Probiotyki i witamina C w profilaktyce zakazen drog oddechowych
u dzieci uczeszczajacych do przedszkola: randomizowane
kontrolowane badanie pilotazowe

KONTEKST: W tym pilotazowym badaniu badano skuteczno$¢ konsorcjum probiotykéw (Lab4) w potgczeniu
z witaming C w profilaktyce zakazen drég oddechowych u dzieci uczeszczajgcych do placowek przedszkolnych.

PODMIOTY/METODY: W podwdjnie $lepym, randomizowanym, badaniu pilotazowym kontrolowanym placebo
z udziatem dzieci w wieku 3-6 lat, 57 uczestnikdw otrzymywato 1.25 x 10%° jednostek tworzgcych kolonie Lactobacillus
acidophilus CUL21 (NCIMB 30156), Lactobacillus acidophilus CUL60 (NCIMB 30157), Bifidobacterium bifidum CUL20
(NCIMB 30153) i Bifidobacterium animalis subsp. lactis CUL34 (NCIMB 30172) plus 50 mg witaminy C albo placebo
codziennie przez 6 miesiecy.

WYNIKI: Istotne zmniejszenie czestosci wystepowania infekcji gérnych drég oddechowych (URTI; 33%, P = 0,002),
liczby dni z objawami URTI ($rednia rdznica: -21,0, 95% przedziat ufnosci (Cl): -35,9, -6,0, P = 0,006) oraz czestosc¢
wystepowania nieobecnosci w przedszkolu (30%, P = 0,007) obserwowano w grupie aktywnej w poréwnaniu
z placebo. Liczba dni stosowania antybiotykow, lekéw przeciwbdlowych, lekdw na kaszel lub sprayéw do nosa byta
nizsza w grupie aktywnej i osiggneta istotnosc¢ dla stosowania lekdw na kaszel (Srednia réznica: -6,6, 95% Cl: -12,9, -0,3,
P = 0,040). Nie zaobserwowano istotnych réznic w wspétczynniku zapadalnosci lub czasie trwania infekcji dolnych drég
oddechowych ani w poziomach cytokin w osoczu, immunoglobuliny A w $linie lub metabolitéw w moczu.

WNIOSKI: Suplementacja kombinacjg probiotyku/witaminy C moze by¢ korzystna w zapobieganiu i zarzgdzaniu URTI.
European Journal of Clinical Nutrition (2015) 69, 373-379; d0i:10.1038/ejcn.2014.174; opublikowano online 10 wrze$nia 2014 r.

1. Wprowadzenie

Infekcje drog oddechowych (respiratory tract infection - rti) u dzieci stanowig znaczne obcigzenie dla stuzby zdrowia,
obejmujace nie tylko koszty bezposredniej opieki medycznej, ale takze koszty zwigzane z nieobecnoscig rodzicow
w pracy.! Dzieci uczeszczajgce do przedszkola sg trzykrotnie bardziej narazone na zakazenie niz te pozostajace
w domu, ze wzgledu na wysoki wskaznik transmisji w takich placéwkach.? RTI moze wystapi¢ w gérnych lub dolnych
drogach oddechowych, dotykajgc zatok, gardta, drog oddechowych lub ptuc. Antybiotyki s3 podawane w przypadku
zakazen bakteryjnych, ale ich stosowanie w przypadku zakazen wirusowych jest nieskuteczne i moze przyczyni¢ sie do
naduzywania antybiotykéw i wzrostu opornosci na nie.? Potrzebne sg alternatywne strategie zapobiegania RTI u dzieci
uczeszczajacych do przedszkola.*

Dowody wskazujg, ze suplementacja probiotykami moze zapobiega¢ zakazeniom gérnych drég oddechowych (URTI).?
Probiotyki definiuje sie jako ,zywe mikroorganizmy, ktére podane w odpowiedniej ilosci przynoszg gospodarzowi
korzyéci zdrowotne”.® Niektére badania z zastosowaniem samych probiotykdw u dzieci uczeszczajgcych do placéwek
przedszkolnych wykazaty znaczace zmniejszenie czestosci wystepowania i/lub czasu trwania URTI”*!, podczas gdy
w innych obserwowano niewielki efekt lub jego brak.!>!* Metaanaliza wynikéw suplementacji witaming C réwniez
sugeruje korzystny wptyw na czas trwania objawdw przeziebienia u dzieci.**

Podawanie Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 lub Lactobacillus reuteri F275 zapobiegato ciezkiemu RTI u zdrowych
myszy poprzez zmniejszenie ekspresji cytokin prozapalnych w btonie $luzowej uktadu oddechowego,®> a w komérkach
jednojgdrowych krwi obwodowej pobranych od zdrowych ludzi suplementowanych probiotykiem Lab4
zaobserwowano ,,przeciwzapalne wzbudzenie” odpornosci.'® Wykazano réwniez, ze witamina C hamuje odpowied?
cytokin prozapalnych w monocytach i limfocytach pobranych od zdrowych dorostych,'” ale do tej pory zadne badania
nie badaty wptywu potgczenia probiotyku i witaminy C na RTI u dzieci w wieku przedszkolnym. Celem tego badania
byto zbadanie wptywu konsorcjum probiotykéw w potgczeniu z witaming C zaréwno na czesto$¢ wystepowania, jak
i czas trwania RTI oraz ocena wszelkich zwigzanych z tym zmian immunologicznych i metabolicznych u dzieci.
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2. Materiaty i metody

