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1.Wykaz uzywanych skrotow

LISTA SKROTOW

API - Biochemiczny szereg identyfikacyjny
CFU - (colony forming units) — jednostki tworzace kolonie
CI - (confidence interval) — przedzial ufnosci
CM UJ - Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
ESPGHAN - (European Society for Paediatric Gastroenterology
Hepatology and Nutrition) - Europejskie Towarzystwo
Gastroenterologii Hepatologii i Zywienia Dzieci
GALT- (gut-associated lymphoid tissues) — tkanka limfoidalna
przewodu pokarmowego
IgG - immunoglobulina G
MRS - (de Man, Rogosa, Sharpe) — wybiércze podloze wzrostowe dla
Lactobacillus
PCR - (Polymerase Chain Reaction) laficuchowa reakcja polimerazy
PFGE - (Pulse Field Gel Electrophoresis) - elektroforeza w zmiennym
polu elektrycznym
RR - (relative risk) - ryzyko wzgledne
SCFA — (short chain fatty acids) — krotkolancuchowe kwasy tluszczowe
SD — (standard deviation) - odchylenie standardowe
SIgA — (secretory IgA) — wydzielnicza immunoglogulina A

WHO - (World Health Organization ) Swiatowa Organizacja Zdrowia



2. WSTEP

Ostra biegunka jest jedna z najczesciej wystepujacych na $wiecie chorob'= .
Przez caty czas poszukuje si¢ skutecznych metod leczniczych oraz sposobow jej
zapobiegania. Ze wzgledu na powszechno$¢ choroby wazne jest aby nowe leki byty
bezpieczne, tatwo dostepne i tanie. W ostatnich latach duze zainteresowanie wzbudzaja
preparaty probiotyczne, ktorych skuteczno$¢ jest coraz lepiej udokumentowana

w leczeniu ostrej biegunki u dzieci *°.

2.1. Definicja biegunki

Wedtug definicji Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) biegunka okreslamy
stan, w ktorym niemowle karmione sztucznie oddaje 3 lub wiecej stolcow w ciagu
24 godzin lub 1 tzw. stolec patologiczny - czyli zawierajacy krew, $luz lub rope®®.
Wedtug niektorych autoréw biegunka zaczyna sie od 4 stolcow w ciagu doby °. Ponadto
istnieje wiele definicji 1 okreslen biegunki. Do najczgsciej uzywanych naleza:
znamienne zwigkszenie liczby wyproznien w ciggu doby w porownaniu do
poprzedniego okresu i/lub zmiana konsystencji stolca na ptynng lub poétptynng oraz
kazdy stolec patologiczny bez wzgledu na wiek dziecka i sposob zywienia .
Biegunka ostra mozna rowniez okresli¢ stan chorobowy, w ktorym zwigksza si¢
obj¢tos¢ stolcdw, a masa stolca dzieci ponizej 2 roku zycia przekracza 10 g/kg mc/dobe,
a u starszych dzieci powyzej 200 g/dobe %1112,

Aktualnie brak jest powszechnie akceptowanej definicji, co szczegolnie
wyraznie wida¢ w badaniach naukowych, gdzie autorzy stosuja definicje wedtug
wlasnego uznania *°. Pomimo tego, ze definicje oparte na liczbie stolcow
sg uznawane za malo precyzyjne, to jednak ich pomiar jest najlatwiejszy, pozostaje

nadal najbardziej praktyczny i jest stosowany w wigkszosci badan naukowych jako

miara oceny skutecznosci réznych metod leczniczych *.



2.2. Podzial biegunek

Istnieje kilka podzialéw biegunek. Dzieli si¢ je ze wzgledu na czas trwania,
czynniki etiologiczne oraz patomechanizm '*".

Jezeli czas trwania biegunki nie przekracza 14 dni, to jest ona okre$lana jako
ostra. Jezeli biegunka przedtuza si¢ ponad 14 dni, stan ten okreslamy biegunka
przewlekta. Granica w 14. dniu miedzy biegunka ostrag 1 przewlekta jest powszechnie
akceptowana, cho¢ zostata ustalona arbitralnie *'°.

W oparciu o mechanizm powstania biegunki wyr6znia si¢ cztery gltdéwne typy:
biegunke osmotyczng, sekrecyjng, wysickowa oraz biegunke spowodowang
zaburzeniami motoryki przewodu pokarmowego ' '+'%14,

Do biegunki osmotycznej dochodzi, gdy znajdujaca sie¢ w $wietle przewodu
pokarmowego nie strawiona tres¢ pokarmowa posiada wysoki tadunek osmotyczny
1 powoduje $cigganie wody do przewodu pokarmowego. Biegunka tego typu wystepuje
w przebiegu przewleklego zapalenia trzustki, w przebiegu celiakii, a takze moze by¢
nastgpstwem diety zawierajacej owoce, zwigkszong zawarto$¢ laktozy, sorbitol lub
fruktoze >,

Biegunka sekrecyjna jest spowodowana zwigkszonym wydzielanie do $wiatta
jelita cienkiego i grubego wody i elektrolitow. Jej przyczyng moga by¢ toksyny
bakteryjne, zakazenia wirusowe i leki "%,

Stan zapalny 1 owrzodzenie btony S$luzowej jelit moze powodowaé
przedostawanie si¢ osocza, biatek, Sluzu i krwi do $wiatla przewodu pokarmowego
i doprowadzi¢ do powstania biegunki wysiekowej >''"'*.

Zespol jelita drazliwego jest najczestsza przyczyng biegunki zwigzanej
z zaburzeniami motoryki przewodu pokarmowego®' "%,

Ze wzgledu na czynniki etiologiczne wyroznia si¢ biegunki wywolane przez
zakazenia bakteryjne, wirusowe i pierwotniakowe >'"*'*.

Do bakterii wywolujacych biegunki u ludzi naleza: Salmonella enteritidis,

Escherichia coli  (szczepy: Enteropatogenne-EPEC, Enterokrwotoczne-EHEC,

Enteroinwazyjne-EIEC, Enterotoksyczne-ETEC, Enteroagregacyjne-EAEC),
Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, Shigella shigae, Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus, Clostridium perfringens, Aeromonas hydrophila

. : . o 3,11,13,14,15
1 Plesiomonas shigelloides > ">,



Do najczestszych wirusowych czynnikoéw etiologicznych biegunki naleza:
rotawirusy grupy A 1 C, norowirusy, caliciwirusy, astrowirusy, adenowirusy
i koronawirusy > 13:1415.16

Zakazenia wirusowe 1 bakteryjne sa gléwng przyczyng ostrej biegunki
u dzieci. Najczegsciej chorujg dzieci do 3 roku zycia. Zachorowania mogg mie¢ charakter

epidemiczny lub sporadyczny '*'°

. Zakazenia sporadyczne sa wywolywane przez
rotawirusy grupy A i C, caliciwirusy, astrowirusy oraz adenowirusy '*'®. Gtéwnym
czynnikiem zachorowan epidemicznych sa norowirusy genogrupa [ (Norwalk,
Southampton, Desert Shield, Cruise Ship), norowirusy genogrupa II (Snow Mountain,
Mexico, White River, Lordsdale, Bristol, Camberwell, Toronto, Hawaii, Melksham)
oraz sapowirusy ( Sapporo, Parkville, Manchester, Houston, London). Réwniez

zakazenia rotawirusowe i astrowirusowe moga mieé¢ charakter epidemiczny'®.

Ostra biegunka moze by¢ rowniez spowodowana infestacjami pierwotniakami:
Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, Entamoeba histiolytica Dientamoeba
fragilis, Balantidium stercoralis oraz zatruciami pokarmowymi wywolanymi przez
toksyny bakteryjne produkowane przez Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens

. . 3,11,13,14,15
1 Bacillus cereus > 77",

Poszczegolne czynniki etiologiczne wystepuja z 1dzng czestotliwosciag

w krajach rozwijajacych si¢ i w krajach uprzemystowionych (tabela 1.) '*'7.



Tabela 1. Porownanie czestoSci wystepowania czynnikow etiologicz
ostrej biegunki w Stanach Zjednoczonych i w krajach rozwijajacych si¢

Stany Zjednoczone (%)

Kraje rozwijajace si¢ (%)

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 enterokrwotoczne 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 roznicowe] ostrej biegunki

niezakazne, do ktorych naleza:

anatomiczne, zaburzenie

wchlaniania,

nieprawidtowe karmienie,

endokrynopatie,

zatrucia

nalezy rozwazyC przyczyny
nieprawidtowosci

pokarmowe,

nowotwory, stany zapalne jelit oraz rzadko wystepujace zespoty chorobowe (zespot

hemolityczno-mocznicowy, zespot Kawasaki czy choroba Hartnupow i inne.)
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2.3. Przebieg kliniczny biegunki

Do zakazenia dochodzi na drodze kontaktéw bezposrednich, najczesciej droga
fekalno-oralng, poprzez zanieczyszczong wode badz zanieczyszczone przedmioty,

12,15,18,19,20 . . .
2527 Manifestacja kliniczna

a takze prawdopodobnie na drodze kropelkowe;j
zalezy od czynnika etiologicznego oraz stanu  odporno$ci  organizmu.
W przypadku zakazen wirusowych okres wylegania jest krotki 1 zwykle wynosi 1-3 dni
(z wyjatkiem zakazen adenowirusowych gdzie trwa do 7 dni) '>'*!>16181920 pryehies
kliniczny jest zwykle tagodny i1 samoograniczajacy si¢. Cecha charakterystyczng
wszystkich zakazen wirusowych jest ostra, wodnista biegunka czesto poprzedzona
intensywnymi wymiotami (zwlaszcza w infekcjach rotawirusowych) oraz goragczka.
Wymioty ustepuja zwykle w ciggu pierwszych 48 godzin choroby a biegunka trwa od
2 do 7 dni. W trakcie infekcji rotawirusowej mogg takze wspoétistnie¢ objawy infekcji

gornych drog oddechowych 2131819

. Najczgstszym 1 najcigzszym powiktaniem ostrej
biegunki jest odwodnienie i wynikajace z niego zaburzenia metaboliczne, ktore
sa czesta przyczyna hospitalizacji dzieci '>'>'®'°. Przebycie zakazenia wirusowego nie
daje trwatej odpornosci. Powtorne infekcje sa czeste, ale zazwyczaj maja przebieg
tagodny lub bezobjawowy. Zakazenia rotawirusowe sg jednym z gldéwnych czynnikoéw
zakazen wewnatrzszpitalnych u dzieci '*'**'****. Wynika to z duzej zakaznoéci wirusa
oraz dlugiego okresu trwania biegunki. Rotawirusy sa wydalane z katem zakazonej
osoby juz przed wystgpieniem objawoéw choroby. Maksymalna liczba czastek wirusa
(10°-10" w gramie katu) znajduje sic w kale pomiedzy 3 a 4 doba od wystapienia
objawéw 1 systematycznie obniza si¢ do 8 doby, po czym utrzymuje si¢ czasem przez
dluzszy czas na niewielkim poziomie >'®'*°. Wirus moze utrzymywaé sie przy zyciu
na ludzkich dloniach przez godzing, a na powierzchniach takich przedmiotow jak

15,18,19,20 . . .
»777 Ponlewaz rotawirusy

zabawki 1 koncoéwki termometrow przez caly dzien
nie posiadajag ostonki lipidowej, nie wulegaja zniszczeniu pod wpltywem
rozpuszczalnikow lipidow. Dobrze przechowuja sic w temperaturze -20°C,
sg stosunkowo oporne na kilkakrotnie zamrazanie i odmrazanie oraz na inkubacje
w temperaturze 56°C przez 1 godzine. Rotawirus ma cechy zakazno$ci w przedziale pH
od 3 do 9. Mozna zredukowa¢ jego zakazno$¢ przez dzialanie takich $rodkow

dezynfekcyjnych jak: alkohol etylowy, formalina, podchloryn, czy lizol '*'*%.
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U chorych z ostrg biegunka bakteryjng zwykle stwierdza si¢ wysoka goraczke,
bole brzucha, a w stolcach cz¢sto obecna jest krew i §luz. Cechg charakterystyczng
biegunek wywolanych przez enterotoksyny bakteryjne jest obecnos¢ wodnistych
stolcow oraz wymiotdw. Biegunki bakteryjne, podobnie jak wirusowe, maja zwykle

. s . 12,14,15,16
przebieg samoograniczajacy si¢ .

2.4. Biegunka jako problem epidemiologiczny

Ostra biegunka jest powszechng chorobg w populacji dziecigcej. W krajach
rozwijajacych si¢ jednym z gléwnych probleméw medycznych jest duza liczba
zachorowan na biegunke oraz wysoka $miertelnosé dzieci z tego powodu 3243,
Analiza przeprowadzona u dzieci do 5-go roku zycia wykazata, ze 15% zgonow
w tej grupie wiekowej jest spowodowanych biegunka, co sprawia, ze jest to trzecia
z kolei przyczyna $mierci w tej grupie wiekowej, po zakazeniach i powiklaniach
okotoporodowych, ktére odpowiadaja za 23% zgonow i infekcjach drég oddechowych,
ktore odpowiadaja za 18% zgonéw >*. Zachorowalno$¢ na biegunke w krajach
rozwijajacych si¢ jest najwyzsza w grupie dzieci do 11 m.z. 1 wynosi 4,8 epizodow
biegunki na dziecko na rok ', w porownaniu z 1-2 epizodami na dziecko na rok
w krajach uprzemystowionych °. W kolejnych latach zycia czesto$é epizodow
biegunkowych zmniejsza si¢. Srednia czestosé wystepowania biegunki u dzieci ponizej
5-go roku zycia w krajach rozwijajacych sie wynosi 3,2 epizody na dziecko na rok '.
W sumie liczbg epizodéw biegunki w grupie dzieci ponizej 5-go roku zycia szacuje si¢

- 1,226
na 1,5 miliarda na rok .

W 1982 roku, na podstawie danych z lat 50-tych, 60-tych i 70-tych, Swiatowa
Organizacja Zdrowia oszacowata, ze kazdego roku na calym $§wiecie, z powodu
biegunki zmarto $rednio 4,6 miliona dzieci do 5-go roku zycia *’. W latach 80-tych
obserwowano zmniegjszenie si¢ $miertelnosci z powodu biegunki w tej grupie wiekowe;j

o . .28
do 3,3 miliona zgonéw rocznie

. W 2003 roku opublikowano analiz¢ badan
przeprowadzonych w latach 1992-2000 , ktorej celem byla ocena czgstosci
wystepowania chordb biegunkowych. W tym okresie umieralno$¢ z tego powodu
wynosita 2,5 miliona rocznie, z obserwowang tendencja spadkowa — do 1,6 miliona

zgonow w 1999 roku. Obnizajaca si¢ $miertelno$¢ dzieci do 5-go roku zycia
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z powodu biegunki jest skorelowana z obnizeniem si¢ catkowitej $§miertelnosci w tej

grupie wiekowej .

