow i systematycznie oliai st do 8 doby, po czym utrzymujegsizasem przez
diuzszy czas na niewielkim poziomt&*®1%?° Wirus mae utrzymywa sie przy zyciu

na ludzkich dioniach przez godzina na powierzchniach takich przedmiotow jak
zabawki i kaicowki termometréw przez caly d#ie™'%'%?° Poniewa rotawirusy
nie posiadaj ostonki lipidowej, nie ulegaj zniszczeniu pod wplywem
rozpuszczalnikéw lipidéw. Dobrze przechowujsic w temperaturze -2G,

sa stosunkowo oporne na kilkakrotnie zavamaie i odmraanie oraz na inkubagj

w temperaturze 5€ przez 1 godzin Rotawirus ma cechy zakaosci w przedziale pH
od 3 do 9. Mana zredukowa jego zakanos¢ przez dziatanie takickrodkéw

pao

dezynfekcyjnych jak: alkohol etylowy, formalina, podchloryn, czy I2d
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U chorych z osty biegunk bakteryjm zwykle stwierdza i wysoky goraczke,
bole brzucha, a w stolcachesto obecna jest krewsiuz. Cecla charakterystyczn
biegunek wywotanych przez entevksyny bakteryjne jest obedsto wodnistych
stolcow oraz wymiotow. Biegunki bakteryjne, podobnie jak wirusoweg rmajykle

przebieg samoograniczay sk ‘>4>1°

2.4. Biegunka jako problem epidemiologiczny

Ostra biegunka jest powszeaghohorola w populacji dziegicej. W krajach
rozwijajacych s¢ jednym z gtéwnych problemédw medycznych jestzaluiczba
zachorowa na biegunk oraz wysokasmiertelng¢ dzieci z tego powodd#32423
Analiza przeprowadzona u dzieci do 5-go rokycia wykazata,ze 15% zgonow
w tej grupie wiekowej jest spowodowanych biegunko sprawiaze jest to trzecia
z kolei przyczynasmierci w tej grupie wiekowej, po zakaniach i powikfaniach
okotoporodowych, ktére odpowiadaga 23% zgonow i infekcjach drog oddechowych,
ktére odpowiadaj za 18% zgonéw?*. Zachorowalné na biegunk w krajach
rozwijajacych st jest najwysza w grupie dzieci do 11 m.i wynosi 4,8 epizodéw
biegunki na dziecko na rok® w poréwnaniu z 1-2 epizodami na dziecko na rok
w krajach uprzemystowionyclf. W kolejnych latachzycia czstos¢ epizodéw
biegunkowych zmniejszacsiSrednia czstasé wyskpowania biegunki u dzieci porgj
5-go rokuzycia w krajach rozwijajcych sé wynosi 3,2 epizody na dziecko na rbk
W sumie liczle epizodow biegunki w grupie dzieci pagj 5-go rokuzycia szacuje si

na 1,5 miliarda na rok®?®

W 1982 roku, na podstawie danych z lat 50-tych, 60-tych i 70-§wigtowa
Organizacja Zdrowia oszacowatae kadego roku na calymiwiecie, z powodu
biegunki zmartosrednio 4,6 miliona dzieci do 5-go rokiycia ?’. W latach 80-tych
obserwowano zmniejszenie; Simiertelngci z powodu biegunki w tej grupie wiekowej
do 3,3 miliona zgonéw rocznié®. W 2003 roku opublikowano analizbada
przeprowadzonych w latach 1992-2000 , ktérej celem byla oceratoacd
wystepowania choréb biegunkowych. W tym okresie umier&np tego powodu
wynosita 2,5 miliona rocznie, z obserwowatendenci spadkow — do 1,6 miliona
zgonéw w 1999 roku. Obimjaca st Smierteln@g¢ dzieci do 5-go rokuzycia
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z powodu biegunki jest skorelowana z cfemiem s¢ catkowitej $miertelngci w tej

grupie wiekowey.

W krajach uprzemystowionych zgony z powodu biegunki zdarzajrzadko.
W Stanach Zjednoczonych z powodu biegunki umiera rocznie ok. 300-400dzi&ci
Jednak infekcje przewodu pakaowego, a w szczegoélem zakaenia rotawirusowe

sa czestym powodem hospitalizachi®>:

W Stanach Zjednoczoaoly w grupie dzieci
do 5-go rokuzycia notuje si okoto 25 miliondw incyderdiw biegunkowych rocznie.
200 tysecy dzieci wymaga hospitalizacji, casbwi 4% wszystkich hospitalizacji w tej
grupie wiekowej (przeetny koszt 2307 USS$) oraz jest przycayr® % wizyt

ambulatoryjnych.

Gtéwnym czynnikiem etiologicznym biegunki w krajach rozwigjch s¢ oraz
w krajach uprzemystowionychy sotawirusy, ktore kadego roku nawiecie powoduj
okoto 111 milionéw tagodnych zachorokyaktore nie wymagaj pomocy medycznej,
25 milionéw zachorowa bedacych przyczyn wizyt lekarskich, 2 miliony zachorowvia
wymagajcych hospitalizacji oraz od 352 do 592 tgsi zgondw w grupie dzieci do
5-go rokuzycia . To znaczyze 1 dziecko spméd 5 ktére zachorowaly wymagato
wizyty u lekarza, 1 na 65 wymagakmspitalizacji, a 1 na 293 zmarto. Kego dnia
z powodu biegunki rotawirusowej umiera ok.1200 dZieSizacuje si, ze 82% zgonéw
ma miejsce w krajach o niskim statusie ekonomicznym, gdzie dochdéd narodowy

na mieszkaca nie przekracza 756 U$$

Takze badania przeprowadzone w Polsce wykazadyrotawirusy g czsta
przyczyra biegunki w grupie dzieci do 5-go rokycia orazze zakaenia rotawirusowe
sqa czsh przyczym hospitalizacji 24%2

uprzemystowionych stanowi to gel obcazenie budetu shiby zdrowia. Wprawdzie

Podobnie jak w innych krajach

koszt hospitalizacji w Polsce jest znacznie mniejszy wi USA i wynosi 150$

vs 2307$, ale czas trwania hospitalizacji z pdw infekcji rotawirgsowej jest znacznie
dhuzszy niz w innych krajach®?%%232 W 1996 roku cgstasé hospitalizacji w Polsce

z powodu infekcji rotawirusowej wynosita 3,1 na 1000 dzieci frb-go rokuzycia
oraz 5,2 na 1000 dzieci pasj 2-go rokuzycia ?>. W kolejnych latach obserwowano
tendengt wzrastagca. W grupie dzieci do 5-go rokuycia czstaé¢ hospitalizacji
wynosita odpowiednio (na 1000 dzieci) w sezonie 1997/1998 - 9,1
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w sezonie 1998/1999 — 8,2 a w sezonie 1999/2000 — 12,25 Zkskan byt wyszy
w grupie dzieci poriej 2-go rokuzycia i w poszczegolnych sezonach wynosit
odpowiednio — 17,3 ; 19,4; 22°4

Pomimo tegoze zmniejsza siliczba zgonéw w grupie dzieci do 5-go roku
zycia, to wedtug prognoz WHO w 2025 roku w krajach rozwgggh s¢ umrze okoto
5 milionéw dzieci, a biegunkactzie nadal jedqn z gtownych przyczyrimiertelngci

w tej grupie wiekowef>.
2.5. Leczenie biegunki

Biegunka towarzyszyla ludzko od zarania dziejéw i fakt ten zmuszat ludzi
zajmupcych st leczeniem we wszystkich epokacio podejmowania prob terapii.
Biorac pod uwag liczbe i rozmiar epidemii chorob biegunkowych (cholera, dur
brzuszny, dyzenteria) mieli oni #e& maliwosci eksperymentowaaj rozwijania
I praktykowania metod leczniczych. Leczehiegunki przebiegatdwutorowo. Jednym
elementem leczniczym byta szeroko ¢tajfarmakoterapia, a drugim dieta stosowana
przez pacjenta w czasie choroby.

Jednymi z gtéwnych lekow stosowanyah leczeniu biegunki dy ziota, ktére
do XIX wieku byly powszechnieaywane i stanowity podstawgy surowiec leczniczy.
W publikowanych wspétczaie poradnikach i artykutach dotygzch fitoterapii
znajduje s réwniez wiele informacji na temat z@sowania ziét w leczeniu
biegunki®*=>*

Aktualnie do rélin o dziataniu przeciwbiegunkowym zaliczag:sipokrzyk
wilcza jagod: (Atropa belladona), lulek czarny Hyoscyamus niger) i1 bielua
dziedzierzawy Datura stramonium) — zawierajce atropir i hioscyre — alkaloidy
zmniejszajce naptcie mkesni gtadkich 1 hamujce ruchy perystaltyczne uktadu
pokarmowego. W bulwach rzodkwi czarn@gaphanus sativus), maliny wiaciwej
(Rubus idaeus), poziomki pospolitejKragaria vesca), bzu czarnegoSambucus nigra),
berberysu zwyczajnego Bérberis wulgaris), gtogu dwuszyjkowego Grataegus
oxyacantha) i sliwy tarniny (Prunus spinosa) znajdug sic pektyny, ktére majzdolna¢
zelowania 1 przypisuje i im wiasciwosci przeciwbakteryjne, absorpcyjne
| przeciwbiegunkowe.

Kolejna grupa rélin to ziota bogate wsluzy, ktére pokrywaj mechanicznie

powierzchn¢ btony $luzowej przewodu pokarmowego, izalgj ja od bodcow
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drazniacych a take hamuj wydzielanie sokow trawienigh i ruchy robaczkowe jelit.
Do tej grupy nalza min.: korzé i lis¢ prawalazu lekarskiego Althaea officinalis),
nasienie Inu zwyczajnegd.ifium usitatissimum), lis¢ podbiatu pospoliteg@Tussilago
farfara) oraz nasienie kozieradki pospoli{@rigonella foenum graecum). Wiasciwosci
$ciagajace przypisuje siroslinom zawieragcym garbniki i kwasy fenolowe, substancje
ktore stpcajpc biatko, dag polaczenia nierozpuszczalne w wodzie i w ten sposob
na powierzchni btongluzowej powoduj powstanie warstwy ahaturowanych biatek,
ktora hamuje dalsze dmaienie, odczyn zapalny i powstrzymuyjowstawanie wysku.
Do surowcow rélinnych o silnym dziatanisciagajacym nalea: klacze peciornika
gesiego Potentilla anserina) i pieciornika kurze zieleRotentilla erecta), ziele cabru
ogrodowegofatureia hortensi), ktacze rdestu wzownika (Polygonum bistorta), owoc

i lis¢ borowki czernicy Yaccinium myrtillus), kora @&bu szyputkowego Quercus
robur) i debianki — Galla, ziele rzepiku pospolitego Agrimonia eupatoria) i ziele
przywrotnika pospolitego{chemilla vulgaris) 3.

Obecnie obfity arsenat potencjalnych lekéw poszedt w zapomnienie.
Wspobiczesna medycyna z jednejosty wykorzystuje surowce §tinne do produkcji
lekéw, z drugiej jednak siny dotychczas opublikowa tylko jedno prawidtowo
przeprowadzone badanie kliniczne ocequaj skuteczn@ korzenia pgciornika kurze

ziele (Potentilla tormentilla) w leczeniu biegunki rotawirusow&j

Jednym z najwikszych wyzwa dla lekarzy w XIX wieku byly liczne epidemie
cholery, ktéra do 1817 roku byla rzadkchorola wyskpujaca gtéwnie
w Indiach. W 1817 roku rozpogza sk pierwsza pandemia choroby, ktora trwata
do 1823 roku i olgfa kraje potudniowo-wschodniej Azji, JapeniChiny, a take
poprzez Rosgjdotarta do Europy. Druga pandemia w 1831 rokgtal§wym zasigiem
réwniez Polske *°,

Pomystowd¢ i zaangaowanie lekarzy w leczeniahorych w trakcie epidemii
cholery byto bardzo die. Doktor F.V. Raspail w ksice , Lekarz domowy i domowa
apteka” wydanej w 1850 roku w Warszawiezalecat chorym aromatyczne pokarmy
(z czosnkiem, pieprzem i imbirem), nacierani¢ akoholem kamforowym i kisska
woda, oktady na brzuch zmieniane co 15 minut, lewatywy z tytoniu, potykanie kamfory
popijanej wod smotowg co 3 godziny oraz este plukanie gardia stanwody *'.

