Probiotyki z witaming C w profilaktyce objawow goérnych drog
oddechowych u dzieci w wieku 3-10 lat: randomizowane badanie
kontrolowane

Streszczenie

W podwdjnie Slepym, randomizowanym, réwnolegtym, kontrolowanym placebo badaniu zdrowe dzieci w wieku
szkolnym 3-10 lat otrzymywaty codziennie przez 6 miesiecy suplement oparty na probiotykach, aby oceni¢ wptyw na
wystepowanie i czas trwania objawdw infekcji gérnych drég oddechowych (URTI). Interwencja obejmowata probiotyk
Lab4 (Lactobacillus acidophilus CUL21 i CUL60, Bifidobacterium bifidum CUL20 i Bifidobacterium animalis subsp. lactis
CUL34) wilosci 12,5 miliarda jtk/dzier plus 50 mg witaminy C lub dopasowane placebo. Do analizy wigczono 171 dzieci
(85 w grupie placebo i 86 w grupie aktywnej). Czestos¢ wystepowania kaszlu byta o 16% (P=0,0300) istotnie nizsza
u dzieci otrzymujacych aktywnga interwencje w poréwnaniu z placebo. Nie stwierdzono istotnych réznic w czestosci
wystepowania innych objawdéw URTI. Istniato znaczaco nizsze ryzyko wystgpienia pieciu réznych objawoéw zwigzanych
z URTI w ciggu jednego dnia faworyzujace grupe aktywng (wspotczynnik ryzyka: 0.31, 95% przedziat ufnosci: 0.12,
0.81, P=0.0163). Absencja w szkole i stosowanie antybiotykdw byto réwniez znaczaco zmniejszone dla 0séb z grupy
aktywne] (odpowiednio -16%, P=0.0060 i -27%, P=0.0203). Nasze wyniki wskazujg, ze szesciomiesieczna codzienna
suplementacja kombinacjg probiotyku Lab4 i witaminy C zmniejsza czestos¢ wystepowania kaszlu, absencji w szkole
i stosowania antybiotykdéw u dzieci w wieku od 3 do 10 lat.

Stowa kluczowe: kaszel, szkota, lactobacilli, bifidobacteria, witamina C

1. Wstep

Znaczenie zwigzku miedzy mikrobiomem jelitowym a rozwojem uktadu odpornosciowego jest dobrze rozpoznane
(zheng i in., 2020) i istniejg dowody wskazujgce na dwustronng komunikacje miedzy mikrobiotg jelitowg a ptucami
(Angurana i Bansal, 2020). Probiotyki wykazaty aktywno$¢ przeciwwirusowg wobec powszechnych wiruséow uktadu
oddechowego, w tym grypy, rinowirusa, oddechowego wirusa syncytialnego i koronawirusa, a ich rola w zarzadzaniu
COVID-19 zyskuje uwage (Baud i in., 2020; d'Ettorre i in., 2020; Tiwari i in., 2020). W badaniu prognostycznym
oszacowano, ze suplementacja probiotykami catej populacji USA mogtaby zapobiec nawet 54,5 min dni chorobowych
z infekcjg drog oddechowych, 4,2 min opuszczonych dni pracy, wydatkom w wysokosci ponad miliarda dolaréw
i nawet 2,2 min recept na antybiotyki rocznie (Lenoir-Wijnkoop i in., 2019).

Zakazenia gornych drég oddechowych (URTI) sg w wiekszosci wirusowe i stanowig okoto 90% wszystkich zakazen
uktadu oddechowego (Marengo i in.,, 2017). Dzieci sg szczegdlnie podatne ze wzgledu na niedojrzatosé
immunologiczng (Feleszko i in., 2019) i istnieje coraz wiecej dowoddw sugerujacych, ze codzienna suplementacja
probiotykami lub witaming C moze odgrywac role w zarzadzaniu URTI u dzieci (Emre i in., 2020; Hao i in., 2015; Hemila
i Chalker, 2013; King i in., 2014; Vorilhon i in., 2019). Nasze wtasne badanie pilotazowe z udziatem matych dzieci (3 do
6 lat) podkreslito potencjalne korzysci z 6-miesiecznej codziennej suplementacji probiotykami Lab4 plus 50 mg
witaminy C (Garaiova i in., 2015). Celem tego badania byto zbadanie wptywu tej samej interwencji opartej na
probiotykach na zapobieganie objawom gérnych drég oddechowych w szerszej populacji dzieci szkolnych w wieku od
3do 10lat.

2. Materialy i metody
Projekt i zatwierdzenie badania

Byto to eksploracyjne, wieloosrodkowe, podwdjnie zaslepione, randomizowane, réwnolegte badanie grupowe,
kontrolowane placebo (PROCHILD-2). Badanie przeprowadzono zgodnie z zasadami Deklaracji Helsinskiej, a protokot
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zostat zatwierdzony przez Komitet Etyczny regionu samorzgdowego Bratystawy, Stowacja (Ref: 07878/2016-HF).
Badanie zostato zarejestrowane w rejestrze ISRCTN (ISRCTN26587549).

