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Streszczenie

Antybiotyki to jedne z najczesciej stosowanych oraz naduzywanych lekéw w populacji
dzieciecej. Ich wptyw na mikrobiom jelitowy moze prowadzi¢ do wystgpienia zaréwno ostrych,
jak i przewlektych zdarzen niepozgdanych. Jednym z najczestszych jest biegunka zwigzana
z antybiotykoterapig, w zapobieganiu ktorej zastosowanie znajdujg probiotyki. W odniesieniu
do wiekszosci z nich nie udokumentowano jednak korzystnego dziatania. W celu uzyskania
jednoznacznych dowodow skutecznosci probiotykdw konieczne jest prowadzenie badan

klinicznych oceniajgcych przejrzyscie zdefiniowane, klinicznie istotne punkty koncowe.

W pierwszym badaniu zawartym w niniejszej rozprawie oceniono skutecznos¢
probiotyku wielogatunkowego sktadajgcego sie z 8 szczepdw bakterii (Bifidobacterium bifidum
W23, B. lactis W51, Lactobacillus acidophilus W37, L. acidophilus W55, Lacticaseibacillus
paracasei W20, Lactiplantibacillus plantarum W62, Lacticaseibacillus rhamnosus W71 oraz
Ligilactobacillus salivarius W24) w zapobieganiu biegunce zwigzanej z antybiotykoterapia
u dzieci. W tym celu, zgodnie z opublikowanym wczesniej protokotem (tukasik i wsp., BMJ
Open, 2018; 8[5]:1-7) przeprowadzono badanie z randomizacjg i poczwérnie Slepg préba
w grupie 350 dzieci w wieku od 3 miesiecy do 18 lat (mediana wieku 28 miesiecy)
otrzymujgcych systemowo antybiotyki o szerokim spektrum dziatania. Uczestnicy w ciggu 24 h
od rozpoczecia antybiotykoterapii byli losowo przydzielani do grupy otrzymujgcej probiotyk
(w dobowej dawce 10 jednostek tworzgcych kolonie) lub placebo przez caty czas
antybiotykoterapii oraz przez 7 kolejnych dni. Pierwotnym punktem korcowym byfa biegunka
zwigzana z antybiotykoterapia, zdefiniowana jako co najmniej 3 luzne lub wodniste stolce na
dobe w okresie 24 godzin, wywotane przez Clostridioides difficile lub o nieustalonej etiologii.
W analizie w grupach wyodrebnionych zgodnie z zaplanowanym leczeniem dzieci otrzymujgce
probiotyk (n = 158) w poréwnaniu z otrzymujacymi placebo (n = 155) miaty podobne ryzyko
wystgpienia biegunki zwigzanej z antybiotykoterapig (ryzyko wzgledne, relative risk, RR 0,81,
95% przedziat ufnosci, confidence interval, CI 0,49-1,33) ocenianej wedtug najbardziej
konserwatywnej definicji opartej na wykluczeniu etiologii rotawirusowej, norowirusowe;j
i adenowirusowej oraz Salmonella spp., Campylobacter spp. i Yersinia spp. Jednoczes$nie,
w grupie otrzymujgcej badany probiotyk stwierdzono istotnie mniejsze w poréwnaniu z grupa

otrzymujgca placebo catkowite ryzyko biegunki ocenianej niezaleznie od etiologii (RR 0,65;



95% Cl 0,44-0,94). Nie stwierdzono istotnych réznic w odniesieniu do wiekszosci wtdérnych
punktow koncowych. Zdarzenia niepozgdane wystepowaty w obu grupach z podobng

czestoscig (tukasik i wsp., JAMA Pediatrics, 2022; w druku).

W drugim badaniu systematycznie udokumentowano punkty koficowe raportowane
w badaniach dotyczacych stosowania probiotykéw w trakcie antybiotykoterapii u dzieci. W 37
badaniach spetniajacych kryteria wtgczenia do przegladu zidentyfikowano az 16 réznych
definicji biegunki. Kryteria rozpoznania biegunki zwigzanej ze stosowaniem antybiotykdw nie
byly jasno zdefiniowane w 12 sposréd 33 badan oceniajacych jg jako punkt korcowy.
Wykluczenie zakaznej etiologii przyjeto jako warunek diagnozy biegunki zwigzanej
ze stosowaniem antybiotykéw jedynie w 7 badaniach. Czas trwania biegunki oceniano jedynie
w9, ajejciezkos¢ w 4 badaniach. Tylko 2 badania oceniaty punkty koncowe zwigzane z jakoscig

zycia pacjentéw (tukasik i wsp. PLoS One, 2020; 15[5]:e0228824).

Podsumowujac, na podstawie wynikdw przeprowadzonego badania z randomizacjg
mozna rozwazaé zastosowanie badanego wielogatunkowego probiotyku w trakcie
antybiotykoterapii u dzieci. Wyniki przeglagdu systematycznego wykazaty znaczna
heterogenno$é punktéw korcowych oraz ich niedostateczne przetozenie na rzeczywiste
funkcjonowanie pacjentéw. Whnioski ptyngce z obu badan demonstrujg istotnos¢ definicji
punktu koncowego dla interpretacji wynikéw badan klinicznych dotyczacych stosowania

probiotykow w trakcie antybiotykoterapii.



Abstract

Probiotics for preventing harms during antibiotic therapy in children

Antibiotics are one of the most used and overused drugs in the pediatric population. Their
influence on the gut microbiome may lead to both acute and chronic adverse effects.
Probiotics are usually used to reduce the risk of antibiotic-associated diarrhea (AAD).
However, the effectiveness of most of them is not scientifically proven. To acquire unequivocal
evidence, it is vital to conduct randomized controlled trials assessing clearly defined, clinically

relevant outcomes.

In the first study, a multispecies probiotic consisting of 8 bacterial strains
(Bifidobacterium bifidum W23, B. lactis W51, Lactobacillus acidophilus W37, L. acidophilus
W55, Lacticaseibacillus paracasei W20, Lactiplantibacillus plantarum W62, Lacticaseibacillus
rhamnosus W71 and Ligilactobacillus salivarius W24) was assessed for its effectiveness in
reducing the risk of AAD in children. A randomized, quadruple blind, placebo-controlled trial
involving 350 children aged 3 months — 18 years (median age: 28 months) receiving broad-
spectrum systemic antibiotics was conducted according to the previously published protocol
(tukasik et al. BMJ Open. 2018; 8[5]:1-7). Within 24 h following initiation of antibiotic therapy,
the participants were randomized to receive either the multispecies probiotic (at a daily dose
of 10%° colony-forming units) or a placebo for the duration of antibiotic treatment and for
7 days after. The primary outcome was AAD, defined as 3 or more loose or watery stools per
day in a 24-hour period, caused either by Clostridioides difficile or of otherwise unexplained
etiology. In the intention-to-treat analysis, children from the probiotic group (n=158)
compared to the placebo group (n=155) had a similar AAD risk (relative risk [RR] 0.81, 95%
confidence interval [Cl] 0.49 to 1.33) when assessed according to the most stringent definition,
based on the exclusion of rotaviruses, noroviruses, adenoviruses, Salmonella spp.,
Campylobacter spp., and Yersinia spp. However, children in the probiotic group had a lower
risk of diarrhea regardless of the etiology (RR 0.65; 95% Cl 0.44 to 0.94). No differences were
observed between the groups for most of the secondary outcomes. The risk of adverse events

was similar in both groups (tukasik et al. JAMA Pediatrics. 2022; accepted).



The second study, a scoping systematic review, documented outcomes reported
in studies on probiotic use during antibiotic therapy in children. Among 37 included studies,
as many as 16 different diarrhea definitions were identified. Diagnostic criteria were not
clearly defined in 12 out of 33 studies assessing AAD as an outcome. Tests for common
diarrheal pathogens were performed to confirm the AAD diagnosis only in 7 studies. Diarrhea
duration was assessed in 9, and severity only in 4 studies. Only 2 studies assessed quality of

life-related outcomes (tukasik et al. PLoS One. 2020; 15[5]:e0228824).

In conclusion, the administration of the studied multispecies probiotic may be
considered for diarrhea prevention during antibiotic treatment in children. The results of the
scoping review show considerable outcome heterogeneity and a scarcity of patient-relevant
outcomes reported in the studies on probiotic use during antibiotic therapy in children. The
summarised results of the two studies demonstrate that the AAD outcome definition has

a significant impact on clinical trial results and their interpretation.



1. Wstep

1.1. Niekorzystne skutki antybiotykoterapii u dzieci

1.1.1. Antybiotykoterapia u dzieci w ujeciu epidemiologicznym

Antybiotyki to jedne z najczesciej stosowanych lekéw w populacji pediatrycznej. Szacuje sie,
ze czestosc ich stosowania u dzieci w réznych rejonach $wiata wynosi $rednio od 0,66 do 1,05
antybiotykoterapii na jedno dziecko rocznie w USA! i od 0,52 do 1,04 antybiotykoterapii na
jedno dziecko rocznie w Niemczech?! oraz ze do osiggniecia dorostosci antybiotyki otrzymuje
43% dzieci w Australii? i 63,8% w Chinach3. Nasilenie i dynamika tego problemu s3 powigzane
ze statusem ekonomicznym kraju. W krajach o niskich i srednich dochodach pomiedzy rokiem
2000 a 2015 catkowita konsumpcja antybiotykéw w populacji zwiekszyta sie dwukrotnie,*
aw latach 2005-2017 czestos$¢ ich stosowania u dzieci ponizej 5. roku zycia z objawami
pospolitych infekcji wzrosta z 36,8 do 43,1%.°> Jednocze$nie, w czesci paristw o wysokich
dochodach w ostatnich latach obserwowany jest korzystny trend stabilizacji lub nawet
zmniejszenia czestosci stosowania antybiotykow u dzieci.*® Réwniez w Polsce w latach 2017-
2019 wskaznik dawek dobowych definiowanych w przeliczeniu na 1000 mieszkancéw na dzien
utrzymywat sie na statym poziomie, nie zostaty jednak opracowane osobne dane dla populacji
dzieciecej. W roku 2020 obserwowano istotne zmniejszenie zuzycia antybiotykdw zaréwno
w Polsce, jak i wielu innych krajach.®” Zjawisko to jest wigzane ze zmianami epidemiologii
pospolitych choréb zakaznych w czasie pandemii SARS-CoV-2 wynikajacymi z obostrzen
sanitarnych, takich jak stosowanie masek ochronnych, dystans spoteczny czy zdalne dziatanie
szkét i innych placéwek edukacyjnych.® W zwigzku z powyzszym, nalezy sie spodziewad,
ze efekt ten bedzie zalezny od zmieniajacych sie zalecen epidemiologicznych i moze okazac sie

przejsciowy.

Ze wzgledu na szerokg dostepnosc, niskg cene oraz silne powszechne przekonanie
o skutecznosci antybiotykdéw nawet w sytuacjach niestanowigcych wskazan do ich stosowania

sg one jednymi z najczesciej naduzywanych produktéw leczniczych.® W duzym badaniu
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kohortowym antybiotyk otrzymato az 70% amerykanskich dzieci z rozpoznaniem zapalenia
oskrzeli o prawdopodobnie wirusowej etiologii i 48% dzieci z wirusowym zapaleniem ucha
srodkowego. Wykazano réwniez, ze niewtasciwa antybiotykoterapia istotnie zwieksza koszty
ponoszone przez pojedynczych pacjentéw, jak i system opieki zdrowotnej w danym kraju.®
Najgrozniejszym, obejmujacym wymiar cywilizacyjny skutkiem tego zjawiska jest ,kryzys
opornosci na antybiotyki”,'! uznawany przez Swiatowg Organizacje Zdrowia za jedno
z dziesieciu najwiekszych wspétczesnych zagrozen dla zdrowia w skali globalnej.!? Inicjatywy
dedykowane  monitorowaniu oraz walce zrozprzestrzenianiem sie  szczepow
antybiotykoopornych zajmujg priorytetowe miejsca w narodowych i miedzynarodowych

programach zdrowotnych.!3

1.1.2. Mikrobiota i mikrobiom przewodu pokarmowego u dzieci

Mikrobiote definiuje sie jako wszystkie mikroorganizmy (bakterie, archeony, eukarionty
i wirusy) obecne w danym $rodowisku.* Termin ,mikrobiom” jest zgodnie z wiekszoscia
proponowanych definicji szerszym pojeciem, obejmujgcym mikrobiote, jej genom oraz
$rodowisko zewnetrzne.’> Najbogatszym ekosystemem w ciele cztowieka jest mikrobiom
jelitowy — szacuje sie, ze zasiedla go od kilkuset'® do okoto 2 tysiecy réznych gatunkdéw
drobnoustrojéw,’ zas w 1 gramie tresci jelitowej znajduje sie 10'* komdrek bakteryjnych.t®
Jego kompozycja zmienia sie wraz z wiekiem, a najbardziej dynamiczny okres rozwoju
przypada na pierwsze dwa lata zycia.!® Co najmniej do 10. roku zycia mikrobiom jelitowy
dziecka istotnie roézni sie od mikrobiomu osoby dorostej.?’ Jego charakterystyka zalezy
ponadto od wielu indywidualnych czynnikéw, takich jak typ porodu (pordéd naturalny,
cesarskie ciecie?!), dieta (mleko kobiece, mleko modyfikowane, pokarmy uzupetniajgce??),
24

wiek cigzowy w chwili narodzin?® czy stosowanie lekéw — zwtaszcza antybiotykéw

i inhibitoréow pompy protonowej.?

Zaleznosci pomiedzy mikrobiomem jelitowym i zdrowiem cztowieka sg jednym
z gtéwnych przedmiotéw wspotczesnych badan biomedycznych.?® Rosnie liczba dowoddw na
zwigzki pomiedzy zdrowiem dzieci a dysbiozg, czyli zmianami skfadnikow mikrobiomu
gospodarza w stosunku do mikrobiomu identyfikowanego u zdrowych os6b.?” Nietypowe

wzorce mikrobiomu opisano miedzy innymi u dzieci otytych, z alergiami, chorobami
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autoimmunologicznymi,  czynnosciowymi  zaburzeniami  przewodu  pokarmowego

i zaburzeniami neurorozwojowymi.?%2°

Badania nad mikrobiomem cztowieka sg stosunkowo mtoda dziedzing nauki. Z tego
powodu zwigzana z nim nomenklatura oraz podstawowe koncepcje stanowig przedmiot
dyskusji, wtgczajac w to ustalenie precyzyjnej definicji mikrobiomu. Istniejgce propozycje

dowodzg wielosci perspektyw, sktadajgc sie na:

e definicje ekologiczne, oparte na analogiach mikrobiomu z ekosystemami organizmoéw
wielokomérkowych;

e definicje oparte na interakcjach pomiedzy mikroorganizmami a gospodarzem;

e definicje oparte na wykorzystywanej metodzie badawczej — czes¢ z nich charakteryzuje
mikrobiom jako catkowity genom mikrobioty, nie uwzgledniajgc jej sSrodowiska;

e definicje mieszane.’®

W pismiennictwie stosowane sg takze réznorodne definicje dysbiozy, w zaleznosci od
podejscia skupiajgce sie na zmianach mikrobiomu w stosunku do stanu wyjsciowego, jego
zaburzonej rownowadze, nadmiernej ekspansji lub zmniejszonym udziale konkretnych
drobnoustrojéow.3? Niezaleznie od przyjetej definicji, do okre$lania dysbiozy moga stuzyé
rozmaite systemy oceny ilosciowej, tzw. ,indeksy dysbiozy”, wsréd ktérych réwniez nie
wskazuje sie jednej wtasciwej metody.3! Ponadto, dotychczas nie sprecyzowano, jakie cechy
powinien posiadaé¢ mikrobiom zdrowego cztowieka, co wynika zaréwno z niedostateczne;j
wiedzy na temat jego sktadowych, jak i ze znacznej zmiennosci osobniczej. Przedmiotem
dyskusji pozostaje nawet tak podstawowa kwestia, jak realna mozliwos¢ wykonania

i zasadno$¢ badar nad szczegétowym okresleniem ,,zdrowego mikrobiomu” .32

1.1.3. Biegunka zwigzana z antybiotykoterapia

Biegunka zwigzana z antybiotykoterapig (ang. antibiotic-associated diarrhea, AAD) jest
jednym z najlepiej udokumentowanych powiktari farmakoterapii infekcji bakteryjnych.33
Najczesciej jest ona definiowana jako ,biegunka, ktéra wystgpita w powigzaniu z leczeniem
antybiotykami, po wykluczeniu innych etiologii”.3* Pierwotng przyczyng AAD jest dysbioza

