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Wykaz stosowanych skrotow

ATCC - amerykanska kolekcja kultur (ang. American Type Culture Collection)
CC — cigcie cesarskie
cfu — jednostka tworzaca koloni¢ (ang. colony forming unit)

DSM — niemiecka kolekcja mikroorganizmow i hodowli komorkowych (niem. Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)

ESPGHAN - Europejskie Towarzystwo Gastroenterologii Dzieciecej, Hepatologii i
Zywienia (ang. European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and
Nutrition)

FAO — Organizacja Narodéw Zjednoczonych Do Spraw Zywnosci i Rolnictwa (ang. Food
and Agriculture Organization of the United Nations)

FISH - hybrydyzacja fluorescencyjna in situ (ang. fluorescent in situ hybridization)

GALT - tkanka limfatyczna zwigzana z blonami $§luzowymi jelita (ang. gut-associated
lymphoid tissue)

GBS — paciorkowce grupy B (ang. Group B Streptococcus)

GF — zwierzgta gnotobiotyczne (ang. germ-free)

GPSK - Ginekologiczno-Potozniczy Szpital Kliniczny

HGP - projekt poznania ludzkiego genomu (ang. Human Genome Project)

HMO - oligosacharydy mleka ludzkiego (ang. human milk oligosacharydes)

HMP — projekt poznania ludzkiego mikrobiomu (ang. Human Microbiome Project)
IFN-y — interferon gamma

IxB - biatko hamujace kB

IL — interleukina

IPP — inhibitory pompy protonowe;j (grupa lekdéw)



IRAK-1 — kinaza 1 zwiazana z receptorem interleukiny 1 (ang. IL-1 receptor-associated

kinase 1)

ISAPP — Miedzynarodowe Stowarzyszenie Naukowe ds. Probiotykow i Prebiotykéw (ang.
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics)

LPS — lipopolisacharyd

MALT - tkanka limfatyczna zwigzang z btonami $luzowymi (ang. mucosa-associated

lymphoid tissue)
NEC — martwicze zapalenie jelit noworodkéw (ang. necrotizing enterocolitis)

NF-kB — transkrypcyjny czynnik jadrowy kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells)

NGS — sekwencjonowanie nastgpnej generacji (ang. next generation sequencing)
NICU — oddziat intensywnej terapii noworodka (ang. neonatal intensive care unit)
OTU - operacyjna jednostka taksonomiczna (ang. operational taxonomic unit)

PAMP — wzorce patogennosci mikroorganizmdéw (ang. patogen assocaited molecular

pattern)

PCR - reakcja fancuchowa polimerazy (ang. polimerase chain reaction)
Pfu — polimeraza DNA wyizolowana z bakterii Pyrococcus furiosus

PRR — receptory rozpoznajgce wzorce (ang. pattern recognition receptors)
PSN — pordd sitami natury

RZS — reumatoidalne zapalenie stawow

SCFA — krotkotancuchowe kwasy thuszczowe (ang. short-chain fatty acids)
SIBO - rozrost bakteryjny jelita cienkiego (ang. small intestinal bacterial overgrowth)
slgA — wydzielnicza immunoglobulina A, (ang, secretory IgA)

Taq — polimeraza DNA wyizolowana z bakterii Thermus aquaticus

TBC — catkowita liczba bakterii (ang. total bacterial count)

Tc — limfocyty T cytotoksyczny



TGF-p — transformujacy czynnik wzrostu f (ang. transforming growth factor f3)
Th — limfocyt T pomocniczy

TLR — receptor Toll-podobny (ang. Toll-like receptor)

TNF-a — czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor)

Treg — limfocyt T regulatorowy

UPEC — uropatogenne E. coli (ang. uropathogenic E. coli)

WAO — Swiatowa Organizacja ds. Alergii (ang. World Allergy Organization)

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)



1. Wstep

Cztowiek w odniesieniu do aktualnych badan jest sumg wiasnych komorek i genow,
jak rowniez komorek kolonizujacych go mikroorganizméw. Drobnoustroje, to dodatkowy
material genetyczny naszego ustroju tzw. mikrobiom, ktéry istotnie wptywa na fizjologig,
w tym takze na ekspresje¢ biatek gospodarza. Mikrobiom zawiera geny, nie stwierdzane
w komorkach ssakow, pomimo to niezb¢dne do zachowania zdrowia. Ponadto, metabolizm
czlowieka to wypadkowa metabolizmu ludzkiego oraz procesdéw metabolicznych
zasiedlajgcych go drobnoustrojow (1,2). Mikrobiota cztowieka petni zatem znamienng role
w utrzymywaniu homeostazy catego organizmu. Co wigcej wywiera szereg whasciwosci,
wymaganych do sprawnego i poprawnie dziatajgcego organizmu, Ktérych cztowiek sam
w sobie nie posiada, w tym np. produkcja witamin (K, B9, B12) czy pozyskiwanie energii
ze sktadnikow pozywienia niepodlegajacych trawieniu przez nasze enzymy. Rozwoj
najnowoczesniejszych metod genetycznych zrewolucjonizowal wiedz¢ o mikrobach,
ujawniajac ich bogactwo i zdumiewajaca roznorodnosé. Aktualnie wiadomym jest,
ze mikroorganizmy zajmuja praktycznie kazda cze$¢ naszego ciata w tym skore, jame
ustng, nos, pochwe, przewdod pokarmowy, a nawet takie miejsca jak pluca, pecherz
moczowy, tozysko, pltyn owodniowy ktore pierwotnie uznawane byly za jatowe (3). Co
wiece] kazda czg$¢ ciala ma swoj unikalny zestaw mikroorganizméow, ktére zajmuja
najlepsza dla siebie niszg¢. Czlowiek skolonizowany jest glownie przez bakterie,
aczkolwiek zasiedlaja nas takze archeony, wirusy oraz eukarionty, w tym pierwotniaki
I grzyby. Cialo ludzkie zamieszkuja zatem przedstawiciele wszystkich trzech domen zycia
wystepujacych na Ziemi. Zesp6t mikroorganizmoéw cztowieka jest bardzo zréznicowany.
Szacuje si¢, ze cata mikrobiota zasiedlajagc ciato cztowieka sktada si¢ z ok. 40000
gatunkéw bakterii, nalezacych do blisko 1800 rodzajow, co przektada si¢ na
ok. 10 milionow gendéw niepochodzacych bezposrednio od cztowieka (4). W naszym
organizmie zachodzi swoisty mechanizm, polegajacy na nieustannym komunikowaniu si¢
miedzy sobg komorek bakterii oraz komorek gospodarza (ang. cross-talk process). To
skomplikowana sie¢ zaleznosci cytokinowych, endokrynnych, neurohormonalnych
| wlasnie ten mechanizm warunkuje rownowage organizmu i okre$la jego zdrowie
lub chorobe. Dysbioza jelitowa, czyli zaburzenia w ilosci i skladzie poszczegélnych
bakterii, moze by¢ podlozem szeregu jednostek chorobowych, w tym chorob
cywilizacyjnych. Liczne badania wykazaly, iz zmieniony profil mikrobioty jelitowej moze
by¢ zwigzany z rozwojem m.in. celiakii (5), martwiczego zapalenia jelit noworodkow
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(ang. necrotizing enterocolitis, NEC) (6), otylosci, nieswoistych chordb zapalnych jelit,
w tym choroby Lesniowskiego-Crohna, wrzodziejacego zapalenia jelita grubego (7),
zespotu jelita nadwrazliwego (8), kolki niemowlgcej (9), alergii, atopowego zapalenia
skory (10,11), choréb neurorozwojowych jak autyzm (12) czy psychiatrycznych jak
depresja (13). Ponadto zaburzenia mikrobioty jelitowej moga by¢ zwigzane z chorobg
Parkinsona (14), chorobami metabolicznymi jak nadci$nienie tetnicze, cukrzyca typu 2
(15), otytos¢ (16), czy chorobami autoimmunizacyjnymi (cukrzyca typu 1, reumatoidalne
zapalenie stawow - RZS) (17,18,19), nowotworowymi (20) i innymi chorobami

cywilizacyjnymi (21).
1.1. Nomenklatura i techniki analizy mikrobioty

Na przestrzeni lat zmieniaty si¢ metody i mozliwosci identyfikacji mikroorganizmow,
a tym samym mozliwo$¢ zbadania ich funkcji oraz oddziatywania na organizm ludzki.
Poczatkowo, kiedy choroby infekcyjne byly olbrzymim wyzwaniem dla medycyny,
i czesto konczyly sie zgonem, w analizach, co wydaje si¢ by¢ logiczne, skupiano sig
przede wszystkim na ich aspekcie chorobotworczym. Dopiero z czasem, wraz Z rozwojem
zaawansowanych metod genetycznych zaczeto dostrzega¢ i skupia¢ si¢ na korzystnych
funkcjach mikroorganizméw, ktoérych ogromna ilo$¢ jest zaskakujaca. Obecnie
zainteresowania badaczy skupiaja si¢ na wptywie mikrobioty na choroby nieinfekcyjne,
wtym cywilizacyjne oraz na strategiach opartych na przywracaniu prawidlowe;j

mikrobioty w celu ztagodzenia tych zaburzen.

Ewoluowata takze nomenklatura opisujgca zesp6t rodzimych mikroorganizmow
czlowieka. Rozpatrujac etymologie stowa ‘mikroflora’, termin ten odnosi si¢ do $wiata
ro$lin, ktorymi drobnoustroje nie s3. Zatem dla okreslenia spotecznosci bakterii, grzybow,
pierwotniakow oraz wirusow, ktore zasiedlaja nasz organizm, nalezy postugiwaé si¢
szerszym pojeciem ‘mikrobiota’, opisujacym wszystkie mikroorganizmy w danym
srodowisku. W tym komensalne, symbiotyczne jak i patogenne, ktore determinujg zdrowie
lub chorobe. Najbardziej kompleksowa koncepcje charakteryzacji drobnoustrojow
kolonizujacych ciato czlowieka przedstawit laureat Nagrody Nobla, Joshua Lederberg.
Zaproponowal on w 2001 r. termin ‘mikrobiom’, dla opisania ekosystemu
mikroorganizmow wraz z ich materiatem genetycznym, czyli calym zespolem gendéw

bakteryjnych (22). Okreslenia ‘mikrobiota’ oraz ‘mikrobiom’ aktualnie czesto uzywane sa



wymiennie, cho¢ z definicji nie sg to pojgcia tozsame. Genom czlowieka wraz z jego

mikrobiomem tworzy zbiorczo ‘metagenom’.

Do niedawna mozliwosci oceny kolonizacji jelit byly ograniczone, poniewaz
konwencjonalne metody mikrobiologii umozliwiajg identyfikacj¢ tylko okreslonej liczby
drobnoustrojéw, przede wszystkim zdolnych do hodowli w warunkach laboratoryjnych.
Szacuje sie, ze bakterie bytujace w przewodzie pokarmowym zdolne do wyhodowania
invitro to ok. 10% catej populacji, a liczba wszystkich mikrobéw zdolna do wzrostu
na pozywkach mikrobiologicznych to zaledwie 1%. Tradycyjny posiew mikrobiologiczny
(metody konwencjonalne) oparty jest na izolacji konkretnego drobnoustroju z probki
(krew, kal, mocz, plwocina, inne) oraz jego pelnej identyfikacji na podstawie cech
fenotypowych, mikroskopowych i biochemicznych. Nie mniej jednak, metoda ta jest
pracochtonna i obarczona wieloma ograniczeniami. Z uwagi na fakt, iz bakterie bytujgce
w jelicie to w wigkszosci S$ciste beztlenowce, przy kazdym kontakcie probki katu
z powietrzem, cze$¢ z nich niestety ginie. W tym przypadku, problemem diagnostycznym
jest niemozno$¢ zapewnienia optymalnych warunkow w trakcie pobierania, transportu
i dalszej analizy materialu. Zaburza to znaczaco ocen¢ ilosciowg badanych
mikroorganizmow, czesto ze znacznym niedoszacowaniem ich liczby. Ponadto,
nieodpowiednio dobrane podtoze mikrobiologiczne, temperatura lub czas hodowli moze
skutkowa¢ niewyhodowaniem czgsci drobnoustrojéw, w tym trudno hodowlanych
(np. 0 wysokich wymaganiach odzywczych lub wrazliwych na zmienne warunki
srodowiska). Przy ocenie wynikow klasycznej mikrobiologii, nalezy wzig¢ pod uwage czas
od momentu pobrania probki do wykonania oznaczenia, oraz warunki przechowywania
materiatu. Aby jak najbardziej odzwierciedli¢ profil drobnoustrojow bytujacych w jelicie,
probka katu powinna zosta¢ przebadana jak najszybciej po wyproznieniu. Im dhuzszy czas
uptynie od momentu pobrania probki do wykonania badania, tym wzrost bakterii
beztlenowych w warunkach in vitro bedzie niewspotmierny do warunkéw panujacych
in vivo. Dodatkowo uwaza sig, iz posiew mikrobiologiczny katu, odzwierciedla gtownie
profil mikrobioty okreznicy zstgpujacej oraz odbytu. Nie stanowi jednak pelnego
odzwierciedlenia mikrobioty wyzszych odcinkow przewodu pokarmowego. Jest jednak
materiatem nieinwazyjnym i czgsto uzywany jest w badaniach okreslajacych mikrobiom
jelitowy. Konwencjonalna mikrobiologia zatem, lepiej sprawdza si¢ w przypadku
poszukiwania i identyfikacji patogenéw w probkach klinicznych, jak rowniez do oceny
lekowrazliwo$ci i mechanizméw opornosci drobnoustrojow, gdyz tradycyjne techniki
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mikrobiologiczne opieraja si¢ na analizie mikroorganizméw, ktdre znamy i potrafimy
wyhodowa¢. Z kolei, w celu identyfikacji nowych drobnoustrojow, o0znaczeniach
biordéznorodno$ci danej niszy ekologicznej, jak i w badaniach populacyjnych mikrobiomu,

zasadniczg role spetnia biologia molekularna (metody niekonwencjonalne).