Uczestnicy

Do badania przyjeto 69 zdrowych dzieci (3-6 lat) uczeszczajgcych do przedszkola na Stowacji. Przed udziatem
w badaniu uzyskano pisemna $wiadoma zgode od rodzicéw lub opiekunéw prawnych. Dzieci zostaty wykluczone jesli
przyjmowaty leki lub produkty immunostymulujgce lub jakgkolwiek forme probiotyku przed lub w czasie rekrutacji lub
jesli byly wrazliwe na ksylitol/sorbitol. Zadne z dzieci nie otrzymato szczepionki przeciwko grypie w okresie badania.

Projekt badania i interwencja

Przeprowadzono podwdjnie zaslepione, randomizowane, kontrolowane placebo badanie. Protokét zostat
zatwierdzony przez Komitet Etyczny Wydziatu Opieki Zdrowotnej i Farmacji Ludzkiej, Trnava, Stowacja (16/09/2010)
i zarejestrowany w Current Controlled Trials (ISRCTN28722693). W trakcie 6-miesiecznego okresu badania
interwencyjnego dzieci otrzymywaty codziennie albo jedng tabletke do Zucia zawierajgca konsorcjum probiotyczne
Lab4 sktadajace sie z dwdch szczepdw Lactobacillus acidophilus CUL21 (NCIMB 30156) i CUL60 (NCIMB 30157),
Bifidobacterium bifidum CUL20 (NCIMB 30153) i Bifidobacterium animalis subsp. lactis CUL34 (NCIMB 30172) w facznej
ilosci 1,25 x 10 jednostek tworzgcych kolonie (Lactobacillus sp. 1 x 10 i Bifidobacterium sp. 0,25 x 10*° ) oraz 50 mg
witaminy C na podtozu ksylitolu lub identycznie wygladajacej tabletki placebo zawierajacej ksylitol (Cultech Ltd, Port
Talbot, Wielka Brytania). Zgodno$¢ z przepisami byta oceniana poprzez monitorowanie ilosci zwréconych tabletek.

Gromadzenie danych

Dzieci zostaty zbadane przez lekarza pediatre i zapisano informacje ogdlne, w tym historie alergii. Masa ciata i wzrost
byty mierzone przy uzyciu cyfrowej stacji wazgco-pomiarowej z automatycznym obliczaniem wskaznika masy ciata
(kg/m?, SECA 764, SECA Deutschland, Hamburg, Niemcy). Dwunastogodzinne prébki krwi zylnej na czczo zostaty
zebrane do probdwek z EDTA-vacutainer, a osocze zostato wyekstrahowane przez wirowanie (1200 g, 10 min) przed
przechowywaniem w temperaturze -80 °C. Probki moczu byly zbierane z pierwszego porannego oddania moczu
i przechowywane w temperaturze -80 °C przed analiza 'H magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR). Przed
zebraniem S$liny dzieci wyptukaty usta zimng wodg, a $lina zostata zebrana do plastikowych probdowek
i przechowywana w temperaturze -20°C. Rodzice/opiekunowie wypetniali tygodniowe dzienniczki objawéw
monitorujgce temperature, katar, bdl gardta, kaszel, swiszczacy oddech w klatce piersiowej, bdl ucha, biegunke,
wymioty, bdle brzucha, nieobecnos¢ w przedszkolu, recepty na antybiotyki, wizyty lekarskie, hospitalizacje i wszelkie
leki przyjmowane w okresie interwencji. Na poczatku i na korcu badania wypetniali opracowany przez dietetyka
kwestionariusz nawykéw zywieniowych i wzoru aktywnosci fizycznej sktadajgcy sie z 3 pytan dotyczacych wzorow
positkdw i napojéw, 12 pytan dotyczgcych spozycia réznych pokarméw i 3 pytan odnoszgcych sie do aktywnosci
fizycznej. Kwestionariusze zostaty ocenione przy uzyciu systemu punktowego, a sumaryczne wyniki na poczatku
i po zakonczeniu badania zostaty poréwnane.

W okresie interwencji dzieci byty badane przez lekarza pediatre podczas zaplanowanych wizyt w 2, 4 i 6 miesigcu lub
podczas nieplanowanych wizyt wynikajacych z URTI, LRTI lub innej choroby. W wieku 6 miesiecy pobrano krew, mocz
i Sline. Nie wszystkie dzieci dostarczyty prébki sliny lub krwi w dniach pobierania, co zmniejszyto liczebnos¢ grupy
aktywnej i placebo.