przewodu pokarmowego, jednak bezposredni patomechanizm prowadzacy do wystapienia
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biegunki nie jest jednorodny. Jednym z wyttumaczen jest wywotany antybiotykoterapia
spadek opornosci mikrobiomu na kolonizacje oraz powstanie nowych nisz w ekosystemie
jelitowym, prowadzace w efekcie do nadmiernego namnazania sie patogennych
drobnoustrojéow.3> Najlepiej udokumentowanym z nich jest Clostridioides difficile.®®
Opisywano réwniez miedzy innymi role kolonizacji przez Staphylococcus aureus,?” Clostridium
perfringens®® czy Klebsiella oxytoca.’® Innym potencjalnym patomechanizmem AAD s3
wynikajgce z dysbiozy zaburzenia funkcji metabolicznych mikrobioty, takich jak wytwarzanie
krétkotaicuchowych kwaséw ttuszczowych petnigcych role w zapobieganiu biegunce
osmotycznej oraz odzywianiu enterocytow.*%4! Niektdérzy autorzy rozszerzaja definicje AAD na
kazda biegunke pozostajgcg w zwigzku czasowym z antybiotykoterapig, witgczajagc w to
infekcje pospolitymi patogenami wirusowymi takimi jak rotawirusy, adenowirusy czy
norowirusy.*> Nie ma jednak dowoddw na zwigzek przyczynowo-skutkowy leczenia
przeciwdrobnoustrojowego i zakazen wirusowych przewodu pokarmowego poza
zwiekszonym ryzykiem wynikajagcym z okolicznosci kontaktu z instytucjami opieki
zdrowotnej.*®* Mechanizmem niezaleznym od dysbiozy, moggcym odgrywaé role
w patogenezie AAD, jest ponadto bezposrednie dziatanie prokinetyczne niektérych

antybiotykdw (makrolidéw, amoksycyliny z kwasem klawulanowym).4445

Przebieg i patogeneza AAD istotnie réznig sie u dzieci i u 0oséb dorostych —w populacji
pediatrycznej jest ona rzadziej zwigzana z infekcjg C. difficile, ma krotszy okres wylegania,
przecietnie trwa krécej (od 3 do 9 dni) i cze$ciej prowadzi do odwodnienia.3® AAD u dzieci ma
najczesciej lekki, samoograniczajgcy sie przebieg, a jego najciezsza posta¢ (zwigzane
z C. difficile rzekomobtoniaste zapalenie jelita grubego) wystepuje gtdwnie u oséb dorostych
i dzieci z zaburzeniami odpornosci.®® Czas do wystgpienia AAD wynosi od ponizej jednej doby
do az 8 tygodni od rozpoczecia antybiotykoterapii.*? Inne zwigzane z dysbiozg dziatania
niepozgdane antybiotykoterapii dotyczace przewodu pokarmowego, takie jak nudnosci,
wymioty, bdl brzucha i pogorszenie taknienia, mogg towarzyszy¢ AAD lub wystepowad

niezaleznie od niej.*®

Czesto$¢ AAD zalezy od przyjetej definicji i badanej populacji. W najbardziej aktualnym
przegladzie systematycznym badan z randomizacjg dotyczagcym stosowania probiotykdéw
w trakcie antybiotykoterapii wykazano, ze wystgpita ona facznie u 19% dzieci z grup

kontrolnych wtgczonych do przegladu,*” przy czym odsetek ten wahat sie od 2*¢ do 80%.%° Na
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podstawie badania obserwacyjnego dedykowanego okresleniu epidemiologii AAD
zdefiniowanej jako ,,3 lub wiecej luzne lub ptynne stolce na dobe przez co najmniej 2 kolejne
dni w trakcie antybiotykoterapii i przez 7 dni po zakoriczeniu leczenia” jej czesto$¢ u dzieci
leczonych ambulatoryjnie oszacowano na 11%.°° Do znanych czynnikdéw ryzyka wystgpienia
powiktania nalezg: mtodszy wiek (szczegdlnie ponizej 2 lat), klasa zastosowanego antybiotyku
(najwieksze ryzyko dla aminopenicylin z inhibitorami B-laktamaz, cefalosporyn
i linkozamidéw), przedtuzony czas trwania antybiotykoterapii, hospitalizacja i wczesniejsze

epizody AAD.34>0

1.1.4. Odlegte niekorzystne skutki antybiotykoterapii u dzieci

Poza wczesnymi, najczesciej szybko ustepujacymi  dziataniami  niepozadanymi
antybiotykoterapii  manifestujgcymi  sie  ostrymi  objawami  Zofadkowo-jelitowymi
przedmiotem badan w ostatnich latach byt wptyw antybiotykéw na ryzyko chordb

przewlektych w pdzniejszym wieku. Niektore z nich zostaty opisane w niniejszym rozdziale.

Zaburzenia neurorozwojowe

Wedtug teorii ,,0si mikrobiom-jelito-mdzg”>! w ciele cztowieka istnieje dwukierunkowa relacja
pomiedzy mikrobiomem a osrodkowym uktadem nerwowym. Wedtug tego modelu ,dialog”
pomiedzy modzgiem i przewodem pokarmowym prowadzony jest za posrednictwem
zstepujacych i wstepujgcych sygnatéw przewodzonych przez nerwy btedne. Rola mikrobioty
w tym mechanizmie ma wynikaé z produkowanych przez mikroorganizmy neurotransmiterdw,
takich jak serotonina, dopamina, noradrenalina i kwas y-aminomastowy,>? a takze regulacji

funkcji immunologicznych mikrogleju.>3

Istniejg doniesienia o dysbiozie stwierdzanej w réznych zaburzeniach psychiatrycznych
i neurorozwojowych, takich jak zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. autism spectrum
disorders, ASD)>* i zesp6t nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ang. attention
deficit hyperactivity disorder, ADHD) u dzieci®> czy depresja i zaburzenia lekowe u osdb
dorostych.>® Wptyw antybiotykdéw na ryzyko ADHD i ASD u dzieci byt przedmiotem licznych

badan obserwacyjnych. W 5 sposréd 6 badan kohortowych poswieconych temu zagadnieniu
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opisano pozytywny zwigzek pomiedzy wczesnodzieciecg ekspozycjg na antybiotyki a ryzykiem
ADHD, ktéry tracit jednak istotnos¢ statystyczng po ograniczeniu analizy poréwnawczej
do rodzerstwa dzieci chorych.”” Podobny zwigzek obserwowano w czeéci badan dotyczacych
ASD.>8®0 Réwniez prenatalna ekspozycja na antybiotyki byta przez cze$¢ autoréw wigzana
z ryzykiem autyzmu.®262 |stniejgce badania obserwacyjne na ten temat zostaty podsumowane
przy wspotudziale autora niniejszej rozprawy w przegladzie systematycznym z metaanalizg.®?
Na jego podstawie oceniono, ze dostepne dowody na istnienie zwigzku pomiedzy wczesng
ekspozycjg na antybiotyki a ryzykiem autyzmu u dzieci sg niejednoznaczne i niewystarczajgce

do sformutowania silnych konkluzji.

Otytos¢ i nadwaga

Antybiotykoterapia prenatalna oraz stosowana w dziecinstwie byty oceniane jako czynnik
ryzyka nadmiernej masy ciata w licznych badaniach kohortowych oraz kilku przegladach
systematycznych. Najbardziej aktualny przeglad systematyczny z metaanaliza nie wykazat
istotnego zwigzku pomiedzy prenatalng antybiotykoterapig a pdzniejszym ryzykiem otytosci
i nadwagi u dzieci.®* W czterech przegladach systematycznych opublikowanych w ostatnim
czasie wykazano niewielki wzrost ryzyka otytosci i nadwagi u dzieci eksponowanych na
antybiotyki we wczesnym dziecinstwie.®>%8 Zalezno$¢ pomiedzy mikrobiomem a masg ciata
moze by¢ ttumaczona rézinymi mechanizmami, w tym: regulujgcymi anabolizm tkanki
ttuszczowej receptorami dla krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych produkowanych
przez bakterie,®® wptywem mikrobiomu na trawienie, absorpcje, gromadzenie i wydzielanie
lipiddbw w nabtonku jelitowym’®’! czy regulacjg centralnych os$rodkéw gtodu i sytosci

za posrednictwem osi mikrobiom-jelito-médzg.”?

Choroby autoimmunologiczne

Przewdd pokarmowy wraz z jego mikrobiomem jest najwiekszg powierzchnig ekspozycji
na antygeny zewnetrzne w ciele cztowieka, krytyczng dla rozwoju prawidtowo dziatajgcego
uktadu odpornosciowego.”® Kluczowg role w interakcji pomiedzy mikrobiomem a uktadem

immunologicznym odgrywaja receptory rozpoznajgce wzorce (ang. pattern recognition

receptors, PRR), znajdujace sie na powierzchni komérek odpornosci wrodzonej, takich jak
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komorki dendrytyczne, makrofagi i komodrki NK.”* Receptory te posiadajg zdolnos$é
rozpoznawania miedzy innymi wzorcéw molekularnych zwigzanych z mikroorganizmami (ang.
microbe associated molecular patterns) mikrobiomu.”” Interakcja ta ma regulacyjny wptyw na
tkanke limfatyczng zwigzang z jelitami (ang. gut-associated lymphatic tissue)’® oraz na inne
osrodki uktadu odpornosciowego, takie jak $ledziona, grasica czy wezty chtonne.”” Dysbioza
wywotana antybiotykoterapia i wynikajgce z niej zaburzenia immunologiczne byty

przedmiotem licznych badan oceniajacych czynniki ryzyka choréb autoimmunologicznych.

W dwédch opublikowanych w ostatnich latach przegladach systematycznych
stwierdzono wzrost ryzyka choroby Lesniowskiego i Crohna u dzieci poddawanych uprzednio
antybiotykoterapii. Podobnego efektu nie zaobserwowano w odniesieniu do wrzodziejgcego
zapalenia jelita grubego.’”®’® W jednym badaniu kohortowym i dwdch badaniach kliniczno-
kontrolnych opisano zwiekszone ryzyko mtodzienczego idiopatycznego zapalenia stawdw po

antybiotykoterapii w dziecifstwie.80-82

Dysbioza wywotana antybiotykami zwiekszata ryzyko cukrzycy typu 1 w modelu

83

zwierzecym,®> obserwacje te nie potwierdzity sie jednak w badaniach obserwacyjnych

u ludzi.®*

Sprzeczne sg dane na temat zwigzku antybiotykoterapii z ryzykiem choroby

trzewnej.8>86

Choroby alergiczne

W oparciu o podobne mechanizmy jak w przypadku choréb autoimmunologicznych badany
jest zwigzek pomiedzy wywotang antybiotykami dysbiozg a chorobami na tle alergicznym.
Metaanaliza 52 badan obserwacyjnych wykazata zwigzek pomiedzy antybiotykoterapig we
wczesnym dziecifstwie i pdzniejszym ryzykiem astmy.8’ Zalezno$¢ obserwowano réwniez
w badaniach obserwacyjnych dotyczacych ryzyka atopowego zapalenia skory, alergii na
pokarm i alergicznego niezytu nosa.?* Podobne obserwacje dotyczgce $wiszczacego oddechu,
astmy wczesnodzieciecej, wyprysku i atopowego zapalenia skéry uzyskiwano w badaniach

dotyczgcych prenatalnej ekspozycji na antybiotyki.88
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Badania na temat zwigzku antybiotykoterapii z chorobami przewlektymi — trudnosci

interpretacyjne

Statystycznie istotny zwigzek pomiedzy antybiotykoterapig a ryzykiem chordb przewlektych
wykazano w licznych badaniach obserwacyjnych. Do ich wynikédw nalezy jednak podchodzié
Z najwyzszg ostroznoscia, szczegdlnie w kwestii podejmowania decyzji klinicznych. Ocena
zwigzku przyczynowo-skutkowego za pomocg badan obserwacyjnych jest z definicji obarczona
wiekszym ryzykiem btedu i wymaga bardziej ztozonego podejscia niz w przypadku badania
z randomizacja.®% W ocenie pdznych skutkéw antybiotykoterapii trudnym do wyeliminowania
Zzrodtem btedu, nie zawsze obecnym w badaniach obserwacyjnych, jest ,,zaktdcenie poprzez
wskazanie do leczenia” (ang. confounding by indication).®® Zdecydowana wiekszo$¢ dzieci
otrzymuje antybiotyki z powodu infekcji, wiec ustalenie, czy na ryzyko choroby przewlektej
wyptynefa przebyta choroba zakazna, czy jej leczenie, jest bardzo trudne nawet przy uzyciu
metod statystycznych uwzgledniajacych czynniki zaktdcajgce. Kolejnym zjawiskiem
potencjalnie prowadzacym do btednych konkluzji jest , btad protopatyczny” (ang. protopathic
bias).’* Trudno jest na przyktad ustali¢, w jakim stopniu stosowanie antybiotykéw
w dziecinstwie zwieksza ryzyko astmy, a w jakim stopniu czeste infekcje uktadu oddechowego

wymagajace antybiotykoterapii sg jej wczesnym objawem.

Natura problemu powoduje, ze w praktyce bardzo trudna lub wrecz niemozliwa jest
eksploracja omawianego zwigzku w badaniu interwencyjnym. Rodzaj interwencji
(antybiotykoterapia we wczesnym dziecinstwie) z przyczyn etycznych znacznie ogranicza
mozliwo$é przeprowadzenia badania z randomizacjg. Choroby przewlekte mogg wystepowaé
dtuzszy czas po leczeniu i bywajg stosunkowo rzadkie, co wymuszatoby utworzenie grupy
badanej o duzej liczebnosci i dtugim okresie obserwacji. W czasie obserwacji istotna czesc¢
dzieci zostataby poddana antybiotykoterapii z innych wskazan, co dodatkowo utrudnitoby

interpretacje wynikow.

Jednym z kierunkdéw rozwoju naukowego mogacym przyblizy¢ odpowiedz na pytanie
o zalezno$¢ pomiedzy antybiotykoterapig a ryzykiem choréb przewlektych sg badania nad

mikrobiomem cztowieka.
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1.1.5. Problem opornosci na antybiotyki w pediatrii

Opornos$é¢ na antybiotyki jest wielowymiarowym i niejednorodnym problemem, ktérego
specyfika i nasilenie sg unikalne dla kazdego regionu geograficznego®*%® i uzaleznione od
okolicznosci socjoekonomicznych® oraz cech pacjentéw wptywajacych na epidemiologie
chordb zakaznych w danej grupie (jak wiek czy choroby wspétistniejgce). Powage problemu
w pediatrycznej grupie wiekowej dobrze obrazuje rozpowszechnienie opornych na

podstawowe leczenie szczepdw bakterii czesto wywotujgcych infekcje u dzieci, m.in.:

e Streptococcus pneumoniae — czynnik etiologiczny zapalenia ucha srodkowego,
zapalenia zatok, zapalenia ptuc oraz zakazed inwazyjnych. Wedtug danych
Europejskiego Centrum ds. Kontroli i Zapobiegania Choréb oraz Swiatowej Organizacji
Zdrowia, odsetek wyizolowanych szczepéw opornych na penicyline w Polsce w roku
2020 wynosit okoto 11%, a szczepdw opornych na makrolidy 23%.3

e Haemophilus influenzae w wyniku aktualnych programoéw szczepien w Europie jest
przede wszystkim czynnikiem etiologicznym infekcji drég oddechowych, w przesztosci
rowniez zakazen inwazyjnych. Wedtug danych projektu Respi-Net w roku 2019
w Polsce okoto 80% szczepdw byto wrazliwych na aminopenicyliny, a 70%
na cefuroksym.*®

e Escherichia coli — patogen najczesciej wywofujacy u dzieci zakazenia uktadu
moczowego. Brak danych polskich na temat aktualnej antybiotykoopornosci szczepow
wywotujgcych zakazenia drég moczowych u zdrowych dzieci. W innych krajach
europejskich oceniono, ze okoto 75-85% szczepow jest wrazliwych na amoksycyline
z kwasem klawulanowym, 83% na cefuroksym i 70% na trimetoprim lub

kotrimoksazol.?®%7

Wyzej wymieniono wybrane drobnoustroje, ktérych lekowrazliwo$¢ jest szczegdlnie
wazna w codziennej praktyce pediatrycznej. Wiele innych bakterii o wysokim potencjale
opornosci moze by¢ niebezpiecznych dla szczegdlnie narazonych grup pacjentéw (m.in.
Staphylococcus spp., Klebsiella pneumoniae, Enterococcus spp. czy Pseudomonas
aeruginosa).”® Tylko nieliczne sposréd pospolitych patogendw sporadycznie rozwijajg
niewrazliwo$¢ na leczenie pierwszego rzutu (jak w przypadku Neisseria meningitidis)®® lub nie

rozwijajg jej nigdy (jak Streptococcus pyogenes).
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Rozpowszechnienie antybiotykoopornosci jest jednoznacznie powigzane z czestoscig
stosowania antybiotykdw w danej populacji.!! W wyniku ekspozycji dochodzi do selekg;ji
szczepdw o zmniejszonej wrazliwosci, ktére nastepnie przekazujg kluczowe geny organizmom
potomnym lub horyzontalnie, za pomoca mobilnych elementéw genetycznych, takich jak
plazmidy.>® Wazng role tym procesie odgrywa mikrobiom, stanowigcy bogaty rezerwuar
gendw antybiotykoopornosci (tzw. rezystom), z ktérego patogeny moga ,zapozyczaé”
kluczowe dla przetrwania mechanizmy.’®® Zaréwno krétkotrwata, jak i przewlekta
antybiotykoterapia moze prowadzi¢ do selekcji niewrazliwych szczepdw u dzieci. Wykazano,
ze nawet jednorazowe leczenie B-laktamami zwieksza oporno$é kolonizujgcego gardto
H. influenzae na te grupe lekdw w sposéb przejsciowy, lecz istotnie wptywajacy na populacyjny
profil antybiotykowrazliwo$ci.'°* W metaanalizie z 2019 roku ryzyko pojawienia sie szczepéw
opornych u dzieci przyjmujacych przewlekle profilaktyke antybiotykowg w zwigzku
z zakazeniami uktadu moczowego byto dwa i pdét razy wieksze niz w grupie kontrolnej

otrzymujacej placebo.10?