Trudno sobie dZiwyobrazé skutecznéé tak intensywnej i czacej terapii.
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Cholera nie stanowi aktuatiproblemu w krajach rozwigtych, ale to jej
epidemie byly motorem pagiu medycyny. Przyczynity sido poprawy warunkoéw
sanitarnych w krajach rozwigtych oraz do odkrycia znaczenia nawadniania doustnego
w leczeniu biegunki. W 1831 roku po raz misey opisano probleczenia odwodnienia
w nastpstwie biegunki. O'Shaughnessy; a potem Latt&® opisali w ,The Lancet”
terape odwodnienia w przebiegu cholery, kioopracowali w oparciu o anadiz
surowicy i stolca chorych. W pierasj potowie XX wieku upowszechnienie
nawadniania parenteralnego przyczynito¢ 80 zmniejszenigmiertelngci z powodu
cholery z 70% do 40%°% W latach 40. XX wieku opracowano doustne plyny
nawadniajce i odkryto, ze uzupelnianie potasu zmniejsza umierédnprowadac
do istotnego zmniejszenia liczby zgon&W*®** W latach 60. i 70. wykazano
skuteczné¢ doustnych ptyndw nawadnigych u chorych na chokeoraz zastosowano
te metod w czasie epidemii w BangladesZBi*®*t Uzyskane wéwczas wyniki —
obnizenie smiertelngci z powodu biegunki w przebiegu cholery z 30 % do 3,6% -
przyczynity s¢ do opracowania przez WHO piemysh wytycznych nawadniania
doustnego i produkgjstandardowych ptynéw do nawadniania doustrfég®

Wprowadzenie do powszechnegeczenia doustnego ptynu nawadmta&go
oraz opisanie procesow fizjologicznyclrdeych u podstawy jego skuteczeo jest
okreslane jako jedno z najwkszych odkrg medycznych XX wieku. Na rowni
ze szczepieniami i poprawwarunkéw sanitarnych jest usane za czynnik, ktory

znaczco zmniejszykmiertelngé dzieci naswiecie***:

Drugim czynnikiem, ktory odgrywa istairrole w leczeniu biegunki jest dieta
w czasie choroby. W stargtnosci szczegdla wag przyktadano do wikxiwego
zywienia w chorobach, jako jednego z 6ghych elementéw leczniczych.
Na przetomie setek lat zalecenia lecznicze nie zmienialy asiniektore przetrwaty

az do dzi

. Ponad 3000 lat temu indyjski lekarz Sushruta stosowat sgk

z kokoséw oraz marchwiankv leczeniu cholery*. Hipokrateszyjacy w latach 460 —
370 przed naszery, zalecal znaczne ograniczenia przyjmowaniu pokarmow —
zrezygnowanie z obiadu oraz ogmaenie kolacji do 1/3 porcji a ta& znaczne
restrykcje ptynowe, po to aby ochtodzi osuszy¢ pacjenta z choroby, ktora byta
wedlug 6wczesnego pojmowanistoty choroby, gaca i mokra. W powszechnym
uzyciu byly woéwczas rownie srodki przeciwwymiotne, atywy, upusty krwi

i masae *2.
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Za ,ojca” propagowanej wspotcsde szybkiej doustnej rehydratacji pma
uzna Erasistratusa lekarza z Aleksand#yjacego okoto 250 roku przed nasera,
ktory w trakcie biegunki zalecat mieszaginvody z odrobia wina, kadorazowo

po wymiotach i wyprénieniach*?

ptynu.

. Aktualnie zmieniono jedynie sktad podawanego

W ciagu ostatnich kilkudziesciu lat dokonat si olbrzymi pos¢p medycyny,
opisano wiele potencjakai skutecznych lekow. W ostatnich latach, w azku
z nowym spojrzeniem na medyeymprzez pryzmat metodologii EBM, rzetekdo

wiarygodnda¢ i skutecznéé roznych metod leczniczychostata zakwestionowana.

Wedlug aktualnych wytycznych Amerykekiej Akademiii Pediatrii *
Europejskiego Towarzystwa Gastroenterologii, HepatologiiZywienia Dzieci
(ESPGHANY* oraz Sekcji ds. Ostrej Biegunki Polskiego Towarzystwa
Gastroenterologii, Hepatologiiywienia Dzieci (PTGHD)® leczenie ostrej biegunki
powinno poleg& przede wszystkim na nawadnianiu za pomdoustnego ptynu
nawadniggcego, a W @izszych przypadkach na nawadnianiu zyloym oraz
na wczesnej realimentacji. Upowsze@ame zasad nawadniania doustnego,ac&go
na celu skorygowanie zabufzeutrzymanie rownowagi wodno-elektrolitowej w ostrej
fazie biegunki, spowodowato wprawdzie zmniejszemmertelndci, ale ma niewielki
wplyw na czas trwania choroby i licgbbiegunkowych stolcéw. @sto niepokoi
to pacjentéw oraz lekarzy i bywa interpretme jako niepowodzenie tej formy terapii

biegunki®.
Niekiedy, w przypadku biegunki bakteryjnej korzystne zemdby¢ leczenie

przeciwbakteryjne, jednak wakania do swoistego leczenia zada przewodu

pokarmowegosgbardzo ograniczore:?>#>4
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Aktualnie zaleca sj aby leki przeciwbakteryjne trakcie ostrej biegunki
13,15,45

podawa jedynie w sytuacjach wyijkowych, do ktérych nale

1. Empiryczna antybiotykoterapia biegunki przebieggj z goaczka > 38C
i co najmniej jednym z takich objawéw jdlieza krew w stolcu, dia liczba

leukocytow lub laktoferyny w stolcu.

2. Empiryczna antybiotykoterapia umiarkowanej lugkiej biegunki podranych
— leki przeciwbakteryjne magskréct czas jej trwania z 3-5 do 1-2 dni.

3. Potwierdzona czerwonka bakteryji@hifella) lub choleraVibrio).

4. Ckzka salmonelloza przebiegap z wysol goraczka i innymi objawami

ogolnymi.

5. Salmonelloza bez wzglu na przebieg u chorych z grup zkszonego ryzyka
uogolnionego zakeenia: wiek < 6.m. lub > 65 rz., niedobory odporrigi,
immunosupresja, sztuczne zastawki caer nieswoiste zapalenia jelit,
niedokrwistd¢ sierpowatokrwinkowa, mocznica, niegwavienie znacznego

stopnia, hipoproteinemia.

6. Biegunka wywotana przez patecZ¥ersinia u chorych z grup zwkszonego
ryzyka uogolnionego zakania: wiek < 3.m., niedobory odpornii, zespot
przetadowaniazelazem, hemochromatoza w przebiegu maigkavatroby,
choroba nowotworowa diugotrwate leczenie preparatanielaza chorych

przewlekle dializowanych, leczenie desferoksamin

Wspomni€ nalezy jeszcze leki bdace w powszechnym zyciu w leczeniu
biegunek zaréwno u dzieci jak i dorostych. Eksperci zaia’®*> ze pomimo tego,
ze istniep dowody naukowe wskazige na wtksz skuteczné¢ w poréwnaniu
z placebo adsorbentéw kaolinowo-pektynowych (smektyn dwuoitammyf’*® oraz
inhibitora enkefalinazy (racekadotfiy® to w chwili obecnej nie zaleca esiich
rutynowego stosowania. Bezwgdhie przeciwwskazane w leczeniu ostrej biegunki

u dzieci jest stosowanie, gto wywanych przez dorostych lekéw hameych
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perystaltylk jelit (loperamid), gdy opisano przypadki zgonéw jako powikianie

stosowania tej grupy lekéei>%

Duze zainteresowanie badaczy budzastosowanie cynku w leczeniu
| zapobieganiu ostrej biegunki u dzieci. Opublikowano wiele prac potwienyzd

5253,5455,56,57,58,59.60.616230qnak trzeba podiig, ze wszystkie

jego skuteczn
cytowane powyej badania zostaty przepwadzone w krajach rozwijggych se.
Aktualnie brakuje informacjna temat znaczenia suplema)t cynku w leczeniu ostrej

biegunki u dzieci w krajach uprzemystowionych.

Autorzy jednego z ostatnio opublikowanych praddlw sposobow leczenia
biegunki u dzieci podkétaja, ze poleganie ndrodkach farmakologicznych odwraca
uwag; od wiaciwego leczenia ptynami, elektrolitamzywienia, mae tez powodowa
zdarzenia niepadane i zwgksza& koszty leczenia. Poniewastra biegunka jest ¢zia
choroly, przed zaleceniem rutynowego stosowanialkow farmakologicznych natg

przeprowada bilans korzyci i strat?®.
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2.6. Probiotyki

Bakterie probiotyczne towarzygzztowiekowi rownie dtugo jak biegunka.
W ostatnich latach budz ogromne zainteresowanidadaczy. Wyniki wielu
opublikowanych badaklinicznych i przegldow pgmiennictwa sugerdj ze mog one
mie¢ korzystny wptyw na przebieg ostrej biegunki azeakia inne choroby przewodu

pokarmowegél,5,6,7,63,64|65,667,68,69,70,71,72,73,74

2.6.1. Historia probiotykow

Pomimo, ze bakterie kwasu mlekowego zostaly odkryte i opisane dopiero
w drugie] potowie XIX wieku przez Ludwik Pasteura, to ich stosowanie byto
zjawiskiem powszechnym juw medycynie starytnej "°. Schrezenmeier podaje,
ze W perskiej wersji @rego Testamentu, w Ksize Rodzaju (18,8) jest informacja,
ze diugowieczn& Abrahama, jest zwzana ze spgywaniem kwanego mileka. Jednak
nie tylko perska wersja Starego Testamentu zawieraq takormacp .
W stowniku biblijnyn® i komentarzu do Starego Testamerfu znajduje si

wyjasnienie, ze hebrajskie stowa' m X, jest ttumaczone nazyk angielski

jako curd (modern leben) i oznacza kéwe mleko. Pewn nadinterpretagj w
komentarzu Schrezenmeiera jest dopatrywarievscytowanym powyej fragmencie
biblijnym wptywu kwanego mleka na dtugowieczito Abrahama. Meéna jedynie
stwierdzt,

ze podanie odwiedzagym kwanego mleka byto przejawem gonncici
i ze fermentowane produkty mleczbgly wéwczas w powszechnyniyciu.

Rzymski historyk Pliniusz w 76 rokp.n.e. zalecat produkty fermentowanego
mleka w leczeniu choréb przewodu pokarmow&g@rzed rozwojem ery mikrobiologii
pojawity sk informacje w prasie medycznej o potencjalnie prozdrowotnych
wiasciwosciach bakterii fermentagych, publikowane przez Carre w 1887 r6ku
i Tissiera w1906 roku®. Réwniez Pasteur, ktéremu zawdzzamy pocatki
wspotczesnej bakteriologiiprowadzit badania nad zjaskiem probiozy. W 1877 roku
opublikowat wraz z Joubertem wyniki bada ktére dotyczylty eliminacji
chorobotworczych gatunkowakterii (m.in.laseczek aglika) przez pospolite pateczki
jelitowe . Jednak za ojca wspélczesnej bakterigiéjast uznawany laureat Nagrody
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Nobla, rosyjski uczony Eliasz Mcznikow. W 1907 roku zaproponowat on leczenie
polegajce na ,okresowej wymianie flory jelitowej”. Taki sposéb pestvania miat,
wedtug jego koncepcji, eliminowanagromadzone w przewodzie pokarmowym
produkty metabolizmu bakterii, a tak miat hamowa proces starzenieg¢sbrganizmu
ludzkiego®. Za idealne do zrealizowania swojego zahia uznat Miecznikow bakterie
wyizolowane w Instytucie RBéeura z jogurtu butgarsige, ktére nazwat ,pateczkami
butgarskimi”. Wspotczénie bywaj one niekiedy hidnie ut@zsamiane ze szczepami
uzywanymi do produkcji jogurtu —Lactobacillus bulgaricus lub Lactobacillus
delbureckii subsp. bulgaricus, cha& w rzeczywistéci sa aktualnie opisywane jako
Lactobacillus helveticus .

W é$lad za Miecznikowem poszli kolejmaukowcy. Mikrobolog A. Nissle
w 1916 roku opisat szczdpscherichia coli, ktéry zastosowat w leczeniu czerwonki,
duru brzusznego i zagdf. W 1921 roku Rettgere?’, a w 1926 roku Kopeloff*
opublikowali wyniki bada, pokazujce, ze szczepylLactobacillus acidophilus mog
przezy¢ w przewodzie pokarmowym cziowieka. \8avosci tych nie wykazywaty
wéwczas  opisywane wcagej przez Miecznikowa ,pateczki butgarskie®.
W kolejnych latach w badaniach na modelach zw®reh wykazano znaczenie flory
jelitowej jako czynnika chrontego przed zakeaniem. Bohnhoff (19543, Frerer
(1954, 19568®" oraz Collins i Carter (1978) wykazalte podawanie zwiegtom
antybiotykbw zwgksza ich podatrig na infekcje powodowaneSalmonella
typhimurium, Shigella flexneri i Vibrio cholerae. Salmonella enteritidis w ilosci 10*
powodowatasmier¢ swinek morskich germ-free, podas gdy skolonizowane zwigeta

ginety dopiero po podaniu bakterii w #oi 10 8

2.6.2. Definicja probiotykow

W 1965 roku sknaczyta s¢ historia bakterii fermentagych, a zacga historia
probiotykdw, poniewa termin ten pojawit & w literaturze po raz pierwszy. Lilly
i Stillwell w ,Nature” wzyli go dla opisania ,substancjvydzielanych przez jedne
organizmy, ktére stymulowstwzrost innych”. Zaczerpsiy z jczyka greckiego termin
probiotyki zostat #yty jako przeciwiéstwo do terminu antybiotyKr.

W kolejnych latach definicja probiotykéw zmieniata ¢ siwielokrotnie.
W 1971 roku Sperti opisalze @ to ekstrakty tkanek, ktore stymuujwzrost
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mikroorganizméw®. W 1974 roku Parker po raz pierwszy wprowadzit definicj

w ktorej okrélit istote dziatania probiotykow. Opisat probiotyki jako organizmy

i substancje ktére wplywajna réwnowag mikroflory jelitowej °*. Takie rozumienie
probiotykow zostato zawarte we wszystkich kolejnych definicjach . W 1989 roku Fuller
rozbudowat definigj Parkera — i opisat probiotyki jakaywe mikroorganizmy obecne

w pazywieniu, ktore wywieragy korzystne dziatanie nastroj gospodarza poprzez
poprawe réwnowagi mikroflory jelitowej” %2 Réwniez kolejne definicje byt
rozbudowaniem poprzednich wersji. W 1992 rd¢kavenaar definiuje probiotyki jako
~Zywe pojedyncze, lub mieszane kulturykngiorganizméw, ktére podane zwietam

lub ludziom korzystnie wpltywaj na gospodarza poprzez popeawitasciwosci

miejscowej mikroflory”®?