Pomiar poziomu cytokin w osoczu

Kwantyfikacje interferonu-y (IFN-y), interleukiny (IL)-10, IL-12p70, IL-13, IL-1PB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-8 oraz czynnika
martwicy nowotworow-a (TNF-a) przeprowadzono przy uzyciu tablicy elektrochemiluminescencji MULTI-SPOT
(technologia MSD) zgodnie z protokotem producenta (CBS, Cardiff University, Cardiff, UK).
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Pomiar catkowitej immunoglobuliny A (IgA) w slinie

Prébki sliny odwirowywano przy 800 g przez 15 minut, a poziom IgA oznaczano testem immunoenzymatycznym
(E80-102, Bethyl Laboratories, Montgomery, AL, USA).

Analiza spektroskopowa 1H NMR prébek moczu

Probki moczu rozmrazano w temperaturze pokojowej, wirowano przez 10 s i odwirowywano przy 10 000 g przez
10 min, a supernatant przenoszono do 96-dotkowej ptytki i przy uzyciu systemu robotycznego (Bruker, Rheinstetten,
Niemcy). W sumie 540 pl prébki moczu zmieszano z 60 pl 1,5 M buforu fosforanu potasu w D, O, pH = 7,4, 0,1% soli
sodowej kwasu 3-(trimetylosilil)-[2,2,3,3-2 Hs ] propionowego (TSP) oraz 2 mM azydku sodu i przeniesiono do
probéwki NMR. Widma H NMR uzyskano przy uzyciu spektrometru Bruker 600 MHz (BrukerGermany) przy
czestotliwosci roboczej ' H wynoszacej 600,13 MHz w temperaturze 300 K. Standardowa sekwencja impulséw NMR
(recycle delay-90°-t; -90°-t,, -90°-acquisition) dostarczyta standardowych jednowymiarowych danych spektralnych
IH NMR (t; wynosit 3 ms, a tm (czas mieszania) wynosit 10 ms). Ttumienie piku wody uzyskano stosujgc selektywne
napromieniowanie podczas opdznienia cyklu 4 s i t. Impuls o kacie 90 stopni dostosowano do 10 ps. tacznie 32 skany
zostaty zebrane w 64 k punktéw danych o szerokosci spektralnej 20 p.p.m.

Rycina 1. Schemat rekrutacji uczestnikéw.

69 DZIECI RANDOMIZOWANYCH

N

GRUPA PLACEBO GRUPA AKTYWNA
(n=35) (n=34)
Wycofane z badania Wycofane z badania
Reakcje niepozgdane (n = 1) Powod nieznany (n = 1)
Powdd nieznany (n =1)

| |

ANALIZA INTENTION TO TREAT ANALIZA INTENTION TO TREAT
(n=33) (n=33)
Rezygnacja z badania Rezygn.acja.z badania
Reakcje niepozadane (n = 1) Choroby niepowigzane (n=1)

Powdd nieznany (n = 1)

Osoby wytaczone z badania
Terapia nieautoryzowana (n = 3)

| |

ANALIZA PER PROTOCOL ANALIZA PER PROTOCOL
(n=29) (n=28)

Osoby wytaczone z badania
Terapia nieautoryzowana (n = 3)

Randomizacja

Kwalifikujgcy sie uczestnicy zostali przydzieleni w stosunku 1:1 do dwéch ramion badania zgodnie
z wygenerowang komputerowo sekwencjg losowa przy uzyciu randomizacji blokowej z wielkoscig bloku wynoszaca
cztery. Randomizacja zostata przeprowadzona przez statystyka badania, ktdry nie miat kontaktu z uczestnikami.
Uczestnicy byli zapisywani i przydzielani kolejno do interwencji przez lekarza pediatre. Sekwencja przydziatu nie byta
dostepna dla zadnego cztonka zespotu badawczego, dopdki bazy danych nie zostaty wypetnione i zablokowane.
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Srodki dotyczqce punktéw koricowych

Pierwotnymi miarami punktu koricowego byta czesto$¢ wystepowania i czas trwania URTI i infekcji dolnych drég
oddechowych (LRTI), nieobecnos¢ w przedszkolu i liczba wizyt w centrum pediatrycznym z powodu RTI. Objawy URTI
obejmowaty kichanie, bdl gardta, kaszel, katar i zatkany nos. Kazdy odrebny epizod byt okresem czasu (w dniach)
obejmujacym ciggte wystepowanie objawdéw, oddzielonych od innego epizodu o minimum 24 godziny. LRTI byt
potwierdzony przez lekarza pediatre, a czas trwania LRTI byt liczbg dni pomiedzy potwierdzonym przez lekarza
poczatkiem i brakiem objawdéw. Drugorzedowymi punktami koricowymi byly zmiany w cytokinach osocza, Slinie IgA
i metabolitach moczu. Wskazniki zgtaszane przez rodzicéw obejmowaty biegunke (> 3 luzne stolce w ciggu 24 godzin),
wymioty i béle brzucha.