Rozwdj technik genetycznych i ich szersze zastosowanie w mikrobiologii dostarczyto
nowych i waznych informacji na temat sktadu, bior6znorodnosci, a co najwazniejsze
doktadnych funkcji mikrobioty jelitowej. Przelomem w rozwoju nowoczesnych,
molekularnych technik detekcji mikroorganizméw bylo wprowadzenie identyfikacji
mikrobéw w oparciu o rRNA, czyli rybosomalna czasteczkg¢ kwasu rybonukleinowego.
DNA bakterii, ktore koduje rRNA, sktada si¢ z trzech genéw kodujacych nastepujace
czasteczki rRNA: 16S (mata podjednostka rybosomu), 23S 1 5S rRNA (duza podjednostka
rybosomu). Metody genetyczne diagnostyki bakterii, bazujg na analizie genu kodujacego
czasteczke 16S rRNA, ktory obecny jest u wszystkich organizméw prokariotycznych, czyli
bakterii i archeonow. Nieobecny jest on z kolei, u eukariontow oraz wirusow. Z uwagi
na fakt, iz sekwencja nukleotydowa 16S rRNA jest dobrze zakonserwowana, zmienno$¢
gendw ja kodujacych jest mata, analiza tych sekwencji umozliwia identyfikacj¢ sktadu
gatunkowego bakterii w okreSlonym $rodowisku. Jednoczasowo 16S rRNA, zawiera
wystarczajagco duzo (hiper)zmiennych regiondow, ktore moga stuzyé identyfikacji
I roznicowaniu migdzy sobg poszczegdlnych gatunkow. Poziom zrdznicowania sekwencji
rosnie wraz ze zwigkszeniem dystansu filogenetycznego pomie¢dzy drobnoustrojami,
W zwigzku z czym analiza 16S rRNA umozliwia dokladne okreslenie przynaleznos$ci

danego drobnoustroju do gatunku, rodzaju, a nawet szczepu.

Kamieniem milowym w procesie rozwoju i popularyzacji metod molekularnych byto
pojawienie si¢ w 1983 r. metody PCR, czyli reakcji tahcuchowej polimerazy
(ang. Polimerase Chain Reaction). Za jej opracowanie, Kary Mullis otrzymal nagrode
Nobla (1993 r.). Metoda PCR polega na powielaniu tancuchow DNA i oparta jest
na wielokrotnym podgrzewaniu i ozigbianiu badanej probki w odstepach czasowych. Jest
to metoda enzymatyczna wymagajgca zmian temperatury dla poszczegdlnych etapow
reakcji tj. denaturacji, annealingu (przylaczania) i elongacji. W procesie denaturacji,
w wysokiej temperaturze (ok. 95°C) nastgpuje rozplecenie podwodjnej helisy matrycowego
DNA. W nastepnym etapie, w odpowiedniej dla danej sekwencji temperaturze, do matrycy

przytaczaja si¢ startery (primery), czyli krotkie oligonukleotydy DNA komplementarne
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do fragmentéw matrycy znajdujacych si¢ na obu koncach szukanego genu. W przypadku
analizy skltadu mikrobiologicznego danej probki primery przylaczaja  si¢
do zidentyfikowanych uniwersalnych regionow sekwencji 16S rRNA drobnoustrojow.
W procesie elongacji, nast¢gpuje amplifikacja, czyli kopiowanie wybranej sekwencji
nukleotydowej. Ten etap procesu zachodzi w temperaturze 72°C, w ktorej to termostabilna
polimeraza DNA (Taq, Pfu) przepisuje sekwencje¢ nukleotydowa amplifikowanego genu na
czgsteczke. Nastepnie cykl powtarza si¢ wielokrotnie, co powoduje sukcesywne
zwigkszenie kopii powielanego fragmentu DNA. Metoda ta jest czuta, wydajna
I stosunkowo prosta, co daje jej status jednego z najbardziej uzytecznych narzedzi
diagnostycznych w biologii molekularnej. Jej zaleta jest otrzymanie wyniku w krotkim
czasie, podczas gdy w przypadku mikrobiologii konwencjonalnej, hodowla oraz petna
identyfikacja moze zaja¢ nawet kilka dni. Ponadto, otrzymujemy informacj¢ na wielu
poziomach — rodzaj, gatunek, szczep. Wyr6znia si¢ liczne odmiany i modyfikacje techniki
PCR, jak: multiplex PCR, gdzie uzywajac w tej samej reakcji kilku par starteréw, namnaza
si¢ jednocze$nie kilka fragmentow DNA,; nested PCR (tzw. gniazdowy PCR) gdzie po
pierwotnej reakcji PCR nast¢puje kolejna, z zastosowaniem starterOw zlokalizowanych
blizej srodka powielanego fragmentu DNA; oraz real-time PCR, ktora jest technikg
ilosciowa (ang. quantitative, qPCR). W przypadku qPCR nastepuje amplifikacja DNA
wraz z jednoczesnym monitorowaniem przebiegu reakcji w czasie rzeczywistym. Dzieki
uzyciu standardow o znanym stgzeniu otrzymujemy doktadny pomiar ilosci DNA
W badanej probce. Do czesto uzywanych technik molekularnych mozna zaliczy¢ takze
metod¢ FISH, czyli hybrydyzacj¢ fluorescencyjna in situ (ang. fluorescent in situ
hybridization), ktora umozliwia wykrywanie okreslonych fragmentow DNA za pomoca
specyficznych ~ komplementarnych ~ sond  oligonukleotydowych,  znakowanych
fluorescencyjnie. Sondy, te to krotkie jednoniciowe fragmenty DNA, zawierajace
sekwencje unikalne dla danego organizmu. W celu dalszej analizy badanego materiatu
konieczne jest uzycie mikroskopu fluorescencyjnego. Istotng zaletg tej techniki jest
mozliwo$¢ szybkiej detekcji nawet pojedynczych komorek mikroorganizméw w badanym
materiale. W celu identyfikacji drobnoustrojéw stosuje si¢ rowniez mikromacierze DNA,
ktorych  zasada dziatania oparta jest rowniez na metodzie hybrydyzacji.
W mikromacierzach, odwrotnie niz w przypadku powyzszej techniki FISH, sondy DNA
unieruchomione sa na podtozu statym, ulozonym w macierz, na ktore naktada si¢ badang

probke, wyznakowang fluorescencyjnie. Kazda sonda (pozycja na mikromacierzy) wigze
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komplementarny fragment, charakterystyczny dla danej cechy mikroorganizmu badz
taksonu. Warto wspomnie¢ takze o klonowaniu DNA, ktoére polega na uzyciu wektora
czyli no$nika genu, w tym bakteriofagéw (wiruséw bakteryjnych) badz plazmidow
(kolistych fragmentow DNA wystepujacych u bakterii), ktére maja zdolnos¢ do
samoreplikacji. Jest to ich wazna cecha, ktéra umozliwia powielenie badanego genu po ich
wprowadzeniu do komorki bakteryjnej, w ktérej namnazamy badany gen. Najczesciej
wektory wprowadza si¢ do komoérek Escherichia coli, ktore sg zdolne do transformacji,

czyli takich, u ktorych moze dojs¢ do powielenia wektora z wbudowanym DNA.

Istotng cegietke w wykorzystaniu 16S rRNA do oceny roznorodnosci probki pobrane;j
bezposrednio ze $rodowiska, dotozyli Pace i wsp. W roku 1985, przeprowadzili oni
analize, polegajaca na ocenie sekwencji czasteczek 5S i 16S rRNA. Ukazali w ten sposob
ogromng bior6znorodno$¢ wystgpujacych w niej mikroorganizméow (23,24). Byt to swoisty
przetom, ktory umozliwil identyfikacje mikroorganizméw srodowiskowych, ktorych nie
mozna hodowaé tradycyjnymi metodami. Niekonwencjonalne metody identyfikacji
osiagalne dzigki sekwencjonowaniu czasteczki 16S rRNA umozliwiaja charakterystyke
I ocene iloSciowa wezesniej niemozliwych do wyhodowania drobnoustrojow, jednakze nie
dostarczajg informacji o funkcjonowaniu ich jako spotecznosci oraz konkretnym wptywie
poszczegolnej bakterii na gospodarza. Pozwalajg, jednakze pomingé etap tradycyjnej

hodowli badanych mikroorganizmow.

W zaleznosci od specyfiki analizy i postawionego pytania klinicznego, wykorzystuje si¢
wymienione powyzej techniki analityczne badz inne, ktore takze bazuja na oznaczaniu
sekwencji 16S rRNA. Wykorzystywane metody czgsto si¢ uzupetniaja. W zaleznos$ci od
rodzaju zastosowanej techniki molekularnej uzyskuje si¢ wyniki o ré6znym stopniu
uzytecznos$ci. Niektore metody stuza do szybkiej identyfikacji drobnoustrojéw najczesciej
do celow klinicznych, badz detekcji gendw opornosci, a inne, bardziej zaawansowane,
wykorzystywane s3 do szczegdlowej analizy powiazah filogenetycznych. Zawsze wazna
jest znajomos¢ zalet, ale takze ograniczen kazdej metody, tak aby mozna bylo wykorzysta¢
najlepsze podejscie do konkretnego celu badawczego oraz pytania klinicznego. Pomimo
faktu, iz analizy 16S rRNA, uzupetity luke w diagnostyce o drobnoustroje niehodowlane
I trudnohodowlane, to jednak w dalszym ciggu brakowato metod umozliwiajacych
okreslenie funkcji oraz wptywu konkretnej bakterii na gospodarza. Sposobno$¢ ustalenia

taksonomii oraz co wazne, potencjalu metabolicznego mikroorganizméw bez koniecznosci
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ich izolacji zapewnia ‘metagenomika’, czyli genomika populacji drobnoustrojow. Za jej
pomoca mozna sekwencjonowaé caly zbiorczy material genetyczny w probce, pobranej
bezposrednio ze Srodowiska. Sekwencjonowanie to technika odczytywania kolejnosci
nukleotydow w genomie. Pozwala na okre$lenie réznorodnosci genetycznej, sktadu
populacyjnego oraz wptywu ekologicznego mikroorganizmow, poszukiwanie mutacji oraz
zrozumienie molekularnych mechanizméw ewolucji. Termin ‘metagenomika’ zostat
zaproponowany przez Handelsmana w 1998 r. (25). Stanowi ona dopehienie metod
opartych o analize sekwencji 16S rRNA 1 umozliwia sekwencjonowanie olbrzymich
bibliotek genowych. Z uwagi na fakt, iz blisko 80% bakteryjnego genomu to regiony
kodujace biatka, za posrednictwem metagenomiki mozemy zidentyfikowa¢ geny zwigzane
z okreslong funkcjg biatek bakteryjnych. W obrebie metagenomiki, jako najbardziej
zaawansowane narzedzie genetyczne, nalezy wymieni¢ techniki okres$lane jako
sekwencjonowanie nastgpnej generacji, NGS (ang. Next Generation Sequencing), ktore
zrewolucjonizowaly badania molekularne. Metody NGS opieraja si¢ na réwnolegtym,
masowym sekwencjonowaniu od Kilku tysiecy do kilkuset milionow roznych sekwencji,
tzw. bibliotek. Obecnie NGS jest szeroko stosowana metoda, w tym do sekwencjonowania
calego bakteryjnego genomu. Sekwencjonowanie metagenomiczne zostalo pierwszy raz
zastosowane do okreslenia mikrobioty jelit w 2006 r. i od tego czasu jego uzyteczno$¢
nieustannie rosnie (26). Sama metagenomika dostarcza bardzo duzo danych, ale nie
zapewnia bezposrednich informacji o tym, ktore geny sa w danych warunkach
funkcjonalne (2). Poniewaz fizjologia cztowieka nie jest okreslana tylko przez obecno$é
danych genow, ale gldwnie przez ich ekspresje 1 bialka produkowane na podstawie
informacji zawartej w naszym DNA, to tak samo wazna bedzie nie tylko obecno$¢
konkretnych bakterii, ale takze ich oddziatywanie na gospodarza, jak 1 pozostate
mikroorganizmy w danym ekosystemie. Zatem, aby w jak najdoktadniejszy sposob ukazaé
wszystkie funkcje jakie wywiera mikrobiota jelitowa na czlowieka, najbardziej
wartosciowym byloby dopehienie danych uzyskanych dzigki metagenomice o badania
bialek (metaproteomika), sieci metabolicznych (metainteraktomika) oraz mRNA

(metatranskryptomika) (27).