W krajach uprzemystowionych zgony z powodu biegunki zdarzaja si¢ rzadko.
W Stanach Zjednoczonych z powodu biegunki umiera rocznie ok. 300-400 dzieci ** *°.
Jednak infekcje przewodu pokarmowego, a w szczegdlnosci zakazenia rotawirusowe
sa czestym powodem hospitalizacji **~'. W Stanach Zjednoczonych w grupie dzieci
do 5-go roku zycia notuje si¢ okolo 25 milionéw incydentéw biegunkowych rocznie.
200 tysigcy dzieci wymaga hospitalizacji, co stanowi 4% wszystkich hospitalizacji w tej
grupie wiekowej (przecietny koszt 2307 USS$) oraz jest przyczyna 2 % wizyt

ambulatoryjnych °.

Gléwnym czynnikiem etiologicznym biegunki w krajach rozwijajacych si¢ oraz
w krajach uprzemystowionych sg rotawirusy, ktore kazdego roku na §wiecie powoduja
okoto 111 milionéw tagodnych zachorowan, ktére nie wymagaja pomocy medycznej,
25 milionéw zachorowan bedacych przyczyng wizyt lekarskich, 2 miliony zachorowan
wymagajacych hospitalizacji oraz od 352 do 592 tysigcy zgondow w grupie dzieci do 5-
go roku zycia 2. To znaczy, ze 1 dziecko sposrod 5 ktore zachorowaty wymagato wizyty
u lekarza, 1 na 65 wymagato hospitalizacji, a 1 na 293 zmarto. Kazdego dnia z
powodu biegunki rotawirusowej umiera ok.1200 dzieci *. Szacuje sie, ze 82% zgondw
ma miejsce w krajach o niskim statusie ekonomicznym, gdzie dochéd narodowy

na mieszkanca nie przekracza 756 US$ *.

Takze badania przeprowadzone w Polsce wykazaly, Zze rotawirusy sa czesta
przyczyna biegunki w grupie dzieci do 5-go roku Zycia oraz ze zakazenia rotawirusowe

sa czesta przyczyna hospitalizacji 2"

Podobnie jak w innych krajach
uprzemystowionych stanowi to duze obcigzenie budzetu stuzby zdrowia. Wprawdzie
koszt hospitalizacji w Polsce jest znacznie mniejszy niz w USA i wynosi 150$
vs 23078, ale czas trwania hospitalizacji z powodu infekcji rotawirusowej jest znacznie

dtuzszy niz w innych krajach **'%%°*

. W 1996 roku czesto$¢ hospitalizacji w Polsce
z powodu infekcji rotawirusowej wynosita 3,1 na 1000 dzieci ponizej 5-go roku zycia
oraz 5,2 na 1000 dzieci ponizej 2-go roku zycia **. W kolejnych latach obserwowano
tendencje wzrastajacg. W grupie dzieci do 5-go roku zycia czestos¢ 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. Wskaznik ten byl wyzszy
w grupie dzieci ponizej 2-go roku zycia i w poszczegolnych sezonach wynosit
odpowiednio — 17,3 ; 19,4; 22,4 *".

Pomimo tego, ze zmniejsza si¢ liczba zgondéw w grupie dzieci do 5-go roku
zycia, to wedlug prognoz WHO w 2025 roku w krajach rozwijajacych si¢ umrze okoto
5 miliondéw dzieci, a biegunka bedzie nadal jedng z gtownych przyczyn $miertelnosci

w tej grupie wiekowej *°.
2.5. Leczenie biegunki

Biegunka towarzyszyta ludzko$ci od zarania dziejow i fakt ten zmuszal ludzi
zajmujacych si¢ leczeniem we wszystkich epokach do podejmowania prob terapii.
Biorgc pod uwage liczbe 1 rozmiar epidemii chorob biegunkowych (cholera, dur
brzuszny, dyzenteria) mieli oni duze mozliwosci eksperymentowania, rozwijania
1 praktykowania metod leczniczych. Leczenie biegunki przebiegalo dwutorowo. Jednym
elementem leczniczym byta szeroko pojeta farmakoterapia, a drugim dieta stosowana
przez pacjenta w czasie choroby.

Jednymi z gtoéwnych lekéw stosowanych w leczeniu biegunki byty ziota, ktore
do XIX wieku byty powszechnie uzywane i stanowily podstawowy surowiec leczniczy.
W publikowanych wspotczesnie poradnikach i1 artykutach dotyczacych fitoterapii
znajduje si¢ réwniez wiele informacji na temat zastosowania zi6t w leczeniu
biegunki **~*.

Aktualnie do ro$lin o dziataniu przeciwbiegunkowym zalicza si¢: pokrzyk
wilczg jagode (Atropa belladona), lulek czarny (Hyoscyamus niger) 1 bielun
dzigdzierzawy (Datura stramonium) — zawierajace atroping 1 hioscyne — alkaloidy
zmniejszajace napigcie miegsni gladkich 1 hamujace ruchy perystaltyczne uktadu
pokarmowego. W bulwach rzodkwi czarnej (Raphanus sativus), maliny wlasciwej
(Rubus idaeus), poziomki pospolitej (Fragaria vesca), bzu czarnego (Sambucus nigra),
berberysu zwyczajnego (Berberis vulgaris), glogu dwuszyjkowego (Crataegus
oxyacantha) 1 §liwy tarniny (Prunus spinosa) znajduja si¢ pektyny, ktore majg zdolnos¢
zelowania 1 przypisuje si¢ im wlasciwosci przeciwbakteryjne, absorpcyjne
1 przeciwbiegunkowe.

Kolejna grupa ro$lin to ziota bogate w §luzy, ktore pokrywaja mechanicznie

powierzchni¢ btony sluzowej przewodu pokarmowego, izolujac ja od bodzcoéw
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draznigcych a takze hamuja wydzielanie sokéw trawiennych i ruchy robaczkowe jelit.
Do tej grupy naleza min.: korzen 1 li§¢ prawoslazu lekarskiego (Althaea officinalis),
nasienie Inu zwyczajnego (Linum usitatissimum), 1i$¢ podbiatu pospolitego (Tussilago
farfara) oraz nasienie kozieradki pospolitej (Trigonella foenum graecum). Wtasciwos$ci
$ciggajace przypisuje si¢ roslinom zawierajagcym garbniki i kwasy fenolowe, substancje
ktore stracajac biatko, daja polaczenia nierozpuszczalne w wodzie i w ten sposob
na powierzchni btony $luzowej powoduja powstanie warstwy zdenaturowanych biatek,
ktéra hamuje dalsze draznienie, odczyn zapalny 1 powstrzymuja powstawanie wysieku.
Do surowcéw roslinnych o silnym dzialaniu $ciggajacym naleza: klacze pieciornika
gesiego (Potentilla anserina) 1 pigciornika kurze ziele (Potentilla erecta), ziele czabru
ogrodowego(Satureia hortensi), klacze rdestu wezownika (Polygonum bistorta), owoc
i lis¢ borowki czernicy (Vaccinium myrtillus), kora debu szyputkowego (Quercus
robur) 1 dgbianki — Galla, ziele rzepiku pospolitego ( Agrimonia eupatoria) 1 ziele
przywrotnika pospolitego (4lchemilla vulgaris) **.

Obecnie obfity arsenal potencjalnych lekéw poszedt w zapomnienie.
Wspotczesna medycyna z jednej strony wykorzystuje surowce roslinne do produkcji
lekow, z drugiej jednak strony dotychczas opublikowano tylko jedno prawidlowo
przeprowadzone badanie kliniczne oceniajace skuteczno$¢ korzenia pigciornika kurze

ziele (Potentilla tormentilla) w leczeniu biegunki rotawirusowej >°.

Jednym z najwigkszych wyzwan dla lekarzy w XIX wieku byty liczne epidemie
cholery, ktora do 1817 roku byla rzadka choroba wystepujaca gléwnie
w Indiach. W 1817 roku rozpoczgta si¢ pierwsza pandemia choroby, ktéra trwata
do 1823 roku i objeta kraje potudniowo-wschodniej Azji, Japonig¢, Chiny, a takze
poprzez Rosje dotarta do Europy. Druga pandemia w 1831 roku objeta swym zasiggiem
rowniez Polske *°.

Pomystowo$¢ 1 zaangazowanie lekarzy w leczeniu chorych w trakcie epidemii
cholery byto bardzo duze. Doktor F.V. Raspail w ksigzce ,, Lekarz domowy i domowa
apteka” wydanej w 1850 roku w Warszawie >’ zalecal chorym aromatyczne pokarmy
(z czosnkiem, pieprzem i imbirem), nacieranie si¢ alkoholem kamforowym i konska
woda, oktady na brzuch zmieniane co 15 minut, lewatywy z tytoniu, potykanie kamfory
popijanej woda smotowa co 3 godziny oraz czeste plukanie gardla stona woda *'.

Trudno sobie dzi$ wyobrazi¢ skuteczno$¢ tak intensywnej i meczacej terapii.
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Cholera nie stanowi aktualnie problemu w krajach rozwinigtych, ale to jej
epidemie byly motorem postepu medycyny. Przyczynity si¢ do poprawy warunkow
sanitarnych w krajach rozwinigtych oraz do odkrycia znaczenia nawadniania doustnego
w leczeniu biegunki. W 1831 roku po raz pierwszy opisano proby leczenia odwodnienia
w nastepstwie biegunki. O’Shaughnessy **, a potem Latta * opisali w ,,The Lancet”
terapi¢ odwodnienia w przebiegu cholery, ktorg opracowali w oparciu o analize¢
surowicy 1 stolca chorych. W pierwszej potowie XX wieku upowszechnienie
nawadniania parenteralnego przyczynilo si¢ do zmniejszenia $miertelnosci z powodu
cholery z 70% do 40% 2°** W latach 40. XX wicku opracowano doustne ptyny
nawadniajgce 1 odkryto, ze uzupehlianie potasu zmniejsza umieralno$¢ prowadzac
do istotnego zmniejszenia liczby zgondow ****'. W latach 60. i 70. wykazano
skuteczno$¢ doustnych ptyndw nawadniajacych u chorych na cholere oraz zastosowano

te metode w czasie epidemii w Bangladeszu ¢!

. Uzyskane wowczas wyniki —
obnizenie $miertelnosci z powodu biegunki w przebiegu cholery z 30 % do 3,6% -
przyczynity si¢ do opracowania przez WHO pierwszych wytycznych nawadniania
doustnego i produkcje standardowych ptynéw do nawadniania doustnego 2.
Wprowadzenie do powszechnego leczenia doustnego plynu nawadniajacego
oraz opisanie proceséw fizjologicznych lezacych u podstawy jego skutecznosci jest
okreslane jako jedno z najwigkszych odkry¢ medycznych XX wieku. Na rowni
ze szczepieniami 1 poprawa warunkoOw sanitarnych jest uwazane za czynnik, ktory

znaczaco zmniejszyt $miertelnosé dzieci na $wiecie ***'.

Drugim czynnikiem, ktory odgrywa istotng role w leczeniu biegunki jest dieta
w czasie choroby. W starozytnosci szczegdlng wage przyktadano do wiasciwego
zywienia w chorobach, jako jednego z glownych elementow leczniczych.
Na przelomie setek lat zalecenia lecznicze nie zmienialy sig, a niektdre przetrwaty

az do dzi§ ¥

. Ponad 3000 lat temu indyjski lekarz Sushruta stosowal ryz, sok
z kokosow oraz marchwianke w leczeniu cholery *'. Hipokrates zyjacy w latach 460 —
370 przed nasza era, zalecal znaczne ograniczenia w przyjmowaniu pokarmow —
zrezygnowanie z obiadu oraz ograniczenie kolacji do 1/3 porcji a takze znaczne
restrykcje pltynowe, po to aby ochlodzi¢ 1 osuszy¢ pacjenta z choroby, ktéra byta
wedlug O6wczesnego pojmowania istoty choroby, gorgca i mokra. W powszechnym

uzyciu byly wowczas rowniez $rodki przeciwwymiotne, lewatywy, upusty krwi

i masaze ¥.
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Za ,,0jca” propagowanej wspotczesnie szybkiej doustnej rehydratacji mozna
uzna¢ Erasistratusa lekarza z Aleksandrii, zyjacego okoto 250 roku przed nasza era,
ktory w trakcie biegunki zalecal mieszaning wody z odrobing wina, kazdorazowo
po wymiotach i wyproznieniach **. Aktualnie zmieniono jedynie sktad podawanego

ptynu.

W ciggu ostatnich kilkudziesigciu lat dokonat si¢ olbrzymi postep medycyny,
opisano wiele potencjalnie skutecznych lekow. W ostatnich latach, w zwigzku
z nowym spojrzeniem na medycyn¢ przez pryzmat metodologii EBM, rzetelnosc,
wiarygodno$¢ 1 skutecznos¢ roznych metod leczniczych zostata zakwestionowana.

Wedlug aktualnych wytycznych Amerykanskiej Akademiii Pediatrii **,
Europejskiego Towarzystwa Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia Dzieci
(ESPGHAN)* oraz Sekcji ds. Ostrej Biegunki Polskiego Towarzystwa
Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia Dzieci (PTGHZD)" leczenie ostrej biegunki
powinno polega¢ przede wszystkim na nawadnianiu za pomocg doustnego plynu
nawadniajgcego, a w ci¢zszych przypadkach na nawadnianiu dozylnym oraz
na wczesnej realimentacji. Upowszechnienie zasad nawadniania doustnego, majgcego
na celu skorygowanie zaburzen i utrzymanie rownowagi wodno-elektrolitowej w ostrej
fazie biegunki, spowodowato wprawdzie zmniejszenie $miertelno$ci, ale ma niewielki
wplyw na czas trwania choroby i liczb¢ biegunkowych stolcow. Czesto niepokoi
to pacjentow oraz lekarzy 1 bywa interpretowane jako niepowodzenie tej formy terapii

biegunki *°.

Niekiedy, w przypadku biegunki bakteryjnej korzystne moze by¢ leczenie
przeciwbakteryjne, jednak wskazania do swoistego leczenia zakazeh przewodu

pokarmowego sa bardzo ograniczone '***%,
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Aktualnie zaleca sig¢, aby leki przeciwbakteryjne w trakcie ostrej biegunki

podawa¢ jedynie w sytuacjach wyjatkowych, do ktérych naleza '>'>*:

1. Empiryczna antybiotykoterapia biegunki przebiegajacej z goraczka > 38°C
1 co najmniej jednym z takich objawow jak $wieza krew w stolcu, duza liczba

leukocytow lub laktoferyny w stolcu.

2. Empiryczna antybiotykoterapia umiarkowanej lub ci¢zkiej biegunki podréznych

—leki przeciwbakteryjne moga skroci¢ czas jej trwania z 3-5 do 1-2 dni.
3. Potwierdzona czerwonka bakteryjna (Shigella) lub cholera (Vibrio).

4. Cigzka salmonelloza przebiegajaca z wysoka goraczka i innymi objawami

ogblnymi.

5. Salmonelloza bez wzgledu na przebieg u chorych z grup zwigkszonego ryzyka
uogodlnionego zakazenia: wiek < 6.mz. lub > 65 r.z., niedobory odpornosci,
immunosupresja, sztuczne zastawki serca, nieswoiste zapalenia jelit,
niedokrwisto$§¢ sierpowatokrwinkowa, mocznica, niedozywienie znacznego

stopnia, hipoproteinemia.

