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RESUMO
INTRODUCAO: Os probidticos ganhando espaco como uma intervencdo promissora
para a prevencao de infecgdes respiratorias em criangas e adolescentes, de acordo com
varios ensaios clinicos randomizados controlados.
OBJETIVOS: Avaliar criticamente o efeito de diferentes probidticos na prevencao de
infeccOes do trato respiratorio em criangas e adolescentes.
METODOS: Busca dos dados: Foram realizadas buscas em 24 de fevereiro de 2014
nas seguintes bases de dados: MEDLINE, EMBASE, LILACS, SCIELO, CINAHL,
Scopus e Web of Science. Foram utilizadas as seguintes combinagdes de termos:
“infeccBes do trato respiratorio” e probioticos. Selecdo dos estudos: foram incluidos
ensaios clinicos randomizados que avaliaram o efeito dos probidticos em infecgdes do
trato respiratorio (ITR) em criangas e adolescentes. Estudos envolvendo criangas com
doencas cronicas ou outras comorbidades pré-existentes e aqueles que nao
especificaram o tipo do probidticos administrado foram excluidos. Extracao e sintese
dos dados: dois revisores, trabalhando de forma independente, revisaram todos os
titulos e resumos dos estudos para identificar estudos que preenchiam os critérios de
elegibilidade. Foram realizadas analises de pares e de rede para identificar os efeitos dos
probiodticos sobre as infecgBes respiratdrias. Principais desfechos: os desfechos
primarios e secundarios foram infeccGes do trato respiratorio e efeitos adversos,
respectivamente.
RESULTADOS: vinte e um ensaios com 6.603 participantes foram incluidos. A andlise
de comparacéo direta sugeriu que o Lactobacillus casei rhamnosus (LCA) foi o Unico
probidticos eficaz na reducdo da incidéncia de infeccdes respiratorias em comparagédo
com o placebo (RR 0,38; Crl 0,19-0,45). A anélise de rede mostrou que o Lactobacillus
casei rhamnosus apresentou probabilidade de 54,7% de estar classificado em primeiro
lugar, engquanto a probabilidade do Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC) estar em
ultimo lugar no ranking de efetividade foi de 15,3%. O Lactobacillus casei rhamnosus
ndo apresentou melhor efeito em comparacdo com outras cepas probioticas pelas
analises indiretas.
CONCLUSAO: Esta revisdo sistematica e meta-analise encontrou falta de evidéncia
para suportar o efeito da suplementagdo de probioticos na redugdo da incidéncia de

infeccdes respiratorias em criancas e adolescentes.

Palavras chave: infec¢Bes do trato respiratdrio, probidticos.



ABSTRACT
CONTEXT: Probiotics have emerged as a promising intervention for the prevention of
respiratory infections in children, according to several randomized controlled trials.
OBJECTIVE: Critically assess the effect of probiotics on prevention of respiratory
tract infections in children and adolescents
METHODS: Data Sources: Searches were conducted on February 24, 2014 in the
following databases: MEDLINE, EMBASE, LILACS, SCIELO, CINAHL, SCOPUS,
and Web of Science. The following combinations of terms were used: “respiratory tract
infections” AND probiotics. Study selection: Randomized clinical trials assessing the
effect of probiotics on respiratory tract infections (RTIs) in children and adolescents
were included. Studies involving children with chronic diseases or other pre-existing
comorbidities and those that did not specifying the type of probiotic were excluded.
Data extraction and Synthesis: Two reviewers, working independently, screened all
titles and abstracts to identify studies that met the eligibility criteria. Pairwise and
network analyses were performed to identify the effects of probiotics on respiratory
infections. Main outcomes and Measures: Main and secondary outcomes were
respiratory tract infections and adverse effects, respectively.
RESULTS: Twenty-one trials with 6.603 participants were included. Direct
comparison analysis suggested that Lactobacillus casei rhamnosus (LCA) was the only
effective probiotic to the rate of respiratory infections compared to placebo (RR0.38;
Crl 0.19-0.45). Network analysis showed that the Lactobacillus casei rhamnosus
probiotic exhibited a 54.7% probability of being classified in first, while the probability
of Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC) being last in the ranking was 15.3%.
Lactobacillus casei rhamnosus showed no better effect compared to other probiotic
strains by indirect analysis.
CONCLUSION: This systematic review found a lack of evidence to support the effect
of probiotic supplementation on the incidence rate of respiratory tract infections in

children and adolescents.

Key words: respiratory tract infections, probiotics.
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1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia das Infec¢cdes do Trato Respiratorio

As infeccdes do trato respiratorio (ITR) sdo muito frequentes em nosso meio, e
responsaveis por significativa morbidade e mortalidade. Elas podem ser classificadas
como pneumonias, infeccdes respiratorias superiores — faringite, laringite, epiglotite,
sinusite, otite — e infecgdes respiratorias inferiores — traqueobronquite, bronquite e
bronquiolite. Todas essas enfermidades, em geral, estdo associadas a episddios de febre
(temperatura corporal acima de 37,8 graus Celsius), alteragdes na ausculta pulmonar,
producédo de exsudado purulento e dor. A etiologia esté relacionada a uma ampla gama
de patdgenos, como virus, bactérias e fungos. Por possuirem etiologia diversificada, o
tratamento das infec¢Bes do trato respiratdrio, muitas vezes, € iniciado empiricamente.

Estudos mostram que as infeccBes respiratorias agudas (IRA) sdo responsaveis
por gerar um numero elevado de atendimentos ambulatoriais, de internagdes
hospitalares e de prescricBes de antibidticos. Contribuem, ainda, para o aumento da
morbidade e da mortalidade mundiais.

Segundo a ultima atualizacdo da Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), em
julho de 2013, as infec¢Bes do trato respiratorio estdo entre as principais causas de
morte na Ultima década, estando classificadas como a terceira causa de morte em 2011,
representando 5,9% de todas as mortes. Dentre as infecgdes respiratorias, a pneumonia é
a principal causa de morbidade e mortalidade na infancia, e em muitas partes do mundo
sendo considerada uma das causas mais importantes. A pneumonia destaca-se

ocasionando o 6bito de cerca de 2 milhGes de criancas anualmente em todo o mundo(1),
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sendo responsavel por aproximadamente 19% das mortes de criangas dos 0 aos 5 anos
de idade. Essa porcentagem também evidencia a estatistica das criangas em tratamento
com antibioticos(2). Cerca de 30% dos obitos infantis estdo relacionados a pneumonia
em criancas e sepse ou pneumonia entre 0s recem- nascidos(3).

Dentre as infecgdes respiratorias virais, o virus Influenza representa uma das
maiores preocupacdes devido a sua rapida e facil transmisséo, podendo causar grandes
epidemias. A circulacdo dos virus respiratorios depende muito do clima. Regides
tropicais normalmente sofrem menor impacto, com pequenos surtos em regides
isoladas. Em regides de clima temperado, as transmissdes virais aumentam
consideravelmente com a chegada do frio, causando picos epidémicos de infeccdes
respiratorias. Brasil, Uruguai, Chile e Argentina sdo os paises da América do Sul que
apresentam maiores indices de infecgdes respiratorias no inverno(4).

Em relacdo aos dados epidemiologicos nacionais, até 2007, os dados a respeito
das infeccdes do trato respiratorio eram considerados superficiais uma vez que néo
existia padronizacéo dos critérios epidemiologicos para esse tipo de infeccdo. Em 2009,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria criou um guia completo contendo os
Critérios Epidemioldgicos Nacionais das Infeccbes do Trato Respiratorio. Este
documento tem como finalidade auxiliar os profissionais de saude que atuam na area de
controle de infeccBes a assisténcia a satde(5).

No Brasil, nas regides Sul e Sudeste, as infec¢des respiratorias sdo as principais
causas de atendimentos nos servicos de salde, emergéncias e unidades de cuidados

intensivos, durante as estagdes mais frias(4).
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1.2. Descricdo da intervencao atual

Os antibidticos foram descobertos em meados do século XX, sendo
caracterizados como a solugéo para o tratamento de infecgdes bacterianas e doengas
infecciosas.

As infecgdes respiratorias sdo responsaveis pelo uso abusivo de antimicrobianos,
e muitas vezes, erroneamente uma vez que podem ser inicialmente causadas por agentes
virais. Esse uso abusivo de antibioticos para o tratamento de infeccdes pode provocar
consequéncias como diarreia, prurido e até mesmo resisténcia bacteriana, uma vez que
0s patdgenos descobriram maneiras de sobreviver a esses antibidticos, dificultando o
tratamento da doenga(6). Existem muitos estudos que tentam esclarecer o uso da terapia
antimicrobiana em infec¢fes respiratorias, mas ainda sdo muito contraditorios,

principalmente pela variabilidade dos quadros de infecgéo.

Uma meta-analise realizada para avaliar a efetividade dos antibi6ticos no
tratamento de rinite purulenta aguda incluiu sete ensaios clinicos randomizados duplo-
cegos placebo-controlados, quatro contribuiram com dados sobre os beneficios dos
antibioticos e quatro contribuiram com dados sobre maleficios dos antibidticos. O risco
relativo total para o beneficio para rinite com uso de 5-8 dias foi de 1,18 (IC 1,05-1,33;
NNT=7-15), enquanto o risco relativo total para os efeitos adversos foi de 1,46 (IC
1,10-1,94; NNT=12-78), sendo os efeitos gastrointestinais os mais comuns. Diante
destes resultados, os antibacterianos mostraram-se eficazes no tratamento de rinite
purulenta aguda, tendo provavel beneficio sobre sua evolucdo, no entanto, o risco de
efeitos adversos também foi aumentado, merecendo analise especial. A maioria dos
pacientes evoluiram mais adequadamente sem antibacterianos, refor¢cando a importancia

do uso cauteloso dos antibioticos nestas condi¢oes(7).
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Uma revisdo sistematica publicada na Cochrane de nove ensaios clinicos
randomizados duplo-cego placebo-controlados avaliou o efeito dos antimicrobianos em
bronquite aguda e tosse aguda produtiva. Como resultado, os pacientes que receberam
0s antimicrobianos tiveram menos tosse RR = 0,64; 1C95%: 0,49- 0,85; NNT = 5),
entretanto, observou-se neste mesmo grupo aumento dos efeitos adversos relacionados a
utilizacdo dos antimicrobianos (RR= 1,22 (IC95%: 0,94-1,58; NNT =33). Diante dos
estudos acima citados, ¢ fundamental analisar o real efeito positivo da utilizacdo de
antimicrobianos comparando aos efeitos adversos, uso autolimitado de medicacao e,
principalmente, risco aumentado da resisténcia a essas medicacdes no tratamento de

infeccdes do trato respiratorio, principalmente em criangas(8).

1.3. Descricao das caracteristicas e funcionalidade dos probioticos

O termo “probidtico” foi introduzido pela primeira vez em 1965 por Lilly e
Stillwell. Diferenciando dos antibidticos, os probidticos foram definidos como
organismos de origem microbiolégica que estimulam o crescimento de outros
organismos. Roy Fuller em 1989 foi o primeiro a introduziu a idéia de que os

probidticos causam um efeito benéfico para o hospedeiro(9).

Segundo a Organizacdo Mundial de Gastroenterologia (OMG) e Organizagéo
Mundial da Sadde (OMS), os probioticos sdo microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades apropriadas, conferem beneficio a satide do hospedeiro.
Devido a suas caracteristicas biologicas inerentes, os probioticos predominam em

relagdo aos microrganismos patogénicos potenciais no trato gastrointestinal(9, 10).

Os probidticos sdo introduzidos na alimentacdo diaria através da suplementagéo
oral ou produto alimentar que contenha suficiente nimero de microrganismos, sendo

capazes de alterar a microflora do hospedeiro(11, 12). Dentro os probidticos mais
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estudados podemos destacar as espécies de Lactobacillus (Lactobacillus rhamnosus
GG), Bifidobacterium (Bifidobacterium Lactis), Streptococcus (Streptococcus
thermophilus), assim como a levedura Saccharomyces cerevisiae e alguns E. coli e
espéecies de Bacillus. Estas bactérias sdo fermentativas, anaerébios obrigatorios ou

facultativos, produtores de acido lactico(10).

Desde 1960 os probidticos vém sendo estudados, mas apenas a partir de 2000
encontramos estudos relacionando a utilizagcdo de probidticos com infec¢des do trato
respiratério (ITR). Recente meta-analise publicada em 2013, avaliou a associagdo da
suplementacdo com o probidtico especifico Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) para a
prevencdo de infecgbes respiratorias em criancas. Foram avaliados quatro ensaios
clinicos randomizados envolvendo 1805 participantes, comparados ao placebo. De
acordo com os resultados, concluiram que a administragdo do LGG causou potencial
reducdo na incidéncia de otite média, infeccbes do trato respiratorio alto e uso de

antibiotico em criangas(13).

Em 2009 foi publicada uma revisdo sistematica avaliando a utilizacdo de
probidticos na prevencdo de infeccbes do trato respiratério que incluiu 14 ensaios
clinicos randomizados realizados em criancas, adultos e idosos. A partir da analise
detalhada, a revisdo mostrou que a maioria dos estudos indicam que a incidéncia de ITR
ndo parece ser influenciada pela administracdo profilatica de probidticos, embora os
probidticos possam ter um efeito benéfico na reducdo da gravidade e duracdo das

ITR(14).

O principal motivo pelo qual os probidticos sdo considerados importantes
componentes alimentares para a diminuicdo do risco e melhora de doengas infecciosas

estd no potencial impacto que eles possuem sobre o nivel da microbiota intestinal, do
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epitélio intestinal e associacdo com a funcdo imunoldgica e sisttmica da mucosa
intestinal.(15) Os probidticos agem controlando o crescimento de bactérias
potencialmente patdgenas, suprindo assim esta colonizacdo ndo desejada(16), além de

restaurar bactérias benéficas e atividades metabolicas perdidas(17).

