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1.1. Imunost probavnog sustava

Najvaznija je uloga probavnog sustava preradivanje i apsorpcija hranjivih tvari.
Medutim, navedeno podrazumijeva prijelaz svih tih molekula kroz samo jedan sloj
epitelnih stanica i njihov ulazak u nas organizam. Istodobno, probavnu cijev nastanjuje
viSe bakterija nego li ukupno imamo tjelesnih stanica, stoga imunoloski sustav crijeva
mora biti u moguénosti prepoznati potencijalo patogne mikroorganizme te sprijediti
njihov ulazak putem poznate imunoloske eliminacije i/ili ekskluzije. Osim toga mora
omoguditi ulazak brojnih, nama potrebnih, makromolekula i na njih imunoloski ne
reagirati. Stoga nije ¢udno $to se u probavnom sustavu nalazi 2/3 naseg imunoloskog
sustava , a ono po ¢emu je imunoloski sustav crijeva jedinstven je njegova dvostruka

funkcija: obrana i tolerancija(1) (slika 1).

1.1.1. Prirodeni (nespecificni) imunoloski sustav

Prirodeni imunoloski sustav je evolucijski sacuvan, prisutan je i kod vrlo primitivnih
organizama, a omogucuje domacinu brzi antimikrobni odgovor. Prirodeni imunoloski

odgovor je neovisan o prethodnoj izloZenosti istom patogenu, a ukljucuje:

A. Crijevnu barijeru ("mucosal barrier") koja podrazumijeva kiseli pH
Zeluca, probavne enzime, nespecificne antimikrobne peptide (lizozime,

laktoferin, defenzine), sluz na povrsini enterocita i propulzivnu
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peristaltiku. Osim toga, tu se ubrajaju i mikroorganizmi koji ¢ine crijevnu
floru te epitelni sloj enterocita u kojem posebnu ulogu imaju mikrovili,
stani¢na membrana enterocita i uski spojevi (engl. tight junctions). Ovi
mehanizmi, kao prva linija obrane, sluze kako bi ogranicili broj
mikroorganizama koji dolaze u dodir s crijevnim stanicama te ih dijelom

usmrtili i ubrzali izbacivanje iz probavnog sustava (2).

Stanicni dio prirodenog imuniteta ¢ine enterociti i fagocitne stanice.
Enterociti na svojoj povrSini imaju niz prepoznavajucih receptora
(pattern recognition receptors, PRR) kao Sto su receptori na povrsini -
TLR (toll like receptors) ili u citosolu - NOD (nucleotide-binding
oligomerization domain) koji prepoznaju posebne dijelove stijenke
potencijalno Stetnog mikroorganizma tzv. PAMP-ove (pathogen-
associated molecular patterns) koje Cine lipopolisaharidi, flagelin,
peptidoglikani, itd (3).

Nakon takvog prepoznavanja potencijalno Stetnog mikroorgnizma dolazi
do aktivacije velikog broja transkripcijskih faktora, koji uklju€uju i jedan
od vaznijih - NF-kB, i posljedi¢no tome dovode do indukcije razli¢itih
gena koji su odgovorni za sintezu proinflamatornih citokina, kemokina i

interferona koji upozoravaju organizam na prisustvo patogena (4).
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Vaino je napomenuti da se TLR ne nalaze samo na epitelnim stanicama, vec i na
stanicama koje imaju klju¢nu ulogu u ste€enoj imunosti, kao Sto u dendriticke stanice,
mastociti, T i B limfociti. Stoga je vazno naglasiti da odvajanje prirodene i steCene
imunosti ima ulogu jedino u laksem shvacanju imunosti i vrlo je pojednostavljeno.
Danas se smatra da postoji kontinuum u imunoloSskom odgovoru ¢ime se prvenstveno

stavlja naglasak na vrlo slozeno medudjelovanje razli¢itih imunoloskih stanica.

1.1.2. Steceni imunoloski odgovor

Steceni imunoloski odgovor najveéim je dijelom posredovan T limfocitima koji se nalaze
u limfnom sustavu crijeva poznatim pod nazivom GALT (gut associated lymphoid
tissue). On je po definiciji karakteriziran antigen-specificnim pamcenjem. Reakcija
specifi¢ne imunosti puno je sporija od one prirodene, medutim, svaki ée slijededi susret
s navedenom patogenim mikroorganizmom poluciti sve snazniji i brzi imuni odgovor.
Stecéeni imuloski odgovor crijeva ima brojne funkcije, od stvarnja IgA do poticanja
specifitnog imunoloskog odgovora koji mozZe biti lokalni, u crijevu, ali i sustavni. GALT
nije anatomski dobro ogranicen organ. Rije€ je, zapravo, o sloZzenoj mreZi imunoloskih
stanica duz cijelog crijeva, kojeg Cine izolirani limfociti u lamini propriji ili unutar samog
epitela, ali i o onima koji su organizirani u limfati¢ne strukture kao $o su Payerove ploce
koje su pokrivene M stanicama (5). Vaznu ulogu u ste€¢enom imunoloskom odgovoru
imaju antigen prezentirajuce stanice kao sto su dendriticke stanice i makrofagi.

Navedene antigen prezentirajuée stanice, nakon sto migriraju u mezentericke limfne
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¢vorove, prikazuju mikrobne peptide, preko MHC Il (major histocompatibility complex)
sustava, T limfocitima. Ovisno o citokinima, jos nediferencirani CD4 T limfociti, biti ¢e
potaknuti na razvoj u jedan od tri smjera: Thl, Th2 ili regulatorne T limfocite. Th1l
stanice karakterizira sekrecija, najve¢im dijelom, INF-y, IL-2 i TNFa, a sudjeluju u
imunoloskom odgovoru protiv unutarstani¢nih mikroorganizama. S druge strane, Th2
stanice luce slijedeée interleukine: IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 i IL-13, a sudjeluju u
humoralnom odgovoru te dovode do stvaranja specificnih imunoglobulina (6).
Regulatorni T limfociti putem luéenja IL-10 i TGF-B (transforming growth factor beta)
ostvaruju ucéinkovitu imunosupresiju te su stoga najvazniji u postizanju oralne
tolerancije i uspostavljanju ravnoteze izmedu medusobno suprotstavljenih imunih

mehanizama - Th1iTh2 (7).
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Slika 1. Imunoloski odgovor u crijevu. Enterociti na povrsini luce viSe medijatora upale
kao odgovor na brojne antigene, sto ukljucuje antibakterijske peptide, sekretorni IgA i
kemokine. Specijalizirane epitelne stanice (M stanice), transportiraju antigene do
antigen prezentirajucih stanica, koje ih prezentiraju naivnim T limfocitima. PRR na
enterocitima i dendritickim stanicama posreduju u otkrivanu bakterijskih antigena, a
dendriticke stanice oblikuju imunoloski odgovor ili toleranciju ovisno o tome poticu li

efektorne ili regulatorne T limfocite (8, uz dozvolu).
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1.1.3. Kako nastaje imunoloska tolerancija

Postoje dvije grane imunoloske tolerancije u crijevu: oralna tolerancija i tolerancija na
vlastitu crijevnu floru (9). Oralna tolerancija vrhunac je imunoloskih sposobnosti
crijevne sluznice, a definira se kao izostanak imunoloske reakcije, stani¢ne i humoralne,
na progutane tvari koje bi polucile imuni odgovor kada bismo ih primijenili sustavno
(10), a tolerancija na vlastitu crijevnu floru odnosi se na sposobnost da komenzalni
mikroorganizmi opstaju u crijevu domacina bez pobudivanja steCene imunosti (11,12).
Novija saznanja, najvise iz podrucja prirodene imunosti, pokazuju da oralna tolerancija
moze biti posredovana dendritickim stanicama, ali i direkto preko TLR ili regulatornih T
limfocita. Dva su mehanizma, koja se danas smatraju klju¢nima u nastanku oralne
tolerancije:

1. Klonalna delecija i anergija (13,14). Ingestija velike koli¢ine antigena moze

dovesti do delecije i inaktivacije antigen specifi¢nih T stanica. Anergija T
limfocita odnosi se na stanje u kojima postoji smanjen imunoloski odgovor,
odnosno, najve¢im dijelom smanjeno stvaranje IL-2. Stimulacija receptora na
T limfocitima bez kostimulacijskih molekula na antigen prezentiraju¢im
stanicama, ali i signalizacija preko CTLA-4 (proteina povezanih s citotoksi¢nim
T limfocitima) dovodi do anergije T limfocita (12,15).

2. Imunosupresija posredovana regulatornim T limfocitima. Prepoznatljivi

regulatorni mehanizmi posredovani podtipovima regulatornih T limfocita,

koji ukljuCuju Th3, T regulatorne 1 stanice i CD4+CD25+ T stanice, moduliraju
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i suprimiraju steceni Thl i Th2 odgovor. Smatra se da je djelovanje Th3i T
regulatornih 1 stanica nastaje poja¢anom proizvodnjom TGF-f i IL-10
citokina, dok CD4+CD25+ regulatorne T stanice ostvaruju svoj ucinak
direktnim kontaktom preko CTLA-4 i TGF-B vezanog za membranu. Ovaj
nacin vezan uz regulatorne T limfocite smatra se odgovornim za razvoj

tolerancije na komenzalnu crijevnu floru (12,16,17,18).

Na koji nacin nase imunoloske stanice, koriste¢i TLR sustav, prepoznaju komenzalne
bakterije kao ,, dobre” i na njih ne reagiraju, a reagiraju i unistavaju patogene bakterije
je fascinantan i do danas neobjasnjen. Buduci da komenzalne bakterije, kao i patogene,
sadrZe veliki broj kombinacija TLR liganda (antigena), moZzda upravo ta kombinacija
govori naSem organizmu je li bakterija dobroc¢udna ili ne (12,19,20). Literatura danas
govori o ulozi TLR4 u indukciji tolerancije na crijevne bakterije, najvise zbog ¢injenice da
oralna tolerancija nije moguca u pokusnih Zivotinja koje navedeni receptor nemaju

(21). Medutim, o navedenom ce biti vise rijeci kasnije.

Cijeli mehanizam oralne tolerancije vrlo je sloZen, a da je vrlo vazan govori i ¢injenica
da se danas upravo promjene u mehanizmima djelovanja stanica upletenih u oralnu
toleranciju smatraju odgovornim za nastanak razli¢itih bolesti kao Sto su nutritivne

alergije, celijakija, upalne bolesti crijeva itd.
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1.2. Crijevna flora

Pojam crijevna flora odnosi se na skupinu Zivih mikroorganizama u probavnoj cijevi
domacina (22). Ljudsko je crijevo prirodno staniste za brojne, razlicite vrste
mikroorganizama, ve¢inom bakterija, koje su se prilagodile Zivotu na crijevnoj povrsini
ili u lumenu crijeva (23). Crijevne bakterije 10 puta nadmasuju ukupan broj nasih,
eukariotskih, stanica te se smatra da crijevna flora ima vrlo vaznu metaboli¢ku
aktivnost te se ponasa kao virtualni organ u nasem tijelu (24,25).

Broj bakterija se poveéava prema distalnom dijelu probavnog sustava, tako da Zeludac i
dvanaesnik nastanjuje mali broj mikroorganizama, manje od 10° koloniformnih jedinica
(CFU-colonyforming units) na gram crijevnog sadrzaja jer kiselina, Zuc i probavni enzimi
ubijaju najvedi broj bakterija, ¢ime se smanjuje mogucnost njihovog prijanjanja za
epitel. Broj bakterija se od jejunuma prema ileumu proporcionalno povecava, od 10*
do 10’ CFU na gram sadrzaja, s predominacijom gram negativnih aerobnih bakterija.
Suprotno tome, debelo je crijevo gusto naseljeno anaerobima, a broj bakterija penje se
i do 10" CFU s 500-600 razlicitih vrsta bakterija, medutim tek 30-40 vrsta &ini 99%

ukupne populacije (23).

1.2.1. Razvoj i sastav crijevne flore

Fetus u maternici pliva i pije sterilnu plodovu vodu. Nakon poroda, izloZzenost

porodnom kanalu, fekalni sadrzaj, koza i medicinsko osoblje, odreduju prvu crijevnu
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floru, koju u pocetku Cine fakultativni aerobi (26). Ovakav milje odgovara vrstama kao
Sto su Enterobacter i Streptococcus spp koji koloniziraju crijevo u prvih nekoliko dana

Zivota, a zatim, do kraja prvog tjedna Zivota prerastaju Bifidobacterium i Bacteroides

spp (27).

Cimbenici koji utje¢u na kolonizaciju crijeva su, u prvom redu, tip poroda (vaginalni ili
carski rez) itip prehrane (maj¢ino mlijeko ili dojenacke formule) (28,29,30,31). Djeca
rodena carskim rezom imaju manje ,dobroéudnih” anaeroba kao Sto su Bacteroides i
Bifidobacterium, a vise Clostridium sp u odnosu na djecu rodenu vaginalnim putem.
Znacajne razlike nadene su ovisno o tipu prehrane: dojena djeca ne samo da dobivaju
imunoregulatorne tvari u maj¢inom mlijeku, ve¢ imaju korist i od metabolicke
(esencijalne masne kiseline) i prebioti¢ke (oligosaharidi) funkcije mlijeka, Sto modificira
crijevnu floru. S druge strane, djeca hranjena dojenackom formulom imaju ukupno vedi
broj komenzalnih bakterija, koje su, isto tako, Sire rasprostranjene, a ukljucuje
koliformne bakterije, Streptococcus sp, Clostridium difficile, i ostale vrste klostridija
(26). Promjene su zamijeéene i ovisno o uporabi antibiotika tijekom dojenackog
razdoblja. Dojencad koja je primala antibiotike ima viSe vrsta bakterija roda Klebsiella,
Citrobacter i Enterobacter, a maniji broj koliformnih bakterija, Bacteroides i
Bifidobacterium (32). Osim toga, antibiotici unistavaju vlastitu floru ¢ime omogucuju
kolonizaciju i prosirenje manje pozeljnih vrta (26). Ostali okolisni ¢cimbenici, kao $to su
visoki higijenski standardi, doveli su do odgode prerastanja crijevne flore te ¢ak i do

nestanka odredenih skupina bakterija u novorodencadi (27).
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Kada zapocinje dohrana i prehrana krutom hranom, crijevna flora postaje sve sli¢nija
onoj u odraslih (33).

Treba naglasiti da su prve bakterije koje se nastanjuju crijevo najvaznije, one mogu
mijenjati ekspresiju gena u epitelnim stanicama domacina i na taj nacin stvarati sebi
odgovarajudi okolis, ali i zaustavljati rast ostalih bakterija koje kasnije ulaze u ekosustav

(23).

Sto se tice vrsta bakterija, istraZivanja su pokazala da anaerobne bakterije premasuju
aerobne, odnosno da ih je 100 do 1000 puta viSe. Najveci broj ih je iz roda Bacteroides,
Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium i vise
anaerobnih gram pozitivnih koka. Bakterije koje se nalaze u manjem broju ukljucuju
Enterococcus i Enterobacteriaceae. Svaka osoba ima nekoliko stotina vrsta bakterija
koje pripadaju navedenim rodovima, s to¢no odredenom kombinacijom vrsta koje
predominiraju i potpuno su razli¢ite nego u drugih ljudi (34). lako podvrste i broj
bakterija variraju tijekom vremena, rodovi i vrste bakterija crijevne flore ostaju
relativno stabilni tijekom Zivota. Medutim, u odredenim stanjima kao $to su proljev,
uporaba antibiotika i promjene u prehrani, sastav crijevne flore se moze mijenjati
(34,35,36), stovise, promjene u crijevnoj flori, u mnogim sluc¢ajevima prethode razvoju

bolesti (37).
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1.2.2. Uloga crijevne flore

Koliko je crijevna flora vazna pokazala su i ispitivanja na Zivotinjama koje su uzgojene u
sterilnim uvjetima. Kod tih su Zivotinja, u usporedbi s onima uzgojenim u normalnim
uvjetima, nadene promjene u razli¢itim anatomskim i fizioloskim funkcijama. Masa
pojedinih organa (srca, pluca i jetre), udarni volumen srca, debljina crijevne stijenke,
razina gamaglobulina i limfni ¢vorovi su reducirani i atrofi¢ni u Zivotinja koje su
uzgojene u sterilnim uvjetima, Sto upucuje na zakljucak da crijevna flora ima vrlo

znacajnu ulogu u razvoju domacina (38,39,40).

Uloga crijevne flore moze se podijeliti u tri katergorije (41):
1) metabolicka,
2) troficka,

3) zastitna.

1.2.2.1. Metaboli¢ka uloga

Metabolicka uloga crijevne flore sastoji se od fermentacije neprobavljenih sastojaka
hrane i endogene sluzi. Genska razli¢itost unutar bakterijskog ekosustava osigurava
razli¢itost enzima i biokemijskih putova koji su razli¢iti od domacinova. Rezultat ove
slozene metabolic¢ke aktivnosti je, za domadina, obnavljanje metabolicke energije i
apsorpcija tvari koje se inace, bez bakterija, ne mogu apsorbirati, ali s druge strane,

osigurava energiju i hranjive tvari za rast i razmnoZzavanje bakterija. Razgradnja
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ugljikohidrata je vodedi izvor energije za bakterijski rast u kolonu, osim toga
razgradnjom tvari nastaju i kratkolan¢ane masne kiseline koje moze apsorbirati
domacdin (41). Navedeno rezultira u spasavanju energije dobivene iz hranjivih tvari, ali i
pomaze u apsorpciji kalcija, magnezija i Zeljeza u cekumu. Metabolicke funkcije
takoder rezultiraju nastankom nekih vitamina, kao sto su vitamin K, B12, biotin, folna
kiselina te sintezom aminokiselina iz amonijaka ili uree (42,43).

Nedavno je dokazano da komenzalne bakterije poti¢u apsorpciju monosaharida te
pohranu triglicerida u adipocitima, zatomljujuéi pri tome ¢imbenik adipocita potaknut
gladu, Sto je imalo vaznu ulogu u evoluciji, ali danas moze biti jedan od ¢imbenika koji

utjeCu na pretilost (44).

1.2.2.2. Trofi¢ka uloga

Crijevne bakterije mogu kontrolirati proliferaciju i diferencijaciju epitelnih stanica,
¢emu govori u prilog i ¢injenica da je obnavljanje epitelnih stanica smanjeno u kriptama
kolona Zivotinja koje su uzgojene u sterilnim uvjetima (22). Isto tako nadeno je da
ekspresiju razlicitih gena u genomu Covjeka mozemo povezati s razli¢itim vrstama
bakterija, Stovise, , Intersection Human Genome Sequencing Consortium“ je
identificirao 223 proteina bakterijskog podrijetla koji su sad dio ljudskog genoma (45).
Bakterije imaju klju¢nu ulogu u razvoju i crijevne i sustavne imunosti.

Zivotinje uzgojene u sterilnim uvjetima imaju manju gustocu limfnih stanica crijevnoj

sluznici, limfni folikuli su mali, a cirkulirajuce razine imunoglobulina su niske. Odmah
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nakon izlaganja Zivotinja mikrobima, broj sluzniénih limfocita se poveéava, stvaraju se
germinativni centri u limfati¢nim folikulima i dolazi do poveéanja razine imunoglobulina
u serumu (46,47). Mehanizmi djelovanja crijevne flore na sustavnu imunost nisu
poznati, no, smatra se da ucinak na sustavnu imunost nastaje zbog prisutnosti topivih
produkata mikroorganizama u krvi koji aktiviraju TLR sustav perifernih imunoloskih

stanica Sto posljedi¢no modificira sustavni imunoloski odgovor (48).

1.2.2.3. Zastitna uloga

Zastitna uloga predstavlja barijeru koja sprjecava ulazak patogenih bakterija, odnosno
crijevna flora Cini klju¢nu liniju obrane kojom se sprjecava kolonizacija patogenih
bakterija. Nekoliko je mehanizama upleteno u djelovanje barijere, a ukljucuju
kompetitivnu ekskluziju (natjecanje za nutrijente, prostor), osiguranje funkcioniranja
crijevne barijere, stimulaciju sekrecije slgA, stvaranje mukoidnog sloja i stvaranje

antimikrobnih supstanci — bakteriocina, ¢ime se aktivno zaustavlja upala (49,50,51).
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Tablica 1. Uloga crijevne flore.