6. Biegunka wywotana przez pateczki Yersinia u chorych z grup zwigkszonego
ryzyka uogolnionego zakazenia: wiek < 3.mz., niedobory odpornosci, zespot
przetadowania zelazem, hemochromatoza w przebiegu marskosci watroby,
choroba nowotworowa, dlugotrwale leczenie preparatami zelaza chorych

przewlekle dializowanych, leczenie desferoksaming.

Wspomnie¢ nalezy jeszcze leki bedace w powszechnym uzyciu w leczeniu

45

biegunek zarowno u dzieci jak i dorostych. Eksperci uwazaja 645 e pomimo tego,

ze istnieja dowody naukowe wskazujace na wigksza skuteczno$¢ w pordéwnaniu

47,48

z placebo adsorbentow kaolinowo-pektynowych (smektyn dwuoktanos$cienny) oraz

#39 to w chwili obecnej nie zaleca sie ich

inhibitora enkefalinazy (racekadotril)
rutynowego stosowania. Bezwzglednie przeciwwskazane w leczeniu ostrej biegunki

u dzieci jest stosowanie, czgsto uzywanych przez dorostych lekéw hamujacych
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perystaltyke jelit (loperamid), gdyz opisano przypadki zgonoéw jako powiktanie

stosowania tej grupy lekow %'

Duze zainteresowanie badaczy budzi zastosowanie cynku w leczeniu
1 zapobieganiu ostrej biegunki u dzieci. Opublikowano wiele prac potwierdzajacych

92:93.34.35,36.57.98.99.60.61.62 " yodnak trzeba podkreslic, ze wszystkie

jego skuteczno$¢
cytowane powyzej badania zostaly przeprowadzone w krajach rozwijajacych sie.
Aktualnie brakuje informacji na temat znaczenia suplementacji cynku w leczeniu ostre;j

biegunki u dzieci w krajach uprzemystowionych.

Autorzy jednego z ostatnio opublikowanych przegladow sposobow leczenia
biegunki u dzieci podkreslaja, ze poleganie na $rodkach farmakologicznych odwraca
uwage od wlasciwego leczenia ptynami, elektrolitami i Zywienia, moze tez powodowac
zdarzenia niepozadane i zwigksza¢ koszty leczenia. Poniewaz ostra biegunka jest czgsta
chorobg, przed zaleceniem rutynowego stosowania srodkow farmakologicznych nalezy

przeprowadzi¢ bilans korzysci i strat *°.
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2.6. Probiotyki

Bakterie probiotyczne towarzysza cztowiekowi rownie dtugo jak biegunka.
W ostatnich latach budza ogromne zainteresowanie badaczy. Wyniki wielu
opublikowanych badan klinicznych i przegladow pismiennictwa sugeruja, ze mogg one
mie¢ korzystny wplyw na przebieg ostrej biegunki a takze na inne choroby przewodu

pokarmowego 4,5,6,7,63,64,65,66,67,68,69,70,71,72,73,74

2.6.1. Historia probiotykéw

Pomimo, ze bakterie kwasu mlekowego zostalty odkryte i opisane dopiero
w drugiej polowie XIX wieku przez Ludwika Pasteura, to ich stosowanie bylo

zjawiskiem powszechnym juz w medycynie starozytnej '

. Schrezenmeier podaje,
ze w perskiej wersji Starego Testamentu, w Ksigdze Rodzaju (18,8) jest informacja,
ze dlugowieczno$¢ Abrahama, jest zwigzana ze spozywaniem kwasnego mleka. Jednak

nie tylko perska wersja Starego Testamentu zawiera taka informacje .

71

W stowniku biblijnym’® i komentarzu do Starego Testamentu znajduje si¢

wyjasnienie, ze hebrajskie stowo Na 'Mm. X, jest thumaczone na jezyk angielski

jako curd (modern leben) i oznacza kwasne mleko. Pewng nadinterpretacja w
komentarzu Schrezenmeiera jest dopatrywanie si¢ w cytowanym powyzej fragmencie
biblijnym wplywu kwasnego mleka na dlugowiecznos¢ Abrahama. Mozna jedynie
stwierdzié,

ze podanie odwiedzajacym kwasnego mleka bylo przejawem goscinnosci
1 ze fermentowane produkty mleczne byty wéwczas w powszechnym uzyciu.

Rzymski historyk Pliniusz w 76 roku p.n.e. zalecat produkty fermentowanego
mleka w leczeniu chordb przewodu pokarmowego . Przed rozwojem ery mikrobiologii
pojawily si¢ informacje w prasie medycznej] o potencjalnie prozdrowotnych
whasciwosciach bakterii fermentujacych, publikowane przez Carre w 1887 roku’

i Tissiera w1906 roku .

Rowniez Pasteur, ktoéremu zawdzigczamy poczatki
wspolczesnej bakteriologii, prowadzit badania nad zjawiskiem probiozy. W 1877 roku
opublikowal wraz 2z Joubertem wyniki badan, ktére dotyczyly eliminacji
chorobotworczych gatunkow bakterii (m.in.laseczek waglika) przez pospolite pateczki

jelitowe *°. Jednak za ojca wspétczesnej bakterioterapii jest uznawany laureat Nagrody
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Nobla, rosyjski uczony Eliasz Miecznikow. W 1907 roku zaproponowal on leczenie
polegajace na ,,okresowej wymianie flory jelitowej”. Taki sposéb postepowania miat,
wedlug jego koncepcji, eliminowa¢ nagromadzone w przewodzie pokarmowym
produkty metabolizmu bakterii, a takze miat hamowac proces starzenie si¢ organizmu
ludzkiego *°. Za idealne do zrealizowania swojego zatozZenia uznat Miecznikow bakterie
wyizolowane w Instytucie Pasteura z jogurtu butgarskiego, ktére nazwal ,,pateczkami
butgarskimi”. Wspotczesnie bywaja one niekiedy blednie utozsamiane ze szczepami
uzywanymi do produkcji jogurtu — Lactobacillus bulgaricus lub Lactobacillus
delbureckii subsp. bulgaricus, cho¢ w rzeczywistosci sa aktualnie opisywane jako
Lactobacillus helveticus *'.

W $lad za Miecznikowem poszli kolejni naukowcy. Mikrobiolog A. Nissle
w 1916 roku opisal szczep Escherichia coli, ktory zastosowal w leczeniu czerwonki,
duru brzusznego i zapar¢™>. W 1921 roku Rettgerer **, a w 1926 roku Kopeloff *
opublikowali wyniki badan, pokazujace, ze szczepy Lactobacillus acidophilus moga
przezy¢ w przewodzie pokarmowym cztowieka. Wiasciwosci tych nie wykazywaty
wowczas opisywane wczedniej przez Miecznikowa paleczki bulgarskie” .
W kolejnych latach w badaniach na modelach zwierzgecych wykazano znaczenie flory
jelitowej jako czynnika chronigcego przed zakazeniem. Bohnhoff (1954)%, Frerer
(1954, 1956)***” oraz Collins i Carter (1978) wykazali, ze podawanie zwierzetom
antybiotykow zwigksza ich podatnos¢ na infekcje powodowane Salmonella
typhimurium, Shigella flexneri i Vibrio cholerae. Salmonella enteritidis w iloci 10"

powodowata §mier¢ §winek morskich germ-free, podczas gdy skolonizowane zwierz¢ta

ginety dopiero po podaniu bakterii w ilosci 10 *®.

2.6.2. Definicja probiotykow

W 1965 roku skonczyta si¢ historia bakterii fermentujacych, a zaczeta historia
probiotykdéw, poniewaz termin ten pojawil si¢ w literaturze po raz pierwszy. Lilly
i Stillwell w ,,Nature” uzyli go dla opisania ,,substancji wydzielanych przez jedne
organizmy, ktére stymulowaty wzrost innych”. Zaczerpnicty z jezyka greckiego termin
probiotyki zostat uzyty jako przeciwienstwo do terminu antybiotyki *°.

W kolejnych latach definicja probiotykow zmieniata si¢ wielokrotnie.

W 1971 roku Sperti opisat, ze sg to ekstrakty tkanek, ktore stymulujg wzrost
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mikroorganizmoéw P W 1974 roku Parker po raz pierwszy wprowadzit definicjg,
w ktorej okreslit istote dzialania probiotykéw. Opisat probiotyki jako organizmy
i substancje ktére wplywaja na rownowage mikroflory jelitowej °'. Takie rozumienie
probiotykdéw zostalo zawarte we wszystkich kolejnych definicjach . W 1989 roku Fuller
rozbudowat definicj¢ Parkera — i opisal probiotyki jako ,,zywe mikroorganizmy obecne
w pozywieniu, ktore wywieraja korzystne dziatanie na ustrdj gospodarza poprzez
poprawe rownowagi mikroflory jelitowej” °2. Rowniez kolejne definicje byt
rozbudowaniem poprzednich wersji. W 1992 roku Havenaar definiuje probiotyki jako
»Zywe pojedyncze, lub mieszane kultury mikroorganizméw, ktére podane zwierzgtom
lub ludziom korzystnie wplywaja na gospodarza poprzez poprawe wihasciwosci
miejscowej mikroflory” **. W kolejnych modyfikacjach Salminen i Schaafsma (1996)
proponuja, aby nie ogranicza¢ probiotykéw jedynie do poprawy wilasciwosci
miejscowej mikroflory ale podkreslajg ich korzystny wptyw na zdrowie i odzywienie
gospodarza ***°. Aktualnie najczesciej cytowana jest definicja opublikowana przez
Schrezenmeira i de Vrese w 2001 roku opisujgca probiotyki zawarte w preparatach lub
produktach jako wystarczajaca ilo$¢ zywych, §cisle zdefiniowanych drobnoustrojow,
ktore wplywaja (przez implantacj¢ lub kolonizacj¢) na mikroflor¢ okre§lonego obszaru
organizmu gospodarza i dzicki temu wywieraja korzystny efekt zdrowotny . Jednak,

w zwiazku z opublikowanymi pracami ***7®

pojawity si¢ sugestie, ze definicja ta moze
ulec zmianie w zwiazku z tym ze efekt probiotyczny wywieraja rdéwniez zabite bakterie,

a nawet samo DNA wyizolowane z bakterii *°.
2.6.3. Wlasciwosci probiotykow

Do grupy drobnoustrojow probiotycznych nalezg pateczki produkujace kwas
mlekowy z rodzaju Lactobacillus: Lactobacillus acidofilus, Lactobacillus casei,
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 drobnoustrojéw probiotycznych sg roéwniez
zaliczane inne bakterie: Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis (wywolujacy
duze kontrowersje w opinii badaczy ze wzgledu na potencjalng mozliwo$¢ przenoszenia

plazmidéw opornosci), Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Bacillus cereus,
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Clostridium butyricium, Eschericha coli oraz drozdzaki Saccharomyces boulardi

) . . 99.100,101
1 Saccharomyces cerevisiae .

Uwaza sig, ze idealny probiotyk powinny cechowa¢ nastgpujace

whasciwosci 81+102103:104.

1. Ludzkie pochodzenie.

Opornos¢ na dziatanie kwasu solnego 1 z6kci.

Zdolnos¢ do adhezji do komorek nablonkowych jelita cztowieka.
Zdolno$¢ do kolonizacji przewodu pokarmowego.

Zdolno$¢ do produkcji substancji przeciwdrobnoustrojowych.
Dobre wlasciwosci wzrostowe.

Korzystne oddziatywanie na zdrowie cztowieka.

® NS N kLD

Bezpieczenstwo stosowania.

Mechanizm  dzialania  probiotykow  nie  jest dokladnie  poznany.
Udokumentowano wptyw probiotykdw na przebieg roznych jednostek chorobowych jak
infekcje przewodu pokarmowego, alergia czy nieswoiste zapalenia jelit. Wielu autorow
uwaza, ze potwierdzona skuteczno$¢ kliniczna dla réznych gatunkow bakterii
probiotycznych jest zwiazana z kilkoma réznymi mechanizmami dziatania ®+¢>19%19¢,
Zaktada si¢ dwa gldwne sposoby dzialania probiotykow: pierwszy — bezposredni, ktory
jest zwigzany z modyfikacja endogennego ekosystemu przewodu pokarmowego oraz
drugi — posredni, ktory jest zwigzany z modyfikacja odpowiedzi immunologiczne]
przez bakterie probiotyczne poprzez interakcje z ukladem immunologicznym bton

sluzowych (GALT) 105,107,108

Aktualnie sg brane pod uwage i dyskutowane nastgpujace mechanizmy dziatania

bakterii probiotycznych **1%>-105:10% .

1. Konkurencja o receptor lub przyleganie do komodrek nabtonkowych
uniemozliwiajgce dostep patogendéw do nabtonka jelitowego (Lactobacillus
rhamnosus GG 1 Lactobacillus plantarum 299v kompetencyjnie blokuja

przyleganie Escherichia coli 0157 H7 do komérek linii HT-29 ''°,
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2. Wytwarzanie zwigzkéw o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym (Lactobacillus
rhamnosus GG wytwarza min. nadtlenek wodoru i kwas piroglutaminowy, ktore

hamuja wzrost bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych ''".

3. Wspotzawodnictwo z innymi mikroorganizmami o skfadniki odzywcze
(zuzywanie cukréw prostych przez drobnoustroje probiotyczne hamuje wzrost

Clostridium difficile) ''%.

4. Zakwaszanie tre$ci jelitowej hamujagce wzrost niektorych — bakterii

chorobotworczych ',

5. Modyfikacja receptorow dla toksyn bakteryjnych na drodze enzymatycznej

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

6. Modulacja odpowiedzi odporno$ciowej komorkowej i humoralnej '*’, poprzez

aktywacje limfocytow ''° H

, stymulowanie fagocytozy ', pobudzanie syntezy
przeciwciat (sIgA, IgG) oraz produkcje cytokin INF-gamma ''* i 1-10 '’
Podkresla si¢ ochronne dzialanie wydzielniczych przeciwciat IgA, ktore sg
oporne na proteoliz¢ w $wietle jelita oraz nie indukujg uktadu dopeiniacza ani
odpowiedzi zapalnej, przez co wydaja si¢ by¢ idealnym czynnikiem ochronnym

blony §luzowej jelita'>.

7. Zwigkszona sekrecja mucyn (glikoprotein, ktore maja dziatanie ochronne
w zakazeniach jelitowych) w wyniku stymulowania ekspresji mRNA MUC2

i MUC3 (Lactobacillus rhamnosus GG oraz Lactobacillus plantarum 299v) .

Nalezy jeszcze raz podkreslic, ze opisane powyzej koncepcje dotyczace
potencjalnych mechanizméw  dziatania probiotykow sformutowano  gléwnie
na podstawie badan in vitro 1 na zwierzgtach, jednak nie zostaty one jak dotychczas

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

Kolonizacja przewodu pokarmowego.

Bakterie zasiedlajace przewdd pokarmowy sa okreslane mianem flory
lub flory jelitowej. Termin mikroflora znaczy dostownie ,,mate rosliny”. Poniewaz
bakterie, wirusy, grzyby i pierwotniaki sa taksonomicznie rézne od roslin, niektorzy
autorzy sugerujg zmian¢ tej nazwy. Proponujg zastgpienie jej terminem mikrobiota,
co dostownie znaczyloby ,mate zycia” 1 pozostaloby w logicznym zwigzku
z poprzednig nazwa '*2.