Zarzqdzanie danymi i ich analiza

Jako badanie pilotazowe nie przeprowadzono formalnego obliczenia wielkosci préby. Dla analizy pierwszorzedowego
punktu koricowego obliczono wspétczynnik zapadalnosci (liczba epizodéw podzielona przez liczbe dni w badaniu) oraz
$rednig roznice w czasie trwania URTI i LRTI, nieobecnosci w przedszkolu i liczbe wizyt w osrodku pediatrycznym
z powodu RTI w okresie interwencji wraz z 95% przedziatami ufnosci (Cl) przy uzyciu uogdlnionego modelu liniowego
(GLM), ktoéry uwzgledniat leczenie jako pojedynczy predyktor. Wtdrne immunologiczne punkty koricowe analizowano
podobnie. Do analizy GLM ciggtego punktu korcowego, takiego jak czas trwania URTI i LRTI, zastosowano rozktad
normalny i funkcje powigzania tozsamosci. Do analizy GLM nawrotéw zdarzen (takich jak liczba epizodéw objawéw
URTI) wykorzystano rozktad Poissona i funkcje powigzania logarytmicznego. Analizy post-hoc skorygowane
o kowariancje w ramach GLM przeprowadzono dla pierwszorzedowych punktéw koricowych z leczeniem jako zmienng
badang oraz osrodkiem, wiekiem, pfcig i wskaznikiem masy ciata jako zmiennymi. Analize podgrup przeprowadzono
wedtug pfci. Zmienne ciggte podsumowano za pomocy liczby obserwacji, sredniej (s.d.), natomiast zmienne
kategoryczne podsumowano za pomocag liczby i odsetka zdarzen.

Analize punktow koricowych przeprowadzono w analizie per protocol (PP) oraz w zmodyfikowanej populacji intention-
to-treat (ITT) z wytgczeniem uczestnikow, ktérzy wycofali sie z badania krotko po randomizacji. Analize danych
z kwestionariusza nawykdéw zywieniowych i éwiczen fizycznych przeprowadzono przy uzyciu modelu GLM, z leczeniem
jako zmienng badang i pomiarem wyjsciowym jako kowariantem. Analize danych przeprowadzono przy uzyciu
programu SAS w wersji 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Analiza danych 1H NMR

Automatyczne fazowanie, korekcja linii bazowej i odniesienie do sygnatu TSP przy 61H 0,00 zostaty wykonane na
widmach moczu 1H NMR. Przetworzone dane widmowe NMR (61H 0,25-10) importowano do programu MATLAB
(R2012a, 7.14.0.739, MathWorks) i digitalizowano na 20 k punktéw danych z rozdzielczoscig 0,0005 p.p.m. przy uzyciu
skryptu MATLAB opracowanego w ramach Sekcji Medycyny Obliczeniowej i Systemowej. Region piku wody (61H 4.7-
4.9) zostat usuniety ze wzgledu na nieuporzgdkowany ksztatt piku spowodowany ttumieniem wody. Dodatkowo,
zmiany intensywnosci sygnatu mocznika (61H 5.4-6.1) mogg by¢ spowodowane wymiang chemiczng
z rozpuszczalnikiem, dlatego region ten zostat réwniez usuniety. Na pozostatych danych spektralnych przeprowadzono
probabilistyczng normalizacje ilorazowg w celu uwzglednienia rozcienczenia ztozonych mieszanin biologicznych.
Analiza sktadowych gtéwnych i ortogonalna analiza dyskryminacyjna metodg czesciowych najmniejszych kwadratow
zostaty przeprowadzone na danych skalowanych z wariancjg jednostkowg w oprogramowaniu THE SIMCA (P+13.0)
i MATLAB. W celu skorelowania danych metabolicznych z pomiarami cytokin przeprowadzono ortogonalne analizy
regresji czesciowych najmniejszych kwadratow.

3. Wyniki

Rekrutacja i charakterystyka podstawowa

69 dzieci zostato zapisanych miedzy pazdziernikiem 2010 a marcem 2011; 35 do grupy placebo i 34 do aktywnej. Troje
dzieci nie dostarczyto zadnych zapisow i wycofato sie z badania. Dziewie¢ dzieci zostato wykluczonych z analizy PP;
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szes$¢ z powodu nieautoryzowanego stosowania leczenia i trzy z powodu nieukoriczenia okresu obserwacji (Rycina 1).
Jak wida¢ w Tabeli 1, dane wyjsciowe dla obu grup wydajg sie poréwnywalne. Kohorta skfada sie z 16 dziewczynek
i 17 chtopcéw na grupe, a Sredni wiek wynosi 5 lat. W sumie 12% dzieci w grupie placebo i 6% w grupie aktywnej
miato choroby atopowe.

Pierwotne punkty koricowe

Stwierdzono istotne skrécenie czasu trwania catkowitych objawéw URTI (dni) w grupie aktywnej w poréwnaniu
z placebo (analiza PP; $rednia réznica: -21,0, 95% Cl: -35,9, -6,0, P = 0,006, analiza ITT; Srednia rdznica: -17,9, 95%
Cl: -31,6, -4,2, P = 0,011; Tabela 2). Wskaznik czestosci wystepowania objawéw URTI w grupie aktywnej wynosit
0,0196 w poréwnaniu z 0,0293 w grupie placebo (redukcja o 33%, 95% ClI w redukcji: 14%, -48%, P = 0,002, analiza PP;
Tabela 3). Podobny wynik zaobserwowano, gdy przeprowadzono analize ITT.