. W kolejnych modyfikacjach Salminen i Schaafsma (1996)
proponuj, aby nie ogranicza probiotykdw jedynie do poprawy wiawosci
miejscowe] mikroflory ale podkgaja ich korzystny wplyw na zdrowie i églwienie
gospodarza*® Aktualnie najczsciej cytowan jest definicja opublikowana przez
Schrezenmeira i de Vrese w 2001 roku opisaljprobiotyki zawarte w preparatach lub
produktach jako wystarczgh ilos¢ zywych, $cisle zdefiniowanych drobnoustrojow,
ktore wptywaj (przez implantagjlub kolonizacg) na mikroflok okreslonego obszaru
organizmu gospodarza i @ki temu wywieraj korzystny efekt zdrowotny”. Jednak,

w zwiazku z opublikowanymi pracani®":%

pojawity sk sugestieze definicja ta mie
ulec zmianie w zwizku z tymze efekt probiotyczny wywierajrowniez zabite bakterie,

a nawet samo DNA wyizolowane z baktéfii
2.6.3. Wiaciwosci probiotykéw

Do grupy drobnoustrojow probiotycznych najepateczki produkujce kwas
mlekowy z rodzajuLactobacillus: Lactobacillus acidofilus, Lactobacillus casel,
Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus, Lactobacillus jonsonii, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus 1 Bifidobacterium:
Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium  breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium longum. Do grupy drobnoustrojow probiotycznycha sowniez
zaliczane inne bakterieEnterococcus faecium, Enterococcus faecalis (wywotujacy
duze kontrowersje w opinii badaczy ze wadjh na potencjalnmazliwosc przenoszenia
plazmidéw oporngci), Lactococcus lactis, Sreptococcus thermophilus, Bacillus cereus,
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Clostridium butyricium, Eschericha coli oraz dradzaki Saccharomyces boulardi

i Saccharomyces cerevisiae 99190101

Uwaza sk, ze idealny probiotyk powinny cechowaastpujace
81,102,103,104.

wiasciwosci
Ludzkie pochodzenie.

Oporna¢ na dziatanie kwasu solnegadtci.

Zdolna¢ do adhezji do komorek bnkowych jelita cztowieka.
Zdolna¢ do kolonizacji przewodu pokarmowego.

Zdolnag¢ do produkcji substangjrzeciwdrobnoustrojowych.
Dobre wigciwosci wzrostowe.

Korzystne oddziatywanie na zdrowie cztowieka.

© N o g bk~ WD

Bezpieczastwo stosowania.

Mechanizm dziatlania  probiotykbw nie jest dokladnie  poznany.
Udokumentowano wptyw probiotykow na przebiegmych jednostek chorobowych jak
infekcje przewodu pokarmowego, alergia czy nieswoiste zapalenia jelit. Wielu autoréw
uwaza, ze potwierdzona skuteczio kliniczna dla ranych gatunkow bakterii
probiotycznych jest zwrana z kilkoma rinymi mechanizmami dziatanid ©>10>10¢
Zaktada si dwa gtéwne sposoby dziatania probiotykow: pierwszy — b@epai, ktory
jest zwhzany z modyfikag endogennego ekosystemu przewodu pokarmowego oraz
drugi — pdredni, ktoéry jest zwizany z modyfikagf odpowiedzi immunologicznej
przez bakterie probiotyczne poprzez interakej uktadem immunologicznym bton

sluzowych (GALT)105:107.108

Aktualnie s brane pod uwagi dyskutowane nagpujace mechanizmy dziatania

bakterii probiotycznycfi®105108:10

1. Konkurencja o receptor Ilub zyleganie do kom@&k nabtonkowych
uniemaliwiajace dostp patogendow do nabtonka jelitoweghatobacillus
rhamnosus GG i Lactobacillus plantarum 299v kompetencyjnie blokaj
przyleganieEscherichia coli 0157 H7 do komérek linii HT-28",
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2. Wytwarzanie zwizk6w o dziataniu przeciwdrobnoustrojowyrhagtobacillus
rhamnosus GG wytwarza min. nadtlenek wodoru i kwas piroglutaminowy, ktore

hamujp, wzrost bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnyth

3. Wspotzawodnictwo z innymi  mikroorganizmami o skiladniki zyadcze
(zuzywanie cukrow prostych przez drobntrege probiotyczne hamuje wzrost
Clostridium difficile) 2

4. Zakwaszanie téei jelitowej hamugce wzrost niektérych bakterii

chorobotwérczych™®

5. Modyfikacja receptorowdla toksyn bakteryjnycha drodze enzymatycznej

(np. Saccharomyces boulardii ma receptor dla toksyny Elostridium difficile)
114,115

6. Modulacja odpowiedzi odporgmiowej komérkowej i humoralnél®’, poprzez

® stymulowanie fagocytozy'’, pobudzanie syntezy

aktywacg limfocytow **
przeciwciat (slgA, 1gG) oraz produkgjcytokin INF-gamma®'® i 11-10 **°.
Podkréla sk ochronne dziatanie wydzietteych przeciwciat IgA, ktére as
oporne na proteolizw swietle jelita oraz nie indukajuktadu dopetniacza ani
odpowiedzi zapalnej, przez co wyaaje by¢ idealnym czynnikiem ochronnym

btony sluzowej jelitd°.

7. Zwigkszona sekrecja mucyn (glikoprotein, ktore anajziatanie ochronne
w zaka&eniach jelitowych) w wyniku stymlowania ekspresji mRNA MUC2

i MUC3 (Lactobacillus rhamnosus GG oraz Lactobacillus plantarum 299v) 2%

Nalezy jeszcze raz podkéké, ze opisane powsej koncepcje dotyexe
potencjalnych mechanizméw dziatania probiotykow sformutowano gtownie
na podstawie badain vitro i na zwierztach, jednak nie zostalone jak dotychczas

potwierdzone w badaniach klinicznych przeprowadzonych u ludzi.
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2.6.4. Bakterie probiotyczne jakosktadnik flory przewodu pokarmowego

Kolonizacja przewodu pokarmowego.

Bakterie zasiedlafe przewdd pokarmowy as okrelane mianem flory
lub flory jelitowej. Termin mikoflora znaczy dostownie ,mate dilny”. Poniewa
bakterie, wirusy, grzyby i pierwotniakih daksonomicznie rne od rglin, niektérzy
autorzy sugeryj zmiareg tej nazwy. Proponajzasgpienie jej terminem mikrobiota,
co dostownie znaczyloby ,matezycia” i pozostatoby w logicznym zwiku
z poprzedni nazvg %%

Bezpdrednio po porodzie zaczyna gproces kolonizacji, jatowego wcaeej,
przewodu pokarmowego przez bakterie zaskl fakultatywnych beztlenowcow
i bezwzgednych beztlenowcéw. Pierwsze bakterie kolorizajprzewdd pokarmowy
u dzieci urodzonych sitami natury pochaedz kanatu rodnego i nalg do rodzaju
Lactobacillus, Bacteroides, Peptostreptococcus i Peptococcus 22 Po ukdiczeniu
drugiej dobyzycia beztlenowce asgtéwnymi bakteriami znajdowanymi w prébkach

katu 1?2

. Najprawdopodobniej wynika to z faktwe fakultatywne beztlenowce
zmniejszajc potencjat redukcyjny w jelicie stwarzajrodowisko korzystne dla
rozwoju bezwzgidnych beztlenowcéw. Po porodach zaszonych cesarskim giiem
kolonizacg rozpoczynaj bakterie z otoczenia, fakatywne beztlenowce, gtownie
Enterobacteriacea, Coliformis i Lactobacillus. Opisywano opgniona w stosunku
do dzieci urodzonych fsimi natury kolonizagj przezBifidobacterium i Lactobacillus
oraz istotnie miej licza kolonizacg przezBacteroides fragilis 2% Jednak wedtug
innych autorow dalsza kolonizacja prisde w podobny sposébak u dzieci
urodzonych sitami natury, a kierunek dalszych zmian sktadu i ak#givritory
bakteryjnej jest zalay od diety dzieckd®*?® U dzieci karmionych wyicznie piersj
dominup Bifidobacterium i Lactobacillus, natomiast u dzieci karmionych sztucznie
wystepuja czesciej Bacteroides, Clostridium i Enterobacteriacae 2°126:127:128

W trakcie kolonizacji, na poszczegolnychetpach przewodu pokarmowego
widoczna jest dysproporcja w odniesieniu do liczby i gatunkéw baktéfii
W zotadku i dwunastnicy, ze wzg¢dlu na niskie pH i szybki pasanajduje s§ najmnigj
bakteri — 16-10° CFU/g tréci (Lactobacillus, Streptococus, Bacteroides).
W goérnej czsci jelita cienkiego przewaja Lactobacilllus, Streptococus
i Bacteroides — 10-10° CFU/g, natomiast w dystalnej&zi jelita cienkiego wysipuje
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zréznicowana flora bakteryjna: Bacteroides, Clostridium, Enterobacteriaceae,
Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella w ilosci 16 CFU/g. Obecng Lactobacillus
w tej czsci przewodu pokarmowego jest zwana z ich zdolnwia adhezji do komorek
nabtonkowych. Najwiksza ich ilé¢ — 10°°-10™ CFU/g — znajduje siw swietle jelita
grubego. Czynnikami predysponaymi do kolonizacji tej okolicy jest wolny pasa
jelitowy, niski potencit redukcyjny oraz dia zawarté¢ krotkotancuchowych kwasow
tluszczowych (SCFAJ?*'?® Ponad 90% bakterii kolonizigych przewéd pokarmowy
stanowi, bezwzgkdne beztlenowce®*'*® Gléwnymi sktadnikami ekosystemua:s
Bacteroides, Bacillus, Bifidobacterium, Clostridium, Enterococcus, Eubacterium
Peptostreptococcus, Fusobacterium, Ruminococcus,  Lactobacillus, Septococcus

i Veillonella 122130

Rozwoj flory jelitowej przebiegav czterech fazach wg Cooperstocka

i Zeddd™",
Fazal - zwiazana z rozpoeziem kolonizacji trwaokoto dwdéch tygodni.
Fazall - obejmuje okres wytznego karmienia pietsi
Fazalll - zaczyna siw momencie rozszerzania diety dziecka karmionego
piersh, a kaiczy catkowitym odstawieniem od piersi.
Faza |V - flora dziecka upodabniacsilo flory przewodu pokarmowego

dorostego.

W efekcie tego procesu w przewodzie pokarmowym znajdujpcsiyzej 10
komorek bakteryjnych/g téei jelitowej co najmniej 400 tych gatunkéw bakterii,
ktére tworz stabilny ekosysten?>*? Inni autorzy uwaaja, ze w $wietle przewodu
pokarmowego  znajduje i nawet do 500 gatunkéw bakterii 1?2
U ludzi dorostych bakterie stanawi35-50% obgtosci tresci jelitowej. Mikroflora
przewodu pokarmowego ma znacy wplyw na organizm gospodarza poprzez
stworzenie funkcjonalnej bariery jelitowef>. Szczegdlnie wyrmie pokazuje
to eksperyment poréwngy parametry biochemiczne, fizjologiczne
I immunologiczne pomidzy zwierztami hodowanymi w warunkach sterylnych (germ-
free) i zwieraztami posiadajcymi flore w przewodzie pokarmowyrt? . Aktywnasé
metaboliczna flory przewodu pokarmowego jest poréwnywana
z aktywndgcia metabolicza watroby, najbardziej aktywnego metabolicznie ndiz

cztowiekat??133
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W wigkszaici bada opisupcych kolonizagg przewodu pokarmowego
informacje na temat skltadu mikroflory jelitowej byly uzyskiwane z posiewow katu.
W ostatnich latach, w zwzku z rozwojem diagnostyki molekularnej, pojawito
sic kilka prac badagcych r&nice medzy mikroflora blony Sluzowej jelita
a mikroflor, znajdujica sic w $wietle przewodu pokarmowegd*****3® Wykazano
dysproporcje zarowno w stosunku Bdidobacterium — czterokrotnie wiksz liczbe
bakterii stwierdzono wwietle przewodu pokarmowego w stosunku do liczby bakterii
w btonie sluzowej jelita oraz w stosunku daactobacillus — ktore byty rownomiernie
rozmieszczone w btonie sluzowej jelita w rgnych jego odcinkach
i istotnie nierdwnomiernie Wwietle przewodu pokarmowedd*!*¢ Cytowani powyej
autorzy sugergj ze dopiero poznanie mikroflory btonyluzowej jelit umaliwi
dokfadniejsze zrozumienie wptywu flory fizjologicznej azalbakterii probiotycznych

na organizm cztowieka.

2.7. Wyniki badan klinicznych dotyczacych stosowania probiotykéw w leczeniu

biegunki u dzieci.

W badaniach eksperymentalnych i artykutach gadglvych opisano korzystny
wptyw bakterii probiotycznych na uktad immunologiczny i funkcjonowanie bariery
jelitowej, na mikroflog przewodu pokarmowego oraz antagonistyczne dziatanie wobec
patogendw jelitowych in vitr§*°7100.107.118.137, 1381392 4\y nier wyniki opublikowanych
bada klinicznych wskazuyj na to,ze stosowanie probiotykdw me mie korzystny
wptyw na przebieg ostrej biegunki u dzieci. Rzeteboery skutecznéci probiotykow
w leczeniu ostrej biegunki umlbwiaja narzdzia, ktorymi postuguje siEvidence
Based Medicine.

Opublikowano dotychczas &Iy metaanalizy ocenige skuteczn@
stosowania probiotykéw w leczienostrej biegunki u dzieéi>®’. Pomimo réniacej sk
metodologii zastosowanej w pipgzonych pracach zwraca uwag fakt,
ze spadréd bada opublikowanych od roku 1966 tylko nieliczne zostaty zaplanowane
I przeprowadzone w SposOb u#iwiajacy wiarygodm ocer interwenciji.