Bezposrednio po porodzie zaczyna si¢ proces kolonizacji, jatowego wczesniej,
przewodu pokarmowego przez bakterie z klasy fakultatywnych beztlenowcow
1 bezwzglednych beztlenowcow. Pierwsze bakterie kolonizujace przewdd pokarmowy
u dzieci urodzonych sitami natury pochodza z kanatu rodnego i nalezg do rodzaju

122 , .
. Po ukonczeniu

Lactobacillus, Bacteroides, Peptostreptococcus 1 Peptococcus
drugiej doby zycia beztlenowce sa gtownymi bakteriami znajdowanymi w probkach
katu '*. Najprawdopodobniej wynika to z faktu, ze fakultatywne beztlenowce
zmniejszajac potencjal redukcyjny w jelicie stwarzaja Srodowisko korzystne dla
rozwoju bezwzglednych beztlenowcdéw. Po porodach zakonczonych cesarskim cigciem
kolonizacj¢ rozpoczynaja bakterie z otoczenia, fakultatywne beztlenowce, gtownie
Enterobacteriacea, Coliformis 1 Lactobacillus. Opisywano op6zniong w stosunku
do dzieci urodzonych sitami natury kolonizacj¢ przez Bifidobacterium i Lactobacillus

12124 Jednak wedlug

oraz istotnie miej liczng kolonizacje przez Bacteroides fragilis
innych autoréw dalsza kolonizacja przebiega w podobny sposéb, jak u dzieci
urodzonych sitami natury, a kierunek dalszych zmian skladu i1 aktywnosci flory
bakteryjnej jest zalezny od diety dziecka '*>'*°. U dzieci karmionych wylacznie piersia
dominuja Bifidobacterium 1 Lactobacillus, natomiast u dzieci karmionych sztucznie
wystepuja czesciej Bacteroides, Clostridium i Enterobacteriacae '*>'*12712%

W trakcie kolonizacji, na poszczegolnych pigtrach przewodu pokarmowego
widoczna jest dysproporcja w odniesieniu do liczby i gatunkow bakterii '*.
W zotadku i dwunastnicy, ze wzgledu na niskie pH 1 szybki pasaz znajduje si¢ najmnie;j
bakterii — 10°-10* CFU/g tresci (Lactobacillus, Streptococus, Bacteroides).
W gbérnej czesci jelita cienkiego przewazaja Lactobacilllus,  Streptococus

i Bacteroides — 10°-10" CFU/g, natomiast w dystalnej czesci jelita cienkiego wystepuje
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zroznicowana flora bakteryjna: Bacteroides, Clostridium, Enterobacteriaceae,
Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella w ilosci 108 CFU/g. Obecnos¢ Lactobacillus
w tej czesci przewodu pokarmowego jest zwigzana z ich zdolnos$cig adhezji do komoérek
nabtonkowych. Najwigksza ich ilosé¢ — 10'°-10"" CFU/g — znajduje si¢ w $wietle jelita
grubego. Czynnikami predysponujacymi do kolonizacji tej okolicy jest wolny pasaz
jelitowy, niski potencjal redukcyjny oraz duza zawartos¢ krotkotancuchowych kwasow
thuszczowych (SCFA) '*'*. Ponad 90% bakterii kolonizujacych przewod pokarmowy
stanowig bezwzgledne beztlenowce 129,130 Glownymi sktadnikami ekosystemu s3:
Bacteroides, Bacillus, Bifidobacterium, Clostridium, Enterococcus, FEubacterium
Peptostreptococcus, Fusobacterium, Ruminococcus,  Lactobacillus, Steptococcus

i Veillonella **"°.

Rozwoj flory jelitowej przebiega w czterech fazach wg Cooperstocka

i Zedda"".
Faza I - zwigzana z rozpoczeciem kolonizacji trwa okoto dwoch tygodni.
Faza Il - obejmuje okres wytgcznego karmienia piersia.
Faza Il - zaczyna si¢ w momencie rozszerzania diety dziecka karmionego
piersig, a konczy catkowitym odstawieniem od piersi.
Faza IV - flora dziecka upodabnia si¢ do flory przewodu pokarmowego

dorostego.

W efekcie tego procesu w przewodzie pokarmowym znajduje sic powyzej 10"

komorek bakteryjnych/g tresci jelitowej co najmniej 400 réznych gatunkéw bakterii,

123129 Inni autorzy uwazaja, ze w $wietle przewodu

122

ktore tworzg stabilny ekosystem
pokarmowego znajduje si¢ nawet do 500  gatunkéow  bakterii
U ludzi dorostych bakterie stanowia 35-50% objetosci tresci jelitowej. Mikroflora
przewodu pokarmowego ma znaczacy wplyw na organizm gospodarza poprzez

65

stworzenie funkcjonalnej bariery jelitowe] Szczegdlnie wyraznie pokazuje

to  eksperyment poréwnujacy parametry biochemiczne, fizjologiczne
1 immunologiczne pomigdzy zwierzetami hodowanymi w warunkach sterylnych (germ-

132 Aktywno$é

free) 1 zwierzgtami posiadajgcymi flor¢ w przewodzie pokarmowym
metaboliczna flory przewodu pokarmowego jest poréwnywana
z aktywnoS$ciag metaboliczng watroby, najbardziej aktywnego metabolicznie narzadu

cztowieka '*>'%,
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W  wigkszosci badan opisujacych kolonizacje przewodu pokarmowego
informacje na temat sktadu mikroflory jelitowej byly uzyskiwane z posiewow katu.
W ostatnich latach, w zwigzku z rozwojem diagnostyki molekularnej, pojawito
si¢ kilka prac badajacych rdéznice miedzy mikroflora blony $luzowej jelita

134,135,136
720 Wykazano

a mikroflorg znajdujaca si¢ w $wietle przewodu pokarmowego
dysproporcje zarowno w stosunku do Bifidobacterium — czterokrotnie wigksza liczbe
bakterii stwierdzono w §wietle przewodu pokarmowego w stosunku do liczby bakterii
w blonie $luzowej jelita oraz w stosunku do Lactobacillus — ktére byty rownomiernie
rozmieszczone w  blonie  $luzowej jelita w  roznych jego  odcinkach
i istotnie nierownomiernie w $wietle przewodu pokarmowego **!*°. Cytowani powyzej
autorzy sugeruje, ze dopiero poznanie mikroflory btony $luzowej jelit umozliwi

doktadniejsze zrozumienie wptywu flory fizjologicznej a takze bakterii probiotycznych

na organizm cztowieka.

2.7. Wyniki badan klinicznych dotyczacych stosowania probiotykow w leczeniu

biegunki u dzieci.

W badaniach eksperymentalnych 1 artykutach pogladowych opisano korzystny
wptyw bakterii probiotycznych na uktad immunologiczny 1 funkcjonowanie bariery
jelitowej, na mikroflor¢ przewodu pokarmowego oraz antagonistyczne dziatanie wobec

65,97,100,107,118,137, 138,139 1 . . o .
PTI00I07IS137, 138139 "R gwniez wyniki opublikowanych

patogenéw jelitowych in vitro
badan klinicznych wskazuja na to, ze stosowanie probiotykow moze mie¢ korzystny
wpltyw na przebieg ostrej biegunki u dzieci. Rzetelng oceng skutecznosci probiotykow
w leczeniu ostrej biegunki umozliwiaja narzedzia, ktérymi postuguje si¢ Evidence
Based Medicine.

Opublikowano dotychczas cztery metaanalizy oceniajgce skuteczno$¢
stosowania probiotykéw w leczeniu ostrej biegunki u dzieci *>**’. Pomimo rézniacej sic
metodologii  zastosowanej w przytoczonych pracach zwraca uwage fakt,
ze sposrod badan opublikowanych od roku 1966 tylko nieliczne zostaly zaplanowane
1 przeprowadzone w sposob umozliwiajacy wiarygodng ocen¢ interwencji.
W metaanalizie przeprowadzonej przez Szajewska i Mrukowicza © analizowano
10 badan, w metaanalizie van Niela iwsp.” 9 z 26, w metaanalizie Huang i wsp.’

18 z 29, a w ostatniej z opublikowanych przez Allen i wsp.* 23 z 64 prac wstepnie

zakwalifikowanych do oceny.
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Autorzy wszystkich metaanaliz podkreslajg duza heterogenno$¢ analizowanych
badan. Heterogenno$¢ dotyczyla zastosowany szczepdéw probiotycznych w trakcie
interwencji: Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus '*, Lactobacillus
acidophilus LB "' | Enterococcus LAB SF68 "% Lactobacillus acidophilus
i Lactobacillus bifidus "*°, Saccharomyces boulardi "', Streptococcus faecium '*,
Lactobacillus GG ATC 53103 150, Lactobacillus casei GG 1133133 , Lactobacillus
acidophilus 1 Lactobacillus bifidus "*, Lactobacillus GG "> Lactobacillus

rhamnosus 19070-2 i Lactobacillus reuterii DSM'® >

160,161 . . 162
2%, Lactobacillus casei .

, Lactobacillus reuterii SD2112

Dawki probiotykéw stosowanych w trakcie interwencji roznity sie 1000 —
krotnie: od 10" — 10* CFU "’ do 10" - 10" CFU ', Czas podawania leku
w trakcie choroby wynosit od 2-ch °*'*® do 10-ciu dni '**'**. W cytowanych powyzej
badaniach stosowano rézne definicje biegunki oraz rézne definicje punktu koncowego

biegunki.

Pomimo tych dysproporcji autorzy podkreslaja, ze dane uzyskane
z przeprowadzonych metaanaliz wskazuja na umiarkowane lecz statystycznie
znamienne korzysci ze stosowania probiotykow w leczeniu ostrej biegunki u matych
dzieci. Probiotyki, a zwlaszcza Lactobacillus GG skracajac jej czas trwania (od 14 do
26 godzin), a najwyrazniejszy efekt zaobserwowano w biegunce rotawirusowej gdzie
$rednie skrocenie czasu trwania biegunki wynosi 38,1 godzin (95% CI 8,1 do 68,1) *.
Wydaje si¢ natomiast, ze nie przynosza one korzysci dzieciom chorujagcym na biegunke
bakteryjna *°. Wykazano réwniez, ze zmniejszaja nasilenie biegunki w kolejnych
dniach choroby. W grupie otrzymujacej probiotyki byto §rednio o 1,51 stolca mniej
w drugiej dobie choroby i o 1,31 mniej w 3 dobie w pordwnaniu z grupa leczong

placebo *°. A takze zmniejszaja ryzyko przedtuzania sie biegunki powyzej 3 dni *°,
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2.8. Bezpieczenstwo stosowania probiotykow w trakcie leczenia ostrej biegunki.

W opublikowanej przez Allana i wsp. metaanalizie * wérdd wlaczonych
do analizy 23 badan, w 12 nie odnotowano wystgpienia zdarzen niepozadanych,
w 8 badaniach nie monitorowano wyst¢gpowania zdarzen niepozadanych,

155,156,157
h »1506,

a w 3 badaniach opisano wystgpienie zdarzen niepozadanyc . Jedynym

raportowanym zdarzeniem byly wymioty, ktore wystepowaly rzadziej 1 trwaty krocej
w grupie otrzymujacej probiotyk w poréwnaniu z grupa otrzymujaca placebo 7,
Zaden z autoréw raportujacych zdarzenia niepozadane nie wigzal ich wystapienia

z podawaniem probiotykow.

2.9. Dostepne w Polsce preparaty probiotyczne.

Z dostgpnych na naszym rynku probiotykow potwierdzong skutecznos¢
w leczeniu ostrej biegunki u dzieci posiada preparat Enterol zawierajacy Saccharomyces
boulardi ** ' oraz Trilac zawierajacy Lactobacillus acidopphilus, Bifidobacterium
bifidum 1 Lactobacillus bulgaricus, ktory w sposdb umiarkowany skraca czas trwania

164

ostrej biegunki u dzieci ponizej 4 roku zycia . Efekt ten udokumentowano jednak

wylacznie w analizie w grupach wyodrebnionych zgodnie z protokotem.

Dostepne na polskim rynku preparaty probiotyczne przedstawiono w tabeli 2. '
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Tabela 2. Dostepne w Polsce preparaty probiotyczne 165,

Nazwa preparatu

i producent

Forma i sklad preparatu

Beneflora (Ortis)

proszek

Lacidofil 1 kapsutka zawiera 100mln pateczek Lactobacillus
(Merc) acidopfilus i 1,9 mld pateczek Lactobacillus rhamnosus
Lakcid proszek do sporzadzania zawiesiny — 1 amp. zawiera 2 mld

(Biomed-Lublin)

CFU pateczek Lactobacillus rhamnosus

Lakcid forte
(Biomed-Lublin)

proszek do sporzadzania zawiesiny — 1 amp. zawiera 10

mld CFU pateczek Lactobacillus rhamnosus

Nutrilac 1 kapsutka zawiera 100 mln pateczek Lactobacillus

(Agropharm) rhamnosus

Nutriplant 1 kapsutka zawiera 100 mln pateczek Lactobacillus

(Agropharm) plantarum

Trilac 1 kapsutka zawiera 600 mln pateczek Lactobacillus

(Allergon AB) acidophilus, 400 mln pateczek Lactobacillus delbruecki
subsp.bulgaricus 1 600 mln pateczek Bifidobacterium
bifidum

Enterol 250 proszek i kapsulki - 250mg preparatu zawiera 5 x 10"

(Laboratories Biocodex)

zywych, liofilizowanych komorek Saccharomyces boulardi
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3. Charakterystyka badanego preparatu

Charakterystyka preparatu Lakcid L

Lakcid L jest preparatem zawierajacym trzy szczepy bakteryjne gatunku
Lactobacillus rhamnosus: 573L/1, 573L/2, 573L/3 zliofilizowane w roztworze
odtluszczonego mleka z sacharoza.

1 fiolka zawiera 12 mld bakterii ( 1,2 x 10" CFU ) trzech szczepow
Lactobacillus  rhamnosus ( 573L/1, 573L/2, 573L/3 ) w stosunku 1:1:1,

zliofilizowanych w roztworze mleka z sacharoza.

Szczepy te zostalty wyizolowane z kalu zdrowego noworodka urodzonego sitami
natury przez matke nie leczong antybiotykami przez co najmniej 3 miesigce przed
porodem. Zostaty zidentyfikowane za pomocg metod fenotypowych (zestaw API 50
CHL) 1 genotypowych za pomoca reakcji PCR ze starterami swoistymi
dla gatunku Lactobacillus rhamnosus jako Lactobacillus rhamnosus 1 zlozone
do depozytu Polskiej Kolekcji Drobnoustrojow w Instytucie Immunologii 1 Terapii

Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Lactobacillus rhamnosus sa to powszechnie wystgpujace Gram-dodatnie
katalazo-ujemne laseczki, ktore w preparacie czgsto ulozone s3 w tancuszki.
Na podtozach wzrostowych rosng w postaci biatych, mlecznych kolonii, w szerokim
zakresie temperatur. S3 wzglednie beztlenowe 1 dobrze znoszg niskie pH. Procent par
GC w genomie waha si¢ w granicach 45-47.