Nieracjonalnie wdrazane leczenie przeciwdrobnoustrojowe prowadzi do konsekwencji
dotykajgcych bezposrednio pacjentdw, zwiekszenia kosztéw opieki zdrowotnej oraz zagrozen
dla zdrowia publicznego w skali globalne;.1%® Niezaleznie od juz stosowanych i wcigz badanych
interwencji majacych przeciwdziata¢ niekorzystnym skutkom antybiotykoterapii, nie nalezy
zapominaé, ze najlepszg metoda zapobiegawczy jest racjonalna polityka antybiotykowa
polegajgca na stosowaniu leczenia o mozliwie najwezszym spektrum, przez najkrotszy

skuteczny czas, we wtasciwych dawkach oraz potwierdzonych naukowo wskazaniach.1%

1.2. Probiotyki

1.2.1. Terminologia
Wedtug obowigzujacej definicji probiotyki to ,zywe mikroorganizmy, ktére podawane
7 105

w odpowiednich ilosciach wywierajg korzystne skutki zdrowotne”. Do terminow

pokrewnych nalezg ,prebiotyki”, ,,synbiotyki” oraz , postbiotyki” (Tab. 1.).
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Tabela 1. Aktualnie obowigzujgca terminologia dotyczaca , biotykéow”

Termin Obowigzujaca definicja

Probiotyki Zywe mikroorganizmy, ktére podawane w odpowiednich ilosciach

wywierajg korzystne skutki zdrowotne?0?

Prebiotyki Substancje, ktéore s3 selektywnie wykorzystywane przez

mikroorganizmy zasiedlajgce organizm cztowieka, posrednio

przynoszac korzysci zdrowotnel®®

Synbiotyki Mieszanina skfadajaca sie z zywych drobnoustrojow i
substratu/substratow  selektywnie  wykorzystywanych przez
drobnoustroje gospodarza i korzystnie oddziatujgcych na jego

organizm?%’

Postbiotyki Preparaty sktadajgce sie z nieozywionych mikroorganizméw i/lub ich

sktadowych przynoszgce korzysci zdrowotnel®®

1.2.2. Mechanizmy dziatania probiotykow

Najbardziej bezposrednim mechanizmem dziatania probiotykdw jest kolonizacja jelit
prowadzaca do zmiany sktadu oraz funkcjonowania mikrobiomu gospodarza. Warunkiem
dziatania probiotyku w tym mechanizmie jest zdolno$¢ przetrwania istotnej liczby zywych
komdrek w niekorzystnych warunkach przewodu pokarmowego oraz posiadanie cech
umozliwiajgcych kolonizacje, takich jak zdolno$¢ do adhezji.t®® Choé w powszechnej opinii
mechanizm ten uznaje sie za istotny, wiekszos¢ badan klinicznych z zastosowaniem
probiotykéw nie oceniato, czy i jak dtugo zywe drobnoustroje utrzymujg sie w organizmie
gospodarza.!® Miedzynarodowe Towarzystwo Naukowe Probiotykdéw i Prebiotykéw (ang.
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics, ISAPP) stoi na stanowisku, ze
kolonizacja przewodu pokarmowego nie jest kryterium $wiadczagcym o skutecznosci
probiotyku.!!! Jesli nawet do niej dojdzie, ma ona najczesciej charakter przejsciowy ze wzgledu
na oporno$¢ ekosystemu jelitowego na zasiedlenie nowymi gatunkami.''? Ponadto, podatnos¢
na kolonizacje szczepami probiotycznymi zalezy od indywidualnej kompozycji mikrobiomu

gospodarza.t3
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Innymi mechanizmami dziatania probiotykbw mogacymi odgrywaé role nawet
w przypadku przejsciowej kolonizacji sg konkurencja o zasoby z drobnoustrojami patogennymi
oraz bezposrednie dziatanie antagonistyczne poprzez wytwarzanie bakteriocyn, zmiany pH
i blokowanie adhezji patogendow.'10114115 7Zigwiska te wydajg sie szczegdlnie istotne
w przypadku stosowania probiotykdw w leczeniu i zapobieganiu zakazeniom przewodu

pokarmowego oraz biegunce zwigzanej z antybiotykoterapig.!®

Mikroorganizmy probiotyczne mogg rowniez wptywac na zdrowie za posrednictwem
wtasnej aktywnosci enzymatycznej oraz indukujac lub hamujac enzymy mikrobiomu
gospodarza;!t’118 wytwarzajgc i metabolizujgc dziatajgce wielokierunkowo na organizm

119,120

krétkotaricuchowe kwasy ttuszczcowe — mastowy, propionowy i octowy; regulujagc

dziatanie uktadu odpornosciowego poprzez oddziatywanie na receptory PRR!?! czy

modyfikujgc dziatanie osi mikrobiom-jelita-mdzg.1??

1.2.3. Stosowanie probiotykdw — uwagi ogdlne

Kliniczny efekt probiotykéw zalezy od zastosowanego gatunku i szczepu, dlatego kazdy
preparat probiotyczny powinien by¢ poddany badaniom dotyczacym jego skutecznosci
i bezpieczenstwa w konkretnym wskazaniu. Ta sama zasada dotyczy poszczegdlnych
preparatéw wieloszczepowych i wielogatunkowych.1?® Skuteczno$¢ probiotyku zalezy réwniez
od jego dawki, ktéra powinna by¢ ustalona w oparciu o badania kliniczne.'** Kolejnym
istotnym aspektem praktycznego zastosowania probiotykdw jest jakos¢ produkcyjna
konkretnych preparatéw. W stanowisku opublikowanym w 2017 roku Europejskie
Towarzystwo Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia Dzieci (ang. European Society for
Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition, ESPGHAN) zwrdcito uwage na
problem rejestracji wiekszosci probiotykdw jako suplementéw diety i wynikajaca z niego mniej
rygorystyczng w poréwnaniu z lekami kontrole jakosci.!?> W pismiennictwie dostepne s3 liczne
dowody niezgodnosci oficjalnych opisow preparatow probiotycznych z ich rzeczywista

zawarto$cig dotyczgce gatunkéw i szczepow,?® deklarowanej przez producenta dawki

127 128

probiotyku™*’ czy kontaminacji produktu innymi drobnoustrojami.
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1.2.4. Probiotyki w zapobieganiu biegunce zwigzanej z antybiotykoterapig

Zgodnie z najnowszym (2019) przegladem systematycznym Cochrane obejmujgcym
33 badania z randomizacjq probiotyki jako grupa wykazujg umiarkowany efekt ochronny przed
AAD.* Pomimo dowoddw na skutecznosé jednoznaczne zalecenie stosowania probiotykéw u
kazdego dziecka przyjmujgcego antybiotyk budzi kontrowersje ze wzgledu na najczesciej
tagodny, samoograniczajgcy sie przebieg biegunki.l?® Watpliwosci te odzwierciedlajg
najaktualniejsze (2016) wytyczne ESPGHAN, wedtug ktérych stosowanie probiotykdéw
o udowodnionej skutecznosci mozna rozwaza¢ w przypadku wystepowania u dziecka
czynnikow ryzyka AAD, takich jak antybiotykoterapia o szerokim spektrum, przedtuzona
antybiotykoterapia czy hospitalizacja. Szczepami o udowodnionej skutecznosci sa
Lacticaseibacillus (wcze$niejsza nazwa Lactobacillus) rhamnosus GG i Saccharomyces
boulardii.3* Jedynie 6 badan z randomizacjg oceniato skutecznos¢ probiotykdw w zapobieganiu
biegunce wywotanej przez C. difficile u dzieci.!3® Na ich podstawie w grupach szczegdlnie
narazonych na ten rodzaj powiktania mozna rozwazy¢ zastosowanie profilaktyczne szczepu S.

boulardii.?*

1.2.5. Ostry niezyt zotgdkowo-jelitowy

Ostry niezyt zotgdkowy u dzieci jest najczesciej powodowany przez infekcje wirusowe, rzadziej
przez bakteryjne.’3! Wedtug ostatniego przegladu systematycznego Cochrane dowody na
skutecznosé probiotykdw (analizowanych jako jedna grupa) w skracaniu czasu trwania ostrej
biegunki s3 niejednoznaczne.’®? W aktualnych wytycznych ESPGHAN zawarte s3 zalecenia
o stabej i bardzo stabej sile dowodu przemawiajgce za stosowaniem S. boulardii, L. rhamnosus
GG, Limosilactobacillus (wczesniejsza nazwa Lactobacillus) reuteri DSM 17938 lub
L. rhamnosus 19070-2 w potaczeniu z L. reuteri DSM 12246 w celu skrécenia czasu trwania

objawdw ostrego niezytu zotgdkowo-jelitowego u dzieci.!33

1.2.6. Biegunka szpitalna
Biegunka szpitalna jest heterogenng jednostka chorobowg, obejmujgca zaréwno biegunki

zakazne, jak i zwigzane ze stosowaniem antybiotykéw w warunkach szpitalnych.134135
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Aktualne wytyczne ESPGHAN sformutowane na podstawie analizy 8 badan z randomizacjg

zalecajg stosowanie L. rhamnosus GG w sytuacjach, gdy podanie probiotyku jest rozwazane.!3®

1.2.7. Czynnosciowe zaburzenia przewodu pokarmowego

Jednym 2z probiotykdw o najlepiej udowodnionej naukowo skutecznosci w leczeniu
i zapobieganiu czynno$ciowym zaburzeniom przewodu pokarmowego u dzieci jest L. reuteri
DSM 17938. Jego stosowanie zmniejszato czas trwania ptaczu zwigzanego z kolkg niemowleca
wedtug wszystkich opublikowanych do tej pory przeglagddw systematycznych, w tym przegladu
Cochrane z 2019 roku.'®” Niektére probiotyki mogg byé réwniez stosowane w leczeniu
czynnosciowych bdéléw brzucha, szczegdlnie w zespole jelita drazliwego.!3® Istniejg badania
z randomizacjg wskazujgce na korzystne dziatanie wybranych probiotykéw w regurgitacjach
niemowlecych,’®® jednak dowody naukowe s3 niewystarczajgce, by uzasadniaé ich
stosowanie.’® Nie ma réwniez podstaw do ich stosowania w leczeniu zaparcia

czynnosciowego.#!

1.2.8. Nieswoiste zapalenia jelit

Zaburzenia mikrobiomu odgrywajg kluczowa role w patogenezie choroby Lesniowskiego
i Crohna i wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego.*? Istniejg ograniczone i niepewne dowody
na skutecznos$¢ konkretnych probiotykéw (L. reuteri ATCC 55730, Escherichia coli Nissle 1917
i jednego z preparatéw wielogatunkowych zawierajgcego 8 szczepdw bakterii) jako terapii
pomocniczej w indukcji remisji i terapii podtrzymujacej wrzodziejagcego zapalenia jelita
grubego.1#3144 Stosowanie probiotykdw w leczeniu choroby Le$niowskiego i Crohna nie jest

zalecane.®3

1.2.9. Martwicze zapalenie jelit, sepsa i inne powiktania wczesniactwa

Skuteczno$¢ probiotykdw w poprawie rokowania u dzieci urodzonych przedwczesnie

i z bardzo matg urodzeniowa masa ciata (ang. very low birth weight) byta przedmiotem ponad
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60 badan klinicznych, ktére podsumowano w 2020 roku w metaanalizie sieciowej*®

oraz
w przegladzie systematycznym Cochrane.#® Obie prace wykazaty korzystny wptyw niektérych
probiotykdw na ryzyko martwiczego zapalenia jelit (ang. necrotizing enterocolitis, NEC).
Ponadto, przeglad Cochrane wykazat zmniejszenie catkowitej Smiertelnosci oraz ryzyka sepsy
0 poznym poczatku w tej grupie pacjentédw. W aktualnych wytycznych ESPGHAN
sformutowano warunkowe zalecenie dotyczace stosowania L. rhamnosus GG ATCC 53103 lub
kombinacji Bifidobacterium infantis Bb-02, Bifidobacterium lactis Bb-12 i Streptococcus
thermophilus TH-4 w celu zmniejszania czestosci NEC.'*” Warunkiem zastosowania tej
interwencji jest Sciste przestrzeganie zasad bezpieczeistwa w populacji dzieci urodzonych
przedwczesnie, wyjgtkowej pod wzgledem ryzyka wystgpienia sepsy wywoftanej szczepami

zawartymi w probiotykach!*® oraz kwasicy d-mleczanowej.14°

1.2.10. Choroby alergiczne

Skutecznos$¢ probiotykdw w zapobieganiu i leczeniu chordb alergicznych oceniano w licznych
badaniach, przede wszystkim dotyczacych atopowego zapalenia skodry, alergicznego niezytu
nosa oraz astmy wczesnodzieciecej.'>® Wedtug stanowiska Europejskiej Akademii Alergii
i Immunologii Klinicznej (ang. European Academy of Allergy and Clinical Immunology, EAACI)
nie ma wystarczajgcych dowodéw, aby wydac¢ zalecenie za lub przeciw stosowaniu

151 ;

i leczeniu®®?

probiotykow w zapobieganiu alergii na pokarm. Ze wzgledu na niejednoznaczne

wyniki badan probiotyki nie sg réwniez zalecane w chorobach zwigzanych z nadwrazliwoscig

na alergeny wziewne.*°

1.2.11. Probiotyki wielogatunkowe i wieloszczepowe

Probiotyki wieloszczepowe mozna definiowac jako preparaty zawierajgce wiecej niz jeden
szczep tego samego gatunku lub blisko spokrewnionych gatunkéw, a wielogatunkowe jako
zawierajagce co najmniej dwa szczepy pochodzace z rdinych gatunkéw.®® Koncepcja
stosowania tego typu mieszanek wynika z wiedzy o unikalnych wtasciwosciach réznych
szczepow. Na przyktfad, jesli uda sie zidentyfikowac¢ dwa drobnoustroje wykazujgce w danym

wskazaniu korzystne dziatanie oparte na réznych mechanizmach, to w teorii zastosowanie ich
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razem moze przynie$¢ lepszy efekt niz kazdego osobno w monoterapii.’>* Indywidualne
szczepy moga rowniez wykazywac miedzy sobg synergizm poprzez wzajemng potencjalizacje
wiasciwosci adhezyjnych czy hamowanie wzrostu patogendw.'>>1%¢ Z drugiej strony, moga tez

157

oddziatywa¢ na siebie antagonistycznie, dlatego kazidy preparat wieloszczepowy

i wielogatunkowy powinien zostaé oceniony w badaniu klinicznym.

Probiotyki wielogatunkowe i wieloszczepowe wielokrotnie poddawano ocenie
w badaniach klinicznych.'®® U dzieci najlepiej udowodniono ich skuteczno$¢ w skracaniu czasu
utrzymywania sie objawdéw ostrej biegunki (L. rhamnosus 19070-2 w potgczeniu z L. reuteri
DSM 12246),'33 indukcji remisji i jej podtrzymaniu we wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego
(probiotyk zawierajacy 8 szczepdw)4>144 oraz w profilaktyce NEC (kombinacja Bifidobacterium
infantis Bb-02, Bifidobacterium lactis Bb-12 i Streptococcus thermophilus TH-4).147 Zarazem
nie ma przekonujacych dowoddéw na to, ze jakikolwiek pojedynczy szczep jest w danym
zastosowaniu mniej skuteczny niz preparat wieloszczepowy zawierajacy ten sam szczep jako
jeden z elementdéw. Jedyne dwa badania, w ktérych bezposrednio przeprowadzono takie
poréwnanie, nie wykazaty réznic pomiedzy grupami.t>>1%0 Réznic pomiedzy preparatami
jedno- i wieloszczepowymi nie stwierdzono réwniez w zdecydowanej wiekszosci przypadkow,

gdy poréwnywano do siebie wyniki roznych badan.1>8

1.4. Punkty koncowe w badaniach klinicznych

1.4.1. Problemy zwigzane z definiowaniem punktéw korncowych

Fundamentalng zasadg prowadzenia badan klinicznych jest precyzyjne sformutowanie pytania
klinicznego.'®* W badaniach dotyczacych interwencji terapeutycznych powszechnie przyjeto
format PICO — akronim, w ktérym ,,P” oznacza populacje (ang. population), ,1”— interwencje
(ang. intervention), ,C” — porédwnanie z grupg kontrolng (ang. comparison), a ,0” — punkt
koricowy (ang. outcome).*®? Z projektowaniem tych ostatnich wigze sie szereg wyzwan
o kluczowym znaczeniu dla wiarygodnosci i uzytecznosci wynikdw badan naukowych, ktére

omaoéwiono ponizej.