Além de serem utilizados no tratamento, os probidticos vem sendo
administrados na prevengéo de infeccOes, principalmente na infancia. Estudo realizado
em 571 criangas saudaveis entre 1 e 6 anos de idade, mostrou que o consumo de leite
complementado com probidtico durante 7 meses diminuiu a incidéncia de infecgdes
respiratérias com complicacdes, e a necessidade do uso de antibidticos(18). Outro
ensaio clinico randomizado realizado em 188 lactentes com idade entre 6 e 12 meses
receberam formula suplementada com probidtico por um periodo de 6 meses,
comparada ao placebo, teve o objetivo de analisar o efeito dos probidticos na incidéncia
de infeccBes. Neste estudo, o grupo intervencdo também apresentou significante
reducdo de 46% na incidéncia de infeccGes do trato gastrointestinal e reducdo de 26%

na incidéncia de infeccdes respiratdrias, se comparadas ao placebo(19).

1.4. Probidticos em férmulas infantis

Ha alguns anos vem sendo comercializadas formulas infantis suplementadas
com probidticos, tanto para lactentes quanto férmulas de transicdo. Em funcéao disso, ha
uma preocupacao mundial dos reais riscos e beneficios da adicdo de probidticos nos
produtos dietéticos para lactentes e criangas. Em 2004 a Sociedade Europeia de
Gastroenterologia e Nutricdo Pediatrica (SEGNP) posicionou-se a respeito da utilizagédo
de probidticos e prebioticos na dieta das criancas, enfatizando a importancia de avaliar
alguns aspectos antes da introducdo desse tipo de alimentacdo suplementada: o

momento mais adequado para iniciar de administracdo, visto que a microbiota do
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recém-nascido ndo esta bem estabelecida; o tempo de uso visto que ndo ha estudos que
avaliem riscos ou beneficios a longo prazo; e o tipo e dosagem do probidtico mais
indicado, uma vez que ndo se pode generalizar resultados de estudos realizados com
probidticos especificos para conjunto de cepas ou cepas ainda ndo estudadas. Além
disso, estudos que avaliam o efeito de simbidticos (prebioticos + probidticos) nédo

avaliam o real efeito do probidtico isolado(20).

Em 2011 o Comité de Nutricdo da Sociedade Europeia de Gastroenterologia
Pediatrica, Hepatologia e Nutricdo publicou uma revisdo sisteméatica das evidéncias
existentes comparando os efeitos da suplementacdo de formulas infantis com
probidticos e/ou prebidticos as formulas ndo suplementadas correlacionando esses
dados com a seguranca e 0s impactos na saude. Ao final, concluem que as formulas
suplementadas ndo conferem riscos a salude em relacdo aos efeitos adversos, mas que
ndo ha estudos suficientes até 0 momento para a recomendagdo do uso rotineiro dessas
férmulas suplementadas. Entretanto, o0 Comité enfatiza a necessidade de mais pesquisas
com estudos bem delineados a fim de esclarecer os reais beneficios deste tipo de

suplementacéo, principalmente avaliando efeitos de uso a longo prazo(21).

Em 2012 a Sociedade Brasileira de Pediatria do Rio Grande do Sul através do
Boletim Cientifico de Pediatria também posicionou-se em relacdo ao tema. Além das
observacOes acima ja citadas, a Sociedade relata que muitos estudos estdo sendo
realizados para esclarecer o real beneficio na préatica clinica da suplementacdo de
probidticos, principalmente pelo fato de alguns estudos ja demonstrarem que 0s

probidticos também estdo presentes no leite materno, considerado o “padréo ouro”(22).
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1.5. Saude baseada em evidéncias

Por muitos anos, as condutas clinicas das areas da salde baseavam-se
principalmente em experiéncias pessoais, profissionais com maiores titulacbes eram
considerados autoridades no assunto aliados as teorias fisiopatolégicas. Com a evolugéo
do conhecimento, essa pratica foi perdendo valor, dando lugar a uma conduta clinica
baseada em métodos e comprovagdes cientificas. Surge entdo a Medicina Baseada em
Evidéncias (MBE), e no caso das outras areas da saude, a Saude Baseada em Evidéncias

(SBE).

A prética da SBE implica ndo somente no conhecimento e experiéncias clinicas,
mas também no conceito de definir uma questdo de pesquisa (problema clinico), buscar,
interpretar e avaliar criticamente as evidéncias disponiveis, identificar a aplicabilidade
dos dados oriundo dos estudos a fim de utilizad-las na tomada de decisbes na préatica
clinica e no final avaliar os resultados obtidos(23, 24). A competéncia clinica do
profissional e as preferéncias do paciente sdo aspectos fundamentais para a tomada de
decisdo sobre a assisténcia a saude(25).

A partir desta pratica, alguns conceitos metodoldgicos devem ser levados em
consideragdo a fim de avaliarmos se a informagdo fornecida é confiavel e de boa
qualidade. Os estudos sdo classificados segundo seu delineamento em uma escala de
evidéncia. No topo da piramide, sendo consideradas com melhor grau de evidéncia,
estdo as meta-andlises, logo abaixo o0s ensaios clinicos randomizados, os estudos de
coorte contemporanea, as coortes historicas, 0s casos-controles (casos incidentes), os
casos-controles (casos prevalentes), os estudos transversais e de prevaléncia, os estudos

de casos ou série de casos, 0s estudos em animais e por ultimo os estudos em vitro. Os
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ensaios clinicos randomizados sdo considerados o “padrdo ouro” para avaliar a

evidéncia em relacdo as intervencdes terapéuticas(26).
1.6. RevisOes sistematicas e Meta-analises

Uma revisdo sistematica(27) é um tipo de pesquisa planejada para sumarizar
estudos médicos, respondendo a uma questdo clinica especifica. Utiliza métodos
apropriados para identificar, selecionar e avaliar criticamente os estudos, e também para
analisar os dados destes estudos incluidos na revisdo(28). Segundo Mulrow(29),
profissionais da salde, pesquisadores e outros responsaveis por politicas de salde sdo
frequentemente inundados com quantidades de informacdo nem sempre manejaveis, 0
que torna a revisdo sistematica uma maneira eficiente de integrar a informacédo
existente, gerando dados que auxiliem a tomada de decisbes. Em uma revisdo
sistematica, os dados dos diferentes estudos podem ser quantitativamente combinados
por métodos estatisticos. Estes aspectos estatisticos de uma revisdo sistematica (calculo
das estimativas de efeito e variancia, testes estatisticos de heterogeneidade e estimativas
estatisticas de viés de publicacdo) sdo denominados Meta-analise. Assim como 0s
demais estudos de investigacdo, a meta-analise € planejada e deve obedecer os critérios
pré-estabelecidos através de um protocolo de pesquisa, 0 qual deve ser registrado em
um site internacional de registro de revisdes sistematicas denominado PROSPERO

(International Prospective Register of Systematic Reviews).

1.7. Diferencas entre Meta-anéalise convencional e Network meta-

analise

As condutas clinicas na assisténcia a saude ndo devem ser baseadas em resultado

de estudos isolados. Desta forma, as meta-analises sdo consideradas as melhores
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referéncias de evidéncia cientifica por serem capazes de sintetizar os resultados de
varios estudos semelhantes relacionados a uma questdo de pesquisa especifica, além de
permitir analisar as diferencas metodologicas e de resultados dos estudos, permitindo
propor padrdes que justifiguem as diferencas encontradas, permitindo uma ideia mais

abrangente sobre qual sera a melhor resposta a questdo levantada.

Entretanto, também é importante citar as desvantagens das meta-analises, como
por exemplo, o risco de viés de publicagdo. No meio cientifico, ha a tendéncia de
publicacdo apenas de estudos com resultados positivos, causando um erro sistematico
no sentido de resultados positivos. Sendo assim, é fundamental que toda meta-analise
apresente e interprete criticamente o grafico em funil responsavel pela demonstracao
desse viés de publicacdo. Outra grande limitacdo das meta-analises é a possibilidade de
produzir uma estimativa-sumario que inicialmente parece ser bastante confiavel quando,
na verdade, se baseia em resultados de estudos de baixa qualidade. Para evitar esta
problematica, é fundamental que os critérios de inclusdo e exclusdo dos estudos sejam
estabelecidos rigorosamente e os resultados devem ser ajustados para potenciais
confundidores(30). Para diminuir esse erro de variabilidade entre os estudos, toda meta-
analise convencional deve apresentar a analise de um teste estatistico de
heterogeneidade e andlise de sensibilidade de cada estudo. O teste de heterogeneidade
demonstrard se existe uma diferenca significativa entre os estudos. Existindo tal

diferenca é recomendado realizar a analise de sensibilidade.

A meta-analise € uma técnica de investigacdo que seleciona estudos e extrai
resultados por meio de procedimentos rigorosos. Os resultados séo, entdo, resumidos
atraveés de analise estatistica com o objetivo de diminuir a subjetividade dos métodos

tradicionais de revisdo narrativa. Assim, pode-se afirmar que a meta-analise € um estudo
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observacional da evidéncia e que se baseia na aplicacdo do método estatistico a um

estudo de revisdo sistematica, que integra dois ou mais estudos primarios(31).

Enquanto a meta-analise convencional sumariza as evidéncias a partir de dados
de varios estudos semelhantes entre si, a meta-andlise de network avalia cada
intervencdo individualmente, permitindo determinar o efeito de cada intervencdo sobre

as outras, e apresentando um ranking de efetividade entre as diferentes intervencgoes.
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2. JUSTIFICATIVA

Entendo ser importante analisar sistematicamente o efeito dos probidticos no
controle e tratamento de infeccBes respiratdrias em criangas por ser uma importante
questdo de pesquisa associada a préatica clinica, uma vez que as infecgdes respiratorias
constituem um importante problema de sadde publica em todo 0 mundo. Além disso, as
infeccdes respiratorias altas, embora em sua maioria de origem viral, sdo responsaveis
pelo uso indiscriminado e muitas vezes inadequado de antimicrobianos em todo mundo,
acarretando importantes consequéncias como riscos elevados de efeitos adversos, custos
elevados de tratamento e desenvolvimento de resisténcia microbiana(6).

Suporta-se também a importancia desta revisdo uma vez que a utilizacdo dos
probidticos j& é uma pratica estabelecida atualmente através das formulas lacteas
infantis suplementadas mesmo com auséncia de evidéncias cientificas suficientes para a
recomendacéo e suporte de tal préatica.

Pelo fato de ndo possuir nenhuma revisdo sistematica relacionada a este assunto
que avalie principalmente a utilizacdo dos probidticos no tratamento de infec¢bes do
trato respiratorio, e também por ndo possuir nenhuma revisao avaliando os probidticos
na prevencdo apenas nesta faixa etaria considerada de risco, esta revisdo sistematica e
meta-andlise é relevante pela possibilidade de auxiliar no esclarecimento dos reais
efeitos dos probidticos nas infecgdes respiratorias a partir das evidéncias existentes até o

momento.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo da revisdo sistematica

Determinar o efeito do uso de probidticos na incidéncia de infeccbes do trato

respiratorio em criangas e adolescentes.
3.2. Objetivo da Meta-analise

Avaliar se houve reducao da incidéncia de infec¢des do trato respiratorias em criangas e

adolescentes pelo uso de probidticos.
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4. METODOLOGIA

Esta reviséo sistematica e meta-analise de network foi realizada de acordo com o
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analyses
guidelines)(32).

O protocolo desta revisdo sistematica e meta-analise foi registrado no site
PROSPERO (International prospective register of systematic review). O nimero de

registro é: CRD42014007632.
4.1. Estratégia de pesquisa

A primeira etapa da revisdo sistematica foi realizar as buscas nas seguintes bases
de dados nas seguintes datas: 24 de fevereiro de 2014 - MEDLINE (através do
PUBMED), EMBASE, LILACS, SCIELO, CINAHL (através do EBSCO), SCOPUS
(Elsevier). Nos trés sites de registros online de Ensaios Clinicos: Cochrane Central

Register of Controlled Trials (CENTRAL) (Http://www.cochrane.org), Meta Register

PF Controlles Trials (http.controlled-trials.com/mrct) e National Institutes of Health

(HTTP://www.clinicaltrials.gov) a busca foi realizada em 23 de marco de 2014. Nesta

mesma data, foi realizada uma busca nas listas de referéncias dos artigos em revistas

impressas e nas citacbes de artigos da base de dados 1Sl Web of Science.

Foram revisados os titulos nas listas de referéncias dos artigos incluidos para
incluir possiveis artigos relevantes. Foram incluidos todos os estudos publicados desde
a data da criacdo da base de dados até Marco de 2014. A pesquisa foi feita utilizando as
seguintes combinacGes de palavras chaves com o operador booleano: "respiratory tract
infections” AND probiotics. Foram incluidos todos os artigos sem restricdo de

linguagem.


http://www.cochrane.org/
http://www.clinicaltrials.gov/
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Dois revisores (M.A.A e G.H.B.F.G) trabalharam independentemente conferindo
todos os titulos e resumos para identificar os estudos que continham os criterios de
inclusdo, ou que deveriam ser excluidos por ndo se enquadrarem nos critérios pre-
estabelecidos, sem avaliar o texto por completo. Inicialmente, titulos e resumos foram
analisados de forma independente e, aqueles estudos que preenchiam os critérios de
inclusdo foram selecionados para leitura completa posteriormente. Divergéncias foram
resolvidas por consenso entre os autores e, quando havia alguma discordancia, um
terceiro revisor era responsavel pela decisdo de entrada ou ndo do estudo para a reviséo

sistematica.

