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PAthoGenIc vIruS: rhInovIruS tyPe 14 (hrv14)

SuMMAry
Bioaron c and Biostymina are herbal medicinal products avail-
able on the Polish pharmaceutical market, intended for use in 
children and adults for the treatment of upper respiratory tract 
infections, in repeating bacterial and viral infections, convales-
cence, after illnesses and antibiotic therapy.
Active pharmaceutical ingredient of Bioaron c and Biostymina 
is a liquid aqueous extract of fresh candelabra aloe leaf (Aloe 
arborescens Mill.). this species of aloe is particularly valued 
for its immunomodulatory properties. until now, there were no 
results confirming the antiviral activity of these preparations. 
the presented results are the first supporting this type of activity 
of Biostymina and Bioaron c in vitro against human rhinovirus 
(hrv14), belonging to the group of viruses responsible for the 
majority of acute respiratory infections in both children and 
adults. Biostymina and Bioaron c showed a clear dose-dependent 
antiviral activity against hrv14 when added to virus-infected 
hela cells. these results seem to be very promising and provide 
an interesting starting point for a broader study on the antiviral 
activity of Biostymina and Bioaron c towards other pathogenic 
viruses and on the mechanism of antiviral action of these me-
dicinal products.
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Wstęp
Zakażenia układu oddechowego należą do naj-

częstszych chorób infekcyjnych i są jedną z głównych 
przyczyn wizyt w gabinetach lekarskich (1). Ocenia się, 
że przeciętnie człowiek w ciągu swojego życia prawie 
2 lata zmaga się z objawami przeziębień (2). Grupą 
najbardziej narażoną na infekcje dróg oddechowych są 
dzieci, ze względu na fizjologiczną niedojrzałość ukła-
du odpornościowego, a także środowiskowe czynniki 

ryzyka (np. uczęszczanie do żłobków, przedszkoli czy 
szkół) oraz coraz powszechniej występujące alergie.

Główną przyczyną ostrych infekcji układu odde-
chowego są wirusy. Najczęściej są to rinowirusy, ade-
nowirusy, koronawirusy, wirusy grypy i paragrypy, 
wirus RS oraz enterowirusy (3). Rinowirusy mogą 
być odpowiedzialne nawet za 80% wszystkich wiru-
sowych infekcji dróg oddechowych (4, 5). Powodują 
nieżyt nosa, zatok i gardła, są jednym z głównych 
czynników zapalenia migdałków, ucha środkowego, 
oskrzeli są także główną przyczyną zaostrzeń astmy w 
dzieciństwie oraz odpowiadają za dużą część zaostrzeń 
POChP (5-7).

Rinowirus może być obecny w drogach oddecho-
wych przez okres 3 tygodni, a do zakażenia dochodzi u 
ok. 2/3 osób pozostających w kontakcie domowym z 
osobą chorą (9), dodatkowo u 40-90% zainfekowa-
nych pacjentów stwierdzano obecność wirusów na 
dłoniach, co obrazuje niezwykłą łatwość rozprzestrze-
niania się tych patogenów (10). Wg Rotbart i Hayde 
to właśnie infekcje HRV są głównym powodem błęd-
nego, nieuzasadnionego przepisywania antybiotyków 
(11). Reasumując, infekcje wywołane wirusami HRV 
stanowią ważny społecznie i ekonomicznie problem w 
krajach rozwiniętych i rozwijających się (12, 13).

Warto podkreślić, że w przeciwieństwie do wielu 
innych znanych wirusów odpowiedzialnych za infekcje 
układu oddechowego, takich jak wirusy grypy czy ade-
nowirusy (1), kliniczne objawy infekcji HRV są spo-
wodowane przede wszystkim uruchomieniem kaskady 
reakcji zapalnych, co skutkuje powszechnymi objawami 
przeziębienia, nie dochodzi natomiast do zmian cyto-
patycznych komórek nabłonka oddechowego (6).