W metaanalizie przeprowadzonej przez SzajawskMrukowicza ° analizowano
10 bada, w metaanalizie van Niela iwgp.9 z 26, w metaanalizie Huang i wsp.
18 z 29, a w ostatniej z opublikowanych przez Allen i W38 z 64 prac wspnie
zakwalifikowanych do oceny.
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Autorzy wszystkich metaanaliz podklaa duza heterogenn& analizowanych
bada. Heterogenn& dotyczyta zastosowany szqev probiotycznych w trakcie
interwencji: Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus **°, Lactobacillus
acidophilus LB **%2 Enterococcus LAB SF68 143144143 | actobacillus acidophilus
i Lactobacillus bifidus **°,
Lactobacillus GG ATC 53103™° Lactobacillus casei GG *"*#1%® | actobacillus
acidophilus i Lactobacillus bifidus *** Lactobacillus GG **>°°°" [ actobacillus

rhamnosus 19070-2 iLactobacillus reuterii DSM*® **° |actobacillus reuterii SD2112

Saccharomyces boulardi *"*® Sreptococcus faecium #°,

160,161 ) actobacillus casei 162

Dawki probiotykéw stosowanych w trakcie interwencjizmily si¢ 1000 —
krotnie: od 10 — 1¢ CFU " do 10° - 10" CFU ¢ Czas podawania leku
w trakcie choroby wynosit od 2-ci®**®do 10-ciu dni****** W cytowanych powsej
badaniach stosowanozrte definicje biegunki oraz #de definicje punktu kicowego

biegunki.

Pomimo tych dysproporcji autorzy podkisga, ze dane uzyskane
z przeprowadzonych metaanaliz wskazupa umiarkowane lecz statystycznie
znamienne korzgi ze stosowania probiotykdéw vedzeniu ostrej biegunki u matych
dzieci. Probiotyki, a zwlaszcZaactobacillus GG skracajc jej czas trwania (od 14 do
26 godzin), a najwyraniejszy efekt zaobserwowano w biegunce rotawirusowej gdzie
srednie skrécenie czasu trwania biegunkinasi 38,1 godzin (95% Cl 8,1 do 68/1)
Wydaje s¢ natomiastze nie przynosgone korzygci dzieciom chorujcym na biegunk
bakteryjm, *®. Wykazano réwniz ze zmniejszaj nasilenie biegunki w kolejnych
dniach choroby. W grupie otrzymuggej probiotyki bytosrednio o 1,51 stolca mniej
w drugiej dobie choroby i 0 1,31 mniej w 3 dobie w porOéwnaniu z ggtapzory

placebd*®. A takze zmniejszaj ryzyko przedtaania s¢ biegunki powyej 3 dni*®.
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2.8. Bezpieczéstwo stosowania probiotykéw w takcie leczenia ostrej biegunki.

W opublikowanej przez Allana i wsp. metaanaliZiewsréd wihczonych
do analizy 23 bada w 12 nie odnotowano wygiienia zdarzé niepaadanych,
w 8 badaniach nie monitorowano wysbwania zdarze niepazadanych,
a w 3 badaniach opisano wysienie zdarzé niepaadanych **°'°¢1%7 jedynym
raportowanym zdarzeniem byly wymioty, ktore wysiwaly rzadziej itrwaty krocej
W grupie otrzymujcej probiotyk w poréwnaniu z grgpotrzymujca placebo®>**’
Zaden z autoréw raportiych zdarzenia niegadane nie wizat ich wystpienia
z podawaniem probiotykow.

2.9. Dosgpne w Polsce preparaty probiotyczne.

Z dostpnych na naszym rynku probiotykOwotwierdzom skutecznéé
w leczeniu ostrej biegunki u dzigoosiada preparat Enterol zawie@j Saccharomyces

boulardi #© 163

oraz Trilac zawierapy Lactobacillus acidopphilus, Bifidobacterium
bifidum i Lactobacillus bulgaricus, ktory w sposob umiarkowany skraca czas trwania
ostrej biegunki u dzieci porgj 4 rokuzycia *** Efekt ten udokumentowano jednak

wytacznie w analizie w grupach wyagimionych zgodnie z protokotem.

Dostpne na polskim rynku preparaty probiotyczne przedstawiono w tabéli 2.
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Tabela 2. Dos¢pne w Polsce preparaty probiotyczné®®.

Nazwa preparatu

Forma i sktad preparatu

I producent

Beneflora (Ortis) proszek

Lacidofil 1 kapsutka zawiera 100mIn patecZedctobacillus

(Merc) acidopfilusi 1,9 mld pateczekactobacillus rhamnosus
Lakcid proszek do sposrlzania zawiesiny — 1 amp. zawiera 2 I

(Biomed-Lublin)

CFU pateczelactobacillus rhamnosus

mid

Lakcid forte
(Biomed-Lublin)

proszek do sposaglzania zawiesiny — 1 amp. zawiera

mld CFU pateczekactobacillus rhamnosus

10

Nutrilac 1 kapsutka zawiera 100 min pateczedctobacillus
(Agropharm) rhamnosus

Nutriplant 1 kapsutka zawiera 100 min pateczedctobacillus
(Agropharm) plantarum

Trilac 1 kapsutka zawiera 600 min pateczdlactobacillus

(Allergon AB)

acidophilus, 400 min pateczel actobacillus delbruecki
subsp.bulgaricus i 600 min pateczekBifidobacterium
bifidum

Enterol 250

(Laboratories Biocodex)

proszek i kapsutki - 250mg preparatu zawiera 5X 10

zywych, liofilizowanych komorelSaccharomyces boulardi
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3. Charakterystyka badanego preparatu

Charakterystyka preparatu Lakcid L

Lakcid L jest preparatem zawieseym trzy szczepy bakteryjne gatunku
Lactobacillus rhamnosus: 573L/1, 573L/2, 573L/3 zlidizowane w roztworze
odttuszczonego mleka z sachayoz

1 fiolka zawiera 12 mld bakterii ( 1,2 x POCFU ) trzech szczepéw
Lactobacillus rhamnosus ( 573L/1, 573L/2, 573L/3 ) w stosunku 1:1:1,

zliofilizowanych w roztworze mleka z sachagoz

Szczepy te zostaly wyizolowane z kaldrowego noworodka urodzonego sitami
natury przez matk nie leczon antybiotykami przez co najmniej 3 migse przed
porodem. Zostaly zidentyfikowane za porpauetod fenotypowych (zestaw APl 50
CHL) i genotypowych za pomac reakcji PCR ze starterami swoistymi
dla gatunku Lactobacillus rhamnosus jako Lactobacillus rhamnosus i ztozone
do depozytu Polskiej Kolekcji Drobnoustbey w Instytucie Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej Polskiej AkadeimNauk we Wroctawiu.

Lactobacillus rhamnosus ss to powszechnie wygbujace Gram-dodatnie
katalazo-ujemne laseczki, ktére w preparacigsttz utzone g w tancuszki.
Na podi@zach wzrostowych rosnw postaci biatych, neicznych kolonii, w szerokim
zakresie temperatur.aSvzglednie beztlenowe i dobrze znasaiskie pH. Procent par
GC w genomie wahagw granicach 45-47.

Szczepy znajdage st w preparacie charakteryauj sie typowymi

wiasciwosciami probiotycznymf:102 103.104

1. Pochodz ze zdrowej mikroflory ludzkiego organizmu.

2. Posiadaj precyzyjnie okrélony rodzaj i gatunek, potwierdzony badaniami

molekularnymi.

3. W badaniachn vitro wykazup antagonistyczn aktywna¢ wobec typowych
patogendw przewodu pokarmowego, hagoajzrost bakteryjnych czynnikow
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etiologicznych zaksen przewodu pokarmowego:Salmonella, Shigella

I Escherichia coli (rycina 2). Ponadtogsaktywne wobec bakterii beztlenowych
powodujcych przewlekite stany zapaletadka i jelit - Helicobacter pylori.
Dziataja tez na ziarenkowce Gram-dodatnie.

Szczepy wykazuj zakres oporniei na antybiotyki odpowiadaga
gatunkowi Lactobacillus rhamnosus. wrazliwos¢ na  penicylir,
erytromycyr, klindamycyre  oraz  gatunkowo-swoigt oporngé
na kotrymoksazol, metronidazol i wankomyeymie zawierag plazmidow

mogacych przenosi geny opornéci na antybiotyki.

4. Posiadaj zdefiniowane wiéciwosci powierzchniowe i adherencyjne,
potwierdzone za pomatodowli tkankowej. Wykazgjduze powinowactwo do
komorek ustroju ludzkiego dgi unikalnym wiaciwosciom powierzchniowym
opisanym na podstawie badania hydrofobssvdakterii, testu na produkgj

$luzu oraz badania adherendp komorek ustroju ludzkiego.

Rycina 1. Zd¢cie z adherencji szczepuactobacillus rhamnosus do linii

komoérkowej HT-29.
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Salmonella

Rycina 2. Zahamowae wzrostu patecze®lmonella na podiau przez szczepy
Lactobacillus rhamnosus 573L/1, 573L/2, 573L/3.

5. Wykazuj oporna¢ na sokzotadkowy i solezéici.
Wszystkie badane szczepy za pomacetod, Clarka i metody Dashkevicz
i Feighner wykazywaty oporié na dziatanie sokiotadkowego oraz solioici,
co swiadczy o ich doskonalym przystosowaniug silo niesprzyjagcych

warunkow panujcych w ludzkim przewodzie pokarmowym.

Przeprowadzone badanin vitro potwierdzity wi&ciwosci probiotyczne
szczepbéw zawartych w preparacie Lakcid Zostaty one wykonane zgodnie
z obowhzujaca i publikowary w analogicznych analizach metodolpgi®1°067
Wyniki bada znajduj sic u producenta preparatu.

Dla kazdego dziecka przygotowano w oddzielnym opakowaniu zestaw
10 amputek oznaczonych nazwadania i kodem liczbowyra listy randomizacyjnej.
Opakowania  zewgirzne byty rownie oznaczone nazyw badania
i kodem liczbowym. Wygld zestawéw zawiergych badany lek i placebo byt
identyczny (rycina 3.). Placebo stanowitsnik stosowany do zawieszania szczepow
Lactobacillus rhamnosus.

Amputki zawierajce szczepy Lactobacillus rhamnosus oraz ampuiki
zawierajce placebo zostaly wyprodukowane przez ~WytworniSurowic

I Szczepionek ,Biomed” w Lublinie.
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Rycina 3. Zdjecie przedstawiapce preparat przygotowany do potrzeb badania.
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4. Cel badania

Celem badania byta ocena skutecgmmotrzech szczepowlactobacillus
rhamnosus 573L/1, 573L/2, 573L/3 w leczeniuostrej biegunki u dzieci
od 2. miesica do 6. rokwzycia spowodowanej eiymi czynnikami etiologicznymi ze

szczegollnym uwzgtinieniem zakaen rotawirusowych.

Hipoteza badawcza

Przykgto hipotez badawcz, ze podawanie preparatu Lakcid L dzieciom

chorupcym na ostf biegunk skraca jej czas trwania przynajmniej o 24 godziny.

Miejsce prowadzenia badania

Badanie przeprowadzono w Oddziale Dzjegim SzpitalaSwictej Jadwigi
Slaskiej w Trzebnicy.

5. Materiat i metody

5.1. Kryteria wtaczenia do badania

1. Wiek od 2. miegcazycia do 6. rokwycia.

2. Ostra biegunka (wg definicji WHO) [152] trzy lubewej stolcéw w cigu doby
lub stolec z patologicartrescia: ropa, krewgluz.
Pocatek objawdw nie dtzej niz 5 dni przed dniem wtzenia do badania.
Pisemna zgoda rodzicéw lub praxh opiekunéw na udziat dziecka
w badaniu.
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5.2. Kryteria wykluczenia przed rozpoczciem badania

1. Rozpoznana choroba jelita cienkiego (np. zespét krotkiego jelita, choroba
trzewna, nietolerancja mleka krowiego z objawami ze strony przewodu
pokarmowego).

Rozpoznane nieswoiste zapalenie jelit.

Kazda inna choroba przewlekta oraz stan immunosupres;ji .

Leczenie immunosupresyjne.

a & DN

Karmienie wydcznie piersi.

5.3. Metodyka badania

Przeprowadzono badanldiniczne z randomizagj metod podwaojnie $lepej

préby z uyciem placebo.

5.4. Pierwotny punkt koncowy

Za pierwotny punkt kiccowy badania przgjo czas trwania biegunki bez
wzgledu na etiologi oraz czas trwania biegunkietiologii rotawirusowej.

Za moment rozpoegeia interwencji uznano dziei godzirg podania pierwszej
dawki badanego preparatu. Koniec biegunki zdefiniowano jako brak stolcayw 12
godziny lub drugi z kolei prawidiowy stolec, po ktérym nie wpswaty

nieprawidtowe stolce. Czas trwania biegunki mierzono w godzinach.

5.5. Wtérne punkty koncowe

Do wtérnych punktéw kacowych zaliczono:
Przyrost masy ciala pierwszej dobie leczenia.
Liczbe stolcéw w kolejnych dobach choroby.
Przedtaanie s¢ biegunki (ponad 7 dni).
Wystpienie dziata niepazadanych .

Czas nawadniania parenteralnego.

o 00k~ w0 DD PR

Ocerg kolonizacji przewodu pokarmowego przez badane szcizagpbacillus

rhamnosus.
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5.6. Obliczenie wielkdci proby

Do obliczenia wielkéci proby stosowano test T dla zmiennych niep@anych
(poréwnaniesrednich) korzystajc z programu komputerowego StatsDirect (wersja
1.9.14, Camcode, UK). Przy randomizaciji 1:1 i zatou,ze r&znica medzy badanymi
grupami wynosi 24 godziny (odchylenie standardowe [SD]: 24h), przygmuij
mozliwos¢ popetnienia ddu p = 20% (moc 80%) & = 5%, obliczonoze do kadej z

grup naley zakwalifikowa przynajmniej 17 dzieci.