W celu poznania genomu czlowicka, zarowno jego wilasnego, jak i $cisle
zwigzanego z nim mikrobiomu zostatly opracowane dwa olbrzymie, ogdlnoswiatowe
badania naukowe. Pierwsze z nich Human Genome Project (HGP), zaprojektowano w celu
zsekwencjonowania i identyfikacji genomu cztowieka. Projekt zakonczono w 2003 r.
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I wykazano, ze genom czlowieka sktada si¢ z ok. 20 000 genow kodujacych biatka (2).
Jednakze zsekwencjonowanie catego genomu ludzkiego nigdy nie bytoby kompletne, bez
znajomosci genomu bakteryjnego, rownie silnie wplywajgcego na niego samego, jak jego
wiasne geny. W tym celu w 2007 r. opracowano pigcioletnie, wicloosrodkowe badanie
Human Microbiome Project (HMP). Powszechnie mowiono nawet, iz HMP to dopetnienie
projektu HGP i stanowi poznanie ,,drugiego ludzkiego genomu” jakim jest mikrobiom.
Projekt HMP miat na celu charakterystyke mikrobiomu cztowieka znajdujacego sie
W czterech najwazniejszych miejscach bytowania mikroorganizméw tj. przewodzie
pokarmowym, jamie ustnej, ukladzie moczowo-ptciowym (pochwie) oraz na skorze
cztlowieka. Ponadto badanie, stuzylo ocenie funkcji ksztaltujacych metabolizm jak
i wptywajacych na stan zdrowia lub chorobe gospodarza (28). Dodatkowym celem
projektu, byta ocena mikrobiomu w odniesieniu do populacji, genotypu, wieku, stanu
zdrowia, diety, przyjmowanych lekow i srodowiska oraz wystandaryzowanie metod
I zrédetl pobrania probek do analiz. Do tej pory, HMP byto badaniem oceniajacym ludzka
mikrobiote na najwigksza skale. Dowiedziono, ze genom mikrobioty sktada sig
z ok. 3000 000 gendéw i 150 razy przekracza liczbe gendow cztowieka (29). W projekcie
tym, najnowoczes$niejszymi metodami genetycznymi, przebadano kohorte 242 o0sob
(129 mgzczyzn oraz 113 kobiet) 1 przeanalizowano 4788 probek. Dla przewodu
pokarmowego (dolnych odcinkéw) materiatem reprezentatywnym byt kat; dla jamy ustnej
1 gardla probki zbierano z 9 réznych miejsc tj. §lina, wymazy z wewnetrznej czesci
policzka, dzigsel, podniebienia, migdatkow, tkanek miekkich gardta 1 jezyka,
poddzigstowej i naddzigstowej ptytki nazgbnej (biofilm przylegajacy do powierzchni zgba
nad 1 pod dzigstami); w przypadku skory probki pobierano z 4 miejsc jak przestrzenie
zauszne (za kazdym uchem) oraz z kazdego dotlu tokciowego; materiatem
reprezentatywnym dla jamy nosowej byt wymaz z nozdrzy. W przypadku kobiet pobierano
dodatkowo jeszcze trzy probki odzwierciedlajace mikrobiote pochwy tj. z ujScia pochwy,
czesci $rodkowej oraz sklepienia pochwy. W badaniu wykazano bogata réznorodno$é
mikroorganizméw zasiedlajacych cate cialo czlowieka, jak roéwniez obecno$¢
charakterystycznych mikrobow dla poszczegolnych czgéci ciata. Ponadto, mikrobiota
mi¢dzy osobnikami, nawet zdrowymi rdznita si¢ migdzy sobg, i t0 w obrebie wszystkich
przebadanych miejsc bytowania. Co ciekawe, pomimo roéznic w sktadzie mikrobioty szlaki
metaboliczne u poszczegdlnych osob byly, zblizone co oznacza, ze rozne bakterie

wywieraja podobne funkcje w organizmie czlowieka. Pochodzenie etniczne i rasowe
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okazaly si¢ najsilniejszymi czynnikami determinujacymi zarowno mikrobiotg, jak i1 Sciezki
metaboliczne. W badaniu okre$lono profile mikroorganizméw w obrgbie probki
tzw. roznorodnos¢ alpha (ang. alpha diversity), jak réwniez pomiedzy rdéznymi
osobnikami w obrgbie tego samego miejsca pobrania tzw. roznorodnos¢ beta (ang. beta
diversity). Dla przyktadu, $lina miata najwyzsza $rednia réoznorodno$¢ alpha na poziomie
OTUs, czyli operacyjnych jednostek taksonomicznych, ale jednoczasowo jedng
Z najnizszych roéznorodnoéci beta. Swiadczy to o tym, ze u kazdego cztowieka §lina
zawiera bogatg roznorodno$¢ mikroorganizmow, ale miedzy poszczegdlnymi osobnikami
wystepuja bardzo mate roznice w sktadzie gatunkowym obecnych tam mikrobéw. Z kolei
skora, w zgieciu lokciowym wykazuje najwyzsza roznorodno$¢ typu beta, przy
umiarkowanej réznorodnosci alpha. Ciekawym pod wzglgdem mikrobioty srodowiskiem
jest pochwa, ktéra ma najnizszg réznorodnos$¢ alpha, z bardzo matg réznorodno$cig beta
na poziomie rodzaju, jednoczes$nie z bardzo wysokg na poziomie OTUS, ze wzgledu
na obecnos¢ odmiennych gatunkow Lactobacillus spp. Projekt Human Microbiome Project
dat podwaliny do kolejnych badan i spowodowat olbrzymi rozkwit prac badawczych nad
strukturg i funkcjg mikrobioty jelitowej (30). W dalszym ciggu pozostaje jednak wiele
niewiadomych, przede wszystkim na etapie wczesnej kolonizacji czlowieka i jej

dhugofalowym wptywie na zdrowie.

W tym miejscu nalezy wspomnie¢ takze o zwierzg¢tach gnotobiotycznych, czyli
sterylnych (ang. germ-free, GF), ktore sa wolne od wszystkich wykrywalnych
mikroorganizmow i pasozytow. Stanowig one, bardzo cenny model do badan naukowych
nad mikrobiomem. Po raz pierwszy zwierzeta te wyhodowano w warunkach
laboratoryjnych, w 1959 roku (31). Stanowig one doskonaty model badawczy do oceny
wptywu zmian jakosciowych oraz iloSciowych w obrebie mikrobioty jelitowej
I powigzanie tych zmian ze stanem zdrowia i zachowaniem si¢. Ten specjalistyczny model
zwierzecy, gtdwnie myszy, wnosi wiele informacji o funkcji mikrobioty jako ekosystemu

na zdrowie cztowieka (32).

Olbrzymi rozw06j metod biologii molekularnej w ostatnich latach, umozliwit
uzyskanie nowych, wartosciowych informacji na temat fizjologii czlowieka, przede
wszystkim w potaczeniu z zasiedlajaca go mikrobiota. Jest to nowa era dla mikrobiologii,
ktora umozliwia analize¢ zaré6wno pojedynczego drobnoustroju, jak réwniez calych

spotecznosci i ich oddzialywania na organizm gospodarza. Posiadajac ta wiedzg, Stajemy
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przed mozliwo$cia monitorowania oraz modyfikowania naszej mikrobioty, w celu
promowania zdrowia czlowieka. Znajomos¢ czynnikow wptywajacych na mikrobiote jest
niezb¢dna dla podjecia czynno$ci, ktore mogg wspiera¢ dziatanie prewencyjne
w przypadku chordb przebiegajacych z dysbioza jelitows. Ponadto uzyskana wiedza daje
nowy poglad na etiopatogeneze licznych schorzen, z uwzglednieniem czynnika
mikrobiologicznego oraz moze przyczyni¢ si¢ do opracowania innowacyjnych terapii
i schematéow leczenia, w tym tworzenia testow diagnostycznych czy produkcji

nowatorskich lekow, enzymoéw oraz bioproduktow.
1.2. Mikrobiota jelitowa — sklad i rozmieszczenie

Mikrobiota przewodu pokarmowego jest aktualnie jednym z najczesciej
podejmowanych tematéw badawczych zarowno w dziedzinach medycznych jak
i biomedycznych. W przeciagu zaledwie ostatnich kilku lat liczba publikacji naukowych
z zakresu mikrobioty znacznie wzrosta i w 2015 r. wynosita blisko 5000 (33). Trend ten
wydaje si¢ by¢ w dalszym ciggu zwyzkowy, co wskazuje na wazko$¢ tego tematu

naukowego.

Przewod pokarmowy to najwigksze skupisko mikroorganizméw w ciele cztowieka. Natura
nie jest rozrzutna, a mnogos¢ mikrobow zasiedlajacych jelito cztowieka nie jest kwestig
przypadku. Mikroorganizmy te bowiem sg niezb¢dne do prawidlowego funkcjonowania
ustroju. Podczas calego rozwoju osobniczego, jest to dynamiczny i ztozony ekosystem
zalezny od licznych czynnikow endo- i egzogennych. Istotny wplyw na mikrobiote
przewodu pokarmowego wywiera: sposob porodu i forma karmienia, tryb zycia, dieta,
przede wszystkim zawarto$¢ btonnika w spozywanych positkach, miejsce zamieszkania
(potozenie geograficzne), higiena, przyjmowane antybiotyki i inne leki, stres, wiek,
infekcje jak rowniez genotyp gospodarza (33). Niektore badania podkreslaja, ze geny
gospodarza moga wywiera¢ nadrzedny wpltyw na sktad mikrobioty, w stosunku do
pozostatych czynnikow, w tym diety. W analizie przeprowadzonej na dorostych
blizniakach monozygotycznych 1 ich partnerach wykazano, ze poszczegolne pary blizniat,
mi¢dzy sobg majg istotnie podobny sktad mikrobioty. Z kolei, porownujac pary blizniak-
partner (osobnik niespokrewniony genetycznie) nie wykazano takowych korelacji (34).
Ponadto, badania polegajace na analizie catego genomu 11262 par bliznigt z Wielkigj
Brytanii potwierdzaja teze, iz niektore sekwencje mikrobiomu moga by¢ dziedziczone

| ksztattowane dzigki naszym genom, a nie tylko poprzez czynniki $rodowiskowe czy
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bezposrednie przenoszenie si¢ drobnoustrojow z rodzica na dziecko. Ponadto, wykazano
zalezno$¢ miedzy dziedzicznymi taksonami, a genami zwigzanymi z dieta, metabolizmem
I wechem (35). Pomimo tych dowodow wigkszos¢ naukowcow jest jednak zdania, ze to
czynniki Srodowiskowe determinujg ostateczny profil mikrobioty u cztowieka (33).
Zalezno$ci jakos$ciowe 1 ilosciowe mikrobioty jelit zmieniaja si¢ podczas zycia.
Najwieksza dynamike obserwuje si¢ w trakcie pierwszych lat zycia, jak réwniez w okresie
starzenia si¢ organizmu. Nie mniej jednak, to okres wczesnego dziecinstwa jest czasem
najbardziej aktywnych zmian i kluczowy dla kolonizacji i stabilizacji sktadu
mikroorganizmow.
Laczna liczba mikrobéw zasiedlajacych btone $luzowa przewodu pokarmowego
u dorostego cztowieka wynosi 10'* cfu/g kahu. Jest to bogaty ekosystem, liczacy okoto
17 rodzin, 50 rodzajow oraz ponad 1000 gatunkéw bakterii (33,36). Wsrod nich
wyrozniamy bakterie symbiotyczne, gdzie obie strony czerpig korzysci ze wspotzycia
oraz komensalne, gdzie jedna ze stron czerpie profity bez wyrzadzania szkody
gospodarzowi. Bardzo wazne jest zachowanie odpowiednich proporcji migdzy
poszczegdlnymi grupami mikroorganizméw. Wyr6zni¢ mozna takze mikroorganizmy
patogenne (np. Salmonella, Shigella) scisle zwigzane z wystapieniem infekcji.
Poczatkowo szacowano, iz w organizmie czlowieka wystepuje 10 razy wigcej
mikroorganizméw niz jego wilasnych komorek. Najnowsze dane moéwig jednak, ze ten
stosunek jest porownywalny i wynosi ok. 1,3:1 na korzy$¢ komorek bakterii. Wykazano,
ze ,,modelowy organizm cztowieka” (70 kg masy ciata, 20-30 lat, 170 cm wzrostu) sktada
si¢ z ok. 30 bilionow wilasnych komoérek oraz 39 bilionéw bakterii (37). Mikroorganizmy
wystepujace w jelicie mozna sklasyfikowaé do 4 gtownych typoéw: Firmicutes (64%),
Bacteroidetes (23%), Proteobacteria (8%), Actinobacteria (3%), z czego dwa pierwsze sa
zdecydowanie najbardziej dominujgce (38). Mikroorganizmy obecne sg na calej dlugosci
przewodu pokarmowego, aczkolwiek ich 1ilo§¢ 1 sklad jest zroznicowany na
poszczegolnych jego odcinkach, z uwagi na panujgce tam rdézne warunki fizykochemiczne.
e Jama ustna
W obrebie jamie ustnej i przetyku wystepuje ok. 108 komoérek mikroorganizméw na
1 ml. Roznorodnos¢ bakterii jest dos¢ duza (ok. 700 gatunkow), z uwagi na
stosunkowo statg temperaturg, powierzchni¢ o zrdéznicowanych witasciwosciach,
obojetne pH. Sg to przede wszystkim bakterie tlenowe, wsrod ktoérych wyrdznia sie

mikrobiote stala, kolonizujaca jame ustng, jak i mikrobiote przejsciows, czyli
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mikroorganizmy pochodzace przede wszystkim z zywnosci i dostarczanych
ptynow. Wsrod nich stwierdza si¢ przede wszystkim Streptococcus spp., ktory
dominuje liczebnie, jak roéwniez Peptococcus spp., Staphylococcus spp., Veillonella
spp., Fusobacterium spp. oraz grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida, gtownie
Candida albicans (36,39).
e Zolgdek

Z uwagi na obecno$¢ kwasu solnego o pH ok. 1-2, jak rowniez enzymow
proteolitycznych liczba bakterii na tym odcinku maleje do ok. 102 cfu na 1 ml soku
zotagdkowego. Takie s$rodowisko to pierwsza linia obrony organizmu przed
patogennymi bakteriami ze $rodowiska zewngtrznego. Wsérdéd mikroorganizmow
zasiedlajacych ta niekorzystna nisze wyr6zni¢ mozna Helicobacter pylori (bakterie
przystosowana do zycia w niskim pH), bakterie z rodzaju Lactobacillus,
Streptococcus, nieliczne bakterie z rodziny Enterobacteriaceae, jak rowniez grzyby
drozdzopodobne z rodzaju Candida.