Około 90% infekcji rinowirusowych rozpoczyna 
się od przyłączenia wirusów do receptora błonowego 
ICAM-1 (międzykomórkowej cząstki adhezyjnej 1, 
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CD54), co powoduje inicjację odpowiedzi gospodarza 
na infekcję poprzez zwiększenie napływu efektorowych 
komórek odpornościowych (14-17). W badaniach in 
vitro wykazano, że infekcja HRV powoduje wzrost 
ekspresji ICAM-1, co sprzyja rozprzestrzenianiu się 
infekcji poprzez ułatwione przyłączanie się wirusów i 
następnie wnikanie ich do komórek. Z drugiej strony 
wzrost ekspresji ICAM-1 osiągany jest w przypadku 
infekcji HRV również pośrednio, poprzez indukcję 
produkcji cytokin prozapalnych (18-21). Badania na 
kulturach tkankowych ludzkich komórek nabłonko-
wych dróg oddechowych zainfekowanych HRV wyka-
zały indukcję ekspresji wielu plejotropowych cytokin: 
IL-1β, IL-6 i IL-11; czynników wzrostu: G-CSF i GM-
CSF oraz chemokin, m.in. CXCL8 (IL-8), CXCL5 
(ENA-78), CXCL10 (IP-10) i CCL5 (RANTES) (22). 
Przebieg tych procesów skutkuje rozszerzeniem na-
czyń i ich zwiększoną przepuszczalnością, infiltracją 
komórek, zwiększonym wytwarzaniem śluzu – czyli 
w klinice typowymi objawami przeziębienia. Jednym 
z elementów reakcji organizmu jest produkcja prze-
ciwciał neutralizujących, w efekcie jeszcze po dwóch, 
trzech tygodniach od infekcji w wydzielinie nosa i 
surowicy krwi można wykryć przeciwciała neutrali-
zujące (1).

W zakresie farmakoterapii lekarze mają do dys-
pozycji produkty lecznicze zawierające substancje 
czynne o działaniu przeciwwirusowym: chlorowodorek 
amantadyny, inhibitory neuraminidazy czy analogi 
nukleozydów. Są to jednak preparaty o ograniczonej 
skuteczności względem niektórych wirusów, a efekty 
uboczne ich stosowania i wykazana toksyczność ogra-
niczają ich stosowanie szczególnie w pediatrii oraz ge-
riatrii (23). Ponadto w ostatnich latach bardzo mocno 
podkreśla się znaczenie właściwej diagnostyki różni-
cowej etiologii infekcji, co może wpłynąć na ograni-
czenie nadużywania antybiotyków (3) i pozwoli unikać 
niepotrzebnej antybiotykoterapii, która z jednej strony 
może być wręcz szkodliwa, z drugiej – doprowadza 
do szybkiego powstawania oporności drobnoustrojów 
na antybiotyki. Poza intensywnymi badaniami nad 
nowymi syntetycznymi substancjami o właściwościach 
przeciwwirusowych, duże zainteresowanie wzbudza 
poszukiwanie aktywności przeciwwirusowej znanych, 
bezpiecznych i dobrze tolerowanych preparatów 
(m.in. pochodzenia roślinnego), wykorzystywanych od 
lat w leczeniu infekcji dróg oddechowych.

Informacje na temat przeciwwirusowego działania 
preparatów aloesowych pojawiały się od lat w literatu-
rze naukowej (24-26). Dotychczas brak było doniesień 
o takim działaniu w odniesieniu do gatunku Aloe ar-
borescens. Ten gatunek aloesu jest szczególnie ceniony 
ze względu na swoje wyraźne immunomodulujące 