Populacja badana, rekrutacja i randomizacja

tacznie 234 dzieci (w wieku 3-10 lat) zostato zrekrutowanych z czterech pediatrycznych osrodkéw zdrowia/praktyk
ogdlnych na Stowacji. Rekrutacja rozpoczeta sie w grudniu 2016 roku i trwata do marca 2017 roku (n=90), nastepnie
zostata wstrzymana w okresie pdznej wiosny i sezonu letniego, ponownie rozpoczeta w pazdzierniku 2017 roku
i trwata do marca 2018 roku (n=144). Lekarze pediatrzy rekrutowali dzieci albo podczas rutynowych wizyt
profilaktycznych w uczestniczacym osrodku badawczym, albo poprzez ogtoszenia plakatowe wyswietlane
w poczekalniach osrodkéw badawczych. Dzieci zostaty wykluczone, jesli nie uczeszczaty do szkoty, byty chore lub
otrzymywaty antybiotyki w czasie rekrutacji, regularnie otrzymywaty produkty probiotyczne lub jakiekolwiek leki
stymulujgce uktad odpornosciowy; jesli byty wrazliwe na ksylitol/sorbitol. Zadne z dzieci nie otrzymato szczepionki
przeciwko grypie przed lub w trakcie trwania badania. Przed udziatem w badaniu uzyskano pisemng s$wiadoma zgode
od rodzicéw lub opiekunéw prawnych. Kwalifikujgce sie dzieci zostaty kolejno przydzielone do badania przez lekarza
pediatre i przydzielone w stosunku 1:1 do jednego z dwéch ramion badania zgodnie z wygenerowang komputerowo
sekwencjg losowa przy uzyciu randomizacji blokowej o wielkosci bloku czterech i stratyfikacji wedtug osrodka.
Randomizacja zostata przeprowadzona przez niezaleinego statystyka, ktéry nie miat kontaktu z uczestnikami.
Sekwencja przydziatu nie byta dostepna dla zadnego cztonka zespotu badawczego, dopdki bazy danych nie zostaty
wypetnione i zablokowane.

Interwencja badawcza

Dzieci otrzymywaty codziennie jednga tabletke do zucia zawierajgcy Lactobacillus acidophilus CUL21 (NCIMB 30156)
i CUL60 (NCIMB 30157), Bifidobacterium bifidum CUL20 (NCIMB 30153) i Bifidobacterium animalis subsp. lactis CUL34
(NCIMB 30172) (Lab4) w ilosci 1,25x1010 cfu w potaczeniu z 50 mg witaminy C lub identycznie wygladajaca tabletke
placebo bez sktadnikdéw aktywnych przez 6 miesiecy. Interwencje zostaty przygotowane przez firme Cultech Ltd., Port
Talbot, Wielka Brytania. Rodzice/opiekunowie zostali poinstruowani, aby podawa¢ swoim dzieciom jedng tabletke do
Zucia rano po $niadaniu i unika¢ podawania w ciggu 2 h od przyjecia jakiegokolwiek antybiotyku. Ponadto rodzicom
zalecono utrzymanie normalnej diety i stylu zycia dzieci w trakcie badania, unikajgc spozywania jakichkolwiek innych
napojow probiotycznych i suplementéw. Zgodnos$¢ z interwencja oceniano poprzez monitorowanie liczby
niewykorzystanych tabletek do zucia lub na podstawie dzienniczkow zdrowia.

Gromadzenie danych

Na poczatku wszystkie dzieci zostaty zbadane przez lekarza pediatre i odnotowano informacje ogdlne, w tym historie
alergii i wszelkie antybiotyki i/lub regularne stosowanie lekow. Masa ciata i wzrost byly mierzone przy uzyciu cyfrowej
stacji wazgco-pomiarowej z automatycznym obliczaniem wskaznika masy ciata (kg/m2, SECA 764, SECA Deutschland,
Hamburg, Niemcy). W okresie badania dzieci byty badane przez pediatre na zaplanowanych wczesniej wizytach 2-, 4-
i 6-miesiecznych, kiedy to rodzice/opiekunowie zostali poinstruowani, jak wypetnia¢ dzienniczki zdrowia monitorujace
nastepujgce objawy URTI (na podstawie wskazowek od pediatry prowadzacego badanie): kichanie, bdl gardta, kaszel,
wydzielina z nosa i zatkanie nosa. Ponadto rodzice/opiekunowie dziecka odnotowywali goragczke, bdl ucha, $wiszczacy
oddech, absencje, stosowanie antybiotykdw i/lub innych lekéw, objawy zotgdkowo-jelitowe (konsystencja stolca, bdl
brzucha i wymioty), wizyty lekarskie, hospitalizacje oraz przestrzeganie zasad interwencji. Wypetnione dzienniczki
zdrowia i niewykorzystane tabletki byly zbierane, a interwencja na kolejne dwa miesigce byta przekazywana podczas
zaplanowanych wizyt.

Punkty koncowe badania

Pierwotnymi punktami koncowymi byly czestos¢ wystepowania i czas trwania objawéw URTI w ciggu
6-miesiecznego okresu badania. Objawy wybrane do wigczenia jako reprezentujgce catkowite objawy URTI to: kaszel,
bdl gardta, przekrwienie nosa, wydzielina z nosa i kichanie. Drugorzedne punkty koncowe obejmowaty czestosé¢
wystepowania nieobecnosci w szkole, stosowanie antybiotykéw i objawy zotgdkowo-jelitowe.