W sumie 35,7% dzieci w grupie aktywnej doswiadczyto > 3 réznych objawéw URTI na epizod URTI w poréwnaniu
z 51,7% dzieci w grupie placebo (réznica ryzyka: 16%, 95% Cl: -9,4%, 41,4%, P = 0,217, analiza PP). Nie byto istotnych
réznic w czasie trwania lub wspdtczynniku zapadalnosci na LRTI (Tabela 4).

Czestos¢ wystepowania nieobecnosci w przedszkolu w grupie aktywnej wynosita 0,0198; o 30% mniej niz w grupie
placebo (0,0282, P = 0,007, analiza PP), a w grupie aktywnej w poréwnaniu z grupg placebo wystgpit trend w kierunku
istotnosci dla liczby dni nieobecnosci w przedszkolu i liczby wizyt u lekarza pediatry z powodu objawéw URTI
(odpowiednio P = 0,070 i P = 0,082, Tabela 2, analiza PP). Nie zaobserwowano istotnych réznic w liczbie dni
nieobecnosci w przedszkolu lub wizyt u lekarza z powodu LRTI, a w trakcie trwania badania nie byto hospitalizacji
z powodu RTI. Wyniki z analizy post-hoc skorygowanej o kowariancje sg podobne do wynikdow z analizy
nieskorygowanej (Supplementary Tables S3-S5).

Tabela 1. Podstawowe dane demograficzne

Placebo Grupa aktywna Wszystkie
(N=33) (N=33) (N =66)
Ptec (n)
Dziewczyny 16 16 32
Chtopcy 17 17 34
Wiek (lata)? 5.0(0.7) 4.9 (0.8) 5.0(0.9)
Dziewczyny 49 (0.8) 4.8 (0.9) 4.8 (0.8)
Chtopcy 5.2 (0.6) 5.0(0.8) 5.1(0.7)
BMiI (kg/m? ) 15.6 (2.5) 15.5(2.2) 15.5(2.3)
Dziewczyny 15.3(2.0) 15.8 (2.4) 15.5(2.2)
Chtopcy 15.9(2.9) 15.2 (2.0) 15.5(2.5)
Osrodek, n (%)
Osrodek 1 21 (63.6) 21 (63.6) 42 (63.6)
Osrodek 2 6(18.2) 6 (18.2) 12 (18.2)
Osrodek 3 6(18.2) 6 (18.2) 12 (18.2)
Egzema, n (%) 5(15.2) 2 (6.1) 7 (10.6)
Choroba atopowa,’ n (%) 4(12.1) 2(6.1) 6(9.1)
Alergia pokarmowa, n (%) 3(9.1) 0(0) 3(4.5)
Celiakia, n (%) 0(0) 1(3.0) 1(1.5)
Skréty: BMI, wskaznik masy ciata.
aDane przedstawiono jako Srednie (s.d.), analiza intention to treat.
b Alergiczny niezyt nosa, egzema atopowa lub astma.
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Tabela 2. Czas trwania objawdéw URTI, absencja i wizyty u lekarza pediatry

Analiza PP Analiza ITT
Placebo (N =29) | Grupa aktywna | Placebo (N =33) | Grupa aktywna
(N =28) (N =33)
Objawy URTI
Srednia (s.d.), dni 43.1(35.4) | 22.1(21.0) 41.5 (34.5) \ 23.5(21.8)
Srednia réznica (95% Cl) -21.0(-35.9, -6.0) 17.9 (-31.6,-4.2)
Wartos¢ P 0.006 0.011
Indywidualne objawy URTI
Kichanie
$rednia (s.d.), dni 90.6(148) | 2340 9.0(141) | 3.8(86)
Srednia réznica (95% Cl) -7.4 (-12.9, -1.8) -5.1(-10.7, 0.4)
Wartos¢ P 0.010 0.069
Kaszel
Srednia (s.d.), dni 23.5(20.3) | 11.9(10.1) 22.3(19.8) ‘ 14.3 (14.4)
Srednia réznica (95% Cl) -11.6 (-19.8, -3.4) -7.9(-16.2, 0.3)
Wartos¢ P 0.006 0.058
katar
$rednia (s.d.), dni 214(255) | 115(15.6) 19.8(246) | 123(15.8)
Srednia réznica (95% Cl) -10.0 (-20.8, 0.9) -7.4(-17.2,2.4)
Wartos¢ P 0.072 0.138
Zatkany nos
$rednia (s.d.), dni 98(238) | 49(78 104(23.0) | 54(84)
Srednia réznica (95% Cl) -5.0(-14.1,4.1) -5.0(-13.2, 3.2)
Wartos¢ P 0.285 0.230
bol gardta
$rednia (s.d.), dni 28(42) | 19027 32(43) | 1.8(26)
Srednia réznica (95% Cl) -0.9 (-2.7,0.9) -1.4 (-3.1,0.3)
Wartos¢ P 0.332 0.010
Nieobecnosé, wizyty lekarskie
Nieobecnos¢ w przedszkolu z
powodu URTI
$rednia (s.d.), dni 142(184) | 75(80) 139(177) |  7.7(86)
Srednia réznica (95% Cl) -6.7 (-14.0, 0.5) -6.1(-12.8,0.5)
Wartos¢ P 0.070 0.069
Liczba wizyt lekarskich z powodu
URTI
Srednia (s.d.) 2.9 (3.1) 1.6 (2.2) 2.8(3.0) 1.8 (2.4)
Srednia réznica (95% Cl) -1.2(-2.6,0.2) -0.9(-2.2,0.4)
Wartos¢ P 0.082 0.164