właściwości, stąd jego preparaty, najczęściej w postaci 
wyciągów wodnych, stosowane są w okresach nasilo-
nej zachorowalności, szczególnie w przypadku dzieci 
przedszkolnych i szkolnych. W wyniku ich działania 
dochodzi do przywrócenia prawidłowej odpowiedzi 
układu immunologicznego (działanie immunomodu-
lujące). W licznych badaniach pobudzenie osłabionej 
odporności organizmu ułatwiało zwalczanie infekcji 
bakteryjnych i wirusowych oraz przyczyniało się do 
redukcji zachorowań u dzieci (27-29). Za działa-
nie immunologiczne wyciągów z Aloe arborescens 
odpowiedzialne są w dużej mierze glikoproteidy 
– lektyny – S-1 i P-2 (m.in. pobudzające układ dopeł-
niacza i inicjujące aglutynację). Lektyna P-2 reaguje 
z α2-makroglobulinami,,aktywuje komponent C-3 i 
proaktywator C-3 dopełniacza surowicy ludzkiej. 
Aktywowany komponent C-3 pobudza limfocyty B 
do produkcji przeciwciał oraz stymuluje przebieg 
mitozy limfocytów. W wielu badaniach wykazano 
immunomodulujące właściwości Bioaronu C i Bio-
styminy, zawierających wodny wyciąg z aloesu drze-
wiastego. Stwierdzono, że preparaty, w zależności od 
pierwotnego stanu immunologicznego organizmu, 
działają pozytywnie szczególnie na odporność typu 
komórkowego (limfocyty T) oraz aktywność fagocy-
tową neutrofilów, a także w mniejszym stopniu na 
limfocyty B (30-32). Bioaron C, wykazuje również 
potwierdzone in vitro działanie przeciwzapalne i 
antyoksydacyjne (33, 34).

Wieloletnie obserwacje skłoniły producenta do 
rozpoczęcia badań nad przeciwwirusową aktywnością 
produktów Bioaron C i Biostymina. Autorzy opra-
cowali protokół badania, w którym oceniano bezpo-
średni wpływ preparatów Biostymina i Bioaron C na 
replikację ludzkiego rinowirusa typu 14 (HRV14) w 
zainfekowanych wcześniej komórkach HeLa. Badanie 
przeprowadziła Dr Bernadette Glatthaar-Saalmüller 
w Instytucie Immunologii Uniwersytetu Medycyny 
Weterynaryjnej w Wiedniu.

Materiały i metody

Substancje badane

Do badania wykorzystano dostępne na rynku pre-
paraty: Bioaron C (syrop) i Biostymina (płyn doustny 
w ampułkach).

100 ml Bioaronu C zawiera jako substancje czynne: 
wyciąg z aloesu drzewiastego (38,4 g) i witaminę C 
(1,02 g). Substancje pomocnicze to sacharoza, sok z aro-
nii zagęszczony, benzoesan sodu, woda oczyszczona.

Biostymina to wyciąg z aloesu drzewiastego. Sub-
stancją pomocniczą jest woda oczyszczona (Aqua 
purificata).
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Jako kontroli użyto w przypadku Bioaronu C – sa-
charozę, benzoesan sodu i wodę oczyszczoną, a w 
przypadku Biostyminy – wodę oczyszczoną.

Natomiast jako kontroli dodatnich użyto prepa-
ratów o znanej aktywności przeciwwirusowej: ryba-
wirynę (Virazole, ICN Pharmacuticals, Frankfurt, 
Niemcy, 4 μg/ml) – analog nukleozydu guanozyny, 
która wykazuje in vitro przeciwwirusową aktywność 
względem wielu wirusów RNA oraz chlorowodorek 
oksymetazoliny (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Ste-
inheim, Niemcy, 20 μg/ml) związek aktywny in vitro 
względem rinowirusów (HRV14).

Komórki i wirusy

Linia komórek HeLa (ludzkich komórek nabłonko-
wych pochodzących z raka szyjki macicy) wrażliwych 
na HRV14 oraz szczep ludzkiego rinowirusa B, typ 
14 (HRV14), pochodziły z Wydziału Wirusologii 
Medycznej i Epidemiologii Chorób Wirusowych In-
stytutu Higieny Uniwersytetu w Tübingen, Niemcy i 
z Friedrich-Schiller-University, Jena, Niemcy.