4.2. Critérios de elegibilidade

A revisdo sistematica incluiu apenas ensaios clinicos randomizados avaliando o
efeito do uso de probidticos no controle da incidéncia de infec¢des do trato respiratorio
(ITR), comparados ao grupo controle (placebo). Todos os estudos incluidos foram
realizados em criancas e adolescentes de ambos os sexos, com idade entre 0 e 18 anos,
saudaveis ou em risco de infeccdes respiratdrias. Foram incluidos estudos em que o
grupo intervencdo utilizava apenas uma cepa de probiético ou uma combinacdo de
cepas de probidticos. Foram excluidos os estudos em que a intervengdo era simbiotico
(probiotico + prebiotico), estudos em que os participantes possuiam doengas crénicas ou

comorbidades pré-existentes e estudos em que o tipo de probidtico ndo era especificado.
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4.3. Desfechos

4.3.1. Primario

O desfecho primario foi infecgdes do trato respiratorio (pneumonia OU
infeccOes respiratorias superiores — faringite, laringite, epiglotite, sinusite, otite — OU

infeccdes respiratorias inferiores — traqueobronquite OU bronquite ou bronquiolite).
4.3.2. Secundario

O desfecho secundario foi a analise qualitativa dos efeitos adversos entre 0s

participantes dos estudos incluidos.
4.4. Extracao dos dados

De cada estudo incluido na revisdo sistematica, foram extraidos os seguintes
dados: titulo, jornal de publicacao, autores, ano de publicacdo, delineamento do estudo,
idade dos participantes, sexo dos participantes, nUmero de participantes, se havia grupo
controle, tipo de cepa do probiodtico, dose administrada do probidtico, tempo de

seguimento, desfecho e resultados.
4.5. Risco de viés dos estudos incluidos (RoB)

A qualidade e o risco de viés (RoB) dos estudos incluidos foram avaliados de
acordo com os critérios estabelecidos no Cochrane Handbook for Systematic Reviews
of Interventions(33) e a interpretacdo da qualidade da evidéncia foi realizada utilizando

o sistema GRADE.

O sistema GRADE é um instrumento utilizado para auxiliar os pesquisadores a
avaliar a qualidade da evidéncia e para a graduacao da forca de recomendacdo seguindo

um paradigma muito importante hoje que € a pratica clinica baseada em evidéncias, com
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0 objetivo de informar respectivamente o grau de confianca na evidéncia apresentada e

a énfase para que seja adotada ou rejeitada uma determinada conduta.

Devido ao grande volume de informacg6es cientificas geradas na rea da saude,
assim como a variabilidade em sua qualidade, h& necessidade de sintese que facilitem o
acesso as mesmas, possibilitando conclusGes baseadas nos resultados oriundos de
maultiplas fontes, fornecendo subsidio cientifico para a tomada de decisdo, tanto para o
profissional de salde quanto para o gestor. Nesse contexto, as revisdes sistematicas e
meta-analises sdo importantes documentos no desenvolvimento das préticas baseadas
em evidéncia contribuindo para a consisténcia da fundamentacdo de uma deciséo clinica

ou de saude publica(34, 35).

Os critérios estabelecidos para a avaliacdo do GRADE utilizados nesta revisdo
sistematica foram: randomizacdo, tipo de alocacdo, cegamento dos participantes,
cegamento dos desfechos, dados incompletos, relatério dos dados, viés de interesse e

perda de participantes durante o seguimento do estudo.
4.6. Apresentacdo dos dados e meta-analise

Primeiramente foi realizada uma meta-analise convencional para sintetizar os
estudos comparando as diferentes intervencdes com placebo. Os estudos foram
combinados usando os modelos estatisticos de efeito fixo e efeito randémico. O nimero
total de eventos foi avaliado pelo célculo de densidade da incidéncia (razdo pessoa/dia).

Logo, os efeitos das intervencdes foram apresentados na forma de risco relativo (RR).

Apos a realizacdo da meta-andlise tradicional, foi realizada a meta-analise de
network. A meta-analise de network difere da meta-anélise tradicional principalmente

pois usa informacOes através de todas as comparagcfes disponiveis para estimar
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evidéncias indiretas a partir de comparacgdes ndo diretamente testadas. Por exemplo, em
uma meta-analise tradicional, para comparar o efeito do tratamento A com o tratamento
B, sdo incluidos apenas estudos contendo ambas analises diretas de A e B. Em
contrapartida, na meta-analise de network, existe a possibilidade de usar informacdes de
estudos comparando A com C e B com C, onde C é um tratamento comparador comum.
Para isso, assumimos que o efeito de A comparado com B ¢ estimado pela comparacao
do efeito do tratamento C mais o efeito do tratamento C comparado ao B(36). A meta-
anélise de network combina evidéncias diretas e indiretas através de uma rede de
ensaios clinicos randomizados em um unico tamanho de efeito, e sob certas hipoteses,
pode aumentar a precisdo das estimativas, respeitando a randomizacdo. Enquanto a
meta-analise tradicional avalia se um tratamento é mais eficiente ou ndao que um
determinado comparador, a meta-analise de network, através da comparacao indireta, a
informacdo de cada tratamento em cada estudo — também chamada brago de estudo — é
analisada separadamente para permitir que seja estimada a eficacia de um tratamento em

relagdo ao outro(37).

Os dados da meta-analise, tanto tradicional quanto network, foram analisados
utilizando o software R (R Language and Environment for Statistical Computing) na

versdo 3.1.2. O package “GeMTC” (disponivel no site online: http://CRAN.R-

project.org/package=gemtc) foi utilizado a fim de realizarmos 0s modelos de

simulagOes de consisténcia e inconsisténcia, usando o método MCMC (Markov chain

Monte Carlo methods).

A meta-analise de network foi realizada dentro de um modelo Bayesian,
assumindo um parametro de heterogeneidade igual t em todas as comparacOes,
induzindo correlagbes por estudos em multibrago. Para ajustar o modelo foram

utilizadas uniformas ndo informativas e distribuices normais pré-estabelecidas com


http://cran.r-project.org/package=gemtc
http://cran.r-project.org/package=gemtc
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trés diferentes conjuntos de valores, produzindo 25.000 iteracbes, gerando

posteriormente as distribuicdes dos parametros do modelo.

Nas comparacdes indiretas de tratamentos, 0 RR de cada intervencdo é avaliado
pela razéo entre a variacdo dos resultados daquela intervencgéo e pela variacdo total dos
estudos selecionados, e isto permite obter o0 RR de uma intervencdo em relacéo a

outra(37).

Foram estimadas relagdes com efeitos aleatérios de diferentes intervengdes, e
estes resultados foram apresentados através do RR (risco relativo) e Crl (intervalo de
credibilidade) de 95%. A analise foi realizada utilizando o programa R com o codigo de

programacdo JAGS  (https://sourceforge.net/projects/mcmc—jags; http://CRAN.R-

project.org/package=rjags; Sourceforge - http://mcmc—

jags.sourceforge.net)(38)(https://sourceforge.net/projects/mcmc—jags;  http://CRAN.R-

project.org/package=rjags; Sourceforge - http://mcmc—jags.sourceforge.net)(38). O

software € um ambiente de programacdo que permite a codificacdo de modelos

Bayesianos.

Foi estabelecida uma probabilidade de efeito de cada tratamento, fornecendo um
ranking classificatorio do mais efetivo ao menos efetivo, através do célculo do risco
relativo do tratamento em comparagdo com um grupo comum arbitrario. Este ranking é
gerado também pela proporgdo de iteracdes geradas pela cadeia de Markov no ranking
de cada tratamento, do mais alto ao mais baixo risco relativo. Foi utilizado o0 modelo de
efeitos aleatdrios ao invés do modelo de efeitos fixos, pois é a analise mais adequada

para explicar a diferenca entre os estudos.

Para a analise estatistica, separamos 0s estudos que utilizaram mistura de

probidticos com o Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), chamando de MWL dos


https://sourceforge.net/projects/mcmc%E2%80%93jags
http://cran.r-project.org/package=rjags
http://cran.r-project.org/package=rjags
http://mcmc%E2%80%93jags.sourceforge.net/
http://mcmc%E2%80%93jags.sourceforge.net/
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estudos que utilizaram mistura de probioticos sem Lactobacillus rhamnosus GG,
chamando de MOL. Esta pré-separacdo foi feita pois o LGG é uma das cepas
probidticas de maior interesse no meio cientifico. Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC
53103) € uma cepa de Lactobacillus rhamnosus isolada em 1983 do trato
gastrointestinal de humanos saudaveis. Em 17 de abril de 1985, Sherwood Gorbach e
Barry Goldin(39) entraram com pedido de patente deste probiotico. A patente refere-se
a estirpe de “L. acidophilus GG”. A patente afirma que a cepa L. rhamnosus GG é
acida e bile-estavel, tem uma grande atividade pelas células da mucosa intestinal
humana, e produz acido latico(40). Desde sua descoberta, os beneficios da cepa LGG na
satude humana tem sido extensivamente estudada, sendo considerada a bactéria com

maior nimero de pesquisas cientificas no mundo, cerca de 800.
4.7. Andlise de subgrupos

Foram realizadas andlises de subgrupos a fim de avaliar o efeito de diferentes
magnitudes das intervencOes, desprezando o placebo, tal como um padrdo de

comparacéo.
4.8. Avaliacdo da heterogeneidade

A heterogeneidade entre os estudos incluidos na revisao sistematica foi avaliada
de forma qualitativa considerando as seguintes diferencas entre os estudos: idade dos

participantes e dose dos probidticos administrados.
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5. RESULTADOS

5.1. Selecéo dos estudos

A partir da busca padronizada encontramos 1517 artigos, dentre estes, 42 artigos
eram duplicados. Dos 1465 artigos, os revisores avaliaram independentemente os titulos
e 0s resumos, incluindo apenas 33 artigos para leitura na integra. Apo6s leitura detalhada,
12 artigos foram excluidos pois ndo possuiam todos 0s critérios necessarios para
inclusdo. Finalmente, 21 artigos foram incluidos na revisdo sistematica. A Figura 1
apresenta o fluxograma de estratégia de pesquisa e sele¢do dos estudos utilizado nesta

revisao sistematica.
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5.2. Caracteristicas dos estudos

A tabela 1 apresenta as caracteristicas de todos os estudos incluidos. Todos 0s

estudos incluidos foram publicados até 2013.

5.2.1. Design

Todos os estudos incluidos foram ensaios clinicos randomizados que avaliaram
o efeito do uso de probioticos na prevencdo de infecgdes respiratdrias em criangas e/ou

adolescentes.

5.2.2. Populacao

Foram incluidos nesta revisdo vinte e um artigos, com um total de 6603
participantes, de ambos 0s sexos, com idade entre 0 e 18 anos. O tamanho amostral
variou de 61 a 986 participantes. O estudo de lva Hojsak, MD et al avaliou o efeito dos
probidticos na reducdo do risco de pneumonia nosocomial em criangas prematuras,
encontrando efeito benéfico(41). No entanto, o estudo foi interrompido antes de
completar o tempo previsto de acompanhamento devido a falta de verbas de

financiamento e perda substancial no recrutamento dos participantes.

Dentre as caracteristicas dos participantes, treze estudos foram realizados em
criancas e adolescentes saudaveis(42-54), cinco estudos foram realizados em criangas e
adolescentes considerados em situagdes de risco (por frequentarem creches ou
criancas/adolescentes hospitalizadas por outros motivos que ndo infeccdes
respiratorias)(41, 55-58), e trés estudos foram realizadas em criancas com infeccbes

respiratdrias para avaliar a recorréncia de infec¢des(44, 59, 60).
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5.2.3. Intervencéo (colocar as referéncias conforme o artigo)

Os probidticos utilizados nos estudos incluidos na meta-analise foram:
Lactobacillus casei rhamnosus (LCA), Lactobacillus rhamnosus T cell-1 (RHT),
Lactobacillus reuteri (LRE), Bifidobacterium lactis (BB-12), Lactobacillus rhamnosus
GG (LGG), Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC), Streptococcus salivarius K12
(SSK), Bacillus clausii (BCL) e placebo (PLA). Alguns estudos utilizaram uma mistura
de cepas de probidticos como intervencdo. Quando a mistura de probidticos continha a
cepa Lactobacillus rhamnosus GG utilizamos a sigla MWL, quando a mistura de
probidticos ndo continha a cepa Lactobacillus rhamnosus GG utilizamos a sigla MOL.
As siglas colocadas entre os parénteses foram criadas para codificar cada intervencdo no
programa estatistico.

Quinze estudos avaliaram o efeito de apenas uma cepa probidtica como
intervengdo(18, 19, 41, 43, 46, 47, 49-53, 55, 58-60), cinco estudos avaliaram o efeito
de uma mistura de cepas probidticas como intervencdo(44, 48, 54, 56, 57) e um estudo
avaliou o efeito de cepas de probidticos isolados e mistura de probidticos(42). O estudo
de Raakel Luoto et al mesmo avaliando o efeito de probioticos e probidticos, foi
incluido na meta-analise pois as duas intervenc6es foram avaliadas separadamente (dois
grupos intervencdo: grupo 1 recebeu probi6ticos, grupo 2 recebeu prebioticos e ambos
0s grupos foram comparados com placebo)(51).

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) foi o probidtico com maior prevaléncia
entre os estudos incluidos na revisdo sistematica, 11 estudos (52,38%), mas em apenas 7
destes estudos (33,33%) a cepa probidtica foi avaliada de forma isolada.

As rotas de administracdo utilizadas nos estudos incluidos foram cépsulas
suplementadas com probidtico(42, 44, 61, 62), formula infantil suplementada com

probidtico(19, 43, 46, 48, 51), leite suplementado com probidtico(18, 63), produto de
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leite fermentado com probidtico(41, 50, 55, 64, 65), leite de vaca de baixa lactose com
probidtico(47), chupetas contendo pastilhas de probidticos de lenta absorgdo(49, 66),
balas de suspensdo oleosa contendo probidticos(52), suspensao oral de probidticos(60).
A dose de probioticos administrada variou entre os estudos e foi mensurada por ufc
(unidades formadoras de col6nias)/dia. O tempo de seguimento entre os estudos variou
de 2 a 12 meses. Apenas um estudo teve seguimento menor, de apenas 15 dias de

intervengdo(62). Todas estas caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 1.