Co ciekawe pH soku zotagdkowego u noworodkéw jest wyzsze, anizeli u osoby
dorostej. Jest to fizjologiczne zjawisko, ktére w poczatkowym etapie zycia moze
mie¢ pozytywny efekt w utatwianiu kolonizacji prozdrowotnymi bakteriom.
Oczywiscie w takiej sytuacji bariera ta jest takze fatwiejsza do sforsowania przez
patogeny. Niepokojacy jest jednak fakt stosowania inhibitorow pompy protonowe;
(IPP) w profilaktyce refluksu w grupie noworodkoéw przedwczesnie urodzonych.
Dowiedziono, iz stosowanie ranitydyny moze zwigksza¢ ryzyko infekcji oraz
czterokrotnie ryzyko $miertelnosci (40), jak i NEC (41) wsrod wczesniakow.
Posrednio ma to zwigzek z zaburzeniami mikrobioty jelitowej, gdyz podczas
stosowania tej grupy lekow obserwowane s3 zmiany w proporcji poszczeg6lnych
mikroorganizmoéw. Zjawisko to obserwowane jest takze u dorostych. Nagminne
I nadmierne stosowanie inhibitorow pompy protonowej moze skutkowaé
nadmiernym rozrostem mikrobioty jelita cienkiego, czyli SIBO (ang. small
intestinal bacterial overgrowth) (42). Niesie to za sobg szereg objawow
chorobowych u pacjenta jak, wzdecia, uczucie przelewania w brzuchu, biegunki
I inne. Poza zaburzeniami w mikrobiocie jelita cienkiego, podczas stosowania IPP
stwierdza si¢ takze zmiany w obrgbie mikrobioty jelita grubego. Obserwuje si¢
wzrost udziatu bakterii typu Proteobacteria, w tym z rodziny Enterobacteriaceae

I jednoczesny spadek liczby Firmicutes (43).
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Dwunastnica

Z uwagi na obecnos$¢ soli kwasow zoétciowych, ktore sg toksyczne dla wiekszosci
mikroorganizméw, liczba drobnoustrojéw na tym odcinku przewodu
pokarmowego, oscyluje w tych samych granicach co w zotadku, nie przekraczajac
10* cfu. Srodowisko staje sie jednak bardziej przyjazne dla mikrobow z uwagi na
wyzsze wartosci pH 5,7-6,4, zmienia si¢ zatem sklad jakosciowy mikrobioty.
Do bakterii tu bytujacych zaliczy¢ mozna rodzaj Lactobacillus, Streptococcus, jak
réwniez beztlenowce, w tym z rodzaju Bacteroides.

Jelito czcze

Warto$¢ pH w jelicie czczym to 5,9-6,8. Liczba mikroorganizméw w tym odcinku
przewodu pokarmowego zwieksza sie do ok. 107 cfu/ml tresci jelitowej, bez
zmiany sktadu jakos$ciowego.

Jelito krete

W tym fragmencie jelita liczba bakterii wynosi 10° cfu na 1 ml tresci jelitowe;j,
azuwagi na nizszg zawarto$¢ tlenu i wyzsze pH (7,3-7,7) sklad gatunkowy
zmienia si¢. W profilu bakterii wyrdznia si¢ Bacteroides spp., Clostridium spp.,
Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Veillonella spp., Streptococcus spp.,
Enterobacteriaceae.

Jelito grube

Jelito grube wraz z odbytnica z uwagi na stabe ruchy perystaltyczne, matg
aktywno$¢ wydalniczg, niska dostgpnos¢ tlenu oraz pH w granicach 5,7-6,8
to najlepsza nisza dla rozwoju bakterii. Liczba komorek mikroorganizmow wynosi
tu ok. 102 cfu na 1 gram kalu, a spolecznoéé drobnoustrojow jelita grubego
nazywana jest najbardziej zr6znicowanym ekosystem na Ziemi (ok. 800 réznych
gatunkow). Dominujg tutaj bakterie bezwzglednie beztlenowe (99%), a wzglednie
beztlenowe stanowiag tylko ok. 1%. W sktadzie mikroorganizméow jelita grubego
wyrozni¢ mozna Bifidobacterium spp., Bacteroides spp., Eubacterium spp.,
Fusobacterium spp., Ruminococcus spp., Lactobacillus spp., Escherichia coli,
Enterococcus spp., Bacillus spp., Clostridium spp., Streptococcus spp.
Fizjologicznie wystgpuje takze pewna ilos¢ grzybow drozdzopodobnych z rodzaju
Candida (36,44). Warto zaznaczy¢, iz migdzy $wiatlem jelita, a trescig jelitowa
obserwuje si¢ roznice w sktadzie jako$ciowym mikroorganizméw. Z uwagi na

obecno$¢ tlenu pochodzacego bezposrednio z tkanek, w §luzie jelitowym wystepuje
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wigcej bakterii wzglednie beztlenowych (mikroaerofilnych). W tresci jelita z kolei,

dodatkowo wystepuja takze mikroorganizm dostarczane z pozywieniem (36).
1.3. Funkcje mikrobioty jelitowej

Na pule mikroorganizméw jelitowych u cztowieka sktada si¢ tzw. rdzen (ang. core),
czyli pewien odsetek drobnoustrojow wspolny dla calej populacji ludzkiej, a pozostata
cze$¢ stanowig drobnoustroje unikatowe dla kazdego z nas, ktore przyrownuje si¢ czesto
do odcisku palca. Zalezne sa one od wspomnianych juz wcze$niej czynnikow, w tym m.in.
genotypu gospodarza, diety, stosowanych lekéw, stylu zycia i pozostatych czynnikow
srodowiskowych (2,33,45).

Uktad mikrobioty osoby doroslej jest stabilny i osobniczy, co potwierdzaja analizy genow
kodujacych podjednostke 16S rRNA (46). Pomimo tego, iz kazdy ma swoja osobnicza,
unikalng mikrobiote, t0 moduluje ona naszg fizjologie w podobny sposoéb. Drobnoustroje

bytujace w jelitach petnig szereg funkcji, ktore mozemy podzieli¢ na cztery grupy (47):

e immunologiczna,

e Ochronng,

e troficzna,

e metaboliczng.
Do najwazniejszych nalezy przede wszystkim, rozw6j i koordynowanie pracy ukladu
immunologicznego gospodarza przez cate zycie. Proces ten zachodzi w obrebie tkanki
limfatycznej zwigzanej z przewodem pokarmowym - GALT (ang. gut associated lymphoid
tissue). W obrebie GALT zlokalizowanych jest 70% komoérek immunokompetentnych
organizmu i jest to najistotniejsze miejsce indukcji immunologicznej, przez co przewdd
pokarmowy powszechnie nazywany jest ,,organem odpornosciowym™ (48). Istotny jest
takze udzial mikrobioty jelitowej w dojrzewaniu nabtonka jelitowego oraz angiogenezie
w obrebie przewodu pokarmowego (49). Bardzo wazng funkcjg mikrobioty jelit jest
budowanie opornosci w jelicie poprzez tworzenie naturalnej bariery na powierzchni
nabtonka. Prozdrowotne bakterie zajmuja miejsca wigzania na S$luzowkach,
uniemozliwiajgc tym samym skutecznie adhezje bakteriom patogennym. Dodatkowo, na
zasadzie kompetycji, konkurujg z nimi o sktadniki odzywcze i nisz¢ ekologiczng. Bakterie
jelitowe poprzez produkcje bakteriocyn, w tym nadtlenku wodoru sa zdolne do
bezposredniego dziatania bakteriostatycznego oraz bakteriobdjczego. Dodatkowo
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syntetyzujac kwasy organiczne, w tym kwas mlekowy, obnizaja pH w obrebie jelit, przez
co skutecznie zmieniajg srodowisko na nieprzyjazne dla bakterii chorobotworczych. Biorg
réwniez udzial w regulacji magazynowania ttuszczu i metabolizmu. Mikrobiota jelitowa

jest rowniez odpowiedzialna za syntez¢ witamin K, B1,Be,B12 | kwasu foliowego.

Mikrobiota jelitowa syntezuje takze krotkotancuchowe kwasy thuszczowe (ang. short-chain
fatty acids, SCFA), w tym mastowy, octowy, propioniowy, stanowigce produkt fermentacji
polisacharydéw, niestrawialnych dla czlowieka. Do polisacharydéw tych, zaliczmy
blonnik pokarmowy, inuling, skrobi¢ oporna, celulozg, hemiceluloze, pektyny,
oligosacharydy dostarczane wraz z pozywieniem. Z kolei SCFA, gléwnie maslan,
odzywiaja kolonocyty, stymulujg ich rozwdj, chronig przed translokacja bakterii z jelita
grubego do krwioobiegu oraz wykazuja dziatanie przeciwzapalne. Gtéwnym producentem
maslanu w przewodzie pokarmowy jest Faecalibacterium prausnitzii. Niedobor maslanu
oraz zmniejszenie liczby F. prauanitzii raportowany jest u 0sob z chorobg Lesniowskiego-
Crohna czy colitis ulcerosa (50). Oddziatywanie mikrobioty jelit nie ogranicza si¢
wylacznie do przewodu pokarmowego, ale obejmuje swym dziataniem caty organizm.
Co wiecej, aktualne dane naukowe wskazuja, iz mikrobiota jelitowa oddziatuje takze na
mechanizmy neurologiczne, poznawcze czy nawet zachowanie cztowieka. Jelita, okresla
si¢ mianem naszego ,,drugiego mézgu”. Modulacja potaczenia jelito-mozg (ang. gut-brain
axis) jest $cisle zalezna od mikrobioty jelitowej. Warto nadmienié, iz relacja mikrobiota-
mozg jest dwukierunkowa, tzn. zaro6wno mikroorganizmy moga wplywaé na
samopoczucie, jak 1 samopoczucie moze wywiera¢ wplyw na mikrobiote. Trzewny uktad
nerwowy to ok. 100 milionow neuronow dziatajacych samodzielnie. Potagczenie jelito-
mozg przebiega drogg nerwu btednego (tac. nervus vagus), ktory taczy jelito z mozgiem.
Jest to najdtuzszy nerw czaszkowy, prowadzacy zarowno witokna czuciowe, ruchowe
I przywspotczulne od jelit do moézgu. Ztozona sie¢ neurondéw unerwiajaca uktad
pokarmowy przekazuje impulsy nerwowe do wyspy, hipokampu, kory przedczotowej,
ciata migdatowatego i zakretu kory obreczy. Ze wzgledu na funkcje tych obszarow mozgu,
procesy zachodzace w jelitach, ktére sa zalezne od profilu mikrobioty, moga wplywa¢ na
samopoczucie, przetwarzanie emocji, motywacje, odczuwanie leku i pamig¢ (51).
Niezwykle istotne jest, ze w jelitach powstaje 90% serotoniny, jak rowniez prekursory
wielu hormonéw 1 neurotransmiterow. Coraz cze$ciej dyskutuje si¢ o roli mikrobioty

jelitowej w autyzmie czy innych zaburzeniach neurorozwojowych u dzieci, a takze depresji
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czy schizofrenii (52). Bardzo wazne jest zrozumienie istoty dziatania mikrobioty jelitowej,
oraz zalezno$ci, ktora mowi o tym, ze to co dzieje si¢ lokalnie w przewodzie pokarmowym
ma swoje odzwierciedlenie w catym organizmie.

Dowiedziono, iz sterylne zwierzeta laboratoryjne, maja duzo stabiej rozwinigty
uktad odpornosciowy, a w konsekwencji podwyzszong wrazliwo$¢ na patogeny. Ponadto,
u zwierzat gnotobiotycznych stwierdza si¢: niedobor enzymow trawiennych, zmniejszone
wchianianie sktadnikéw odzywczych, mniej rozwinigty nabtonek jelitowy, jak réwniez
zmniejszong 1lo$¢ limfocytow w obrebie nablonka oraz niedobor witamin (53,54). Ponadto
u myszy GF, u ktorych sterylne przewody pokarmowe zasiedlono tylko jednym szczepem
bakterii tj. Bacteroides thetaiotaomicron, zaobserwowano pozytywny wplyw na rozwdj
uktadu nerwowego, angiogeneze, metabolizm oraz uszczelnienie bariery jelitowej (55).