Skroty: Cl, przedziat ufnosci; ITT, intention to treat; PP, per protocol; URTI, zakazenie gérnych drég oddechowych.
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Drugorzedne punkty koricowe

Nie byto istotnych réznic w poziomach cytokin w osoczu miedzy grupami, ale byty znaczace redukcje 1L-12p70, IL-13,
IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10 i TNF-a miedzy wartoscig wyjsciowq a 6 miesigcami (dane nie pokazane). Poziomy IFN-y
i IL-2/1L-5 byty znaczgco obnizone w grupie aktywnej po 6 miesigcach (IFN-y; P = 0,035, $rednia réznica: -3,1; 95%
Cl: -6,0, -0,2 oraz IL-2/IL-5; P = 0,023; srednia rdznica: -0,2; 95% Cl: -0,5, -0,04, analiza PP), ale nie dla grupy placebo.
Nie byto istotnych réznic w poziomach IgA pomiedzy grupami (P = 0,438; $rednia rdznica: 31,2; 95% Cl: -50,3, 112,8,
analiza PP).

Wykresy wynikéw analizy skfadowych gtéwnych moczu profili metabolicznych, w tym wartosci odstajacych,
przedstawiono na Rycinie 2, ale nie zaobserwowano istotnych zmian z lub bez wartosci odstajacych. Ortogonalne
analizy regresji czeSciowych najmniejszych kwadratow zostaty wykorzystane do statystycznej korelacji profili
metabolicznych z mierzonymi poziomami cytokin, ale nie uzyskano znaczacej korelacji. Zestaw reprezentatywnych
widm *H NMR przedstawiono na rysunku uzupetniajgcym S1.

Dodatkowe parametry, stosowanie antybiotykéw i innych lekdw Nie byto istotnych réznic w czestosci wystepowania
ani liczbie dni z bdélem ucha, $wiszczacym oddechem w klatce piersiowej, temperaturg >37°C, bdélem brzucha,
wymiotami lub biegunka pomiedzy grupami. Obserwowana liczba dni stosowania antybiotykéw, lekéw
przeciwbdlowych, lekdw na kaszel, aerozolu/kropli do nosa lub lekéw przeciwhistaminowych byfa nizsza w grupie
aktywnej w poréwnaniu z placebo i bytfa istotna dla stosowania lekdw na kaszel ($rednia réznica: -6,6, 95% Cl: -12,9,
-0,3, P = 0,040, analiza PP). Siedem z 29 dzieci (24,1%) otrzymato doustne antybiotyki w grupie placebo w poréwnaniu
z 4 z 28 dzieci (14,3%) w grupie aktywnej (P = 0,356, analiza PP). W trakcie trwania badania nie byto hospitalizac;ji
z powodu RTI.

Analiza podgrup ze wzgledu na pteé

Znaczgce zmniejszenie liczby dni z objawami URTI zaobserwowano u chtopcéw (P = 0,024; srednia réznica: -25,6; 95%
Cl: -47,7, -3,4, analiza PP) w poréwnaniu z grupami dziewczat (P = 0,084; Srednia rdznica: -17,6; 95% Cl: -37,5, 2,4,
analiza PP) (Tabela uzupetniajgca S1). Nie zaobserwowano istotnych rdznic w czasie trwania lub czestosci
wystepowania objawdw LRTI miedzy ptciami (Tabela uzupetniajgca S2).

Znaczgce spadki lub trendy w kierunku istotnosci zaobserwowano w IL-12p70 (P = 0,060, 95% Cl: -0,6, 0,0),
IL-12p70/IL-10 (P = 0,025, 95% Cl: -0,3, -0.02), IL-12p70/IL-5 (P = 0,032, 95% Cl: -2,0, -0,1) i IL-2/IL-10 (P = 0,025, 95%
Cl: -0,3, -0,02) u chtopcow z grupy aktywnej w pordwnaniu z placebo (analiza PP). W grupie dziewczat nie
zaobserwowano istotnych zmian w parametrach immunologicznych.

Tabela 3. Czestos¢ wystepowania objawdw URTI i ich brak

Analiza PP Analiza ITT
Wspofczynnik zapadalnosci  Wartos¢ P Wspotczynnik zapadalnosci  Wartos¢ P
(95% Cl) (95% Cl)
Objawy URTI 0.67 (0.52, 0.86) 0.002 0.68 (0.54, 0.86) 0.002
Indywidualne objawy URTI
Kichanie 0.29 (0.19, 0.47) <0.001 0.35(0.23,0.53) <0.001
Kaszel 0.55 (0.40, 0.76) <0.001 0.60 (0.45, 0.81) 0.001
katar 0.64 (0.47,0.87) 0.005 0.66 (0.50, 0.89) 0.005
Zatkany nos 1.15(0.69, 1.91) 0.600 1.01 (0.64, 1.59) 0.966
bol gardta 0.70(0.39, 1.26) 0.235 0.63 (0.37, 1.08) 0.095
Nieobecnos¢
Nieobecnos¢ w przedszkolu 0.70 (0.55, 0.91) 0.007 0.68 (0.54, 0.87) 0.002