5.2.4. Desfecho

Dezesseis estudos avaliaram infeccBes do trato respiratério em geral como
desfecho principal(18, 19, 41-43, 46-51, 55, 60, 63-65), dentre eles, quarto estudos
avaliaram infeccOes respiratorias mas especificaram a incidéncia de otite media
aguda(46, 48, 49, 63); trés estudos avaliaram apenas otite média como desfecho(44, 61,

66); e dois estudos avaliaram pneumonia como desfecho(52, 58)
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Autor/ ano de Delineamento Tamanho Idade Populagéo Intervecao/ Probidtico Dosagem Rota de Tempo de
publicagéo amostral administracdo  acompanhamento
Jun-Song et al/ ECR, duplo- 986 3a7anos Saudavel 1. Lactobacillus casei rhamnosus 1. 2x10°® ufc/dia Capsulas de 7 meses
2009(42) cego, placebo- 2. Lactobacillus rhamnosus T cell-1 2. 3x10™%° ufc/dia probidticos
controlado 3. Mixture of probiotic without LGG 3.21x10°
ufc/dia
ZviWeizmanet al/ ECR, duplo- 194 42al0 Saudavel Bifidobacterium lactis (Bb- 12) ou 1x107" ufc/gramas  Férmula lactea 3 meses
2005(43) cego, placebo- meses Lactobacillus reuteri de formula em pé de vaca
controlado suplementada
com probidtico
KatjaHatakkaet al/ ECR, duplo- 571 1 a6 anos Saudavel Lactobacillus rhamnosus GG 200ml leite com Leite 7 meses
2001(18) cego, placebo- probidtico / dia : suplementado
controlado 5-10x10° ufc/mL  com probiético
estirpe de
probidtico
Jose Maldonado, ECR, duplo- 188 6 a 8 anos Saudavel Lactobacillus fermentum CECT5716 2x10°% ufc/dia Férmula lactea 6 meses
et al/ 2012(19) cego, placebo- de vaca
controlado suplementada
com probidtico
IvaHojsak,Natalija ECR, duplo- 281 4 ab Em risco Lactobacillus rhamnosus GG 1x10°° ufc/dia Produto lacteo 3 meses
Snovak et al/ cego, placebo- anos (frequentam fermentado
2010(55) controlado creches) suplementado
com probidtico
IvaHojsak, et al/ ECR, duplo- 742 9al6 Em risco Lactobacillus rhamnosus GG 1x107° ufc/dia Produto lacteo Pacientes
2010(41) cego, placebo- anos (hospitalizado fermentado receberam a
controlado por ouras razdes suplementado intervencéo
que ndo ITR) com probidtico durante tempo de
hospitalizacéo
M Kumpu, et al/ ECR, duplo- 523 2 a6 anos Saudavel Lactobacillus rhamnosus GG 6.7x10° 2 1.9x10° Leite de vaca 7 meses
2012(46) cego, placebo- ® ufc/dia suplementado
controlado com probidtico
Rina Agustina, et ECR, duplo- 494 1 a6 anos Saudavel Leite contend quantidade regular de 5x10°8 ufc/dia Leite com baixa 6 meses
all 2012(47) cego, placebo- calcio + Lactobacillus casei ou lactose
controlado Lactobacillus reuteri suplementado
com probidtico
SamuliRautava, ECR, duplo- 72 0al2 Saudavel Mistura de probioticos com LGG 1x10° e 1x10%° Leite de vaca 12 meses
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et al/ 2009(48) cego, placebo- meses (Lactobacillus rhamnosus GG + ufc/dia suplementado
controlado Bifidobacterium lactis Bb-12) com probidtico
KatjaHatakkaa, et ECR, duplo- 269 10 meses Criangas com Mistura de probioticos com LGG 8-9x107° ufc/dia Capsula de 6 meses
al/ 2007(44) cego, placebo- a6anos  otite média aguda (Lactobacillus rhamnosus GG + de cada gelatin com
controlado Lactobacillus rhamnosus LC 705 + probidtico probidtico
Bifidobacterium Bb-99 + Propioni
bacterium
freudenreichiisspshermanii)
D Merenstein, et ECR, duplo- 238 3 a6 anos Em risco Mistura de probi6ticos sem LGG 1x10°% ufc/dia de Bebida 3 meses
al/ 2010(64) cego, placebo- (frequentam (Lactobacillus casei DN-114 001/ cada probiotico fermentada
controlado creches) CNCM 1-1518 + Streptococcus (Dan Active
thermophilus + Lactobacillus suplementada
bulgaricus) com probiotico)
TeemuTaipale, et ECR, duplo- 69 0a8 Saudavel Bifidobacterium animalis subsp. 1x107 ufc/dia Tablete de 8 meses
al/ 2011(49) cego, placebo- meses lactis Bb-12 (BB-12) probiético via
controlado chupeta de
liberagdo lenta
J. M.2Cobo Sanz, ECR, duplo- 251 3al2 Saudavel Lactobacillus casei (DN-114001) Né&o especificado Actimel (leite 5 meses
et al/ 2006(50) cego, placebo- anos fermentado
controlado suplementado
com probiotico)
RaakelLuoto, et ECR, duplo- 94 0ab6 Saudavel Lactobacillus rhamnosus GG 1x10°ufc/dia 1- Leite de vaca 12 meses
al/ 2004(51) cego, placebo- meses 30 dias e 2x10° suplementado
controlado ufc/dia 31-60 dias  com probi6tico
Mario A. Rojas, et ECR, duplo- 750 Prematuro Saudavel Lactobacillus reuteri 1x10°® ufc/dia Gotas de Tempo de
all 2012(52) cego, placebo- nascido suspensao de intervencéo ndo
controlado com peso oleo especificado
(<1500 ¢ suplementado
a 1501- com probidtico
2000 g)
LiisaLehtoranta, ECR, duplo- 269 9 meses a Em risco, Mistura de probioticos com LGG Né&o especificado Capsulas de 6 meses
et al/ 2012(61) cego, placebo- 5,6 anos propensos a ter (Lactobacillus rhamnosus GG + L. probioticos
controlado otite rhamnosus LC705 + Bb-99 + P.
freudenreichii JS)
Travis C. B. ECR, duplo- 61 0 a5 anos Em risco Lactobacillus rhamnosus GG 10x107° ufc/dia Capsulas de 14 dias
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Honeycutt, MD, cego, placebo- (hospitalizados probioticos
FAAP, FCCM,; et controlado por outras razdes
al/ 2007(62) que ndo ITR)
MinnaKumpu, et ECR, duplo- 194 2 a6 anos Saudavel Lactobacillus rhamnosus GG 107% ufc/dia Leite 4 meses
al/ 2013(63) cego, placebo- pasteurizado
controlado suplementado
com probidtico
Francesco Di ECR, placebo- 78 3al2 Com faringite e/ Streptococcus salivarius K12 5x10° ufc/dia Comprimido de 3 meses
Pierro, et al/ controlado anos ou and/ (Bactoblis) liberacéo lenta
2012(66) amigdalite (oral de probidtico
streptococci)
Gian Luigi ECR, duplo- 80 3 a6 anos Com infeccbes Bacillus clausii Suspenséo de 2 Suspenséo oral 3 meses
Marseglia, et al/ cego, placebo- respiratdrias milhdes de de probidticos
2007(60) controlado recorrentes esporos por 5mi
HILDE ECR, duplo- 199 12a36 Saudavel Mistura de probiéticos com LGG LGG e Bb-12: 100 Active (bebida 7 meses
KLOSTER cego, placebo- meses (Lactobacillus rhamnosus GG + 8 ufe/ml; lactea
SMERUD, et al/ controlado Lactobacillus acidophilus LA-5 + 107 ufc/ml de fermentada)
2008 Bifidobacterium Bb-12) LA-5 suplementada

com probidtico

Tabela 1. Caracteristicas dos estudos incluidos

Subtitulos: Lactobacillus casei rhamnosus (LCA); Lactobacillus rhamnosus T cell-1 (RHT); Lactobacillus reuteri (LRE); Bifidobacterium lactis
(BB-12); Lactobacillus rhamnosus GG (LGG); Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC); Streptococcus salivarius K12 (SSK); Bacillus clausii

(BCL); mistura de probioticos com LGG (MWL); mistura de probioticos sem LGG (MOL); placebo (PLA); ensaio clinico randomizado (ECR);

unidade formadora de coldnia (ufc).
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5.3. Risco de viés (RoB) dos estudos incluidos

O RoB dos estudos incluidos nesta meta-analise esta sumarizado na Figura 2 e
Figura 3. Para avaliar o RoB foram utilizados os seguintes critérios: randomizacéo,
alocacdo dos participantes, cegamento dos participantes, cegamento dos desfechos,
dados de resultados incompletos, relatério dos dados, presenga de conflito de interesse e

perda de participantes durante o tempo de seguimento do estudo.
5.3.1. Randomizacéo

Todos os estudos incluidos na meta-analise aplicaram o correto processo de

randomizacéo. (Figura 3).
5.3.2. Alocacéo dos participantes

Dez dos vinte e um estudos avaliados (47,6%) reportaram adequados métodos
para alocacdo dos participantes (baixo risco) e onze estudos (54,4%) ndo apresentaram
informacdes claras de como foi realizada a alocacéo dos participantes (médio risco)(18,

42, 49-52, 55, 60-63, 65, 66)(Figura 3).
5.3.3. Cegamento

Dezoito dos vinte e um estudos incluidos na meta-analise (85,7%) reportaram
métodos adequados para cegamento dos participantes (baixo risco), trés estudos
(14.3%) foram considerados “alto risco” por nédo utilizarem procedimentos adequados
para cegamento dos participantes. Dezenove (90,5%) dos estudos relataram adequados
métodos de cegamento dos pesquisadores que avaliaram os desfechos (baixo risco) e
dois estudos (9,5%) foram considerados “alto risco” pois ndo aplicaram o cegamento

adequado dos pesquisadores que avaliaram os desfechos(65, 66)(Figura 3).
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5.3.4. Dados incompletos de resultados

Doze dos estudos incluidos na meta-analise (57,2%) foram considerados “baixo
risco” pois apresentaram todos os dados necessarios para a analise estatistica. Sete dos
estudos (33,3%) ndo descreveram claramente as informacdes necessarias para avaliar 0
efeito das intervengdes (médio risco), enquanto dois estudos (9,5%) ndo apresentaram
todas as informacOes necessarias para a analise estatistica correta (alto risco)(42,

44)(Figura 3).

5.3.5. Relatoério dos dados

Dez dos vinte e um estudos incluidos (47,6%) apresentaram todos os dados dos
desfechos de interesse (baixo risco), dez estudos (47,6%) ndo descreveram claramente
os dados dos desfechos de interesse (médio risco) e um estudo (4.8%) apresentou de

forma incompleta os dados dos desfechos de interesse (elevado risco)(50) (Figura 3).

5.3.6. Viés de interesse

Em nove dos vinte e um estudos avaliados nesta meta-analise (42,9%) os autores
declararam néo possuir conflitos de interesse (baixo risco), enquanto em quarto estudos
(19,05%) os autores nao descreveram claramente se possuiam conflitos de interesse
(médio risco) e em oitos dos estudos incluidos nesta meta-anéalise (38,05%) os autores
declararam possuir algum conflito de interesse na realizagdo e publicacdo do estudo
(alto risco)(42-44, 50, 51, 61, 64, 65)(Figura 3).

Dentre os conflitos de interesse declarados predominou o vinculo financeiro de
pelo menos um dos autores com a empresa fornecedora do probioticos utilizado na

intervencao.
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5.3.7. Perda de participantes durante o tempo de seguimento

Dezenove dos vinte e um estudos incluidos nesta meta-analise (90,5%) relatou
que ndo houve perda de participantes durante o tempo de seguimento do estudo (baixo
risco) e dois estudos (9,5%) declararam ocorrer perda de participantes durante o tempo
de seguimento do estudo (elevado risco), comprometendo a analise dos dados.(52, 66)

(Figura 3).

Lost of participants follow-up
Vested interest bias

Selective reporting

Incomplete outcome data
Blinding outcomes
Blinding participants
Allocation concealment

Randaomization

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B Low risk of bias M High risk of bias

Unclear risk of bias

Figura 2. Gréfico de risco de viés: sentenca de revisao dos autores sobre cada item
de risco de viés, apresentados como porcentagens em todos os estudos incluidos na
meta-analise.
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Figura 3. Sumario do risco de viés: sentenca de revisdo dos autores sobre cada item
do risco de viés para cada estudo incluido na meta-analise.
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5.4. Efeito das intervencoes

5.4.1. Principais desfechos avaliados

A taxa de densidade de incidéncia global de infec¢des respiratorias entre 0os 6603
participantes incluidos nesta meta-analise foi 4,81 por 1.000 episddios pessoas/dia no
grupo intervencéo e 5,76 por 1.000 episodios pessoa/dia no grupo placebo.

Embora o resultado indiquei que o nimero de participantes do grupo intervencédo
apresentou menor taxa de incidéncia de infeccBes respiratorias com 0 uso dos
probidticos, comparado ao grupo placebo, devemos levar em consideracdo a
heterogeneidade substancial existente entre os estudos incluidos nesta meta-andlise,
como a diferenga entre o tamanho amostral de cada intervengao, a dosagem utilizada em
cada intervencéo, o tempo de seguimento de cada intervencéo e a diferenca etaria entre

0s participantes.
5.4.2. Pairwise meta-analise/ meta-andlise convencional (comparacdes diretas)

Primeiro foi realizada uma meta-analise convencional com os dados dos vinte e
um estudos incluidos na revisdo sistematica. A meta-analise convencional avalia,
através de comparacdes diretas, o efeito das intervencfes comparadas ao placebo. A
Figura 4 apresenta através do forest plot esta anélise, mostrando o risco relativo e a
probabilidade baseada no ranking com um intervalo de credibilidade de 95% de cada

intervencdo comparada ao placebo.

A analise convencional mostrou que o probidticos Lactobacillus casei rhamosus
(LCA) reduziu a taxa de incidéncia das infeccdes respiratorias quando comparado ao

grupo placebo (RR 0,38; Crl 0,19-0,45). Em contrapartida, as demais cepas de
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probidticos ndo apresentaram nenhum efeito positivo sobre a taxa de incidéncia das

infeccOes respiratdrias em comparagdo com o placebo.