Glowne funkcje mikrobioty jelitowej przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wptyw mikrobioty na zdrowie cztowieka (56)

Uklad pokarmowy e Rozwdj blony Sluzowej (uszczelnianie nabtonka, tworzenie

potaczen migdzynabtonkowych)
e Aktywacja enzyméw trawiennych
e  Wplyw na perystaltyke i przyswajanie sktadnikéw odzywczych
Metabolizm e Metabolizm kwasow zotciowych, bilirubiny i cholesterolu
ogolnoustrojowy ) )
e Metabolizm kwasow tluszczowych (produkcja SCFA*)

e Produkcja witamin (K, B1z, kwas foliowy)

e Metabolizm enzyméw karcinogennych (m.in. ureazy, beta-

glukuronidazy)

Uklad e Tworzenie ,pierwszej linii obrony” organizmu (produkcja

immunologiczny bakteriocyn, nadtlenku wodoru, kwaséw, w tym mlekowego
obnizajacych pH, aktywacja produkciji $luzu i defensyn przez
nabtonek jelitowy, aktywacja produkcji sekrecyjnej IgA)

e Rozwdj i dojrzewanie uktadu immunologicznego zwigzanego z

btonami §luzowymi (GALT** i MALT***)
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¢ Indukcja tolerancji immunologicznej

e Regulacja profilu cytokinowego Th1/Th2/Th17
Uklad nerwowy e Aktywacja uktadu neuroendokrynnego

e Produkcja serotoniny

e Modulacja osi jelita — mozg
*SCFA — krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe (ang. short-chain fatty acids)

**GALT — tkanka limfatyczna zwigzana z blonami §luzowymi jelita (ang. gut-associated

lymphoid tissue)

***MALT - tkanka limfatyczna zwigzang z btonami $luzowymi (ang. mucosa-
associated lymphoid tissue)

1.4. Uklad immunologiczny jelita

Blona $luzowa przewodu pokarmowego, to obok skory i §luzowek uktadu
oddechowego miejsce najwigkszego kontaktu organizmu z antygenami ze Srodowiska
zewngetrznego. Codziennie droga pokarmowa dostarczane sg liczne czynniki potencjalnie
zakazne, czy immunomodulujace. Aby chroni¢ wrazliwe srodowisko wewnetrzne przed
patogenami i antygenami z zewnatrz, organizm wytworzyt szereg nieswoistych i swoistych
mechanizméw obronnych w obrebie blon $luzowych. Mechanizmy te, kontrolujg
| utrzymujg rowniez relacje mikrobiota-gospodarz w stanie tolerancji, poniewaz takze
bezposredni kontakt prozdrowotnej mikrobioty 1 jej metabolitow z gospodarzem
(powierzchnia komorek nabtonka) musi by¢ ograniczony i1 nieustannie regulowany.
Mnogos$¢ mikroorganizméw, ktore stanowig fizjologiczng mikrobiote jelitowa i pozostaja
w cigglym kontakcie z organizmem, wymusza potrzebe ograniczenia ich stycznosci
z tkankg limfatyczng bton S$luzowych jelita, a w zwigzku z tym uniknigcia rozwoju

niekontrolowanej odpowiedzi zapalne;j.
1.4.1. Budowa bariery przewodu pokarmowego

Powierzchnia blony $luzowej przewodu wynosi ok. 32 m? (57) i jest znacznie
wicksza od powierzchni skéry (1,6-1,9 m?. Tym samym narazenie przewodu
pokarmowego na substancje srodowiskowe jest znacznie wigksze niz naszej zewngtrznej

bariery mechanicznej. Mechanizmy obronne bton $luzowych przewodu pokarmowego
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majag na celu zapobieganie adhezji i kolonizacji $luzéwek przez mikroorganizmy
patogenne, jak rowniez niedOpuszczenie do wchlaniania antygendéw i w konsekwencji
rozwojowi nadmiernej odpowiedzi immunologicznej (58). W tym procesie biorg udziat
nastepujgce elementy bariery przewodu pokarmowego: niskiec pH soku zotadkowego,
enzymy proteolityczne, lizozym, laktoferyna, warstwa $luzu na powierzchni nablonka,
peptydy i biatka przeciwdrobnoustrojowe (mp. histatyny, defensyny), wydzielnicza IgA
(ang. secretory IgA, slgA), fizjologiczna mikrobiota, jak i wiasne metabolity gospodarza
(33,59). Bardzo wazne sg takze struktury anatomiczne jak, nabtonek cylindryczny, $cistos¢
potaczen migdzykomoérkowych (zonula occludens; tight junctions), ktore skutecznie
ograniczajg penetracj¢ szkodliwych substancji i czynnikéw w glab btony sluzowe;j. Istotne
sq takze komorki Panetha, ktore zawieraja przeciwbakteryjne biatka jak, lizozym,
wydzielniczg fosfolipaze Az oraz a- i B-defensyny (kryptydyny). Peptydy antybakteryjne
sa uwalniane z ziaren, w odpowiedzi na kontakt Komoérek Panetha z bakteriami
lub sktadnikami ich $ciany, np. lipopolisacharydem (LPS). Bariera przewodu
pokarmowego nie jest strukturg przypominajaca mur, a raczej selektywny filtr, ktory
decyduje o tym co wnika do Kkrazenia, a co zostaje zatrzymane w $wietle przewodu
pokarmowego. W przypadku uszkodzen bariery przewodu pokarmowego dochodzi do
utraty owej selektywnosci, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do utraty tolerancji
immunologicznej i powaznych konsekwencji zdrowotnych, w tym chordb

autoimmunizacyjnych, alergii i innych.
1.4.2. Budowa i dzialanie GALT

Bardzo wazng role w mechanizmach obronnych pelni tkanka limfatyczna zwigzana
z btonami $luzowymi przewodu pokarmowego, tzw. GALT (ang. gut-associated lymphoid
tissue). Jest ona czgécia ogolnego uktadu orpornosciowego zwigzanego ze $luzoéwkami
calego organizmu, czyli MALT (ang. mucosa-associated lymphoid tissue). Przewodd
pokarmowy jest miejscem, w ktorym znajduje si¢ znaczna cze$¢ limfocytow naszego
organizmu. Komorki uktadu immunologicznego w jelicie sg rozproszone w obrgbie
nabtonka jelita i sg to tzw. limfocyty srodnabtonkowe lub limfocyty blaszki wlasciwej
(lamina propria), albo tworza zorganizowane struktury, jakimi sg samodzielne grudki
chtonne, kepki Peyera oraz wezty chtonne krezkowe (60). Gtownym miejscem indukcji
immunologicznej sg przede wszystkiem kepki Peyera. Uktad immunologiczny jelita jest

aktywowany przez antygeny, transportowane ze swiatla jelita, albo za pomoca komoérek M,
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obecnych w kepkach Peyera, albo bezposrednio poprzez nabtonek jelita. Komorki M,
na swej powierzchni posiadaja mikropofaldowania, ktore utatwiaja transport antygenu do
kepki Peyera. W komorkach tych, oprocz mikropofatdowan wyréznia si¢ takze wglgbienia
cytoplazmy tworzace tzw. kieszenie, zawierajace limfocyty T i B. Limfocyty z kepek
Peyera naczyniami limfatycznymi moga wedrowaé do weztow chtonnych krezkowych
I dostawa¢ si¢ do krwiobiegu, a stamtagd ponownie osiedla¢ si¢ w btonach Sluzowych.
Prawidtowo dzialajagcy uktad immunologiczny posiada zdolno$¢ odrdzniania patogendw
zarowno od fizjologicznej mikrobioty jelitowej, jak 1 antygenéw pokarmowych. Wybrane
komorki uktadu immunologicznego za posrednictwem grupy receptorow PRR (ang. pattern
recognition receptors), rozpoznaja Wzorce patogennosci mikroorganizméw, czyli PAMP
(ang. patogen associated molecular pattern), takie jak lipopolisacharyd (LPS), flageling,
kwasy nukleinowe bakterii Gram (-) lub peptydoglikany, kwas lipotejchojowy bakterii
Gram (+), jak réwniez mannan i zymosan grzybow. Wymienione substancje jak LPS,
peptydoglikany, kwasy lipotejchojowe moga by¢ produkowane, zarowno przez bakterie
komensalne, jak i patogenne, ale receptory rozrézniajg ich Zzroédto pochodzenia. Rodzajem
receptorow PRR, sg receptory btonowe Toll-podobne (ang. Toll-like, TLR), ktore inicjuja
stan zapalny lub w przypadku rozpoznania komensali prowadza do tolerancji danego
antygenu (61). Enterocyty ptodu, juz miedzy 18-21 tygodniem cigzy wykazujg obecno$é
receptorow TLR-2 oraz TLR-4 (62). Druga klasa PRR sg nukleotydy wiazace domeny
oligomeryzacji (ang. NOD-like receptors, NLRs). Sa one biatkami cytoplazmatycznymi,
rozpoznajgcymi czasteczki pochodzenia endogennego lub bakteryjnego i w odpowiedzi
tworzacymi oligomery, ktore aktywujg kaspazy. To prowadzi do aktywacji waznych
cytokin zapalnych i/lub aktywacji szlaku sygnatowego NF-«xB w celu indukowania

wytwarzania cytokin prozapalnych (63).

Bardzo wazng rolg w wytworzeniu odpowiedzi immunologicznej odgrywaja
komorki prezentujace antygen, gtownie komoérki dendrytyczne. Komorki dendrytyczne
oraz makrofagi jelitowe, pobierajg antygen z ke¢pek Peyera i kontaktuja si¢ z limfocytami
warstwy podsluzowej jelita, badz transportujg go do weztdow chtonnych krezkowych, gdzie
nastepuje prezentacja antygenow naiwnym limfocytom T, prowadzac do ich réznicowania.
Po prezentacji pobudzone limfocyty Th aktywuja inne komoérki uktadu immunologicznego
(w tym limfocyty B i Tc), a takze nasilaja migracje pozostatych komoérek GALT
za posrednictwem  substancji  chemotaktycznych, jak histamina, prostoglandyny,
leukotrieny, cytokiny, ktore wydzielajg. Komoérki dendrytyczne posiadajg rowniez
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zdolno$¢ pobierania antygendéw bezposrednio z jelita, bez naruszania potaczen $cistych
(ang. tight-junctions), dzigki wypustkom, przechodzacym bezposrednio miedzy
enterocytami (60).

1.4.3. Mechanizm stymulowania odpowiedzi immunologicznej przez

mikrobiote

Mikrobiota jelitowa jest Scisle zwigzana z modulacjg odpowiedzi immunologiczne;.
Kolonizacja przewodu pokarmowego i kontakt pierwszych bakterii z GALT jest
czynnikiem indukujagcym rozwoj tolerancji immunologicznej. Mikrobiota jelitowa wptywa
zardbwno na aktywacje sieci cytokinowej, jak rowniez indukcje odpornosci nieswoiste;j.
Prezentacja bakterii komensalnych w uktadzie GALT generuje ochronng odpowiedz
immunologiczng, zwigzang z wytwarzaniem Sekrecyjnych przeciwciat klasy IgA (sIgA)
oraz indukcjg limfocytow, ktore wytwarzaja przeciwzapalne cytokiny jak, TGF-B
(ang. transforming growth factor f) oraz IL-10 (60). Autochtoniczne bakterie moduluja
bilans cytokinowy poprzez wptyw na limfocyty T regulatorowe (Treg). Nieaktywowane
limfocyty Treg nie wydzielaja cytokin. Dopiero po stymulacji zaczynaja wytwarzaé
transformujacy czynnik wzrostu beta - TGF-p oraz 11-10, a dzigki temu hamujg proliferacje
komorek efektorowych (bazofilow, eozynofilow, komoérek tucznych), jak i wydzielanie
przez nie cytokin prozapalnych (64). Limfocyty Treg biorg udzial m.in. w: wytwarzaniu
tolerancji na antygeny, w odpowiedzi przeciwinfekcyjnej, przeciwnowotworowej,
immunologicznej po szczepieniach ochronnych, przebiegu ciazy, powstawaniu tolerancji
wobec przeszczepianych narzadoéw, hamujg limfocyty autoreaktywne (65). Wydzielana
przez Treg IL-10 bierze istotny udzial w immunoregulacji i procesie rozwoju tolerancji
immunologicznej. Cytokina ta hamuje wytwarzanie IFN-y przez limfocyty Thl oraz Il-4
i II-5 przez Th2, dodatkowo wspomaga proliferacje komorek tucznych. Niedobor badz
zablokowanie receptora dla IL-10 u myszy powoduje ostre odrzucanie przeszczepu,
Cco wigze tg cytoking z tolerancjg transplantacyjng (66). Z kolei TGF-B kontroluje
proliferacje, roznicowanie, adhezj¢ oraz migracje wigkszosci typow komorek, ma dziatanie
przeciwzapalne oraz znaczenie w rozwoju tolerancji pokarmowej. Mechanizm dziatania tej
cytokiny wigze si¢ z hamowaniem odpowiedzi Th2, syntezy IgE, aktywacji komorek
tucznych, jak i reguluje synteze sIgA (67).

Mikrobiota poprzez indukcje wydzielania TGF-p oraz IL-10 wptywa na réznicowanie si¢
limfocytow T pomocniczych (Th): Thl, Th2, Th17. Kazda z wymienionych populacji
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limfocytéw charakteryzuje si¢ innym profilem produkowanych cytokin. Limfocyty Thl sa
odpowiedzialne za wydzielanie przede wszystkim IFN-y, IL-2, TNF-a. Sa one w gltéwnej
mierze zaangazowane w komoérkowg odpowiedz immunologiczng. W przypadku
nadmiernego pobudzenia limfocytow Thl mamy do czynienia z chorobami zapalnymi,
w tym chorobami autoimmunizacyjnymi. Limfocyty Th2 wydzielajg IL-4, IL-5, IL-13
I biorg udziat w odpowiedzi typu humoralnego. W przypadku nadmiernej aktywnosci
limfocytow Th2 mamy do czynienia ze zwigkszong ilo$cig procesOw alergicznych. Ten typ
limfocytéw dominuje w zyciu ptodowym oraz u noworodka. Limfocyty Th-17 wydzielaja
gtownie IL-17, ktora odgrywa znaczaca role W obronie przeciwbakteryjnej
I przeciwgrzybiczej. Th1l7 moga takze odgrywaé role w patogenezie chordb
autoimmunizacyjnych. Poza schorzeniami z autoagresji, IL-17 uczestniczy takze
w reakcjach alergicznych i astmie, jak i w odporno$ci przeciwnowotworowej. Rolg
prozdrowotnej mikrobioty jest takie dziatanie, aby rownowaga cytokinowa Th1/Th2/Th17,
a przez to tolerancja immunologiczna zostata zachowana. Dowiedziono, iz brak stymulacji
bakteryjnej uniemozliwia przekazywanie sygnatow z komoérek dendrytycznych do
limfocytéw Treg i obniza zdolnos¢ produkcji IL-10 oraz TGF-B (68).