Szczepy znajdujace si¢ w preparacie charakteryzuja si¢ typowymi

whasciwosciami probiotycznymi ®''0% 103104,

1. Pochodza ze zdrowej mikroflory ludzkiego organizmu.

2. Posiadaja precyzyjnie okreslony rodzaj i gatunek, potwierdzony badaniami

molekularnymi.

3. W badaniach in vitro wykazuja antagonistyczng aktywnos¢ wobec typowych

patogendéw przewodu pokarmowego, hamujacg wzrost bakteryjnych czynnikow
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etiologicznych zakazen przewodu pokarmowego: Salmonella, Shigella
1 Escherichia coli (rycina 2). Ponadto sg aktywne wobec bakterii beztlenowych
powodujacych przewlekte stany zapalne zotadka 1 jelit - Helicobacter pylori.
Dziatajg tez na ziarenkowce Gram-dodatnie.

Szczepy wykazuja zakres oporno$ci na antybiotyki odpowiadajaca
gatunkowi  Lactobacillus  rhamnosus: wrazliwo$¢ na penicyline,
erytromycyne, klindamycyne oraz gatunkowo-swoistg opornos¢
na kotrymoksazol, metronidazol i wankomycyng¢. Nie zawieraja plazmidow

mogacych przenosi¢ geny opornosci na antybiotyki.

4. Posiadajg  zdefiniowane wlasciwosci powierzchniowe 1 adherencyjne,
potwierdzone za pomocg hodowli tkankowej. Wykazuja duze powinowactwo do
komorek ustroju ludzkiego dzigki unikalnym wiasciwo$ciom powierzchniowym
opisanym na podstawie badania hydrofobowos$ci bakterii, testu na produkcje

$luzu oraz badania adherencji do komorek ustroju ludzkiego.

Rycina 1. Zdjecie z adherencji szczepu Lactobacillus rhamnosus do linii

komorkowej HT-29.
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Salmonella

Rycina 2. Zahamowanie wzrostu pateczek Sa/monella na podtozu przez szczepy

Lactobacillus rhamnosus 573L/1, 573L/2, 573L/3.

5. Wykazujg opornos$¢ na sok zotagdkowy i sole zotci.
Wszystkie badane szczepy za pomoca metoda Clarka i metody Dashkevicz
1 Feighner wykazywaty opornos$¢ na dziatanie soku zotadkowego oraz soli zotci,
co $wiadczy o ich doskonalym przystosowaniu si¢ do niesprzyjajacych

warunkow panujgcych w ludzkim przewodzie pokarmowym.

Przeprowadzone badania in vitro potwierdzity wlasciwosci probiotyczne
szczepOw zawartych w preparacie Lakcid L. Zostaly one wykonane zgodnie
z obowiazujaca i publikowana w analogicznych analizach metodologia '*%'%%'%7,
Wyniki badan znajduja si¢ u producenta preparatu.

Dla kazdego dziecka przygotowano w oddzielnym opakowaniu zestaw
10 ampulek oznaczonych nazwg badania i kodem liczbowym z listy randomizacyjne;.
Opakowania  zewnetrzne byly rowniez oznaczone nazwa badania
1 kodem liczbowym. Wyglad zestawow zawierajacych badany lek i placebo byt
identyczny (rycina 3.). Placebo stanowil no$nik stosowany do zawieszania szczepow
Lactobacillus rhamnosus.

Ampulki zawierajace szczepy Lactobacillus rhamnosus oraz amputki

zawierajagce placebo  zostaly  wyprodukowane przez ~Wytwoérnie¢  Surowic

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

Celem badania byla ocena skutecznos$ci trzech szczepdéw Lactobacillus
rhamnosus 573L/1, 573L/2, 573L/3 w leczeniu ostrej biegunki u dzieci
od 2. miesigca do 6. roku zycia spowodowanej roznymi czynnikami etiologicznymi ze

szczegdlnym uwzglednieniem zakazen rotawirusowych.

Hipoteza badawcza

Przyjeto hipotez¢ badawcza, ze podawanie preparatu Lakcid L dzieciom

chorujacym na ostrg biegunke skraca jej czas trwania przynajmniej o 24 godziny.

Miejsce prowadzenia badania

Badanie przeprowadzono w Oddziale Dziecigcym Szpitala Swietej Jadwigi

Slaskiej w Trzebnicy.

5. Material i metody

5.1. Kryteria wlaczenia do badania

1. Wiek od 2. miesigca zycia do 6. roku zycia.

2. Ostra biegunka (wg definicji WHO) [152] trzy lub wigcej stolcow w ciggu doby
lub stolec z patologiczng trescia: ropa, krew, sluz.

3. Poczatek objawow nie dtuzej niz 5 dni przed dniem wiaczenia do badania.

4. Pisemna zgoda rodzicow lub prawnych opiekunéw na udziat dziecka

w badaniu.
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5.2. Kryteria wykluczenia przed rozpoczeciem badania

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

Rozpoznane nieswoiste zapalenie jelit.

Kazda inna choroba przewlekta oraz stan immunosupresji .

Leczenie immunosupresyjne.

A

Karmienie wylacznie piersia.

5.3. Metodyka badania

Przeprowadzono badanie kliniczne z randomizacja, metoda podwdjnie $lepej

proby z uzyciem placebo.

5.4. Pierwotny punkt koncowy

Za pierwotny punkt koncowy badania przyjeto czas trwania biegunki bez
wzgledu na etiologi¢ oraz czas trwania biegunki o etiologii rotawirusowe;j.

Za moment rozpoczecia interwencji uznano dzien i godzing podania pierwszej
dawki badanego preparatu. Koniec biegunki zdefiniowano jako brak stolca w ciggu 12
godziny lub drugi z kolei prawidtowy stolec, po ktorym nie wystgpowaly

nieprawidlowe stolce. Czas trwania biegunki mierzono w godzinach.

5.5. Wtorne punkty koncowe

Do wtornych punktéw koncowych zaliczono:
1. Przyrost masy ciala w pierwszej dobie leczenia.
Liczbe stolcow w kolejnych dobach choroby.
Przedluzanie si¢ biegunki (ponad 7 dni).
Wystapienie dziatan niepozadanych .

Czas nawadniania parenteralnego.

S

Oceng kolonizacji przewodu pokarmowego przez badane szczepy Lactobacillus

rhamnosus.
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5.6. Obliczenie wielkoS$ci préby

Do obliczenia wielkos$ci proby stosowano test T dla zmiennych niepowigzanych
(poréwnanie $rednich) korzystajac z programu komputerowego StatsDirect (wersja
1.9.14, Camcode, UK). Przy randomizacji 1:1 1 zatozeniu, ze réznica migdzy badanymi
grupami wynosi 24 godziny (odchylenie standardowe [SD]: 24h), przyjmujac
mozliwo$¢ popetnienia biedu f =20% (moc 80%) i o = 5%, obliczono, ze do kazdej z

grup nalezy zakwalifikowa¢ przynajmniej 17 dzieci.

5.7. Randomizacja

Liste randomizacyjng tworzyta osoba niezalezna, niezwigzana z badaniem, poza
miejscem prowadzenia badania. Do sporzadzenia listy wykorzystano program Statistica

PL. V.6.0. Zastosowano randomizacje¢ 1:1 w blokach po 4.

5.8. Utajnienie alokacji

Kolejne numery randomizacyjne byty przydzielane dzieciom zgodnie
z kolejnoscig wiaczania do badania, co po rozkodowaniu pozwolito dokona¢ podziatu
na 2 grupy: I — otrzymujaca badany lek (Lakcid L) 1 II — kontrolng, otrzymujaca
placebo.

5.9. Zaslepienie badania

Dwie kopie listy randomizacyjnej zostaly umieszczone w zalepionych
kopertach. Jedng otrzymata Wytwornia Surowic 1 Szczepionek ,,Biomed”
w Lublinie, natomiast druga lista zostala zabezpieczona do momentu zakonczenia
badania 1 wykonania wszystkich oznaczen. Listy zostaly odkodowane

po zakonczeniu badania przez ostatniego pacjenta.
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6. Opis interwencji

6.1. Wstepna kwalifikacja

W czasie pierwsze] wizyty, lekarz pediatra w trakcie badania fizykalnego
ocenial stopien odwodnienia, a nastgpnie dziecko bylo wazone przez pielggniarke
na wadze lekarskiej. Po okresie rehydratacji (doustny plyn nawadniajacy
lub nawadnianie dozylne) zgodnie z zaleceniami ESPGHAN™ rozpoczynano faze

realimentacji w oparciu o diet¢ stosowang u dziecka przed wystapieniem biegunki.

6.2. Interwencja

Dzieci spelniajagce kryteria wiaczenia losowo kwalifikowano do jednej
z dwoéch grup, w ktorych podawano (1) Lakcid L lub (2) identycznie wygladajace
1 smakujace placebo. Zardwno aktywny preparat, jak i placebo podawano doustnie,
2 razy dziennie po 1 ampulce, przez 5 kolejnych dni. Jedna amputka leku zawierata
12 mld bakterii ( 1,2 x 10'° CFU ) trzech szczepow Lactobacillus rhamnosus
( 573L/1, 573L/2, 573L/3 ) w stosunku 1:1:1, zliofilizowanych = w roztworze mleka
z sacharoza. Placebo stanowil nos$nik stosowany do =zawieszania szczepow
Lactobacillus rhamnosus. Ampulki przed uzyciem byly przechowywane w lodowce
w temperaturze 2-8° C. Przed podaniem preparat rozpuszczano w 2 ml 10 % glukozy
1 podawano po 30 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej. Puste ampuiki
1 opakowania zwracano osobie prowadzacej badanie, co umozliwito dodatkowsg
kontrole dawkowania preparatu. Podczas trwania badania z diety dziecka wykluczono
produkty sfermentowanego mleka (jogurt, kefir, itp.) oraz nie podawano innych
preparatéw probiotycznych.

Skuteczno$¢ badanego preparatu oceniano w oparciu o parametry kliniczne
1 laboratoryjne.

Ocene czasu trwania biegunki, ocen¢ przyrostu masy ciata w pierwszej dobie
zycia, liczbe stolcow w kolejnych dniach choroby oraz ocen¢ wystgpienia dziatan
niepozadanych wykonano w oparciu o informacje zawarte w dokumentacji medyczne;j
hospitalizowanych pacjentdow oraz w oparciu o informacje zawarte w Dzienniczkach
Pacjentow prowadzonych przez rodzicow lub opiekundéw prawnych dzieci w trakcie
trwania badania. W czasie podawania preparatu pielegniarki lub rodzice zaznaczali
w Dzienniczku Pacjenta liczbe¢ i konsystencj¢ oddawanych stolcow, liczbe wymiotow,

temperature dziecka oraz rodzaj i ilo$¢ wypijanych ptynow. Kart¢ obserwacji
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przedstawiona jest w zataczniku 1. Po zakonczeniu podawania preparatu rodzice dzieci
zaznaczali codziennie liczbg 1 konsystencje oddawanych przez dzieci stolcéw do

14 dnia od momentu rozpoczecia interwencji. Karta obserwacji przedstawiona jest
w zalaczniku 2. Ocene¢ 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 trzy wizyty pacjenta. Wizyta pierwsza miata
miejsce w dniu wiaczenia do badania. Wizyta 2 odbywata si¢ w 6 dobie po wlaczeniu
do badania, a wizyta 3 w 14 dobie od wiaczenia dziecka do badania.

U wszystkich dzieci po wiaczeniu do badania pobierano probke katu celem
oznaczenia czynnika etiologicznego oraz celem hodowli szczepow Lactobacillus
rhamnosus. Kolejne probki kalu celem hodowli szczepow Lactobacillus rhamnosus
pobierano po zakonczeniu podawania lekéw (w 6 dobie) oraz okoto 14 doby od
rozpoczgcia leczenia. U dzieci hospitalizowanych oceniano mase ciata po 6 1 24
godzinach od wiaczenia do badania oraz codziennie w kazdym kolejnym dniu
hospitalizacji. U dzieci leczonych ambulatoryjnie wage ciala oceniano tylko przy
przyjeciu. Liczbe stolcow, wymiotdw oraz ilo$¢ stosowanego DPN w kolejnych dobach
choroby zapisywali rodzice lub opiekunowie dziecka w Dzienniczku Pacjenta, ktory byt
zwracany badaczowi w czasie wizyty kontrolnej po zakonczeniu podawania badanego
preparatu. Trzecia wizyta kontrolna, w trakcie ktorej rodzice dostarczali probke katu
oraz karte obserwacji stolcow odbywata si¢ okolo 14 dnia od wlaczenia dziecka do

badania. Plan przebiegu badania zawiera tabela 3.

39



Tabela 3. Plan przebiegu badania

WIZYTA1 |4-6 2 dzien |3 dzien |4dzien |WIZYTA 2| WIZYTA 3
Wiaczenie do | godzina 6 dzien 14 dzien
badania po
wlaczeniu

Badanie

fizykalne X X X

Masa ciata X X X

Temperatura X

Badanie w X

kierunku

rotawirusow

Badanie w X
kierunku

adenowirusow

Posiew katu X
(SS, E.coli)

Posiew katu w

kierunku X X X

L.rhamnosus

Podawanie

badanego X X X X X X

preparatu

L.stolcow/dobe X X X X X X

Kontrola

dzienniczka X X

6.4. Przygotowanie materialu do wykonania badan mikrobiologicznych

Pierwsza probke katu pobierano, po wilaczeniu dziecka do badania,
do probowki z podlozem transportowym oraz do probowki z podtozem MRS. Kolejne
probki kalu (w 6-tej i 14-tej dobie) pobierano do probowki z podlozem MRS
1 umieszczano w lodoéwce. Probki byly przesytane poczta kurierskg do Zaktadu
Bakteriologii Katedry Mikrobiologii CMUIJ. Probki pobierane w dni robocze
od poniedziatku do czwartku byly dostarczane do Katedry Mikrobiologii CMUJ
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w ciggu 24 godzin. Probki pobierane w dni wolne od pracy byly przechowywane
w lodowce 1 wysytane poczta kurierskg w pierwszym, nast¢pujgcym po dniach wolnych

dniu pracy.

6.5. Badanie mikrobiologiczne stolca

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

Posiewy katu w kierunku zakazenia pateczkami Salmonella, Shigella oraz
patogennymi szczepami Escherichia coli wykonano w Katedrze Mikrobiologii CMUJ.