O efeito positivo do probidticos LCA foi apresentado a partir da analise de trés
dos vinte e um estudos incluidos nesta meta-analise(42, 47, 50). A idade dos
participantes, o tempo de acompanhamento e a dose do probidticos administrada variou
entre os trés estudos. No estudo de Jung-Song et al (2009) os participantes incluidos
possuiam de 3 a 7 anos de idade, o tempo de seguimento foi de 7 meses e a dose do
probiético administrada foi de 1,2x10°® ufc/dia, através de capsulas de probiéticos
LCA(42). No estudo de Rina Augustina et al (2012) os participantes incluidos possuiam
de 1 a 6 anos de idade, o tempo de seguimento foi de 6 meses e a dose do probidticos
administrada foi de 5x10® ufc/dia, através da ingestdo de leite de baixa lactose
suplementado com o probiotico LCA(47). No estudo de J.M. Cobo Sanz et al (2006) os
participantes incluidos possuiam idade entre 3 e 12 anos, o tempo de seguimento foi de
5 dias, a dose do probioticos administrada ndo foi especificada no estudo, e a forma de
administragdo do probidtico LCA foi através do produto Actimel (leite fermentado
suplementado com probi6tico)(50). Embora o Lactobacillus casei rhamnosus tenha
apresentado efeito positivo na reducdo da incidéncia das infeccGes respiratorias, é
preciso levar em consideracdo as diferengas apresentadas entre os estudos utilizados

para esta anélise.
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Comparison Relative Risk (95% Crl)
LCA X PLA - 0.38(0.19, 0.45)
SSK X PLA = 0.45(0.13, 1.61)
LRE X PLA - = 0.78(0.46, 1.32)
LGG X PLA —a—— 0.83(0.58, 1.18)
BCLX PLA - el 0.84(0.36, 1.93)

MWL X PLA —a— 0.87(0.57, 1.32)

BB12 X PLA — 0.92(0.52, 1.62)
LFC X PLA - 0.93(0.43, 2.03)

MOL X PLA —a— 1.14(0.74, 1.75)
RHT X PLA R S 1.23(0.75, 2.03)
o1 1 0

Figura 4. Forest plot de comparacao de todos os probidticos vs. placebo

Subtitulos: Lactobacillus casei rhamnosus (LCA);, Lactobacillus rhamnosus T cell-1
(RHT); Lactobacillus reuteri (LRE); Bifidobacterium lactis (BB-12); Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG); Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC); Streptococcus
salivarius K12 (SSK); Bacillus clausii (BCL); mistura de probiéticos com LGG (MWL);
mistura de probidticos sem LGG (MOL); placebo (PLA).

5.4.3. Network meta-analise (combinagdo de comparac0es diretas e indiretas)

A base da analise da rede (network) foi realizada a partir dos dados dos vinte e
um estudos incluidos na revisdo sistematica, contendo dez cepas de probioticos
diferentes mais o placebo. A rede de analise consiste de dez tratamentos com
comparac0es diretas com placebo e cinco tratamentos com comparacdes indiretas, entre

as diferentes cepas probidticas, exceto o placebo.

A Figura 5 apresenta a geometria da meta-analise de network. As linhas inteiras
representam as comparacdes diretas e as linhas pontilhadas representam as comparacoes

indiretas. Como podemos analisar, cada uma das 10 diferentes intervencOes faz
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comparacgOes diretas com o placebo, e as comparacgdes indiretas séo feitas entre RHT e

MOL, MOL e LCA, LCA e LRE, LRE

Para realizar a meta-analise de network, trés estudos com um total de 1731
participantes utilizaram o probidtico Lactobacillus casei rhamnosus (LCA) como
intervengdo(42, 47, 50), um estudo de 986 participantes utilizou o probidtico Bacillus
clausii (BCL) como intervencdo(60), dois estudos envolvendo 263 participantes
utilizaram o probidtico Bifidobacterium lactis (BB-12) como intervengdo(43, 49), um
estudo de 78 participantes utilizou o probidticos Streptococcus salivarius K12 (SSK)
como intervencdo(66), um estudo de 986 participantes utilizou o probiotico
Lactobacillus rhamnosus T cell-1 (RHT) como intervencéo(42), um estudo envolvendo
188 participantes utilizou Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC) como
intervengdo(19), sete estudos com total de 2466 participantes utilizaram o probidtico
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) como intervencdo(18, 41, 46, 51, 55, 58, 63), trés
estudos com total de 1438 participantes utilizaram o probidtico Lactobacillus reuteri
(LRE) como intervencdo(43, 47, 52), dois estudos com total de 1224 participantes
utilizaram mistura de probioticos incluindo a cepa (MOL) como intervencdo(42, 64), e
quarto estudos com total de 610 participantes utilizaram mistura de probio6ticos sem a

cepa LGG (MWL)(44, 48, 61, 65) como intervencéo.
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Figura 5. Geometria da network meta-analise

A Figura 6 mostra o gréfico do ranking de efetividade de todos os tratamentos
incluidos na anélise de network, com intervalo de credibilidade de 95%. O rankograma
ilustra a probabilidade de classificacdo de cada tratamento, estabelecendo um ranking
do mais efetivo para o menos efetivo. Analisando o grafico, o probidticos Lactobacillus
casei rhamnosus (LCA) ficou classificado em primeiro lugar com uma probabilidade de
54,7%. Seguindo a ordem, o Streptococcus salivarius K12 (SSK) também ficou
classificado em primeiro lugar porém com uma probabilidade menor comparado ao
LCA, de 35,4%; o Lactobacillus reuteri (LRE) com uma probabilidade de 19,7% ficou
em terceiro lugar, juntamente com o Bacillus clausii (BCL) que também ficou em

terceiro porém com um probabilidade menor, de 13,6%; o Lactobacillus rhamnosus GG
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(LGG) com probabilidade de 20,2% classificou-se em quinto lugar, enquanto a mistura
contendo LGG (MWL) ficou em quinto lugar com probabilidade de 16,7%; o placebo
com probabilidade de 28,6% ficou em oitavo na classificacdo; o Bifidobacterium lactis
(BB-12) com probabilidade de 12,8% ficou em novo lugar na classificagdo; o
Lactobacillus rhamnosus T cell-1 (RHT) com probabilidade de 44,7% ficou em décimo-
primeiro lugar, enquanto o Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC) também ficou
classificado em decimo primeiro lugar de efetividade, porém com a probabilidade

menor de 15,3%.
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Figure 6. Sobre 0s eixos horizontais estdo as possibilidades de categorias de
classificacdo e sobre 0s eixos estdo as probabilidades de cada tratamento alcancar cada
classificacdo.

Figura 6. Rankograma dos tratamentos probidticos para infeccdes respiratorias
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5.5. Andlise de subgrupos

A partir da classificagdo do ranking de efetividade, foram realizadas algumas
analises de subgrupos a fim de avaliarmos se ha efeito positivo de algum probidtico
sobre outro, incluindo a mistura de probiéticos com LGG e a mistura de probi6ticos sem

LGG.

Como o Lactobacillus casei rhamnosus (LCA) ficou classificado em primeiro lugar no
ranking de efetividade, decidimos realizar a andlise indireta do LCA contra todas as
outras cepas probidticas. A Figura 7 mostra o efeito do Lactobacillus casei rhamnosus
(LCA) probiotico comparado a outros probioticos. O Lactobacillus casei rhamnosus
ndo demonstrou melhor efeito em comparacdo as outras cepas de probidticos pela
combinacdo de analises diretas e indiretas. Conforme descrito anteriormente, vimos este

efeito positivo apenas quando comparado diretamente ao placebo.
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Comparison Relative Risk (95% Crl)
SSK X LCA L 1.03(0.42, 2.53)
BCL X LCA -t 1.40(0.85, 2.32)
LRE X LCA — 1.43(1.04, 1.95)
LGG X LCA —a— 1.46(1.10, 1.94)

MWL X LCA e 1.49(1.10, 2.00)

LFC X LCA j S 1.52(0.97, 2.36)

BB12 X LCA —a— 1.52(1.09, 2.12)
PLA X LCA —i— 1.59(1.33, 1.89)

MOL X LCA —B— 1.67(1.36, 2.05)
RHT X LCA —— 1.72(1.40, 2.12)

o.‘1 1 1lo

Figura 7. Forest plot de comparacao do LCA vs. todos os probidticos.

Subtitulos: Lactobacillus casei rhamnosus (LCA);, Lactobacillus rhamnosus T cell-1
(RHT); Lactobacillus reuteri (LRE); Bifidobacterium lactis (BB-12); Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG); Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC); Streptococcus
salivarius K12 (SSK); Bacillus clausii (BCL); mistura de probiéticos com LGG (MWL);
mistura de probidticos sem LGG (MOL); placebo (PLA).

Pelo fato do Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) ser uma das cepas probidticas
mais estudadas no meio cientifico, decidimos realizar a anélise de efeito dele
isoladamente comparado as demais cepas probidticas. Conforme apresentado na Figura
8, podemos ver que o LGG ndo apresentou melhor efeito em relacdo aos demais
probidticos na reducdo da incidéncia das infecgbes respiratérias em criancas e

adolescentes.
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Comparison Relative Risk (95% Crl)
LCA X LGG — & 0.49(0.45, 1.06)
SSK X LGG = 0.57(0.16, 1.98)
LRE X LGG 0.93(0.52, 1.65)
BCLX LGG 0.98(0.43, 2.22)

MWL X LGG 1.01(0.63, 1.64)

BB12 X LGG 1.06(0.60, 1.90)

LFC X LGG 1.07(0.51, 2.25)
PLA X LGG —+a— 1.15(0.88, 1.49)

MOL X LGG —_— 1.27(0.82, 1.97)

RHT X LGG —_0— 1.36(0.85, 2.19)
olw ‘ . 1 ‘ T ‘1‘0

Figura 8. Forest plot de comparacéo do LGG vs. todos os probioticos

Subtitulos: Lactobacillus casei rhamnosus (LCA);, Lactobacillus rhamnosus T cell-1
(RHT); Lactobacillus reuteri (LRE); Bifidobacterium lactis (BB-12); Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG); Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC); Streptococcus
salivarius K12 (SSK); Bacillus clausii (BCL); mistura de probiéticos com LGG (MWL);
mistura de probidticos sem LGG (MOL); placebo (PLA).

Neste mesmo contexto, resolvermos fazer a andlise de comparacdo entre a
mistura de probidticos contendo LGG (MWL) com os demais probidticos. Esta analise
foi realizada principalmente para avaliarmos se havia diferenca entre utilizar uma
mistura de probidticos com LGG (MWL) e mistura de probidticos sem LGG (MOL).
Na Figura 9 podemos ver o resultado dessas analises, e avaliando detalhadamente
observamos que ndo ha diferenca na suplementacdo de apenas uma mistura de
probidticos e uma mistura de probioticos contendo LGG. Desta maneira, avaliando
criticamente, juntamente com a analise isolada do LGG contra os demais probidticos
podemos ver que a utilizacdo do LGG tanto sozinho quanto em conjunto com demais
probidticos ndo possui efeito positivo na reducdo da incidéncia de infeccOes

respiratérias em criangas e adolescentes.
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Comparison Relative Risk (95% Crl)
LCAX MWL 1 0.45(0.19, 1.07)
SSK X MWL ol 0.53(0.14, 1.97)
LRE X MWL — e 0.88(0.46, 1.68)
LGG X MWL 0.93(0.55, 1.56)
BCL X MWL 0.93(0.39, 2.22)

BB12 X MWL 1.02(0.54, 1.93)
LFC X MWL 1.03(0.45, 2.30)
PLA X MWL —ts— 1.10(0.78, 1.55)
MOL X MWL —t 1.23(0.75, 2.01)
RHT X MWL R S 1.32(0.78, 2.23)

o 1 10

Figura 9. Forest plot de comparacdo do MWL vs. todos 0s probidticos.

Subtitles: Lactobacillus casei rhamnosus (LCA);, Lactobacillus rhamnosus T cell-1
(RHT); Lactobacillus reuteri (LRE); Bifidobacterium lactis (BB-12); Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG); Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC); Streptococcus
salivarius K12 (SSK); Bacillus clausii (BCL); mistura de probiéticos com LGG (MWL);
mistura de probidticos sem LGG (MOL); placebo (PLA).

5.6. Desfechos secundarios

Os desfechos secundarios avaliados foram a presenca de efeitos adversos
resultantes da suplementacdo com probidticos. Avaliados de forma qualitativa, todos os
estudos incluidos nesta meta-analise ndo apresentaram efeitos adversos significativos

entre os participantes.
5.7. Vies de publicacéo

O viés de publicacéo foi avaliado a partir do Funnel plot representado na Figura
10. Ao analisarmos a figura podemos observar que ndo haver risco de viés de

publicagéo.
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Funnel Plot do erro padriao por Fisher’s Z
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Figura 10. Funnel Plot

Funnel plot de tdos os estudos incluidos na revisdo sistematica. No eixo horizontal, as
diferengas entre os riscos de log-relativas observadas de cada tratamento ativo versus
placebo e o sua sintese de efeito obtido a partir de meta-analise sdo apresentados aos
pares; no eixo vertical sdo apresentados os erros padrdes dos riscos de log-relativa.
Diferencas a esquerda do nulo representam estudos com estimativas maiores do que a
comparacdo média especifica.
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6. DISCUSSAO

O papel da alimentacdo equilibrada na manutencdo da satde tem despertado
interesse pela comunidade cientifica que tem produzido inimeros estudos com o intuito
de comprovar a atuacdo de alguns alimentos na reducdo de riscos de certas doencas,
além do consideravel interesse em incentivar as pesquisas de novos componentes
naturais e o desenvolvimento de novos ingredientes, possibilitando a inovacdo em
produtos alimenticios e a criagdo de novos nichos de mercado para estes
ingredientes(45, 67). A evolucdo dos conhecimentos sobre o papel dos componentes
fisiologicamente ativos dos alimentos, de fontes vegetais e animais tem mudado o
entendimento do papel da dieta sobre a saude(68). Este fato tem aumentado o interesse
mundial para melhorar a qualidade da nutricdo e reduzir os gastos com saude por meio
da prevencao de doencas cronicas, da melhoria da qualidade e da expectativa de vida
ativa(69). Segundo Moraes e Colla 2006(70), inumeros fatores influenciam a qualidade
da vida moderna, levando a populacdo a conscientizar-se da importancia de alimentos
contendo substancias que auxiliam a promocdo da salde, melhorando o estado
nutricional. A incidéncia de morte provocada por cancer, acidente vascular cerebral,
aterosclerose, enfermidade hepatica, doenca infecciosa, dentre outros, pode ser

minimizada por meio de bons habitos alimentares.