W odpowiedzi na utrwalony historycznie, paternalistyczny i arbitralny schemat relacji

lekarz-pacjent pod koniec dwudziestego wieku zapoczatkowano inicjatywy majgce na celu
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wypracowanie bardziej partnerskiego, reaktywnego wobec potrzeb chorego modelu opieki,
okreslanego aktualnie mianem ,opieki skoncentrowanej na pacjencie”.'®® Aby system ten
mogt funkcjonowal w zgodzie z wiedzg medyczng, konieczne jest projektowanie badan
naukowych oceniajacych punkty koricowe istotne z perspektywy pacjenta.®* Spektakularnym
przyktadem uzasadniajagcym uwzglednienie opinii chorych w planowaniu badan klinicznych
stato sie wigczenie tej grupy w procesy decyzyjne inicjatywy OMERACT (Outcome Measures in
Rheumatology), skupiajacej sie na definiowaniu punktéw korcowych w badaniach klinicznych
z zakresu reumatologii.’®® W ciggu 10 lat od zaangazowania pacjentéw w planowanie
reumatologicznych projektéw badawczych trwale zmienit sie ich obraz, miedzy innymi poprzez
wprowadzenie nie uwzglednianych wczesdniej przez naukowcow takich punktéw korncowych,

jak ,zmeczenie” czy ,jakos¢ snu”.

W celu uzyskania silniejszych dowoddw na skutecznos¢ interwencji konieczne jest
przeprowadzenie syntezy danych z réznych opublikowanych wczesniej badan klinicznych
i podsumowanie ich w przegladzie systematycznym. Jednym z warunkéw umozliwiajacych
iloSciowa analize wynikéw wielu badan (metaanalize) jest jednorodnos¢ raportowanych
w nich punktéw koncowych.'®® Jako przyktad skrajnej niejednorodnosci utrudniajgcej lub
wrecz uniemozliwiajgcej wiarygodng synteze danych przytoczy¢é mozna przeglad
systematyczny 10 000 badan na temat schizofrenii, w ktérych tacznie uzyto prawie 2200

réznych skal oceny objawdw.%7

Bfad systematyczny zwigzany z selektywnym raportowaniem (ang. selective reporting
bias) jest definiowany jako wybidrcze publikowanie danych jedynie dla czesci ze zmierzonych
w trakcie badania punktéw koricowych kierowane na przyktad uzyskanymi wynikami.1®®
Problem ten bierze sie miedzy innymi z niekorzystnego zjawiska wiekszej szansy na publikacje
badan, ktérych wyniki osiggnety istotno$é statystycznga.1®® Selektywne raportowanie punktéw
koncowych powoduje, ze decyzje kliniczne sg podejmowane w oparciu o niepetne dane,
co moze prowadzi¢ do wyboru nieskutecznych lub wrecz szkodliwych interwencji oraz

marnowania srodkéw finansowych systeméw opieki zdrowotnej.16°

Podsumowujac, wiasciwie zdefiniowany, zmierzony i zaraportowany punkt korncowy
jest nie tylko niezbedny do prawidtowej weryfikacji hipotezy badawczej — stanowi réwniez
wyraz odpowiedzialnosci badacza wobec spotecznosci naukowej, fundatoréw badan

i spoteczeristwa.’?
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1.4.2. Zestawy podstawowych punktéw koncowych

W odpowiedzi na opisane powyzej problemy powstata koncepcja zestawdw podstawowych
punktéw koncowych (ang. core outcome set, COS), czyli pierwotnie uzgodnionych
i zdefiniowanych punktéw koricowych, ktére powinny znalei¢ sie w kazdym badaniu
klinicznym na dany temat.’? Inicjatywa COMET (Core Outcome Measures in Effectiveness
Trials) jest miedzynarodowym przedsiewzieciem majagcym na celu opracowywanie
wytycznych i narzedzi tworzenia COS, ich dokumentacje i popularyzacje.l’? Zgodnie
z opracowanym przez COMET podrecznikiem pierwszym krokiem w procesie tworzenia COS
jest przeprowadzenie przegladu systematycznego punktéw koncowych raportowanych
w opublikowanych badaniach klinicznych na dany temat w celu oceny ich heterogennosci oraz
istotnosci klinicznej. W kolejnych etapach przeprowadza sie serie ankiet i dyskusji z udziatem
istotnych dla danego problemu klinicznego grup intereséw, ze szczegdlnym uwzglednieniem
pacjentéw. Po osiggnieciu konsensusu w kwestii ,,co mierzy¢”, wskazane jest przeprowadzenie
kolejnego przegladu systematycznego, dokumentujgcego poparte dowodami naukowymi
metody pomiaru punktow koncowych uzgodnionych na wczesniejszym etapie. Finalnie, na
podstawie powyzszych krokéow formutuje sie rekomendacje, ktére nadajg ostateczny ksztatt

nowemu COS.173
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2. Zatozenia i cel pracy

Stosowanie antybiotykdéw moze prowadzi¢ do wystapienia dziatan niepozgdanych
ze strony przewodu pokarmowego, z ktérych najlepiej udokumentowanym jest biegunka
zwigzana z antybiotykoterapig. Jedng z interwencji mogacych zmniejsza¢ jej ryzyko jest
stosowanie probiotykéw o udowodnionej naukowo skutecznosci. Probiotyki wielogatunkowe
nie sg obecnie zalecane w trakcie antybiotykoterapii ze wzgledu na niedostateczne dowody

na ich korzystne dziatanie.

Wiarygodna weryfikacja hipotez badawczych oraz optymalna synteza dowodow
zréznych badan naukowych dotyczacych stosowania probiotykdw w trakcie
antybiotykoterapii wymaga zdefiniowania istotnych klinicznie, homogennych punktow

koricowych.
Celem badan objetych rozprawa byty:

e ocena skutecznosci probiotyku wielogatunkowego w zapobieganiu biegunce zwigzanej
z antybiotykoterapig u dzieci;

e systematyczna dokumentacja i ocena metodologiczna punktéw korncowych
raportowanych w istniejgcych badaniach na temat stosowania probiotykéw w trakcie

antybiotykoterapii u dzieci.
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3. Kopie opublikowanych prac
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ABSTRACT

Introduction Certain individual probiotic strains have
been proven to be effective in reducing the risk of
antibiotic-associated diarrhoea (AAD). However, the effects
of using multispecies probiotics (MPs) remain unclear.
We aim to assess the effectiveness of a specific MP
preparation (Winclove 612) in reducing the incidence of
AAD in children.

Methods and analysis A total of 350 children aged 6
months to 18 years, undergoing antibiotic treatment, will
be randomly allocated to receive either a MP consisting
of two strains of Bifidobacterium (B. bifidumW23 and B.
factis W51) and six strains of Lactobaciflus (L. acidophilus
W37, L. acidophilus W55, L. paracaseiW20, L. plantarum
W62, L. thamnosus W71 and L. salivarius W24) at a total
dose of 10" colony-forming units daily, or a placebo,
from the first day of antibiotic treatment until 7 days after
antibiotic cessation, up to a maximum of 17 days. The
primary outcome will be the incidence of AAD, defined as
>3 loose or watery stools (a score of A on the Amsterdam
Infant Stool Scale or a score of 57 on the Bristol Stool
Form scale) in 24 hours, caused either by Clostridium
difficile or of otherwise unexplained aetiology, occurring
during the intervention period. The secondary outcomes
will include the incidence of AAD according to alternative
definitions; the incidence of any kind of diarrhoea;

the duration of diarrhoea; the need for hospitalisation;
intravenous rehydration or discontinuation of antibiotic
treatment due to diarrhoea; adverse events; and the
intestinal microbiota composition.

Ethics and dissemination The study protocol is approved
by the Ethics Committee of the Medical University of
Warsaw. The findings will be published in a peer-reviewed
journal and submitted to relevant conferences.

Date and protocol version identifier 14/10/2017.

Trial registration number NCT03334604; Pre-results.

INTRODUCTION

Antibiotics are well known to cause distur-
bances in the composition of the intestinal
microbiota, leading to the development of

Strengths and limitations of this study

» This study’s design is simple, with the intent to an-
swer a precise and unambiguous clinical question.

» The study protocol closely follows the rules included
in the Standard Protocol ltems: Recommendations
for Interventional Trials (SPIRIT) statement.

» This will be the first trial of this specific probiotic
formulation in the paediatric population.

» The incidence of antibiotic-associated diarrhoea
(AAD) in specific populations is difficult to predict
and may turn out to be lower than expected, limiting
the trial’s statistical power.

» Since AAD may occur up to 8 weeks after antibiotic
treatment, some cases may be missed in this study.

defined as diarrhoea that occurs in relation
to antibiotic treatment with the exclusion of
other aetiologies, is a common complication
of antibiotic use in children.? Based on the
analysis of data from randomised controlled
trials (RCTs), the pooled risk of AAD in
children was 19%. However, the risk varies
greatly from study to study, ranging from
21%* to 80%,° depending on factors such
as the adopted definition of diarrhoea, the
study population and the type of antibiotic
treatment.® The underlying mechanism of
AAD is not fully understood. It may be caused
by a specific enteric pathogen (eg, Clostridium
difficile, C. perfringens, Staphylococcus aureus or
Candida albicans), metabolic consequences
of altered intestinal microbiota or a direct
effect of antibiotics on the mucosa.” AAD may
vary both in severity (from uncomplicated
diarrhoea to pseudomembranous colitis)
and in incubation period (from the first
day of antibiotic treatment to 8 weeks after
discontinuation).®

Professor Hania Szajewska; gastrointestinal (GI) symptoms.1 Antibiot- The impact of antibiotics on commensal
hania@ipgate.pl ic-associated diarrhoea (AAD), which may be  micro-organisms of the gut justifies the idea
BMJ kukasik J, Szajewska H. BMJ Open 2018;8:€021214. doi:10.1136/bmjopen-2017-021214 1
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of using probiotics to reduce the incidence of AAD.
According to a consensus definition, probiotics are ‘live
micro-organisms that, when administered in adequate
amounts, confer a health benefit on the host”.? There
are a number of potential mechanisms of their action,
including activity in the intestinal lumen (eg, competi-
tion with, or direct suppression of, pathogenic micro-or-
ganisms), interaction with the mucosal barrier (eg,
upregulation of tight junctions, modulation of water and
ion channels) and influence on the intestinal immune
system.10

Probiotic properties are speciesspecific and strain-spe-
cific, so each strain or their combinations should be
examined separately.211 In children, two probiotic strains
with proven efficacy in the prevention of AAD are Lacto-
bacillus vhamnosus GG and Saccharomyces boulardii. > Both
are currently recommended to reduce the incidence of
AAD in children, if the use of probiotics is considered.?
Probiotic preparations consisting of more than one strain
are not yet recommended for reducing the incidence of
AAD in children, despite some evidence of their effective-
ness> !

In this trial, a preparation consisting of eight probi-
otic strains (Winclove 612, Winclove Probiotics, the
Netherlands), including two strains of Bifidobacterium (B.
bifedum W23, B. lactis W51) and six strains of Lactobacillus
(L. acidophilus W37, L. acidophilus W55, L. paracaset W20,
L. plantarum W62, L. rhamnosus W71 and L. salivarius
W24), will be used. Hereafter, this probiotic strain combi-
nation is referred to as ‘multispecies probiotic’ (MP).
None of the individual strains included in MP have been
proven to be effective in reducing the incidence of AAD.
However, studies on the effectiveness of a comparable
preparation, Ecologic AAD, in reducing diarrhoeal symp-
toms have been performecL15 1 The aforementioned
preparation has a similar composition to MP; however,
it additionally contains Enterococcus faecium W54. The
species E. faectum is not recommended for use in chil-
dren by the European Society for Paediatric Gastroen-
terology Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) due to
unclear safety issues!’ and, therefore, is excluded from
the current formulation. In one RCT conducted in 41
healthyadultvolunteers receiving amoxicillin with either
Ecologic AAD or placebo, subjects in the experimental
group had a significantly lower rate of diarrhoea-like
bowel movements compared with those in the placebo
group (48% vs 79%, respectively, relative risk (RR)=0.61,
p<0.05).15 Another RCT conducted in 45 adult patients
with a chronic obstructive pulmonary disease exacerba-
tion who were treated with antibiotics did not reveal a
difference the in rate of diarrhoea-like bowel movements
between the Ecologic AAD and placebo groups (77%
vs 70%, respectively, RR=1.1, p>0.05).16 However, this
study was carried out in avery specific group of patients,
that is, those with a history of frequent and prolonged
antibiotic use. So far, there have been no RCTs using
this probiotic preparation carried out in larger groups
of participants or in children.

METHODS AND ANALYSIS

Aim

The primary objective of this study is to test the hypothesis
that the MP reduces the risk of AAD in children under-
going antibiotic treatment. Other objectives include
investigating the MP’s influence on the incidence of other
types of diarrhoea, diarrhoea duration, intestinal micro-
biota composition and potential adverse events associated
with the MP’s use.

Trial design
The study is a randomised, double-blind, placebo-con-
trolled, parallel group trial with an allocation ratio of 1:1.

Study setting

Participants in this study will be recruited among both
the inpatients and outpatients of the Paediatric Hospital
of the Medical University of Warsaw, Poland. In case
of a low recruitment rate (defined as described in the
‘Monitoring’ section of this document), other hospitals
and medical care centres would also be plausible sources
of participants, providing the presence of adequately
trained personnel. In case of the inclusion of additional
recruitment centres, adequate information will be added
to the protocol registry site, and the bioethics committee
will be informed.

Eligibility criteria

Eligibility criteria will be as follows: (1) age between 6
months and 18 years, (2) therapy with oral or intravenous
antibiotics for common infections, (3) ability to start the
probiotic intervention within 24hours after the start of
antibiotic intake, (4) therapy with broadspectrum anti-
biotics (broad-spectrum penicillins, cephalosporins, fluo-
roquinolones, clindamycin) and (5) signed informed
consent.

The exclusion criteria will include the following: prior
use of antibiotics within the previous 4 weeks, presence of
a severe or generalised infection, history of severe chronic
disease (eg, cancer, inflammatory bowel disease, tubercu-
losis), critical/life-threatening illness, immunodeficiency,
history of pre-existing diarrhoea within the previous 4
weeks, exclusive breastfeeding, allergy or hypersensitivity to
any component of the study product, tubefeeding, use of
proton-pump inhibitors, laxatives, antidiarrhoeal drugs or
any probiotics 14 days before or during the study,

Interventions

The experimental group will receive MP at a dose of 10%
colony-forming units (CFU) daily. This food supplement
consists of the eight following bacterial strains:

B. bifidum W23

B lactis WH1

L. acidophibus W37

L. acidophilus W55

L. paracase: W20

L. plantarum W62

L. vhamnosus W71

L. salivarius W24

YYYYYYYY

2

31

tukasik J, Szajewska H. BMJ Open 2018;8:¢021214. doi:10.1136/bmjopen-2017-021214



8 Open Access

Apart from the probiotic strains, the active product
consists of maize starch, maltodextrin, fructo-oligo-
saccharides P6, maize dextrin P9, potassium chloride,
hydrolysed rice protein, magnesium sulfate, amylase and
manganese sulfate. The dosage of MP to be used in this
study is based on the aforementioned human studies
with a comparable prepa.ration.l5 1 The control group
will receive a placebo product that is indistinguishable in
colour, smell and taste from MP, and will have the same
composition but without the live bacteria, fructo-oligo-
saccharides and maize dextrin. Both MP and placebo
will be a powder, which has to be dissolved in water or
milk before use. The interval between antibiotic intake
and probiotic consumption has to be atleast 2hours. The
study products (MP and placebo) will be manufactured
and supplied by Winclove Probiotics B.V (Amsterdam,
The Netherlands) free of charge.

The products will be transferred to the study site with
a temperature control system, and the readings from a
thermometer will be verified after their delivery. The
study products will be stored at the study site in a locked,
dark, and dry place, at room temperature.

Explanation for choice of comparators

To enable assessment of the occurrence of AAD in this
study’s population, a placebo will be used as a compar-
ator. Contrary to the ‘best available therapy’ model, use
of a placebo may lead to the development of a number
of cases of theoretically avoidable AAD in the placebo
group. However, overestimation of the MP’s effective-
ness will be avoided.’® One may argue that probiotics
with proven efficacy such as LGG or S. boulardi should be
used in the control group. However, it is noteworthy that
they are only recommended if the use of probiotics for
preventing AAD is considered because of the existence of
risk factors such as class of antibiotic(s), duration of anti-
biotic treatment, age, need for hospitalisation, comorbid-
ities or previous episodes of AAD diarthoea.? ® Due to
these factors, no universal standard of care to reduce the
risk of AAD in the paediatric population is defined.