2/11



Analiza statystyczna

Wskaznik zachorowalnosci reprezentuje liczbe epizodéw kazdego objawu, absencji lub uzycia antybiotyku podzielong
przez liczbe dni w badaniu i jest wyrazony na 100 osobodni. Kazdy odrebny epizod obejmowat liczbe kolejnych dni
z danym objawem, a kazdy odrebny epizod byt oddzielony od innego epizodu minimalnym czasem trwania 24 godzin
bez objawoéw. Catkowita liczba objawdéw URTI jest definiowana jako czesto$¢ wystepowania epizodéw objawow
obejmujacych jeden lub wiecej pojedynczych objawdw. Czas trwania (Srednia réznica) przedstawia catkowitg liczbe dni
z objawem lub nieobecnoscig w grupie podzielong przez liczbe uczestnikow w tej grupie. Wskazniki zapadalnosci
i czasu trwania wraz z 95% przedziatami ufnosci (Cl) zostaty obliczone przy uzyciu uogdlnionego modelu liniowego
(GLM), ktéry uwzgledniat leczenie jako pojedynczy predyktor. Do analizy GLM ciggtego punktu koricowego, takiego jak
czas trwania objawdéw URTI, zastosowano rozktad normalny i funkcje zwigzku tozsamosci; do analizy GLM zdarzen
nawracajacych (takich jak liczba epizodéw objawédw URTI) zastosowano rozktad Poissona i funkcje zwigzku log linkg4.
Zmienne ciggte podsumowano za pomoca liczby obserwacji, Sredniej (odchylenia standardowego), natomiast zmienne
kategoryczne podsumowano za pomocag liczby i odsetka zdarzen. Analiza post-hoc skorygowana o kowariancje zostata
przeprowadzona z leczeniem jako zmienng badang oraz wiekiem, pfcig i historig alergii jako kowariantami. Do analizy
skorygowanej o te zmienne zastosowano uogdlniony model liniowy (GLM). Czas do wystgpienia pierwszego objawu
w grupach analizowano metoda Kaplana-Meiera, a istotno$¢ oceniano testem Log-rank Mantela-Coxa (GraphPad
Prism, wersja 8.2.2, La Jolla, CA, USA). Wartosci P uznano za statystycznie istotne, gdy byly mniejsze niz 0,05. Analizy
danych przeprowadzono za pomocg SAS® w wersji 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

3. Wyniki

Rekrutacja, charakterystyka wyjsciowa i zgodnosé z przepisami

Schemat przeptywu uczestnikdw przedstawiono na Rycinie 1. Z 260 potencjalnych uczestnikdéw, 234 zostato zapisanych
miedzy grudniem 2016 a marcem 2018 roku. Szes¢ dzieci w grupie placebo i pie¢ dzieci w grupie aktywnej zostato
nieprawidtowo wigczonych do randomizacji (nie spetniaty kryteriow wigczenia) i zostaty wykluczone. Pietnascie dzieci
wycofato sie krétko po randomizacji (Rycina 1). tacznie 37 dzieci zostato wykluczonych z analizy;
4 z powodu zagubienia dokumentacji, 2 z powodu nieprzestrzegania protokotu, 21 z powodu nieautoryzowanego
stosowania leczenia (witamina C/ immunostymulanty) i 10 z powodu nieprzestrzegania przyjmowania interwencji
(<80%). Proporcje wykluczonych/wycofanych dzieci byty podobne w obu ramionach; 31 dzieci w grupie aktywnej
(26,5%) i 32 dzieci w grupie placebo (27,3%). W zwigzku z tym zatozono, ze utrata kontroli wystepuje w sposdb losowy
i nie dokonywano korekty analizy pod katem utraty kontroli. Badanie ukoriczyto 171 uczestnikow (85 w grupie placebo
i 86 w grupie aktywnej).

Zgodnos¢ z interwencjami przez osoby, ktore zostaty wigczone do badania, wynosita 96,1% i byta poréwnywalna
miedzy grupami. Charakterystyka wyjsciowa uczestnikdw zostata zawarta w Tabeli 1.

Objawy zakazenia gérnych drég oddechowych
e (zestos¢ wystepowania

Wskazniki zapadalnosci na poszczegdlne i catkowite objawy URTI przedstawiono w Tabeli 2. Codzienna suplementacja
probiotykiem Lab4 plus witaming C znaczgco zmniejszyta czestos¢ wystepowania kaszlu (-16%, P=0,0300) i bolu gardta
(-20%, P=0,0373) w poréwnaniu z placebo. Nie byto istotnych réinic miedzy grupami w czestosci wystepowania
jakichkolwiek innych objawéow URTI. Objawy URTI nie zostaty zgtoszone dla szesciorga dzieci (3 w kazdej grupie) w
okresie badania. Czestos¢ wystepowania gorgczki, Swiszczacego oddechu i bdlu ucha nie réznita sie miedzy grupami
(Tabela 2). Wyniki analizy post-hoc z korektg kowariancyjng przedstawiono w tabelach uzupetniajacych S1 i S4. Wyniki
pozostajg podobne do analizy nieskorygowanej, z jedynym wyjatkiem bdlu gardta.