1. Metabolicka Sinteza vitamina

Stvaranje kratkolanc¢anih masnih kiselina

2. Troficka Stimulacija epitelne proliferacije, angiogeneze i obnavljanja
epitela
Citoprotektivni ucinak

Stimulacija razvoja imunoloskog sustava

3. Zastitna Regulacija prirodene imunosti
Regulacija stecene imunosti

Kompetitivni u¢inak za patogene

1.2.3. Medudjelovanje izmedu crijevne flore i crijevne imunosti

Crijevna sluznica je velika barijera, povrsine od 250 do 300 m?, izmedu imunologkog
sustava i vanjskog svijeta. Stoga nije niti cudno da GALT sadrzi najvedi broj (2/3)
imunokompetentnih stanica ljudskog tijela (52). Odmah nakon izlaganja crijevne
sluznice mikrobima, broj se intraepitelnih limfocita znacajno povecava, germinativni
centri brzo se stvaraju unutar limfnih folikula te dovode do sekrecije imunoglobulina
Cija se razina u serumu znacajno povecava (53,54,55). Mnoga razli¢ita medudjelovanja
izmedu mikroba, epitela i GALT-a ukljuena su u stvaranje imunoloskog paméenja.

Crijevna flora ima znacaju ulogu u nastanku oralne tolerancije, Sto je dokazano u
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miSeva uzgojenih u sterilnim uvjetima koji reagiraju na ingestiju nutrijenata stvarajudi
veliku koli¢inu imunogloblina E i zadrZavajuci Th2 obrazac odgovora. Zanimljivo je da se
navedeno moze ispraviti obnavljanjem crijevne flore, no, samo u novorodenih, ali ne i u

starijih miseva (56).

Sposobnost kojom se razlikuju patogene bakterije od komenzala dijelom je
posredovana ve¢ navedenim PRR (TLR i NOD), medutim, toc¢an nacin na koji nas
imunoloski sustav prepoznaje da se ne radi o patoloskim bakterijama nije poznat (11).
Poznato je da komenzali smanjuju stvaranje proinflamatornih citokina modulirajudi
aktivnost enterocitnih ¢cimbenika transkripcije, u prvom redu NF-kB koji sudjeluju u
sintezi proinflamatornih citokina, kemokina i adhezijskih molekula (57,58). Aktivhost
NF-kB regulira inhibitorna molekula citosola, inhibitor NF-«kB (IkB), ¢ije raspadanje
blokiraju komenzalne bakterije te na taj nacin inhibiraju stvaranje citokina (57).
Sadasnji dokazi pokazuju da komenzali mogu potaknuti lu¢enje sekretornog IgA koji
pogoduje odvajanju mikroba s luminalne strane epitela (59). Tome u prilog govori
¢injenica da crijevna flora kod misa uzgojenog u sterilnim uvjetima direktno dovodi do
produkcije sekretornog IgA, kojeg izluuju B stanice neovisno o T limfocitima i unatoc
nedostatku germinativnih centara u limfnim folikulima (60). Ovi podaci upucuju na
postojanje evolucijski vrlo starog puta kojim nezreli B limfociti mogu producirati
sekretorni IgA na periferiji, medutim nacin na koji crijevna flora uzrokuje promjenu
klase imunoglobulina koji lu¢e B stanice nije jasan, ali se smatra da nastaje neovisno o

receptoru na B limfocitima, a ovisno o TGF-B ili TNF sustavu (61,62,63).
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Medudjelovanje crijevne flore i imunosti vidljivo je i iz ¢injenice da u nedostatku
sekretornog IgA komenzalne bakterije prerastaju, imaju povecan pristup crijevnom

epitelu i mogu otkociti nenormalan sustavni imunoloski odgovor (9).
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1.3. Probiotici

1.3.1. Povijesni osvrt

Dokumentirani podaci o pozitivnom ucinku bakterija na zdravlje ¢ovjeka datiraju iz
perzijske verzije Starog Zavjeta (Postanak 18:8) u kojem je navedeno ,Abraham duguje
svoju dugovjecnost pijenju kiselog mlijeka” (64). Plinijus, rimski povjesnicar iz 76.
godine prije Krista preporucuje uporabu fermentiranih mlije¢nih pripravaka u lijecenju
gastritisa (65).

U 16. stoljecu zbiljeZzeno je da je kralj Francis | od Fracuske ozdravio od teske bolesti
nakon Sto je konzumirao jogurt nacinjen od kozjeg mlijeka.

1900. godine Moro je prvi izolirao bakteriju koja lu¢i mlije¢nu kiselinu iz stolice
dojencadi. Bakterija je kasnije nazvana Lactobacillus acidophilus (u pocetku nazvana
Bacillus acidophilus) (66).

Medutim, znanstveni interes za jogurt kao namirnicu koja ima pozitivan ucinak na
zdravlje zapoceo je Elie Metchnikoff, ruski znanstvenik, dobitnik Nobelove nagrade, koji
je 1908. godine predlozio tezu da konzumacija jogurta koji sadrzavaju Lactobacillus,
smanjuje broj patogenih bakterija stvarajuci kiseli milje. U svojoj poznatoj
»Autointoksikacijskoj teoriji“ smatrao je da se ljudski organizam polagano truje
toksinima iz hrane te da postupno slabi zbog proliferacije crijevnih patogenih bakterija
Ciji se broj moze smanijiti uporabom fermentiranih mlijecnih pripravaka. Svoje

istraZivanje temeljio je na proucavanju seljaka iz Bugarske koji su Zivjeli dugo (vise od
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87 godina, pocetkom 20-tog stoljecéa), a upotrebljavali su velike koli¢ne fermatiranih
mlije€nih pripravaka u prehrani. Bakteriju koja se nalazila u tom jogurtu nazivao je
bugarski bacilus, koja se danas naziva Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus (66).

Bifidobakterije, druga skupina bakterija, otkrivena je krajem 19. stoljeca, a Tissier je
otkrio da su one predominantne crijevne bakterije u dojene dojencadi te se mogu
preporuciti u lijeCenju dojenackog poljeva (67).

Njemacki profesor Alfred Nissle je 1917. godine izolirao soj Escherichia coli iz stolice
vojnika koji nije obolio od enterokolitisa tijekom epidemije Sigeloze. Nissle je kasnije
koristio taj soj s odredenim uspjehom u akutnim infektivnim intestinalnim bolestima
(68).

Ranih 20-tih godina 20-tog stoljeca Rettger objavljuje da mlijeko koje sadrzava L.
acidophilus ima terapijski uc¢inak. On je, naime, vjerovao da je njihov pozitivan ucinak
vezan uz kolonizaciju crijeva i prerastanje navedenih bakterija (69).

Napokon, 1930. godine Shirota je prvi izolirao soj “dobrih” crijevnih bakterija koje su
nakon ingestije uspjele zive do¢i do crijeva, te su bakterije nazvane u pocetku
Lactobacillus acidophilus Shirota, a nakon toga Lactobacillus casei Shirota i prvi je soj
koji se od 1935. godine koristi u komercijalne svrhe (70). Nakon toga uslijedio je razvoj
velikog broja bakterija za koje se tvrdilo da imaju pozitivan ucinak na zdravlje. Tako je i
1983. godine izoliran Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) iz crijeva zdrave osobe (71).
Otkrili su ga Sherwood Gorbach i Barry Goldin (soj je dobio ime po prvim slovima

njihovih prezimena - GG) (72). U pocetku je soj nazvan L. acidophilus GG, ali je kasnije
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utvrdeno da se radi o soju L. rhamnosus. Soj je rezistentan na kiselinu i Zu¢, dobro

prijanja na crijevni epitel i proizvodi mlije¢nu kiselinu (73).

1.3.2. Definicije

Pojam probiotik dolazi od grckih rijei pro+bios Sto znaci “za Zivot” i smatra se da ga je
prvi put upotrijebio Kollath 1953. godine kada je opisivao organske i anorganske
dodatke hrani koji su potrebni za o¢uvanje zdravlja bolesnika koji boluju od malnutricije
(74).

Lilly and Stillwell su 1965. godine opisali probiotike kao “supstance koje izlucuje jedan
mikroorganizam, a koje stimuliraju rast drugog mikroorganizma” te su ih na taj nacin
suprotstavili pojmu antibiotika (75).

Sperti je 1971. definirao probiotike kao ekstrakte tkiva koji stimuliraju rast
mikroorganizama, dok je prvu definiciju, koja je slicna danasnjoj, upotrijebio Parker koji
ih je definirao kao organizme i supstance koji dovode do ravnoteze u crijevnim
mikrobima (76,77). Takva opcenita definicija nije bila zadovoljavajuca jer je ukljucivala
rije€ supstance, te u se zbog toga u tu kategoriju ubrajali brojni dodaci, ukljucujudi i
antibiotike. Stoga je 1989. godine Fuller revidirao definiciju istiCuéi vaznost da se radi o
Zivim organizmima te je predloZio definiciju koju je, medutim, ogranicio na Zivotinje, a
glasila je “Zivi mikroorganizmi koji imaju pozitivan u¢inak na Zivotinje poboljsavajuci

ravnotezu crijevne flore” (78).
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Havenaar 1992. godine definirao probiotike kao ,,Zive mono ili mijeSane kulture
mikroorganizama koji, ako se daju ljudima ili Zivotinjama, imaju pozitivan ucéinak na
domacdina poboljsavajudi vlastitu mikrofloru” (79).

Medutim, i dalje se tragalo za to¢nom definicijom te je Salminen 1996. godine dao
definiciju po kojoj su probiotici “Zive kulture mikroba ili dijetetski proizvodi koji sadrze
navedene kulture i imaju pozitivan uc¢inak na zdravlje i prehranu domacdina” (80).
Definiciju je revidirao 1998. u slijedecu ,,probiotici su Zivi mikroorganizmi ljudskog
podrijetla, koji se upotrebljavaju kao dodatak hrani ili farmaceutski pripravci, koji
prezivljavaju prolazak kroz gornji dio gastrointestinalnog sustava, prolazno koloniziraju
crijevo adhezijom za crijevni epitel i imaju pozitivan ucinak na zdravlje domacdina“ (81).
Napokon FAO/WHO dali su definiciju po kojoj su probiotici ,,Zzivi mikroorganizmi koji,
ako se konzumiraju u odgovarajuéoj dozi kao dodatak hrani, imaju pozitivan uc¢inak na

zdravlje domacdina“ (82).

Bakterije koje se upotrebljavaju kao probiotici moraju zadovoljiti nekoliko kriterija.
Moraju biti (83):

e ljudskog podrijetla,

® nepatogeni,

e rezistentni na probavljanje tijekom prolaza kroz probavni trakt,

e Zivi do dolaska u debelo crijevo,

e stabilni u kiselom mediju i otporni na Zug¢,

e sposobni prijanjati na epitel,



Uvod |22

e opstati u probavnom sustavu,
e producirati antimikrobne substance,
e modulirati imunoloski sustav,

e utjecati na metabolizam.

Najéesce upotrebljavani probiotici su bakterije koje proizvode mlije¢nu kiselinu (LAB), a
pretezito su iz roda Lactobacillus ili Bifidobacterium. Medutim i ostale ne-LAB bakterije
(najcesce iz roda Escherichia, Enterococcus i Bacillus), kao i nepatogene gljive, imaju
probioti¢ka svojstva (83).

Mikroorganizmi koji se smatraju probioticima prikazani su u tablici 2 (84).



Tablica 2. Do sada poznati mikroorganizmi s probioti¢kim djelovanjem.
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Lactobacillus vrste

Bifidobacterium Ostale LAB

vrste

Ne-LAB bakterije i

gljive

L. acidophilus
L. amylovorus
L. casei

L. crispatus

L. delbrueckii subsp.

bulgaricus

L. gallinarum
L. gasseri

L. johnsonii
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus

B. adolescentis
B. animalis

B. bifidus

B. breve

B. infantis

B. lactis

B. longum

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Lactococcus lactis
Leuconstoc mesenteroides
Leuconstoc mesenteroides
Sporolactobacillus inulinus

Streptococcus thermophilus

Bacillus cereus var.
toyoi

Escherichia coli
strain Nissle
Propionibacterium

freudenreichii

Saccharomyces
cerevisiae
Saccharomyces

boulardii

Dokazano je da ucinak probiotika ne ovisi samo o njegovoj vrsti ve¢ i o upotrebljavanoj

dozi. Pripravak probiotika mora sadrZavati odredeni minimum kolonija po dozi (number

of colony-forming units (CFU)) da postigne ucinak (85). Smatra se da pozitivni ucinak

probiotika nije mogu¢ bez dnevnog unosa od 10° do 10™° CFU (86). Za terapijski u¢inak
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nuzne su vise doze probiotika, 10° do 10 CFU, dok se u preventivne svrhe

upotrebljavaju doze od 10° do 10° CFU (87).

1.3.3. Mehanizmi djelovanja

Vec je reCeno da je za normalno fukcioniranje ljudskog organizma potrebna crijevna
flora, medutim, potrebno je jo$ jednom naglasiti slijedece:
a) kolonizacija probavnog sustava bakterijama zapocinje odmah nakon rodenja
(23),
b) ljudski organizam posjeduje 10 puta vedéi broj bakterijskih nego eukariotskih
stanica (88,89,90),
c) iako su bakterije rasprostranjene duz cijelog gastrointestinalnog sustava, broj
im se postupno povecava (91),
d) procjenjuje se da bakterije ¢ine 35-50% sadrzaja debelog crijeva ¢ovjeka (92),
e) crijevna flora potice i odrZava oralnu toleranciju te je poznati antigeni stimulus

za razvoj i sazrijevanje crijevnog limfnog sustava (93).

Upravo su saznanja da crijevne bakterije imaju vaznu ulogu u crijevnoj imunosti
otvorila moguénost za razvoj koncepta o uporabi probiotika u terapijske svrhe. Danas je

velik broj istrazivanja kojima se pokusava otkriti toan mehanizam njihova djelovanija.
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Dokazan je direktni antimikrobni ucinak, poboljsanje funkcije crijevne barijere i
imunomodaulacijska aktivnost preko ucinka i na ste¢enu i na prirodenu imunost (94,95).
Ucinak probiotika je visestruk i karakterizira ga djelovanje na vise razina, a ukljuéuje:

1) blokiranje djelovanja patogenih bakterija,

2) regulaciju imunoloSkog odgovora crijevne sluznice,

3) regulaciju funkcije crijevnog epitela.

1.3.3.1. Blokiranje djelovanja patogenih bakterija

A. Lucenje antibakterijskih supstanci
Probiotici imaju direktan uc¢inak na patogene bakterije produkcijom antibiotskih
suspstanci, koje ukljucuju bakteriocine i razlicite kiseline (96,97). Jednu vrstu
antibakterijskih supstanci predstavljaju lantibiotici, bakteriocini koje stvaraju gram-
pozitivne bakterije, kao Sto je Lactococcus lactis, a koji su aktivni i u vrlo niskim
koncentracijama zaustavljajuci rast patogena tako da djeluju na lipid Il komponentu
bakterijske stijenke (98).
Ostali bakteriocini su mali antimikrobni peptidi koje luce laktobacili. Ovi peptidi imaju
relativno uzak spektar djelovanja i najvise su toksi¢ni za gram-pozitivne bakterije,
ukljuéujuci streptokoke, stafilokoke, listeriju, ali i mikobakterije. Osnovni mehanizam
djelovanja bakteriocina je stvaranje pora u citoplazmi osjetljivih bakterija, medutim

mogu i djelovati na njihovu enzimsku aktivnost (99).
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Isto tako, nekoliko podvrsta bifidobakterija proizvode bacteriocinu sli¢ne tvari koje su
toksi¢ne i za gram pozitivne i gram negativne bakterije (100).
Probiotici, posebice laktobacili, proizvode octenu, mlije¢nu i mravlju kiselinu koja

sniZzava lokalni pH, ¢ime se inhibira rast Sirokog spektra gram negativnih bakterija(101).

B. Kompetitivna inhibicija patogena i toksina
Probiotici u probavnom sustavu smanjuju prijanjanje i patogenih bakterija i njihovih
toksina na crijevni epitel. Nekoliko podvrsta laktobacila i bifidobaktera se natjece s
patogenima bakterijama za vezna mjesta na epitelu te na taj nac¢in mogu maknuti
patogenu bakteriju iako je ve¢ vezana za epitel i prije primjene probiotika (102,103).
Vezanje bakterija na intestinalni epitel odvija se preko bakterijskih lektina i
ugljikohidrata, a veZu se na glikokonjugirane receptore stani¢ne povrsine.
Istrazivanjima se, stoga, pokusava utvrditi mogu li probiotici blokirati to¢no odredenu
patogenu bakteriju vezudi se na navedene receptore (104,105,106).
Na sli¢an nacin odvija, se i blokiranje enterotoksina, koji je takoder jedan od

mehanizama odgovornih za djelovanje probiotika (99).

1.3.3.2. Regulacija imunoloskog odgovora crijevne sluznice

Probiotici medudjeluju s dendriti¢kim stanicama i epitelnim stanicama, zapocinjuci
odgovor posredovan makrofagima te T i B limfocitima (98). In vitro i in vivo studije su
pokazale da probiotici imaju uc¢inak na imunoloski sustav domacina: pojacavaju

imunoloski odgovor, mogu poboljsati sposobnost borbe protiv infekcije, smanjuju
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stvaranje tumora, te mogu smanijiti nastanak alergija i crijevne upale (98). Djelovanje se

odvija na nacine prikazane u daljnjem tekstu.

A. Pojacavanje prirodene imunosti domacdina
Kao sto je veé spomenuto, prirodena imunost sprijeava prodor i patoloskih i
komenzalnih mikroorganizama, a probiotici imaju sposobnost poticanja prirodene
imunosti. Crijevne dendriticke stanice mogu obuzdati komenzalne bakterije selektivno
aktivirajuci B limfocite na proizvodnju sekretornog IgA (slgA) koji smanjuje prodor
bakterija kroz sluznicu (99,108,109,110). Djelovanje dendriti¢kih stanica na komenzale
ograniceno je na crijevnu sluznicu ¢ime se smanjuje potencijalni sustavni imunoloski
odgovor (6). Uporaba probiotika moZe pojacati prirodeni imunoloski odgovor, sto
pokazuju i studije kojima je dokazano da B. animalis podiZze koncentraciju fekalnog
slgA u dojencadi (112). Zanimljivo je da uz znacajno povecéanje fekalnog sIgA, LGG
podize i ukupnu razinu IL-6 na periferiji koji onda pojacava IgA odgovor na sluznici

(113).

B. Moduliranje patogenom potaknutog imunoloskog odgovora
Prirodeni imunoloski odgovor mora biti jaCine koja odgovara razini prijetnje pojedinog
patogena. Jedna od znacajnijih uloga probiotika je i njihovo djelovanje na smanjenje
pretjeranog imunoloSkog odgovora tako da uravnotezuju proizvodnju pro- i
antiinflamatornih citokina (99,114,115,116,117). Sazrijevanje dendritic¢kih stanica

rezultira poveéanom proizvodnjom citokina i o¢itovanjem molekula potrebnih za
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aktivaciju Ti B limfocita. Vedina istraZivanja su pokazala da probiotici poti¢u
dendriti¢ke stanice na proizvodnju antiinflamatornih citokina, ukljuéujuéi IL-10, koji
suprimira Th1 odgovor (118,119,120). Tako Bifidobacterium infantis i Lactobacillus spp
nisu uspjeli blokirati proizvodnju Thl-citokina, IL-12 i INF-y u IL-10 knockout miSeva
(121,122,123). Osim Sto poticu stvaranje antiinflamatornih citokina, probiotici
suprimiraju nastajanje proinflamatornih citokina. LGG kultura stanica smanjuje
stvaranje TNF-a u makrofagima, poticudi stvaranje vrlo velike koli¢ine ¢imbenika
stimulacije kolonije granulocita (granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)) koji
onda suprimiraju proizvodnju TNF-a (124,125). Pojedine podvste probiotika djeluju
tako da smanjuju stvaranje IL-6 i INF-y u monocitima periferne krvi (126) ili inhibiraju

progresiju ciklusa razvoja T limfocita (127).

C. Poticanje imunoloskog odgovora protiv infekcije
Probiotici takoder stimuliraju imunoloski odgovor domacina, sto ukljucuje Th1l odgovor
posredovan dendritickim stanicama. Istrazivanja su pokazala da tijekom kolonizacije
crijevne sluznice misa s B. fragilis, dendriti¢ke stanice vezu i zadrZavaju bakterijske
polisaharide koji onda poticu sazrijevanje dendritickih stanica, stvaranje Th1 citokina,
ukljucujudi IL-4, IL-12 i IFN-y (59), dok laktobacili u dendritickim stanicama poticu

stvaranje IL-12, IL-18 i INF-y (128).