Study procedure

The recruiting physician who is familiar with the study
protocol will perform an eligibility screen on the prospec-
tive patients, who began therapy with antibiotics in the
preceding 24hours, based on their medical records.
Then, during a face-to-face meeting with the patient’s
caregivers, the recruiter will obtain missing information
concerning the inclusion and exclusion criteria, explain
the study procedures, risks and benefits and supply them
with a leaflet containing the study’s description. After
that, written informed consent in two copies will be
obtained from the participant’s caregivers. Consent will
be also obtained from participants themselves if they are
15 years of age or older. Subsequently, the patient’s case
report form (CRF) will be created and archived along
with one copy of the informed consent. Participants will
be randomised to receive orally two times per day either

MP at a dose of 5x10° CFU (total daily dosage of 1x10"
CFU) or a placebo during the antibiotic treatment and
until 7 days after antibiotic cessation, up to a maximum
of 17 days. This period is referred to as the intervention
period later in the document. Data from earlier studies
suggest that doses of >5x10° CFU of probiotic micro-or-
ganisms are more effective than doses <5x10° CFU in
preventing AAD.®

During the intervention period (ie, the whole MP/
placebo administration period), stool number and
consistency will be recorded in a study diary, based on
the Amsterdam Infant Stool Scale (AISS)?! for children
younger than lyear and the Bristol Stool Form (BSF)
scale® for children older than lyear. The study diaries
will be filled in by caregivers of participants younger than
14 years or by participants themselves, provided they are
older than 14 years. A score of A on the AISS or 5-7 on
the BSF scale will be considered as loose or watery stool.
Caregivers also will be instructed to record any other
observations concerning the health of the participants,
including all adverse events involving the GI tract (such as
vomiting, decreased appetite or abdominal pain) or other
systems as well as information regarding compliance with
treatment (ie, if the participant has taken the MP or not)
in the study diary. The diary will be returned to the study
site at the end of the intervention period. The outcome
data for inpatients (eg, the occurrence of diarrhoea) will
be verified using hospital charts.

The participants will be reminded not to use other
treatments during the intervention period that may affect
the incidence or course of the diarrhoea, namely other
probiotics, diosmectite, loperamide, proton pump inhib-
itors or laxatives. Usage of any of the aforementioned
preparations will be treated as a protocol violation, and
such patients will not be included in the per protocol
analysis. Caregivers will be asked to write down in the
study diary any other medications or dietary supplements
taken by the participants during the intervention period.
Withdrawal of consent for participation in the study will
be possible at any moment, with no consequences, and
without an obligation to give reasons for the decision. In
case of the occurrence of serious adverse events or new
circumstances affecting the safety of the participants (eg,
difficulty in swallowing, a new diagnosis of immunodefi-
clency), the intervention will be discontinued.

In cases of the occurrence of diarrhoea, stool samples
will be obtained and examined for presence of common
diarrhoeal pathogens—rotavirus, adenovirus, norovirus,
Campylobacter spp, Sal laspp, Shugella spp, and Yersinia
spp—via chromatographic immunoassay (for viruses) or
isolation from stool culture (for bacteria). Additionally,
C. difficile toxins A and B will be identified in the stool
using immunoassay in cases involving children older than
lyear.

Additionally, as a part of an independent study, partici-
pants’ microbiota composition will be tested in the stool

at four time points: at baseline, at the day of antibiotic
cessation, at the end of intervention and 1month after
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the intervention’s cessation. The tests will be performed
by analysing microbial gene sequences with 16S rRNA-
based diversity methods. DNA will be extracted from the
faecal samples by state-of-the art methods in a specialised
laboratory. PCR amplificated 16S rRNA gene fragments
will be analysed with the use of Illumina HiSeq Sequencer,
and subsequent bioinformatic analyses will be performed
by standardised pipelines within this laboratory. Next to
this, microbial biomass will be measured with quantita-
tive PCR and/or flow cytometry. Microbial functionality
(metabolites produced) can be performed in addition to
the composition analyses, and will be done by proteome
analyses.

Follow-up

The primary and secondary outcomes (for details, see
below) will be assessed during the intervention period.
There will be no follow-up period. In cases of inpatients
discharged before the end of the intervention period as
well as in outpatients, the caregivers will be asked to bring
the remaining product along with the study diary to the
study site at the end of the 7-day intervention period.

Compliance

Compliance with the study protocol will be assessed
by direct interview with the patient and/or caregiver,
by analysing information from the study diary and by
checking the number of returned non-consumed study
products. Participants who receive <75% of the recom-
mended dose of MP/placebo will be considered as
non-compliant.

Outcome measures

The primary outcome measure will be AAD, defined as

three or more loose or watery stools (a score of A on the

AISS or 5-7 on the BSF scale) per day in a 24-hour period,

caused by C. difficileinfection or of otherwise unexplained

aetiology (after testing for common diarrhoeal patho-
gens), occurring during the intervention period.

Secondary outcomes assessed during the intervention
period will include AAD based on two other definitions
of diarrhoea used in previous studies:

» =3loose or watery stools per day for a minimum of
a 48-hour period caused by C. difficile infection or of
otherwise unexplained aetiology.
=2loose or watery stools per day for a minimum of
a 24-hour period caused by C. difficile infection or of
otherwise unexplained aetiology.

For both definitions, loose or watery stools will corre-

spond to a score of A on the AISS or 5-7 on the BSF scale.

AAD needs to be caused by C. difficileinfection or of unex-

plained aetiology (after testing for common diarrhoeal

pathogens), and it must occur during the intervention
period.
Other secondary outcome measures will be as follows:

» Any diarrhoea (defined as 28loose or watery stools

per day for a minimum of 24hours regardless of its
aetiology).

» C. difficileassociated diarrhoea (diarrhoea defined as
above caused by C. difficile confirmed by the presence
of toxin-producing C. dfficile in stools (positive toxin
tests)).

The duration of diarrhoea (defined as the time until
the normalisation of stool consistency according to
the BSF or AISS scale (on BSF scale, numbers 1, 2, 8
and 4; on AISS scale, letters B or C), and the presence
of normal stools for 48 hours).

Discontinuation of the antibiotic treatment due to
severity of diarrhoea.

Hospitalisation caused by diarrhoea in outpatients.
Need for intravenous rehydration in any of the study
groups.

Adverse events.

Intestinal microbiota composition, tested in stool
samples as described above at four time points: at
baseline, at the day of antibiotic cessation, at the end
of intervention and 1month after the intervention’s
cessation.

The timeline of the study is presented in table 1.

Sample size

The pooled risk of AAD determined from previous studies
conducted atthe Medical UniversityofWarsax«v?g?4 is12.4%.
However, in those studies, the definition of diarrhoea was
more strict—loose or watery stools had to last for at least
48hours, so AAD is expected to be more frequent in our
proposed study. Consequently, we have chosen to perform
asample size calculation based on an expected AAD risk of
16%, which is a compromise between the results from the
Medical University of Warsaw and the pooled AAD risk of
19% as reported in the Cochrane rneta—analysis.S To show
a difference of 11% in the treatment effect in the study
groups with 0=0.05% and 80% power (unpaired Student’s
ttest), and assuming a 20% withdrawal rate, a total of 387
participants will be needed. Sample size calculations were
performed with StatsDirect (V.3.1.4, StatsDirect statistical
software; StatsDirect, Chesire, UK).

Random sequence generation and allocation concealment
The randomisation will be performed centrally by
Winclove Probiotics B.V. by a person not involved in the
study. Blocked randomisation (blocks of four) will be
used to ensure a good balance of participant characteris-
tics in each group. Allocation will be determined by using
a computerised random number generation process. All
study products will be sequentially numbered. Coded
study products will be handed over to the researchers.
When the study has ended, participants will be divided
into two blinded groups, which will be used in the
statistical analyses. After performing the analyses, code
numbers will be opened by the coordinating and prin-
cipal investigators. Sealed envelopes containing the allo-
cation of each number will be handed to the principal
investigator ensuring that if a medical problem occurs for
which treatment allocation is needed, the code can at all
times be broken.
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Table 1 The timeline of the study

Intervention period

Days of antibiotic treatment

Days after antibiotic treatment

n {end of
Every antibiotic Close-out
1 2 3 4 5 day treatment) ntl n+2 n+3 n+d4 n+5 n+6 n+7  (n+37)

Enrolment

Eligibility X

assessment

Informed consent x

reception

Allocation and X

randomisation

Handing over of  x

study diary
Interventions

Multistrain L [

probiotic o =

Placebo & -
Data collection

Study diary <— >

Stool tests in case < »

of diarrhoea g

Stool microbiota  x ¥ X X

examination

Reception of X

study diary and

unused product

Blinding

The probiotic preparation and placebo will be stored in
identical packages. The contents will look, smell and taste
the same. Researchers, caregivers, participants, medical
personnel and outcome assessors will all be blinded to
the intervention until the study is completed and the data
analysed.

Data collection and management

All study participants will receive a study identification
number. CRFs containing each participant’s identifi-
cation number and baseline data will be filled in elec-
tronically and printed. Outcome data will be added to
both the paper and electronic copies of the CRF after
the reception of the study diary. Electronic data will be
stored in a password-protected electronic database. The
original paper copies of the CRFs and all study data
will be stored in a locker within the study site. Both
versions of the CRFs will be accessible to the involved
researchers only. Overall, only the involved researchers
will have access to the participant’s personal infor-
mation, and no personal data will be shared with the
company performing the randomisation or with any
other outside party.

Statistical analysis

Descriptive statistics will be used to summarise baseline
characteristics. For continuous variables, comparison
between groups will be done using the Student’s t-test
or Mann-Whitney U test, depending on whether or not
the variables are distributed normally. The normality of
the distribution will be checked using the Shapiro-Wilk
test. The %? test or Fisher’s exact test will be used, as
appropriate, to compare dichotomous variables. Differ-
ences between groups will be presented for contin-
uous outcomes as differences in means or differences
in medians (for normal or non-normal distribution,
respectively) along with a 95% CI. For dichotomous
outcomes, the RR and number needed to treat, calcu-
lated as the inverse of the absolute risk reduction, will be
determined along with a 95% CI. In the second stage of
analysis, the primary outcome will be analysed by logistic
regression, controlling for five prespecified potential
risk factors for AAD (age, sex, antibiotic class, duration
of antibiotic treatment and duration of hospital stay).
The difference between study groups will be considered
significant when the p value is <0.05, when the 95% CI
for RR (or OR) does not include 1.0 or when the 95% CI
for mean difference does not include 0. All statistical
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tests will be two-tailed and performed at the 5% level of
significance.

An intention-to-treat model will be applied—data from
all randomised participants will be used in the analysis,
including those with low compliance or those who drop
out or withdraw their consent. Per-protocol analysis will
be performed as well, and it will include all participants
who finish the study according to the protocol.

Monitoring

The study will be carried out in accordance with the
protocol, as it will be registered. No changes in the
study protocol are expected to be made after the study
starts. However, in case of any unexpected circumstances
requiring alterations of the protocol, changes will be
immediately applied to the protocol registry site at clin-
icaltrials.gov, and, if relevant enough, reported to the
Bioethics committee. An independent Data and Safety
Monitoring Board (DSMB) will be created before the start
of the study. The DSMB will review data after recruitment
from 25%, 50% and 75% of participants to assess the
study progress (including rate of recruitment, complete-
ness of data and their appropriate collection) and all of
the adverse events. The number of recruited patients will
be monitored and kept up to date; appropriate changes
(ie, training of the recruiting physicians, study leaflets,
addition of new recruitment centres) will be applied to
the study procedure and protocol if the pace of recruit-
ment is not high enough to finish the study within the
established time, which is 2 years.

Harms

All eight of the probiotic strains to be used in the study
have the Qualified Presumption of Safety status estab-
lished by the European Food Safety Authority.25 The
occurrence of serious adverse events in immunocompe-
tent populations during oral use of probiotics is Umlikely.i)6

The exact same product has not been assessed in
previous studies. However, several clinical studies
have been performed with a comparable product, in
different populations (healthy volunteers and chronic
obstructive pulmonary disease patients) in the Neth-
erlands and Austria without any reported serious side
effects.!® 18 %7 Moreover, currently, a study is being
performed with Ecologic AAD in patients with spinal cord
injury who require antibiotic treatment during their inpa-
tient rehabilitation (trial number: NTR5831).

In addition, the preparation is commercially avail-
able in several countries (Austria, Germany, Greece,
Norway, Russia, Slovenia, Ukraine and the Netherlands)
and since the market introduction in 2007, no serious
adverse effects have been reported. In the Netherlands,
probiotics are considered to be food or food supple-
ments and, therefore, have to be produced under Hazard
Analysis and Critical Control Point regulations, which
is the Dutch regulation system for safety and hygiene in
food and food supplements. All components are legally
admitted as food additives or food components. Winclove

is an NSF International Certified Good Manufacturing
Practices Facility for manufacturing dietary supplements
and works with the food safety management system ISO
22000:2005.

Overall, based on the literature and manufacturer’s
data, we assume that receiving the study product poses
only a marginal risk to the participants. Nevertheless,
during the whole study period, the participants will benefit
from telephone and email contact with the primary inves-
tigator, so all the potential adverse events will be reported
to and consulted by a physician. Moreover, patients at
higher likelihood of experiencing severe adverse events
(eg, critical/life-threatening illness, immunodeficiency
or severe chronic illness) will not be recruited, as stated
in the exclusion criteria.

Since adverse events of probiotic use are unlikely,
no prespecified list will be a part of the study diary or
CREF. Instead, a section entitled ‘other symptoms’ will
be included, in which caregivers of the participants will
be able to write down any other symptoms that occur
during the intervention. Additionally, at the time of
study diary reception, a physician will personally ask the
caregiver about the occurrence of any symptoms during
the study. As indicated in the Consolidated Standards of
Reporting Trials (CONSORT) extension on harms docu-
ment,28 all of those symptoms will be reported for all of
the randomised participants, including those who with-
draw from the study. The data on adverse events will be
presented for each study arm and each type of adverse
event separately, with an exact count of each event, and
distinction between patients with single and multiple
events.

In case of suspected serious adverse events, the project
leader will immediately notify the Ethics Committee,
DSMB, all study personnel and the manufacturer of the
product about the nature of the event. The decision
regarding continuation or discontinuation of the trial
will be made by the project leader in agreement with the
Ethics Committee and DSMB. All adverse events also will
be noted in the CRFs.

Patient and public involvement
Patients and public were not involved in the design of the
study.

ETHICS AND DISSEMINATION
The protocol of the study was reviewed and approved by
the Ethics Committee of the Medical University of
Warsaw. Participants (or their legal representatives) will
be fully informed about the study, and informed consent
will be obtained. The manufacturer of the study products
commented on the first draft of the protocol; however, all
final decisions were made by the study team who also will
be in charge of all study data.

The manufacturer will have no role in the conduct of
the study, or in the analysis or interpretation of the data.
The findings of this study, whether positive or negative,

6

35

tukasik J, Szajewska H. BMJ Open 2018;8:¢021214. doi:10.1136/bmjopen-2017-021214



6 Open Access

will be published in a peerreviewed journal in accor-
dance with CONSORT. Abstracts will be submitted to rele-
vant national and international conferences.
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eTable 1. Recruitment centres.