Krzywe czasu do pierwszego epizodu dla objawow URTI przedstawiono na Rycinie 2. Nie byto réznic miedzy grupami
w czasie do pierwszego epizodu objawu URTI niezaleznie od rodzaju objawu (Rycina 2A). Jednak po okoto 10 dniach
suplementac;ji czas do pierwszego epizodu kaszlu dla oséb z grupy aktywnej byt dtuzszy niz dla uczestnikéw z grupy
placebo i to opdznienie w wystgpieniu objawdw utrzymywato sie przez caty czas trwania badania (Rycina 2B). Mediana
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czasu potrzebnego 50% dzieci do wystgpienia pierwszego epizodu kaszlu wynosita 53,5 dnia w grupie aktywnej -
dwukrotnie wiecej niz 27 dni w przypadku placebo (Rysunek 2B). W przypadku bélu gardta réznica w czasie wynosita
115 dni w grupie aktywnej w poréwnaniu do 125 dni w placebo (Rycina 2C).

Okreslono liczbe tacznych objawéw URTI (kaszel, bdl gardta, kichanie, wydzielina z nosa i przekrwienie nosa)
odnotowanych dziennie dla kazdego uczestnika w grupie aktywnej i placebo od 1 objawu do 5 objawdéw, a wskazniki
czestosci wystepowania przedstawiono w Tabeli 3. W grupie aktywnej czestos¢ wystepowania tych epizodéw
obejmujacych cztery lub pie¢ réinych objawéw w jednym dniu byta znaczaco nizsza niz w grupie placebo
(odpowiednio -29%, P=0,0278 i -79%, P<0,0001). W ciggu 6-miesiecznego okresu badania tylko 5,8% dzieci (5/86) w
grupie aktywnej miato wszystkie pie¢ objawdw jednego dnia w poréwnaniu z 18,8% dzieci (16/85) w grupie placebo
(wskaznik ryzyka: 0,31, 95% Cl: 0,12, 0,81, P=0,0163). Stwierdzono istotnie wiekszg czestos¢ wystepowania epizodow z
jednym objawem (przewaznie wydzielina z nosa) w grupie aktywnej w poréwnaniu z placebo (P=0,0234). Wyniki z
analizy post-hoc dostosowanej do kowariancji s3 podobne (tabele uzupetniajgce S2 i S5).

[ Rekrutacja ] Ocena pod katem udziatu w badaniu (n=260)

Whylaczeni z badania (n=26)

* Niespetnienie kryteriow wiaczenia /
odmowa udziatu (n=26)

* Inne powody (n=0)

Y.

Y

Randomizowane (n=234)

3 Przypisanie v
L

)
Grupa placebo (n=117) Grupa aktywna (n=117)
+ Otrzymali przydzielong interwencje (n=117) + Otrzymali przydzielong interwencje (n=117)
* Nie otrzymali przydzielonej interwencji (n=0) * Nie otrzymali przydzielonej interwencji (n=0)

'

Kontrola

Y. Y
Nieprawidiowe wigczenie do randomizacji (n=6) Nieprawidiowe wigczenie do randomizacji (n=5)
Przedwczesne wycofanie: Przedwczesne wycofanie:
* Brak kontroli (odmowa kontynuaciji, + Brak kontroli (odmowa kontynuacjj,

utrata zainteresowania, brak danych) (n=6) utrata zainteresowania, brak danych) (n=6)

+ Reakcje niepozadane (nudnosci) (n=1) * Reakcje niepozadane (nudnoéci) (n=2)
Wykluczenie z analizy: Wykluczenie z analizy:
+ Utrata wszystkich danych (n=3) + Utrata wszystkich danych (n=1)
+ Niezgodnos¢ z protokotem (n=16) * Niezgodnos¢ z protokotem (n=17)

v Analiza v

N J
Objeci analizg (n=85) Objeci analizg (n=86)

Rycina 1. Schemat przeptywu badania

4/11



Tabela 1. Charakterystyka wyjsciowa uczestnikéw badania.

Cecha?
Wiek, lata
Pte¢, n (%)

BMI, kg/m2

Osrodek, n (%)

Alergia, n (%)

Dziewczyny

Chtopcy

Dziewczyny
Chtopcy
Osrodek 1
Osrodek 2
Osrodek 3
Osrodek 4
Zywnos¢

Astma

Egzema atopowa
Katar sienny

Inne

Placebo (n=85)
6,712,0

48 (56,5%)

37 (43,5%)
16,142,5
15,9+2,1
16,442,9

47 (55,3%)

19 (22,4%)

12 (14,1%)

7 (8,2%)
0 (0%)
3(3,5%)
2 (2,4%)
5 (5,9%)
5 (5,9%)

Badanie (n=86)
6,5+2,1

35 (40,7%)

51 (59,3%)
16,4+2,5
16,3+2,3
16,4+2,7

46 (53,5%)
13 (15,1%)
17 (19,8%)
10 (11,6%)
11 (12,8%)
2 (2,3%)
4 (4,7%)
9 (10,5%)
4(4,7%)

Razem (n=171)
6,6%2,0

83 (48,5%)
88 (51,5%)
16,3+2,5
16,1+2,2
16,4+2,8
93 (54,4%)
32 (18,7%)
29 (17,0%)
17 (9,9%)
11 (6,4%)
5(2,9%)

6 (3,5%)
14 (8,2%)
9 (5,3%)

1 Dane przedstawiono jako Srednig + odchylenie standardowe. BMI = wskaznik masy ciata.
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Tabela 2. Czestos¢ wystepowania objawoéw ze strony gornych dréog oddechowych (URTI) i innych?