D. Regulacija imunoloskog odgovora probiotickom DNA

Uz gore navedene direktne ucinke probiotika na imunoloske stanice, i DNA probiotika
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modulira imunoloski odgovor. DNA izolirana iz VSL#3 smanjuje proizvodnju IL-8 te TNF-
ailFN-y invivoiin vitro. VSL#3 DNA takoder inhibira p38 MAP kinazu i odgada NF-kB
aktivaciju (129). Nemetilirani dinukleotidi CpG, koji se Cesto nalaze u bakterijskom

genomu, aktiviraju prirodenu imunost preko TLR9 (130).

E. Aktivacija TLR sustava
Kao i patogene, tako i probioticke bakterije imaju PAMP-ove koje prepoznaju TLR, ali
probiotici ne zapocinju patogeni imunoloski odgovor. Razliciti probiotici djeluju preko
razli¢itih TLR-ova (131). Tako na primjer, T stanice kultivirane s E. coli Nissle 1917
izrazavaju povecani broj TLR2 i TLR4. Suprotno tome, mjesavina probiotika VSL#3 ne
potice imunoloski odgovor bez TLR9, znaci da je TLR9 put znacajan za ove probiotike
(132). Sve navedeno upuduje na zakljucak da razli¢iti probiotici stimuliraju to¢no
odredene TLR na stanicama domacina, $to ima vrlo vaznu ulogu u njihovoj mogucoj
terapijskoj primjeni.
Bududi da je poznato da i probiotici i patogene bakterije djeluju preko TLR-ova vazno je
otkriti zasto probiotici, za razliku od patogenih bakterija, ne poti¢u imunolosku
kaskadu. Smatra se da u tome sudjeluju slijedeci cimbenici:
e probiotici djeluju na TLR-ove na odredenim dijelovima polarizirane epitelne
stanice, na primjer, dokazano je da apikalna, ali ne i bazolateralna stimulcija
TLR9 na epitelnim stanicama inhibira NF-kB aktivaciju (133);
e probiotici sadrZavaju neke jedinstvene dijelove koje patogene bakterije nemaju,

a koji djeluju na razlic¢itu aktivaciju TLR (134);



Uvod |30

e stani¢ni odgovor potaknut probioticima moZe nastati i zbog sinergisti¢nog
djelovanja s vise TLR, koji ne postoiji ili je drugacije reguliran kod patogenih

bakterija (135).

1.3.3.3. Regulacija funkcije crijevnog epitela

Crijevni je epitel klju¢an u odrzanju normalne funkcije crijeva pruzajuéi obranu od
patogenih mikroba i detritusa u crijevnom sadrzaju. Brojni dokazi upucuju da probiotici
stimuliraju reakcije crijevnog epitela, ukljuéujuéi i obnavljanje oStecene crijevne
barijere, stvaranje antibakterijskih supstanci i proteina koji Stite epitel te blokiraju

citokinima potaknutu stani¢nu apoptozu (99):

A. Funkcija crijevne barijere
Funkcija crijevne barijere, vaznog obrambenog mehanizma crijevnog epitela, zahtijeva
funkcionalne uske spojeve tzv. tight junctions izmedu epitelnih stanica. Novija
istraZivanja su pokazala da probiotici poticu oporavak crijevne barijere nakon ozljede.
Na primjer, probiotik E. coli Nissle 1917 potice stvaranje uskih spojeva (tight junctions)
(136), LGG vrsi translokaciju tight junction kompleksa (137), a slicno djeluju i ostali

probiotici (138).

B. Stvaranje citoprotektivnih tvari
Crijevni epitel regulira mikrookoli$ stvaranjem citoprotektivnih supstanci. Heat shock

proteini, Cije luenje potice stres, stalno su prisutni u epitelnim stanicama ¢ime ¢uvaju
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homeostazu i smanjuju njegovo oStecenje. Dokazano je da odredene topive tvari u LGG
kulturi poti€u sintezu citoprotektivnih heat shock proteina u crijevnim epitelnim
stanicama (139). Isto tako, drugi antimikrobni peptidi, kao sto su B-defenzini, koje
sintetiziraju epitelne stanice kako bi sprijecile invaziju i prijanjanje patogenih bakterija,
nastaju pod utjecajem E. coli Nissle 1917, ali i VSL#3 preko regulacije NF-kB
transkripcijskog puta (140). Uz B-defenzine, probiotici poticu i oslobadanje drugih
antimikrobnih supstanci, npr. B. thetaiotaomicron stimulira oslobadanje angiogenina 4

(Ang4), koji djeluje baktericidno na razli¢ite patogene (141).

C. Prevencija citokinima potaknute apoptoze
Jos jedan potencijalni mehanizam koji se pripisuje probioticima je sprjecavanje
osteéenja epitela uzrokovanog citokinima. LGG sprije¢ava citokinima potaknutu
apoptozu (programiranu smrt stanice) crijevnog epitela stimulirajuci put ovisan o
fosfatidilinozitol -3’-kinazi (P13K) i inhibirajuci aktivaciju p38/MAPK (98). Cini se da je
ova antiapoptoti¢na aktivnost LGG-a posredovana i preko dva nova proteina (p75 i p40)

(141).

1.3.4. Moguca klinicka primjena

U posljednjih 20 godina ucinjena su brojna klinicka istraZivanja o utjecaju probiotika na

velik broj klinickih indikacija, koje ukljucuju slijedece (82):
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1. Infektivni proljev

2. Infekcija Helicobacterom pylori
3. Upalne bolesti crijeva

4. Karcinomi

5. Opstipacija

6. Alergije

7. Kardiovaskularne bolesti

8. Vaginitis uzrokovan bakterijama
9. Vaginitis uzrokovan gljivicama

10. Infekcije mokracnih putova

Dosadasnja istraZzivanja, provedena na velikom broju bolesnika i nakonadno ucinjene
metaaanlize dokazale su da probiotici imaju znanstveno dokazanu ulogu u lije¢enju i
prevenciji odredenih bolesti. Nedavno su izdane i smjernice o uporabi probiotika
»,Recommendations for Probiotic Use—2008” u kojima su indikacije podijeljene u tri
kategorije: A - imaju klinicki dokazanu ulogu, B — mogu se preporuciti, medutim postoje
studije u kojima pozitivan ucinak nije zamijecen i C — za sada se, zbog nedostatka

dokaza, ne mogu preporuciti (143).

Kategorijom , A” obiljezene su slijedeée indikacije:

1. LijeCenje vodenog proljeva. Rezultati velikih klinickih studija pokazuju znacajno

poboljsanje u lijecenju akutnog vodenog, u prvom redu rotavirusnog proljeva,
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najvise u dojencadi i male djece. Za ucinak je znacajno slijedece: a) skraduje
trajanje proljeva za 17-30 sati; b) ovisan je o soju probiotika (LGG je
najucinkovitiji); c) ovisan je o dozi (u¢inkovita je doza vi$a od 10° CFU); d) korisni
su kod vodenog proljeva i virusnog gastroenteritisa, ali ne i za bakterijski
proljev; e) u€inkovitiji su ako se upotrijebe u ranoj fazi bolesti; f) u€inkovitiji su u
djece u razvijenim zemljama.

Slijedom navedenog, preporuca se primjena laktobacila (LGG, L. reuteri i L.
acidophilus) ili S. boulardii u akutnom vodenom proljevu u dozama koje nisu
nize od 10'°CFU na dan tijekom prvih 5 dana bolesti (83,144,145,146).

Prevencija proljeva uzrokovanog antibiotikom. LGG i S. boulardii su u¢inkoviti u

prevenciji antibiotikom uzrokovanog proljeva. Nove metaanalize randomiziranih
kontroliranih studija potvrdile su njihovu ucinkovitost u djece i u odraslih. lako
ne postoje to€ne upute o njihovoj primjeni i buduéi da se radi o
samoogranicavajucoj bolesti, sadasnje smjernice preporucuju da se navedeni
sojevi upotrebljavaju samo kada klini¢ar ocijeni da je to vazno
(83,147,148,149,150,151,152).

Prevencija i odrZanje remisije u bolesnika s pouchitisom. Znacajan dio bolesnika

s ulceroznim kolitisom nakon kolektomije i formiranja ileoanalnog poucha razvit
¢e pouchitis, koji je vrlo tesko i sprijeciti i lijeciti. Rezultati randomiziranih
klini¢kih studija podupiru uporabu probiotika VSL#3 u visokim dozama u
primarnoj i sekundarnoj prevenciji pouchitisa u odraslih. U toj indikaciji valja ih

uporabiti nakon pocetnog antibiotskog lijeenja, ili odmah nakon formiranja
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poucha. Podaci o ucinkovitosti probiotika u djece jo$ ne postoje
(83,153,154,155).

4. Prevencija atopijskih bolesti. Primjena LGG-a u trudnica i majki dojilja te njihove

djece tijekom prvih nekoliko mjeseci Zivota sprjecava nastajanje alergije u djece

rizicne za razvoj atopijskih bolesti (83).

Kategorije B i C navedene su u tablici 3.
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Tablica 3. Smjernice o uporabi probiotika (142).

Indikacija Kategorija
1. Proljev
Infekcijski (odrasli) — lijecenje A
Infekcijski (djeca) — lijeenje A
Prevencija infekcije B
Prevencija antibiotikom uzrokovanog proljeva A
Lijecenje rekurentnog poljeva uzrokovanog Cl. difficile B
Prevencija proljeva uzrokovanog Cl. difficile B
2. Upalne bolesti crijeva
Pouchitis
Prevencija i odrzanje remisije A
Indukcija remisije C
Ulcerozni kolitis
Indukcija remisije C
Odrzavanje remisije C
Crohnova bolest C
3. Iritabilni kolon B
4. Atopijski ekcem
Lije¢enje A
Prevencija A
5. Radijacijski enteritis C
6. Vaginitis/vaginoza C
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1.3.5. Probiotici u prevenciji gastrointestinalnih i respiratornih infekcija

Jedina indikacija u prevenciji infekcija koja se spominje u sadasnjim preporukama, a sto
je vidljivo iz tablice 3, je prevencija proljeva. Navedena indikacija uvrstena je u
kategoriju B, znaci da se probiotici mogu preporuciti, medutim postoje istrazivanja u
kojima pozitivan ucinak nije zamijeéen. Druge indikacije, odnosno uloga probiotika u
prevenciji respiratornih infekcija, nisu navedene, jer se obzirom na nedostatak dokaza

ne mogu uvrstiti niti u jednu od navedenih kategorija.

Bududi da je prevencija infekcija probioticima predmet ovog istrazivanja, rezultate

dosadasnjih istraZivanja prikazati ¢emo podrobnije.

1.3.5.1. Prevencija nozokomijalnih infekcija

Do sada su objavljene 4 randomizirane kontrolirane studije o ulozi probiotika u
prevenciji proljeva u hospitalizirane djece. Od navedene Cetiri studije, dvije studije
rabile su LGG, a druge dvije kombinaciju B. bifidum (sada nazvanu B. lactis) i S.
thermophilus (156,157,158,159). Istrazivanja su ukljucila mali broj hospitalizirane djece,
provedena su u djece do 3 godine starosti i dala su oprecne rezultate. Slijedom
navedenog zakljucuje se da danas nema dovoljno dokaza kojima bi se poduprijela
preporuka o uporabi probiotika u cilju prevencije gastrointestinalnih nozokomijalnih

infekcija (83).
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S druge strane, ne postoje relevantna istrazivanja o ulozi probiotika u prevenciji
nozokomijalnih respiratornih infekcija. Provedena su istrazivanja samo u bolesnika
lije¢enih u jedinicama intenzivne njege, a samo je jedno provedeno u djece. IstraZivanje
je provedeno na nedovoljnom uzorku, s velikim brojem odustalih ispitanika i u kriticho
bolesne djece, a rezultatima nije dokazan pozitivan uc¢inak LGG-a u prevenciji

pneumonije (160,161).

1.3.5.2. Prevencija gastrointestinalnih i respiratornih infekcija u dje¢jem kolektivu
Djeca koja pohadaju vrti¢ pod povecanim su rizikom od razvoja gastrointestinalnih i
respiratornih infekcija. Njihovo bi sprje¢avanje bilo od velikog znacaja i za obitelji i za
drustvo, te stoga predstavlja jedan od najvecih izazova preventivne pedijatrijske
medicine (162). Bududi da je poznato da kontinuirana uporaba probiotika modificira
imuni odgovor, smatra se da bi mogla prevenirati infektivne bolesti u djece u kolektivu.
Navedeno je bio i razlog zbog kojeg je do sada provedeno nekoliko istrazivanja kojima
se isto pokusalo dokazati (163, 164,165,166).

Nazalost, navedene studije najveéim su dijelom ograni¢ene na mali broj ispitanika, a
provedene metaanalize upucuju na postojanje tek blagog pozitivhog ucinka nekih
probiotskih sojeva (83). Slijedom navedenog, znanstveni dokazi nisu dovoljni da se
uporaba probiotika preporuci u prevenciji gastrointestinalnih i respiratornih infekcija u

zdrave djece.
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1.3.6. Sigurnost probiotika

Pitanja sigurnosti primjene probiotika, Sto je posebice znacajno u pedijatrijskoj
populaciji, odnose se na:

e prijenos antibiotske rezistencije,

e prijenos drugog nepozeljnog genetskog materijala,

e uzrok infekcije.
lako su prijenos antibiotske rezistencije ili drugog genetskog materijala teoretski
mogudi, do sada provedena predklini¢ka i klini¢ka istrazivanja nisu potvrdila navedene
nuspojave probioticima koji su trenutno u uporabi (167).
Sto se tice infektivnog potencijala, iako su se probiotici u svim dosada3njim
istraZzivanjima pokazali sigurnim, nekoliko je pojedinacnih opisa probiotikom
uzrokovanih infekcija. U posljednjih nekoliko godina postoje podaci da su razliciti sojevi
probiotika uzrokovali endokarditis, bakterijemiju ili lokalne infekcije (168,169,170,171),
a postoje i izvjeséa o infekcijama i u dojenc¢adi i male djece (172,173,174,175,176,177).
Velika vecina tih bolesnika imala je podleZecu bolest zbog koje su bili skloni infekcijama
(npr. Centralni venski kateter, tesku sréanu gresku, imunomodulatornu terapiju), ai u
vecine su mikroorganizmi bili iz bolesnikove crijevne flore, a ne iz probiotskog
pripravka. Vrlo je mali broj slu¢ajeva kod kojih je mikroorganizam povezan s uporabom
komercijalnih preparata s probiotikom (178,179,180,181,182).
Zanimljivo je da u Finskoj, u kojoj je uporaba probiotika u hrani naglo porasla, nije

zabiljeZena povedéana ucestalost bakterijemija uzrokovanim probioticima (LGG) (183).
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Bududi da dosadasnji podaci upuduju da je rizik od infekcije probioticima vrlo mali,
odnosno jednak riziku od infekcije vlastitom crijevnom florom, Europsko je drustvo za
djecju gastroenterologiju, hepatologiju i prehranu (ESPGHAN) donijelo zaklju¢ak da se
rizik moZe smatrati zanemarivim, izuzev u ozbiljno imunokompromitiranih bolesnika

(184).

1.3.7. Nozokomijalne infekcije

Nozokomijalne infekcije definiraju se kao infekcije koje se javljaju u bolesnika za
vrijeme boravka u bolnici, a koje kod prijema nisu bile u fazi inkubacije ili koje se
razvijaju nakon hospitalizacije, ali je obzirom na duljinu trajanja inkubacije, infekcija
nastala u bolnici (185). NajceSce se nozokomijalnim infekcijama smatraju one koje
nastaju 48h nakon prijema u bolnicu. Na njihov nastanak utjecu brojni ¢cimbenici, kao
$to su: smanjen imunoloski odgovor kod dijela bolesnika, prenapucenost odjela,
prevladavanje rezistentnih sojeva, razli¢iti dijagnosticki i terapijski postupci, medicinsko
osoblje i posjete (186). U bolnicama se upotrebljavaju brojne mjere kojima bi se
sprijecile nozokomijalne infekcije, a one ukljucuju: higijenske mjere osoblja,
odgovarajuéu izolaciju bolesnika, sterilizaciju, edukaciju osoblja i epidemioloski nadzor
(187).

Unatoc bitnom napretku i svim navedenim mjerama, ucestalost nozokomijalnih

infekcija, poglavito u pedijatrijskoj populaciji i dalje je visoka te u razvijenim zemljama



Uvod |40

iznosi 5-44% (187,188,189). Od svih nozokomijalnih infekcija prevladavaju crijevne
infekcije, €ija je incidencija 4,5 do 22,6% (190,191,192) i respiratorne infekcije, €ija je
ucestalost 13 do 53% (193). Svaka ta infekcija produZuje boravak u bolnici, pogorsava

ishod lijeCenja osnovne bolesti te, stoga, bitno povisuje troskove lijeCenja (194,195).

1.3.8. Infekcije u djecjem kolektivu

S druge strane, nuzno je naglasiti da djeca koja pohadaju kolektiv (vrti¢) takoder imaju
povisen rizik od razvoja infekcija. On je ¢ak 2-3 puta vedéi u djece koja pohadaju vrti¢ u
odnosu na onu djecu koja ostaju kod kuce (196). Povecan rizik od infekcije ima
znacajne socijalne i ekonomske implikacije najvise stoga Sto, obzirom na ucestalost
infekcija, podiZe troskove lijeCenja, ali i povecava bolovanje roditelja (197,198,199).
Stovise, niti jedna od poduzetih javnozdravstvenih i epidemioloskih mjera (higijena,
kontrole djece od strane nadleznih lijecnika, pregledi epidemioloske sluzbe, sanitarna
kontrola djelatnika, zatvaranje djecjih vrtiéa itd.) nije smanjila navedenu incidenciju te

do danas nema odgovarajucih mjera prevencije (195).
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2. HIPOTEZA
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Rezimirajuéi podatke navedene u Uvodu, znanstvenma i stru¢na utemeljenost naseg
istraZzivanja ogleda se u slijede¢em:

1. Ispitivanja su potvrdila imunomodulatorni ucinak probiotika — interakcija
probiotika s crijevnom sluznicom i crijevnim imunoloskim sustavom dovodi ne
samo do modulacije lokalnog imunoloSkog odgovora, veé ima utjecaj i na
sustavni imunoloski odgovor.

2. Nozokomijalne infekcije i infekcije u djecjem kolektivu veliki su problem, a
dosad primjenivane preventivne mjere nisu dale odgovarajuce rezultate.

3. Nedostaju smjernice utemeljene na dokazima — do sada nisu provedena
dovoljno velika istrazivanja kojima bi se utvrdila preventivna uloga probiotika u
sprijeCavanju gastrointestinalnih i respiratornih infekcija u hospitalizirane djece

i djece u kolektivu.

Nas je cilj, stoga bio procijeniti preventivnu ucinkovitost i sigurnost primjene LGG-a u
hospitalizirane djece i djece u kolektivu te, na kraju, dati smjernice o primjeni

probiotika u navedenim indikacijama.
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HIPOTEZE:
1. Uporaba Lactobacillus GG znacajno smanjuje rizik od gastrointestinalnih i
respiratornih infekcija u hospitalizirane djece.
2. Uporaba Lactobacillus GG znacajno smanjuje rizik od gastrointestinalnih i

respiratornih infekcija u djece u kolektivu.
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3. CILIEVI
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3.1. Cilj rada

Opdi ciljevi ovog istrazZivanja su slijededi:

e procijeniti preventivni ucinak probiotika na broj gastrointestinalnih i

respiratornih infekcija u hospitalizirane djece tijekom intervencijskog razdoblja

e procijeniti preventivni ucinak probiotika na broj gastrointestinalnih i

respiratornih infekcija u djece u kolektivu tijekom intervencijskog razdoblja

e utvrditi sigurnost njihove primjene u odabranim skupinama ispitanika

Specifi¢ni ciljevi su:

1. Odrediti broj gastrointestinalnih infekcija: proljev, povrac¢anje

2. Odrediti broj infekcija gornjih disnih putova: obi¢na prehlada, faringitis, otitis

3. Odrediti broj infekcija donjih diSnih putova: bronhitis, bronhiolitis, pneumonija

4. OQOdrediti tezinu gastrointestinalnih infekcija

5. Odrediti teZinu respiratornih infekcija

6. Usporediti broj dana izostalih iz kolektiva u obje ispitivane skupine

7. Usporediti trajanje hospitalizacije u obje ispitivane skupine

8. Pratiti nuspojave i komplikacije koje bi se mogle povezati s uzimanjem LGG-a



Ciljevi | 46

3.2. Doprinos i o¢ekivana primjena istraZivanja

Ucinkovitost probiotika u prevenciji gastrointestinalnih i respiratornih infekcija u djece
nedovoljno je istraZena. Sva dosadasnja istraZzivanja radena su na malom uzorku, a

rezultati su nekonzistentni.