5.7. Randomizacja

Liste randomizacyja tworzyta osoba niezataa, niezwizana z badaniem, poza
miejscem prowadzenia badania. Do spdeenia listy wykorzystno program Statistica

Pl. V.6.0. Zastosowano randomizadj1l w blokach po 4.

5.8. Utajnienie alokacji

Kolejne numery randomizacyjne byhprzydzielane dzieciom zgodnie
z kolejnacia wtaczania do badania, co po rozkodowaniu pozwolito dokgualziatu
na 2 grupy: | — otrzymuaga badany lek (Lakcid L) i Il — kontrol) otrzymupca

placebo.

5.9. Z&lepienie badania

Dwie kopie listy randomizacyjne] z@dy umieszczone w zalepionych
kopertach. Jedn otrzymata Wytwornia Surowic i Szczepionek ,Biomed”
w Lublinie, natomiast druga listaostata zabezpieczona do momentu aakenia
badania i wykonania wszystkich oznacze Listy zostaly odkodowane

po zakaczeniu badania przez ostatniego pacjenta.
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6. Opis interwencji

6.1. Wskpna kwalifikacja

W czasie pierwszej wizyty, lekarz pathia w trakcie bdania fizykalnego
oceniat stopig@ odwodnienia, a naginie dziecko bylo wane przez piegniarke
na wadze lekarskiej. Po okresie rehydratacji (doustny plyn nawaciiaj
lub nawadnianie dglne) zgodnie z zaleceniami ESPGHANrozpoczynano faz

realimentacji w oparciu o digstosowan u dziecka przed wygpieniem biegunki.

6.2. Interwencja

Dzieci spelniajce kryteria wiczenia losowo kwalifikowano do jednej
z dwoch grup, w ktorych podawano (1) Lakcid L lub (2) identycznie aydgagice
i smakujice placebo. Zarbwno aktywny preparat, jak i placebo podawano doustnie,
2 razy dziennie po 1 ampuice, przez 5 kolefnylni. Jedna amputka leku zawierata
12 mid bakterii ( 1,2 x 1§ CFU ) trzech szczepéwLactobacillus rhamnosus
( 573L/1, 573L/2, 573L/3 ) w stosunku 1:1A4ljofilizowanych w roztworze mleka
z sacharoz Placebo stanowit daik stosowany do zawieszania szczepow
Lactobacillus rhamnosus. Amputki przed ayciem byly przechowywane w lodowce
w temperaturze 2°3C. Przed podaniem preparat rozpuszczano w 2 ml 10 % glukozy
I podawano po 30 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej. Puste ampuiki
I opakowania zwracano osobie prowack badanie, co umbwito dodatkowa
kontrok dawkowania preparatu. Podczas mwabadania z dietgziecka wykluczono
produkty sfermentowanego mleka (jogurt, kefir, itp.) oraz nie podawano innych
preparatéw probiotycznych.

Skuteczné&¢ badanego preparatu oceniano w oparciu o parametry kliniczne
i laboratoryjne.

Ocere czasu trwania biegunki, ocgmprzyrostu masy ciata w pierwszej dobie
zycia, liczky stolcow w kolejnych dniach choroby oraz ogcemystpienia dziata
niepazadanych wykonano w oparciu o informacje zawarte w dokumentacji medycznej
hospitalizowanych pacjentéw oraz w oparaunformacje zawarte w Dzienniczkach
Pacjentow prowadzonych przez rodzicawb lopiekunow prawnychizieci w trakcie
trwania badania. W czasigodawania preparatu péghiarki lub rodzice zaznaczali
w Dzienniczku Pacjenta liczh konsysteng oddawanych stolcow, liczbwymiotow,

temperatug dziecka oraz rodzaj i 6 wypijanych plyndéw. Kaxt obserwacji
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przedstawiona jest w zgizniku 1. Po zakiczeniu podawania prefu rodzice dzieci
zaznaczali codziennie licgbi konsysteng oddawanych przez dxi stolcow do

14 dnia od momentu rozpagza interwencji. Karta obsemacji przedstawiona jest

w zahczniku 2. Ocea kolonizacji przewodu pokarmowego przez badane szczepy
Lactobacillus rhamnosus wykonano w oparciu o wyniki posiewéw katu wykonanych
w Zaktadzie Bakteriologii Instytutu Mikrobiologii CM UJ w Krakowie.

6.3. Plan badania

W trakcie przebiegu badania zaplanowano wigyty pacjenta. Wizyta pierwsza miata
miejsce w dniu wjczenia do badania. Wizyta 2 odbywala i 6 dobie po wjczeniu
do badania, a wizyta 3 w 14 dobie odiedenia dziecka do badania.

U wszystkich dzieci po wtzeniu do badania pobierano prébkatu celem
oznaczenia czynnika etiologiozgo oraz celem hodowli szczepodlhactobacillus
rhamnosus. Kolejne probki katu celem hodowli szczepdwactobacillus rhamnosus
pobierano po zakwmzeniu podawania lekow (W& dobie) oraz okoto 14 doby od
rozpoczcia leczenia. U dzieci hogplizowanych oceniano masciata po 6 i 24
godzinach od wiczenia do badania oraz codziennie wzdsem kolejnym dniu
hospitalizacji. U dzieci dczonych ambulatoryjnie wagciata oceniano tylko przy
przyjeciu. Liczbe stolcow, wymiotow oraz ikE stosowanego DPN w kolejnych dobach
choroby zapisywali rodzice lub opiekunowie dziecka w Dzienniczku Pacjenta, ktéry byt
zwracany badaczowi w czasmzyty kontrolnej po zak@czeniu podawania badanego
preparatu. Trzecia wizyta kontrolna, tvakcie ktérej rodzice dostarczali prabkatu
oraz kar¢ obserwacji stolcéw odbywataesbkoto 14 dnia od wiczenia dziecka do
badania. Plan przebiegu badania zawiera tabela 3.
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Tabela 3. Plan przebiegu badania

WIZYTA1l |4-6 2dziem |3dziem |4dziewm |WIZYTA2 |[WIZYTA 3
Wiaczenie dg godzina 6 dzieh 14 dzied
badania po
wihaczeniu

Badanie

fizykalne X X X

Masa ciata X X X

Temperatura | X

Badanie w X

kierunku

rotawiruséw

Badanie w X
kierunku

adenowiruséw

Posiew kalu | X
(SS, E.coli)

Posiew katu w

kierunku X X X

L.rhamnosus

Podawanie

badanego X X X X X X
preparatu

L.stolcow/dole X X X X X X

Kontrola

dzienniczka X X

6.4. Przygotowanie materiatu do wykonania bad@ mikrobiologicznych

Pierwsz préblke kalu pobierano, po wtzeniu dziecka do badania,
do probowki z podteem transportowym oraz do probowki z padi;m MRS. Kolejne
probki katu (w 6-tej i 14-tej dobie) pobierano do probéwki z poeto MRS
I umieszczano w lodéwce. Probki byly przesytane ppdatriersky do Zaktadu
Bakteriologii Katedry Mikrobiologii CMUJ. Prébki pobierane w dni robocze
od poniedziatku do czwartku lyy dostarczane do Katedry Mikrobiologii CMUJ
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w ciagu 24 godzin. Probki pobierane w dni lwe od pracy byly przechowywane
w lodowce i wysytane poczkuriersky w pierwszym, nagpujacym po dniach wolnych

dniu pracy.

6.5. Badanie mikrobiologiczne stolca

Badanie w kierunku rotawiruséw i adenowirusow wykonano w Zakiladzie
Diagnostyki Laboratoryjnej Szpitaldw.Jadwigi Slaskiej w Trzebnicy za pomac
testow lateksowych Slidex Rota-Kit 2 (bioMerieux, Lyon, Francja) i Adenolex (Orion
Diagnostica Espoo, Finlandia).

Posiewy katu w kierunku zakenia pateczkamiSalmonella, Shigella oraz
patogennymi szczeparscherichia coli wykonano w Katedrze Mikrobiologii CMUJ.

Materiat z podtaa transportowego diagnozowano w kieruridacherichia coli,
Salmonella i Shigella. Wysiewano go réwnolegle na dwa padto state, wybiorczo-
roznicujace McConkey’a i ptynne SF (selenianowo-fosforanowe). Obieyvski
inkubowano 24h w temperaturze °87w warunkach tlenowych. Naginie hodow¢
z pazywki dzielono na pot, jednczsé ogrzewano we wegej tazni wodnej przez 15
minut a drug wysiewano na podi® wybiorcze w kierunku Salmonella
I Shigella (SS) i podiee Wilson-Blaira. Ogrzana probka hodowli bakteryjnej byta
wystudzona do temperatury pokojowej i wykorzystana do wykonania odczynu
lateksowego w kierunkantygenow pateczelalmonella (Biomex). Na wydzielone
pole szklanej ptytki nanoszono ok. [25probki badanej hodowli oraz krapl
wielowaznego odczynnika lateksowego. Pdoktadnym wymieszaniu patecgk
Zz tworzywa sztucznego, umieszczano pdytk wilgotnej komorze na wytsgsarce
I kotysano przez 10 minut. Do dalgge badania z odczynnikami jednawagmi
przeznaczano tylko te probki, w ktorycl pierwszym etapie uzyskano dodatni
reakcg. Kazda taka problke nanoszono w objosci ok. 25ul na szé¢ pol plytki szklanej
i dodawano po jednej kropli kolejnych odczynnikéw jedngnyah: B, C1, C2, D, E.
Nastpnie mieszano reagenty i powtornie kolysano 10 minut na ysgree.
Wystapienie znaczcej reakcji zlepnej (przynajmniej 50% drobnogrudkowa
aglutynacja) z odczynnikiem wielowaym i jednym z grupowych odczynnikow
jednowanych s$wiadczyta o obecriwi w badanej probce antygenéw pateczek
Salmonella nalezacych do danej grupy. Wzrost charakterystycznych drobnych
przejrzystych kolonii z czarn@abarwionym czubkiem na podio Wilson-Blaira
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I drobnych, przejrzystych kolonii na podto SS dodatkowo potwierdzat obeéto

pateczekSalmonella w badanej probce.

Spasrdd kolonii bakteryjnych wyrostych na podto McConkey’a wybierano
10 typowych laktozo-dodatnich kolonii odpowiagiajch wyghdem koloniom
Escherichia coli. Wybrane kolonie przesiewano na dwa kompletyyp@k ptynnych:
wode peptonowy z tryptofanem i podize z malonianem sodu, ngghie inkubowano
je przez 18-20 godzin w temperaturz€@7Po inkubacji obserwowano zabarwienie
podtaza z malonianem sodu. Do dalszegaldr@a serologiczrigp przeznaczano tylko
te hodowle szczepdéw na wodzie peptonowdfyptofanem, ktdre nie spowodowaty
zmiany zabarwienia podia z malonianem (hodowle maloniano-ujemne)zyRdi
z przeznaczonymi do identyfikaszczepami ogrzewano we weej tazni wodnej przez
15 minut, nasfpnie chtodzono do temperatury pokojowej. Z tak przygotowanych
hodowli pobierano 2 ml do osobnych probowek i wykonywano ¢ndd obecng
indolu dodajc par kropel odczynnika Erlicha. Dalalszego badania przeznaczano
te hodowle szczepdw na wodzie peptoepwktdére oceniondgako indolo-dodatnie.
Szczepy te badano wykorzysioj test lateksowy Coli Lateks EPEC (BIOMED
Krakow). Na zaznaczonych polach plytkimieszczano po jednej kropli odczynnika
lateksowego dla grup A, B i C. Pipgtasterowsk dodawano po jedné&gopli badanej
hodowli i mieszano przy pomocy bagietki. Ngstie umieszczano ptygkna kotysce
laboratoryjnej na 3 minuty. Wygiienie aglutynacji, czyli dodatni wynik reakcji
Z jednym z trzech odczynnikow lateksovay@d, B lub C wskazywato na obecito
pateczek EPEC. deli na podiau wybidérczym McConkey’'a stwierdzono wzrost
licznych, innych morfologicznie odEscherichia coli pateczek Gram ujemnych
zakfadano test biochemiczny API 20E w celu zdiagnozowania gatunku. W ten sposob
w kilku przypadkach zdiagnozowano pateczKiebsiella oxytoca, Proteus sp.

I Pseudomonas sp.

Materiat z wymazowki umieszczonej w podoMRS wysiewano w kierunku
pateczekLactobacillus. W tym celu wymazowk wyptukiwano w 1ml podiga MRS,
nastpnie robiono kolejne rozaiezenia dziegine i wysiewano je po 1Q0 na ptytki
z podizem MRS (jest to wybidércze podie dla Lactobacillus). Plytki inkubowano
przez 24 godziny w warunkach beztlenowych w temperaturZ€. 3Rastpnie

izolowano biate,mleczne kolonie, wygbajace jak typowe kolonieLactobacillus
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I wykonywano preparaty barwione megodsrama. Lactobacillus w preparacie
barwionym metogd Grama ma wygld Gram-dodatnich laseczek. Identyfikac]
gatunkows Lactobacillus prowadzono metodami fenotypowymi (APl CHL)

i molekularnymi (metoda PCR z gatunkowo specyficznymi starterami). W ten sposéb
wyselekcjonowano kolonikactobacillus rhamnosus. Z tych szczepdw izolowano DNA
genomowe i poréwnywano wz@enotypowy wyizolowanych szczepdw ze szczepami
Lactobacillus rhamnosus 5731/1, 573L/2 i 573L/3 stosag metod elektroforezy
pulsacyjnej (PFGE).