Placebo (n=85) Badanie Placebo (n=85) Badanie
(n=86) (n=86)
Objawy URTI
Kaszel Objawy URTI ogétem?
Liczba epizodéw 178 152 Liczba epizoddéw 313 330
Czestotliwos¢ 1,18 1,0 Czestotliwos¢ 2,07 2,16
wystepowania® wystepowania?
IRR (95% Cl) 0,84 (0,72, 0,98) IRR (95% Cl) 1,04 (0,93, 1,16)
Wartosc¢ P 0,0300 Wartosc¢ P 0,4592
Bdl gardta
Liczba epizodéw 102 83
Czestotliwos¢ 0,68 0,54
wystepowania®
IRR (95% ClI) 0,80 (0,66, 0,99)
Wartosc P 0,0373 Inne objawy
Przekrwienie nosa Goraczka*
Liczba epizoddéw 138 144 Liczba epizoddéw 70 64
Czestotliwos¢ 0,91 0,94 Czestotliwos¢ 0,46 0,42
wystepowania® wystepowania?
IRR (95% Cl) 1,03 (0,87, 1,22) IRR (95% Cl) 0,90 (0,71, 1,15)
Wartosc¢ P 0,7132 Wartosc¢ P 0,4079
Wydzielina z nosa Dusznos¢
Liczba epizodéw 208 206 Liczba epizodéw 8 5
Czestotliwos¢ 1,38 1,35 Czestotliwos¢ 0,05 0,03
wystepowania? wystepowania?
IRR (95% ClI) 0,98 (0,85, 1,12) IRR (95% Cl) 0,62 (0,28, 1,36)
Wartosc¢ P 0,7597 Wartosc¢ P 0,2322
Kichanie B4l ucha
Liczba epizodéw 138 148 Liczba epizodéw 13 15
Czestotliwos¢ 0,91 0,97 Czestotliwos¢ 0,09 0,10

wystepowania?
IRR (95% Cl)
Wartosc P

1,06 (0,90, 1,25)
0,4855

wystepowania?
IRR (95% Cl)
Wartosc P

1,14 (0,67, 1,93)
0,6236

1IRR = wspotczynnik zachorowalnosci; Cl = przedziat ufnosci.
2 Wspétczynnik zachorowalnosci na 100 osobodni.

3 Catkowita liczba objawow URTI jest definiowana jako czestosé wystepowania epizodéw objawowych obejmujgcych dowolny jeden

lub wiecej pojedynczych objawdw.

4 Temperatura 38 °C lub wyzsza.

Badanie

Placebo

Odsetek uczestnikéw bez objawoéw

URTI

Dzien pierwszego zdarzenia

Rycina 2. Czas Kaplana-Meiera do zdarzenia dla pierwszego objawu infekcji gornych drog oddechowych (URTI): (A)
jakikolwiek objaw URTI, x2=0,0094, P=0,9227; (B) kaszel, x2=1,915, P=0,1664; (C) bl gardta, x2= 0,3054, P=0,5805.
Mediana czasu do wystgpienia objawu (linia przerywana) wynosita (A) 15 dni dla pierwszego objawu URTI w grupie
aktywnej i 17 dni w grupie placebo; (B) 53,5 dnia dla kaszlu w grupie aktywnej i 27 dni w grupie placebo; (C) 115 dni
dla bélu gardta w grupie aktywnej i 125 dni w grupie placebo. Istotnosc statystyczng obliczono za pomocq testu Log-

rank Mantel-Cox.

6/11




Tabela 3. Czestos¢ wystepowania liczby pieciu powszechnych objawoéw zakazenia gérnych drég

oddechowych (URTI)12

Liczba objawéw
1 objaw

Placebo (n=85)

Badanie (n=86)

Liczba epizodéw 269 311
Czestotliwo$¢ wystepowania® 1,78 2,04
IRR (95% Cl) 1,14 (1,02, 1,28)
Wartos¢ P 0,0234

2 objawy
Liczba epizodéw 194 211
Czestotliwosé wystepowania® 1,29 1,38
IRR (95% Cl) 1,08 (0,94, 1,23)
Wartosc¢ P 0,3033

3 objawy
Liczba epizoddéw 102 94
Czestotliwo$¢ wystepowania® 0,68 0,62
IRR (95% Cl) 0,91 (0,75, 1,11)
Wartosc¢ P 0,3562

4 objawy
Liczba epizodéw 50 36
Czestotliwo$¢ wystepowania® 0,33 0,24
IRR (95% Cl) 0,71 (0,53, 0,96)
Wartosc¢ P 0,0278

5 objawoéw
Liczba epizodéw 24 5
Czestotliwo$¢ wystepowania® 0,16 0,03
IRR (95% ClI) 0,21 (0,10, 0,41)
Wartosc¢ P <0,0001

1 IRR = wspétczynnik zachorowalnosci; Cl = przedziat ufnosci.

2 Objawy URTI obejmowaty (kaszel, bdl gardta, przekrwienie nosa, wydzielina z nosa i kichanie).

3 Wskaznik zapadalnosci na 100 osobodni.

Widoczne Widoczne IRR 95% CI Wartosé P
bardziej w bardziej w
grupie badanej | grupie placebo
Absencja
Antybiotyki

Rycina 3. Wykres lesny wspdfczynnika zapadalnosci (IRR) dla absencji i stosowania antybiotykow. Cl = przedziat
ufnosci.