Ovim Ce se istrazivanjem na dovoljno velikom broju ispitanika (najve¢em do sada)
ispitati ucinkovitost probiotika u prevenciji nozokomijalnih gastrointestinalnih i
respiratornih infekcija te istih infekcija u dje¢jem kolektivu. Rezultati, bili pozitivni ili
negativni, pridonijet ¢e zauzimanju stava temeljenog na znanstvenim dokazima o

uporabi probiotika u gore navedenim indikacijama.

Osim znanstvenog doprinosa, eventualni pozitivni rezultat, tj. dokazana preventivna
ucinkovitost probiotika imat ¢e i znacajnije implikacije. Naime, glede velike ucestalosti
nozokomijalnih infekcija na pedijatrijskim odjelima te ¢injenice da djeca koja pohadaju
kolektiv ¢eSée obolijevaju od respiratornih i gastrointestinalnih infekcija, eventualna

prevencija omogudila bi:

1) krace hospitalizacije,

2) manje troskove hospitalizacije,

3) smanjeni broj izostanaka djece iz vrti¢a i posredno kraceg bolovanja roditelja.



Ispitanici | metode |47

4. ISPITANICI | METODE
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Ovo je istrazivanje randomizirana, dvostruko slijepa, placebom kontrolirana usporedba
ucinkovitosti LGG-a u prevenciji gastrointestinalnih i respiratornih infekcija u odnosu na

placebo.

Bududi da se preventivna djelotvornost mjerila u dvije odredene populacije —
hospitalizirana djeca i djeca u koletivu, tako je i istrazivanje provedeno na dvije pozicije:
a) u Klinici za djecje bolesti Zagreb i b) u dje¢jem vrticu Matija Gubec. Djedji je vrti¢
odabran zbog slijedecih karakteristika: rijec je o vrtiéu kojeg pohada velik broj djece
(400 djece), na 4 lokacije, ali su svi su objekti smjesteni u jednoj gradskoj opcini

(Tresnjevci) te su stoga svi ispitanici bili iz slicnih socioekonomskih uvjeta.

4.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na dvije razliite pozicije, a uklju€eni su slijedeéi ispitanici:

1. Svi bolesnici hospitalizirani na Klinici za pedijatriju Klinike za djecje bolesti

Zagreb, u dobi od 12 mjeseci do 18 godina.

2. Sva djeca koja pohadaju djecji vrti¢ Matija Gubec u Zagrebu koji se nalazi na 4

lokacije na Tresnjevci, koja su bila u dobi od 12 mjeseci do 7 godina.
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Sudjelovali su samo ispitanici ¢iji su roditelji ili zakonski skrbnici potpisali

informirani pristanak i koji nisu imali niti jedan od iskljucujucih kriterija.

Isklju€ujudi kriteriji:

Imunodeficijencija: uklju¢uje sve ranije dijagnosticirane primarne
imunodeficijencije, tj. stanje koje obuhvaéa nedostatak jedne ili viSe grana

imunoloskog sustava;

alergija na proteine kravljeg mlijeka (probiotici ée se dati u fermentiranom

mlije¢nom pripravku);

uporaba pripravka koji sadrzi prebiotik i/ili probiotik za vrijeme uklju¢enja

odnosno (7 dana prije ukljucenja);

zloéudne bolesti;

teske kroni¢ne bolesti - bolesti koje zahtijevaju sistemsku imunosupresivnu
terapiju (autoimune bolesti, kao npr. kroni¢ne upalne bolesti crijeva,
reumatoidni artritis, sistemski lupus eritematozus, i sl.) te druge kronicne
bolesti koje dovode do izrazite pothranjenosti (malapsorpcijski sindromi,

sindrom kratkog crijeva);

odbojnost djeteta prema fermentiranim mlije¢nim pripravcima;

za hospitaliziranu djecu — hospitalizacija krac¢a od 3 dana;
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Nakon randomizacije svi su ispitanici bili podijeljeni u jednu od dvije skupine:

1. Skupina A - primili su LGG u koli¢ini od 10° CFU po dozi u fermentiranom

mlije€nom pripravku

2. Skupina B - primili su placebo — postpasterizirani fermentirani mlijecni

pripravak sliénog okusa kao sto je aktivni proizvod

4.2. Ispitivani pripravci

1. Aktivni pripravak (probiotik): Lacobacillus rhamnosus GG u dozi od 10° CFU u
100 ml fermentiranog mlijecnog pripravka. LGG je soj finske tvrte Valio, koji je

zasti¢en pod brojem ATCC 53103.

2. Placebo: 100 ml ferementiranog mlijecnog pripravka bez LGG-a.

Oba pripravka donirala je tvrtka Dukat d.o.o., a bili su pakirani u jednake bocice,

iste koli¢ine, mase, boje i slicnog okusa, sadrzaja nepoznatog istraziva¢ima.

Napominje se da je sadrZaj pripravka otkriven tek nakon kompletne obrade podataka.
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Slika 2. Ispitivani pripravci: a) u jednakom pakiranju b) oba sadrze 100 ml

fermentiranog mlije¢nog pripravka, jedan s LGG-om, a drugi bez.
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4.3. Plan istraZivanja i istraZivacke metode

Ispitivanje je prospektivna, randomizirana, dvostruko slijepa, placebom kontrolirana

studija.

Randomizacija je provedena upotrebljavajuéi randomizacijske tablice koje sadrze
kompjutorom generirane brojeve. Svakom se ispitaniku/ispitanici dodijelio broj na
temelju kojeg su potom ukljuceni u jednu od skupina (A ili B). U Klinici za djecje bolesti
Zagreb istraZivanje je trajalo 6 mjeseci (od 19. studenog 2007. godine do 23. svibnja
2008. godine), a djeca su uzimala pripravak za vrijeme boravka u bolnici. Intervencijsko
razdoblje za djecu u vrticu bilo je 3 mjeseca (od od 19. studenog 2007. godine do 20.
veljace 2008. godine) i djeca su uzimala pripravak svaki dan kroz tri mjeseca. Ispitanici
su pripravak uzimali svaki dan u otprilike isto vrijeme i pod nadzorom; u bolnici pod

nadzorom lije¢nika, a u vrti¢u pod nadzorom odgajatelja ili roditelja.

Tijekom intervencijskog razdoblja djeca nisu smjela uzimati niti jedan drugi pripravak

koji sadrZi probiotik ili prebiotik.

Svako dijete je imalo dnevnik (u prilogu) u kojem je lije¢nik upisivao sve podatke o
djetetu: ime i prezime, dob, datum uklju¢enja u studiju, antropomoterijske mjere
(visina i tjelesna masa), za hospitaliziranu djecu razlog hospitalizacije, zatim evidencija
o uzimaniju pripravka, podaci o svim simptomima i znakovima tijekom intervencijskog

razdoblja te podaci o eventualnim nezeljenim Stetnim dogadajima.
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Kako bi se smanjio broj ispitanika koji odustaju od istraZzivanja, ispitivaci su kontaktirali
telefonom roditelje djece u vrti¢u jednom tjedno, a roditelje hospitalizirane djece
tjedan dana nakon otpusta. Osim toga, svi lije€nici primarne zdravstvene zastite djece u
vrtiéu obavijesteni su pismenim putem o istrazivanju te su zamoljeni da o svakoj
infekciji, na ispri€nici za svako dijete napisu to¢nu dijagnozu, lije€enje i eventualno

uzrocnika infekcije, ako je poznat.

Kako bi se osigurao vremenski period s najve¢om incidencijom infekcija istraZivanje je
provedeno tijekom zimskih mjeseci za djecu u vrticu te tijekom zimskih i proljetnih

mjeseci za hospitaliziranu djecu.

Tek nakon provedenog istrazivanja te obrade podataka i dobivanja konacnih rezultata
na zajednickom sastanku istraZzivaca, predstavnika Dukata d.o.o i nezavisnih svjedoka (u
rujnu 2008. godine) otkrivene su skupine kojima je utvrdeno da je skupina A ona koja je

uzimala LGG, a skupina B placebo.

4.4. Parametri ishoda

Za djecu u bolnici, tijekom hospitalizacije, biljeZene su sve nozokomijalne
gastrointestinalne i respiratorne infekcije. Nozokomijalne infekcije, kao Sto je vec
navedeno, definiraju se kao infekcije koje se javljaju u bolesnika za vrijeme boravka u

bolnici (48 sati od primitka u bolnicu), a koje kod prijema nisu bile u fazi inkubacije ili
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koje se razvijaju nakon boravka u bolnici, ali je obzirom na duljinu trajanja inkubacije,

infekcija nastala u bolnici (186).

Sve infekcije na odjelu biljeZio je lijeénik, i unesene su uz popratnu dokumentaciju
vezanu uz svako dijete. Infekcije su unesene sukladno primarnim i sekundarnim

ishodima.

Za djecu u djecjem vrtiéu dijagnozu gastrointestinalnih i respiratornih infekcija postavio
je njihov lijecnik primarne zdravstvene zastite, specijalist pedijatar. Podaci o
infekcijama prikupljeni su iz medicinske dokumentacije primarnog pedijatra te od
roditelja svakog djeteta. Ubrojene su se sve gastrointestinalne i respiratorne infekcije
nastale za vrijeme intervencijskog razdoblja i one infekcije nakon intervencijskog
razdoblja za koje se na temelju inkubacijskog razdoblja moze zakljuciti da su nastale za

vrijeme intervencije.

4.4.1. Primarni parametri ishoda

Primarne parametre ishoda koristili smo kako bi utvrdili postoji li razlika u broju
gastrointestinalnih i respiratornih infekcija izmedu djece koja su uzimala LGG i one koja

su uzimala placebo.
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Oni se odnose na slijedece:

1. Broj gastrointestinalnih infekcija prac¢enih proljevom i/ili povra¢anjem. Proljev
se definira kao 3 ili viSe vodenih i rjedih stolica u 24 sata, a kod mlade djece koja

i inace imaju 3 ili viSe stolica na dan, povecanje broja stolica za 50%.

2. Broj infekcija gornjih diSnih putova, koje ukljucuju obi¢nu prehladu, faringitis i
otitis. Infekcije dijagnosticira lijecnik na temelju klinicke slike (simptoma i nalaza

u somatskom statusu).

3. Broj infekcija donjih diSnih putova koje uklju€uju bronbhitis, bronhiolitis i
pneumoniju. Lijecnik postavlja dijagnozu bronhitisa i bronhiolitisa na temelju
klinicke slike (simptoma i nalaza u somatskom statusu), a kod hospitalizirane
djece ucinila se i dodatna obrada koja ukljucuje laboratorijske nalaze (KKS, CRP)
te eventualno RTG pluca, ako je to lijecnik smatrao nuznim. Dijagnozu
pneumonije takoder je postavio lije¢nik na temelju klinic¢ke slike (simptoma i

nalaza u somatskom statusu), laboratorijskih nalaza (KKS, CRP) i RTG-a pluca.

4.4.2. Sekundarni parametri ishoda

Sekundarne pametre ishoda koristili smo kako bi utvrdili postoje li razlike u teZini
gastrointestinalih i respiratornih infekcija, postoji li razlika u odsustvu iz vrti¢a i duljini

hospitalizacije izmedu djece koja su uzimala LGG i one koja su uzimala placebo.
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Oni se odnose na slijedece:

1. Za gastrointestinalne infekcije odredili smo tezinu infekcije i to na slijedeci
nacin: kod djece u vrtic¢u odredili smo broj infekcija zatim broj povracanja, broj
proljevastih stolica i trajanje infekcije, a kod djece u bolnici upotrijebili smo
Vesikarijevu ljestvicu (200). Navedena ljestvica rabi, u procjeni tezine
gastrointestinalne infekcije u djece, slijedeée parametre: duljinu trajanja
infekcije, najvedi broj stolica u 24 sata, trajanje povracanja, najveci broj
povracanja u 24 sata, tjelesnu temperaturu, dehidraciju, lijecenje (tablica 4).
Infekcija se smatra blagom ako je ukupni zboj bodova <7, umjerenom ako je

zboj bodova od 7 do 10 i teSkom ako je 211 bodova.

2. Zarespiratorne infekcije u procjeni teZine infekcije koristili smo vizualno-
analognu skalu (VAS) koju je ispunjavao lije¢nik. Skala je bodovana od 0 cm (bez
bolesti) do 10 cm (najteza infekcija). Nakon Sto se oznadi tezina infekcije na
skali, izmjeri se duljina u centimetrima te se taj broj koristiti u procjeni tezine
respiratorne infekcije. Osim toga odredili smo i trajanje infekcije u danima te

potrebu za uporabom antibiotika.

3. Isto tako, za djecu u vrti¢u promatrali smo postoji li razlika u ukupnom broju
dana izostalih iz vrtiéa te broju dana izostalih zbog gastrointestinalnih i

respiratornih infekcija, u djece koja su uzimala LGG i one koja nisu.

4. Zadjecu u bolnici promatrali smo postoiji li razlika u ukupnom trajanju

hospitalizacije u djece koja su uzimala LGG i one koja nisu.
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Tablica 4. Vesikarijeva ljestvica za odredivanje tezine gastrointestinalne infekcije (200).

Bodovi

1 2 3
Duljina trajanja 1-4 5 26
infekcije/dani
Najveci broj stolicau 24 sata  1-3 4-5 >6
Trajanje povraé¢anja/dani 1 2 >3
Najveci broj povradanja u 24 1 2-4 >5
sata
Tjelesna temperatura 37,1-38,4 38,5-38,9 >39,0
Dehidracija - Blaga Umjerena

do jaka

LijeCenje Rehidracija Hospitalizacija -
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4.5. Statisticke metode

Rabljena je deskriptivna statistika s obzirom na dob, spol, trajanje intervencija i
simptome bolesti. Primjenom Smirnov-Kolmogorovljevog testa analizirana je
distribucija podataka.

Razlike u distribuciji kvalitativnih varijabli utvrdene su x* testom, dok su se za razlike
kvantitativnih varijabli, s obzirom na distribuciju, koristili parametrijski t-test ili
neparametrijski Mann-Whitneyev test. Binarnom logistickom regresijom odredili smo
znacajne prediktore gastrointestinalnih i respiratornih infekcija. Regresijski model
ukljucio je za bolnicke infekcije: dob, spol, trajanje hospitalizacije te promatrane grupe
kao prediktore gastrointestinalnih i respiratornih infekcija. Za infekcije u kolektivnu
model je uklju¢ivao: dob, spol i promatrane grupe. Sve statisticke analize su
dvosmjerne, a razina znacajnosti od 5% smatrala se zna¢ajnom. Za statisticke analize
koristili smo statisticki software SPSS (verzija 15.1; SPSS, Chicago). StatsDirect (version
2.5.6. [2006-04-15]; lain E. Buchan) koristili smo za izraCunavanje relativnog rizika (RR),
95% interval pouzdanosti (Cl) i broj bolesnika kojih je potrebno lijeciti da bi se sprijecio
nezeljeni ucinak kod jednog (number needed to treat (NNT)). Razlika izmedu
istraZivanih grupa smatra se znac¢ajnom kada je p vrijednost bila <0,05 ili je 95% Cl za
RR nije bio vedi od 1,0 (ekvivalent p<0,05). Sve su analize radene kao analiza namjere

lijeCenja (intention-to-treat), u kojoj su analizirani svi ispitanici koji su sudjelovali u
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lijecenje i to prema intervenciji koju su primili (LGG ili placebo), neovisno o tome jesu li
je uopée primili ili ne.
Za hospitaliziranu djecu ucinjena je i podanaliza po dobnim skupinama: 1-5, 5-10, 10-

15, 15-18 godina.

4.6. Odredivanje velicine uzorka

4.6.1. IstraZivanje na Klinici za pedijatriju

Predpostavili smo da je razlika izmedu ispitivane i kontrolne skupine 15%, s
parametrima a=0,05, $=0,10 (snaga testa, power=0,90). Broj kontrola prema ispitaniku
je 1. Prema navedenim podacima, minimalni uzorak za Fisher exact dvosmjerni test je
484 ispitanika (242 ispitanika po skupini) (GPower, version 3.0.9).

Ispitivanjem je uklju¢eno 742 djece, Sto je za 35% viSe od potrebnog uzorka.

4.6.2. IstraZivanje u vrticu

Prema dosadasnjim istraZivanjima predpostavili smo da je razlika izmedu ispitivane i
kontrolne skupine 20%, s parametrima a=0,05, f=0,10 (snaga testa, power=0,90). Broj

kontrola prema ispitaniku je 1. Prema navedenim podacima, minimalni uzorak za Fisher
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exact dvosmjerni test je 266 ispitanika (133 ispitanika po skupini) (GPower, version
3.0.9).

Ukljuéeno je 281 dijete, Sto je za 5% viSe od potrebnog uzorka.

4.7. Odobrenja

4.7.1. Eticka povjerenstva

IstraZivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu, Eticko povjerenstvo Klinike za djecje bolesti Zagreb i Gradski ured za
obrazovanje, kulturu i sport Grada Zagreba. Da bi dijete sudjelovalo u istrazivanju,
barem jedan od roditelja ili zakonskih skrbnika, trebao je potpisati informirani

pristanak.

Informirani pristanak je u prilogu.

4.7.2. Dodatna odobrenja

1. lzmedu istraZivaca i Dukata d.d. sklopljen je ugovor u kojem je istaknuto da

Dukat donira fermentirane mlijeCne pripravke (probiotik i placebo) i jamci za
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njihovu ispravnost te vijabilnost probiotika, a istrazivaci doniraju rad - i jedni

i drugi bez bilo kakve financijske naknade.

Proizvodac probiotika LGG, Valio Ltd. (Helsinki, Finska), odobrio je koristenje

njihovog soja LGG (ATCC 53103) u istrazivanju.

Protokol istrazivanja revidirala je prof.dr.sc. Hania Szajewska, jedna od

vodedih struénjakinja na podrudju probiotika u Europi.

IstraZivanje je prijavljeno u medunarodni registar za randomizirane
kontrolirane studije (International Standard Randomized Controlled Trial

Number Register - ISRCTN registar) pod slijede¢im brojevima:

0 Lactobacillus GG u prevenciji gastrointestinalnih i
respiratornih infekcija u hospitalizirane djece -

ISRCTN18761855

O Lactobacillus GG u prevenciji gastrointestinalnih i

respiratornih infekcija u djece u kolektivu - ISRCTN16959643.
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5. REZULTATI
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Bududi da je rije€ o istraZivnju o preventivnoj ulozi probiotika u dvije odvojene
indikacije, u hospitalizirane djece i djece u kolektivu, te buduéi da se podaci ne mogu

usporedivati, rezultate ¢emo pokazati odvojeno.

5.1. Rezultati — Uloga LGG u prevenciji nozokomijalnih infekcija

5.1.1. Ispitanici

Od svih bolesnika koji su mogli biti ukljuc¢eni u studiju (n=2203), randomizirano je 742
djece (34%). 1389 (63%) bolesnika nije ukljuceno jer je zadovoljavao jedan od
iskljucujucih kriterija, a svega 72 (3%) djece nije Zeljelo sudjelovati u istraZivanju (slika
3).

Od 742 djece koja su ukljucena u istraZzivanje 376 je bilo randomizirano u skupinu A

(skupina koja je primala LGG), a 366 u skupnu B (skupina koja je primala placebo).



Rezultati | 64

2203 hospitalizirane djece

Isklju¢eno (n=1461)

Zadovoljili su iskljucujuce kriterije
(n=1389)

Odbili su sudjelovati (n=72)

Randomizirano (n=742)

Skupina A (n=376) Skupina B (n=366)
\ 4 \ 4
Izgubljeni u praéenju (n=16) \ @ubljeni u pracenju (n=12) \
Nisu viSe Zeljeli piti pripravak Nisu viSe Zeljeli piti pripravak
(n=15) (n=10)
Nije im se svidio okus pripravka Nije im se svidio okus pripravka
(n=1) (n=2)

- RN )

Analizirano (n=376) Analizirano (n=366)

Slika 3. Dijagram istraZivanja prema CONSORT pravilima (201).
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Izmedu grupa nije bilo statisti¢ki znacajne razlike obzirom na spol djece, dob, te razloge
hospitalizacije (tablica 5).