Dodatkowo mikrobiota jelitowa wpltywa na indukcje odpornos$ci nieswoistej poprzez
wplyw na syntezg sekrecyjnej IgA (sIlgA). Produkcja tej immunoglobuliny jest jedna
z zasadniczych funkcji GALT, $ciSle zwigzang z obecnos$cig prawidlowej mikrobioty
jelitowej. Jest to przeciwciato wydzielane na Sluzéwkach organizmu i stanowi pierwsza
linic obrony naszego organizmu. Mechanizm wytwarzania sIgA zwigzany jest
Z pobudzeniem limfocytow B, ktore migruja do blaszki wtasciwej 1 poprzez przelaczanie
izotypu IgM na IgA, proliferuja i ostatecznie réznicuja si¢ w plazmocyty produkujace duze
ilosci IgA. Przetaczanie klas zachodzi w kepkach Peyera. Proces ten uzalezniony jest od
pobudzenia limfocytow T przez mikrobiot¢ oraz innych komoérek uktadu
immunologicznego, jak réwniez od wydzielanych przez nie cytokin. Sekrecyjna
immunoglobulina A transportowana jest nastepnie do $wiatta jelita 1 wychwytywana przez
swoiste dla niej receptory. Dodatkowo plazmocyty droga krwi i chionki transportowane sa
réwniez do odlegtych sluzoéwek organizmu, gdzie takze wydzielg SIgA. Wydzielnicza IgA
wywiera przede wszystkim role obronng, ma zdolno$¢ oplaszczania i aglutynacji
mikroorganizmoéw, wywiera  dzialanie  bakteriostatyczne,  zapobiega  adhezji
mikroorganizméw do nabtonka, a tym samym wnikaniu ich w glab blon §luzowych oraz

neutralizuje toksyny bakteryjne (59). Sekrecyjna IgA wytwarzana jest w organizmie
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miejscowo, stanowi ona 2/3 wytwarzanych w organizmie IgA. Reszta przypada na jej
obecno$¢ w surowicy i ta forma syntetyzowana jest w szpiku kostnym. Obie formy
immunoglobuliny A r6znig si¢ migdzy sobg. Ta w surowicy jest w postaci monomeru,
z kolei forma sekrecyjna w postaci dimeru, rzadziej tetrameru. Sekrecyjna IgA zawiera
potaczone fragmentem J dwie (lub cztery) czasteczki IgA oraz komponent wydzielniczy
(ang. secretory component, SC). Wydzielone przez plazmocyty w btonach sluzowych IgA
sg transportowane za pomocg SC przez nablonek do $wiatlta poszczegdlnych narzadow
(np. jelit, oskrzeli). Dzienne wytwarzanie sIgA u dorostego cztowicka wynosi ok. 4,5 g
| przewyzsza taczne wytwarzanie przez organizm wszystkich innych przeciwcial. Komorki
plazmatyczne wytwarzajace sIgA w obrebie przewodu pokarmowego, przewyzszaja
liczebnie te wydzielajace przeciwciata klasy IgM oraz IgG. Dla przyktadu w zotadku
stanowia 74%, w dwunastnicy oraz jelicie czczym 79%, w jelicie kretym 80%,
a w okreznicy az 90% wszystkich komorek wytwarzajacych przeciwciata (59).

Z perspektywy okresu noworodkowego szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢é na rozwodj
uktadu  immunologicznego  gospodarza. Mechanizmy  wrodzonej  odpowiedzi
immunologicznej, w odpowiedzi na pierwotng kolonizacj¢ aktywuja dziewiczy uktad
immunologiczny noworodka i wplywaja na rozwdj adaptacyjnej odpowiedzi na
dostarczane ze $rodowiska antygeny. Uktad immunologiczny noworodka jest wzglednie
niedojrzaty, brak jest wystarczajacych mechanizméw regulujacych odpowiedz
odpornosciowa, dominujg limfocyty Th2. Utrzymywanie takiego stanu moze byé
czynnikiem spustowym do rozwoju alergii i atopii w wieku pozniejszym (62). Pierwszymi
antygenami, z ktorymi noworodek ma kontakt to bakterie i to one bedg mialy zasadniczy
wplyw na proces ksztattowania tolerancji immunologicznej. Dominujaca W okresie cigzy
przeciwzapalna odpowiedZ Th2, musi zosta¢ przekierowana na odpowiedz prozapalng Thl
oraz Thl7, ktéra ma zasadnicze znaczenie w walce z patogenami (69). Jednoczasowo
odpowiedZ ta musi pozosta¢ w rownowadze i nie ulec nadmiernemu pobudzeniu, aby nie
promowa¢ autoagresji badz reakcji nadwrazliwo$ci. Zard6wno przelgczenie odpowiedzi
Th2-zaleznej w stron¢ odpowiedzi Thl1/Thl7-zaleznej, jak i utrzymywanie bilansu
cytokinowego odbywa si¢ z udzialem mikroorganizméw, ktére juz podczas porodu
zaczynajg zasiedla¢ blony §luzowe oraz skorg dziecka (60). Prawidlowa kolonizacja jelit
noworodka jest w zwigzku z tym kluczowa, dla odpowiedniej adaptacji immunologicznej

w $rodowisku zewnatrzmacicznym.
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Jak juz wspomniano wczesniej, myszy gnotobiotyczne, cechuje szereg nieprawidtowosci
zwigzanych z brakiem dziatalno$ci prozdrowotnej mikrobioty. W aspekcie funkcjonowania
GALT dowiedziono, iz myszy GF cechuja si¢ mniejszg liczbg k¢pek Peyera, zmniejszong
liczbg komorek w lamina propria, jak rowniez mniejszg liczbg komorek T CD4+ 1 komorek
produkujacych slgA. U zwierzat tych stwierdza si¢ takze ograniczong sie¢ kapilarna,
zaburzenia w budowie oraz rozwoju $ledziony i weztow chtonnych, zaburzone, badz stabo
wyksztatcone strefy komorek T i B, brak odpowiedzi Thil, z silniejszg odpowiedzig Th2,
na skutek zwickszonej produkcji 11-4 (61).

1.5. Ksztaltowanie si¢ mikrobioty jelitowej i rozwoj tolerancji immunologicznej

Okres noworodkowy jest decydujacy dla prawidlowego zasiedlania si¢
mikroorganizméw w jelicie. Mikrobiota noworodka jest mniej roznorodna, anizeli dzieci
starszych czy dorostych i gltownie zdominowana jest przez typy Actinobacteria
I Proteobacteria (33). Wzglednie dojrzaty uktad mikroorganizmow, podobny do osoby
dorostej z dominacjg Firmicutes i Bacteroidetes, ustala si¢ okoto 2-3 roku zycia, a okoto

7 roku jest juz charakterystyczny osobniczo (56).

Na ksztaltowanie mikrobioty jelitowe] dziecka wptyw ma wiele czynnikoéw, przede
wszystkim sposéb porodu, zywienie poczatkowe (pokarm matki vs. mieszanki
mlekozastepcze), genotyp oraz czynniki $rodowiskowe jak: rodzenstwo, kontakt ze
zwierzgtami, dieta, przebyte infekcje, antybiotyki, polozenie geograficzne (33).
Najwazniejsze czynniki i ich wptyw na poszczegdlne mikroorganizmy przedstawiono
w tabeli 2.

Tab 2. Czynniki modulujace mikrobiotg jelitowa noworodka i ich wptyw na poszczegolne
mikroorganizmy (70)

CZYNNIKI PRENATALNE

Przyjmowanie | Bacteroides spp., Atopobium spp.

antybiotykéw w ciazy | Bifidobacterium spp. w przypadku profilaktyki okotoporodowe;j
Nadwaga matki | Bacteroides spp. Prevotella spp. u kobiet z BMI >25

Styl zycia - stres 1 Proteobacteria, |Actinobacteria , Lactobacteriaceae
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Mikrobiota matki

Transfer mikrobioty matki do jelit ptodu, wpltyw mikrobioty jamy ustnej
matki przez transfer z krwig np. przy zapaleniu dzigset

Cukrzyca cigzowa

Stwierdzono zmiany w profilu mikrobioty tozyska u kobiet z cukrzyca
cigzowa 1 Firmicutes, | Proteobacteria , Bacteroides spp.

CZYNNIKI PERINATALNE

Rodzaj porodu

Ciecie cesarskie - 1 Staphylococcus spp., Corynebacterium spp.,
Priopionibacterium spp., cz¢sciej kolonizowane przez Clostridium difficile, |
Bifidobacterium spp, Bacteroides spp.

Wiek ciazowy

Wecze$niaki — op6zniona kolonizacja, mniejsza roznorodno$¢ gatunkowa
1 E. coli, Klebsiella spp., Enterococcus spp., Clostridium spp.,

| Bifidobacterium spp, Bacteroides spp.

CZYNNIKI POSTNATALNE

Rodzaj karmienia

Mieszanki modyfikowane - 1 E. coli, Enterobacteriacaea, Firmicutes

Karmienie piersig - 1 Bifidobacterium spp.

Przyjmowanie pre- i

Prebiotyki - 1 Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp.

probiotykéw Probiotyki - T Lactobacillus spp. | Enterobacteriacaea (potencjalnie
patogennych)
Antybiotyki w zalezno$ci od spektrum dzialania, dawki i dtugosci terapii
Antybiotyki zmieniajg mikrobiotg, a jej odbudowa moze trwac¢ kilka miesiecy. |

Bifidobacterium spp, 1 Enterobacteriacaea (potencjalnie patogennych)

1.5.1. Czynniki prenatalne

Powszechnie przyjmuje si¢, ze zdrowy noworodek jest jatowy, a aktywna

kolonizacja dziecka rozpoczyna si¢ w momencie porodu. Nie mniej jednak, najnowsze

dane naukowe potwierdzajg, iz srodowisko wewnatrzmaciczne w stanie fizjologicznym

nie jest sterylne. Co wiecej, juz wewnatrzmacicznie uktad immunologiczny ptodu

stymulowany jest poprzez DNA bakteryjne pochodzenia matczynego, gtownie mikrobioty

jelitowej. Coraz czeSciej podkresla si¢ zatem udzial matki, jeszcze na dlugo przed

porodem, w prawidlowym ksztattowaniu si¢ profilu mikroorganizméw przewodu

pokarmowego noworodka. Wynika z tego, ze mikrobiota ci¢zarnej moze oddziatywac

na dziecko jeszcze przed narodzinami i determinowa¢ w pewien sposob jego zdrowie badz

chorobe. Materiat genetyczny bakterii niezwigzanych ze stanem patologicznym wykryto

30




zarowno w ptynie owodniowym (71), blonach ptodowych (72), krwi pgpowinowej (73)
I tozysku (74) oraz smotce zdrowych donoszonych noworodkéw (75). Do tej pory
obecnos¢ mikroorganizmow w tozysku wigzano z wystepowaniem S$cistych patogendow
i zwigkszonym ryzykiem infekcji  wewnatrzmacicznych, a w  konsekwencji
przedwczesnym porodem i poronieniem (76,77). Istnieja jednak doniesienia o obecnosci
bakterii w tozysku takze w sytuacjach niepatologicznych. Pettker i wsp. (78) wykazali
dodatnie posiewy mikrobiologiczne probek tozyska u kobiet, U ktorych nie stwierdzono
zakazen plynu owodniowego lub stanéw zapalnych. Ponadto, Aagaard i wsp. (74)
wykazali, iz tozysko fizjologicznie zawiera swoj unikalny mikrobiom, niepowigzany
z infekcja wewnatrzmaciczng, a co za tym idzie porodem przedwczesnym. W analizie tej,
material genetyczny bakterii znajdujacy si¢ w tozysku byt najbardziej zblizony
do mikrobioty jamy ustnej matki. Co istotne, profil ten rézni si¢ u kobiet rodzacych
w terminie, od tych rodzacych przedwczesnie, co wskazuje takze na role mikrobioty jamy
ustnej w zachowaniu homeostazy. Dodatkowo, Satokari i wsp. (79) wykazali obecnosé
prozdrowotnych bakterii z rodzaju Bifidobacterium, oraz Lactobacillus w probkach
zaro6wno naczyn jak i tkanek tozyska. Oba rodzaje wspomnianych bakterii, to bakterie
kwasu mlekowego, 0 pozytywnym oddzialywaniu na zdrowie gospodarza, ktore
fizjologicznie bytuja w przewodzie pokarmowym. Zatem badacze wysnuli hipoteze
0 mozliwej ekspozycji ptodu na ich DNA. W badaniu przeanalizowano 34 probki
materiatu z tozysk, w tym 25 z porodow fizjologicznych oraz 9 z cig¢ cesarskich (CC).
Uwaza si¢, ze materiat pobrany z tozyska w przypadku porodu poprzez cigcie cesarskie
jest mniej narazony na zanieczyszczenie mikrobiota bezposrednio z przewodu
pokarmowego lub pochwy matki. Wszystkie probki pozyskano od noworodkow
urodzonych o czasie. Material biologiczny analizowano za pomocg tradycyjnego posiewu
mikrobiologicznego jak 1 metody molekularnej (PCR). Material genetyczny
Bifidobacterium wykryto az w 33 probkach (25 — porody fizjologiczne, 8 — CC), a DNA
Lactobacillus rhamnosus wykryto w 31 probkach (23 — porody fizjologiczne, 8 — CC).
Nie stwierdzono ro6znic miedzy iloscia DNA poszczegdlnych bakterii miedzy probkami
pobranymi z tkanek tozyska, a probkami z naczyn. Co jednak istotne, za pomocg
tradycyjnego powiewu mikrobiologicznego w zadnej z probek nie wyhodowano bakterii
zrodzaju Bifidobacterium i Lactobacillus. Potwierdza to fakt, iz rozwoj technik
molekularnych umozliwia poszerzanie wiedzy na temat mikrobiomu ludzkiego.