Skroty: Cl, przedziat ufnosci; ITT, intention to treat; PP, per protocol; URTI, zakazenie gérnych drég oddechowych.
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Tabela 4. Czas trwania i czestos¢ wystepowania LRTI potwierdzonych przez lekarza pediatre

Analiza PP Analiza ITT
Placebo (N =29)  Grupa aktywna  Placebo (N =33) | Grupa aktywna
(N =28) (N=33)

Liczba dni
Srednia (s.d.), dni 1.0 (3.4) 0.5(1.8) 09(32) | 09(35)
Srednia réznica (95% Cl) -0.6 (-2.0, 0.8) 0.03 (-1.6, 1.6)
Wartos¢ P 0.425 0.970
Wspdtczynnik zapadalnosci (95% Cl) 0.5(0.1, 2.8) 1.0(0.2, 4.0)
Wartos¢ P 0.447 0.989

Skréty: Cl, przedziat ufnosci; ITT, do leczenia; LRTI, zakazenie dolnych drég oddechowych; PP, per protocol.

Zgodnosé, ocena diety, zdarzenia niepozqgdane

Srednia zgodnoéé¢ z produktem dla catej grupy wyniosta 90,8%. Nie zaobserwowano istotnych réznic w nawykach
zywieniowych i wzorcach aktywnosci fizycznej w okresie badania (P = 0,625). Dwoje dzieci otrzymujacych placebo
zgtosito bdl brzucha lub wymioty i wycofato sie z badania.

4. Omowienie

Dzieci suplementowane kombinacjg konsorcjum probiotykéw Lab4 i witaminy C przez 6 miesiecy uczeszczajgce do
placowek przedszkolnych wykazaty zmniejszong czestos¢ wystepowania i czas trwania objawdéw URTI. Badania
z zastosowaniem samych probiotykéw wykazaty zmienne wyniki w przypadku URTI, przy czym w niektérych
odnotowano znaczace zmniejszenie czestosci wystepowania i czasu trwania’ ' podczas gdy inne obserwowaty
niewielki lub zaden efekt.’>'3 Pozytywny wptyw na URTI odnotowano w odpowiedzi na Lactobacillus casei DN-114
001, Lactobacillus rhamnosus GG oraz dla Lactobacillus acidophilus NCFM samodzielnie lub w potaczeniu
z Bifidobacterium animalis sp lactis Bi-07 w dawkach od 10° do 10%° jednostek tworzacych kolonie dziennie’*! podczas
gdy istniejg ograniczone dowody sugerujgce, ze suplementacja niskg dawkg witaminy C (o 0,2 g dziennie) moze skrécié
czas trwania przeziebienia (omdéwione przez Hemila i in.*4). Konsorcjum probiotykéw w potgczeniu z multiwitaminami
i mineratami u dorostych wykazato 13,6% redukcje czestosci wystepowania potgczonych objawéw URTI i LRTI.*8 W tym
badaniu nie stwierdzono wptywu na LRTI lub objawy zotgdkowo-jelitowe, chociaz korzysci odnotowano w innych
miejscach.”/#1%:20

Dzieci otrzymujgce kombinacje Lab4/witamina C miaty mniej dni nieobecnosci w przedszkolu i nieplanowanych wizyt
u lekarza pediatry, co sugeruje, ze tgczna suplementacja moze zmniejszy¢ ciezkos¢ infekcji. Zmniejszenie nieobecnosci
w przedszkolu odnotowano w przypadku probiotykdw®™?° oraz kombinacji witaminy C (150 mg dziennie), echinacei
i propolisu.?’ Mniej dzieci otrzymujgcych suplement byfo leczonych doustnymi antybiotykami, podobnymi do tych,
ktére zaobserwowano w innych badaniach probiotykdw,®° i nastgpito znaczne zmniejszenie liczby dni, w ktérych
stosowano leki na kaszel, co podkresla potencjalne korzysci spoteczno-ekonomiczne zwigzane z suplementem
kombinowanym.