e (zas trwania

Wyniki dotyczace bdlu gardta wskazuja na 33% zmniejszenie Sredniej liczby dni z bélem gardta u dzieci w grupie
aktywnej w poréwnaniu z placebo (3,0 vs 4,5 dni na dziecko, srednia rdznica: -1,4 dnia, 95% Cl: -3,0, 0,1, P=0,0717).
Nie zaobserwowano istotnych zmian w czasie trwania catkowitego URTI i innych poszczegélnych objawdéw pomiedzy
grupami.
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Srednia liczba dni na epizod (dtugo$¢ epizodu) facznych objawéw URTI wynosita 5,5 dnia dla grupy aktywnej; istotnie
krétsza niz 6,1 dnia obserwowana dla placebo ($rednia réznica: -0,66 dnia, 95% Cl: -1,29, -0.04; P=0.0371). Srednia
liczba dni na epizod kaszlu byta réwniez istotnie krétsza w grupie aktywnej w poréwnaniu z placebo (4,1 vs 5,3 dni na
epizod, srednia rdznica: -1,2 dnia, 95% Cl: -2,0, -0,3; P=0,0083). Dtugos¢ epizodu dla innych poszczegdlnych objawow
nie wykazywata rdéznic miedzy grupami.

Absencja

Ogodlnie rzecz biorgc, nastgpito 16% istotne zmniejszenie wskaznika absencji w szkole u dzieci suplementowanych
probiotykiem Lab4 / witaming C w poréwnaniu z placebo (0,0145 vs 0,0174, odpowiednio, P = 0,0060, Figura 3). Wynik
z analizy post-hoc skorygowanej na kowarianty byly podobne (Ryc. uzupetniajaca S1). Srednia liczba dni nieobecnosci
w szkole na dziecko wynosita 8,3 dni w grupie aktywnej w poréwnaniu z 9,4 dniami w placebo ($rednia rdznica: -1,1
dni, 95% Cl: -4,2, 1,9; P=0,4570).

Stosowanie antybiotykow

Wykres lesny na rycinie 3 przedstawia wskaznik czestosci wystepowania stosowania antybiotykdw (niezaleznie od
liczby lub rodzaju antybiotyku). Wskaznik czestosci wystepowania catkowitego stosowania antybiotykéw w grupie
aktywnej byt o0 27% nizszy niz w grupie kontrolnej (P = 0,0203). Wynik z analizy post-hoc dostosowanej do kowariancji
jest podobny do analizy nieskorygowanej (-29%, P = 0,0121, Ryc. uzupetniajgca S1).

Parametry dodatkowe

W grupie aktywnej czesto$¢ wystepowania catkowitych wizyt u lekarza pediatry (planowych/nieplanowanych) byta
zmniejszona w poréwnaniu z placebo (IRR: 0,81, 95% Cl: 0,69, 0,95, P=0,0077). W grupie aktywnej wystgpito znacznie
mniej zmian w normalnej konsystencji stolca w poréwnaniu z placebo (IRR: 1,12, 95% Cl: 1,07, 1,18, P< 0,0001) wraz
ze znacznym zmniejszeniem czestosci wystepowania epizodéw wodnistych stolcow (IRR: 0,56, 95% Cl: 0,45, 0,71,
P< (0,0001).

Wyniki z analizy post-hoc skorygowanej o kowariancje sg podobne (Tabela uzupetniajgca S3 i S6). Nie byto réznic
miedzy grupami w czestosci wystepowania bdlu brzucha lub wymiotéw. Czworo dzieci byto hospitalizowanych
w okresie badania (2 placebo/2 aktywne) z powodu choroby/przyczyn niezwigzanych z zakazeniami gornych drog
oddechowych.

4, Omowienie

Codzienne przyjmowanie suplementu na bazie probiotykdw spowodowato znaczgce zmniejszenie wskaznika
wystepowania kaszlu, absencji w pracy i zuzycia antybiotykdw w ciggu 6-miesiecznego okresu badania. Dzieci
przyjmujace interwencje miaty o 69% nizsze ryzyko wystapienia wszystkich pieciu objawdw URTI (kaszel, bdl gardta,
kichanie, wydzielina z nosa i zatkanie nosa) jednego dnia w poréwnaniu z dzie¢mi przyjmujgcymi placebo.

Wykazano, ze zaréwno probiotyki, jak i witamina C posiadajg zdolnos¢ immunomodulacyjng (Baud i in., 2020; Carr
i Maggini, 2017; Maldonado Galdeano i in., 2019). Wrodzony uktad odpornosciowy zapewnia pierwszg linie obrony
gospodarza przed wyzwaniem wirusowym i obejmuje czesciowo produkcje interleukiny (IL)-12 i IL-1B przez komorki
odpornosciowe rezydujgce w tkankach, takie jak makrofagi (Arango Duque i Descoteaux, 2014). Te cytokiny
prozapalne odgrywajg kluczowe role w rozwigzywaniu infekcji poprzez regulacje wydzielania chemokin i innych
cytokin oraz promowanie réznicowania, rekrutacji i aktywacji komorek odpornosciowych (Guo i in., 2019; Rathinam
i Fitzgerald, 2010). Prace in vitro z konsorcjum probiotycznym Lab4 wykazaty zwiekszong produkcje IL-12 i IL-1B przez
makrofagi poddane symulowanemu wyzwaniu wirusowemu, wskazujagc w ten sposdb na mozliwos¢ zwiekszenia