Location

Amsterdam UMC,

Amsterdam UMC,

OoLvVG

OLVG location

University Clinical

St. Jadwiga Slaska

location VUmc location AMC location East | West Center of the Medical Hospital
University of Warsaw,
De Boelel: Meibergdreef 9, Oosterpark 9, | Jan Tooropstraat . Prusicka 53-55, 55100
1117 1105 Amsterdam, 1092 164,1061 Zwirki i Wigury 63A, Trzebnica, PL
Amsterdam, NL NL Amsterdam, Amsterdam, NL 02091 Warsaw, PL
NL
Number of the 14 59 31 44 198 4
included
participants
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eTable 2: Patient characteristics depending on the country of recruitment

The
Clinical values Poland Netherlands
Total 202 148
Lost to follow-up, n(%) 31 (15.1) 6(4.1)
Compliant participants, n(%) 128 (63.4) 101 (68.2)
Median age in months (range) 27 (3-212) 32 (3-204)
Sex
Female, n(%) 100 (49.5) 58 (39.2)
Male, n(%) 102 (50.5) 90 (60.8)
Setting
Inpatient, n(%) 200 (99) 71(48)
Outpatient, n(%) 2(1) 77 (52)
Reason for antibiotic treatment
Lower respiratory tract infection, n(%) 62 (30.7) 48 (32.4)
Upper respiratory tract infection, n{(%) 83 (41.1) 18 (12.2)
Urinary tract infection, n(%) 27 (13.4) 32 (21.6)
Skin infection, n(%) 3(1.5 21 (14.2)
Lymphadenitis, n(%) 9 (4.5) 4(2.7)
Nervous system infection, n(%) 2(1) 5(3.4)
Gastrointestinal infection, n(%) 3(1.5) 7(4.7)
Joint infection, n(%) 1(0.5) 4(27)
Other, n(%) 12 (5.9) 9(6.1)
Antibiotic administration route
Only oral, n(%) 34153 113 (76.4)
Only intravenous, n(%) 43 (21.3) 10 (6.8)
Intravenous followed by oral, n(%) 128 (63.4) 25 (16.9)
Antibiotic type
2nd generation cephalosporin, n(%) 48 (23.8) 3(2)
3rd generation cephalosporin, n(%) 51 (25.2) 18 (12.2)
Aminopenicillin, n(%) 90 (44.6) 50 (33.8)
Amoxicillin+clavulanic acid, n(%) 36 (17.8) 86 (568.1)
Clindamycin, n(%) 29 (14.4) 2(1.4)
Cloxacillin/flucloxacillin, n(%) 2 (1) 4(2.7)
Gentamicin, n(%) 0 427
Other, n(%) 5 (2.5) 7(4.7)
Two concomitant antibiotics, n(%) 3 {15:3) 8 (5.4)
Change of antibiotic class n(%) 28 (13.9) 18 (12.2)
Median treatment duration days (range) 10 (1-21) 7 (2-36)
Median hospital stay duration (range) 5(2-21) 4 (1-45)
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eTable 3: Characteristics of patients lost to follow-up

Clinical values Placebo Probiotic
Total 19 18
Median age in months (range) 26 (3-144) 25 (6-161)
Sex
Female, n(%) 9 (47) 9 (50)
Male, n(%) 10 (53) 9 (50)
Setting
Inpatient, n{(%) 16 (84) 17.(94)
Outpatient, n(%) 3(16) 1(6)
Reason for antibiotic treatment
Lower respiratory tract infection, n{(%) 10 (53) 6 (33)
Upper respiratory tract infection, n(%) 5 (26) 7 (39)
Urinary tract infection, n(%) 1(5) 2(11)
Nervous system infection, n(%) 1) -
Lymphadenitis - 1(6)
Other, n(%) 2(10) 2(11)
Antibiotic type
2nd generation cephalosporin, n(%) 3(16) 5 (28)
3rd generation cephalosporin, n(%) 2(11) 2(11)
Aminopenicillin, n(%) 10 (53) 9 (50)
Amoxicillin+clavulanic acid, n(%) 4 (21) 2(11)
Clindamycin, n(%) 4(21) 4(22)
Two concomitant antibiotics, n(%) 4 (21) 4(22)
Median treatment duration days (range) 10 (5-21) 10 (3-14)
Median hospital stay duration (range) 4(3-14) 4(2-9)
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eTable 4. Results of the per protocol analysis including 119 patients in probiotic group and 110 patients in placebo group.

Probiotic group no. of events Placebo group no. of events

Out: (%) (%) Relative Risk (95% CI)
AAD 16 (13.4) 18 (16.4) 0.82 (0.45 to 1.52)
Severe AAD 13 (10.9) 12 (10.9) 1(0.49 to 2.07)
Mild AAD 29 (24.4) 25 (22.7) 1.07 (0.67 to 1.71)
Diarrhea 20(16.8) 27 (24.5) 0.68 (0.41to 1.14)
C. difficile diarrhea 1(0.84) 2(1.8) 0.46 (0.06 to 3.49)
Hospitalization due to
diarrhoea 0(0) 1(0.9) nia
Antibiotic cessation due
to diarrhea 0(0) 00 n/a
Intravenous rehydration
due to diarrhea 0 (0) 1(0.9) nfa
Adverse events

Readmission to the
hospital 3(25) 1(0.9) 2.77 (0.29. 26.27)

Abdominal pain 3(25) 0(0) n/a

Vomiting 2(1.7) 0 (0) nfa

Rash 1(0.84) 0(0) nfa

Trace of blood in the
stool 1(0.84) 0(0) nfa

Probiotic group median (IQR) Placebo group median (IQR) Median difference (95% CI)

Diarrhea duration in
days 3 (3-5.75) 4 (3-6) 1(-1t02)

© 2022 American Medical Association. All rights reserved.
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eTable 5. Available case analysis by the country of recruitment.

Available case analysis - Poland (probiotic n = 84, placebo n= 87)

Probiotic group no. of

Placebo group no. of

Out events events Relative Risk {95% CI)
AAD 13 16 0.84 (0.4410 1.62)
Severe AAD 8 7 1.18 (0.46 t0 3.02)

Mild AAD 21 25 0.87 (0.53 t0 1.42)
Diarrhoea 18 28 0.67 (0.4t0 1.1)

C. difficile diarrhea 1 2 052 (0.07 t0 3.89)
Hospitalization 0 2 nia

Antibiotic cessation 0 0 n/a

Intravenous rehydration |0 5 nfa

Adverse events? 10 5 2.07 (0.77 to0 5.61)

Probiotic group median
(IQR)

Placebo group median
(IQR)

Median difference (95% CI)

Diarrhea duration

3(21055)

4(3106)

1(1102)

“Including: rash (2), readmission

Available case analysis -

to the hospital (2), vomiting (1) in the placebo group and vomiting (3), rash (2), readmission to the hospital (1), gag

reflex (2), trace of blood in the stool (1), abdominal pain (1) in the probiotic group

The Netherlands (probiotic n = 74

placebo n= 68)

Probiotic group no. of

Placebo group no. of

Outcome events events Relative Risk (95% CI)
AAD 10 12 0.77 (0.36 t0 1.63)
Severe AAD 10 12 0.77 (0.36 t0 1.63)

Mild AAD 19 13 1.34 (0.73t02.5)
Diarrhoea 15 22 063 (0.36 t0 1.09)
C. difficile diarrhea 0 1 nfa

Hospitalisation 1 0 nfa

Antibiotic cessation 0 0 nia

Intravenous rehydration |0 0 nfa

Adverse events? 6 5 1.03 (0.37 t0 3.28)

© 2022 American Medical Association. All rights reserved.
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Probiotic group median
(IQR)

Placebo group median
(IGR)

Median difference (95% Cl)

Diarrhea duration

5(3-12)

6 (4-7)

0(-2t03)

#Including: readmission to the hospital (4), abdominal pain (2) in probiotic group and readmission to the hospital (2)

© 2022 American Medical Association. All rights reserved.
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eTable 6. Sensitivity analyses

Probiotic group no. Of events Placebo group no. of events
Out: (%) (%) Relative Risk (95% CI)
AAD cases + diarrhea
cases where the testing
for pathogens was not
performed 29 (18.4) 39 (25.2) 0.73 (0.48 to 1.11)
Infectious diarrhea
excluding C. difficile
diarrhoea 4(25) 1@ 0.36 (0.12 to 1.04)
Rotaviral diarrhoea 1(0.6) 9(5.8) 0.11 (0.2 to 0.65)°
Norovirus diarrhea 3(1.9) 0(0) n/a
Adenovirus diarrhea 0(0) 1(0.6) n/a
Salmonella diarrhea 0(0) 1(0.6) nfa
Diarrhea: plausible
assumption® 5:1 51(29) 56 (32.2) 0.9 (0.66 to 1.23)
Diarrhea: plausible
assumption® 2:1 41(23.3) 56 (32.2) 0.72 (0.51 t0 1.02)
Diarrhea: plausible
assumption® 1,5:1 39(22.2) 56 (32.2) 0.69 (0.48 to 0.97)°
AAD: plausible
assumption® 5:1 36 (20.5) 31(17.8) 1.15 (0.75 to 1.77)
AAD: plausible
assumption® 1:1 26 (14.8) 31(17.8) 0.83 (0.52 to 1.33)

*p=0.01 'p=0.04

“Explanation of plausible ion: we performed a sensitivity analysis ing that the incidence of events among participants lost to follow-up is equal to, or higher by a specific ratio relative to
the observed event incidence among participants followed up, For example, ‘plausible assumption 5:1' means that we assumed the incidence of diarrhea among missing patients in the probiotic
group to be 5 times higher than that in the probiotic group patients who were followed-up, and the incidence of diarrhea among missing patients in the placebo group to be equal to the incidence of
diarthea in the placebo group patients who were followed up

© 2022 American Medical Association. All rights reserved.
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eTable 7. Results of logistic regression analysis.

A. Logistic regression — AAD outcome

Predictor Model with covariates

Odds Ratio 95% CI p
Allocation to probiotic group 0.8 0.42to0 1.52 0.49
Age in months 0.99 0.98to 1 0.006
Male sex 0.94 0.49 to 1.81 0.85
2nd gen. cephalosporin 0.83 0.24 t0 2.91 0.78
3rd gen. cephalosporin 2.02 0.72t0 5.7 0.18
Aminopenicillin 0.76 0.241t0 2.45 0.65
Amoxicillin with clavulanic 2.07 0.68 to 6.31 0.2
acid
Clindamycin 0.61 0.17t0 2.23 0.45
Other antibiotic 0.49 0.11t02.57 0.4
Intravenous antibiotic 1.36 0.40to 4.62 0.62
Oral antibiotic 0.62 0.26 to 1.49 0.29
Hospital stay duration 1.04 0.97to 1.12 0.26
Antibiotic treatment duration 1.05 0.96t0 1.14 0.28

Model without covariates

Odds Ratio 95% ClI p
Allocation to probiotic group 0.77 0.42to0 1.41 0.4

© 2022 American Medical Association. All rights reserved.
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B. Logistic regression — Diarrhea outcome

Model with covariates
Predictor

Odds Ratio 95% CI p
Allocation to probiotic group 0.55 0.32t0 0.96 0.04
Age in months 0.99 0.98 to 0.99 <0.001
Male sex 1.05 0.60to 1.82 0.86
2nd gen. cephalosporin 1.75 0.591t05.15 0.31
3rd gen. cephalosporin 2.44 0.98 to 6.05 0.05
Aminopenicillin 1.43 0.52103.93 0.48
Amoxicillin with clavulanic acid 263 1t06.9 0.05
Clindamycin 0.72 0.23t02.24 0.57
Other antibiotic 1.65 0.45 to 6.02 0.45
Intravenous antibiotic 2.7 0.83 to 6.81 0.1
Oral antibiotic 0.78 0.38 to 1.61 0.5
Hospital stay duration in days 1.02 0.95 to 1.09 0.65
Antibiotic treatment duration in days 1 0.92t0 1.08 0.98

Model without covariates

Odds Ratio 95% Cl p
Allocation to probiotic group 0.55 0.331t0 0.92 0.02

© 2022 American Medical Association. All rights reserved.
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87 full-text articles assessed for eligibility

37 studies included in the review

Fig 1. Flow chart diagram.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0228824.9001
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n= 6 not a probiotic intervention
n= 11 outcomes of interest not

o %

50 full-text articles excluded:

n= 23 non-eligible population

reported
n= 7 not published in English
n= 3 other reasons

“diarrhea caused by C. difficile or of otherwise unknown origin” and performed enzyme
immunoassay tests for rota- and adenoviruses detection and stool cultures for bacterial patho-
gens [37, 39, 44, 47]. A single study additionally tested for norovirus infection using enzyme
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m At least 3 watery/loose stools per day for at least 48 hours

Stool consistency >5 in BSFS and frequency>3/day for at least 48 hours
1 Stool consistency>5 in BSFS and frequency>3/day for at least 24 hours
m At least 3 watery/loose stools per day for at least 48 hours

Other definitions, each used only once

50%
14%

Fig 2. Most commonly used definitions of diarrhea.

hitps://doi.org/10.1371/journal.pone.0228824.4002

immunoassay [37]. In one study, testing for rota- and noroviruses was performed, but a spe-
cific method was not reported [57].

Included studies varied with respect to follow-up duration. In 22 (67%) of the 33 trials that
assessed diarrhea as an outcome, the incidence of diarrhea was assessed during antibiotic treat-
ment and an additional follow-up period, which varied from 1 week after the end of antibiotic
therapy [34, 41] to up to 7 months after its beginning [38]. Seven studies (21%) assessed diar-
rhea only during antibiotic treatment [30, 32, 33, 37, 52, 53, 56], and 3 studies (9%), only dur-
ing the first 3 to 6 days of antibiotic therapy [29, 43, 45].

Among other characteristics of the diarrhea, its duration was reported in only 9 out of 33
studies, which corresponds to 27% of the studies with diarrhea as an outcome. In 6 of these
studies, the duration was not defined [8, 28, 29, 31, 53, 57], whereas in each of the 3 remaining
studies its definition varied [30, 33, 47]. Diarrhea severity was reported as an outcome in only
4 of the studies (12%), and it was defined differently in every one of them, usually on the basis
of discharge frequency and stool consistency [7, 28, 30, 34]. Diarrhea duration and severity
were reported as co-primary outcomes in one study each [34, 47], while in the other studies
they were either secondary or unspecified outcomes. Where provided, the definitions of diar-
rhea duration and severity can be found in S5 Table.

Other outcomes regarding diarrhea included occurrence of infectious diarrhea—5 studies
[28, 31, 37, 39, 44], stool consistency regardless of diarrhea occurrence—>5 studies [33, 40, 41,
53, 54], bowel movement frequency—3 studies [50, 53, 55], and time to diarrhea onset from
the start of antibiotic therapy—5 studies [8, 30, 31, 34, 57]. Additionally, the efficacy of
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Supplementary Figure 1. Risk of bias summary for the included
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S1 Table. MEDLINE Search Strategy — Ovid MEDLINE(R) and Epub Ahead of Print,
In-Process & Other Non-Indexed Citations, Daily and Versions(R)

1  exp probiotics/ or probiotic*.mp.
2 | exp lactobacillus/ or (lactobacill* or "l acidophilus" or "l casei").mp.
3 | exp bifidobacterium/ or (bifidobacter* or "b infantis" or "b bifidum" or "b longum").mp.
4 | exp saccharomyces/ or (saccaromyce* or "s boulardii").mp.
5 | clostridium butyricum/ or clostridium difficile/ or (clostridium butyricum or clostridium difficile).mp.
6 | streptococcus thermophilus/ or streptococcus thermophilus.mp.
7 | enterococcus faecium/ or enterococcus faecium.mp.
8 | or/1-7
9 exp anti-bacterial agents/
10 = exp beta-lactams/ or exp macrolides/ or exp fluoroquinolones/ or exp tetracyclines/ or exp lincosamides/ or
exp aminoglycosides/ or exp trimethoprim/
11 | (antibiotic* or anti biotic* or antimicrobial* or anti microbial* or antimycobial* or anti mycobial* or

antimycobacteri* or anti mycobacteri* or antibacteri* or anti bacteri* or bacteriocid* or antiinfective* or anti
infective*).mp.

12 | (penicillin* or flucloxacillin* or amoxicillin* or clavula* or macrolide* or fluoroquinolone* or tetracycline* or
lincosamid* or aminoglycosid* or trimethoprim*).mp.

13 | or/9-12

14 | pediatrics/

15 | (infan* or newborn* or new-born* or perinat* or neonat* or baby or baby* or babies or toddler* or minors or
minors* or boy or boys or boyfriend or boyhood or girl* or kid or kids or child or child* or children* or
schoolchild* or schoolchild or adolescen* or juvenil* or youth* or teen* or underage* or pubescen* or
pediatric* or paediatric* or peadiatric* or prematur* or preterm*).mp.

16 | school*.ti,ab.

17 | or/14-16!

18 ' randomized controlled trial.pt.

19 ' controlled clinical trial.pt.

20 | randomized.ab.

21  placebo.ab.

22 clinical trials as topic.sh.

23 | randomly.ab.

24 | trial.ti.2

25 | Epidemiologic studies/

26 | exp case control studies/

27 | exp cohort studies/

28 | Case control.tw.

29  (cohort adj (study or studies)).tw.

30 | Cohort analyS.tw.

31 (Follow up adj (study or studies)).tw.

32 (observational adj (study or studies)).tw.

33 | Longitudinal.tw.

34 | Retrospective.tw.

35 | Cross sectional.tw.

36 | Cross-sectional studies/

37 | or/18-363

38 | exp animals/ not humans.sh.

39  37not38

40 8and 13 and 17 and 39

1 Pediatric search filter adapted from: Leclercq E, Leeflang MM, van Dalen EC, Kremer LC. Validation of search filters for
identifying pediatric studies in PubMed. J Pediatr. 2013 Mar;162(3):629-634.e2.

2Cochrane Highly Sensitive Search Strategy for identifying randomized trials in MEDLINE: sensitivity-maximizing version
(2008 revision); Ovid format (Box 6.4.c). In Higgins JPT, Green S (editors). Cochrane Handbook for Systematic Reviews of
Interventions Version 5.1.0 [updated March 2011]. The Cochrane Collaboration, 2011. Available from
www.handbook.cochrane.org.