Srednja vrijednost dobi za djecu u skupini A bila je 9,9 godina, a u skupini B iznosila je
10,6 godina (p=0,187). U supini A bilo je 185 (49,2%) djevojcica i 191 (50,8%) djecak, a
u skupini B, 162 (44,3%) djevojcice i 204 (55,7%) djecaka (p=0,087). Raspodjela po

odjelima prikazana je u tablica 5.



Tablica 5. Razlike izmedu ispitivanih skupina: hi-kvadrat test
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Varijable Skupina A Skupina B P vrijednost
(N=376) (N=366)

Dob* (godine) 9,9+5,1 10,6 £ 5,0 0,187

Zenski spol 185 (49,2%) 162 (44,3%) 0,087

Neinfektivne 60 (16,0%) 49 (13,4%) 0,370

gastrointestinalne

bolesti

Genetski poremedaji 34 (9,0%) 44 (12,0%) 0,209

Kardiovaskularne 36 (9,6%) 29 (7,9%) 0,490

bolesti

Bolesti mokrac¢nog 21 (5,6%) 21 (5,7%) 0,920

sustava

Neuroloske bolesti 125 (33,2%) 132 (36,1%) 0,567

Neinfektivne 73 (19,4%) 70 (19,1%) 0,991

pulmoalergoloske

bolesti

Trovanja 27 (7,2%) 21 (5,7%) 0,495

! Srednja vrijednost + SD; razlika analizirana Student t testom
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5.1.2. Ukupan broj nozokomijalnih infekcija

Od ukupnog broja bolesnika u istraZzivanju (n=742) kod njih 91 (12%) zabiljeZene su
nozokomijalne infekcije - kod 63 bolesnika gastrointestinalne, a kod 28 bolesnika

respiratorne intrahospitalne infekcije (slika 4).

W Bez intrahospitalnih
infekcija

M Respiratorne Infekcije

1 Gastrointestinalne
infekeije

Slika 4. Prikaz ukupnog broja intrahospitalnih infekcija u ispitanika.
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5.1.3. Rezultati primarnih ishoda

Broj gastrointestinalnih infekcija bio je znacajno nizi u skupini koja je uzimala LGG
(skupina A) u odnosu na skupinu koja je uzimala placebo (skupina B). U skupini A je 19
djece (5,1%), a u skupini B je 44 djece (12,0%) imalo gastrointestinalnu infekciju (RR
0,4; 95% Cl 0,25 do 0,7, p<0,001). Drugim rijeCima, djeca koja su uzimala probiotik
imala su za 60% nizi relativni rizik razvijanja nozokomijalnih gastrointestinalnih infekcija
u usporedbi s djecom na placebu. Sukladno navedenim rezultatima bilo bi potrebno da
15 djece uzima LGG kako bi se sprijecila jedna gastrointestinalna infekcija (NNT 15; 95%
Cl9do 34).

Sliéno tome, rizik od respiratornih infekcija bio je znacajno nizi, ¢ak za 62%, u skupini
koja je uzimala LGG. U skupini A je 8 djece imalo respiratornu infekciju (2,1%), u
odnosu na 20 (5,5%) djece u skupini B (RR 0,38; 95% CI 0,18 do 0,85; p=0,017). Sto se
tice respiratornih infekcija, NNT je bio nesto visi, odnosno iznosio je 30 (NNT 30; 95% ClI

16 do 159) (tablica 6).
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Tablica 6. Rezultati primarnih ishoda i razlike izmedu ispitivanih skupina: hi-kvadrat

test.

Varijabla Skupina  Skupina P RR (95% Cl) NNT (95%
A B Cl)
(N=376)  (N=366)

Gastrointestinalne 19 44 <0,001 0,4 15

infekcije (5,1%) (12,0%) (0,25-0,7) (9- 34)

Respiratorne 8 20 0,017 0,38 30

infekcije (2,1%) (5,5%) (0,18-0,85) (16-159)

5.1.4. Rezultati sekundarnih ishoda — gastrointestinalne infekcije

5.1.4.1. Broj epizoda povracanja i proljeva
U usporedbi s placebo skupinom, djeca koja su uzimala LGG imala su zna¢ajno manje
epizoda povracanja i zna¢ajno manje epizoda proljeva (RR 0,5; 95% CI 0,3 do 0,9;

p=0,015; RR 0,24; 95% Cl 0,1 do 0,5; p<0,001, redom) (tablica 7).
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Tablica 7. Rezultati sekundarnih ishoda i razlike izmedu grupa: hi-kvadrat test.

Varijable Skupina A Skupina B P RR (95% NNT (95%
(N=376) (N=366) vrijednost  Cl) Cl)
Epizode 17 (4,5%) 33 (9,0%) 0,015 0,5 23
povracanja (0,3-0,9) (13-110)
Epizode 7 (1,9%) 28 (7,7%) <0,001 0,24 18
proljeva (0,1-0,5) (11 - 35)

5.1.4.2. Tezina infekcije

Ocjena teZine gastrointestinalne infekcije Vesikarijevom ljestvicom pokazala je da je u
skupini A bilo 6 djece s blagom, 10 djece s umjerenom i 3 djece s teSkom infekcijom,
dok je u skupini B bilo 14 djece s blagom, 24 s umjerenom i 6 s teSkom infekcijom
(tablica 8). Nadena je statisticki znacajna razlika u tezini infekcija izmedu skupina

(p=0,01) (tablica 9).
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Tablica 8. Tezina infekcije ocjenjena Vesikarijevom ljestvicom u obje skupine

Skupina A Skupina B
Tezina infekcije

(N=19) (N=44)
<7 blaga 6 14
7 do 10 umjerenom 10 24
>11 teska 3 6

Tablica 9. Ukupni broj bodova Vesikarijeve ljestvice za obje skupine: Student t test.

Tezina Gl infekcije ~ Skupina A Skupina B P vrijednost
(N=19) (N=44)

Raspon 5-11 5-17 0,01

Srednja vrijednost 7 8.2

5.1.4.3. Uzroci gastrointestinalih infekcija

Nitko od bolesnika nije imao bakterijsku infekciju. U pet bolesnika dokazan uzroénik u
stolici: rotavirus u dva ispitanika (oba u skupini B), norovirus u tri bolesnika (dva u
skupini B, jedan u skupini A). Svi su bolesnici lije¢eni simptomatski, nitko nije

zahtijevao antibiotsko lijecenje.
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5.1.5. Rezultati sekundarnih ishoda — respiratorne infekcije

5.1.5.1. Vrste respiratornih infekcija

Kod velike vecine bolesnika s nozokomijalnim infekcijama dijagnosticirane su infekcije
gornjih disnih puteva, Stovise, samo u jednog bolesnika (u skupini B) dijagnosticirana je
pneumonija (tablica 10).

Bakterijski uzro¢nik dokazan je samo u 5 bolesnika koji su stoga lije¢eni antibioticima,

od tih bolesnika 4 je bilo iz skupine B.

Tablica 10. Tipovi respiratornih infekcija, razlike izmedu skupina.

Dijagnoza Skupina A Skupina B
Obi¢na prehlada 5 8
Faringitis 3 8
Otitis media 0 3
Pneumonija 0 1

5.1.5.2. TeZina i trajanje respiratornih infekcija
Sto se ti¢e procjene tezine respiratorne infekcije, upotrebljavajuéi VAS nije nadena
znacajna razlika izmedu grupa obzirom na tezinu respiratorne infekcije. Prosje¢na

teZina respiratorne infekcije ocijenjena je kao 3,45 (medijan 3) u skupini B i 2,75
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(medijan 2) u skupini A (p=0,077). Isto tako nije nadena znacajna razlika u duljini
trajanja simptoma. Simptomi respiratorne infekcije u skupini A trajali su prosje¢no 3,13

dana (medijan 3), a u skupini B, 4 dana (medijan 4) (p=0,23) (tablica 11).

Tablica 11. Trajanje infekcije i teZina respiratornih simptoma: hi-kvadrat test.

Varijable Skupina A Skupina B P

(N=376) (N=366) vrijednost
Trajanje respiratorne 3,13 (3) 4 (4) 0,23
infekcije®
TeZina respiratorne 2,75 (2) 3,45 (3) 0,078
infekcije’

!srednja vrijednost (medijan);
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5.1.6. Trajanje hospitalizacije

Osim navedenog, odredivala se i ukupna duljina trajanja hospitalizacije koja je za

skupinu A iznosila 5 dana, a za skupinu B iznosila je 4 dana. Navedena razlika nije se

pokazala statisticki zna¢ajnom (p=0,109) (tablica 12).

Tablica 12. Duljina trajanja hospitalizacije: Mann-Whitney U test.

Varijabla Skupina A Skupina B P

(N=376) (N=366) vrijednost
Trajanje hospitalizacije 5(3-7) 4(4-6) 0,109
(dani)’

Y medijan (raspon);
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5.1.7. Izra¢unavanje prediktivnih ¢imbenika — gastrointestinalne infekcije

Ispitanici koji su primili placebo imali su 2,89 puta vecu vjerojatnost za razvoj
gastrointestinalne infekcije (OR=2,89, Cl 1,63-5,15; tablica 13) u odnosu na bolesnike
koji su uzimali LGG. Isto tako, trajanje hospitalizacije povecava vjerojatnost od razvoja
infekcije za 9% svaki dan nakon tre¢eg dana boravka u bolnici (OR= 1,09, Cl 1,04-1,15).
Niti spol niti dob nisu se pokazali znac¢ajnima u predvidanju vjerojatnosti od razvoja

gastrointestinalne infekcije.

Tablica 13. Prediktori gastrointestinalnih infekcija: binarna logisticka regresija.

Prediktor OR (95% Cl) P vrijednost
Skupina B 2,89 (1,63 -5,15) <0,001
Trajanje hospitalizacije (intervencije) 1,09 (1,04 -1,15) 0,001
Zenski spol 1,32 (0,77 — 2,25) 0,303

Mlada dob 1,04 (0,95 -1,08) 0,124
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5.1.8. Izra¢unavanje prediktivnih faktora — respiratorne infekcije

Bolesnici koji su primili placebo imali su 3,17 puta vecu vjerojatnost od razvoja
respiratorne infekcije u odnosu na bolesnike koji su primili LGG (OR=3,17, Cl 1,35-7,43,
tablica 14); rizik su povedavali slijededi parametri: a) duljina trajanja hospitalizacije, 6%
za svaki dan nakon treceg dana boravka u bolnici (OR= 1,06, Cl 1,01-1,12), b) mlada dob
- 12% za svako smanjenje godina (OR= 1,12, Cl 1,04-1,21) i c) Zenski spol (OR= 2,52, CI

1,11-5,69).

Tablica 14. Prediktori respiratornih infekcija: binarna logisticka regresija.

Prediktor OR (95% Cl) P vrijednost
Skupina B 3,17 (1,35 - 7,43) 0,008
Trajanje hospitalizacije (intervencije) 1,06 (1,01 -1,12) 0,033
Zenski spol 2,52 (1,11-5,69) 0,026

Mlada dob 1,12 (1,04 -1,21) 0,003
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5.1.9. Podanaliza po dobnim skupinama

Ucinjena je i podanaliza po dobnim skupinama. Od ukupnog broja djece, raspodjela po
dobi bila je slijedeca: najvise djece bilo je u dobi od 11-15 godina (41%), zatim u skupini

od 1-5 godina (24%), u skupini 6-10 godina (22%) i skupini 16-18 godina (13%) (slika 5).

Slika 5. Prikaz raspodjele bolesnika po dobnim skupinama.
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5.1.9.1. Dobna skupina 1-5 godina

U skupini najmlade djece (1-5 godina) sudjelovalo je ukupno 181 dijete, od ¢ega je 92
bilo u skupini A, a 89 u skupini B.

Od ukupnog broja infekcija u ovoj skupini zabiljezeno je 13 respiratornih i 19
gastrointestinalnih infekcija. Od toga u skupini A bilo je 5, a u skupini B 8 respiratornih
infekcija, Sto nije statisticki znacajno (p=0,26).

Suprotno tome, znacajna razlika nadena je u broju gastrointestinalnih infekcija, u

skupini A bile su 3 infekcije, a u skupini B njih 16 (p<0,001) (tabica 15).

Tablica 15. Broj infekcija u dobnoj skupini od 1-5 godina: Student t test.

Skupina A Skupina B

(N=92) (N=89) P st

Broj respiratornih infekcija 5 8 0,88

Broj gastrointestinalni infekcija 3 16 <0,001
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5.1.9.2. Dobna skupina 6-10 godina

U dobnoj skupini 6-10 godina sudjelovalo je 162 djece, 82 u skupini A i 80 u skupini B.
Od ukupnog broja infekcija u ovoj skupini zabiljezeno je 6 respiratornih i 19
gastrointestinalnih infekcija. lako je u skupini B bilo vise i respiratornih (5 prema 1) i

gastrointestinalnih infekcija (12 prema 7) razlika nije bila statisticki znacajna (tabica 16).

Tablica 16. Broj infekcija u dobnoj skupini od 6-10 godina: Student t test.

Skupina A Skupina B

(N=82) (N=80) P vrijednost

Broj respiratornih infekcija 1 5 0,09

Broj gastrointestinalni infekcija 7 12 0,20
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5.1.9.3. Dobna skupina 11-15 godina

U najvecoj skupini djece, dobna skupina 11-15 godina sudjelovalo je ukupno 307 djece,
od cCega je 156 bilo u skupini A, a 151 u skupini B.

Od ukupnog broja infekcija u ovoj skupini zabiljezeno je 6 respiratornih i 19
gastrointestinalnih infekcija. lako je u skupini B bilo vise i respiratornih (5 prema 1) i

gastrointestinalnih infekcija (11 prema 8) razlika nije bila statisticki znacajna (tabica 17).

Tablica 17. Broj infekcija u dobnoj skupini od 11-15 godina: Student t test.

Skupina A Skupina B

(N=156) (N=151) P vrijednost

Broj respiratornih infekcija 1 5 0,09

Broj gastrointestinalni infekcija 8 11 0,43
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5.1.9.4. Dobna skupina 16-18 godina

U najstarijoj skupini djece, dobna skupina 16-18 godina sudjelovalo je ukupno 92 djece,
od Cega je 46 bilo u skupini A i 46 u skupini B.

Od ukupnog broja infekcija u ovoj skupini zabiljezene su samo 3 respiratorne i 6
gastrointestinalnih infekcija. lako je u skupini B bilo vise i respiratornih (2 prema 1) i

gastrointestinalnih infekcija (5 prema 1) razlika nije bila statisticki znacajna (tabica 18).

Tablica 18. Broj infekcija u dobnoj skupini od 16-18 godina: Student t test.

Skupina A Supina B
(N=46) (N=46) P vrijednost
Broj respiratornih infekcija 1 2 0,56

Broj gastrointestinalni infekcija 1 5 0,09
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5.2. Rezultati — Uloga LGG u prevenciji gastrointestinalih i respiratornih infekcija u

djece u kolektivu

5.2.1. Ispitanici

Od sve djece (N=400) koja su mogla biti uklju¢ena u studiju (polaznici djecjeg vrtica
Matija Gubec) u studiju ih je ukulju¢eno 281. Od ostale djece, 42 je imalo neki od
isklju€ujucih kriterija, a 77 nije Zeljelo sudjelovati u istraZivanju. Nakon provedene
randomizacije 139 djece je randomizirano u skupinu A i oni su primali pripravak s LGG-

om, a 142 je randomizirano u skupinu B i oni su uzimali placebo (slika 6).



400 djece koja pohadaju djecju vrti¢

Iskljuceno (n=119)

Imaju kriterij iskljucivanja
(n=42)

Ne zele sudjelovati (n=77)

Y

Randomizirano (n=281)

Skupina A (n=139)

\ 4

6gublj eni u prac¢enju (n=12)
(n=8)

(n=4)

\

~

Nisu zeljeli vise piti pripravak

Nije im se svidio okus pripravka

J

Analizirani (n=139)
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Skupina B (n=142)

A

y

égublj eni u pracenju (n=15) \

Nisu zeljeli vise piti pripravak

(n=9)

Nije im se svidio okus pripravka

(n=6)

-

)

Analizirani (n=142)

Slika 6. Dijagram istrazivanja prema CONSORT pravilima (201).
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Nije nadena statistic¢ki znadajna razlika u demografskim karakteristikama izmedu
skupine A i skupine B: medijan dobi djece iz skupine A bio je 4,3 godine (51,85 mjeseci),
a skupine B 4,45 godina (53,56 mjeseci) (p=0,445). U skupni A bila je 61 djevojcica
(43,9%) i 78 djecaka (56,1%), a u skupini B bile su 63 djevojcice (44,4%) i 79 (55,6%)
djecaka (p=0,935). Nije zabiljeZena niti razlika izmedu tjelesne mase i tjelesne visine
prije i nakon istraZivanja izmedu skupina (0,5 kg i 1,5 cm bila je srednja vrijednost za

obje skupine, p=0,663, p=0,89) (tablica 19).

Tablica 19. Karakteristike ispitivanih skupina: hi-kvadrat test.

Varijable Skupina A Skupina B P vrijednost
(N=139) (N=142)

Dob* (mjeseci) 51,85 53,56 0,445

Zenski spol, n (%) 61 (43,9%) 63 (44,4%) 0,935

Razlika u TM prije i 0,5 0,5 0,663

nakon studije (kg)2

Razlika u visini prije i 1,5 1,5 0,890

nakon studije (cm)?

razlika analizirana student t testom

’medijan; razlika analizirana Mann-Whitney U testom
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5.2.1.1. Ukupan broj respiratornih infekcija
Od ukupnog broja djece koja su sudjelovala u istrazivanju (n=281), 103 djece (36,7%) je

imalo jednu, 39 (13,9%) dvije, a 14 (5%) tri infekcije (slika 7).

B Djeca bez infekcije B Djeca ¢ jednom infekcijom

¥ Djeca s dvijeinfekcije W Djeca s tr infekcije

5%

Slika 7. Ukupan broj respiratornih infekcija u svih ispitanika
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5.2.1.2. Ukupan broj gastrointestinalnih infekcija
Od ukupnog broja djece koja su sudjelovala u istrazivanju (n=281), 45 djece (16,01%) je

imalo jednu, a 7 (2,5%) dvije gastrointestinalne infekcije (slika 8).

B Djeca bez Gl infekcije B Djeca s jednom Gl infekcijom

B Djeca s dvije Gl infekcije

2,5%

Slika 8. Ukupan broj gastrointestinalnih infekcija u svih ispitanika
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Rezultati | 87

Broj djece s respiratornim infekcijama bio je znacajno nizi u skupini A nego u skupini B.

U skupini A je 60 (43,2%) imalo respiratornu infekciju, a u skupini B njih 96 (67,6%) (RR

0,63;95% Cl 0,51 - 0,79; NNT 5; 95% Cl 3 —8; p<0,001) (tablica 20).

Medutim, statisticki znacajna razlika u broju djece s gastrointestinalim infekcijama

izmedu skupina nije potvrdena. U skupini koja je uzimala LGG je 20 (14,4%) djece imalo

gastrointestinalnu infekciju, a u skupini B njih 32 (22,5%) (RR 0,63; 95% Cl 0,38 - 1,06;

p=0,079) (tablica 20).

Tablica 20. Razlika u primarnim ishodima: hi-kvadrat test.