Ocena cytotoksyczności preparatów

Aby wykluczyć cytotoksyczne działanie preparatów 
na komórki HeLa w trakcie właściwych badań prze-
ciwwirusowych oraz określić nietoksyczne stężenia 
Bioaronu C i Biostyminy w medium tkankowym, 
wykorzystano metodę enzymatyczną MTT. W ba-
daniu tym komórki HeLa inkubowano z różnymi 
rozcieńczeniami (10-2) Bioaronu C i Biostyminy oraz 
bez badanych substancji (kontrola). W teście MTT 
wykorzystuje się aktywność mitochondrialnej dehydro-
genazy bursztynianowej, enzymu, który przekształca 
sól tetrazoliową, bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)- 
-2,5-difenylotetrazoliowy, w formę zredukowaną – for-
mazan. W komórkach uszkodzonych, upośledzonych 
metabolicznie lub martwych, formazan tworzy się w 
mniejszych ilościach lub nie powstaje, co pozwala na 
szybkie i dokładne określenie wpływu preparatów na 
żywotność linii komórkowej. Test ten przeprowadzono 
po 1 i 3 dniu od podania preparatów. Równolegle 
prowadzono mikroskopową obserwację komórek (po 
3 dniach) celem weryfikacji efektów cytotoksycz-
nych, tj. zmienionej morfologii komórek, tworzenia 
wewnątrzkomórkowych wakuol i zniszczenia mono-
warstwy komórek.

Ocena aktywności przeciwwirusowej
Aktywność przeciwwirusowa preparatów została 

określona z zastosowaniem testu redukcji łysinek 
wirusowych (ang. plaque-reduction assay) wyrażonej w 
PFU (ang. plaque-forming units). Wrażliwe na HRV14 
komórki HeLa zostały zainfekowane zawiesiną wirusa 

HRV14 o wartości MOI (ang. multiplicity of infection) 
0,0004 i inkubowane przez 1 h w temp. 34°C.

Po 1 h od zainfekowania linii komórkowej usuwano 
medium infekcyjne i monowarstwy komórek nakłada-
no na półstały agar zawierający różne, nietoksyczne 
stężenia badanych substancji (Bioaron C od 0,006 do 
1%, Biostymina od 0,56 do 90%) i hodowano przez 
3 dni. Po tym czasie hodowle komórkowe zostały 
utrwalone 3% formaliną, wybarwione roztworem 
fioletu krystalicznego i analizowane.

Obliczanie aktywności przeciwwirusowej

W badaniu zliczano, z zastosowaniem komputero-
wego systemu przetwarzania obrazu ELISpot reader 
(AIDsystems), łysinki wirusowe widoczne jako nie-
wybarwione plamki na tle wybarwionej monowarstwy 
komórek HeLa.

Określenie aktywności przeciwwirusowej prze-
prowadzono, szacując stopień redukcji liczby ły-
sinek wirusowych w PFU w kolejnych rozcień-
czeniach preparatów. Przeciwwirusowe działanie 
przedstawiono jako procentową redukcję ilości 
łysinek (PFU/ml) dla konkretnych stężeń bada-
nych substancji, względem „kontroli wirusowej” 
(zainfekowanych komórek) hodowanych w pożywce 
niezawierającej badanych substancji. Liczba łysinek 
w „kontroli wirusowej” była wyznacznikiem 100% 
infekcji (0% inhibicji). Wyniki stanowią średnią z 
4 powtórzeń i pochodzą z 2 niezależnych ekspery-
mentów (AV1 i AV2).

Wyniki

Właściwości cytotoksyczne preparatów in vitro

Wyniki badania cytotoksyczności preparatów Bio-
aron C i Biostymina przedstawione są w tabeli 1. 
W teście MMT wykazano dla Bioaronu C i jego 
kontroli cytotoksyczność przy najwyższych badanych 
stężeniach (od 50 do 3,1%). Biorąc pod uwagę zakres 
cytotoksyczności w ciągu wszystkich analizowanych dni 
(dzień 1 i dzień 3), wartość IC50 Bioaronu C względem 
komórek HeLa ustalona została na 2,54%. Próba 
stanowiąca kontrolę względem Bioaronu C wykazała 
IC50 o wartości 8,57%. Ostatecznie w badaniu użyto 
Bioaron C w stężeniu 1% i dodatkowo w rozcieńcze-
niach 10-2 i 10-10.

Biostymina nie wykazywała cytotoksyczności w naj-
wyższym badanym stężeniu (90%) zarówno w teście 
MMT, jak i w ocenie mikroskopowej komórek.