3 Observational studies filter, Scottish Intercollegiate Guidelines Network. Available from https://www.sign.ac.uk/search-
filters.html.
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S2 Table. Excluded studies with reasons of exclusion

Study ID

Reason for exclusion

Ameen 2019 [1]

Non-eligible population

Andaloro 2019 [2]

Outcomes of interest not reported

Awasthi 2000 [3]

Commentary on another study

Cherian 2012 [4]

Non-eligible population
Outcomes of interest not reported

Conway 2007 [5]

Non-eligible population

Czerwionka-Szaflarska 2006 [6]

Article not in English

Dajani 2013 [7]

Non-eligible population

Dajani 2013 [8]

Non-eligible population

De Bortoli 2007 [9]

Non-eligible population

Doyle 2018 [10]

Outcomes of interest not reported

Duman 2005 [11]

Non-eligible population

Francavilla 2008 [12]

Non-eligible population

Francavilla 2014 [13]

Non-eligible population

Goldman 2006 [14]

Outcomes of interest not reported

Huang 2011 [15]

Conference abstract

Islek 2015 [16]

Not a probiotic intervention

Kim 2008 [17]

Non-eligible population

Kitz 2012 [18]

Outcomes of interest not reported

Korpela 2018 [19]

Outcomes of interest not reported

Kumar 2013 [20]

Non-eligible population

Li 2008 [21] Secondary study
Li 2018 [22] Outcomes of interest not reported
Li 2019 [23] Outcomes of interest not reported

Lukasik 2018 [24]

Study protocol

Madden Fuentes 2015 [25]

Outcomes of interest not reported

Maziade 2013 [26]

Non-eligible population

Mohseni 2013 [27]

Outcomes of interest not reported

Murphy 2016 [28]

Not a probiotic intervention

Namkin 2016 [29]

Non-eligible population

Nista 2004 [30]

Non-eligible population

Pantoflickova 2003 [31]

Non-eligible population

Prado 1980 [32]

Article not in English

Rohrenbach 2009 [33]

Article not in English

Saneeyan 2011 [34]

Article not in English

Schrezenmeir 2004 [35]

Not a probiotic intervention

Sirvan 2017 [36]

Not a probiotic intervention

Song 2010 [37]

Non-eligible population

Srinivasan 2006 [38]

Non-eligible population

Tamma 2017 [39]

Non-eligible population

Tongtawee 2016 [40]

Non-eligible population

Uitz 2017 [41]

Non-eligible population
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Ustundag 2017 [42] Not a probiotic intervention

Valsecchi 2014 [43] Outcomes of interest not reported

Wan 2017 [44] Article not in English

Wang 2017 [45] Non-eligible population

Witsell 1995 [46] Non-eligible population

Xiang 2019 [47] Non-eligible population and intervention

Zhao 2014 [48] Article not in English

Zheng 2012 [49] Article not in English

Ziemniak 2006 [50] Non-eligible population
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S3 Table. Characteristics of the included studies

Number Indication for
Study ID Sttudy Setting and age of antibiotic Typgs .Of Intervention Control
ype participant antibiotics
s therapy
Ahmad 2013 | RCT Outpatient | N =66 H. pylori Amoxicillin + L. acidophilus, L. Placebo
[1] Age: 3-14 infection furazolidone rhamnosus, L. bulgaricus,
y L. casei, S. thermophilus,
B. infantis and B. breve
Akcam 2015 | RCT Outpatient | N =61 H. pylori Amoxicillin + L. casei 2401, L. No
[2] Age: 7-18 infection clarithromycin acidophilus 2027 and B. treatment
y lactis 2211
Arvola 1999 RCT Mixed N=119 Acute Oral penicillin, | Lactobacillus GG Placebo
[3] setting Age: 2 — respiratory amoxicillin,
11,8y infections cephalosporin
S,
erythromycin
or
trimethoprim-
sulphamethox
azole
Basnet 2017 | NRT Outpatient | N=174 Respiratory Amoxicillin + L. sporogenes, St. No
[4] Age: 6 m- tract clavulanic acid | faecalis, C. butyricum, Ba. | treatment
16y infections mesentericus TO-A 1
Bau 2020 [5] | Cohort | Mixed N =336 Any Any antibiotics | Any probiotics, according No
study setting Age: Tm — | indication to patient choice treatment
17y (observational study),
most commonly: L.
rhamnosus GG, L. reuteri
DSM 17938
Bin 2015[6] | RCT Probably N =194 H. pylori Amoxicillin+cla | S. boulardii CNCM I-745 No
outpatient | Age: 22 m | infection rithromycin, treatment
-16y metronidazole
Correa 2005 | RCT Inpatient N =169 Not Penicillin, B. lactis and St. Placebo
[7] Age: 6-36 described ampicillin, thermophilus
m oxacillin,
amoxicillin,
cephalosporin,
amoxicillin+cla
vulanic acid,
others
Dharani RCT Outpatient | N=100 Impetigo Azithromycin L. sporegens, S. faecalis, No
2017 Age: 1-15 Clostridium butyricum and | treatment
[8] y Bacillus mesentericus
Erdeve 2004 | NRT Setting N =653 Not Sulbactam- S. boulardii No
[9] unclear Age: 1-15 described ampicillin or treatment
y azithromycin
Esposito RCT Inpatient N =90 UTI Amoxicillin — L. rhamnosus GG Placebo
2018 [10] Age: 11- prophylaxis clavulanate or
36m after macrolide
hypospadias
repair
Fox 2015 RCT Outpatient | N=72 Any Beta-lactams, L. rhamnosus GG, B. Placebo
[11] Age: 1-12 indication macrolides, lactis BB-12, L.
y other than tetracyclines, acidophilus La-5
prophylaxis
Georgieva RCT Inpatient N =100 Any infection | Aminoglycosid | L. reuteri 17938 Placebo
2015[12] Age: 3-12 es,
y fluoroquinolon
es, beta-
lactams,
metronidazole
Hurduc 2009 | RCT Probably N =90 H. pylori Amoxicillin + S. boulardii No
[13] outpatient | Age: 3-18 infection clarithromycin treatment
y
Jindal 2017 RCT Outpatient | N =600 UTI, otitis Beta-lactams S. boulardii No
[14] Age: 6 m - | media, treatment
12y tonsillitis
Jirapinyo RCT Inpatient N=18 Sepsis, Broad- L. acidophilus, B. infantis Placebo
2002 [15] Age: 1-36 meningitis spectrum
m antibiotics
Kotodziej RCT Inpatient N =250 Any infection | Any antibiotics | L. reuteri 17938 Placebo
2018 [16]
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Age: 0-18

y
Korpela RCT Outpatient | N =231 Infections Macrolides, L. rhamnosus GG Placebo
2016 [17] Age: 2-6y penicillins,
cephalosporin
S,
trimethoprim-
sulphamethox
azole
Kotowska RCT Mixed N =269 Otitis media, | Any antibiotics | S. boulardii Placebo
2005 [18] setting Age: 6 — respiratory
14y tract
infection
Lionetti 2006 | RCT Probably N =40 H. pylori Amoxicillin + L. reuteri ATCC 55730 Placebo
[19] outpatient | Age: 3,3- infection clarithromycin
18y
Merenstein RCT Outpatient | N =125 Upper Not described Kefir containing various Placebo
2009 [20] Age: 1-5y | respiratory strains of bacteria.
infections
Okazaki RCT Inpatient N =30 Postoperativ | Not described B. Breve strain Yakult Placebo
2016 [21] Age: <15y | e
prophylaxis
Olek 2017 RCT Outpatient | N =447 Common Beta-lactams, L. plantarum DSM9843 Placebo
[22] Age: 1-11 infections trimethoprim-
y sulphamethox
azole,
macrolides
Plewinska NRT Outpatient | N =60 H. pylori Amoxicillin, L. acidophilus R0052, L. Placebo
2006 [23] Age: 8,8- infection clarithromycin rhamnosus R0011
18,3y
Ranasinghe RCT Inpatient N=176 Any Amoxicillin, Yogurt containing No
2008 [24] Age: 6 m— | indication amoxiclav bifidobacteria treatment
5y other than
diarrhea
Ruszczynski | RCT Mixed N =240 Common Penicillins, L. rhamnosus E/N, oxy, Placebo
2008 [25] setting Age: 3m- infections broad- pen
14y spectrum
penicillins
(ampicillin,
amoxicillin,
amoxicillin
plus
clavulanate),
cephalosporin
s, macrolides,
clindamycin
Seki 2003 NRT Mixed N =110 Upper Penicillin, C. butyricum Miyairi No
[26] setting Age: 1 m- | respiratory cephalosporin, treatment
15y infections, tetracycline,
gastroenterit | fosfomycin
is
Shahraki RCT Outpatient | N =50 H. pylori Amoxicillin + L. reuteri No
2017 [27] Age: 5-18 infection clarithromycin treatment
y
Shan 2013 RCT Inpatient N =333 Lower Cefepime, S. boulardii No
[28] Age: 6-14 respiratory Cefoperazone treatment
y tract +sulbactam,
infection Cefuroxime,
Amoxicillin+cla
vulanic acid,
Erythromycin,
others
Sykora 2005 | RCT Probably N =86 H. pylori Amoxicillin, L .casei DN-114 001 Placebo
[29] outpatient | Mean age: | infection clarithromycin
12.6y
Szajewska RCT Outpatient | N =66 H. pylori Clarithromycin | L. rhamnosus GG Placebo
2009 [30] Age: 5-17 infection
y
Szymanski RCT Mixed N=78 Otitis media, | Amoxicillin, B. longum PLO3, L. Placebo
2008 [31] setting Age: 5m - | and/or amoxicillin+cla | rhamnosus KL53A and L.
16y respiratory vulanate, plantarum PL0O2
tract cephalosporin
infections, s, penicillin,
and/or macrolides,
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urinary tract | aminoglycosid
infections es
Tankanow RCT Outpatient | N =60 Not Amoxicillin L. acidophilus and L. Placebo
1990 [32] Age: 5m- described bulgaricus
By precisely,
mostly otitis
media and
pharyngitis
Tolone 2012 | RCT Probably N =68 H. pylori Amoxicillin + L. plantarum, L. reuteri, L. No
[33] outpatient | Age mean: | infection clarithromycin casei subsp. rhamnosus, treatment
8.3y B. infantis and B. longum,
L. salivarius, L.
acidophilus,
S. thermophilus, L.
sporogenes.
Vanderhoof RCT Outpatient | N =202 Upper to Oral antibiotics | L. rhamnosus GG Placebo
1999 [34] Age: 6 m— | lower
10y respiratory
tract; urinary
tract; soft
tissues
infection;
skin
infection
Wang 2014 RCT Probably N =88 H. pylori Clarithromycin | L. acidophilus-5 and B. No
[35] outpatient | Age mean: | infection + bifidum-12 treatment
78y amoxicillin/met
ronidazole
Zakordonets | RCT Inpatient N =40 Moderate or | Ceftriaxone Lactobacilli and No
2016 [36] Age: 3-17 severe acute Lactococci, Bifidobacteria, | treatment
y bacterial propionate-oxidising
infection bacteria, acetic acid
diseases bacteria
Zoppi 2001 RCT Inpatient N =51 Febrile Ceftriaxone 7 experimental arms: S. No
[37] Age: mean | respiratory boulardii (1); E. species treatment
51y tract (2); lactulose (3); L. casei
infections GG (4) L. rhamnosus, L.
bifidus, and L. acidophilus
(5); B. bifidum and L.
acidophilus (6); or a
mixture of various
lactobacilli and
bifidobacteria at high
concentrations (7).
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S4 Table. Outcomes identified in the included studies.
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S5 Table. Characteristics of the identified outcomes.

Main
diarrhea - Diarrhea Measurement Outcome
Study ID related definiti ) assessment Other outcome measures
efinition instrument L
outcome timeline
measure
Ahmad 2013 | Diarrhea Not provided. No measurement Outcome Other Gl symptoms patient- or parent-
[1] instruments used, assessed once in reported, not defined.
diarrhea was a week, during the
reported by patient treatment (one
or parent during week of antibiotic
routine phone calls. therapy + 3 weeks
of omeprazole)
and follow-up.
Duration of follow-
up unclear.

Akcam 2015 | Diarrhea Not provided. No measurement Outcome Other Gl symptoms patient- or parent-

[2] instruments used, assessed on days | reported, not defined.

patient-reported 0, 7, 14, and 28 of

outcome during the study (during

routine check-ups. antibiotic
treatment + 2
week follow-up).

Arvola 1999 Diarrhea At least three Symptom diary with First 2 weeks after | Definition of diarrhea severity:

[3] watery or loose three levels of stool the beginning of comparison of the stool frequency and
stools per day consistency (solid, the antimicrobial stool consistency (solid, loose, watery)
for a minimum of | loose, watery). treatment. between groups.

2 consecutive Diarrhea duration not defined.

days. In case of diarrhea, microbiological
tests were performed: immune assay
for adenovirus, rotavirus and C.
difficile toxin A, fecal cultures for
Salmonella, Shigella, Yersinia,
Campylobacter, Clostridium difficile,
Staphylococcus aureus, and yeasts,
PCR for Norwalk-like (genogroup | and
1) caliciviruses and astroviruses. AAD
diagnosis not dependent on the results
of those tests.

Basnet 2017 | AAD At least three Parents asked to 5 days after Diarrhea duration not defined. Adverse

[4] loosel/liquid record the stool initiation of events: Any other side effects or
stools per day. frequency and therapy. complaints the parents might have

consistency. No observed during the course of
specific instrument treatment.
used.

Bau 2020 [5] | AAD Presence of 3 or | No specific stool During antibiotic Antibiotic-associated abdominal pain:
more loose or form assessment treatment and for presence of abdominal pain not
liquid bowel tool used. additional 14 days. | reduced by defecation and not related
movements per Some participants to other recognizable
day during were tested for rota- conditions/fussiness and persisting
antibiotic and norovirus crying without any other obvious
treatment or infection. causes in infants and younger
within 14 days children.
from the Antibiotic-associated constipation:
antibiotics presence of at least 2 of the following:
course excluding difficult or painful evacuation,
other etiologies. hard or voluminous stools, and need to

use a laxative or enema.

Duration and onset of: diarrhea,
abdominal pain and constipation not
defined.

Bin 2015 [6] Diarrhea An increase in BSFS During antibiotic Diarrhea onset: time between the

the frequency of
bowel
movements
(>3/day) or
decrease in
stool
consistency
(BSFS score 5
or 6).

treatment.

inclusion

of the patient and the onset of
diarrhoea

Diarrhea duration: number of days
until normalization of stool consistency
(BSF score <4) and frequency (<3
stools/day).

Efficacy of diarrhea treatment: 3
categories — “significantly effective”
(diarrhea cessation within 72 hours of
treatment, and systemic symptoms
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disappear); “effective” (appearance
and frequency of the stool markedly
improve within 72 hours of treatment,
and systemic symptoms markedly
improve), and “ineffective”
(appearance and frequency of the
stool and systemic symptoms do not
improve, or even worse within 72
hours of treatment).

Diarrhea severity: based on
occurrence of differently severe types
of diarrhea — “diarrhea without
dehydration or toxic symptoms”;
“diarrhea with moderate to severe
dehydration, or with obvious toxic
symptoms and signs”.

Correa 2005 | AAD A change in Tools and other Stools recorded Fecal samples from all patients with
[7] bowel habits definitions not daily for 30 days. diarrhea and one among 3 patients
with the passage | described. without diarrhea were tested for
of three or more rotavirus and enteric strains of
liquid stools per adenovirus by enzyme immunoassay.
day for at least 2 AAD diagnosis not dependent on the
consecutive results of those tests.
days. Definitions of duration, incubation and
diarrhea-associated dehydration were
not provided.
Dharani Diarrhea Not provided No measurement During antibiotic Abdominal discomfort, flatulence,
2017 instruments used, treatment. vomiting
[8] patient-reported
outcome during
routine check-up.
Erdeve 2004 | AAD Watery stools Patients were re- Duration of
[9] more than twice | evaluated and were antibiotic
a day. questioned about treatment.
watery stools three
or more times on
any day of the
treatment.
Esposito AAD 3 or more liquid BSFS Evaluated the Diarrhea duration: “number of
2018 [10] stools (BSFS patients on each continuous days of diarrhea”.
type 7) in 24 h. day of Consistency: comparison between
hospitalization. groups regarding number of stools of
BSFS type: <3, 3-5 and >5
respectively.
Other outcomes: duration of hospital
stay, postoperative complications,
number of needed postoperative
wound dressings.
Fox 2015 Diarrhea Various Study diary. BSFS. Duration of Diarrhea incubation — various
[11] definitions of antibiotic definitions: 1) time to occurrence of

diarrhea. (A)
stool
consistency=5
and
frequency=2/day
for more than 2
days; (B) stool
consistency=5
and
frequency=3/day
for more than 2
days; (C) stool
consistency=6
and stool
frequency=2/day
for more than 2
days; and (D)
stool
consistency=6
and stool
frequency=3/day
for more than 2
days.

treatment + 1
week.