Varijable Skupina Skupina B P Relativni NNT
A (N=142) vrijednost rizik (95% Cl)
(N=139) (95% Cl)

Broj djece s 60 96 (67,6%) <0,001 0,63 5(3-8)

resp. (43,2%) (0,51-0,79)

Infekcijama

Broj djece s 20 32 (22,5%) 0,079 0,63 NS

Gl (14,4%) (0,38-1,06)

infekcijama

NS - nije znaéajno
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5.2.3. Rezultati sekundarnih ishoda — respiratorne infekcije

5.2.3.1. Vrste i broj respiratornih infekcija

Analizom sekundarnih ishoda nadeno je da se oni koji se odnose na respiratorne
infekcije takoder razlikuju izmedu skupina. Znacajno je manje ispitanika koji su razvili
infekcije gornjih disnih putova u skupini koja je uzimala LGG (skupina A) u odnosu na
one koji su uzimali placebo (skupina B) (RR 0,57; 95% CI 0,41 do 0,78; NNT 5, 95% Cl 4
do 11) (tablica 21). Od navedene djece, u B skupini bilo je i znacajno vise djece koja su
imala 2 ili 3 respiratorne infekcija za vrijeme trajanja intervencije (p=0,005) (slika 9,
tablica 22). Nije nadena statisticki znacajna razlika u riziku od infekcija donjih disnih

putova izmedu skupina Ai B (RR 0,82; 95% Cl 0,24 do 2,76) (tablica 21).
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Tablica 21. Rezultati sekundarnih ishoda: hi-kvadrat test

Varijable Skupina Skupina P Relativni NNT
A B rizik (95%
(N=139)  (N=142) (95% Cl) )
Broj bolesnika 58 95 <0,001 0,66 5
koji su razvili (41,7%) (66,9%) (0,52-0,82) (4-10
infekcije gornjih pomaze)

disnih putova

Broj bolesnika 4 5 0,759 0,82 Ns'
koji su razvili (2,9%) (3,5%) (0,24-2,76)
infekcije donjih

disnih putova*

NS - nije zna¢ajno;

*Broj bolesnika neovisno o tome jesu li imali ranije infekcije gornjih disnih putova
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Tablica 22. Broj djece s jednom, dvije ili tri respiratorne infekcije tijekom intervencije:

Student t test.
Skupina A Skupina B
Broj djece s P vrijednost
(N=139) (N=142)
Jednom infekcijom 43 60 0,043
Dvije il tri infekcije 17 36 0,005
Skupina A Skupina B
3%

M Djeca bez intekcije

= Djeca s dvije infekcije

M Djeca s jednom infekcijom

m Djeca s tri infekcije

Slika 9. Zastupljenost respiratornih infekcija u obje skupine.
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Razlike u vrstama respiratornih infekcija prikazane su u tablici 23.

Tablica 23. Dijagnoze respiratornih infekcija: Student t test.

Skupina B Skupina A
Dijagnoza P vrijednost
(N=142) (N=139)
Obiéna prehlada 66 34 <0,001
Faringitis 52 26 <0,001
Otitis 19 9 0,053
Bronhitis 3 4 0,7
Pneumonija 2 0 0,16

5.2.3.2. TeZina respiratornih infekcija

Izmedu skupina nadena je statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na teZinu infekcije
odredenu VAS-om. Medijan vrijednosti teZine infekcije u skupini B iznosio je 3, a
srednja vrijednost 3,69, dok je u skupini A skupina medijan iznosio 0, a srednja

vrijednost 1,81 (p<0,001) (tablica 24).
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Jednako tako statisti¢ki znacajna razlika nadena je i u ukupnoj duljini trajanja

respiratornih infekcija. Medijan trajanja infekcije u skupini B bio je 4, a srednja

vrijednost 4,31 dan, dok je u skupini A medijan bio 0, a srednja vrijednost je iznosila 3,4

dana (p<0,001) (tablica 24).

U skupini B je 34 djece lijeceno antibioticima zbog respiratorne infekcije (31 za infekcije

gornjih disnih putova i 3 za infekcije donjih diSnih putova), a u skupini A je 23 djece

lijeCeno antibioticima (19 za infekcije gornjih i 4 za infekcije donjih diSnih putova).

Statisti¢ka razlika izmedu skupina nije bila statisticki znacajna (p=0,12) (tablica 24).

Tablica 24. Rezultati sekundarnih ishoda: hi-kvadrat test.

Varijable Skupina A Skupina B P
(N=139) (N=142) vrijednost
TeZina infekcije <0,001
Medijan 0 3
Srednja vrijednost 1,81 3,69
Ukupno trajanje respiratornih <0,001
simptoma (dani)*
Medijan (raspon) 0 (0-21) 4 (0-22)
Srednja vrijednost 3,40 4,31
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Lije¢enje antibioticima 23 34 0,12

! Razlika analizirana Mann-Whitney U testom

5.2.4. Rezultati sekundarnih ishoda — gastrointestinalne infekcije

Premda nije potvrdena preventivna djelotvornost LGG-a u sprje¢avanju
gastrointestinalnih infekcija, nadeno je da njegova uporaba Stiti od njihova ponavljanja.
Od ukupnog broja djece koja su razvila gastrointestinalne infekcije samo je u skupini B
bilo djece koja su za vrijeme intervencijskog razdoblja imala dvije gastrointestinalne

infekcije (7 u skupini B prema 0 u skupini A, p=0,008) (tablica 25) (slika 10).

Tablica 25. Broj djece s jednom ili dvije gastrointestinalne infekcije u obje ispitivane

skupine: Student t test.

Skupina A Skupina B
P vrijednost
Djeca s (N=20) (N=32)
Jednom Gl infekcijom 20 25 0,46

Dvije Gl infekcije 0 7 0,008
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Skupina A Skupina B

5%

B Djeca bez Gl infekcije M Djecas jednom Gl infexcijom

u Djeca s dvije Gl infekcije

Slika 10. Djeca s jednom ili dvije gastrointestinalne infekcije u obje skupine.

Nije nadena statistic¢ki znacajna razlika izmedu skupina u odnosu na broj epizoda
povracanja (RR 0,60; 95% Cl 0,29 — 1,24; p=0,174), niti epizoda proljeva (RR 0,63; 95%
Cl0,35-1,11; p=0,110) (tablica 26). Isto tako, nije nadena razlika u duljini trajanja
infekcija izmedu grupa (p=0,75) niti u broju infekcija koje su trajale dulje od 2 dana (RR
0,98; 95% Cl1 0,91 — 1,06; p=0,639) (tablica 26).

Niti jedno dijete tijekom intervencije nije razvilo bakterijsku gastrointestinalnu infekciju

te stoga nije niti lijeCeno antibioticima vec su svi lijeceni simptomatski.
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Tablica 26. Rezultati sekundarnih ishoda: hi-kvadrat test.

Varijable Skupina Skupina P RR NNT
A B (95% Cl) (95% Cl)

(N=139) (N=142)

Epizode 10 17 0,174 0,60 Ns'
povracanja (7,2%) (12,0%) (0,29-1,24)
Epizode 16 26 0,110 0,63 NS!
proljeva (11,5%) (18,3%) (0,35-1,11)
Broj Gl infekcija 14 12 0,639 0,98 NS!
koje su trajale (10,1%) (8,5%) (0,91-1,06)

dulje od 2 dana

Trajanje Gl 0,75
infekcije

Medijan 0 0

(raspon) (0-7) (0-11)

Srednja 0,75 0,49

vrijednost

NS - nije znatajno
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5.2.5. Rezultati sekundarnih ishoda — izostanak iz vrtica

lako nije bilo statisticki znacajne razlike u ukupnom izostajanju iz vrti¢a (p=0,07), djeca

koja su uzimala LGG su zna¢ajno manje izostajala iz vrti¢a zbog respiratornih i

gastrointestinalnih infekcija (tablica 27).

Tablica 27. Rezultati sekundarnih ishoda: chi-square test.

Varijable Skupina A Skupina B P
(N=139) (N=142) vrijednost

Izostanak iz vrti¢a (dani)* 19,6 (0 -30,0) 21,4 (0-32,0) 0,070

Izostanak iz vrti¢a zbog 3,05(0-21,0) 5,12 (0-23) <0,001

infekcije (dani)*

Y medijan (raspon)
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5.2.6. Izra¢unavanje prediktivnih faktora — respiratorne infekcije

Djeca koja su primila placebo (skupina B) imala su 2,88 puta vecu Sansu za razvoj
respiratorne infekcije nego djeca koja su primila LGG (skupina A) (OR=2,88, Cl 1,70 —
4,88). Ni spol niti mlada dob nisu znacajnije utjecali na broj respiratornih infekcija

(tablica 28).

Tablica 28. Prediktori respiratornih infekcija: binarna logisticka regresija.

Prediktor OR (95% Cl) P vrijednost
Skupina B 2,88 (1,70 —4,88) <0,001
Zenski spol 0,65 (0,39-1,10) 0,108

Mlada dob 1,02 (1,01 -1,21) 0,001
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5.2.7. Izraéunavanje prediktivnih faktora — gastrointestinalne infekcije

Djeca koja su primila placebo (skupina B) nisu imala zna¢ajno veéu $ansu za razvoj

gastrointestinalne infekcije (OR=1,72, Cl 0,92 — 3,20) (tablica 29).

Tablica 29. Prediktori gastrointestinalnih infekcija: binarna logisticka regresija.

Prediktor OR (95% Cl) P vrijednost
Skupina B 1,72 (0,92 - 3,20) 0,089
Zenski spol 0,73 (0,39 -1,36) 0,326

Mladadob 1,04 (0,98 — 1,08) 0,605
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5.3. Nuspojave

Tijekom istrazivanja nisu zabiljeZzene nuspojave niti neZeljeni Stetni dogadaji niti u

skupini djece koja je bila hospitalizirana na pedijatrijskom odjelu niti u djece u vrticu.
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6. RASPRAVA
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Kao Sto je u uvodu receno, probiotici su Zivi mikroorganizmi koji imaju pozitivan ucinak
na zdravlje domacina. Njihov ucinak je viSestruk i karakterizira ga djelovanje na vise
razina; na crijevnoj sluznici blokiraju djelovanje patogena tako da luce antibiotske
suspstance, snizavaju lokalni pH (101), smanjuju prijanjanje i patogenih bakterija i
njihovih toksina na crijevni epitel (102). Osim toga, djeluju na regulaciju imunoloskog
odgovora crijevne sluznice medudjelovanjem s dendriti¢kim i epitelnim stnicama,
zapocinju odgovor koji ukljucuje makrofagime te Ti B limfocitime (107). Probiotici
mogu poboljsati sposobnost borbe protiv infekcije, pojacavajuéi imunoloski odgovor
(99). To cine razlicitim mehnizmima, izmedu ostalog, aktivacijom TLR sustava i Th1
odgovora te poticu stvaranje IL-12, IL-18 i INF-y (128). Isto tako, promicu prirodenu
imunost domacdina selektivno aktivirajuéi B limfocite na proizvodnju IgA koji smanjuje
prodor bakterija kroz sluznicu (99). Jedna od znacajnijih uloga probiotika je i njihov
utjecaj na modulaciju imunoloskog odgovora izjedna¢avanjem proizvodnje pro- i
antiinflamatornih citokina (99).

Navedeni mehanizmi djelovanja otvaraju mogucénost razlic¢itim klinickim primjenama,
koje su na poceku bile ograni¢ene na crijevne bolesti i infekcije, a danas su njihove
indikacije prosirene. Upravo modulacija i stimulacija imunoloskog odgovora, mogu
opravdati uporabu probiotika, ne samo u lijeCenju vec i u prevenciji infekcija. U
pedijatrijskoj populaciji postoje dvije skupine bolesnika koje su posebice sklone razvoju
infekcija — hospitalizirana djeca i djeca koja pohadaju kolektiv.

Ucestalost je nozokomijalnih infekcija u djece vrlo visoka (5-44%) (187,188,189), cak i u

razvijenim zemljama, poglavito crijevnih i respiratornih infekcija. Dosad provedene
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mjere u njihovoj prevenciji nisu dale odgovarajuce rezultate, a svaka od tih infekcija
produZuje boravak u bolnici, pogorsava ishod lijecenja osnovne bolesti te, posljedi¢no,
bitno povisuje troskove (194,195).

Jednako tako, djeca koja pohadaju kolektiv (vrti¢) oboljevaju ¢ak 2 do 3 puta ¢esce i od
respiratornih i od gastrointestinalnih infekcija nego djeca koja ostaju kod kuée (196).
Povedan rizik od infekcije ima znacajne socijalne i ekonomske implikacije najvise zbog
troskova lijeCenja te odsutnosti roditelja s radnog mjesta (196,197).

Veli¢ina navedenog problema, nepostojanje odgovarajucih mjera prevencije te
znanstveni dokazi o imunomodulacijskom djelovanju probiotika bili su razlog
pokretanja naseg istrazivanja, Ciji je cilj bio utvrditi moZze li LGG prevenirati

gastrointestinalne i respiratorne infekcije u hospitalizirane djece i djece u kolektivu.

U ovoj raspravi usporedit ¢e se rezultati naseg rada s dosad objavljenim rezultatima
drugih istraZivanja. Na kraju, na temelju dobivenih rezultata formulirati ¢e se smjernice

o mogucoj klinickoj primjeni probiotika u navedenim indikacijama.
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6.1. Probiotici u prevenciji nozokomijalnih infekcija

6.1.1. Prevencija gastrointestinalnih infekcija na djecjim bolnickim odjelima

Do sada su objavljene 4 randomizirane kontrolirane studije o ulozi probiotika u
prevenciji proljeva u hospitalizirane djece (tablica 30).

IstraZivanje provedeno na 81 hospitaliziranom djetetu (1 do 36 mjeseci) pokazalo je da
primjena LGG-a u dozi od 6 x 10° CFU zna¢ajno smanijuije rizik od pojave proljeva (6,7%
prema 33,3%; p=0,002) (156). Medutim, drugo, vece istrazivanje, provedeno na 220
djece (1-18 mjeseci starosti) ) nije potvrdilo pozitivan ucinak (25,4% prema 30,2%;
p=0,4 (157).

Kontradiktorni rezultati nadeni su i u istraZivanjima koja su proucavala ucinkovitost
B.bifidum i S. thermophilus u prevenciji nozokomijalnog proljeva. U istrazivanju koje je
provedeno u bolnici s kroniéno bolesnom djecom (55 djece (5-24 mjeseci)) dokazana je
ucinkovitost dojenacke formule s navedenom kombinacijom probiotika (7% prema
31%; RR, 0,2; 95% Cl 0,06-0,8) (158). Drugo ispitivanje (90 dojencadi mlade od 8
mjeseci), takoder provedeno u ustanovi s kroni¢no bolesnom djecom, nije potvrdilo
preventivnu ucinkovitost probiotika (B. lactis Bb12, 28,3% prema 38,7%; RR 0,7; 95% ClI

0,4-1,3) (159).
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Iz gorenavedenog razvidno je da na temelju dosadasnjih podataka nije nemoguce dati
ocjenu o ulozi probiotika u prevenciji nozokomijalnih proljeva, a to su i stavovi
znanstvenih pregleda (83).

Nase istrazivanje je provedeno na znacajno ve¢em broju bolesnika i u Sirem dobnom
rasponu (1-18 godina). Rezultati su pokazali da primjena LGG-a smanjuje rizik od
nozokomijalne gastrointestinalne infekcije za 60% (RR 0,4; 95% Cl 0,25 do 0,7),
odnosno za 2,89 puta, posebice u djece kod kojih hospitalizacija traje dulje (smanjuje
vjerojatnost od razvoja infekcije za 9% svaki dan nakon treé¢eg dana boravka u bolnici).
Osim toga, ne samo da je smanjen ukupan broj gastrointestinalnih infekcija, vec je
smanjen i broj epizoda povracéanja (RR 0,5, 95% CI 0,3 do 0,9), epizoda proljeva (RR
0,24, 95% Cl 0,1 do 0,5), kao i teZina infekcije (p=0,001).

Sukladno rezultatima i NNT je bio prihvatljiv, buduéi da 15-oro hospitalizirane djece
treba uzimati LGG kako bi se sprijecila jedna gastrointestinalna infekcija. lako se to €ini
visokim, valja naglasiti da je svaki NNT nizi od 4 zadovoljavajuéi ako je rijeC o lijeCeniju,
dok se za prevenciju svaki broj manji od 40 smatra prihvatljivim (202).

Dosadasnje studije su pokazale da je ucinak probiotika puno bolji u virusom
uzrokovanim proljevima (192). Isto je potvrdeno i nasim istrazivanjem u kojem nitko od
bolesnika nije imao bakterijsku infekciju. Vecina je proljeva najvjerojatnije bila virusnog
podrijetla, premda je to potvrdeno u samo pet bolesnika (rotavirus u dva bolesnika i

norovirus u tri bolesnika).
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Tablica 30. Prikaz dosadasnjih istraZivanja o utjecaju probiotika na nozokomijalne

gastrointestinalne infekcije na dje¢jem bolni¢kom odjelu.

Autor N (dob, mj)  Probiotik (doza) RR NTT
Szajewska 81 (1-36) LGG (6 x10° CFU) 0,2 (0,06 —0,6) 4 (2-10)
(156)

Mastretta 220 (1-18) LGG (10* CFU) 0,84 (0,6 —1,3) Nije znacdajan
(157)

Saavedra 55 (5-24) B. lactis Bb12 10° 0,2 (0,06 —0,8) 5 (3-20)
(158) CFU/g + S.

thermophilus 10’

CFU/g

Chouraqui 90 (<8) B. lactis Bb12 (min. 0,7 (0,4-1,3) Nije znacdajan

10% CFU
(159) )
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6.1.2. Prevencija respiratornih infekcija na djecjim bolnickim odjelima

Ne postoje ispitivanja o utjecaju probiotika na nozokomijalne respiratorne infekcije.
Spominju se samo ona u bolesnika lijecenih u jedinicama intenzivne njege; dva
provedena u odraslih bolesnika (160,203) i jedna u kritiéno bolesnih pedijatrijskih
bolesnika (161). Oba ispitivanja provedena u kriticno bolesnih odraslih bolesnika
upotrebljavala su simbiotike (laktobacili + vlakna) i pokazala su da uporaba simbiotika
znacajno smanjuje rizik od razvoja pneumonije (160,203).

Jedino pedijatrijsko ispitivanje provedeno je na 61 djetetu lije¢enom u jedinici
intenzivne njege. IstraZivanje nije pokazalo pozitivan ucinak LGG-a na pojavu
pneumonija, naprotiv, dvije pneumonije koje su zabiljeZzene javile su se u bolesnika koji
su primali LGG. Za napomenuti je da je ovo istraZivanje provedeno na nedovoljnom
broju bolesnika, da je dosta bolesnika odustalo tijekom ispitivanja i da je ukupno bilo
vrlo malo infekcija za usporedbu (161).

Obzirom da do sada nisu provedena istrazivanja o utjecaju probiotika na nozokomijalne

infekcije nije bilo moguée dati odgovarajuce preporuke o njihovoj primjeni.

Nasi su rezultati na velikom broju ispitanika pokazali da LGG smanijuje rizik od
nozokomijalnih respiratornih infekcija za 62% (RR 0,38; 95% CI 0,18 do 0,85), odnosno
za 3,17 puta. Rizik od razvoja respiratorne infekcije bio je vedi u djece koja su dulje
boravila u bolnici (6% za svaki dan nakon tre¢eg dana boravka u bolnici), kod mlade

djece (12% za svaku godinu manje) i kod djevojcica. Prva dva parametra su poznata
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kao rizi¢ni cimbenici nastanka intrahospitalnih infekcija, medutim Zenski spol se u
nekim dosadasnjim istraZivanjima pokazao protektivnim, sto je suprotno nasim
rezultatima (204).

NNT za respiratorne infekcije iznosio je 30 i iako se broj Cini velik, kao Sto je ve¢
navedeno, svaki NNT ispod 40 je znacajan ako se pripravak koristi u prevenciji, a ne u
lijecenju (202).

Valja naglasiti da je od ukupnog broja respiratornih infekcija samo u jednog bolesnika
(u skupini B) dijagnosticirana pneumonija, ostale su infekcije bile infekcije gornjih
diSnih putova. Isto tako, samo je 5 bolesnika imalo bakterijski infekt te su stoga lijeceni
antibioticima (4/5 bilo je iz skupine B).

Medutim, LGG nije smanjio tezinu infekcija (p=0,077), niti duljinu trajanja simptoma

(p=0,23).
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6.1.3. Podanaliza po dobnim skupinama

Podanaliza po dobnim skupinama pokazala je da su u svim dobnim skupinama djeca
koja su uzimala LGG imala manje i gastrointestinalnih i respiratornih infekcija, medutim
statisticki znacajna razlika nadena je samo za gastrointestinalne infekcije u najmladoj
dobnoj skupini (1-5 godina). Navedeno bi se moglo objasniti malim brojem bolesnika u
svakoj skupini te je stoga osobito vazan ukupan broj bolesnika, jer zadovoljava kriterije

power analize.