Os probidticos parecem ser agentes interessantes no campo da nutricdo
preventiva e curativa. O interesse pelos efeitos benéficos a satide humana proporcionado
especialmente por bactérias ou leveduras viaveis tem provocado um aumento mundial

na comercializacdo de produtos que contenham estes microrganismos(45).

O uso mais comum de microrganismos probioticos tem sido em produtos lacteos

- leites fermentados, iogurtes, sorvetes e queijos. E sua viabilidade neste tipo de produto
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pode ser afetada por varios fatores como a producdo de acido latico e peroxido de
hidrogénio por fermentos tradicionais, presenca de oxigénio, assim como interacfes

entre cepas presentes e a concentracdo de acucar(71, 72).

Muitos estudos clinicos tém investigado o uso de probidticos em casos de
infeccbes do trato gastrodigestorio e condigdes inflamatorias. Evidéncias demonstram
que estirpes especificas selecionadas da microbiota intestinal saudavel exibem
poderosas capacidades antipatogénicas e anti-inflamatérias e sdo consequentemente

envolvidas na modulacéo da microbiota intestinal(73).

O efeito dos probidticos no sistema imune tem também sido objeto de
numerosos estudos ha mais de 20 anos. Certas linhagens de Bactérias do Acido Léatico
sdo capazes de estimular, bem como regular, varios aspectos das respostas imune

natural e adquirida(74, 75).

Diversas evidéncias ttm demonstrado que o consumo de quantidades adequadas,
de cepas apropriadas de bactérias laticas (incluindo bactérias laticas nédo-probioticas
como Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus) é capaz de aliviar os

sintomas de intolerancia a lactose(76, 77).

Lactobacilos e bifidobactérias estdo relacionados com a reducdo do risco de
alergias de origem alimentar. Estas bactérias sdo capazes de induzir a quebra de
proteinas com potencial alergénico no trato gastrintestinal, processo que pode contribuir

para a reducéo da alergenicidade de proteinas(78).

No campo das infeccOes respiratorias, muitos estudos tém sido realizados a fim
de verificar o real efeito dos probioticos nas infeccdes respiratorias. Entretanto, seu

papel na prevencdo de infeccdes respiratdrias ainda ndo é claro, uma vez que 0s ensaios
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existentes diferem muito em relagdo as populacGes, aos tipos e dosagem das diferentes

cepas probidticas utilizadas, além da variacdo no tempo de seguimento.

A mais recente revisdo sistematica e meta-analise publicada em 2011 pela The
Cochrane Collaboration com o titulo “Probiotics for preventing acute upper respiratory
tract infections” avaliou o efeito dos probioticos na prevencéao de infeccBes respiratorias
em criancas e adultos de todas as idades a partir da analise de quatorze ensaios clinicos
randomizados. Os autores concluiram que a suplementacéo de probioticos foi benéfica
na reducdo no numero de participantes com episodios de infeccBes respiratorias
superiores agudas, na incidéncia de episodios e na reducdo do uso de antibioticos,
quando comparado ao placebo, esclarecendo a limitacdo quanto a dados referentes a
pessoas idosas(79). No entanto, além da diferenca entre a faixa etéria dos participantes
incluidos nesta meta-analise em comparacdo a que realizamos, esta meta-anélise foi
realizada no método tradicional, avaliando apenas o efeito das intervengdes entre os

estudos.

O estudo aqui realizado foi uma meta-analise de network, onde ao invés de
avaliarmos o efeito dos probidticos entre os diferentes estudos, avaliamos o efeito de
cada diferente tipo de probioticos contra o placebo e contra todos. Esta analise em rede,
realizada a partir de comparacdes diretas e indiretas fornece um maior poder de efeito
das intervengdes comparada a meta-analise tradicional, além de facilitar a interpretacédo

clinica pela classificacdo do ranking de efetividade.

Em nossas andlises, a suplementacdo com o probiéticos Lactobacillus casei
rhamnosus (LCA) parece ser eficaz na reducdo da incidéncia de infecgdes respiratorias;

no entanto, esta conclusdo deve ser avaliada com cautela uma vez que os trés ensaios
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clinicos utilizados para a realizagdo das analises possuem heterogeneidade em relacéo a

idade dos participantes e a dose do probidticos administrada.

O Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) é uma cepa de L. rhamnosus
isolado em 1983 a partir do trato intestinal de um ser humano saudavel e para o qual a
patente foi arquivada em 17 de abril de 1985 por Sherwood Gorbach e Barry
Goldin(39). A patente refere-se a uma estirpe de “L. acidophilus GG”. O pesquisador
alega que a cepa L. rhamnosus GG é acido e bile-estavel, tem grande avidez por células
da mucosa intestinal humana e produz acido lactico(40). Desde a sua descoberta, a cepa
L. rhamnosus GG tem sido extensivamente estudada em termos de seus Varios
beneficios a saude e é atualmente a bactéria mais estudada no mundo, com mais de 800

publicacdes.

Em 2013 foi publicada uma revisdo sistematica e meta-analise chamada
“Lactobacillus rhamnosus GG supplementation for preventing respiratory infections in
children: a meta-analysis of randomized, placebo-controlled trials”. Esta meta-analise
realizada a partir de quatro ensaios clinicos randomizados mostrou que a administracdo
do probidtico Lactobacillus rhamnosus GG em comparacdo com o placebo teve
potencial reducdo na taxa de incidéncia de otite média aguda, infec¢bes respiratorias
superiores e uso de antibioticos em criancas(13). No entanto, a nossa analise nédo
confirmou esta hipdtese. No ranking de efetividade o Lactobacillus rhamnosus GG
(LGG) ficou classificado em quinto lugar. As analises indiretas realizadas para
comparar o efeito do LGG com outros probioticos mostra que ndo houve melhor efeito
na reducdo da incidéncia de infeccdes respiratorias. Além disso, a comparagdo entre o
probidtico LGG isolado e a mistura de probidticos contendo LGG tambem néo
apresentou diferenca de efeito. Isso sugere que ndo ha evidéncias suficientes que

sugiram maior efeito do LGG quando combinado as outras cepas probidticas.
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Devido a popularidade cientifica do LGG, decidimos fazer a separacdo dos
estudos que utilizaram como intervencdo mistura de probioticos contendo LGG (MWL)
daqueles estudos que utilizaram como intervencdo mistura de probidticos sem a
presenca de LGG (MOL), a fim de avaliarmos se o LGG faria diferenca no efeito em
relacdo ao desfecho. Apesar do probidticos LGG ser o mais investigado na literatura,
com sete estudos incluidos na nossa meta-analise, ndo foi encontrada eficacia para
reducdo da incidéncia de infeccOes respiratorias em criancas e adolescentes. Assim
como a meta-analise publicada em 2013 pela Cochrane Collaboration encontrou falta de
evidéncia para suportar 0 uso de probioticos na reducdo da diarreia persistente em
criancas(80), nossa analise estatistica também demonstrou esta falta de evidéncia para
apoiar 0 uso de probidticos na prevencdo de infeccbes respiratorias em criangas e

adolescentes.

A partir da revisao de bases cientificas, esta é a primeira revisdo sistematica que
investiga a eficacia da suplementacdo de probioticos de forma especifica na prevencao
de infeccBes respiratérias em criancas e adolescentes a partir de anélise de network,
permitindo avaliar o efeito isolado de cada intervencdo além da avaliacdo entre as
intervengdes. A meta-analise de network é um processo de revisdo rigoroso por seguir
0s reconhecidos padrdes internacionais da Cochrane Collaboration (Cochrane and

Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analysis guidelines).

Uma das possiveis limitagdes deste estudo é o potencial vies de publicacdo
parcialmente suportado pelo contour-enhance do funnel plot, que deve ser sempre
levado em consideracdo. Além disso, ndo podemos deixar de citar o fato desta meta-
analise incluir apenas estudos com faixa etaria entre 0 e 18 anos, desta forma, nédo

podemos generalizar para populagdes de adultos e idosos.
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7. CONCLUSAO

Os resultados da analise de network mostram que apenas o probioticos
Lactobacillus casei rhamnosus (LCA) foi superior ao placebo em relagdo a diminuicao
da taxa de incidéncia de infec¢Oes respiratorias, ficando classificado em primeiro lugar
no ranking de efetividade entre todas as cepas probioticas avaliadas nesta meta-analise.
No entanto, é importante levar em consideracéo que a andlise deste efeito foi realizada a
partir de dados de apenas trés estudos, com diferencas quando a dosagem do probioticos

administrada entre eles.

De acordo com os vinte e um estudos incluidos nesta meta-analise, 0s
probioticos sdo intervencBes seguras para administrar na faixa etéria estudada, nédo

apresentando efeitos adversos significativos.

A partir dos dados da analise, esta revisao sistematica e meta-analise de network
fornece o consenso de que ndo ha evidéncias suficientes para apoiar o uso geral de
probidticos, tanto na forma de cepa individual quanto mistura de cepas probioticas, na
prevencdo de infeccBes respiratorias em criancas e adolescentes. S80 necessarios
ensaios clinicos com tamanho amostral maior e heterogeneidade entre eles,
rigorosamente delineados para avaliar com maior precisdo a eficacia dos probioticos

para este desfecho.
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Abstract
Context: Probiotics have emerged as a promising intervention for the prevention of

respiratory infections in children, according to several randomized controlled trials.

Objective: Critically assess the effect of probiotics on prevention of respiratory tract

infections in children and adolescents

Data Sources: Searches were conducted on February 24, 2014 in the following
databases: MEDLINE, EMBASE, LILACS, SCIELO, CINAHL, SCOPUS, and Web of
Science. The following combinations of terms were used: “respiratory tract infections”

AND probiotics.

Study selection: Randomized clinical trials assessing the effect of probiotics on
respiratory tract infections (RTIs) in children and adolescents were included. Studies
involving children with chronic diseases or other pre-existing comorbidities and those

that did not specifying the type of probiotic were excluded.

Data extraction and Synthesis: Two reviewers, working independently, screened all
titles and abstracts to identify studies that met the eligibility criteria. Pairwise and
network analyses were performed to identify the effects of probiotics on respiratory

infections.

Main outcomes and Measures: Main and secondary outcomes were respiratory tract
infections and adverse effects, respectively.

Results: Twenty-one trials with 6.603 participants were included. Direct comparison
analysis suggested that Lactobacillus casei rhamnosus (LCA) was the only effective
probiotic to the rate of respiratory infections compared to placebo (RR0.38; Crl 0.19-
0.45). Network analysis showed that the Lactobacillus casei rhamnosus probiotic

exhibited a 54.7% probability of being classified in first, while the probability of
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Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC) being last in the ranking was 15.3%.
Lactobacillus casei rhamnosus showed no better effect compared to other probiotic

strains by indirect analysis.

Conclusion: This systematic review found a lack of evidence to support the effect of
probiotic supplementation on the incidence rate of respiratory tract infections in

children and adolescents.
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Introduction

Acute respiratory infections (ARI) are a major public health problem worldwide
in that they generate a high number of outpatient visits, hospital admissions and
antibiotic prescriptions, as well as contributing to increased morbidity and mortality(1,

3).

Overuse of antibiotics to treat infections can cause consequences such as
increased risk of adverse effects, including diarrhea, itching and microbial resistance,
reducing treatment effectiveness(2, 6). Probiotics have been used as adjuvant to reduce
these risks and to prevent infections, including respiratory tract infections.

According to the World Gastroenterology Organization (WGO) and World
Health Organization (WHO), probiotics are active microorganisms that promote health
benefits in the host when administered in adequate amounts(9).

One reason why probiotics are considered important dietary components to
reduce the risk of infectious disease is due to their functional role in the intestinal tract
and intestinal epithelium, as well as their association with systemic immune function
and the intestinal mucosa(15). Probiotics have been used to control the growth of
potentially pathogenic bacteria, compensating for this unwanted colonization(16),
increasing beneficial bacteria and restoring lost metabolic activity(17).

In 2011, a systematic review and meta-analysis of ten randomized controlled
trials involving 3451 participants was published, evaluating the use of probiotics to
prevent acute respiratory tract infections (ARI) in children and adults(79). The study
found that probiotics were better than placebo in reducing the number of participants

experiencing ARI episodes of ARI, as well as lowering the rate of ARI episodes
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and antibiotic use. However, this meta-analysis did not assess the effect of different
strains of probiotics.

Thus, the aim of this review is to evaluate the effect of the use of probiotics
prevention of respiratory tract infections in children and adolescents using a network

meta-analysis approach.

Why this review is important

A number of foods are fortified with different probiotic strains, including yogurt,
milk drinks and infant formulas. During clinical procedures, many researches have
tested the efficiency of probiotics in specific clinical situations. As such, this review is
essential to provide an overview of the current evidence regarding the effect of
probiotics on preventing and treating respiratory infections, in order to help users and

health professionals improve clinical management.

Methods

This systematic review and network meta-analysis was reported according to
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analyses)
guidelines(32). The protocol was registered on Prospero website (International
prospective  register of systematic reviews) under registration number:

CRD42014007632.

Search Strategy

Searches were conducted in the following databases: MEDLINE (through
PUBMED), EMBASE, LILACS, SCIELO, CINAHL (via EBSCO) and SCOPUS
(through Elsevier) on February 24, 2014. On March 23, 2014, a search was performed

on three online registration sites for clinical trials: the Cochrane Central Register of
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Controlled Trials (CENTRAL) (Http://www.cochrane.org), Metaregister of Controlled

Trials  (http://controlled-trials.com/mrct) and National Institutes of Health
(HTTP://www.clinicaltrials.gov). On the same date, a search was performed of
reference lists for articles screened in printed journals and for articles cited in the 1SI
Web of Science database.

Titles from references of the included studies were reviewed to determine
whether they additional were relevant for inclusion in the systematic review. We
included all studies published from the date the databases were created until March,
2014. The following combination of terms was used: "respiratory tract infections™ AND
probiotics, without language restrictions.