8/11



odpowiedzi immunologicznej na infekcje (Davies et al., 2018). Podobne wyniki in vitro w makrofagach zaobserwowano
w odpowiedzi na stymulacje Lactobacillus rhamnosus GG (Miettinen i in., 2012). Uwaza sie, ze witamina C posiada
wiasciwosci wirusobdjcze i wykazano, ze indukuje ekspresje interferonéw przeciwwirusowych podczas wczesnych
etapdw infekcji wirusowej (Colunga Biancatelli i in., 2020). Korzysci z potaczenia probiotyku Lab4 i niskiej dawki
witaminy C na wystepowanie i czas trwania objawdw URTI zostaty po raz pierwszy wykazane w naszym badaniu
PROCHILD z udziatem dzieci w wieku od 3 do 6 lat, jednak nie wykryto réznic miedzy grupami w poziomie cytokin
w osoczu, mimo ze prébki krwi nie byty pobierane, gdy dzieci byty objawowe (Garaiova i in., 2015).

W innych badaniach kombinacji probiotykéw wieloszczepowych korzystny wptyw na URTI u dzieci zaobserwowano
przy zastosowaniu L. acidophilus NCFM/B. animalis subsp. lactis Bi-07 (1x1010 jtk/dzien) (Leyer i wsp., 2009), a takze
L. acidophilus/B. bifidum (4x109 jtk/dzien) (Rerksuppaphol i Rerksuppaphol, 2012). Niewielkie lub zadne efekty
odnotowano w przypadku B. animalis subsp. lactis BB12 w potaczeniu z L. rhamnosus GG (2x109 jtk/dzier) (Laursen
i wsp., 2017) lub Lactobacillus plantarum HEAL9/Lactobacillus paracasei 8700:2 (1x109 jtk/dzier)) (Lazou Ahren i wsp.,
2020).

Metaanaliza badan interwencyjnych dotyczgcych witaminy C wykazata, ze u dzieci suplementowanych witaming
C w dawce 200 mg/dobe lub wiekszej czas trwania URTI zostat skrécony o 14%, a przy wyzszych dawkach witaminy
C (1 do 2 g/dobe) uzyskano redukcje o 18%. Istniejg ograniczone dowody na poparcie jakiegokolwiek korzystnego
wptywu niskiej dawki witaminy C (<200 mg dziennie) na URTI (Hemild i Chalker, 2013). Wedtug naszej najlepszej
wiedzy, nie ma opublikowanych dowoddéw przez inne grupy badawcze wykazujgcych korzystne dziatanie dla
probiotykéw z witaming C (ponizej 100 mg/dziel) w zapobieganiu lub postepowaniu w zakazeniu gdérnych drog
oddechowych u dzieci. W jednym badaniu wykazano korzystny efekt przy zastosowaniu preparatu ziotowego
zawierajgcego echinacee, propolis i witamine C (100 mg do 150 mg/dzien) w postepowaniu w zakazeniach drog
oddechowych u dzieci w wieku 1-5 lat (Cohen i wsp., 2004). Niskie dawki witaminy C (10-50 mg) zostaty wtgczone jako
sktadnik placebo w niektérych wczesnych badaniach nad witaming C (Vorilhon i in., 2019).

Kaszel jest powszechny u dzieci i najczesciej spowodowany jest ostrg infekcjg uktadu oddechowego. W duzym
populacyjnym prospektywnym badaniu kohortowym u 69% dzieci w wieku od 1 do 18 lat odnotowano kaszel
z przeziebieniem niezaleznie od wieku (Jurca i wsp., 2017). U chinskich dzieci (w wieku od 3 do 5 lat) uczeszczajgcych
do ztobka suplementacja L. acidophilus NCFM w potaczeniu z B. animalis subsp. lactis Bi-07 w dawce 1010 jtk/dzien
przez 6 miesiecy spowodowata znaczgce zmniejszenie czestosci wystepowania kaszlu (Leyer i wsp., 2009). Kaszel zostat
rowniez zmniejszony u tajskich dzieci w wieku 8-13 lat suplementowanych kombinacjg L. acidophilus/B. bifidum
w dawce 4x109 cfu/dzierr przez 3 miesigce (Rerksuppaphol i Rerksuppaphol, 2012). W naszym badaniu z udziatem
dzieci w wieku od 3 do 10 lat zaobserwowalismy znaczgce zmniejszenie czestosci wystepowania i diugosci epizodéw
kaszlu wraz ze wskazaniem na opdznienie poczatku pierwszego zdarzenia kaszlowego, co sugeruje, ze aktywna
interwencja moze zmniejszy¢ podatnosc tych dzieci na kaszel.

Ponadto zaobserwowaliémy poprawe w zakresie bdlu gardta z aktywng interwencjg, ale nie w zakresie goraczki,
przekrwienia nosa / wydzieliny, kichania, $wiszczgcego oddechu lub bdlu ucha. Inne badania z wieloszczepowymi
interwencjami probiotycznymi odnotowaty redukcje goraczki i kataru obok kaszlu (Leyer et al., 2009; Rerksuppaphol
i Rerksuppaphol, 2012). Autorzy nie oceniali wptywu probiotyku na wystepowanie bélu gardta.