Właściwości przeciwwirusowe preparatów in vitro

Wyniki działania przeciwwirusowego preparatów 
Bioaron C i Biostymina przedstawione są na rycinie 1 
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i podsumowane w tabeli 1, prezentującej m.in. sku-
teczne stężenie powodujące 50% redukcję replikacji 
wirusa (EC50 (%, V/V)).

W wyniku dodania różnych stężeń Bioaronu C i 
Biostyminy do hodowli komórek HeLa zainfekowa-
nych ludzkim wirusem HRV14 doszło do wyraźnej, za-
leżnej od stężenia, redukcji liczby łysinek wirusowych, 
tj. do zahamowania replikacji wirusów in vitro.

Bioaron C w najwyższym zastosowanym stężeniu 
(1%), powodował ponad 90% redukcję liczby łysinek 
wirusowych. Biostymina w stężeniu 90% powodowała 
ponad 60% redukcję liczby łysinek wirusowych (ryc. 1). 
W badaniu prowadzono równolegle ocenę aktywności 
przeciwwirusowej prób kontrolnych (wody oczyszczo-
nej w przypadku Biostyminy oraz wody oczyszczonej z 
sacharozą i benzoesanem sodu w przypadku Bioaronu 
C). Nie stwierdzono żadnego działania przeciwwiru-

sowego dla tych preparatów kontrolnych. Dla porów-
nania rybawiryna Virazole (Riba) wykazała w stężeniu 
4 μg/ml aktywność przeciwwirusową względem HRV14 
na poziomie 55-60%, natomiast chlorowodorek oksy-
metazoliny (OMZ) w stężeniu 20 μg/ml wykazał odpo-
wiednio 45-50% aktywność przeciwwirusową (tab. 1).

Dyskusja
W badaniu tym wykazano po raz pierwszy, zależną 

od dawki, przeciwwirusową aktywność znanych na 
rynku preparatów Bioaron C i Biostymina wzglę-
dem ludzkiego rinowirusa (HRV14), należącego do 
wirusów odpowiedzialnych za większość ostrych in-
fekcji dróg oddechowych zarówno u dzieci, jak i u 
dorosłych.

Bioaron C wykazywał silniejsze przeciwwiruso-
we działanie aniżeli Biostymina. Bioaron C, oprócz 

Tabela 1. Podsumowanie wyników badania cytotoksyczności, stężeń EC50 i IC50 oraz wyników działania przeciwwiruso-
wego substancji referencyjnych (OMZ, Riba). 

Produkt Badanie
Najwyższe 

użyte stężenie
(%, V/V)

% inhibicji
Stężenie [%] (V/V) % inhibicji – substancje 

referencyjne

EC50 IC50/dzień 3 OMZ
(20 µg/ml)

Riba
(4 µg/ml)

Biostymina
(MOI 0,0004)

AV1 90 66,5 36 < 90 56,5 64,3

AV2 90 57,4 36 < 90 44 56,8

AV1+AV2 90 61,9 36 < 90 50,2 60,6

Bioaron C
(MOI 0,0004)

AV1 1 93,8 0,29 2,54 45,2 59,4

AV2 1 88,9 0,33 2,54 44,9 50,4

AV1+AV2 1 91,3 0,31 2,54 45 54,9

MOI – (ang. multiplicity of infection) wielokrotność infekcji
AV   – (ang. antiviral test) badanie przeciwwirusowe
EC50 – (ang. effective concentration) minimalne efektywne stężenie badanych substancji prowadzące do 50% redukcji łysinek 

wirusowych
IC50  – (ang. inhibitory concentration) miara aktywności cytotoksycznej preparatów – minimalne stężenie hamujące badanych 

substancji, dla którego wzrost i proliferacja komórek w hodowli zostają zahamowane w 50% w stosunku do wzrostu 
komórek kontrolnych

OMZ – chlorowodorek oksymetazoliny
Riba – rybawiryna (Virazole)