Two independent reviewers (M.A.A and G.H.B.F.G) screened all the titles and
abstracts to identify studies that met inclusion criteria or could not be safely excluded
without assessing the entire text. Initially, titles and abstracts were analyzed
independently and studies were then selected to be read in full according to the
previously established inclusion criteria. Divergences were resolved by consensus and a

third reviewer was consulted in the event of continued disagreement.

Eligibility criteria

The systematic review included randomized clinical trials assessing the effect of
probiotics on respiratory tract infections (RTIs) with or without a control group. All of
the included studies involved children and adolescents of both sexes, aged O to 18 years,
at risk of or suffering from respiratory infections. Studies using only one or various
probiotics strains were included. Investigations involving children and adolescents with
chronic diseases or other pre-existing comorbidities were excluded along with research

that did not specify the type of probiotic.


http://www.cochrane.org/
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Primary outcome

The primary outcome was respiratory tract infections (pneumonia OR upper
respiratory infections - pharyngitis, laryngitis, epiglottitis, sinusitis, otitis - OR lower

respiratory infections — tracheobronchitis OR bronchitis and bronchiolitis).

Secondary outcome

The secondary outcome was the analysis of adverse effects.

Data extraction

The following variable data was extracted from each of the studies selected: title,
journal in which the article was published, authors, year of publication, study design,
age and sex of participants, number of participants, control group, type and dose of

probiotic strain used in the intervention, follow-up, outcomes and results.
Risk of bias (RoB) in the included studies

Trial quality and risk of bias (RoB) in the included studies were assessed
according to the criteria outlined in the Cochrane Handbook for Systematic Reviews of
Interventions(33), taking into account evidence interpretation using the GRADE
approach. This included rating the adequacy of randomization: randomization;
allocation concealment; blinding participants; blinding outcomes; incomplete outcome

data; selective reporting; vested interest bias and loss of participant follow-up.
Data presentation and meta-analysis

Conventional pairwise meta-analysis was performed first to summarize the

studies comparing the different interventions against the placebo.
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The studies were combined using statistical models of fixed and random effects.
The total number of events was determined by incidence density calculation (rate-per-
person/days). Thus, the measure of the intervention’s effect was shown as relative risk
(RR).

Next, a network meta-analysis was carried out. This differs from a standard
pairwise meta-analysis primarily because uses information across all available
comparisons to estimate indirect pairwise comparisons not previously tested. For
example, in a pairwise meta-analysis, to compare the effect of treatment A with
treatment B, only trials that compare A and B directly in the same trial are included in
the analysis. However, in a network meta-analysis information can also be used from
trials comparing A with C and B with C, where C is a common comparator treatment.
To that end, we assume that the effect of A compared to B is given by the effect of C
compared to A plus the effect of C compared to B(36). Network meta-analysis
combines direct and indirect evidence across a network of randomized trials into a
single effect size and, under certain assumptions, can improve the accuracy of estimates
while still respecting randomization(81).

Network meta-analysis data were analyzed using R software (R Language and
Environment for Statistical Computing) version 3.1.2. with the “GeMTC” package

(available on the online site: http://CRAN.R-project.org/package=gemtc) to perform

consistency and inconsistency model simulations, applying MCMC (Markov chain
Monte Carlo methods) simulation. The network meta-analysis was performed using a
Bayesian framework and assuming an equal heterogeneity parameter t across all
comparisons, accounting for correlations induced by multi-arm studies. Non-

informative uniform and normal prior distributions were used as well as three different


http://cran.r-project.org/package=gemtc
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sets of starting values to fit the model. This yielded 25,000 iterations and produced the
posterior distributions of model parameters.

Relations random effects of different interventions were estimated and the
results were presented through in the form of RR (relative risk) and 95% Crl (credibility
interval). The analysis was performed using RIJAGS

(https://sourceforge.net/projects/mecmec—jags; http://CRAN.R-project.org/package=rjags;

Sourceforge - http://mcmc—jags.sourceforge.net)(38).We assessed the probability that

each adjuvant treatment was the most efficient regimen, the second best, third best and
so on by calculating the RR for each treatment compared with an arbitrary common
group, and counting the proportion of iterations of the Markov chain, ranking each
treatment from the highest to the lowest RR. The random effects (random) rather than
the fixed effect model was applied since it is the most suitable and conservative analysis
to explain the differences between the studies.

For the purpose of statistical analysis we separated the studies using a mixture of
probiotics with Lactobacillus rhamnosus GG (MWL) from those mixtures of probiotics

without Lactobacillus rhamnosus GG (MOL).

Subgroup analysis

Subgroup analyses were performed to evaluate the difference in effect size

between interventions, disregarding the placebo as a comparative standard.
Assessment of heterogeneity

The heterogeneity was assessed qualitatively considering the following

differences between the studies: age of participants and probiotic dose.


https://sourceforge.net/projects/mcmc%E2%80%93jags
http://cran.r-project.org/package=rjags
http://mcmc%E2%80%93jags.sourceforge.net/
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Results

Study Selection

Figurel shows the flow diagram for the search strategy and study selection used
in the systematic review. A total of 1,517 articles were found. After independent
evaluation by the reviewers, 1,496 articles were excluded. The SCIELO and LILACS

databases and registration websites of clinical trials yielded no additional studies.
Study Characteristics

Table 1 summarizes the characteristics of the trials included, all of which were

published up until 2013.
Design

All the included studies were randomized clinical trials and examined the

effectiveness of probiotics in managing respiratory tract infections (Table 1).
Population

This review included twenty-one trials(18, 19, 41-44, 46-52, 55, 60-66, 82, 83)
with 6,603 participants of both sexes, aged 0-18 years. Study sample sizes ranged from
61 to 986. Only one study evaluated the intervention in premature infants, finding
beneficial effect of probiotics in reducing the risk of nosocomial pneumonia(52).
However, this study was halted before completion due to a substantial drop in patient
recruitment and limited funding.

Thirteen studies were conducted of healthy children and adolescents, one of
premature infants(18, 19, 42, 43, 46-52, 63, 65); five involving children and adolescents

considered at risk (children attending day care and those hospitalized for reasons other
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than respiratory infections(41, 55, 61, 62, 64)) and three studies of children and

adolescents with respiratory tract infections(44, 60, 66)(Table 1).

Interventions

The probiotics used in the included studies are: Lactobacillus casei rhamnosus
(LCA), Lactobacillus rhamnosus T cell-1 (RHT), Lactobacillus reuteri (LRE),
Bifidobacterium lactis (BB-12), Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), Lactobacillus
fermentum CECT5716 (LFC), Streptococcus salivarius K12 (SSK), Bacillus clausii
(BCL) and placebo (PLA). Some studies used a mixture of probiotics as an intervention.
Fifteen trials evaluated the effect of a single probiotic(18, 19, 41, 43, 46, 47, 49-52, 55,
60, 62, 63, 66), five of a combination of probiotics(44, 48, 61, 64, 65) and one study
assessed both the effect of isolated probiotics and a probiotic mixture(42). A study by
Raakel Luoto et al. including probiotics and prebiotics as intervention was included in
the systematic review because the effect of the two interventions was evaluated
separately(51).

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) was the probiotic with the highest
prevalence among the 11 studies included in this review (52.4%), but its isolated effect
was evaluated in 7 of these (33.3%).

The routes of administration employed were probiotic capsule(42, 44, 61, 62),
cow’s milk formula supplemented with probiotic(19, 43, 46, 48, 51), milk supplemented
with probiotic(18, 63), fermented milk supplemented with probiotic(41, 50, 55, 64, 65),
low lactose milk with probiotic(47), probiotic tablets via a novel slow-release
pacifier(49, 66), drops of an oil-suspension containing probiotic(52), oral suspension of
probiotic(60). Probiotic dosage varied between studies and was measured by cfu
(colony forming unit) / day. The follow-up time for the included studies ranged from 2

to 12 months, with one shorter follow-up period of 15 days(62) (Table 1).
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Outcomes

Sixteen studies evaluated respiratory tract infections as outcome(18, 19, 41-43,
46-51, 55, 60, 63-65), of which four specified the incidence of acute otitis media(46, 48,
49, 63). Three trials assessed only acute otitis media as outcome(44, 61, 66) and two

analyzed pneumonia as outcome(52, 58)
Risk of bias (RoB) in the included studies

The RoB for the included studies is summarized (eFigurel; eFigure2). The

following criteria were used to assess the RoB:
Randomization
All the studies included in this systematic review were randomized (eFigure2).
Allocation concealment

Ten of the twenty one trials assessed (47.6%) reported adequate methods for
allocation concealment (low risk) and eleven (54.4%) did not provide enough
information to assess allocation concealment (unclear risk)(18, 42, 49-52, 55, 60-63, 65,

66)(eFigure 2).
Blinding

Eighteen of the twenty one trials (85.7%) reported suitable methods for
participant blinding (low risk), three (14.3%) were considered “high risk” for not using
the correct blinding procedure(60, 65, 66), nineteen (90.5%) reported adequate methods
for blinding in terms of outcomes assessment (low risk) and two trials (9.5%) were
deemed at “high risk” because they failed to employ the correct procedure for

blinding(65, 66)(eFigure 2).
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Incomplete outcome data

Twelve one of the studies included (57.2%) were judged “low risk” since all the
necessary information for statistical analysis was described. Seven of the twenty-one
trials (33.3%) did not clearly describe the information needed to assess the effect of
interventions (unclear risk), While two (9.5%) did not provide this information at all

(high risk)(42, 44)(eFigure 2).

Selective reporting

Ten of the included studies (47.6%) reported outcomes of interest (low risk), ten
(47.6%) did not clearly demonstrate outcomes of interest (unclear risk) and one (4.8%)
either did not describe or incompletely presented the outcomes of interest (high

risk)(50) (eFigure 2).

Vested interest bias

In nine of the twenty one trials assessed (42.9%) the authors declared that they
had no conflicts of interest (low risk), while four studies (19.05%) did not provide this
information (unclear risk) and eight (38.05%) reported the existence of conflicts of

interest (high risk)(42-44, 50, 51, 61, 64, 65)(eFigure 2).

Participant loss at follow-up

Nineteen of the twenty-one investigations (90.5%) experienced no loss of
participants during follow-up (low risk) and two (9.5%) reported losses during this

period (high risk)(52, 66)(eFigure 2).
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Effects of interventions

Primary outcome measures

The overall incidence density rate of respiratory tract infections was 4.81 per
1,000 person-days in the intervention group and 5.72 per 1,000 person-days in the
placebo group for the 6,603 participants included in this meta-analysis.

Although this outcome indicates that the number of participants who
experienced episodes of respiratory tract infections was lower in the probiotic group
than the placebo group, the substantial heterogeneity must be considered when using

this outcome in the future.
Pairwise meta-analysis (direct comparisons)

Conventional pairwise meta-analysis of twenty-one studies was included in the
systematic review. eFigure3 shows the relative risk and probability-based ranking with
the corresponding 95% credible intervals for each intervention compared to placebo.
The direct comparison analysis suggested that the LCA probiotic reduced the incidence
rate of respiratory infections compared to placebo (RR 0.38; Crl 0.19 to 0.45). Other
probiotic strains showed no positive effect on the incidence rate of respiratory infections
as compared to placebo. Three trials with a total of 1.731 participants examined the
effectiveness of the probiotic LCA(42, 47, 50). The age of participants in these studies
ranged from 3 to 7 years(42), 1 to 6 years(47), and 3 to 12 years(50). The follow-up
time was similar: 7 months(42), 6 months(47) and 5 months(50). The dose of probiotic
administered in the intervention group was 1.2x10®cfu/day(42) and 5.10cfu/day(47),

with one trial failing to specify the dose(50).
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Network meta-analysis (combination of direct and indirect comparisons)

The base case analysis included a network of twenty-one trials with ten different
interventions plus placebo. The network consisted of ten treatments with ten direct
comparisons and five treatments with indirect comparisons. The geometry of the
network for the outcome is showed in Figure 2.

To perform the network meta-analysis, three studies with a total of 1731
participants used Lactobacillus casei rhamnosus (LCA) as intervention(42, 47, 50), one
of 986 participants used Bacillus clausii (BCL)(60), two involving 263 subjects used
Bifidobacterium lactis (BB-12) (43, 49), one analyzing a total of 78 individuals
employed Streptococcus salivarius K12 (SSK) (66), one investigated 986 subjects using
Lactobacillus rhamnosus T cell-1 (RHT)(42), one of 188 people used Lactobacillus
fermentum CECT5716 (LFC)(19), seven with a total of 2,466 participants used
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)(18, 41, 46, 51, 55, 58, 63), three analyzing 1,438
participants used Lactobacillus reuteri (LRE)(43, 47, 52), two used a mixture of
probiotics without LGG probiotic (MOL)(42, 64) with a total of 1,224 individuals and
four studies used a mixture of probiotics with LGG (MWL)(44, 48, 61, 65) with a total
of 610 subjects .

Figure 3 shows the estimated effectiveness rankings for all the treatments, with
the relevant 95% credible interval. The rankograms illustrative the probable
effectiveness of each treatment from the highest (LCA) to the lowest rank (LFC). LCA
exhibited a 54.7% likelihood of being ranked first, while the LFC probiotic showed a

15.3% probability of being last in the ranking.
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Subgroup analysis

Subgroup analysis was performed based on rank classification and isolated
probiotic strain from probiotics combination. The eFigure 4 shows the effect of the
LCA probiotic (ranked first) compared to other probiotics and the placebo.

LCA did not demonstrate a better effect in comparison to other probiotic strains
on indirect analysis and a positive effect of the probiotic was only identified by direct
analysis of three included studies compared to placebo.

The indirect analysis in eFigure 5 shows the effect of LGG compared with other
probiotics. There was no statistically significant effect of LGG compared to other
probiotic strains. eFigure 6 illustrates the effect of MWL probiotics against other
probiotics. No statistically significant effect was recorded for MWL probiotics

compared to other strains.
Secondary outcome measures

All the studies included in the meta-analysis reported no significant adverse

effects among participants.