Rycina 4. Plytka z podiem MRS i rosacymi na niej koloniamLactobacillus.
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Rycina 5. Preparatactobacillus barwiony metod Grama.
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Rycina 6. Probka katu inkubowana z sondami EUB i saltdrodzaju_actobacillus.

numer sciezki 1 2 3 4 5 6 78 9 10 11

12

numer pacjenta/pobranie M 42/3 43/2 43/2  44/3 45/2 45/3 45/3 46/2  47/2 NEG
GG

numer szczepu 3 2 3 5 2 2 1 1

Rycina 7. Przyktadowe zgjie produktow reakcji PCR z izolatéwactobacillus z
probek katu. Sciezka 1- marker wielkéci, $ciezki 2-10 szczepy Lactobacillus
izolowane od pacjentowsciezka 11- kontrola negatywnaiciezka 12- kontrola
pozytywna (szczepactobacillus rhamnosus GG).
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7. Analiza statystyczna

Analiza wynikow

Do analizy ré@nic pomedzy wyr&nionymi grupami stosowano w przypadku danych
o charakterze ggtym test t-Studenta. Do zbadaniamic w wigkszej liczbie grup i
2 zastosowano anadizwariancji. Do poréwnania €staici wyskpowania zjawisk
q w obydwu grupach wykorzystano tegt W obliczeniach zastosowano program
komputerowy Statistica Pl. V.6.0. Za prég istGiriostatystycznej przgjo wartagé
p<0,05.

Przeprowadzono anadiz wynikbw w grupach wyodbnionych zgodnie
z zaplanowanym leczeniem uwedhiajac tylko osoby, u ktérych dokonano oceny

punktéw kaicowych(ang. available case analysis)*®.

8. Aspekty etyczne

Przed rozpocxiem badania protokét kliniczny uzyskat akcepta€pmisji Bioetycznej
Uniwersytetu Jagielliskiego — opinia nr KBET/90/R001 z dnia 28 czerwca 2001 r.

9. Wyniki

W okresie od wrzaia 2003 do czerwca 2004 do badaniaozbno 93 dzieci
z osty biegunk. W wyniku randomizacji do grupgksperymentalnej otrzymagej
Lakcid L wiaczono 49 dzieci, a do grupy kontrolnej otrzynugjj placebo 44 dzieci.
Badanie zgodnie z protokotem uazyto 87 dzieci. W grupie 6 pozostatych dzieci,
rodzice 2 dzieci zrezygnowali z udzialw badaniu po randomacji, 3 dzieci
wykluczono z analizy z powodu niepeinej dokumentacji, a 1 dziecko zostato
wykluczone z powodu wtzenia do badania niezgodragorotokotem (wiek powsej
6 lat). Kmicowa analizy objgto 87/93 (93,5%) dzieci (46 w grupie eksperymentalnej

I 41 w grupie kontrolnej).
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Rycina 8. Diagram przebiegu badania.

Zrandomizowano
n=93

Lakcid L

n=49

nie ukaczyto
badania
n=3

v

Objeto
analizg
Nn=46

9.1. Charakterystyka badanej populacji

Placebo

n=44

\ 4

nie ukaczyto
badania
n=3

Objeto
analiza
n=41

Charakterystyk obu grup przedstawiono w tabeli 4. Grupy nienify sic znamiennie

pod wzgédem: wieku, pfci, trybu leczenia;zasu trwania biegunki przed rozpeciem

interwenciji,

czasu karmienia piegsi sredniej

wystepowania goaczki oraz stopnia odwodnienia.

liczby stolcow

wymiotow,

Tabela 4. Charakterystyka badanygh grup pacjentow przed rozpocgciem

46



interwenciji.

Lakcid L placebo p

Liczebnosé grupy n=46 n=41

Tryb leczenia (iczba dzieci)

hospitalizacja 31 29 p=0,74

ambulatoryjny 15 12 testy’

Wiek (miesice) 24,6 £ 17,7 26,8 £ 20,8 p= 0,59
test t-Studenta

Pteé (chtopcy, dziewczynki) 24: 22 21; 20 p:O,93
testy?

Czas trwania biegunki przed

rozpoczciem p=0,43

leczenia(godziny) 46,3 £ 27,1 41,8 £ 26,4 test t-Studenta

Czas karmienia piersg

(mieskgce) 7,7+6,8 8,7+6,9 p=0,53

i} test t-Studenta

Srednia liczba stolcéw 8555 8,2+4,1 p=0,77

i} test t-Studenta

Srednia liczba wymiotéw p=0,08

3% 2!8 4!3 * 4!1 test t-Studenta

Wystepowanie gogczki p=0,41

(liczba dzieci) 33 26 testy?

Stopien odwodnieniagiczba

dzieci)

brak 12 10

umiarkowane 27 21 p=0 58

srednie 7 10 testxz1

W badanej grupie czynnik etiologiczny ostrej biegunki ustalono u 53/87 (60,9%)

dzieci. Czastas¢ wyskpowania poszczegllnych czynnikbw przedstawiono
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w tabeli 5. Nie byto

istotnych pfic pomkdzy czstdscia wyskpowania

poszczegolnych czynnikowielogicznych biegunki wadanych grupach.

Tabela 5. Czynnikietiologiczne biegunki.

Czynnik etiologiczny liczba Lakcid L placebo
Rotawirus n=39/97 n=22/39 n=17/39
(44,8%) (56,4%) (43,6%)
Adenowirus n=5/87 n=4/5 n=1/5
(5,8%) (80%) (20%)
Czynniki bakteryjne n=7/87 n=4/7 n=3/7
SZLL?EI Sneerﬁfétn'f’i E?igugrm?r'abms, (8%) (57%) (43%)
Pseudomonas aeruginosa),
nie ustalony 36/87 16/36 20/36
(41,4%) (44,4%) (45,6%)

Charakterystyk grup pacjentéw z infekgj rotawirusows przedstawiono

w tabeli 6. Grupy nie ity si¢ znamiennie pod wzgilem: wieku, pici, trybu leczenia,
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czasu trwania biegunki przed rozpeciem interwencji, czasu karmienia pietsi
sredniej liczby stolcow, wyspowania gagczki oraz stopnia odwodnienia.

W grupie pacjentéw otrzymagych Lakcid L liczba wymiotéw przed
rozpoczciem leczenia byta znamiennie mniejsza ni pacjentow otrzymugych

placebo.

Tabela 6. Charakterystyka balanych grup pacjentow z biegunig
rotawirusowg przed rozpoczciem interwenciji.

Lakcid L placebo p
Liczebnosé grupy n=22 n=17
Tryb leczenia (iczba dzieci)
hospitalizacja 20 16 p=0,71
ambulatoryjny 2 1 testy?
Wiek (miesice) 18,6 £ 13,3 18,2+9,1 p= 0,91
test t-Studenta
Pte¢ 12; 10 8;9 p=0,64
chiopcey, dziewczynki testy?
Czas trwania biegunki
przed rozpoczciem 50,6 + 32,1 40,8 + 26,9 p=0,31
leczenia(godziny) é?j:jte-nta
Czas karmienia piersia 65,8 79159 p=0,32
(mieskce)
test t-Studenta
Srednia liczba stolcow 75+5,2 8,7+5,4 p=0,52
test t-Studenta
Srednia liczba 35+2.2 6+4,7 p=0,04
WymIOtéW test t-Studenta
Wystepowanie gomczki 21 17 p=0,37
(liczba dzieci) )
testy
Stopien odwodnienia
brak 3 1 p=0,33
umiarkowane 16 10
srednie 3 6 testy”

9.2. Punkty kaacowe
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Nie obserwowano istotnego statystyczrikrocenia czasu trwania biegunki
u pacjentébw otrzymagych Lakcid L w poréwnaniu z pacjentami otrzyaaymi
placebo w catej badanej grupie.

Nie wykazano rownie znamiennej statystycznie adicy pomedzy badanymi
grupami co do przyrostu masyata w 1 dobie leczenia, czastosowania hawadniania

parenteralnego, liczby stolcéw wagu kolejnych dni choroby oraz epizodéw biegunki

trwajacej powyej 7 dni. Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Charakterystyka przebiegubiegunki w grupie badanej i kontrolne;j.

Lakcid L

placebo

p

Czas trwania biegunki
(godziny)

83,6 £ 55,6

96,1+71,5

p=0,36

test t-Studenta

Czas trwania biegunki
w zaleznosci od wieku
pacjentow (godziny)

test t-Studenta

< 12 mz. (n=20) (=12) 116,2 +82,7| (=8) 158,1+90,1  p=0,30
<24 mz. (n=57) (n=30) 88,7 + 64,6 | (=27 108+72,8| P=0.29
< 36 mz. (n=66) (n=33) 86,3 + 62,1 | (n=33 109,7+71,5 P=0.16

Czas trwania biegunki
w zaleznosci od czasu
rozpoczcia interwencji

test t-Studenta

(godziny)
< 72 godzin (n=36) 88,8 £59 | (-37) 101,8 + 72,8 P=0,40
> 72 godzin (n=10) 64,8 +37,8 | (-1 425+17,5| P=0.29
Przyrost masy ciataw 1]  (n=26) 60 £ 170 (n=25) 120 + 280 p=0,33
dobie Ieczeniaw gramach) test t-Studenta
Czas nawadniania p=0,08
parenteralnego(godziny) 16 £+19,3 24,3+ 29,1 test t-Studenta
Biegunka trwajaca pP=0,1 3testy’
powyzej 7 dni 3 7 R o
(Jiczba pacjentéw)
Srednia liczba
nieprawidtowych stolcéw w test t-Studenta
kolejnych dniach choroby:
1 doba 52+38 45+39 pig,gg
2 doba 3+28 2,9+2,9 P=2,
3 doba 19+2 1,9+21 p=0,90
4 doba 1+1,8 1642 3 p=0,20
5 doba 05+172 1,142, 4 p=0,12

U pacjentow z infekgj rotawirusows obserwowano istotne statystycznie
skrocenie czasu trwania dgunki w grupie otrzymugej Lakcid L w poréwnaniu

Z grup otrzymupca placebo a tate skrocenie czasu nawadneparenteralnego.
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Nie wykazano znamiennej statystyczniezmiéy pomkdzy badanymi grupami co
do przyrostu masy ciata w 1 debleczenia, liczby stolcow w ggu kolejnych dni
choroby oraz epizodéw biegunki trwegj powyej 7 dni. Wyniki przedstawiono

w tabeli 8.

Tabela 8. Charakterystyka przébiegu biegunki u dzieci z biegunk
rotawirusovg w grupie badanej i kontrolne;.

Lakcid L placebo p

Czas trwania biegunki 775+354 115+ 66,9 p= 0,03
(godziny) test t-Studenta
Czas trwania biegunki
w zaleznosci od wieku test t-Studenta
pacjentow (godziny)
<12 mz. (-8) 91+40,7 | -4 193,3+28,4| P=0,001
<24 mi. (n=17) 79,9 + 39,6| (n-15 122 + 66,6 p=0,03
< 36 mi. (n=19) 78,7 = 37,5| (m-16) 120,8 + 64,6| P=0,02
Czas trwania biegunki
w zaleznosci od czasu
rozpoczcia interwencji test t-Studenta
(godziny)
< 72 godzin (=15 85,3+ 30,4 (-15 1249 +64,6) P=0.04
> 72 godzin (n=7) 60,7 41,9| @ 405262 | PZ0.55
Przyrost masy ciataw 1| (n=16) 40 + 160 (n=15) 90 + 320 p=0,56
dobie Ieczenia(w gramach) test t-Studenta
Czas nawadniania
parenteralnego 14,9 + 13,7 37,7+32,9 p=0,006
(godziny)

test t-Studenta
Biegunka trwajaca p=0,13testy?
powyzej 7 dni 1 1 RR 0,19;95%Cl :
(liczba pacjentéw) 0,03 1,15
Srednia liczba
nieprawidtowych stolcow test t-Studenta
w kolejnych dniach
choroby:
1 doba 44+31 49+28 p=0,58
2 doba 2,8+27 4,1+3,6 p=0,19
3 doba 2,1+£22 27+2,1 p=0,39
4 doba 1+1,7 2,5+3,4 p=0,08
5 doba 0,2+05 1,1+2,4 p=0,08

9.3. Analiza czynnikow nie obgtych protokotem.
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Przeanalizowano czas trwania biegunkposzczegolnych grupach wiekowych
(ponizej 12, 24 i 36 miegca zycia). Nie stwierdzono istotnych statystyczniemé
pomidzy badanymi grupami (tab.7). Natomiast w grupie pacjentow z inafekcj
rotawirusov obserwowano istotniejsze skrocenie biegunki u dzieci mtodszych (tab.8).

W calej badanej grupie nie wykama istotnie statystycznych zafesci
pomidzy czasem trwania biegunki przed rozpmigm leczenia a czasem trwania
biegunki od momentu rozpogaa interwencji. (tab.7)

U dzieci z infekcy rotawirusows, w grupie otrzymujcej Lakcid L wykazano
zaleenos¢ czasu trwania biegunki przed rozpewem leczenia od czasu trwania
biegunki po rozpocziu leczenia. Interwencja rozpata w chgu 72 godzin
od momentu rozpoegzia biegunki w sposob istotny statycznie skracta czas trwania
biegunki. (tab.8).

W grupie pacjentoéw z infekgpakteryjr w grupie otrzymujcej Lakcid L (n=4)
sredni czas trwania biegunkvynosit 82,6 + 46,1 godziny a w grupie otrzymusg)
placebo (n=3) 156 + 124,2 godziny (p=0,25; t-StudentankRé pome¢dzy badanymi
grupami nie byfa istotna statystycznie.

9.4. Kolonizacja przewodu pokarmowego przez badane szczepy

Lactobacillus rhamnosus

W wyniku randomizacji do grupy otrzymujcej badany preparat
zakwalifilkowano 46 dzieci. Obec#b badanych szczepowactobacillus rhamnosus
stwierdzono w prébkach katu pobranych po zalzeniu podawania leku u 37/46
(80,4%) dzieci oraz w probkach katu pobranych ok. 14 dnia od roggacieczenia
u 19/46 (41,3%). W grupie kontrolnej obeéhdadanych szczepostwierdzono tylko

w 1 dziecka.