W prezentowanej analizie badacze potwierdzili swojg hipoteze, iz bakterie bgdZz ich DNA
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moga by¢ obecne w tozysku takze w stanach niepatologicznych i wywotywaé odpowiedz

immunologiczng u ptodu.

Fragmentami bakteryjnego DNA, o silnych wilasciwosciach immunomodulujacych,
zdolnymi do uruchamiania immunologicznych mechanizméw Thl-zaleznych, czyli
procesow zapalnych sg tzw. motywy CpG (CpG DNA), sktadajace si¢ niemetylowanego
oligonukleotydu cytozyno-guaninowego. Motywy CpG DNA s3 cechg swoistg
organizmow prokariotycznych. Na ich podstawie uktad immunologiczny odréznia DNA
bakteryjne od swych wilasnych komorek. W zwigzku z tym, ze CpG DNA stymuluja
procesy typu Thl, przy jednoczasowym hamowaniu odpowiedzi typu Th2, maja zdolnos¢
do przesuwania rownowagi cytokinowej Th1/Th2 w kierunku Thl, co przektada si¢ na
zmniejszanie procesOw alergicznych (80). Satokari i wsp. postuluja, iz to wiasnie motywy
CpG matczynego DNA bakteryjnego, aktywuja TLR-9, a nastepnie wywoluja odpowiedz
immunologiczng typu Thl. Powszechnie uznaje si¢, iz noworodek jest niedojrzaty
immunologicznie, jednakze ekspozycja na dziatanie bakteryjnego DNA moze
zaprogramowac rozw6j odporno$ci niemowlat juz w zyciu ptodowym, czyli wczesniej niz
uprzednio rozwazono (79). Ma to szczegolne znaczenie W okresie noworodkowym,
w ktorym przewazaja procesy typu Th2. Od chwili przyjscia dziecka na $wiat, ekspozycja
jego uktadu immunologicznego na alergen moze prowadzi¢ do dwoch przeciwstawnych
zjawisk. Polegaja one albo na nasilaniu i/lub przedtuzaniu odpowiedzi Th2 utrwalonej
jeszcze z okresu zycia wewngtrzmacicznego, albo na rozwoju odpowiedzi Thi, czyli
tzw. dewiacji immunologicznej (80). Nasilona stymulacja mechanizmu Th2 moze
prowadzi¢ do wystapienia atopii u dziecka w wieku podzniejszym (80). Zatem
wewnatrzmaciczna stymulacja procesow Thl poprzez fizjologiczng mikrobiote matki
wptywaé bedzie na indukcje rownowagi cytokinowej. Potwierdzeniem tej hipotezy moze
by¢ fakt, 1z podaz probiotykéw ciezarnej, moze zmniejsza¢ objawy choroby atopowe;j

u dziecka, pomimo jego predyspozycji genetycznej ze strony ktoregos$ z rodzicow (81).

Z kolei, wykrycie bakterii, jak Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Bifidobacterium bifidum w smoélce zdrowych noworodkéw moze wynika¢ z ich
translokacji droga krwiopochodng od matki (75). Hipoteze o translokacji potwierdza fakt,
iz bakterie z rodzaju Enterococcus, Streptococcus, Staphylococcus oraz gatunki
Propionibacterium wyizolowano takze z krwi pepowinowej (73). Ponadto, Ardisonne

I wsp. (82), porownujac sktad mikroorganizmow w smotkach, stwierdzili podobienstwo do
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sktadu bakterii wystepujacych w ptynie owodniowym. W badaniu przeprowadzonym przez
Jimenez i wsp. (75) przeanalizowano smotki 21 zdrowych noworodkow, urodzonych
zarowno fizjologicznie jak i poprzez CC. Smoétka oddana byla w ciggu 2 pierwszych
godzin zycia, jeszcze przed rozpocze¢ciem karmienia. U wszystkich matek noworodkoéw
wlaczonych do badania, cCigza przebiegala bez komplikacji, a same ci¢zarne nie
przyjmowaly zadnych probiotykow przez caty okres cigzy. W analizie bez wzglgdu
na sposéb porodu wykazano obecnos¢ bakterii we wszystkich probkach smotek.
Dominujagcymi  bakteriami byt rodzaj Enterococcus w 17/21 probek (80%)
oraz Staphylococcus obecny w 11/21 probek (52%). Przy czym najliczniejsze w tych
grupach byly gatunki Enterococcus faecalis wyizolowany w 17 probkach
oraz Staphylococcus epidermidis obecny w 10 probkach. Kolejno wykrytymi byly bakterie
Escherichia coli (6 probek) oraz Enterobacter spp. (5 probek). Dodatkowo wykazano
takze obecno$¢ Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Bifidobacterium bifidum,
Leuconostoc mesenteroides, Rothia mucilaginosa, Klebsiella spp. W pojedynczych
probkach liczba poszczegdlnych gatunkéw bakterii wahata si¢ od 5 do 1. W powyzszym
badaniu przeprowadzonym przez zespdt Jimeneza, poza badaniem smotek wykonano
jeszcze dodatkowsg bardzo cickawg analize. Grupa cigzarnych myszy otrzymywata
doustnie zawieszony w mleku, znakowany genetycznie szczep bakterii Enterococcus
faecium JLM3. Natywny szczep wyizolowany byt uprzednio z mleka zdrowej kobiety.
Druga grupa myszy otrzymywata placebo. Cigzg rozwigzano przez cigcie cesarskie na
jeden dzien przed planowanym terminem porodu. Pordd odbyt si¢ poprzez CC, aby w jak
najwigkszy sposob, zminimalizowa¢ ewentualne przeniesienie badanego szczepu
bezposrednio w trakcie porodu z przewodu pokarmowego matki na noworodka. Badany
szczep wykryto w smotkach noworodkow mysich, jedynie w grupie u ktorych matki
otrzymywaty Enterococcus faecium JLM3. Co ciekawe, opisanej bakterii nie wyizolowano
ze smotki zadnego z noworodkéw grupy kontrolnej. Potwierdza to mozliwos¢ translokacji
bakteryjnej z przewodu pokarmowego matki na ptéd i moze by¢ obiecujaca strategia

postepowania terapeutycznego.

Jak juz wspomniano kobieta cigzarna ma swoj duzy udziat w ksztalttowaniu mikrobioty
jelitowej swego dziecka. Podczas cigzy zachodzi u cigzarnej wiele istotnych modyfikacji
w profilu bakterii zard6wno pochwy jak 1 przewodu pokarmowego. Istnieja takze
doniesienia o zmianach w obrgbie mikrobioty jamy ustnej ci¢zarnej (83). Ma to miejsce

na skutek szeregu zmian, w tym hormonalnych, wzrostu masy ciala oraz adaptacji
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immunologicznych i metabolicznych, ktore sg niezbedne dla zachowania zdrowia ptodu
I matki. Trzeba uzmystowi¢ sobie, ze zmiany mikrobioty na tym etapie sa w pehni
fizjologiczne i niezbedne. Wtasciwa mikrobiota w okresie cigzy jest kluczowa dla
programowania zdrowia ptodu i dziecka. Mikrobiota jelitowa przysziej matki podlega
nastgpujacym zmianom, zmniejsza si¢ ogolna bioréznorodno$¢ bakterii jelitowych, w tym
spadek liczby Faecalibacterium prausnitzii przy jednoczesnym zwigkszeniu udziatu
Proteobacteria i Actinobacteria. Zmiany obserwowane Sg przez caly okres cigzy,
ale najwicksze przesuniecia wystepuja W trzecim trymestrze (84). Z kolei zmiany
w mikrobiocie pochwy ci¢zarnej obejmuja zmniejszenie bioréznorodnosci bakterii, przy
jednoczesnym zwigkszeniu udziatu pateczek kwasu mlekowego z rodzaju Lactobacillus
(L. iners, L. crispatus, L. jensenii, L. gasseri, L. vaginalis) jak i wzgledng stabilizacj¢ catej
mikrobioty pochwy (85,86). W przypadku mikrobioty pochwy, w przeciwienstwie do
mikrobioty jelitowej, najwicksze przesunigcia skladu obserwuje si¢ w pierwszym
trymestrze (85). Jak juz wspomniano powyzej, w Srodowisku wewngtrzmacicznym
stwierdza si¢ takze bakterie mikrobioty jamy ustnej matki i rowniez W jej obrebie zachodzg
istotne zmiany podczas cigzy. Przede wszystkim zwigksza si¢ ogdlna liczebnosé
mikrobioty jamy ustnej, a dane sugeruja, iz cigza, zwlaszcza we wezesnym okresie, sprzyja
namnazaniu si¢ 1 kolonizacji patogenéw przyzgbia. Czgsto$¢ wystgpowania
peripatogenéw, Porphyromonas gingivalis i Aggregatibacter actinomycetemcomitans
we wezesnym 1 $srodkowym okresie cigzy byla znaczaco wyzsza, niz w grupie kobiet
niebedacych w cigzy, podczas gdy liczba bakterii Prevotella intermedia i Fusobacterium
nucleatum nie ulegta zmianie. Stwierdzono takze wyzszy odsetek wystepowania grzybow
drozdzopodobnych w jamie ustnej kobiet w cigzy. Gatunki Candida spp. byly czgsciej
izolowane w potowie i poznej cigzy. Istnieja doniesienia 0 zwiazku infekcji jamy ustnej
a komplikacjami cigzy (87). Wykazano, ze choroba przyzgbia u cigzarnej zwigksza ryzyko
porodu przedwczesnego (88). Zatem prawidtowy profil mikrobioty tej czeSci ciata wydaje
si¢ by¢ takze waznym czynnikiem determinujagcym zdrowie dziecka. Na ta chwile
zidentyfikowano juz szereg czynnikow mogacych w trakcie cigzy wptywaé na mikrobiom

nie tylko matki, ale takze jej dziecka.

1.5.1.1. Masa ciala ci¢zarnej

Zalezno$¢ miedzy sktadem mikrobioty jelitowej a masa ciala, zostata
udokumentowana zaréwno na modelu zwierzecym, jak i u ludzi. Dysproporcja profilu
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mikrobioty dotyczy dwoch glownych typow bakterii. U osob szczuptych stwierdza sig
wigcej Bacteroidetes anizeli Firmicutes, natomiast u 0osob otytych jest doktadnie na odwrot
(89,90). Roéznice w profilu mikrobioty widoczne sg takze u kobiet w cigzy, ktore
przybieraja prawidtowo na masie ciata, oraz u tych z nadmiernym przyrostem masy ciata
w trakcie cigzy. Wiadomym jest, iz otylo$¢ matki wiaze si¢ z powiktaniami w czasie cigzy
i zwickszonym zagrozeniem dla zdrowia noworodkow. W analizie poréwnujacej sktad
mikrobioty jelitowej ci¢zarnych, przebadano 18 kobiet z nadwaga oraz 36 kobiet
z prawidlowg masg ciata. Nadmierny przyrost masy ciata podczas cigzy zostat
sklasyfikowany jako >16,0 kg dla kobiet z poczatkowo prawidtowa masg ciata oraz >11,5
kg dla kobiet z poczatkowa nadwaga. Wyzsza masa ciala matki oraz BMI przed zajsciem
w cigze wigzaly si¢ z wigkszg liczbg bakterii z rodzaju Bacteroides, Clostridium
i Staphylococcus. Nadmierny przyrost masy ciata w cigzy byt skorelowany z wyzszg liczba
Bacteroides (91). Ponadto, zmiany w mikrobiocie jelitowej cig¢zarnej zwigzane sg
bezposrednio z parametrami biochemicznymi. W analizie przeprowadzonej przez
Santacruz i wsp. (92) porownano zalezno$ci miedzy mikrobiotg jelitows, masg ciala,
przyrostem masy ciala i parametrami biochemicznymi u kobiet w cigzy. Do badania,
zgodnie z BMI, zakwalifikowano kobiety z prawidlowa masg ciata (n=34) oraz nadwagg
(n=16). Sktad mikrobioty jelitowe]j oraz wskazniki biochemiczne w surowicy oznaczano
w 24 tygodniu cigzy. Wykazano zredukowang liczbe bakterii z rodzaju Bifidobacterium
oraz Bacteroides i jednocze$nie zwigkszong liczbe bakterii z rodzaju Staphylococcus oraz
Enterobacteriaceae i Escherichia coli u ci¢zarnych z nadwaga w pordwnaniu cigzarnymi
z prawidtowg masg ciata. Liczebnos¢ E. coli byta wyzsza u kobiet z nadmiernym
przyrostem masy ciata, anizeli u Kkobiet przybierajacych na masie podczas ciazy
prawidtowo. Liczebnosci Bifidobacterium i Akkermansia muciniphila wykazywaty
przeciwng tendencje. Wsérod wszystkich badanych kobiet, zwigkszenie catkowitej liczby
bakterii oraz bakterii z rodzaju Staphylococcus byto zwigzane ze zwigkszonym poziomem
cholesterolu we krwi. Zwigkszona liczba Bacteroides zwigzana byta ze zwigkszonym
poziomem cholesterolu HDL i kwasu foliowego oraz zredukowanym poziomem
triglicerydow. Zwigkszona liczba Bifidobacterium skorelowana byta ze zwigkszonym
stezeniem kwasu foliowego. Z kolei, wyzsza liczba bakterii z rodziny Enterobacteriaceae
oraz E. coli byla zwigzana ze zwigkszonym stezeniem ferrytyny i jednocze$nie
zmniejszonym poziomem transferyny, podczas gdy wyzsza liczba Bifidobacterium

wykazywata przeciwng tendencje.
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Czy wszystkie te zmiany maja znaczenie takze dla rozwijajacego si¢ ptodu
I wptywja na mikrobiotg dziecka? W badaniu przeprowadzonym przez Collado i wsp. (93)
porownano 42 pary matka—dziecko, aby oceni¢ wptyw masy ciala ciezarnej na mikrobiote
jelitowa dziecka. Do analizy wiaczono 16 kobiet z nadwaga BMI >25 oraz 26 kobiet
z normalng masg ciata BMI <25 oraz ich noworodki. Oceniano takze przyrost masy ciala
kobiety podczas catej cigzy. Probki katu noworodkéw pobierano w 1 i 6 miesigcu zycia.
Wykazano, iz sktad mikroflory jelit noworodkow byt zalezny od BMI matki, jak réwniez
przyrostu masy ciata matki w trakcie okresu cigzy. U noworodkéw urodzonych od matek
z prawidlowa masa ciala 1 z prawidlowym przyrostem masy ciala w czasie cigzy
odnotowany znaczaco nizszy odsetek wystepowania bakterii z rodzaju Clostridium,
Staphylococcus czy Bacteroides oraz Akkermansia muciniphila, anizeli w grupie matek
z nadwaga. Dzieci od matek bez nadwagi, jednoczesnie charakteryzowaty si¢ wyzsza

liczba bakterii z rodzaju Bifidobacterium.