>=2 stools per day; 2 ) time to
occurrence of >=3 stools per day; 3)
time to first occurrence of stool
consistency >=6; 4) time to first
occurrence of stool consistency >=5
Diarrhea severity assessment based
on comparison between different types
of diarrhea (definitions provided in the
column “definitions of diarrhea”).
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Georgieva Diarrhea Three or more BSFS. Study diary. During and up to Mild diarrhea: Any soft and not formed
2015 [12] soft and not 21 days post or watery bowel movements.
formed or watery antibiotic Diarrhea severity: total number of soft
bowel treatment. and not formed or watery bowel
movements per movements during an episode of
day for at least diarrhea and the presence of blood
48 hours. and mucus in feces.
Frequency of stool samples positive
for C. difficile toxin A and B.
Frequencies of other gastrointestinal
symptoms during the study period
according to GSRS.
Hurduc 2009 | Diarrhea Self-reported No measurement Assessment on Other Gl symptoms (abdominal pain,
[13] diarrhea, not instruments day 28 after the constipation, bloating, taste
defined beyond described. start of the disturbance, nausea) reported, but not
that. treatment. defined. No measurement instruments
used.
Jindal 2017 AAD Self-reported “The frequency and Until 14 day after
[14] diarrhea, not consistency of stool the start of
defined beyond was enquired and antibiotic therapy.
that. noted at each visit”,
no measurement
instruments
described.
Jirapinyo Diarrhea Diarrhea not “Characteristics and Not described. Incubation and duration of diarrhea —
2002 [15] defined. frequency of stools not defined.
were recorded”.
Kotodziej AAD & Various BSFS. Amsterdam Throughout Additionally: need for i.v. rehydration,
2018 [16] diarrhea definitions: 1) infant stool scale. antibiotic need for antibiotic discontinuation,
three or more Rapid, qualitative, treatment. need for hospitalization to manage
loose or watery chromatographic diarrhea.
stools per day immunoassay that
for a minimum of | simultaneously
48 h detects rotaviruses,
2) three or more | adenoviruses
loose or watery and noroviruses.
stools per day Stool culture to
for a minimum of | identify bacterial
24h pathogens
3) two or more (Salmonella spp.,
loose or watery Shigella spp.,
stools per day Campylobacter spp.,
for a minimum of | Yersinia spp.).
24 h. Clostridium difficile
AAD was toxins A and B were
diagnosed in identified by
cases of standard enzyme
diarrhea, defined | immunoassay.
clinically as
above, caused
by C. difficile or
for otherwise
unexplained
origin (i.e.,
negative
laboratory stool
tests for
infectious
agents).
Korpela Diarrhea Not defined. Daily symptom 7 months in total. Various gastrointestinal and
2016 [17] diaries. respiratory complaints were marked
down in diaries. The frequency of
gastrointestinal complaints (pain,
bloating, diarrhea, constipation,
flatulence) was documented and
reported.
Kotowska AAD & >=3 loose or Study diaries. During and up to Need for i.v. rehydration, need for
2005 [18] diarrhea watery stools The presence of two weeks after antibiotic discontinuation, need for

per day for a
minimum of 48
h. AAD was
diagnosed in
cases of
diarrhea, defined
clinically as

rotavirus-antigen
was investigated in
all diarrheal

stool samples using
a commercial latex
agglutination

antibiotic therapy.

hospitalization to manage diarrhea.
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above, caused
by C. difficile or
for otherwise

test with a rotavirus-
specific monoclonal
antibody. Standard

unexplained stool cultures were
diarrhea. used to screen for
bacteria
(Salmonella,
Shigella), and C.
difficile toxins A and
B were identified by
enzyme
immunoassay.
Lionetti 2006 | Not During therapy Gl symptoms according to GSRS —
[19] assessed and for 10 both total score and individual
additional days symptoms.
(20 days in total)
Merenstein AAD No definition, Reported by 5,10 and 15th day | Vomiting, stomach pain, constipation,
2009 [20] parent-reported. | parents. Study diary. | of the study. loose stools, runny nose, cough,
earaches, fever, irritability, lethargy.
Absences from day care or school
owing to iliness.
Missed parental work owing to the
child being ill.
Overall health: Likert scale.
Adverse events: adverse events were
defined either by the parent or
healthcare provider as any event that
could possibly be related to the study
drink. Serious adverse events were
defined as any incidence of death, a
life-threatening event, hospitalization,
prolonged hospital stay, or an event
resulting in permanent disability.
Okazaki Not Until 3 weeks after | Gastrointestinal complications — not
2016 [21] assessed surgery. defined.
Postoperative infections — not defined.
Olek 2017 AAD >=3 BSFS Up to one week Incidence of loose/watery stools and
[22] loose/watery after mean number of loose/watery stools
stools/24 h probiotic/placebo according to BSFS.
cessation. Pain, vomiting, flatulence, distension —
no measurement tools reported.
Plewinska Diarrhea Not defined. Not described. Not clear, Abdominal pain, taste disturbances,
2006 [23] presumably during | nausea, vomiting — not defined.
antibiotic therapy
and for 20 next
days.
Ranasinghe Diarrhea a change from Not described 3 first days of
2008 [24] the patient's antibiotic therapy
normal bowel
habit, with two or
more loose or
watery stools for
at least two
days.
Ruszczynski | AAD & >=3 loose or Study diary. Until 2 weeks after | Additionally: need for i.v. rehydration,
2008 [25] diarrhea watery stools Immunoassay that the end of the need for antibiotic discontinuation,
per day for a simultaneously antibiotic therapy. need for hospitalization to manage
minimum of 48 detects rotaviruses diarrhea.
h. AAD: and adenoviruses
Diarrhea defined | Stool culture for
as above, Salmonella spp.,
caused by C. Shigella spp.,
difficile or Escherichia coli,
otherwise Campylobacter spp.
unexplained Clostridium difficile
diarrhea. toxins A and B were
identified by
enzyme
immunoassay.
Seki 2003 Diarrhea Muddy or watery | Not described. Until sixth day of
[26] stool at over antibiotic therapy.
threefold the
normal daily
frequency.
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Shahraki Not Day 0 and 4 Vomiting, abdominal pain, flatulence
2017 [27] assessed weeks after and halitosis: questionnaire with
completion of the symptom rating scale (0 = no
treatment. symptom, 1 = mild, 2=moderate,
3=severe).

Shan 2013 AAD & >=3 loose or BSFS Up to 2 weeks Diarrhea duration: From first diarrheic

[28] diarrhea watery stools Immunoassay for after the end of stool to first normal (BSFS score 4 or
(5,6 or 7 on the rotavirus antigen antibiotic therapy. less) stool.

BSFS) during 2 and C. difficile toxin
consecutive A and B. Cultures
days caused by for Salmonella,
C. difficile or of Shigella,
unknown Campylobacter,
aetiology. Yersinia,
Escherichia.
Sykora 2005 | Diarrhea Not defined. Reported at follow- A follow-up visit Nausea, abdominal pain, vomiting,
[29] up visit, no after the treatment | headache — not defined.
instruments period and 4
specified. weeks after
stopping
treatment.
Szajewska Treatment | 3 or more loose Study diary. Up to 2 weeks Abdominal pain, nausea, vomiting,
2009 [30] - or watery stools Microbiological tests | after the end of constipation, flatulence, taste
associated | per day for a to exclude infectious | the therapy. disturbance, or loss of appetite —
diarrhea minimum of 48 origin — specific patient-reported, not defined, noted in
hours occurring tests not described. study diary.
during and/or up Need for antibiotic therapy
to 2 weeks after discontinuation.
the end of the
therapy.

Szymanski Diarrhea 3 or more loose Study diary. during and/or up Number of stools per day.

2008 [31] or watery stools to 2 weeks after Need for i.v. rehydration, need for
per day for a the end of the antibiotic discontinuation, need for
minimum of 48 antibiotic therapy. hospitalization to manage diarrhea.
h.

Tankanow Diarrhea Abnormal Parent-reported on Diarrhea

1990 [32] frequency and routine telephone occurrence
liquidity of fecal contact. through days 1 to
discharges. One 10. Days 2-3 and
or more 10-12 day of study
abnormally — telephone
loose bowel contact.
movements
throughout study
period.

Tolone 2012 | Diarrhea Not defined. Parent-reported, During treatment Constipation, epigastric pain, nausea,

[33] study diary. period. vomiting — not defined, reported in

study diary.

Vanderhoof Diarrhea 2 liquid stools The Stool Parents were Pain intensity: Intensity score based

1999 [34] per day on at Consistency contacted every 3 on a visual analogue scale.
least 2 Continuum. days until Diarrhea duration: not defined.
observation Investigation of antibiotic Occurrence of loose stools:
periods during diarrhoea causes completion or occurrence of stools, which scored < 4
the course of was to be pursued if | cessation of on the consistency continuum.
this study. clinical presentation diarrhoea Stool frequency: determined by

suggested an counting the number of stools passed

infectious cause during a 24-hour period.

(vomiting, abdominal Visible blood in the stool.

cramping, and Abdominal pain: according to intensity

loose, bloody score.

frequent stools). Nausea, vomiting, bloating, appetite
suppression: parent-reported.

Wang 2014 Diarrhea Not defined. Not specified. Up to 6 weeks Deformed excrement, nausea,

[35] after treatment. vomiting, abdominal pain and loss of

appetite — not defined.

Zakordonets | AAD At least 3 soft or | Microscopic Following 4 weeks

2016 [36] liquid stools for examination of after AB cessation.

at least 2
consecutive
days.

faecal smears,
pathogenic
microflora
examination.
Pathogenic
microflora
examination not
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described in detail.

Stool form

measurement

instrument not

described.

Zoppi 2001 Not Up to 7 days after Bowel movement frequency, intestinal
assessed discharge. complaints — measurement
instruments not specified.

Table legend: AAD — Antibiotic-associated diarrhea, BSFS —Bristol stool form scale, GSRS — gastrointestinal
symptom rating score
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S6 Table. Risk of bias assessment for the singe included cohort study

Quality Assessment
Criteria

Criterion to be Fulfilled to
Award Asterix (*)

Bau 2020

Representativeness
of the exposed cohort

Selection of the non
exposed cohort

Ascertainment of
exposure

Demonstration that

outcome of interest

was not present at
start of study

a) truly representative of the
average children in the
community *

b) somewhat representative
of the average children in the
community *

c) selected group of users eg
nurses, volunteers

d) no description of the
derivation of the cohort

a) drawn from the same
community as the exposed
cohort *

b) drawn from a different
source

c) no description of the

derivation of the non

exposed cohort

a) secure record (eg surgical
records) *

b) structured interview *

c) written self report

d) no descrlptlon
a) yes
b) no

Selection (4*maximum)

Comparability of
cohorts on the basis
of the design or
analysis

a) The study controls for
clearly described
confounding factors**

b) No control for, or no
adequate description

of confounding factors,

Comparability (2*maximum)

Assessment of
outcome

Was follow-up long
enough for outcomes
to occur?
Adequacy of follow-
up of cohorts

a) independent blind
assessment *
b) record linkage*
c) self report
d) no descrlptlon
a) yes
b) no

a) complete follow up - all
subjects accounted for *

b) subjects lost to follow up
unlikely to introduce bias - small
number lost - <20% follow up, or
description provided of those
lost *

c) follow up rate < 20% and
no description of those lost

d) no statement

Outcome (3* maximum)

Adapted from Newcastle-Ottawa scale (Retrieved from

http://www.ohri.ca/programs/clinical epidemiology/oxford.asp)
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4. Podsumowanie i wnioski

Antybiotykoterapia we wspotczesnej praktyce pediatrycznej ma niepodwazalng
i w pefni zastuzong pozycje. Ze wzgledu na liczne niekorzystne skutki wynikajace ze stosowania
tej grupy lekow konieczne jest prowadzenie racjonalnej polityki antybiotykowej, polegajgcej
miedzy innymi na ograniczaniu terapii przeciwbakteryjnej tylko do popartych dowodami
wskazan, z uwzglednieniem najkrétszego bezpiecznego czasu leczenia i najmniejszych
skutecznych dawek. Dobrze udokumentowanym dziataniem niepozadanym jest biegunka
zwigzana z antybiotykoterapiag. W celu jej unikniecia najczesciej zaleca sie stosowanie

probiotykow, jednak nieliczne preparaty majg udowodniong naukowo skutecznosé.

Punkty koncowe oceniane w badaniach klinicznych, w tym w badaniach na temat
skutkéow antybiotykoterapii u dzieci, powinny by¢ przejrzyscie zdefiniowane i raportowane,
istotne klinicznie i mozliwie homogenne, aby stac sie podstawg do podejmowania wtasciwych

decyzji klinicznych.

W pierwszej czesci niniejszej rozprawy przedstawiono wyniki badania z randomizacja
przeprowadzonego metodg poczwdrnie Slepej préby, oceniajacego skutecznos¢ probiotyku
wielogatunkowego zawierajgcego 8 szczepow bakterii (Bifidobacterium bifidum W23,
Bifidobacterium lactis W51, Lactobacillus acidophilus W37, Lactobacillus acidophilus W55,
Lacticaseibacillus paracasei W20, Lactiplantibacillus plantarum W62, Lacticaseibacillus
rhamnosus W71 i Ligilactobacillus salivarius W24) w zapobieganiu biegunce zwigzanej
z antybiotykoterapig u dzieci. Badanie przeprowadzono zgodnie z opublikowanym wczesniej
protokotem. Do badania zakwalifikowano 350 dzieci w wieku od 3 miesiecy do 18 lat (mediana
wieku 28 miesiecy), otrzymujacych antybiotyki o szerokim spektrum dziatania. Uczestnicy byli
losowo przydzielani do grupy otrzymujgcej ww. probiotyk (w dawce 10 miliardéw jednostek
tworzgcych kolonie na dobe) lub placebo o identycznym smaku, zapachu i wygladzie.
Interwencja trwata przez caty okres antybiotykoterapii oraz przez 7 kolejnych dni. Pierwotnym
punktem koncowym byta biegunka zwigzana z antybiotykoterapia, zdefiniowana jako co
najmniej 3 luzne lub wodniste stolce na dobe w okresie 24 godzin, wywotane przez C. difficile
lub o nieustalonej etiologii. Przeprowadzono analize w grupach wyodrebnionych zgodnie
z zaplanowanym leczeniem (ang. intention to treat analysis). W grupie otrzymujgcej badany

probiotyk (n = 158) w pordwnaniu z grupg otrzymujgca placebo (n = 155) stwierdzono
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podobne ryzyko biegunki zwigzanej z antybiotykoterapig (ryzyko wzgledne [relative risk, RR]
0,81, 95% przedziat ufnosci [confidence interval, Cl] 0,49-1,33) ocenianej wedtug najbardziej
konserwatywnej definicji, czyli opartej na wykluczeniu etiologii zakaznej innej niz C. difficile
(rotawiruséw, norowiruséw i adenowirusdw oraz Salmonella spp., Campylobacter spp.
i Yersinia spp.). Jednoczesnie, w grupie otrzymujgcej badany probiotyk stwierdzono istotnie
mniejsze catkowite ryzyko biegunki ocenianej niezaleznie od etiologii (RR 0,65, 95% CI 0,44—
0,94). Dzieci w grupie otrzymujgcej probiotyk istotnie rzadziej wymagaty réwniez nawodnienia
dozylnego. Nie stwierdzono istotnych réznic w odniesieniu do pozostatych wtdrnych punktéw

konncowych. Zdarzenia niepozadane wystepowaty w obu grupach z podobng czestoscia.

W drugiej czesci przedstawiono wyniki przegladu systematycznego dokumentujgcego
punkty koncowe raportowane w badaniach na temat stosowania probiotykéw w trakcie
antybiotykoterapii u dzieci. Kryteria rozpoznania AAD nie byty jasno zdefiniowane w 12
sposréd 33 badan oceniajgcych biegunke jako punkt kocowy. W pozostatych 21 badaniach
zidentyfikowano az 16 rdéznych definicji biegunki. Wykluczenie typowej zakaznej etiologii
traktowano jako warunek diagnozy AAD jedynie w 7 badaniach. Inne istotne klinicznie punkty
koncowe, takie jak czas trwania AAD i jej ciezko$¢, byty rzadko oceniane. Jedynie w dwdch

badaniach raportowano punkty koricowe zwigzane z jakoscig zycia pacjentow.
Whioski

e W przeprowadzonym badaniu z randomizacjag metodg poczwérnie Slepej préby
z placebo wykazano skuteczno$¢ probiotyku wielogatunkowego w zmniejszaniu
catkowitego ryzyka biegunki, niezaleznie od jej etiologii, w trakcie antybiotykoterapii
i przez 7 kolejnych dni. Tak zdefiniowany punkt koncowy lepiej oddaje pragmatyczne
podejscie przyjete w praktyce klinicznej niz konserwatywna definicja AAD.
Na podstawie wynikdéw badania mozna rozwazaé zastosowanie badanego probiotyku
w trakcie antybiotykoterapii u dzieci.

e Punkty koncowe w badaniach dotyczacych stosowania probiotykdw w trakcie
antybiotykoterapii u dzieci sg heterogenne oraz rzadko uwzgledniajg perspektywe
pacjenta. Wyniki przeglagdu systematycznego uzasadniajg potrzebe stworzenia

zestawu podstawowych punktow korcowych dedykowanego tej tematyce.
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e Oceniane tgcznie wnioski obu badan demonstrujg istotnos¢ definicji punktu
koncowego dla interpretacji wynikéw badan klinicznych dotyczacych stosowania

probiotykow w trakcie antybiotykoterapii.
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