Materiat z podloza transportowego diagnozowano w kierunku Escherichia coli,
Salmonella 1 Shigella. Wysiewano go réwnolegle na dwa podtoza: stale, wybidrczo-
roznicujace McConkey’a 1 ptynne SF (selenianowo-fosforanowe). Obie pozywki
inkubowano 24h w temperaturze 37°C w warunkach tlenowych. Nast¢pnie hodowlg
z pozywki dzielono na pot, jedng cze¢$¢ ogrzewano we wrzacej tazni wodnej przez 15
minut a drugg wysiewano na podtoze wybiorcze w kierunku Salmonella
1 Shigella (SS) 1 podtoze Wilson-Blaira. Ogrzana probka hodowli bakteryjnej byta
wystudzona do temperatury pokojowej 1 wykorzystana do wykonania odczynu
lateksowego w kierunku antygendéw pateczek Salmonella (Biomex). Na wydzielone
pole szklanej ptytki nanoszono ok. 25ul probki badanej hodowli oraz krople
wielowaznego odczynnika lateksowego. Po dokladnym wymieszaniu pateczka
z tworzywa sztucznego, umieszczano plytke w wilgotnej komorze na wytrzasarce
1 kolysano przez 10 minut. Do dalszego badania z odczynnikami jednowaznymi
przeznaczano tylko te probki, w ktorych w pierwszym etapie uzyskano dodatnig
reakcj¢. Kazdg taka probke nanoszono w objetosci ok. 25ul na szes¢ pol ptytki szklanej
1 dodawano po jednej kropli kolejnych odczynnikéw jednowaznych: B, C1, C2, D, E.
Nastepnie mieszano reagenty i powtdrnie kotysano 10 minut na wytrzasarce.
Wystapienie znaczacej reakcji zlepnej (przynajmniej 50%  drobnogrudkowa
aglutynacja) z odczynnikiem wielowaznym i1 jednym z grupowych odczynnikoéw
jednowaznych §wiadczyla o obecnosci w badanej probce antygenow paleczek
Salmonella nalezacych do danej grupy. Wzrost charakterystycznych drobnych

przejrzystych kolonii z czarno zabarwionym czubkiem na podlozu Wilson-Blaira
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1 drobnych, przejrzystych kolonii na podtozu SS dodatkowo potwierdzat obecno$é¢

pateczek Salmonella w badanej probce.

Sposréd kolonii bakteryjnych wyrostych na podtozu McConkey’a wybierano
10 typowych laktozo-dodatnich kolonii odpowiadajagcych wygladem koloniom
Escherichia coli. Wybrane kolonie przesiewano na dwa komplety pozywek ptynnych:
wode¢ peptonowa z tryptofanem i podtoze z malonianem sodu, nastgpnie inkubowano
je przez 18-20 godzin w temperaturze 37°C. Po inkubacji obserwowano zabarwienie
podtoza z malonianem sodu. Do dalszego badania serologicznego przeznaczano tylko
te hodowle szczepéw na wodzie peptonowej z tryptofanem, ktore nie spowodowaty
zmiany zabarwienia podtoza z malonianem (hodowle maloniano-ujemne). Pozywki
z przeznaczonymi do identyfikacji szczepami ogrzewano we wrzacej tazni wodnej przez
15 minut, nastepnie chtodzono do temperatury pokojowej. Z tak przygotowanych
hodowli pobierano 2 ml do osobnych probdéwek 1 wykonywano proébe na obecnos¢
indolu dodajac par¢ kropel odczynnika Erlicha. Do dalszego badania przeznaczano
te hodowle szczepoéw na wodzie peptonowej, ktoére oceniono jako indolo-dodatnie.
Szczepy te badano wykorzystujac test lateksowy Coli Lateks EPEC (BIOMED
Krakéw). Na zaznaczonych polach ptytki umieszczano po jednej kropli odczynnika
lateksowego dla grup A, B i C. Pipetg pasterowskg dodawano po jednej kropli badane;j
hodowli i mieszano przy pomocy bagietki. Nastepnie umieszczano ptytke na kolysce
laboratoryjnej na 3 minuty. Wystapienie aglutynacji, czyli dodatni wynik reakcji
z jednym z trzech odczynnikéw lateksowych A, B lub C wskazywato na obecnosc
pateczek EPEC. Jezeli na podlozu wybiérczym McConkey’a stwierdzono wzrost
licznych, innych morfologicznie od Escherichia coli pateczek Gram ujemnych
zaktadano test biochemiczny API 20E w celu zdiagnozowania gatunku. W ten sposob
w kilku przypadkach zdiagnozowano pateczki Klebsiella oxytoca, Proteus sp.

1 Pseudomonas sp.

Materiat z wymazdéwki umieszczonej w podtozu MRS wysiewano w kierunku
pateczek Lactobacillus. W tym celu wymazoéwke wyptukiwano w Iml podtoza MRS,
nastgpnie robiono kolejne rozcienczenia dziesi¢tne i wysiewano je po 100ul na ptytki
z podtozem MRS (jest to wybidrcze podioze dla Lactobacillus). Ptytki inkubowano
przez 24 godziny w warunkach beztlenowych w temperaturze 37°C. Nastepnie

izolowano biate, mleczne kolonie, wygladajace jak typowe kolonie Lactobacillus
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1 wykonywano preparaty barwione metoda Grama. Lactobacillus w preparacie
barwionym metodg Grama ma wyglad Gram-dodatnich laseczek. Identyfikacje
gatunkowa Lactobacillus prowadzono metodami fenotypowymi (API CHL)
1 molekularnymi (metoda PCR z gatunkowo specyficznymi starterami). W ten sposéb
wyselekcjonowano kolonie Lactobacillus rhamnosus. Z tych szczepoéw izolowano DNA
genomowe 1 porOwnywano wzOor genotypowy wyizolowanych szczepow ze szczepami
Lactobacillus rhamnosus 5731/1, 573L/2 1 573L/3 stosujac metodg elektroforezy
pulsacyjnej (PFGE).

Rycina 4. Ptytka z podtozem MRS i rosnagcymi na niej koloniami Lactobacillus.
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Rycina 5. Preparat Lactobacillus barwiony metoda Grama.

43



Rycina 6. Probka katu inkubowana z sondami EUB i sonda do rodzaju Lactobacillus.

numer $ciezki 1 2 3 4 5 6 7 8 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 8 1 1

Rycina 7. Przykladowe zdjgcie produktow reakcji PCR z izolatéw Lactobacillus z
probek katu. Sciezka 1- marker wielkosci, S$ciezki 2-10 szczepy Lactobacillus
izolowane od pacjentow, S$ciezka 11- kontrola negatywna, $ciezka 12- kontrola

pozytywna (szczep Lactobacillus rhamnosus GG).



7. Analiza statystyczna

Analiza wynikow

Do analizy réznic pomigdzy wyrdznionymi grupami stosowano w przypadku danych
o charakterze cigglym test t-Studenta. Do zbadania r6znic w wigkszej liczbie grup niz
2 zastosowano analize wariancji. Do poréwnania czgstoSci wystepowania zjawisk
q w obydwu grupach wykorzystano test x°. W obliczeniach zastosowano program
komputerowy Statistica Pl. V.6.0. Za prog istotnosci statystycznej przyjeto wartos$¢
p<0,05.

Przeprowadzono analiz¢ wynikéw w grupach wyodrebnionych zgodnie
z zaplanowanym leczeniem uwzgledniajac tylko osoby, u ktérych dokonano oceny

punktéw koncowych (ang. available case analysis)'®.

8. Aspekty etyczne

Przed rozpoczeciem badania protokot kliniczny uzyskatl akceptacje Komisji Bioetyczne;j

Uniwersytetu Jagiellonskiego — opinia nr KBET/90/L/2001 z dnia 28 czerwca 2001 r.
9. Wyniki

W okresie od wrzesnia 2003 do czerwca 2004 do badania wigczono 93 dzieci
z ostra biegunka. W wyniku randomizacji do grupy eksperymentalnej otrzymujacej
Lakcid L wiaczono 49 dzieci, a do grupy kontrolnej otrzymujacej placebo 44 dzieci.
Badanie zgodnie z protokotem ukonczyto 87 dzieci. W grupie 6 pozostatych dzieci,
rodzice 2 dzieci zrezygnowali z udzialtu w badaniu po randomizacji, 3 dzieci
wykluczono z analizy z powodu niepelnej dokumentacji, a 1 dziecko zostalo
wykluczone z powodu wiaczenia do badania niezgodnie z protokotem (wiek powyzej
6 lat). Koncowg analiza objeto 87/93 (93,5%) dzieci (46 w grupie eksperymentalnej

141 w grupie kontrolnej).
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Rycina 8. Diagram przebiegu badania.

Zrandomizowano
n=93

Lakcid L Placebo

n=49 n=44

nie ukonczyto nie ukonczyto
bad_ania bad_ania
n=3 n=3
\ 4 \ 4

Objeto Objeto
analiza analiza
n=46 n=41

9.1. Charakterystyka badanej populacji

Charakterystyke obu grup przedstawiono w tabeli 4. Grupy nie r6znily si¢ znamiennie
pod wzgledem: wieku, plci, trybu leczenia, czasu trwania biegunki przed rozpoczgciem
interwencji, czasu karmienia piersig, $redniej liczby stolcow 1 wymiotdw,

wystepowania gorgczki oraz stopnia odwodnienia.

Tabela 4. Charakterystyka badanych grup pacjentow przed rozpoczeciem
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interwencji.

Lakeid L placebo p

Liczebno$¢ grupy n=46 n=41

Tryb leczenia (liczba dzieci)

hospitalizacja 31 29 p=0,74

ambulatoryjny 15 12 test

Wiek (miesiace) 24,6 + 17,7 26,8 + 20,8 P= 0,59
test t-Studenta

Pleé (chtopcy, dziewczynki) 24; 22 21; 20 p=0,93
test

Czas trwania biegunki przed

rozpoczeciem p=0,43

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

Czas karmienia piersia

(miesigce) 7,7+ 6,8 8,7+6,9 p=0,53
test t-Studenta

Srednia liczba stolcow 8,5+5.,5 8,2+4,1 p=0,77
test t-Studenta

Srednia liczba wymiotow p=0,08

3+ 298 493 + 491 test t-Studenta

Wystepowanie goraczki p=0,41

(liczba dzieci) 33 26 test >

Stopien odwodnienia (liczba

dzieci)

brak 12 10

lrlmlalzkowane 27 21 p=0,58

srednie 7 10 test

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

dzieci. Czgsto§¢  wystgpowania

poszczego6lnych

czynnikow

przedstawiono
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w tabeli 5. Nie bylo istotnych réznic pomiedzy czgstoscia wystepowania

poszczegbdlnych czynnikow etiologicznych biegunki w badanych grupach.

Tabela 5. Czynniki etiologiczne biegunki.

Czynnik etiologiczny liczba Lakeid 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
Kichsiet prsmoniae, Prots mivabils, (8%) (57%) (43%)
Pseudomonas aeruginosa),
nie ustalony 36/87 16/36 20/36
(41,4%) (44,4%) (45,6%)

Charakterystyke grup pacjentdéw z infekcja rotawirusowa przedstawiono

w tabeli 6. Grupy nie r6znity si¢ znamiennie pod wzgledem: wieku, pici, trybu leczenia,
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czasu trwania biegunki przed rozpoczeciem interwencji, czasu karmienia piersia,
sredniej liczby stolcow, wystepowania goraczki oraz stopnia odwodnienia.

W grupie pacjentow otrzymujacych Lakcid L liczba wymiotéw przed
rozpoczg¢ciem leczenia byla znamiennie mniejsza niz u pacjentdéw otrzymujacych

placebo.

Tabela 6. Charakterystyka badanych grup pacjentow z biegunka
rotawirusowg przed rozpoczeciem interwencji.

Lakcid L placebo p

Liczebno$¢ grupy n=22 n=17

Tryb leczenia (liczba dzieci)

hospitalizacja 20 16 p=0,71

ambulatoryjny 2 1 test

Wiek (miesigce) 18,6 + 13,3 18,2 + 9,1 P= 0,91
test t-Studenta

Pleé 12; 10 8:;9 p=0,64

chtopcy, dziewczynki test >

Czas trwania biegunki

przed rozpoczeciem 50,6 + 32,1 40,8 +£26,9 p=0,31

leczenia (godziny) gfflfign "

Czas karmienia piersia 6+5,8 7,9 £5,9 p=0,32

(miesigee) test t-Studenta

Srednia liczba stolcéw 7,5+5,2 8,7+5,4 p=0,52
test t-Studenta

Srednia liczba 3,5+£2,2 6+4,7 p=0,04

wymiot()w test t-Studenta

Wystepowanie goraczki 21 17 p=0,37

(liczba dzieci) test

Stopien odwodnienia

brak 3 1 p=0,33

umiarkowane 16 10

$rednie 3 6 test

9.2. Punkty koncowe
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Nie obserwowano istotnego statystycznie skrocenia czasu trwania biegunki
u pacjentow otrzymujacych Lakcid L w pordéwnaniu z pacjentami otrzymujacymi
placebo w calej badanej grupie.

Nie wykazano réwniez znamiennej statystycznie réznicy pomie¢dzy badanymi
grupami co do przyrostu masy ciata w 1 dobie leczenia, czasu stosowania nawadniania
parenteralnego, liczby stolcow w ciggu kolejnych dni choroby oraz epizodéw biegunki

trwajacej powyzej 7 dni. Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Charakterystyka przebiegu biegunki w grupie badanej i kontrolne;j.

Lakeid L placebo p
Czas trwania biegunki p=0,36
(godziny) 83,6 + 55,6 96,1 + 71,5 test t-Studenta
Czas trwania biegunki test .Studenta

w zaleznoS$ci od wieku
pacjentow (godziny)

<12 m.z. (n=20) 0=12)116,2 + 82,7 | ©=s)158,1 + 90,1 p=0,30
<24 m.z. (n=57) 1=30)88,7 £ 64,6 | (27108 +72,8 p=0,29
<36 m.z. (n=66) 1-33)86,3 £ 62,1 | (n-33109,7 = 71,5 p=0,16
Czas trwania biegunki
w zaleznosci od czasu
rozpoczecia interwencji fest -Studenta
(godziny)
<72 godzin 1=3688,8 £59 | (n=37101,8 + 72,8 p=0,40
> 72 godzin m-1064,8+37,8 | w42,5+17,5 p=0,29
Przyrost masy ciala w 1 0=26)60 = 170 0=25)120 + 280 p=0,33
dobie leczenia (w gramach) test t-Studenta
Czas nawadniania p=0,08
parenteralnego (godziny) 16 19,3 24,3 +£29,1 test -Studenta
Biegunka trwajaca p=0,13 fest 7
powyzej 7 dni 3 7 e
(liczba pacjentow)
Srednia liczba
nieprawidlowych stolcow w test t-Studenta
kolejnych dniach choroby:
1 doba 52+3,8 45+39 p;‘:;‘;‘:)
2 doba 3+ 2,8 2’9 + 2’9 p=0’90
3 doba 1,9+2 1,9+2,1 D20
4 doba 1+1,8 1,6+2,3 P:0’12
5 doba 0,5+1,2 1,1+2,4 P=0

U pacjentow z infekcja rotawirusowa obserwowano istotne statystycznie

skrocenie czasu trwania biegunki w grupie otrzymujacej Lakcid L w poréwnaniu

z grupa otrzymujacg placebo a takze skrdcenie czasu nawadniania parenteralnego.
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Nie wykazano znamiennej statystycznie roznicy pomig¢dzy badanymi grupami co
do przyrostu masy ciata w 1 dobie leczenia, liczby stolcow w ciggu kolejnych dni
choroby oraz epizodow biegunki trwajacej powyzej 7 dni. Wyniki przedstawiono

w tabeli 8.