6.1.4. Duljina trajanja hospitalizacije

Ukupna duljina trajanja hospitalizacije za skupinu A iznosila je (medijan) 5 dana, a za
skupinu B (medijan) 4 dana. Navedena razlika nije se pokazala statisticki znacajnom
(p=0,109) sto se moze objasniti ¢injenicom da je od ukupnog broja bolesnika svega 12%
imalo intrahospitalnu infekciju. Stoga nije bilo za ocekivati da se ukupan broj dana
boravka poveéa. Osim toga, veci broj infekcija bio je kratkog trajanja i blazeg klini¢ckog

tijeka.
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6.2. Prevencija infekcija u djecjem kolektivu

Djeca koja pohadaju vrti¢ imaju povisen rizik za razvoj gastrointestinalnih i
respiratornih infekcija. Njihova bi prevencija bila od od velikog znacaja kako za obitelji,
tako i za drustvo. Na temelju dosadasnjih spoznaja, kontinuirana bi uporaba probiotika,
modificirajuéi imuni odgovor, mogla prevenirati infektivne bolesti u djece u kolektivu
(162). Medutim, na tu temu objavljeno je premalo studija s kontradiktornim
rezultatima pa zasad nema jasnih smjernica (tablice 31 i 32).

Oberhelman et al. (163) je proucavao ucinak probiotika u prevenciji proljeva u
kolektivu u Peruu. Studija je provedena na 204 pothranjena dojenceta i pokazala je da
djeca koja su uzimala LGG imaju znacajno manje proljeva od djece koja su uzimala
placebo (5,21 vs 6,02 epizoda po djetetu na godinu; p = 0,028).

Drugo ispitivanje (164) provedeno je u Finskoj, a istraZivao se ucinak dugotrajnog
uzimanja LGG-a na ucestalost gastrointestinalnih i respiratornih infekcija u djece
(N=571) koja su pohadala djecji vrti¢. Nije nadena znacajna razlika u broju epizoda niti
u broju dana s proljevom izmedu djece koja su uzimala LGG i one koja su uzimala
placebo. Unatoc tome, djeca koja su uzimala LGG imala su za 16% maniji broj dana
izostanka iz vrtica zbog gastrointestinalnih i respiratornih infekcija (4,9 prema 5,8 dana;
p = 0,03) i smanjen rizik od lijecenja antibiotikom (44% prema 54%; p= 0,03).

Slijedece istrazivanje usporedilo je utjecaj dvije vrste probiotika s placebom (210
dojencadi) u vrti¢u. Djeca su uzimala dojenacku formulu s B. lactis, L. reuteri ili bez

probiotika (165). Dojencad koja nije primala probiotik imala je ¢esce proljev nego li ona
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koja je uzimala bilo koji od probiotika. Osim toga, epizode s proljevom su bile duze.
Djeca koja su uzimala L. reuteri imala su i rjede epizode s povisenom temperaturom,
manji broj posjeta lije€niku, rjede su izostajala iz vrtiéa te su rjede dobivala antibiotike.
Saavedra (166) je proucavao ucinak dugotrajne primjene probiotika (B. lactis i S.
thermophilus) u djece u vrtiéu (118 djece, dob 3-24 mjeseca). Djeca koja su uzimala
dojenacku formula s probioticima imala su manje kolika (P < 0,001) i manje su koristila

antibiotike (P<0,001) od djece koja su uzimala placebo.

Rezultati navedenih ispitivanja saZeti su u preglednom radu (83), koji je potvrdio blagi
pozitivni u¢inak nekih sojeva probiotika na sprjec¢avanje infekcija u zdrave djece, no to

nije bilo dovoljno za formuliranje preporuka o korisnosti njihove primjene.
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Tablica 31. Prikaz dosadasnjih istrazivanja o utjecaju probiotika na gastrointestinalne

infekcije u djece u kolektivu (vrtic).

Autor N (dob) Probiotik (doza) Ucinak

Oberhelman ) 10 Manji broj epizoda s
204 (6-24 mj) LGG (7 x10™ CFU)

(163) proljevom
Hatakka 571 (1-6 god) LGG (10’ CFU) Nije znacajan
(164)
Saavedra B. lactis Bb12 10’ CFU +

118 (3-24mj) Nije znadajan
(166) S. thermophilus 10° CFU
Weitzman B. lactis Bb12 ili L. reuteri

210 (4-10 mj) Manji broj epizoda s
- mJ - .
(165) (min. 10’ CFU) proljevom (L. reuteri)
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Tablica 32. Prikaz dosadasnjih istraZzivanja o utjecaju probiotika na respiratorne

infekcije u djece u kolektivu (vrtic).

Autor N Probiotik U¢inak
(doza)
(dob)
Hatakka 571 LGG (10° CFU) Manji broj resp infekcija, bez smanjenja
trajanja infekcije
(164) (1-6
god)
Saavedra 118 B. lactis Bb12 Nije znadajan, manja ucestalost uporabe
10 CFU + antibiotika
(166) (3-24mj)
S. thermophilus
10° CFU
Weitzman 210 B. lactis Bb12 ili  Nije znacajan
L. reuteri

(165) (4-10)
(10’ CFU)
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Nase istrazivanje provedeno je na skupini djece (n=281) u dobi od 1-7 godina koja su
kontinuirano, tijekom 3 mjeseca uzimala testni pripravak.

Potvrdeno je da su djeca koja su uzimala LGG imala za 40% nizi rizik za razvoj
respiratornih infekcija (RR 0,63; 95% Cl 0,51 do 0,79, NNT 5, 95% CI 3 do 8).

Dok su dosadasnji pozitivni rezultati pokazali smanjenje infekcija i gornjeg i donjeg
diSnog sustava (164), nasim istraZzivanjem nadeno je zna¢ajno smanjenje samo infekcija
gornjih disnih puteva. Statisticki znacajna razlika u riziku od infekcija donjih disnih
putova nije nadena, ali je vazno napomenuti da je ukupan broj infekcija donjih diSnih
putova u promatranim skupinama bio mali (ukupno 9). Ono Sto je znacajno je vrlo nizak
NNT za infekcije gornjih disnih putova koji iznosi samo 5.

Jednako je vazno da, osim $to je smanjen ukupan rizik od razvoj infekcija gornjih disnih
putova, smanjen je i rizik od recidiva infekcije (p=0,005). Isto tako, LGG smanjuje teZinu
bolesti (p<0,001) i skracuje trajanje infekcija (p<0,001). Medutim, ne smanjuje potrebu
za uzimanjem antibiotika (p=0,12).

Glede vrste infekcija gornjih diSnih putova, u skupini koja je uzimala placebo nadeno je
vise svih infekcija gornjih disnih putova - obi¢na prehlada, faringitis, otitis, ali samo je
razlika za prve dvije, koje su klinicki blazeg tijeka, bila statisticki znacajna (p<0,001,
p<0,001, p=0,053 redom).

Na koncu mozemo zakljuciti da LGG smanjuje rizik od infekcija gornjih disnih putova,

smanjuje tezinu infekcije i skracuje njezino trajanje.
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Govoredi o gastrointestinalnim infekcijama, u skupini koja je uzimala placebo bilo je
viSe djece koja su razvila gastrointestinalnu infekciju, medutim, razlika nije bila
statisticki znacajna (RR 0,63; 95% Cl 0,38 do 1,06). Posljedi¢no, nije nadena razlika u
broju epizoda povracanja niti proljeva (RR 0,60; 95% Cl 0,29 do 1,24; RR 0,63; 95% ClI
0,35-1,11) izmedu skupina. Medutim, vazno je napomenuti da, iako nije nadena
znacajna razlika u broju bolesnika s gastroenteralnim infektom, istrazivanje je pokazalo
da uporaba LGG-a smanjuje pojavu recidiva gastrointestinalih infekcija (p=0,008).

lako su istrazivanja o utjecaju probiotika na akutni gastreonteritis pokazala da uporaba
probiotika smanjuje trajanje infekcije (83), nasim istrazivanjem nije potvrdeno

skracenje bolesti u skupini koja je uzimala LGG (p=0,75).

Nase istrazivanje je potvrdilo dosadasnje rezultate - da uporaba LGG-a znacajno
smanjuje broj dana izostalih iz vrti¢a zbog respiratornih i gastrointestinalnih infekcija

(p<0,001) (tablica 28).
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6.3. Nuspojave

Bududi da su probitici Zivi mikroorganizmi i da su opisane infekcije uzrokovane
probioticima, bilo je vazno procijeniti njihovu sigurnost. Upravo stoga $to su svi
slu¢ajevi infekcija zabiljeZeni u kroni¢no bolesnih iliimunokompromitiranih bolesnika,
iz naSeg istrazivanja iskljucili smo sve bolesnike s teSkom kroni¢nom boleséu, one s
imunomodulatornom terapijom, bolesnike sa zloéudnom bolesti, kao i one s
imunodeficijencijom. U naSem istrazZivanju tijekom cijelog intervencijskog razdoblja i na
velikom broju ispitanika, nisu zabiljeZene nikave nuspojave niti neZeljeni Stetni
dogadaji, koji se mogu povezati s uzimanjem testnog pripravka, niti u jednoj od

skupina.
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6.4. Klinicka primjenjivost dobivenih rezultata

Dosadasnja istraZivanja o prevenciji infekcija probioticima i provedene metaanalize
nisu dale jasne smjernice o primjeni probiotika u hospitalizirane djece i djece u
kolektivu. Autori su to objasnili nedovoljno velikim uzorcima objavljenih studija. No za
konaéne smjernice nije bitan samo broj ispitanika veé se postavlja pitanje i sigurnosti i
isplativosti preventivne primjene probiotika.

A. Sigurnost. Ve¢ je navedeno da se kao moguce komplikacije uporabe probiotika
spominju: a) prijenos antibiotske rezistencije, b) prijenos drugog geneskog
materijala, c) uzrok infekcije. lako su prve dvije komplikacije teoretski moguce,
do sada nisu opisane. Premda je do sada opisano nekoliko slucajeva infekcije
probiotskim bakterijama, one su se dogodile u kroni¢no bolesne i
imunokompromitirane djece. Stoga je ESPGHAN donio preporuke u kojima stoji
da je mogucénost infekcije u imunokompetentne djece vrlo mala, odnosno
jednaka mogucnosti infekcije vlastitom crijevnom florom (184). Vazno je
naglasiti da tijekom naSeg istraZivanja, koje je provedeno na velikom broju
djece i tijekom dugog intervencijskog razdoblja, nije zabiljeZen niti jedan Stetni
dogadaj uzrokovan probioticima.

B. Isplativnost. Nozokomijalne infekcije vrlo su Ceste na pedijatrijskim odjelima
(incidencija je 5-44% u razvijenim zemljama) (187). Takve infekcije produzuju
boravak u bolnici, pogorsavaju ishod lijeCenja osnovne bolesti te, posljedi¢no,

bitno povisuju troskove lijecenja (194,195). Istrazivanja su pokazala da
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nozokomijalne gastrointestinalne infekcije i do deset puta povisuju troskove
lijeCenja, Sto, kada se pretvori u konkretan trosak iznosi izmedu 1930 i 2440 €
po bolesniku (205,206). Jednak porast troskova hospitalizacije zabiljezen je i za
respiratorne infekcije (207).

Sto se tice troskova lije¢enja djeteta koje pohada vrti¢, oni su 3 do 4 puta visi od
troskova lije¢enja djeteta koje ostaje kod kuce (199). Usto, na ukupne
drustvene troskove utjece i izostanak roditelja s posla. Smatra se da je
prosjecan izostanak roditelja s posla za 40% veci ako je dijete u vrti¢u te ukupno
takav roditelj izgubi oko 0,5 dana na bolovanje po mjesecu u usporedbi s 0,3
onih ¢ija djeca ne pohadaju vrti¢ (199).

Iz navedenog je razvidno da su troskovi koji nastaju zbog intrahospitalnih
infekcija i infekcija u kolektivu izuzetno visoki te da bi njihova prevencija imala
neposredan pozitivan ekonomski utjecaj. Medutim, bududi da cijena
probiotskog pripravka nije zanemariva, za odgovor na pitanje je li uporaba
probiotika u navedene svrhe ekonomski isplativa, potrebna je dobro provedena
“cost-benefit” analiza.

Opravdanost primjene. Ako gledamo iskljucivo ucinak na infekcije, mozemo redi

da smo dokazali da je uporaba probiotika opravdana jer: a) smanjuje broj i
teZinu gastrointestinalnih nozokomijalnih infekcija, b) smanjuje broj
respiratornih nozokomijalnih infekcija, c) u djece u kolektivu smanjuje broj
infekcija gornjih diSnih putova, njihovo trajanje i tezinu te moguénost za razvoj

slijedece infekcije, d) kod djece u kolektivu koja su imala jednu
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gastrointestinalnu infekciju smanjuje moguénost slijedece, e) smanjuje broj

dana izostalih iz vrtiéa zbog respiratornih i gastrointestinalnih infekcija.

6.4.1. Klinicka primjenjivost probiotika u djecjim bolnicama

Nase istrazivanje je pokazalo da LGG znacajno smanjuje broj nozokomijalnih
respiratornih i gastrointestinalnih infekcija. Medutim, vecina infekcija tijekom ove
studije bila je kratkog trajanja i nedokazane etiologije. Osim toga, intrahospitalne
infekcije nisu produljile hospitalizaciju, a potrebno je dodati i relativno visok NNT za
respiratorne infekcije koji je iznosio 30. Slijedom navedenog, prevencija LGG-om
vjerojatno nije opravdana u sve djece, stoga definiranje skupine djece koja biimala
najvise koristi od takve prevencije smatramo najvaznijim doprinosom ovog rada.
Na temelju nasih rezultata i provedene logisticke regresije, najvecu korist od probiotika
imaju:

e mlada djeca (predskolske dobi);

e djeca kod koje oéekujemo da ée hospitalizacija trajati dulje;

e djeca hospitalizirana u doba godine kada o¢ekujemo veci broj infekcija;

e ako je epidemioloska situacija na odjelu losa, odnosno zbog veceg broja

zarazene djece oCekujemo da ¢e se infekcije brze Siriti.

Valja, medutim, naglasiti da pojedine skupine djece, koja su posebno sklona

infekcijama tijekom hospitalizacije, u ovo istraZivanje nismo ukljucili. To su:
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1. Dojencad. Zbog prirode pripravka (100 ml fermentirnog mlijecnog
pripravka) u nase istraZivanje nismo mogli ukljuciti dojencad te se zbog toga
podaci ne mogu ekstrapolirati na navedenu populaciju. Premda, ne postoji
niti jedan fizioloski razlog zbog kojeg probiotici ne bi imali jednak ucinak i u
dojenackoj populaciji, za izradu smjernica nuzno je provesti istrazivanje i u
djece mlade od 12 mjeseci.

2. Kroni¢no bolesna djeca. Rijec je, u prvom redu, o djeci s kroni¢nim crijevnim

bolestima, kod kojih crijevne infekcije bitno pogorsavaju podlezecu bolest.
Obzirom na jasno dokazanu preventivnu ulogu probiotika, smatramo da bi
navedena populacija imala veliku korist od njihove uporabe. Medutim, za
konacnu preporuku potrebno je provesti istrazivanje kojim bismo obuhvatili
navedenu skupinu bolesnika.

3. Imunokompromitirana djeca. Ova skupina djece bi svakako imala koristi od

prevencije infekcija, ali ne treba zaboraviti na mogucnost infekcije samim
probioticima, koliko god ona bila mala. Za to¢ne preporuke o primjeni, i u
ovoj skupini potreban je neposredan dokaz, prvenstveno glede sigurnosti,

ali i u€inkovitosti primjene.
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6.4.2. Klinicka primjenjivost probiotika u djecjem kolektivu

Primjena probiotika u vrti¢u pokazala se sigurnom; znacajno je smanjen broj infekcija
gornjih disnih putova, recidiva istih kao i recidiva gastrointestinalnih infekcija. Osim
toga, smanjen je i izostanak iz vrti¢a zbog navedenih infekcija. Medutim, treba
napomenuti da je vecina infekcija bila blaga (obi¢na prehlada, faringitis) i nepoznatog
uzrocnika.
Uzimajudi sve navedeno u obzir, poglavito sigurnost pripravka, smatramo da nema
razloga da se njegova primjena ne preporuci svoj djeci. Jedini argument protiv trajne
uporabe probiotika u sve djece je njegova cijena. Stoga uporabu LGG-a u djecjim
kolektivima preporu¢amo u slijedeéim okolnostima/indikacijama:

e kod djece mlade predskolske dobi;

e kod djece s recidiviraju¢im infekcijama gornjih diSnih putova;

e kod djece s recidiviraju¢im gastrointestinalnim infekcijama;

e usituacijama kada to nalaZe epidemioloska situacija vrtic¢a (velik broj zarazene

djece).
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7. ZAKUJUCCI
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Na osnovu statisticke obrade prikupljenih podataka o utjecaju LGG-a na pojavu
gastrointestinalnih i respiratornih infekcija u hospitalizirane djece i djece u kolektivu s

ciliem njihove moguée prevencije, moguce je zakljuciti slijedece:

1. Primjena LGG-a je sigurna. Tijekom istraZivanja nisu zabiljeZene nuspojave

niti nezeljeni Stetni dogadaji niti u skupini djece koja je bila hospitalizirana

na pedijatrijskom odjelu niti u djece u vrtiéu.

Zakljuéci koji se odnose na hospitaliziranu djecu:

1. LGG prevenira razvoj nozokomijalnih gastrointestinalnih infekcija.

Vjerojatnost da razviju nozokomijalnu gastrointestinalnu infekciju bila je
gotovo 3 puta manja u djece koja su uzimala LGG. Osim toga, smanjen je
broj epizoda povracdanja i epizoda proljeva, a infekcije su bile blazeg tijeka.
Sukladno navedenim rezultatima, NNT je bio nizak i iznosio je 15.

2. LGG prevenira razvoj nozokomijalnih respiratornih infekcija. Slicno tome,

rizik od respiratornih infekcija bio je 3 puta niZi u skupini koja je uzimala
LGG. NNT je iznosio 30, Sto se smatra znacajnim za pripravak koji se koristi
u preventivne svrhe. Medutim, nije smanjena teZina infekcija niti njihovo
trajanje.

3. Primjena LGG-a u bolnici, u klini¢ki indiciranim slucajevima, ucinkovit je i

bezopasan nacin u prevenciji nozokomijalnih infekcija. Slijedom navedenog
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mogu se preporuciti u: a) mlade djece (predskolske dobi), b) kod duljeg
trajanja hospitalizacije, c) u doba godine kada ocekujemo veci broj infekcija,
d) kada to zahtijeva epidemioloska situacija na odjelu (veéi broj veé

zaraZene djece te stoga ve¢a mogucnost Sirenja infekcije).

Zakljuéci koji se odnose na djecu u kolektivu:

1. LGG smanjuje rizik od infekcija gornjih diSnih putova u djece u kolektivu.

Uporabom LGG-a za 3 puta se smanjuje rizik od razvoja infekcija gornjih
disnih putova, uz izrazito nizak NNT koji je samo 5. Osim toga smanjuje se
mogucnost ponovne infekcije, a ukoliko i dode do infekcija one su blaze i
traju krade.

2. LGG ne smanijuje rizik od gastrointestinalnih infekcija u kolektivu. lako je u

skupini djece koja su uzimala placebo bilo vise onih koja su tijekom
intervencije imala gastrointestinalne infekcije, razlika se nije pokazala

statisticki znacajnom. Medutim, LGG smanjuje ponovnu pojavu

gastrointestinalne infekcije u djece koja su je ve¢ preboljela.

3. LGG smanjuje izostajanje iz vrti¢a zbog gastrointestinalnih i respiratornih

infekcija.

4. LGG ne smanjuje uporabu antibiotika.

5. Slijedom navedenog, treba ih primijeniti u: a) djece mlade predskolske dobi,

b) kod djece s recidivirajuc¢im respiratornim i/ili gastrointestinalnim
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infekcijama, c) kada to nalaze epidemioloska situacija u vrti¢u (veci broj

zarazene djece, lakS§a moguénost Sirenja infekcije).
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8. SAZETAK
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Uvod: Cilj naseg je istraZivanja bio odrediti ulogu Lactobacillus GG (LGG) u prevenciji
gastrointestinalnih i respiratornih infekcija u hospitalizirane djece i djece u dje¢jem
vrti¢u. Hipoteza je da primjena LGG-a smanjuje broj gastrointestinalnih i/ili
respiratornih infekcija u navedenim populacijama.