Metabonomia to nowe podejscie zapewniajgce systematyczng analize produktdw chemicznych lub metabolitow
w prébkach biologicznych, takich jak mocz, krew i kat, i jest uwazana za bardzo czufg miare fenotypu organizmu.?
W tym badaniu nie zaobserwowano zmian w profilach metabolitéw w moczu zdrowych dzieci w wieku przedszkolnym
pomiedzy grupa placebo i grupg aktywna. Gtdwne metabolity zidentyfikowane w danych spektralnych *H NMR
zgadzaly sie z tymi obserwowanymi u zdrowych dzieci.?
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Zaréwno probiotyki, jak i witamina C sg znane z modulowania uktadu odpornosciowego,?®** i kombinacja ta
prawdopodobnie posredniczy w odpowiedzi poprzez immunomodulacje, chociaz brak istotnych zmian w poziomie
cytokin pomiedzy grupg aktywng i placebo w naszym badaniu moze sugerowac istnienie alternatywnego mechanizmu.
Chociaz nie byto istotnych réznic w poziomie IgA w $linie pomiedzy grupg aktywng a placebo, Céceres i in.*
zaobserwowali zwiekszony poziom IgA w kale u dzieci suplementowanych Lactobacillus rhamnosus HNOO1, ale nie byli
w stanie powigzac tego z jakgkolwiek poprawg objawdéw URTI. Tendencja do obnizenia poziomu IL-2/IL-5 i IFN-y moze
sugerowal przesuniecie w kierunku stanu przeciwzapalnego w grupie suplementowanej i jest to zgodne ze
zdolnosciami zaréwno konsorcjum Lab4, jak i witaminy C do indukowania odpowiedzi przeciwzapalnej w komdrkach
odpornoéciowych pobranych z krwi 0séb zdrowych.1®%?
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Rycina 2. Gérne wykresy ilustrujg wykresy wynikéw PCA uzyskane z widm 'H NMR prébek moczu pobranych od dzieci
na poziomie podstawowym (czarny) i po 6 miesigcach interwencji (szary) w analizach per protocol (PP) i intention to
treat (ITT), odpowiednio. Otwarte trojkqty dla dziewczgt z grupy placebo; zamkniete tréjkqgty dla dziewczgt z grupy
aktywnej; otwarte kota dla chtopcow z grupy placebo; zamkniete kota dla chtopcow z grupy aktywnej. Obserwuje sie
szesc¢ silnych wartosci odstajgcych, a ich widma NMR sq pokazane w panelach a-d. Wartos¢ odstajgca (a) zawiera
wysokie stezenie D-3-hydroksymaslanu. Wartos¢ odstajgca (b) wynika z ekstremalnego rozciericzenia probki. Wartosc
odstajgca (c) pokazuje zestaw nieznanych singletow przy 0,54, 0,43 | 1,62 p.p.m. Grupa (d) wykazuje sygnaty
acetaminofenu i jego metabolitow.
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Analiza podgrup naszej populacji na podstawie ptci ujawnita zmniejszone objawy URTI u chtopcéw, ktére odpowiadaty
zmniejszonym poziomom osoczowym IL-12p70, IL-12p70/IL-10, IL-2/IL-10 i IL-12/IL-5, wskazujagc na bardziej
przeciwzapalny podstawowy status immunologiczny. Pozytywny wptyw zaréwno probiotykéw, jak i witaminy C na RTI
zaobserwowano u dorastajacych i dorostych mezczyzn, %7 i wiadomo, ze geny immunomodulacyjne specyficzne dla

chromosomu X posrednicza w meskich odpowiedziach immunologicznych w okresie prepubescencji.?®

Poniewaz byto to badanie pilotazowe z matg liczbg uczestnikéw, nie miato ono mocy pozwalajgcej na wykrycie
wszystkich statystycznie istotnych réznic, a brak checi oddania krwi lub $liny zmniejszyt liczebno$¢ préby dla analizy
drugorzedowego punktu korcowego. W badaniu tym nie oceniano réowniez wptywu interwencji w momencie
wystgpienia zakazenia.

5. Wnioski

Suplementacja konsorcjum probiotycznego sktadajacego sie z L. acidophilus CUL21 i CUL60, Bifidobacterium bifidum
CUL20, Bifidobacterium animalis subsp. lactis CUL34 oraz witaminy C moze stanowi¢ strategie redukcji czestosci
wystepowania URTI u dzieci 3-6-letnich uczeszczajacych do placéwek przedszkolnych. Wyniki te sg zachecajace
i wymagaja potwierdzenia w wiekszej populacji badawcze;j.

Konflikt intereséw

Badanie byto sponsorowane przez Cultech Ltd, UK. IG, DRM i SFP sg pracownikami Cultech Ltd i nie mieli udziatu
w rekrutacji, zbieraniu danych i analizie. Pozostali autorzy nie deklarujg konfliktu interesow.

Podziekowania

Dziekujemy J Karacsony MD, P Lukdcs MD, G Migkejova MD, A Zemberova MD, L' Chandogova, D Opalena, A Kissova,
B Rasdova, K Farkasova, L Zamecnikova i M Lengyelova za doskonata pomoc kliniczng i techniczng oraz wszystkim
dzieciom i rodzicom, ktérzy uczestniczyli w badaniu.

Wktad autorow

IG i JM byli odpowiedzialni za projekt badania, interpretacje danych po analizie statystycznej i napisanie manuskryptu;
ZN byt odpowiedzialny za rekrutacje, ocene kliniczng i zbieranie danych; JL byt odpowiedzialny za analize metabolitéw,
interpretacje danych i napisanie sekcji metabonomicznych; ZO przyczynit sie do zbierania danych; DRM przyczynit sie
do interpretacji danych immunologicznych; DW przeprowadzit analize statystyczng; a SFP i ZD przyczynili sie do
projektu badania, dokumentéw komisji etycznej i koordynacji badania. Wszyscy autorzy pomagali w recenzowaniu
manuskryptu i zatwierdzili ostateczny manuskrypt.
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