Publication Bias

Analysis of the funnel plot detected no risk of publication bias (eFigure 7).
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Discussion

Summary of main results

Whether probiotics have any role in the prevention of respiratory tract infections
in children and adolescents is unclear, since existing trials differ vastly in their
populations, supplemented probiotic strains, probiotic dose administered and follow-up
time.

Supplementation with the probiotic Lactobacillus casei (LCA) appears to be
effective in reducing the incidence rate of respiratory infections; however, this
conclusion is tempered by the presence of substantial heterogeneity in the three
treatment trials included in the meta-analysis, particularly in terms of the age difference
and the dose of probiotic administered to participants.

Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) is a strain of L. rhamnosus isolated
in 1983 from the intestinal tract of a healthy human being and for which a patent was
filed on 17 April 1985 by Sherwood Gorbach and Barry Goldin(39). The patent refers to
a strain of "L. acidophilus GG". It claims that the L. rhamnosus GG strain is acid- and
bile-stable, has great avidity for human intestinal mucosal cells and produces lactic
acid(40). Since its discovery, the L. rhamnosus GG strain has been extensively studied
in terms of its various health benefits and is currently the world's most studied probiotic
bacterium, with over 800 scientific studies.

On 2013, a published meta-analysis of four randomized placebo-controlled trials
showed that the administration of Lactobacillus rhamnosus GG compared with placebo
had the potential to reduce the incidence rate of acute otitis media, upper respiratory
infections and antibiotic use in children(13). However, our analysis did not confirm this

hypothesis. LGG strains ranked fifth in the treatment of respiratory infections. Indirect
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analysis comparing LGG with other probiotics shows it had no better effect on
respiratory tract infections than other probiotic strains. Moreover, comparison of the
LGG probiotic alone with a mixture of probiotics plus LGG showed no effect on
respiratory tract infections. This suggests there is insufficient evidence to determine
whether it is better to use one strain of probiotic or a mixture of probiotics.

For statistical analysis, we separated the studies using a mixture of probiotics
with LGG (MWL) from those employing mixture of probiotics without LGG (MOL).
Despite LGG probiotic be further investigated in the literature, with seven articles, our
meta-analysis found no efficacy for respiratory infections in children and adolescents.

As meta-analysis published by Cochrane in 2013 reported lack of evidence to
use of probiotics for persistent diarrhea in children(80), our meta-analysis showed no
evidence to support the use of probiotics to prevention of respiratory infections in
children and adolescents.

In 2011, The Cochrane Collaboration published a systematic review and meta-
analysis evaluating probiotics for preventing acute upper respiratory tract infections(79),
concluding they probiotics superior to placebo in reducing the number of participants
experiencing episodes of acute respiratory infections. However, this study differs from
the meta-analysis that we conducted in terms of participant age since it includes adults,
and also does not to perform a network analysis. Network analysis enables an analysis
of the effect of ranking among the probiotics, facilitating clinical interpretation.

To our knowledge, this is the first systematic review to investigate the
effectiveness of probiotic supplementation for the management and prevention of
respiratory infections in children and adolescents with network analysis. It involved a
rigorous review process adhering to internationally recognized Cochrane and Preferred

Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analysis guidelines.
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A possible limitation is that the potential for publication bias, partially supported
by the contour-enhance funnel plot, can never be completely excluded. For some
comparisons, the network meta-analysis estimate was less accurate than that of pairwise
meta-analysis. This occurred when there was overall heterogeneity in the network and
random-effects models were used, since network meta-analysis assumes a common
“average” heterogeneity t for all pairwise comparisons(84).

This review reflects the consensus that there is insufficient evidence to support
the general use of both isolated and mixtures of probiotics in the prevention and
treatment of respiratory tract infections. Larger and more rigorously designed
randomized clinical trials are needed to examine the efficacy of probiotics in the

management of respiratory tract infections.
Clinical interpretation of the data

The results of the analysis show that only the LCA probiotic was superior to the
placebo in relation to the incidence rate of respiratory infections, ranking first in
effectiveness among all the probiotic strains evaluated in this meta-analysis. However, it
Is important to consider that the analysis of this probiotic was based on only three
studies with differences as the dose of probiotic administered. According to the included

studies, probiotics are safe and adverse effects were minor.
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Author/year Design Sample size Age Population Intervention/ Probiotic Dose Administration  Follow-up time
route
Jun-Song et al/ RCT, double- 986 3to7 Healthy 1. Lactobacillus casei rhamnosus 1. 2x10°® cfu/day Capsules of 7 months
2009(42) blind, placebo- years 2. Lactobacillus rhamnosus T cell-1 2.3x10%° probiotics
controlled 3. Mixture of probiotic without cfu/day
LGG 3.21x107
cfu/day
ZviWeizmanet al/ RCT, double- 194 4t010 Healthy Bifidobacterium lactis (Bb- 12) or ~ 1x10°7 cfu/grams Cow’s milk 3 months
2005(43) blind, placebo- months Lactobacillus reuteri of powdered formula
controlled formula supplemented
with probiotic
KatjaHatakkaet al/ RCT, double- 571 1to6 Healthy Lactobacillus rhamnosus GG 200ml milk with Milk 7 months
2001(18) blind, placebo- years probiotic / day : supplemented
controlled 5-10x10°cfu/  with probiotic
mL probiotic
strain
Jose Maldonado, et RCT, double- 188 6t08 Healthy Lactobacillus fermentum 2x10°8 cfu/day Cow’s milk 6 months
al/ 2012(19) blind, placebo- years CECT5716 formula
controlled supplemented
with probiotic
IvaHojsak,Natalija RCT, double- 281 4t05 At risk (nursey) Lactobacillus rhamnosus GG 1x10° cfu/day ~ Fermented milk 3 months
Snovak et al/ blind, placebo- years product
2010(55) controlled supplemented
with probiotic
IvaHojsak, et al/ RCT, double- 742 910 16 At risk Lactobacillus rhamnosus GG 1x10°° cfu/day Fermented milk Patients received
2010(41) blind, placebo- years (hospitalized for product the intervention
controlled various reasons) supplemented during the
with probiotic hospitalization
period
M Kumpu, et al/ RCT, double- 523 2t06 Healthy Lactobacillus rhamnosus GG 6.7x10° a Cow’s milk 7 months
2012(46) blind, placebo- years 1.9x10°® cfu/day  supplemented
controlled with probiotic
Rina Agustina, et RCT, double- 494 1to6 Healthy Milk with regular amount of 5x10°% cfu/day Low lactose 6 months
al/ 2012(47) blind, placebo- years calcium + Lactobacillus casei or milk
controlled Lactobacillus reuteri supplemented

with probiotic
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SamuliRautava, et  RCT, double- 72 0to 12 Healthy Mixture of probiotic with LGG 1x10° e 1x10°° Cow’s milk 12 months
al/ 2009(48) blind, placebo- months (Lactobacillus rhamnosus GG + cfu/day supplemented
controlled Bifidobacterium lactis Bb-12) with probiotic
KatjaHatakkaa, et RCT, double- 269 10 Children with Mixture of probiotic with LGG 8-9x10° Gelatin capsule 6 months
al/ 2007(44) blind, placebo- months to acute otitis (Lactobacillus rhamnosus GG + cfu/day of each
controlled 6 years media Lactobacillus rhamnosus LC 705 + probiotics
Bifidobacterium Bb-99 + Propioni
bacterium
freudenreichiisspshermanii)
D Merenstein, etal/  RCT, double- 238 3t06 At risk (nursery) Mixture of probiotic without LGG ~ 1x10° cfu/day of Fermented 3 months
2010(64) blind, placebo- years (Lactobacillus casei DN-114 001/ each probiotics probiotic drink
controlled CNCM 1-1518 + Streptococcus (Dan Active
thermophilus + Lactobacillus supplemented
bulgaricus) with probiotic)
TeemuTaipale, et RCT, double- 69 0to8 Healthy Bifidobacterium animalis subsp. 1x107 cfu/day Probiotic tables 8 months
al/ 2011(49) blind, placebo- months lactis Bb-12 (BB-12) via a novel
controlled slow-release
pacifier
J. M.2Cobo Sanz, et  RCT, double- 251 3t012 Healthy Lactobacillus casei (DN-114001) Not specified Actimel 5 months
al/ 2006(50) blind, placebo- years (fermented milk
controlled supplemented
with probiotic)
RaakelLuoto, et al/ RCT, double- 94 0to6 Healthy Lactobacillus rhamnosus GG 1x10'gcfu/day 1- Cow’s milk 12 months
2004(51) blind, placebo- months 30 days and supplemented
controlled 2x10° cfu/day with probiotic
31-60 days
Mario A. Rojas, et RCT, double- 750 Preterm Healthy Lactobacillus reuteri 1x10°® cfu/day Drops of an oil-  Intervention time
al/ 2012(52) blind, placebo- birth suspension is not specified
controlled weight supplemented
(<1500 ¢ with probiotic
and 1501-
2000 g)
LiisaLehtoranta, et ~ RCT, double- 269 9 months  Atrisk, likely to Mixture of probiotic with LGG Not specified Capsules of 6 months
al/ 2012(61) blind, placebo- t0 5,6 have otitis (Lactobacillus rhamnosus GG + L. probiotic
controlled years rhamnosus LC705 + Bb-99 + P.

freudenreichii JS)
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Travis C. B. RCT, double- 61 0to5 At risk (admitted Lactobacillus rhamnosus GG 10x10° cfu/day Capsules of 14 days
Honeycutt, MD, blind, placebo- years to a pediatric probiotic
FAAP, FCCM; et controlled intensive care
al/ 2007(62) unit for other
reasons)
MinnaKumpu, etal/  RCT, double- 194 2t06 Healthy Lactobacillus rhamnosus GG 10°® cfu/day Pasteurized 4 months
2013(63) blind, placebo- years milk
controlled supplemented
with probiotic
Francesco Di RCT, placebo- 78 3to 12 With pharyngitis Streptococcus salivarius K12 5x10° cfu/day Slow-release 3 months
Pierro, et al/ controlled years and / or (Bactoblis) tablet of
2012(66) tonsillitis (oral probiotic
streptococci)
Gian Luigi RCT, double- 80 3t06 With recurrent Bacillus clausii Suspension of 2 Oral suspension 3 months
Marseglia, et al/ blind, placebo- years respiratory billion sporos by of probiotic
2007(60) controlled infection 5ml
HILDE KLOSTER  RCT, double- 199 12t0 36 Healthy Mixture of probiotic with LGG LGG e Bb-12: Active 7 months
SMERUD, et al/ blind, placebo- months (Lactobacillus rhamnosus GG + 108 cfu/ml; (fermented milk
2008(65) controlled Lactobacillus acidophilus LA-5 + 107 cfu/ml of drink)
Bifidobacterium Bb-12) LA-5 supplemented

with probiotic

Table 1. Characteristics of included studies.

Subtitles: Lactobacillus casei rhamnosus (LCA);, Lactobacillus rhamnosus T cell-1 (RHT); Lactobacillus reuteri (LRE); Bifidobacterium lactis
(BB-12); Lactobacillus rhamnosus GG (LGG); Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC); Streptococcus salivarius K12 (SSK); Bacillus clausii

(BCL); mixture of probiotics with LGG (MWL); mixture of probiotics without LGG (MOL); placebo (PLA); randomized clinica Trial (RCT);

colony forming units (cfu).
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Figure 2. Geometry of the network

Subtitles: Lactobacillus casei rhamnosus (LCA);, Lactobacillus rhamnosus T cell-1
(RHT); Lactobacillus reuteri (LRE); Bifidobacterium lactis (BB-12); Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG); Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC); Streptococcus
salivarius K12 (SSK); Bacillus clausii (BCL); mixture of probiotics with LGG (MWL);
mixture of probiotics without LGG (MOL); placebo (PLA).
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eFigure 3. Forest plot comparison all strains of probiotics VS. placebo

Subtitles: Lactobacillus casei rhamnosus (LCA);, Lactobacillus rhamnosus T cell-1
(RHT); Lactobacillus reuteri (LRE); Bifidobacterium lactis (BB-12); Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG); Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC); Streptococcus
salivarius K12 (SSK); Bacillus clausii (BCL); mixture of probiotics with LGG (MWL);
mixture of probiotics without LGG (MOL); placebo (PLA).
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eFigure 4. Forest plot comparison LCA VS. all strains of probiotics
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Subtitles: Lactobacillus casei rhamnosus (LCA);, Lactobacillus rhamnosus T cell-1
(RHT); Lactobacillus reuteri (LRE); Bifidobacterium lactis (BB-12); Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG); Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC); Streptococcus
salivarius K12 (SSK); Bacillus clausii (BCL); mixture of probiotics with LGG (MWL);

mixture of probiotics without LGG (MOL); placebo (PLA).
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eFigure 5. Forest plot comparison LGG VS. all strains of probiotics

Subtitles: Lactobacillus casei rhamnosus (LCA);, Lactobacillus rhamnosus T cell-1
(RHT); Lactobacillus reuteri (LRE); Bifidobacterium lactis (BB-12); Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG); Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC); Streptococcus
salivarius K12 (SSK); Bacillus clausii (BCL); mixture of probiotics with LGG (MWL);
mixture of probiotics without LGG (MOL); placebo (PLA).
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eFigure 6. Forest plot comparison MWL VS. all strains of probiotics
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Subtitles: Lactobacillus casei rhamnosus (LCA);, Lactobacillus rhamnosus T cell-1
(RHT); Lactobacillus reuteri (LRE); Bifidobacterium lactis (BB-12); Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG); Lactobacillus fermentum CECT5716 (LFC); Streptococcus
salivarius K12 (SSK); Bacillus clausii (BCL); mixture of probiotics with LGG (MWL);

mixture of probiotics without LGG (MOL); placebo (PLA).
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Funnel Plot of Standart Error by Fisher’s Z
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eFigure 7. Funnel Plot

Funnel plot all included studies in the Systematic Review. In the horizontal axis the
differences between the observed log-relative risks of each active treatment versus
placebo and their summary effect obtained from the pairwise meta-analysis are
presented; in the vertical axis the standard errors of the log-relative risks are presented.
Differences on the left of null represent studies with estimates larger than the
comparison-specific mean.
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