Ispitanici i metode: Proveli smo randomiziranu, dvostruko slijepu, placebo kontroliranu
studiju na 742 hospitalizirane djece i 281 djetetu koje pohada djecji vrtié. Ispitanici su
randomizirani u dvije skupine od kojih je jedna uzimala LGG u dozi od 10° CFU u 100 ml
fermentiranog mlije¢nog pripravka, a druga placebo, odnosno fermentirani mlije¢ni
pripravak bez LGG-a.

Rezultati — hospitalizirana djeca: U LGG skupini, u usporedbi s placebom, nasli smo
znacajno niZi rizik od gastrointestinalnih infekcija (RR 0,4; 95% Cl 0,25 — 0,7; NNT 15,
95% Cl 9 - 34) i respiratornih infekcija (RR 0,38; 95% Cl 0,18 — 0,85; NNT 30, 95% Cl 16 -
159).

Rezultati — djeca u djecjem vrticu: U usporedbi s placebom, djeca koja su uzimala LGG
imala su znacajno smanjen rizik od infekcija gornjeg diSnog sustava (RR 0,66; 95% ClI
0,52 —-0,82; NNT 5, 95% Cl 4 - 10), ali nisu imala smanjen rizik od gastrointestinalnih
infekcija (RR 0,63; 95% CI 0,38 — 1,06).

Zakljucak: Primjena LGG-a moZe se preporuciti kao valjana mjera u smanjeniju rizika od
infekcija gornjih diSnih putova u djece u vrtiéu te nozokomijalnih gastrointestinalnih i
respiratornih infekcija na pedijatrijskim odjelima. Slijedom navedenog njihova primjena

moze se preporuciti: 1) na bolnickim odjelima: a) mlade djece (predskolske dobi), b)

kod duljeg trajanja hospitalizacije, c) u doba godine kada ocekujemo veci broj infekcija,
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d) kada to zahtijeva epidemioloska situacija na odjelu (vedi broj ve¢ zarazene djece te

stoga ve¢a mogucnost Sirenja infekcije); 2) u djecjim vrti¢éima: a) u djece mlade

predskolske dobi, b) u djece s recidiviraju¢im respiratornim i/ili gastrointestinalnim
infekcijama, c) kada to nalaze epidemioloska situacija u vrti¢u (veci broj zarazene djece,

lakSa moguénost Sirenja infekcije)
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Objective: The aim of our study was to investigate the role of Lactobacillus GG (LGG) in
the prevention of gastrointestinal and respiratory tract infections in hospitalised
children and children who attend day care centres. The primary hypothesis was that
the administration of LGG would reduce the number of gastrointestinal and/or
respiratory infections in studied population.

Patients and Methods: We conducted a randomized, double-blind, placebo-controlled
trial in 742 hospitalised children and 281 children who attend day care centres. They
were randomly allocated to receive either LGG at a dose of 10° CFU in 100 ml of a
fermented milk product or placebo which was the same fermented milk product
without LGG.

Results — hospitalized children: In the LGG group, compared to the placebo group, we
found a significantly reduced risk of gastrointestinal (RR 0,4; 95% ClI 0,25 — 0,7; NNT15,
95% Cl 9 - 34) and respiratory tract infections (RR 0,38; 95% Cl 0,18 — 0,85; NNT 30,
95% Cl 16 - 159).

Results — children in day care centre: Compared to the placebo group, children in the
LGG group had a significantly reduced risk of upper respiratory tract infections (RR
0,66; 95% Cl1 0,52 — 0,82; NNT 5, 95% Cl 4 - 10), but had no significant reduction in the
risk of gastrointestinal infections (RR 0,63; 95% CI 0,38 — 1,06).

Conclusion: LGG administration can be recommended as a valid measure for
decreasing the risk of upper respiratory tract infections in children attending day care
centres and for decreasing the risk of nosocomial gastrointestinal and respiratory tract

infections in paediatric facilities. Therefore their use can be recommended: 1) For
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hospitalized children: a) in children of younger age (preschool children), b) in

prolonged hospitalization, c) during the time of the year with increased infections
incidence, d) during outbreaks of hospital infections (increased possibility of infection

spreading); 2) In day care centres: a) in children of younger age, b) in children with

recurrent gastrointestinal and/or respiratory tract infections, c) during outbreaks of

respiratory/gastrointestinal infections (increased possibility of infection spreading).
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11. PRILOZI
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Informirani pristanak — za roditelje ili skrbnike djece u bolnici



Sto su probiotici?

Probiotici se definiraju kao Zivi mikro-organizmi koji
imaju dokazani pozitivan ucinak na zdravlje ljudi.

Sto su infekcije u kolektivu?

Poznato je da se postotak intrahospitalnih infekcija
krece oko 14-17%, a najviSe se odnosi na
respiratorne (prehlada, upala grla, upala uha,
bronhitisi...) i gastrointestinalne infekcije (proljev,
povracanje) u odnosu na djecu koja nisu u kolektivu.

Na koji nacin ée se provoditi prevencija?

U suradnji s Dukatom provest cCe se studija kojom ce
se pokusati dokazati pozitivan ucinak probiotika na
smanjenje infekcija u djece.

Sva djeca hospitalizirana na Klinici za pedijatriju Ciji
roditelji potpisu informirani pristanak, tijekom
boravka u bolnici uzimat c¢e mlijecni pripravak
(jogurt) koji ce donirati Dukat. Djeca ce biti
podijeljena u dvije skupine. Jedna ¢e uzimati jogurt, a
druga jogurt s probiotikom. Nakon provedene studije
utvrdit e se jesu li djeca koja su uzimala probiotik
imala manjeintrahospitalnih infekcija.

Sto je vazno?

VazZno je znati da ce djeca biti podijeliena u dvije
skupine i da trebaju uzimati samo pripravak koji je
namjenjen skupini kojoj dijete pripada.
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Tko sudjeluje?

Mogu sudjelovati djeca od 1-18 godina koja su
hospitalizirana na Klinici za pedijatriju Klinike za
djecje bolesti

Tko ne moZe sudjelovati?

Ne mogu sudjelovati djeca alergicna na kravije
mlijeko ili djeca koja iz nekog drugog razloga ne
mogu uzimati mlijecne proizvode, djeca koja su
imunosuprimirana, tesko bolesna ili koja imaju
tumorsku bolest ili ve¢ uzimaju prebiotike ili
probiotike.

Zasto bih ja, kao roditelj, dozvolio
sudjelovanje svoga djeteta?

Obzirom na ucestalost intrahospitalnih infekcija u
djece bilo bi vaZno znati mogu li se iste i prevenirati.
Ako se ta mogucnost potvrdi, na taj bi se nacin
moglo smanjiti Sirenje infekcija u djecjim bolnicana,
kao i duljina boravka u bolnici.

Koji su rizici?
Rizik uzimanja probiotika je vrlo mali $to potvrduju i
stavovi Europskog povjerenstva za prehranu djece.

Odobrenja?

Navedenu studiju odobrilo je Eticko povjerenstvo
Klinike za djecje bolesti Zagreb i Medicinskog
fakulteta.

Kome se obratiti za dodatne
informacije?

Sve dodatne informacije moZete dobiti na:
Iva Hojsak, dr.med.

Klinika za djecje bolesti Zagreb

Tel. 01/4600-130
e-mail:ivahojsak@gmail.com
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INFORMIRANI PRISTANAK

Upoznata/upoznat sam s primjenom probiotika i s prirodom samog pripravka.

Stoga pristajem da moje dijete tijekom hospitalizacije uzima navedeni pripravak.
Takoder sam upoznata/upoznat s istrazivanjem i ¢injenicom da jedna skupina djece
uzima placebo, odnosno fermentirani mlijecni pripravak, a druga skupina djece
fermentirani mlije¢ni pripravak s probioticima.

Imala/imao sam dovoljno vremena da o svemu razmislim, na sva pitanja koja sam

postavila/postavio, dobila/dobio sam odgovore.

Pristajem da se rezultati svi podaci dobiveni istraZivanjem mogu koristiti u znanstvene

svrhe, iskljucivo anonimno.

Ime i prezime djeteta

Ime i prezime roditelja ili skrbnika

Potpis roditelja ili skrbnika

Ime osobe koja me je upoznala s gore navedenim

Potpis lije¢nika

U Zagrebu, dana
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Informirani pristanak — za roditelje ili skrbnike djece u vrtiéu



Sto su probiotici?

Probiotici se definiraju kao Zivi mikro-organizmi koji
imaju dokazani pozitivan ucinak na zdravlje ljudi.

Sto su infekcije u kolektivu?

Poznato je da djeca u kolektivu 3-5 puta cesce
oboljevaju od respiratornih (prehlada, upala grla,
upala uha, bronhitisi...) i gastrointestinalnih infekcija
(proljev, povraéanje) u odnosu na djecu koja nisu u
kolektivu.

Na koji na¢in ée se provoditi prevencija?

U suradnji s Klinikom za djecje bolesti i Dukatom
provest ce se studija kojom ce se pokusati dokazati
pozitivan ucinak probiotika na smanjenje infekcija u
djece.

Sva djeca u vrticu ciji roditelji potpisu informirani
pristanak, tijekom tri mjeseca uzimat ce mlije¢ni
pripravak (jogurt) koji ¢e donirati Dukat. Djeca ce biti
podijeljena u dvije skupine. Jedna ce uzimati Cisti
jogurt, a druga jogurt s probiotikom. Nakon tri
mjeseca utvrdit ce se jesu li djeca koja su uzimala
probiotik imala manje infekcija u kolektivu.

Sto je vazno?

VaZno je znati da ce djeca biti podijeljena u dvije
skupine i da trebaju uzimati samo pripravak koji je
namjenjen skupini kojoj dijete pripada.
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Tko sudjeluje?

Mogu sudjelovati djeca od 1-7 godina koja pohadaju
Djedji vrti¢ Matije Gupca.

Tko ne moZe sudjelovati?

Ne mogu sudjelovati djeca alergicna na kravlje
mlijeko ili djeca koja iz nekog drugog razloga ne
mogu uzimati mlijecne proizvode, tesko bolesna
djeca, djeca koja imaju imunodeficijsnciju ili
tumorsku bolest te djeca koja ve¢ uzimaju pripravak s
prebiotikom ili probiotikom.

Zasto bih ja, kao roditelj, dozvolio
sudjelovanje svoga djeteta?

Obzirom na veliku ucestalost infekcija u djecjem
kolektivu bilo bi vaZno znati mogu i se iste i
prevenirati. Ako se ta mogucnost potvrdi, na taj bi se
nacin moglo smanjiti Sirenje infekcija u djecjim
kolektivu, smanjiti broj posjeta lijecniku i ucestalost
bolovanja roditelja.

Koji su rizici?
Rizik uzimanja probiotika je vrlo mali Sto potvrduju i
stavovi Europskog povjerenstva za prehranu djece.

Odobrenja?

Navedenu studiju odobrio je Gradski ured za
obrazovanje, kulturu i sport Grada Zagreba i
Eticko povjerenstvo Klinike za djecje bolesti
Zagreb i Medicinskog fakulteta u Zagrebu.

Kome se obratiti za dodatne
informacije?

Sve dodatne informacije moZete dobiti na:
Iva Hojsak, dr.med.

Klinika za djecje bolesti Zagreb

Tel. 01/4600-130
e-mail:ivahojsak@gmail.com
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INFORMIRANI PRISTANAK

Upoznata/upoznat sam s primjenom probiotika i s prirodom samog pripravka.

Stoga pristajem da moje dijete tijekom tri mjeseca za vrijeme boravka u vrti¢u uzima
navedeni pripravak. Takoder sam upoznata/upoznat s istrazivanjem i ¢injenicom da
jedna skupina djece uzima placebo, odnosno fermentirani mlije€ni pripravak, a druga
skupina djece fermentirani mlije¢ni pripravak s probioticima.

Pristajem da se rezultati svi podaci dobiveni istrazivanjem mogu koristiti u znanstvene

svrhe, isklju¢ivo anonimno.

Ime i prezime djeteta

Ime i prezime roditelja ili skrbnika

Potpis roditelja ili skrbnika

Ime osobe koja me je upoznala s gore navedenim

Potpis

U Zagrebu, dana
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Evidencijski obrazac o uzimanju pripravka, nuspojavama i infekcijama

za djecu u bolnici
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Upitnik za djecu hospitaliziranu na Klinici za pedijatriju

Datum ukljuc¢enja

Datum rodenja

Ime i prezime

Grupa A B
Razlog hospitalizacije
Nutritivni status: Na pocetku Na kraju
TM (kg) (Z score)
TV (cm) (Z score)
Intrahospitalna infekcija
Gastrointestinalna infekcija Da Ne
Povracanje Da Ne
1. Dan - broj povracanja/dan
2. Dan - broj povracanja/dan
3. Dan - broj povracanja/dan
4. Dan - broj povrac¢anja/dan
5. Dan - broj povracanja/dan
>5 dana
Proljev Da Ne
1. Dan - broj povra¢anja/dan
2. Dan - broj povraéanja/dan
3. Dan - broj povracanja/dan
4. Dan - broj povrac¢anja/dan
5. Dan - broj povraéanja/dan
>5 dana
Trajanje simptoma ukupno (br. dana)
Uporaba antibiotika Da Ne
Vrucica Da Ne

Najvisa temp. (°C)

Uzrocnik (ako je otkriven)
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Respiratorna infekcija Da Ne

Dijagnoza

Trajanje simptoma

Vruéica Da Ne
Najvisa temp. (°C)

Tezina simptoma (VAS)

Uporaba antibiotika Da Ne

Uzrocnik (ako je otkriven)

Datum otpusta

Trajanje hospitalizacije

Nuspojave

Datum

Opis
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Neukljucivanje u studiju zbog:

D Zadovoljavanja kriterija neukljuéenja
<12 mj

Imunodeficijencija
Alergija na KM

Onkoloski bolesnik

1

2

3

4. Uzima probiotike od ranije

5

6. Odbojnost prema fermentiranim pripravcima
7

Hospitalizacija kra¢a od 3 dana

Redni broj kriterija neukljucivanja:

|:| Odbijanja sudjelovanja u studiji i nepotpisivanja informiranog pristanka

NAPOMENE:

Molim oznaciti odgovarajucu kucicu te na punu crtu napisati redni broj kriterija neukljucivanja

DATUM PRVOG DANA INTERVENCUE:

LEGENDA:
Popio svu Popio wse. POPIO Uopce nije . Nu.e
. od pola, ali manje od . ispunjena
koli¢inu pio . ..
ne sve pola evidencija

DATUM ZADNJEG DANA INTERVENCUE:

TRAJANJE INTERVENCIE U DANIMA:

Upitnik ispunio (potpis):
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Evidencijski obrazac o uzimanju pripravka, nuspojavama i infekcijama

za djecu u vrticu
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Upitnik za djecu u vrticu

Datum ukljuc¢enja

Datum rodenja

Ime i prezime

Grupa A B
Nutritivni status: Na pocetku Na kraju
TM (kg) (Z score)
TV (cm) (Z score)
Infekcije
1. Gastrointestinalna infekcija Da Ne
Povracanje Da Ne
1. Dan - broj povraéanja/dan
2. Dan - broj povracanja/dan
3. Dan - broj povracanja/dan
4. Dan - broj povracanja/dan
5. Dan - broj povrac¢anja/dan
>5 dana
Proljev Da Ne
1. Dan - broj povracanja/dan
2. Dan - broj povraéanja/dan
3. Dan - broj povra¢anja/dan
4. Dan - broj povrac¢anja/dan
5. Dan - broj povraéanja/dan
>5 dana
Trajanje simptoma ukupno (br. dana)
Uporaba antibiotika Da Ne
Vruéica Da Ne

Najvisa temp. (°C)

Uzrocnik (ako je otkriven)
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II. Gastrointestinalna infekcija Da Ne
Povracdanje Da Ne
1. Dan - broj povrac¢anja/dan
2. Dan - broj povraéanja/dan
3. Dan - broj povra¢anja/dan
4. Dan - broj povra¢anja/dan
5. Dan - broj povracanja/dan
>5 dana
Proljev Da Ne
1. Dan - broj povracanja/dan
2. Dan - broj povraéanja/dan
3. Dan - broj povraéanja/dan
4. Dan - broj povrac¢anja/dan
5. Dan - broj povraéanja/dan
>5 dana
Trajanje simptoma ukupno (br. dana)
Uporaba antibiotika Da Ne
Vrucica Da Ne

Najvisa temp. (°C)

Uzrocnik (ako je otkriven)
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. Gastrointestinalna infekcija Da Ne
Povracdanje Da Ne
1. Dan - broj povracanja/dan
2. Dan - broj povraéanja/dan
3. Dan - broj povraéanja/dan
4. Dan - broj povra¢anja/dan
5. Dan - broj povracanja/dan
>5 dana
Proljev Da Ne
1. Dan - broj povracanja/dan
2. Dan - broj povradanja/dan
3. Dan - broj povraéanja/dan
4. Dan - broj povrac¢anja/dan
5. Dan - broj povraéanja/dan
>5 dana
Trajanje simptoma ukupno (br. dana)
Uporaba antibiotika Da Ne
Vrucica Da Ne

Najvisa temp. (°C)

Uzrocnik (ako je otkriven)
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I.  Respiratorna infekcija Da Ne
Dijagnoza
Trajanje simptoma
Vrucica Da Ne
Najvisa temp. (°C)
TeZina simptoma (VAS)
Uporaba antibiotika Da Ne
Uzrocnik (ako je otkriven)
Il. Respiratorna infekcija Da Ne
Dijagnoza
Trajanje simptoma
Vrucica Da Ne
Najvisa temp. (°C)
Tezina simptoma (VAS)
Uporaba antibiotika Da Ne
Uzrocnik (ako je otkriven)
lll. Respiratorna infekcija Da Ne
Dijagnoza
Trajanje simptoma
Vrucica Da Ne
Najvisa temp. (°C)
TeZina simptoma (VAS)
Uporaba antibiotika Da Ne

Uzrocnik (ako je otkriven)

Nuspojave

Datum

Opis

Broj dana izostalih iz vrtiéa ukupno/zbog

infekcije
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DATUM PRVOG DANA INTERVENCUE:

LEGENDA:
Popio vi$ Popi Nij
Popio svu oplo VIS(-_" O'.JIO Uopce nije . IJ.e
. od pola, ali manje od . ispunjena
kolic¢inu pio . .
ne sve pola evidencija

DATUM ZADNJEG DANA INTERVENCIJE:

TRAJANIJE INTERVENCIE U DANIMA:

Upitnik ispunio (potpis):
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12. ZIVOTOPIS
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Iva Hojsak rodena je u Osijeku 3. listopada 1978. godine gdje je zavrsila osnovnu skolu i
I. gimnaziju. Godine 1997. upisala je Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu na kojem
je diplomirala 2003. godine. Dobitnica je Rektorove nagrade 2003. godine. Obavezni
staz, kao lijeCnik-pripravnik obavila je u KBC Zagreb, a strucni ispit za lijeCnike poloZila
je 2004. godine u Ministarstvu zdravstva RH. Nakon toga radila je kao znanstveni
novak na projektu ,Celijakija u djece: dijagnostika, maligna alteracija, rast” u
Referentnom centru za djedju gastroenterologiju i prehranu, Klinike za djec¢je bolesti
Zagreb. Specijalizaciju iz pedijatrije zapocela je 26. lipnja 2006. godine u Klinici za djecje
bolesti Zagreb. Od 2007. godine je istraziva¢ na projektu ,Celijakija u djece: primarna
prevencija i patogeneza kromosomske nestabilnosti”, voditeljice prof.dr.sc. Sanje

Kolacek.

U svrhu znanstvene i struéne edukacije pristupnica je sudjelovala na brojnim domacim i
medunarodnim skupovima, a uspjesno je zavrsila i edukaciju iz: denzitometrije kostiju
(2003. godine), Poslijediplomski studij ,,Zastita majke i djeteta” (2004-2005. godine),
»ESPEN basic corse of parenteral and enteral nutrition” (2005. godine), edukaciju iz
anorektalne manometrije i pH metrije jednjaka (2004-2007. godine). Clanica je
Hrvatskog lijecnickog zbora, Hrvatskog gastroenteroloskog drustva, Hrvatskog drustva
za rijetke bolesti i Europskog udruzenja za Crohnovu bolest i colitis (European Crohn
and Colitis Organization (ECCO)). Objavila je 17 radova u indeksiranim ¢asopisima, a od
toga je 10 radova citirano u Current Contents-u te 16 kongresnih saZetaka. Godine
2009. dobila je nagradu Jean Rey za najbolje istraZivanje u Europi iz podrucja djecje

prehrane.
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