W obrebie grupy otrzymujcej badany preparat analizowano wptyw czynnikéw
klinicznych na kolonizagj Pod uwag brano czas karmienia piegsiicze wymiotéw
I czas trwania biegunki przed rozpeciem leczenia oraz liczbnieprawidtowych
stolcéw w trakcie interwencji. W przeprowadzonej analizie wariancji nie stwierdzono
réznic znamiennych statystycznie paaizy grup dzieci u ktérej nie potwierdzono
kolonizacji, grup u ktorej kolonizagj stwierdzono tylko w prébce katu pobranej po
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zakaczeniu podawania leku oraz geupv ktorej badane szczeplactobacillus

rhamnosus stwierdzono w probkach pobranych w 6 i 14 dobie interwencji. (tab.9).

Tabela 9. Analiza wariancji wptywu czynnikow klinicznych na kolonizaci
przewodu pokarmowego badanymi szczepantiactobacillus rhamnosu$72/1,
573/2, 573/3

Zmienna )
Grupa | Srednia Odchylenie | Analiza
pobran standardowe | wariancji
p
1 8,0 8,2
Czas karmienia piersg 2 6,5 5,9 0,60
3 8,8 7,1
1 1,6 1,9
Liczba wymiotow przed rozpoczciem leczenig 2 3,6 2,9 0,20
3 3,2 3
1 43,7 20,5
Czas trwania biegunki przed rozpocgciem 2 48,7 27,4 0,88
leczenia 3 45,3 30,5
1 14,9 7,8
Liczba stolcow w ciagu 5 dni leczenia 2 10,6 8.8 0,41
3 10,7 8,7

Grupy pobran:
1. (n=9) Pacjenci otrzymujcy Lakcid L, u ktérych nie potwierdzono
kolonizacji przewodu pokarmowego.

2. (n=18) Pacjenci otrzymugcy Lakcid L, u ktorych kolonizacje¢ przewodu
pokarmowego stwrdzono w probce katu pobranej po 5 dobie
leczenia.

3. (n=19) Pacjenci otrzymujcy Lakcid L, u ktérych kolonizacje¢ przewodu

pokarmowego stwierzbno w probce katu pobranej po 5 i 14 dobie
leczenia.

9.5. Bezpieczéstwo badanego preparatu

W trakcie badania nie obserwowano dziataniepa@zadanych zwizanych

z podawaniem badanegaeparatu lub placebo.

10. Dyskusja
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W badaniu z randomizagjprzeprowadzonym metadgodwojnejslepej proby
wykazanoze podawanie mieszaniny trzech szczep@atobacillus rhamnosus 573L/1,
573L/2, 573L/3 (Lakcid L) w dawce 1,2 x fOCFU podawanej 2 x dziennie przez
5 kolejnych dni nie skraca czas trwawmistrej biegunki u dzieci od 2. miasa zycia
do 6. rokuzycia w catej badanej grupie. Wykazano natomizstpodawanie badanego
preparatu istotnie statystycznie w por@miu z placebo skraazas trwania biegunki
rotawirusowej w tej grupiewiekowej. W czasie leczenibdiegunki rotawirusowe;j
wykazano lepszy efekt kliniczny w przypadku rozpmta podawania leku w gyu
pierwszych 72 godzin choroby oraz w grupie nienabwNie stwierdzono wptywu
badanego preparatu na nasilenie biegumkiolejnych dobach choroby. Stwierdzono
natomiast skrocenie czasu nawadniangarenteralnego w trakcie biegunki
rotawirusowej u dzieci hospitalizowanych otrzyauyich badany preparat.
Potwierdzono réwnie zdolnag¢ szczepdwlactobacillus rhamnosus (573L/1 573L/2,

573L/3) do kolonizacji przewodu pokarmowego.

Badanie zostalo zaplanowane i przeprowadzone zgodnie z gdupgymi
zasadami Dobrej Praktyki Klicznej jako badanie z randomizacpetod, podwaojnie
Slepej préby z wyciem placebo. W trakcie trwiga badania zrealizowano zaémia
protokotu co do liczebrioi badanych grup. Badanie uazylo 87/93 dzieci.
W 14 z 23 bada objtych metaanaliz przez Allena* dotyczcych zastosowania

prObIOtykéW w kczeniu biegunki141,142,143,144,146,149,1555,156,158,159,160,161,162

liczba
pacjentow byta mniejsza lub réwna. W przypadku biegunki rotawirusowej analiz
objeto 39 dzieci. W 7 z 23 analizowanych badazba pacjentow ktorzy ukazyli
badanie wynosita od 21 do 43%149152155156.1801650mimg tegoze zrealizowano
zatazenia protokotu co do liczebsa grup, nie udato siw czasie prowadzenia badania
wiaczy¢ wigkszej liczby dzieci z infekajrotawirusow, co sprawiaze mata liczebna

tej grupy pacjentéw jest staksztrory badania.
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Badanie zostato przeprowadzone w jednynodku podobnie jak wkszas¢
bada (14 z 23) ujtych w metaanalizie Allent!142143144.146.147,1852,154,155,156,157,

160,162

Do badania wiczono zaréwno dzieci hospitalizome jak i dzieci leczone
w warunkach ambulatoryjnych. Pomimo tege,w trzech innych badaniacfr4%1°
rowniez wiaczano dzieci zarowno leczone ambulatoryjnie, jak i hospitalizowane,
to aktualnie wydaje sj ze dla powyszych grup powinny kyinne wtérne punkty
koncowe. O ile czas trwania biegunki przedstawiaataam wartag¢ kliniczna,
to w przypadku dziecielczonych ambulatoryjnie dnd6d wtérnych punktow kiccowych
powinna st zhale¢ ocena  niepowodzenia  nawadniania  doustnego
I koniecznd¢ hospitalizacji, a w przypadku dzideiczonych w warunkach szpitalnych

wazna jest odpowietina pytanie czy badana intezacja skraca czas hospitalizaciji.

Autorzy wielu przeprowdzonych dotychczas batlaotyczcych zastosowania
probiotykdw w leczeniu ostf biegunki stosowali podobnkryteria wiekowe, jak
réwniez czas trwania biegunki przed askeniem dziecka do badania byt podoBfly
Wyniki analizy czynnikdw nie oktych protokotem, sugerage znaczniejsze skrocenie
czasu trwania biegunki roterusowej u dzieci nddszych oraz w przypadku
rozpoczcia interwencji w cigu pierwszych 72 godzin sklaniajdo rozwaenia
w trakcie planowania kolejnych badaastosowania bardzigrecyzyjnych kryteriow
wiaczenia (mtodszy wiek dzieci i @&tszy czas trwania biegunki przedaezeniem
do badania) co prawdopodobnie uthwitoby uzyskanie wyniku o wikszej

wiarygodngci.

Wynik uzyskany w leczenilbiegunki rotawirusowje- skrécenie czasu jej
trwania osrednio 37,5 godziny jest prawie idgozny z wynikami uzyskanymi przez

G 1901511521 actobacillu casei %2

innych autorow ktérzy stosowaliactobacillus G
Sredni czas skrocenia biegunki rofeusowej w cytowanych powygj badaniach

wynosit 38,1 godziny (95% CI 8,1 do 6811)

Nieistotne statystycznie skrécenie czésvania biegunki w c&j badanej grupie
o srednio 12,4 godziny trudno oddtedo danych z literatury, poniewgak dotychczas
liczba opublikowanych bada w ktérych wykazano brak skuteczed badanego
probiotyku w leczeniwbiegunki u dziecijest niewielka'®®*"® Przyczyn braku efektu
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klinicznego mae by kilka. Po pierwsze prepargést nieskuteczny i tak néale
w chwili obecnej zalpy¢. Jednak uwzam, ze warto wynik ten rozwg¢
w kontekcie zidentyfikowanych patogenow. Czynnik etiologiczny biegunki ustalono
u 60,1 % dzieci. Jednak po zalkaeniu badania prébki ka pobrane od dzieci,
u ktérych nie ustalono wgtnie czynnika etiologicznego, zostaty poddane dalszym
badaniom (poza protokotenbadania). W probkach tych wykazano ob&éno
norowirusow i astrowiruséw (w druku). Jakadomo z literaturyczas trwania biegunki
w przebiegu infekcji norowirusowej wynosiednio 2 dni, a w przypadku zalemia
astrowirusami od 1 do 5 di?*® Gdy poréwnamy go zérednim czasem trwania
infekcji rotawirisowej (4-8 dni)**1617181920 mana przypuszcza ze osigniecie
zatazenia protokotu (skrécenia biegunki o 24 godziny) jest mato prawdopodobne
w przypadku biegunki o etiologii innej inirotawirusowej. Skrocenie biegunki o 24
godziny jest wprawdzie powschnie uznane za czas istotny klinicznie, jednak dopiero
przeprowadzenie bafiaklinicznych z doktada analiz czynnikow etiologicznych
I réznymi punktami kacowymi dla poszczegolnyctwiruséw odpowiedziatoby
na pytanie czy stosowanie probiotykéw w biegunkach o etiologii inaeptawirusowa
jest uzasadnione. Jak dotyzas nie przeprowadzono baddinicznych oceniajcych
skutecznéci probiotykOw w ostrej biegunce o ustalonej etiologii wirusowej inngj ni
rotawirusowa. Zapewne jednym z gtownych powodow jest brak tanich testow do
0znaczania norowirusow, astrowirusow czy sapowirusow.

W badaniu nie oceniano wptywu Lakcidu L na qb§¢ stolca. Uwaa sk, ze
jest to wane i miarodajne kryterium ocenage skuteczn& interwencji w leczeniu
biegunki®. Ze wzgkdow praktycznych odspiono od oceny tego parametru.

Ciekawa wydaje giobserwacjaze czas trwania biegunkietiologii bakteryjnej
w grupie otrzymujcej badane szczepyactobacillus rhamnosus 573L/1, 573L/2,
573L/3 jest prawie dwukrotnie krotszyznw grupie otrzymujcej placebo. Mata
liczebnd¢ grup uniemaliwia jednak oce@ statystyczam. Zaledwie w dwoch
opublikowanych badaniachprzedstawiono wyniki dczenia dzieci z bieguak
o potwierdzonej etiologii bakteryjnéj®*>’ W obu badaniach nie wykazano skrécenia
czasu trwania biegunkiw grupie otrzymujcej probiotyki w poréwnaniu
z grum kontrolm. W obu opublikowanych pracach w leczeniu stosowano szczepy
Lactobacillus rhamnosus GG. Biorac pod uwag fakt, ze patomechanizm biegunek
bakteryjnych jest zwigzany gtownie 2z dzialaniem bakterii enteropatogennych
w $wietle jelita grubegd?®*idealnym kandydatem do leciartych biegunek wydaj
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si¢ by¢ Bifidobacterium, ktére w tej czsci jelita w warunkach fizjologicznych
wystepuja W wigkszej ilaici niz Lactobacillus *** Interesujcym pohczeniem bytby
preparat ztéony zawierajcy Lactobacillus i Bifidobacterium, szczegdlnieze autorzy
jednego z ostatnio opublikowanych przetfiw wykazali przewag probiotycznych
preparatdbw wieloszczepowych i wieldgakowych nad preparatami zawie@jmi
tylko jeden szczep baktefii.

W ocenie skuteczrdoi interwencji zastosowano anafizwynikdw w grupach
wyodrgbnionych zgodnie z zaplanowanym leczeniem uwdghjac tylko osoby,
u ktérych dokonano oceny punktowdamwych (ang. available case analysis). Brak
danych pacjentow, ktérzy nie ukceyli badania uniemdiwit analiz¢ zgodnie
Z zaplanowanym leczeniefang. intention-to-treat).

Zastosowana w przeprowadzomybadaniu dawka szczepOwactobacillus
rhamnosus 573L/1, 573L/2, 573L/3 - 2 x dziennie 1,2 xX"4GFU umaliwita skuteczn
kolonizacg  przewodu pokarmowego. Przestanki  teoretyczne  wskazuj
ze prawdopodobnie pét godzinkres inkubacji leku rqaiszczonego w 10% glukozie
zwickszyt o0 co najmniej jedn wart&é¢ logarytmicza zawartd¢ bakterii
w preparacie. Potwierdzenielonizacji metodami biochemicznym i molekularnymi
umazliwito spetnienie wymaga stawianych szczepom probiotycznyrfit0% 103104
Potwierdzono w ten sposob opoftidbadanych szczepdwactobacillus rhamnosus
573L/1, 573L/2, 573L/3 na dziatanie kwasu solneg®tici, ich zdoInd¢ do adhezji
do komorek nabtonkowych jelita cziowieka, zdal@odo kolonizacji przewodu
pokarmowego, dobre wdaiwosci wzrostowe, korzystne oddziatywanie na zdrowie
cztowieka oraz bezpiecastwo stosowania. Wadnym z dotychczas opublikowanych
bada dotycacych zastosowania bakterii probiognych w leczeniu ostrej biegunki nie
potwierdzono kolonizgc przewodu pokarmowego przez badane szczepy tak
doktadnymi metodami.

Van Niel w opublikowanej w 2002 roku metaanalizie doigez oceny
skuteczné¢ Lactobacillus w leczeniu ostrej biegunki dzieci wykazat zaleos¢ efektu
leczniczego od zastosowanej dawki lekiStosowanie wkszych dawek preparatow
zawierajcych szczepy Lactobacillus istotniej skracalo czas trwania biegunki.
Potwierdzito to wczéniejsze doniesienia z badania przeprowadzonego na ochotnikach,
w ktorym wykazano zaimos¢ kolonizacji przewodu pokarmowego przez szczepy

Lactobacillus GG od spaytej dawki"2
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Przeprowadzone badanie ma rownmwéj wymiar praktyczny. Jest jednym
z nielicznych bada oceniajcych skuteczn@& dostpnych na polskim rynku
probiotykoéw. W pewien sposob wypetnito ono dujaka powstata poradzy szeroko
omawianym przez specjalistow, ag@zdach i konferagjach, szczeperhactobacillus
GG a zapotrzebowaniem pediatrow, ktérzy w badaniu ankietowym deklarowali
powszechne stosowanie protykéw w leczeniu ostrepiegunki u dzieci, pomimo
braku na rynku preparatéwpotwierdzonej skuteczéa klinicznej !’