Tabela 8. Charakterystyka przebiegu biegunki u dzieci z biegunka

rotawirusowa w grupie badanej i kontrolnej.

Lakcid L

placebo

P

Czas trwania biegunki
(godziny)

77,5+ 354

115+ 66,9

p=0,03

test t-Studenta

Czas trwania biegunki

w zaleznoSci od wieku test t-Studenta
pacjentow (godziny) _

<12 m.z (m=8)91 + 40,7 (=4 193,3 + 28,4 p=0,001
<24 m.i 0=1779,9+39,6 | @=15122+ 66,6 p=0,03
<36 m.z. 1-19)78,7+£37,5 | @-16120,8 % 64,6 p=0,02
Czas trwania biegunki

w zaleznoSci od czasu

rozpocze¢cia interwencji test t-Studenta
(godziny) .

<72 godzin 15853 £ 30,4 | (=15 124,9 = 64,6 p=0,04
> 72 godzin -1 60,7£41,9 | (1240,5 £ 26,2 p=0,55
Przyrost masy ciala w 1 n=16)40 =+ 160 n=15)90 £ 320 p=0,56

dobie leczenia (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=0,13 testy
powyiej 7 dni 1 1 RR 0,19;95%CI :
(liczba pacjentow) 0,03- 1,15
Srednia liczba

nieprawidlowych stolcow test t-Studenta
w kolejnych dniach

choroby:

1 doba 4,4 +3,1 4,9+28 p=0,58

2 doba 2,8+2,7 4,1 +3,6 p=0,19

3 doba 2,1+22 2,7+2,1 p=0,39

4 doba 1+1,7 2,5+3,4 p=0,08

5 doba 0,2+0,5 1,1+£2,4 p=0,08

9.3. Analiza czynnikéw nie objetych protokotem.
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Przeanalizowano czas trwania biegunki w poszczegélnych grupach wiekowych
(ponizej 12, 24 i 36 miesigca zycia). Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic
pomigdzy badanymi grupami (tab.7). Natomiast w grupie pacjentow z infekcja
rotawirusowg obserwowano istotniejsze skrocenie biegunki u dzieci mtodszych (tab.8).

W calej badanej grupie nie wykazano istotnie statystycznych zalezno$ci
pomigdzy czasem trwania biegunki przed rozpoczgciem leczenia a czasem trwania
biegunki od momentu rozpoczecia interwencji. (tab.7)

U dzieci z infekcja rotawirusowa, w grupie otrzymujacej Lakcid L wykazano
zalezno$¢ czasu trwania biegunki przed rozpoczeciem leczenia od czasu trwania
biegunki po rozpoczeciu leczenia. Interwencja rozpoczeta w ciggu 72 godzin
od momentu rozpoczg¢cia biegunki w sposéb istotny statystycznie skracta czas trwania
biegunki. (tab.8).

W grupie pacjentow z infekcja bakteryjna w grupie otrzymujacej Lakcid L (n=4)
sredni czas trwania biegunki wynosil 82,6 £ 46,1 godziny a w grupie otrzymujacej
placebo (n=3) 156 + 124,2 godziny (p=0,25; t-Studenta) R6znica pomi¢dzy badanymi

grupami nie byla istotna statystycznie.

9.4. Kolonizacja przewodu pokarmowego przez badane szczepy

Lactobacillus rhamnosus

W  wyniku randomizacji do grupy otrzymujacej badany preparat
zakwalifikowano 46 dzieci. Obecnos¢ badanych szczepow Lactobacillus rhamnosus
stwierdzono w probkach katu pobranych po zakonczeniu podawania leku u 37/46
(80,4%) dzieci oraz w probkach katu pobranych ok. 14 dnia od rozpoczgcia leczenia
u 19/46 (41,3%). W grupie kontrolnej obecnos$¢ badanych szczepoéw stwierdzono tylko

w 1 dziecka.

W obrebie grupy otrzymujacej badany preparat analizowano wptyw czynnikow
klinicznych na kolonizacj¢. Pod uwage brano czas karmienia piersia, licze wymiotow
1 czas trwania biegunki przed rozpoczeciem leczenia oraz liczbe nieprawidtowych
stolcow w trakcie interwencji. W przeprowadzonej analizie wariancji nie stwierdzono
réznic znamiennych statystycznie pomig¢dzy grupa dzieci u ktorej nie potwierdzono

kolonizacji, grupa u ktoérej kolonizacj¢ stwierdzono tylko w prébce kalu pobranej po
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zakonczeniu podawania leku oraz grupa w ktoérej badane szczepy Lactobacillus

rhamnosus stwierdzono w probkach pobranych w 6 1 14 dobie interwencji. (tab.9).

Tabela 9. Analiza wariancji wplywu czynnikéw klinicznych na kolonizacje
przewodu pokarmowego badanymi szczepami Lactobacillus rhamnosus 572/1,

573/2,573/3
Zmienna
Grupa | Srednia | Odchylenie | Analiza
pobran standardowe | wariancji
p
1 8,0 8,2
Czas karmienia piersia 2 6,5 5,9 0,60
3 8,8 7,1
1 1,6 1,9
Liczba wymiotéw przed rozpoczeciem leczenia | 2 3,6 2,9 0,20
3 3,2 3
1 43,7 20,5
Czas trwania biegunki przed rozpocz¢ciem 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 otrzymujacy Lakcid L, u ktérych nie potwierdzono
kolonizacji przewodu pokarmowego.

2. (n=18) Pacjenci otrzymujacy Lakcid L, u ktorych kolonizacj¢ przewodu
pokarmowego stwierdzono w probce kalu pobranej po 5 dobie
leczenia.

3. (n=19) Pacjenci otrzymujacy Lakcid L, u ktérych kolonizacje przewodu
pokarmowego stwierdzono w probce kalu pobranej po 5 i 14 dobie
leczenia.

9.5. Bezpieczenstwo badanego preparatu

W trakcie badania nie obserwowano dziatlan niepozadanych zwigzanych

z podawaniem badanego preparatu lub placebo.

10. Dyskusja
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W badaniu z randomizacja, przeprowadzonym metoda podwdjnej §lepej proby
wykazano, ze podawanie mieszaniny trzech szczepow Lactobacillus rhamnosus 573L/1,
573L/2, 573L/3 (Lakcid L) w dawce 1,2 x 10'° CFU podawanej 2 x dziennie przez
5 kolejnych dni nie skraca czas trwania ostrej biegunki u dzieci od 2. miesigca zycia
do 6. roku zycia w catej badanej grupie. Wykazano natomiast, Zze podawanie badanego
preparatu istotnie statystycznie w poroOwnaniu z placebo skraca czas trwania biegunki
rotawirusowej w tej grupie wiekowej. W czasie leczenia biegunki rotawirusowej
wykazano lepszy efekt kliniczny w przypadku rozpoczecia podawania leku w ciagu
pierwszych 72 godzin choroby oraz w grupie niemowlat. Nie stwierdzono wplywu
badanego preparatu na nasilenie biegunki w kolejnych dobach choroby. Stwierdzono
natomiast skrocenie czasu nawadniania parenteralnego w trakcie biegunki
rotawirusowej u dzieci hospitalizowanych otrzymujacych badany preparat.
Potwierdzono réwniez zdolno$¢ szczepdw Lactobacillus rhamnosus (573L/1 573L/2,

573L/3) do kolonizacji przewodu pokarmowego.

Badanie zostalo zaplanowane i przeprowadzone zgodnie z obowigzujacymi
zasadami Dobrej Praktyki Klinicznej jako badanie z randomizacja metoda podwdjnie
Slepej proby z uzyciem placebo. W trakcie trwania badania zrealizowano zalozenia
protokotu co do liczebnosci badanych grup. Badanie ukonczyto 87/93 dzieci.
W 14 z 23 badan objetych metaanaliza przez Allena * dotyczacych zastosowania
probiotykow w leczeniu biegunki 141:142143.144.146.149,152.155,156.158,159,160.161.162 e /g
pacjentow byta mniejsza lub rowna. W przypadku biegunki rotawirusowej analizg
objeto 39 dzieci. W 7 z 23 analizowanych badan liczba pacjentow ktérzy ukonczyli
badanie wynosita od 21 do 43 '#!MISRISIS6I0162 poming tego, ze zrealizowano
zatozenia protokotu co do liczebno$ci grup, nie udato si¢ w czasie prowadzenia badania

wlaczy¢ wigkszej liczby dzieci z infekcjg rotawirusowa, co sprawia, ze mata liczebnos¢

tej grupy pacjentow jest stabsza strong badania.
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Badanie zostalo przeprowadzone w jednym osrodku podobnie jak wickszos$¢

badan (14 7z 23) UthYCh w metaanalizie Allena 141,142,143,144,146,147,151,152,154,155,156,157,

160,162

Do badania wiaczono zaréwno dzieci hospitalizowane jak i dzieci leczone
w warunkach ambulatoryjnych. Pomimo tego, ze w trzech innych badaniach '*#>'4¢ 1
roOwniez wigczano dzieci zarowno leczone ambulatoryjnie, jak i hospitalizowane,
to aktualnie wydaje si¢, ze dla powyzszych grup powinny by¢ inne wtorne punkty
koncowe. O ile czas trwania biegunki przedstawia taka sama warto§¢ kliniczna,
to w przypadku dzieci leczonych ambulatoryjnie wéréd wtornych punktow koncowych
powinna  si¢  znalez¢  ocena  niepowodzenia  nawadniania  doustnego

1 konieczno$¢ hospitalizacji, a w przypadku dzieci leczonych w warunkach szpitalnych

wazna jest odpowiedz na pytanie czy badana interwencja skraca czas hospitalizacji.

Autorzy wielu przeprowadzonych dotychczas badan dotyczacych zastosowania
probiotykéw w leczeniu ostrej biegunki stosowali podobne kryteria wiekowe, jak
rowniez czas trwania biegunki przed wilaczeniem dziecka do badania byt podobny *°.
Wyniki analizy czynnikéw nie objetych protokotem, sugerujace znaczniejsze skrocenie
czasu trwania biegunki rotawirusowej u dzieci miodszych oraz w przypadku
rozpoczecia interwencji w ciggu pierwszych 72 godzin sklaniaja do rozwazenia
w trakcie planowania kolejnych badan zastosowania bardziej precyzyjnych kryteriow
wlaczenia (mtodszy wiek dzieci 1 krotszy czas trwania biegunki przed wilaczeniem

do badania) co prawdopodobnie umozliwiloby uzyskanie wyniku o wigkszej

wiarygodnosci.

Wynik uzyskany w leczeniu biegunki rotawirusowej - skrdcenie czasu jej

trwania o $rednio 37,5 godziny jest prawie identyczny z wynikami uzyskanymi przez

150,151,152 162
G v .

innych autoréw ktorzy stosowali Lactobacillus G 1 Lactobacillu casei
Sredni czas skrocenia biegunki rotawirusowej w cytowanych powyzej badaniach

wynosit 38,1 godziny (95% CI 8,1 do 68,1) *.

Nieistotne statystycznie skrocenie czasu trwania biegunki w calej badanej grupie
o $rednio 12,4 godziny trudno odnie$¢ do danych z literatury, poniewaz jak dotychczas
liczba opublikowanych badan, w ktérych wykazano brak skutecznosci badanego

probiotyku w leczeniu biegunki u dzieci jest niewielka '*'”. Przyczyn braku efektu
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klinicznego moze by¢ kilka. Po pierwsze preparat jest nieskuteczny i tak nalezy
w chwili obecnej =zatozy¢. Jednak uwazam, ze warto wynik ten rozwazy¢
w kontekscie zidentyfikowanych patogendéw. Czynnik etiologiczny biegunki ustalono
u 60,1 % dzieci. Jednak po zakonczeniu badania probki kalu pobrane od dzieci,
u ktorych nie ustalono wstgpnie czynnika etiologicznego, zostalty poddane dalszym
badaniom (poza protokolem badania). W probkach tych wykazano obecnos¢
norowirusoOw i astrowiruséOw (w druku). Jak wiadomo z literatury czas trwania biegunki
w przebiegu infekcji norowirusowej wynosi $rednio 2 dni, a w przypadku zakazenia
astrowirusami od 1 do 5 dni '>'°. Gdy poréwnamy go ze $rednim czasem trwania

infekcji rotawirusowej (4-8 dni) '>161718:19:20

, mozna przypuszczaé, ze osiggni¢cie
zatozenia protokotu (skrocenia biegunki o 24 godziny) jest malo prawdopodobne
w przypadku biegunki o etiologii innej niz rotawirusowej. Skrocenie biegunki o 24
godziny jest wprawdzie powszechnie uznane za czas istotny klinicznie, jednak dopiero
przeprowadzenie badan klinicznych z doktadng analiza czynnikéw etiologicznych
1 roznymi punktami koncowymi dla poszczegdlnych wiruséw odpowiedziatoby
na pytanie czy stosowanie probiotykéw w biegunkach o etiologii innej niz rotawirusowa
jest uzasadnione. Jak dotychczas nie przeprowadzono badan klinicznych oceniajacych
skuteczno$ci probiotykow w ostrej biegunce o ustalonej etiologii wirusowej innej niz
rotawirusowa. Zapewne jednym z gltownych powodow jest brak tanich testow do
0znaczania norowirusOw, astrowirusow czy sapowirusow.

W badaniu nie oceniano wplywu Lakcidu L na objetos¢ stolca. Uwaza sig, ze
jest to wazne i miarodajne kryterium oceniajgce skuteczno$¢ interwencji w leczeniu
biegunki . Ze wzgleddw praktycznych odstapiono od oceny tego parametru.

Ciekawa wydaje si¢ obserwacja, ze czas trwania biegunki o etiologii bakteryjnej
w grupie otrzymujacej badane szczepy Lactobacillus rhamnosus 573L/1, 573L/2,
573L/3 jest prawie dwukrotnie krotszy niz w grupie otrzymujacej placebo. Mata
liczebno$§¢ grup uniemozliwia jednak ocen¢ statystyczng. Zaledwie w dwoch
opublikowanych badaniach przedstawiono wyniki leczenia dzieci z biegunka
o potwierdzonej etiologii bakteryjnej °'>’. W obu badaniach nie wykazano skrocenia
czasu trwania biegunki w grupie otrzymujacej probiotyki w pordwnaniu
z grupa kontrolng. W obu opublikowanych pracach w leczeniu stosowano szczepy
Lactobacillus rhamnosus GG. Biorgc pod uwage fakt, ze patomechanizm biegunek
bakteryjnych jest zwigzany glownie z dzialaniem bakterii enteropatogennych

12,14

w $wietle jelita grubego idealnym kandydatem do leczenia tych biegunek wydaja
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si¢ by¢ Bifidobacterium, ktore w tej czesci jelita w warunkach fizjologicznych
wystepuja w wickszej ilosci niz Lactobacillus **. Interesujacym polaczeniem bylby
preparat ztozony zawierajacy Lactobacillus 1 Bifidobacterium, szczegbdlnie, ze autorzy
jednego z ostatnio opublikowanych przegladow wykazali przewage probiotycznych
preparatow wieloszczepowych i1 wielogatunkowych nad preparatami zawierajacymi
tylko jeden szczep bakterii .