Zmniejszona czesto$¢ wystepowania URTI moze przyczyni¢ sie do mniejszej absencji dziecka w szkole i mniejszego
zapotrzebowania na rodzicow/opiekunéw i swiadczeniodawcéw opieki zdrowotnej. Nasze badanie wykazato znaczne
zmniejszenie wskaznika zapadalnosci na absencje przy aktywnej interwencji zgodnie z innymi badaniami dotyczgcymi
probiotykéow (Hatakka i in., 2001; Hojsak i in., 2010; Leyer i in., 2009; Rerksuppaphol i Rerksuppaphol, 2012).

Niewtfasciwe stosowanie antybiotykdéw w przypadku URTI u dzieci jest problemem globalnym (Holstiege i in., 2014)
i wymagane s strategie, aby zminimalizowac zwiekszone rozprzestrzenianie sie opornosci na antybiotyki zwigzane
z niewtfasciwym stosowaniem i wszelkimi potencjalnymi szkodliwymi wptywami na dtugoterminowe zdrowie.
Stwierdzono, ze niemowleta i dzieci uzupetnione probiotykami w celu zapobiegania ostrym infekcjom uktadu
oddechowego i przewodu pokarmowego miaty 29% nizsze wzgledne ryzyko przepisania antybiotykédw (King i in.,
2019). Zaobserwowalismy réwniez znaczace 27% zmniejszenie czestosci stosowania antybiotykéw obok znacznie
zmniejszonej czestosci wizyt u lekarza pediatry.

Jedng z mocnych stron naszego badania jest to, ze jest to nasze drugie dtugoterminowe badanie z t3 samg interwencjg
opartg na probiotykach, skupiajaca sie na zapobieganiu objawom URTI i absencji u dzieci, ale w tym przypadku zakres
wiekowy zostat poszerzony. Ponadto rekrutacja uczestnikdbw zostata przeprowadzona w czterech odrebnych
osrodkach pediatrycznych w dwdch rdznych miastach potudniowo-zachodniej Stowacji, aby zminimalizowaé wszelkie
ograniczenia zwigzane z jednym osrodkiem i umozliwi¢ lepszg generalizacje naszych wynikéw. Z drugiej strony,
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jesteSmy Swiadomi braku formalnego obliczenia mocy ze wzgledu na eksploracyjny charakter badania z szerszym
zakresem wiekowym dzieci. Nie uwzglednilismy samych probiotykdw ani samej witaminy C, poniewaz naszym celem
byto zastosowanie protokotu z naszego pierwszego badania, w ktérym niska dawka witaminy C zostata dofaczona do
interwencji probiotycznej w odpowiedzi na sugestie pediatrow, ktérzy mieli rekrutowaé dzieci do badania (spodziewali
sie oni lepszej akceptacji rodzicéow dla udziatu w badaniu z witaming C jako sktadnikiem interwencji). W przysztych
badaniach przydatne byloby wiaczenie oceny nasilenia objawéw jako dodatkowego wyniku. Interesujace bytoby
réwniez przyjrzenie sie zaleznosci pomiedzy objawami URTI a wystepowaniem i nasileniem goraczki.

Nasze wyniki sugerujg korzystny wptyw suplementacji konsorcjum probiotykéw Lab4 w potaczeniu z niskg dawka
witaminy C na czestos¢ wystepowania kaszlu, absencji w pracy i stosowania antybiotykéw u dzieci w wieku od 3 do 10
lat.

Materiat uzupetniajgcy

Materiaty uzupetniajgce mozna znalez¢ online na stronie https://doi. org/10.3920/BM2020.0185.

Tabela S1. Analiza post-hoc skorygowana o zmienne dla czestosci wystepowania infekcji gérnych drég oddechowych
i innych objawodw z leczeniem jako zmienng badang i wiekiem, ptcig i historig alergii jako zmiennymi.

Tabela S2. Analiza post-hoc skorygowana o zmienne dla czestosci wystepowania liczby pieciu wspdlnych objawdéw
infekcji gérnych drég oddechowych z leczeniem jako zmienng badang i wiekiem, ptcig i historig alergii jako zmiennymi.

Tabela S3. Analiza post-hoc skorygowana o zmienne dla czestosci wystepowania wizyt u lekarza pediatry i konsystencji
stolca z leczeniem jako zmiennej badawczej oraz wieku, ptcii historii alergii jako zmiennych.

Tabela S4. Analiza post-hoc skorygowana o zmienne dla czestosci wystepowania infekcji gérnych drég oddechowych
i innych objawéw z leczeniem jako zmienng badang i wiekiem, ptcig i historig alergii jako zmiennymi (wartosci b i 95%
Cl).

Tabela S5. Skorygowana post-hoc analiza kowariancyjna dla czestosci wystepowania liczby pieciu wspdlnych objawéw
infekcji gérnych drég oddechowych z leczeniem jako zmienng badang i wiekiem, ptcig i historig alergii jako
kowariantami (wartosci b i 95% Cl).

Tabela S6. Skorygowana post-hoc analiza kowariancyjna dla czestosci wystepowania wizyt u lekarza pediatry,
konsystencji stolca, absencji i stosowania antybiotykdw z leczeniem jako zmienng badawczg i wiekiem, ptcig i historig
alergii jako kowariantami (wartosci b i 95% Cl).

Rycina S1. Analiza post-hoc dostosowana do kowariancji dla wspdtczynnika zapadalnosci wykres lesny absencji
i stosowania antybiotykow z wiekiem, ptcig i historig alergii jako kowariantami.
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