Praktyczny wymiar ma réwnieinformacja,ze mazna preparat przed podaniem
inkubowa& w roztworze 10% glukozy oraze 5 — dniowy okres leczenia, zwlaszcza
w przypadku biegunki rotawisowej jest wystarczagy. Fakt ten jest szczegolnie
wazny w aspekcie ekonomicznym, gdypowszechnym zjawiskiem jest traktowanie
preparatébw probiotycznyc jako ,panaceum” na #he dolegliwdci przewodu
pokarmowego i stosowanie ich bez ckoaych ram czasowych;o niejednokrotnie
stanowi due obcizenie finansowe dla pacjgw, a nie ma aktualniezadnego
uzasadnienia .

Ostraznie naley interpretowéd obserwowane w badaniu skrocenie czasu
nawadniania parenteralnego u pacjentéw z biegumtawirusow otrzymupcych
Lakcid L, poniewa w tej grupie odnotowano istotnie mniggdiczbe wymiotow przed
rozpoczciem interwencji. Niewtpliwie byt to czynnik, ktory umaiwit wczesniejsze
wprowadzenie nawadniania doustnego.

Pomimo publikowania w ostatnich latach licznych  addotyczcych
stosowania probiotykéw Veczeniu ostrej biegunki®’143144:146.147.149,148,150,151,152,
153,154,155,156,157,158,159,160,161,162. 183 al nierozwizana pozostaje kwestia dawkowania
probiotykOéw i czasu trwania leczenia. Wzeprowadzonym badaniu zastosowano
dawke zgodnie z obowzujaca w badaniach klinicznych tendencja jednoczénie
znacznie wysz niz dawki dosgpnych na polskim rynku pparatéw. Jak dotychczas
bez odpowiedzi pozostaje pytanie czy dalszegkszanie dawki &dzie s¢ wiazato
z lepszym efektem klinicznym czyzeostanie przekroana granica bezpieczstwa.
Interesugce bytyby badanie w ktérych poréwnywano by dwigne dawki tego samego
probiotyku z placebo. Rownie wyjasnienia wymaga SposOb przygotowania
I podawania leku. Wadaniu wykazanage korzystny jest 30 minutowy okres inkubacji
w roztworze 10 % glukozy. Nie wiemy jednak czy podanie probiotyku Bezgaio po
rozpuszczeniu, dulz tez wydtuzenie okresu inkubacji a tai& zastosowanie innego

rozpuszczalnikadazie miato wptyw na skuteczéoleku.
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Oprocz zdefiniowanych w protokole punktéw nkowych przeprowadzone
badanie miatlo odpowiedzieréwniez na pytanie, czy potwierdzone w licznych
badaniach Kklinicznycfr?1>1152.153.156.157.175.1{4natganalizach ™ whasciwosci, prawie
mitycznego ju szczeplLactobacillus GG sa zwiazane z konkretnym szczepem, czy te
z calym gatunkientactobacillus rhamnosus. Pytanie wprawdzie nadal pozostato bez
jednoznacznej odpowiedzi, ealuzyskane wyniki pwednio przemawiaj na korzyé

catego gatunkiLactobacillus rhamnosus.

Aby uzyska odpowied na nierozwizane jak defd kwestie dotycze czasu
stosowania i dawkowania preparatow probiotycznych aed®y oceni skutecznéé
preparatu konieczne jest przewadzenie dalszych bataklinicznych. Uzyskanie
dowodéw o wysokim poziomie wiarygodémd wymaga przeprowadzenia bada
najlepiej wielodrodkowych, na wikszej grupie pacjentow, z uwzghieniem innych
punktéw kacowych dla pacjentéw hospitalizewych i innych dla pacjentow
leczonych ambulatorgje. Szczegdlnie wae wydaje € w planowaniu nowego
badania wczesne rozpeck interwencji, najlepiej w ggu pierwszych 72 godzin
choroby, objcie badaniem dzieci mtodszych, pizaji 3. rokuzycia, u ktérych biegunka
jest czsta przyczyr hospitalizacji oraz ocenieniezagych dawek i réonych sposobow

przygotowania preparatu co stanowiawa problem praktyczny.

Podsumowujc, zidentyfikowano liczne wirusy, ktorea Przyczyry biegunki
u dzieci oraz poznano mechanizmy ich dziatania. Dysponujemy doktadnymi danymi
epidemiologicznymi oraz zldamy sg¢ do kolejnego historycznego przetomu
w zapobieganiu biegunkom — wprowadzesuazepionki przeciwko rotawirusom.

Czy w takim razie od czas6éw Hipokratesa & zmienito? Z jednej strony
leczymy chore dzieci z sukcesem, a ogromny spéchédrtelnagci z powodu biegunki
nie podlega dyskusji. Z drugiej strony pgstbiologii molekularnej umdiwia nam
tworzenie wgkszej liczby hipotez i teorii gistaraytnym, jednak tak jak i oni nadal nie
do kaaca wiemy d# jaki jest mechanizm dziatanobiotykéw anidlaczego bakterie
probiotyczne skracajczas trwania biegunkotawirusowe;.

Mleko fermentowato od miliondw lat i tak jest nadal, dzisiejszy sukces polega
na tym, ze po imieniu meemy nazwa ,spraw&” psucia s¢ mleka i ,za kag’

wykorzyst& go do leczenia biegunkir(tdno o bardziej obrzydligkare).
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11. Whnioski

Na podstawie wynikow przeprowadzonych kadayciagnieto nas¢pujace

whnioski:

1. Stosowanie preparatu Lakcid L w dawce 1,2 ¥ OFU 2 x dziennie
przez 5 dni nie skraca czasu trwani@rgsbiegunki w grupie dzieci

od 2. miesicazycia do 6. rokwycia.

2. Stosowanie preparatu Lakcid L w dawce 1,2 ¥ OFU 2 x dziennie
przez 5 dni skraca czas trwaniaedpinki rotawirusowej o ponad

24 godziny w grupie dzieci od 2 migsazycia do 6 rokwycia.

3. Preparat Lakcid L skraca czasmaaniania parentamego u dzieci
hospitalizowanych z powodu biegunki rotawirusowej. Dziatania tego
nie obserwowano u dzieci z astbiegunky o innej lub nieustalonej

etiologii.

4, SzczepyLactobacillus rhamnosus 573L/1, 573L/2, 573L/3 zawarte
w preparacie Lakcid L skutecznie kolonizyprzewdd pokarmowy

w trakcie trwania ostrej biegunki.
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12. Streszczenie

Celem pracy byla ocena skutecgrio szczepow Lactobacillus rhamnosus
573L/1, 573L/2, 573L/3 (Lakcid L) w leczeniu ostrej bgunki u dzieci od 2 m.
do 6 rz. Przeprowadzono badanie z randomizatietody podwaojnie slepej proby
Zz wyciem placebo. Za pierwotny punkt dapwy przygto czas trwania biegunki.
Za wtérne punkty kacowe uznano: przyrostmasy ciala, liczb stolcow
w kolejnych dniach choroby, przedhnie s¢ biegunki powyej 7 dni od momentu
rozpoczcia leczenia, dziatania niepglane oraz kolonizagjprzewodu pokarmowego.
Badaniem olgto 93 dzieci. Stosowano leczermgodnie z zaleceniami ESPGHAN oraz
podawano badany prepardaipebo w dawce 2 x 1,2xICFU przez okres pciu
kolejnych dni.

Wyniki: Analiza objcto 87/93 (93,5%) dzieci. Badany preparat otrzymato 46/87
(52,9%) a placebo 41/87 (47,1%) dziddi39/87 (44,8%) dzieci rozpoznano zakaie
rotawirusowe (22 otrzymato lek, 17 placebo). Czas trwania biegunki w grupie
otrzymupcej lek wynosit 83,6 £55,6 h vs placebo 96,1 + 71,5 h (p=0,36). W grupie
z infekcg rotawirusow wynosit 77,5 + 35,4h w grupie otrzymuggj lek vs placebo
115 + 67 h (p=0,03). W grupie z infekcjrotawirusows czas trwania biegunki
w przypadku rozpoezia interwencji w cigu 72h od momentu rozpagda choroby
u otrzymuacych lek wynosit 85,8 = 30,4h vs placebo 124,9 + 64,6h (p=0,04).
W grupie pacjentow z infekgjrotawirusov czas nawadniania panteralnego w grupie
otrzymupcej lek wynosit 14,9 £ 13,7h vs placebo 37,7 £ 32,9h (p=0,006). Badane
szczepylactobacillus rhamnosus stwierdzono w 5 dobieetzenia u 37/46 (80,4%)
dzieci oraz w 14 dobie u 19/46 (41,3%) dzieci.

Whioski: 1. Lakcid L w dawce 2 x 1,2x4%DCFU podawany przez 5 dni
nie skraca czasu trwania biegunki bez wdglna jej etiologi. 2. Lakcid L w dawce
2 x 1,2x18° CFU podawany przez 5 dni istotn@atystycznie skraca czas trwania
biegunki rotawirusowej. 3. Lakcid Lskraca czas nawadniania parenteralnego
u dzieci hospitalizowanyclz powodu biegunki rotawiruseej. 4. Badane szczepy
Lactobacillus rhamnosus 573L/1, 573L/2, 573L/3 skutecznie kolonizyj przewod

pokarmowy w trakcie ostrej biegunki.
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13. Summary

Objective of the study was to determine whethethamnosus strains (573L/1,

573L/2; 573L/3) enclosed in the preparation Lakcid L, have an influence on acute
diarrhea in children from 2 m. to 6 ywld. Randomizeddouble-blind, placebo-
controlled trial was performed. Primary outcome measure was the diarrhea duration.
Secondaryoutcome measures were: weight gain, no. of stools in consecutive days,
duration of parenteral rehydration, diarrha&sting over 7 days and Gl tract colonization

by administered strains. 93 patients wereoled to the study. Gliren were treated
according to ESPGHAN recommendation anditamithly , they received either 12

10" CFU mixture ofL. rhamnosus strains or placebo twice daily for 5 consecutive

days.

Results:

87/93 (93,5%) patients were analyzed. 46/87 (52,9%) children were in probiotic group
and 41/87 (47,1%) were in placebo gro®®/87 (44,8%) had rotaviral infection

(22 recived Lakcid L, 17 recived placeboMean duration of diarrhea in the treated
group: 83.6 = 55.6 h; in plabe group: 96 + 71.5 h (p=0,36h rotavirus infection:
775+ 35.4hvs 115 £ 66.9 h (p=0,03), respety. Duration of parenteral rehydration
14.9 + 13.7 h vs 37.6 £ 32.9 h; (p=0,006). The applied probiotic strains were detected
in stool samples of 37/46 (80.4%) children in 5 days and in 19/46 (41.3%) samples
in 14 days after initiating the treatment.

Conclusions:

1. Lakcid L administered orally in dose 1,2X40FU twice daily for 5 consecutive days
has no influence on diarrhea of any etiology. 2. Lakcid L administered orally in dose
1,2x10°CFU twice daily for 5 consecutive days significantly shortens duration
of rotaviral diarrhea. 3. Lakcid L shortetime of parenteral rehydration in patients
hospitalized because of roteadi diarrhea. 4. The appliedactobacillus rhamnosus
strains573L/1, 573L/2, 573L/3 were able to colonize tlgaut of the treated children.
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16. Zalaczniki

Zatacznik 1. Karta codziennej

preparatu.

Karta codziennej obserwag@ obserwacii

obserwaciji

trakcie podawania

Badanie nr 01/2001 NR PACJENTA | [ | [ ]

Imi¢ i nazwisko

Il NNN NN e N NN

Data

-

(w ramach badania 01/2001)

godzina

ILOSC STOLCOW

TEMP.

WYMIOTY

RODZAJ PLYNU

ILOSC

OO NOOAWINIF|O

23

LEGENDA

I
/

stolec prawidtowy

stolec potptynny data i godz. podania pierwszej dawki leku  / /

stolec ptynny

stolec z&luzem

stolec z krwi,

wymioty

godz. DDDD
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Zatacznik 2. Karta obserwacji po zakaiczeniu podawania preparatu.

Badanie nr 01/2001 NR PACJENTA | [ | [ ]

Data _ /__/__ __ Data _ /__[/__ __ Data /__/__ _
godz| stolce| godz| stolce| | godz| stolce| godz| stolce| | godz| stolce| godz| stolce
0 12 0 12 0 12

1 13 1 13 1 13

2 14 2 14 2 14

3 15 3 15 3 15

4 16 4 16 4 16

5 17 5 17 5 17

6 18 6 18 6 18

7 19 7 19 7 19

8 20 8 20 8 20

9 21 9 21 9 21

10 22 10 22 10 22

11 23 11 23 11 23

Data _ [/ [/ __ Data _ [/ _ [ __ Data / [/ __
godz| stolce| godz| stolce| | godz| stolce| godz| stolce| | godz| stolce| godz| stolce
0 12 0 12 0 12

1 13 1 13 1 13

2 14 2 14 2 14

3 15 3 15 3 15

4 16 4 16 4 16

5 17 5 17 5 17

6 18 6 18 6 18

7 19 7 19 7 19

8 20 8 20 8 20

9 21 9 21 9 21

10 22 10 22 10 22

11 23 11 23 11 23

Data pobrania Ill probkikatu — /  /
Data i podpis rodzica _ /[

| stolec prawidtowy

~~

stolec potptynny

stolec ptynny
{ stolec z&luzem

| stolec z krwi
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