Ryc. 1. Aktywność przeciwwirusowa Biostyminy i Bioaronu C względem wirusa HRV14. Wyniki przedstawiają % inhibicji 
liczby łysinek wirusowych w kolejnych rozcieńczeniach preparatów w porównaniu z kontrolą, dla której przyjęto 0% inhibicji, 
tj. 100% infekcji. Dane stanowią średnią z dwóch niezależnych eksperymentów (n = 4).
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wodnego wyciągu z aloesu drzewiastego, zawiera w 
swoim składzie witaminę C, a także, jako jedną z 
substancji pomocniczych, zagęszczony sok z aronii 
czarnoowocowej. Zarówno dla witaminy C (35), jak i 
aronii czarnoowocowej (36, 37) dostępne są badania 
wskazujące na ich własną aktywność przeciwwirusową. 
Do tej pory nie było jednak prac jasno wskazujących 
na takie działanie wyciągu wodnego z aloesu drzewia-
stego (Biostymina), bądź kombinacji tych składników 
(Bioaron C).

Badania Pampura (27) wykazały, że w wyniku 
terapii Bioaronem C dochodzi do przywrócenia 
prawidłowej odpowiedzi układu immunologicznego, 
tj. działania immunomodulującego preparatu. Inne 
zespoły badaczy potwierdziły, że w wyniku stosowa-
nia Bioaronu C dochodziło do pobudzenia osłabio-
nej odporności organizmu, co pośrednio ułatwiało 
zwalczanie infekcji bakteryjnych i wirusowych oraz 
przyczyniało się do redukcji zachorowań u dzieci (28, 
29, 32, 38, 39). Doniesienia o przeciwzapalnych wła-
ściwościach Bioaronu C (33, 34) poszerzyły wiedzę 
na temat spektrum działania tego leku i skłoniły do 
dalszych badań nad kierunkiem działania preparatu, 
w tym nad jego bezpośrednią aktywnością przeciw-
wirusową.

Jak wykazano w wielu pracach, w wyniku połączenia 
rinowirusa z receptorami błony komórek nabłonka 
dróg oddechowych i rozpoczęcia replikacji, dochodzi 
do uruchomienia reakcji zapalnej i odpowiedzi im-
munologicznej w organizmie gospodarza. Być może 
jednym z mechanizmów, które warunkują przeciwwi-
rusowe działanie badanych preparatów, jest obniżanie 
poziomu cytokin prozapalnych (33, 34) poprzez sku-
teczne hamowanie reakcji zapalnych, m.in. skutkujące 
obniżeniem ekspresji ICAM-1, osłabieniem przyłącza-
nia się kolejnych wirusów i w efekcie spowolnieniem 
lub zatrzymaniem rozwoju infekcji (18-21).

Wiele laboratoriów na całym świecie zaangażowa-
nych jest w poszukiwanie nowych preparatów pocho-
dzenia roślinnego wykazujących działanie przeciwwiru-
sowe. Ponieważ jednak od pojedynczych prac in vitro, 
dotyczących aktywności jakiegoś preparatu, do jego 
zarejestrowania i finalnego zastosowania w danym 
wskazaniu (np. w leczeniu infekcji) droga jest długa, 
każde nowe doniesienie o działaniu preparatu do-
stępnego na rynku, w przypadku dwóch badanych – o 
działaniu przeciwwirusowym, jest niezwykle istotne.

Wnioski
W badaniu tym wykazano po raz pierwszy, zależną 

od dawki, przeciwwirusową aktywność preparatów 
Bioaron C i Biostymina względem ludzkiego rinowi-
rusa (HRV14), należącego do wirusów odpowiedzial-

nych za przeważającą większość ostrych infekcji dróg 
oddechowych zarówno u dzieci, jak i u dorosłych. 
Niniejszy eksperyment ma charakter pilotażowy w 
badaniu nad przeciwwirusową aktywnością produktów 
leczniczych zawierających wodne wyciągi z aloesu 
drzewiastego. Jego obiecujące wyniki stanowią punkt 
wyjścia do dalszych badań aktywności tych produktów 
względem innych patogennych wirusów powodujących 
infekcje dróg oddechowych oraz do badań nad me-
chanizmem działania przeciwwirusowego.
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