W ocenie skuteczno$ci interwencji zastosowano analiz¢ wynikéw w grupach
wyodrebnionych zgodnie z zaplanowanym leczeniem uwzgledniajac tylko osoby,
u ktorych dokonano oceny punktow koncowych (ang. available case analysis). Brak
danych pacjentéw, ktorzy nie ukonczyli badania uniemozliwil analize zgodnie
z zaplanowanym leczeniem (ang. intention-to-treat).

Zastosowana w przeprowadzonym badaniu dawka szczepdw Lactobacillus
rhamnosus 573L/1, 573L/2, 573L/3 - 2 x dziennie 1,2 x 10" CFU umozliwita skuteczng
kolonizacje = przewodu pokarmowego.  Przestanki teoretyczne wskazuja,
ze prawdopodobnie pot godzinny okres inkubacji leku rozpuszczonego w 10% glukozie
zwickszyl o co najmniej jedng warto$¢ logarytmiczng zawarto$¢ bakterii
w preparacie. Potwierdzenie kolonizacji metodami biochemicznym i molekularnymi
umozliwilo spelnienie wymagaf stawianych szczepom probiotycznym °'+10% 103104,
Potwierdzono w ten sposob opornos¢ badanych szczepoéw Lactobacillus rhamnosus
573L/1, 573L/2, 573L/3 na dziatanie kwasu solnego i z6lci, ich zdolno$¢ do adhez;ji
do komorek nabtonkowych jelita cztowieka, zdolno$¢ do kolonizacji przewodu
pokarmowego, dobre wilasciwosci wzrostowe, korzystne oddzialywanie na zdrowie
cztowieka oraz bezpieczenstwo stosowania. W zadnym z dotychczas opublikowanych
badan dotyczacych zastosowania bakterii probiotycznych w leczeniu ostrej biegunki nie
potwierdzono kolonizacji przewodu pokarmowego przez badane szczepy tak
doktadnymi metodami.

Van Niel w opublikowanej w 2002 roku metaanalizie dotyczacej oceny
skuteczno$¢ Lactobacillus w leczeniu ostrej biegunki u dzieci wykazal zalezno$¢ efektu
leczniczego od zastosowanej dawki leku ’. Stosowanie wickszych dawek preparatow
zawierajacych szczepy Lactobacillus istotniej skracato czas trwania biegunki.
Potwierdzito to wczesniejsze doniesienia z badania przeprowadzonego na ochotnikach,
w ktorym wykazano zalezno$¢ kolonizacji przewodu pokarmowego przez szczepy

Lactobacillus GG od spozytej dawki "%
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Przeprowadzone badanie ma rowniez swoj wymiar praktyczny. Jest jednym
z nielicznych badan oceniajgcych skuteczno$¢ dostgpnych na polskim rynku
probiotykow. W pewien sposob wypehito ono luke jaka powstata pomiedzy szeroko
omawianym przez specjalistow, na zjazdach i konferencjach, szczepem Lactobacillus
GG a zapotrzebowaniem pediatrow, ktérzy w badaniu ankietowym deklarowali
powszechne stosowanie probiotykow w leczeniu ostrej biegunki u dzieci, pomimo
braku na rynku preparatow o potwierdzonej skutecznosci klinicznej ',

Praktyczny wymiar ma rowniez informacja, ze mozna preparat przed podaniem
inkubowa¢ w roztworze 10% glukozy oraz, ze 5 — dniowy okres leczenia, zwlaszcza
w przypadku biegunki rotawirusowej jest wystarczajacy. Fakt ten jest szczegOlnie
wazny w aspekcie ekonomicznym, gdyz powszechnym zjawiskiem jest traktowanie
preparatow probiotycznych jako ,panaceum” na rdézne dolegliwosci przewodu
pokarmowego i1 stosowanie ich bez okreslonych ram czasowych, co niejednokrotnie
stanowi duze obcigzenie finansowe dla pacjentdw, a nie ma aktualnie zadnego
uzasadnienia .

Ostroznie nalezy interpretowa¢ obserwowane w badaniu skrocenie czasu
nawadniania parenteralnego u pacjentow z biegunka rotawirusowa otrzymujacych
Lakcid L, poniewaz w tej grupie odnotowano istotnie mniejszg liczb¢ wymiotoéw przed
rozpoczeciem interwencji. Niewatpliwie byl to czynnik, ktory umozliwil wczesniejsze
wprowadzenie nawadniania doustnego.

Pomimo publikowania w ostatnich latach licznych  badan dotyczacych

stosowania probiotykéw w leczeniu ostrej biegunki +¢-7+143144.146.147.149,148.150.151.152.

193.134.135.136.157.138.139.160.161.162.163 15 45] nierozwiazana pozostaje kwestia dawkowania
probiotykow 1 czasu trwania leczenia. W przeprowadzonym badaniu zastosowano
dawke zgodnie z obowigzujaca w badaniach klinicznych tendencja, a jednoczesnie
znacznie wyzszg niz dawki dostepnych na polskim rynku preparatéw. Jak dotychczas
bez odpowiedzi pozostaje pytanie czy dalsze zwigkszanie dawki bedzie si¢ wigzato
z lepszym efektem klinicznym czy tez zostanie przekroczona granica bezpieczenstwa.
Interesujace bytyby badanie w ktorych poréwnywano by dwie rozne dawki tego samego
probiotyku z placebo. Réwniez wyjasnienia wymaga sposOb przygotowania
1 podawania leku. W badaniu wykazano, ze korzystny jest 30 minutowy okres inkubacji
w roztworze 10 % glukozy. Nie wiemy jednak czy podanie probiotyku bezposrednio po

rozpuszczeniu, badz tez wydhluzenie okresu inkubacji a takze zastosowanie innego

rozpuszczalnika bedzie miato wptyw na skutecznos$¢ leku.
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Oprécz zdefiniowanych w protokole punktow koncowych przeprowadzone
badanie miato odpowiedzie¢ rowniez na pytanie, czy potwierdzone w licznych
badaniach klinicznych 2121152153 56ISTIT5.176 4 1 etaanalizach **%7 wlasciwosci, prawie
mitycznego juz szczepu Lactobacillus GG s3 zwigzane z konkretnym szczepem, czy tez
z calym gatunkiem Lactobacillus rhamnosus. Pytanie wprawdzie nadal pozostato bez
jednoznacznej odpowiedzi, ale uzyskane wyniki posrednio przemawiajg na korzys¢

catego gatunku Lactobacillus rhamnosus.

Aby uzyska¢ odpowiedZ na nierozwigzane jak dotad kwestie dotyczace czasu
stosowania 1 dawkowania preparatow probiotycznych oraz zeby oceni¢ skutecznos¢
preparatu konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan klinicznych. Uzyskanie
dowodéw o wysokim poziomie wiarygodno§ci wymaga przeprowadzenia badan,
najlepiej wieloosrodkowych, na wigkszej grupie pacjentéw, z uwzglednieniem innych
punktow koncowych dla pacjentow hospitalizowanych 1 innych dla pacjentow
leczonych ambulatoryjnie. Szczegélnie wazne wydaje si¢ w planowaniu nowego
badania wczesne rozpoczecie interwencji, najlepiej w ciagu pierwszych 72 godzin
choroby, objecie badaniem dzieci mtodszych, ponizej 3. roku zycia, u ktérych biegunka
jest czesta przyczyng hospitalizacji oraz ocenienie roznych dawek 1 réznych sposobdéw

przygotowania preparatu co stanowi wazny problem praktyczny.

Podsumowujac, zidentyfikowano liczne wirusy, ktore sa przyczyna biegunki
u dzieci oraz poznano mechanizmy ich dziatania. Dysponujemy dokladnymi danymi
epidemiologicznymi oraz zblizamy si¢ do kolejnego historycznego przetomu
w zapobieganiu biegunkom — wprowadzenia szczepionki przeciwko rotawirusom.

Czy w takim razie od czasow Hipokratesa co$ si¢ zmienito? Z jednej strony
leczymy chore dzieci z sukcesem, a ogromny spadek $miertelnosci z powodu biegunki
nie podlega dyskusji. Z drugiej strony postep biologii molekularnej umozliwia nam
tworzenie wigkszej liczby hipotez i teorii niz starozytnym, jednak tak jak i oni nadal nie
do konca wiemy dzi$ jaki jest mechanizm dziatania probiotykdw ani dlaczego bakterie
probiotyczne skracajg czas trwania biegunki rotawirusowe;.

Mleko fermentowato od miliondéw lat i tak jest nadal, dzisiejszy sukces polega
na tym, ze po imieniu mozemy nazwac ,sprawce”’ psucia si¢ mleka i ,za kare”

wykorzysta¢ go do leczenia biegunki (trudno o bardziej obrzydliwg kare).

59



11. Whnioski

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan wyciagni¢to nastepujace

whnioski:

Stosowanie preparatu Lakcid L w dawce 1,2 x 10'° CFU 2 x dziennie
przez 5 dni nie skraca czasu trwania ostrej biegunki w grupie dzieci

od 2. miesigca zycia do 6. roku zycia.

Stosowanie preparatu Lakcid L w dawce 1,2 x 10'° CFU 2 x dziennie
przez 5 dni skraca czas trwania biegunki rotawirusowej o ponad

24 godziny w grupie dzieci od 2 miesigca zycia do 6 roku zycia.

Preparat Lakcid L skraca czas nawadniania parenteralnego u dzieci
hospitalizowanych z powodu biegunki rotawirusowej. Dziatania tego
nie obserwowano u dzieci z ostrg biegunka o innej lub nieustalonej

etiologii.

Szczepy Lactobacillus rhamnosus 573L/1, 573L/2, 573L/3 zawarte
w preparacie Lakcid L skutecznie kolonizujg przewod pokarmowy

w trakcie trwania ostrej biegunki.
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12. Streszczenie

Celem pracy byla ocena skutecznosci szczepoOw Lactobacillus rhamnosus
573L/1, 573L/2, 573L/3 (Lakcid L) w leczeniu ostrej biegunki u dzieci od 2 m.z.
do 6 r.z. Przeprowadzono badanie z randomizacja metoda podwodjnie Slepej proby
z uzyciem placebo. Za pierwotny punkt koncowy przyjeto czas trwania biegunki.
Za wtorne punkty koncowe uznano: przyrost masy ciala, liczbe stolcow
w kolejnych dniach choroby, przedluzanie si¢ biegunki powyzej 7 dni od momentu
rozpoczecia leczenia, dzialania niepozadane oraz kolonizacj¢ przewodu pokarmowego.
Badaniem objeto 93 dzieci. Stosowano leczenie zgodnie z zaleceniami ESPGHAN oraz
podawano badany preparat/placebo w dawce 2 x 1,2x10"°CFU przez okres pigciu
kolejnych dni.

Wyniki: Analizg objeto 87/93 (93,5%) dzieci. Badany preparat otrzymato 46/87
(52,9%) a placebo 41/87 (47,1%) dzieci. U 39/87 (44,8%) dzieci rozpoznano zakazenie
rotawirusowe (22 otrzymato lek, 17 placebo). Czas trwania biegunki w grupie
otrzymujacej lek wynosit 83,6 +55,6 h vs placebo 96,1 + 71,5 h (p=0,36). W grupie
z infekcje rotawirusowg wynosit 77,5 = 35,4h w grupie otrzymujacej lek vs placebo
115 £ 67 h (p=0,03). W grupie z infekcj¢ rotawirusowag czas trwania biegunki
w przypadku rozpoczecia interwencji w ciggu 72h od momentu rozpoczecia choroby
u otrzymujacych lek wynosit 85,8 + 30,4h vs placebo 124,9 + 64,6h (p=0,04).
W grupie pacjentéw z infekcja rotawirusowa czas nawadniania parenteralnego w grupie
otrzymujacej lek wynosit 14,9 + 13,7h vs placebo 37,7 = 32,9h (p=0,006). Badane
szczepy Lactobacillus rhamnosus stwierdzono w 5 dobie leczenia u 37/46 (80,4%)
dzieci oraz w 14 dobie u 19/46 (41,3%) dzieci.

Whioski: 1. Lakcid L w dawce 2 x 1,2x10'"® CFU podawany przez 5 dni
nie skraca czasu trwania biegunki bez wzgledu na jej etiologi¢. 2. Lakcid L w dawce
2 x 1,2x10" CFU podawany przez 5 dni istotnie statystycznie skraca czas trwania
biegunki rotawirusowej. 3. Lakcid L skraca czas nawadniania parenteralnego
u dzieci hospitalizowanych z powodu biegunki rotawirusowej. 4. Badane szczepy
Lactobacillus rhamnosus 573L/1, 573L/2, 573L/3 skutecznie kolonizujg przewdd

pokarmowy w trakcie ostrej biegunki.

61



13. Summary

Objective of the study was to determine whether L.rhamnosus 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 y. old. Randomized, double-blind, placebo-
controlled trial was performed. Primary outcome measure was the diarrhea duration.
Secondary outcome measures were: weight gain, no. of stools in consecutive days,
duration of parenteral rehydration, diarrhea lasting over 7 days and GI tract colonization
by administered strains. 93 patients were enrolled to the study. Children were treated
according to ESPGHAN recommendation and additionaly , they received either 1.2 x
10'° CFU mixture of L. 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 group. 39/87 (44,8%) had rotaviral infection
(22 recived Lakcid L, 17 recived placebo). Mean duration of diarrhea in the treated
group: 83.6 £ 55.6 h; in placebo group: 96 + 71.5 h (p=0,36). In rotavirus infection:
77.5+354hvs 115+ 66.9 h (p=0,03), respectively. Duration of parenteral rehydration
149 = 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. Lakeid L administered orally in dose 1,2x10'° CFU 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 shortens time of parenteral rehydration in patients
hospitalized because of rotaviral diarrhea. 4. The applied Lactobacillus rhamnosus

strains 573L/1, 573L/2, 573L/3 were able to colonize the gut of the treated children.
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16. Zalaczniki

Zalacznik 1. Karta codziennej obserwacji trakcie podawania
preparatu.

Badanie nr 01/2001 NR PACJENTA Y Y Y
Karta codziennej obserwacji obserwacji (w ramach badania 01/2001)
Imi¢ i nazwisko

YYYYYYYYYYYyyyyyyyyyyy
pata Y L-Y V-YYYY

ILOSC STOLCOW | TEMP. | WYMIOTY »
RODZAJ PLYNU ILOSC

godzina

RNUA NN R RN =D

LEGENDA

I stolec prawidlowy

/ stolec potptynny data i godz podania pierwszejdawkileku _/_ _/_ _ _ _

stolec ptynny godz. YY . YY

stolec ze Sluzem

I stolec z krwia
X

wymioty
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Zalacznik 2. Karta obserwacji po zakonczeniu podawania preparatu.

Badanie nr 01/2001 NR PACJENTA Y Y Y

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 III probki katu ~~ /  /

Data i podpis rodzica /|

stolec prawidlowy

stolec potplynny

stolec ptynny

stolec ze sluzem

stolec z krwig
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