Ten sam zespo6l badawczy w innej pracy, porownat powyzsze parametry, czyli mase ciata
cigzarnej 1 przyrost wagi podczas ciazy, na kompozycje mleka matki. Probki mleka
pobierane byly po porodzie (siara) oraz w 1 i 6 miesigcu laktacji. Analizowano w nich
poziomy TGF-B2, rozpuszczalnej formy CD14 (sCD14), cytokin (IFN-y, TNF-a, 11-10, Il-
6, 11-4, 11-2) oraz profil mikrobioty. W mleku matek z nadwaga wykazano wyzsza liczbe
bakterii z rodzaju Staphylococcus oraz nizsza liczbe Bifidobacterium, anizeli u kobiet
z prawidlowa masg ciata. Ponadto, mleko matek z nadwaga, charakteryzowato si¢ nizsza
zawartoscia TGF-B2 oraz sCD14. Liczba bakterii Akkermansia muciniphila byta wyzsza
u matek z nadwaga i skorelowana ze stezeniem IL-6 w siarze, co z kolei bylo zwigzane

z mniejsza liczba bakterii z rodzaju Bifidobacterium w mleku pozniejszym (94).

Masa ciata cigzarnej] moze zatem w bezposredni sposdb, poprzez mikrobiote wptywac
na masg ciala dziecka w przysztosci i ewentualne ryzyko otytosci, ktora jak wiemy pociaga
za sobg szereg powiktan metabolicznych. Galley i wsp. (95) zrekrutowali 77 dzieci
w wieku ok. 2 lat, w celu oceny czy otyto$¢ u matki jest zwigzana z roznicami w sktadzie
mikrobiomu jelit u dzieci we wczesnym dziecinstwie. Probki stolca analizowano
w przedziale wiekowym: 18-27 miesiaC zycia dziecka. Istotny wptyw otytosci na sktad
mikrobioty dzieci zaobserwowano szczegélnie wsréd grupy o wysokim statusie
socjoekonomicznym. W grupie tej, dzieci matek z otytoscia (BMI >30) w poréwnaniu
zdzietmi od nieotylych matek, wykazywaly rdéznice w liczebno$ci bakterii
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Faecalibacterium spp., Eubacterium spp., Oscillibacter spp. oraz Blautia spp., ktore
W pismiennictwie sg skorelowane z rdéznicami w masie ciata oraz zmianami w diecie.
Co wiecej w grupie dzieci otylych oraz z nadwaga, w wicku 7 lat, wyodrebnionych
z prospektywnego badania follow-up, réwniez wykazano, iz zmiany w profilu mikrobioty
w okresie wczesnego dziecinstwa mogg by¢ dtugofalowo skorelowane z wystgpieniem
otylosci. Dzieci z normalng masg ciatla charakteryzowaly si¢ wyzsza liczebno$cig
Bifidobacterium oraz nizszg liczbg Staphylococcus aureus w probkach stolca w okresie

niemowlectwa (96).
15.1.2. Stres

Czynnik stresu w okresie cigzy predysponuje zarowno do przedwczesnego porodu
jak 1 matej urodzeniowe] masy ciala, egzemy, astmy, choréb ukladu oddechowego
oraz schorzen skornych (97,98,99,100,101). Stres jest czynnikiem silnie modyfikujacym
mikrobiote jelitowa. W badaniach na modelu zwierzgcym, Bailey i wsp. (102) wykazali,
iz noworodki malp, urodzone przez samice poddawane stresowi w okresie cigzy,
charakteryzowaty si¢ mniejszg liczba bakterii z rodzaju Bifidobacterium i Lactobacillus,
w porownaniu z noworodkami od matek nieeksponowanych w tym czasie na stres. Takze
w badaniu na modelu mysim, wykazano, iz narazanie dorostych zwierzat na stresory
powoduje redukcj¢ liczby Bacteroides, przy jednoczasowym zwigkszeniu liczby

Clostridium. Powyzsze wyniki sa zgodne z tymi uzyskanymi na populacji ludzkiej.

Zijlmans i wsp. (103) na podstawie ankiet (ogélny niepokoéj, niepokoj zwigzany z cigza,
codzienne zmartwienia, codzienne zmartwienia zwigzane z cigza) oraz dobowego poziomu
kortyzolu w $linie, analizowali wplyw stresu matki w trakcie cigzy na mikrobiote jelitowa
noworodka. Do badania zakwalifikowano 56 noworodkéw donoszonych, urodzonych
z niepowiktanych cigz. W grupie tej, 28 matek w czasie cigzy doswiadczato niewielkiego
stresu, natomiast pozostate (1=28) narazone byty na silne stresory. Probki kalu niemowlat
zbierano do 110 dni po porodzie, w 9 punktach czasowych. Wykazano, iz w grupie dzieci
urodzonych przez matki doswiadczajace duzego stresu w okresie cigzy odnotowano spadek
liczebno$ci Lactobacillus i Bifidobacterium oraz wzrost Proteobacteria w poréwnaniu
z noworodkami urodzonymi przez kobiety niezestresowane. Co wigcej, powyzsze
zaburzenia korelowaty rowniez ze stanem zdrowia niemowlgt. Obserwowano wigce]

objawow zwigzanych z przewodem pokarmowym, jak i reakcji alergicznych u dzieci
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z grupy matek narazonych na silny stres w cigzy. Follow-up tego badania, okreslat wptyw
stresu i niepokoju u matki w pdznej ciazy, na zdrowie dzieci w wieku od 18 miesigca zycia
do 6 lat. Badanie wykazato, ze niepokoj matki oraz wyzsze wartos$ci kortyzolu w cigzy
byly zwigzane z chorobami drog oddechowych i1 uktadu pokarmowego u dzieci do wieku
3-3,5 roku zycia. Dodatkowo dzieci matek, ktére miaty duzo codziennych trosk, czesciej
otrzymywaty antybiotyki w wieku 1 do 6 roku zycia. Wyniki te wskazuja, iz mozliwe
skutki niepokoju i stresu matki w trakcie poznej cigzy, wplywajg na status zdrowotny
dziecka w okresie niemowlectwa i wezesnego dziecinstwa, ale zanikajg w wieku starszym

(104).

15.1.3. Status zdrowotny ci¢zarnej

Status zdrowotny matki w okresie cigzy jest generalnie jednym z istotniejszych
elementow wptywajacych na stan i przebieg cigzy oraz zdrowie ptodu i noworodka,
jak rébwniez, na co wskazuja nowe prace naukowe, na sktad mikrobioty dziecka. Hu i wsp.
(105) poréwnali sktad mikrobioty jelitowej noworodkéw urodzonych przez matki
z cukrzyca (typu 2 oraz cigzowa), ze skltadem mikrobioty noworodkéw matek bez
cukrzycy. Badacze wykazali, ze profil mikrobioty jelitowej miedzy grupami roznit si¢
istotnie. Co wiecej, sktad mikroorganizméw u noworodkow urodzonych przez matki
Z cukrzycg typu 2 byl zblizony do sktadu bakterii jelitowych raportowanych w kale oséb
dorostych z ta samg jednostka chorobowa. OczywisScie mikrobiota dzieci byla mniej
réznorodna, anizeli os6b dorostych. Analiza wykazata, ze najsilniejszym czynnikiem
predykcyjnym sktadu mikrobioty smotki byt stan matczynej cukrzycy poprzedzajacy ciazg.
Liczebnosci Bacteroidetes oraz bakterii z rodzaju Parabacteriodes byty wyzsze w smolce,
w grupie z cukrzycg, w porOwnaniu z grupa bez cukrzycy. Co ciekawe, badacze nie
wykazali aby na te roznice, wplywal jakkolwiek sposdb porodu. Zatem status chorobowy

matki moze takze wplywac na stan mikroflory jelitowej jej dziecka.

Dodatkowo, zwigzek migdzy sktadem mikrobioty jelitowej noworodkéw, a statusem
zdrowotnym matki oraz niemowlat zostal wykazany przez Gosalbes i wsp. (106). Badacze
doniesli, ze probki smotki, ktore byty mniej zréznicowane i zdominowane przez bakterie
rodziny Enterobacteriaceae, zwigzane byly z historia wyprysku atopowego u matki.
Co ciekawe i do$¢ zaskakujagce, te probki, w ktorych dominowaly bakterie kwasu

mlekowego, zwigzane byty z problemami oddechowymi u niemowlat.
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1.5.1.4. Antybiotyki w trakcie cigzy

Wiadomym jest, iz antybiotykoterapia W istotny sposob zaburza mikrobiote
jelitowa. Nowe dane wskazujg jednakze, ze podaz lekow przeciwbakteryjnych ci¢zarnej
moze wywiera¢ dtugofalowe skutki zdrowotne u dziecka, co bezposrednio laczy si¢
réwniez ze zmianami jego mikrobiomu. Mueller i wsp. (107) wykazali, iz przyjmowanie
przez matke antybiotykow w drugim i trzecim trymestrze cigzy zwicksza o 84% ryzyko
otylosci u dzieci w pozniejszym wieku. Jednoczesnie oceniajgc ten sam punkt koncowy,

badacze wykazali, ze cigcie cesarskie zwigksza ryzyko otytosci o 46%.

W badaniu przeprowadzonym przez Arboleya i wsp. (108) poréwnano wplyw
podazy antybiotykow w okresie perinatalnym oraz wcze$niactwa na rozwoj mikrobioty
jelitowej dziecka w 4 punktach czasowych (2, 10, 30 i 90 dni po porodzie). Oceniano
14 matek, ktore okotoporodowo otrzymaty antybiotyk oraz 17 noworodkéw, ktorym
podano antybiotyk po urodzeniu, w tym bylo 9 par gdzie antybiotyk otrzymata zaréwno
matka jak i dziecko oraz porownywano takze 5 par gdzie zadne z pary (matka ani dziecko)
nie otrzymalo antybiotyku. Zar6wno w 2. jak i 10. dobie Zycia nie stwierdzono istotnie
statystycznych zmian migdzy badanymi grupami. Réznice obserwowano po pierwszym
miesigcu zycia dziecka, ale juz ok. 90. doby zycia rdznice praktycznie zniknety.
Liczebnos¢ Actinobacteria oraz Firmicutes byta znacznie wyzsza u wcze$niakOw
nieprzyjmujacych antybiotykow, anizeli w grupach, w ktérych matka lub matka i dziecko
przyjmowato antybiotyki. Co wigcej, typ Firmicutes byt liczniejszy w grupie wczesniakow
przyjmujacych antybiotyki, ale ktorych matki nie otrzymywaly $rdédporodowej
antybiotykoterapii, anizeli u wczeSniakow bez podanych antybiotykow, ale ktorych
matkom podawano antybiotyk. Z kolei, poziom Proteobacteria byt nizszy u noworodkow
bez antybiotykow, anizeli w przypadkach, w ktérych albo matka, albo cata para otrzymata
antybiotyki. Co wigcej, wyzsze poziomy Proteobacteria stwierdzono u niemowlat, ktorych
matki otrzymaly okoloporodowa antybiotykoterapi¢, niz w grupie wcze$niakow
przyjmujacych antybiotyki, ale ktorych matki nie stosowaty antybiotykoterapii. Warto
zauwazyC, ze obserwowany efekt antybiotykow na mikrobiote jelitowa dziecka byl
bardziej wyrazny, gdy antybiotyki podawano matce podczas porodu, niz samemu
noworodkowi. Wyniki te potwierdzaja dane wskazujace na wpltyw okotoporodowe;j
ekspozycji na mikrobiot¢ jelitowg dziecka. Inne dostepne badania, takze potwierdzajg
negatywny wplyw, nawet jednorazowej, okotoporodowej antybiotykoterapii u matki
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z uwagi na obecnos$¢ paciorkowcow grupy B (GBS), przedwczesnego peknigcia blon
ptodowych lub cigcia cesarskiego na mikrobiote jelitowa noworodkow, zar6wno

donoszonych, jak i przedwczes$nie urodzonych (109,110,111,112).
1.5.2. Czynniki perinatalne

Jak juz wspomniano, sposob porodu 1 forma karmienia s3 jednymi
Z najistotniejszych czynnikéw  ksztattujacych profil mikroorganizmow jelitowych
noworodka. Mikrobiota dziecka urodzonego fizjologicznie i karmionego mlekiem matki

uznawana jest za najbardziej optymalna.
1.5.2.1. Sposéb porodu

Pomimo wewnatrzmacicznej ekspozycji na material genetyczny bakterii, wtasciwa
i masywna Kkolonizacja rozpoczyna si¢ bezposrednio w trakcie porodu. Badania
poréwnujace sktad mikrobioty jelitowej dzieci urodzonych fizjologicznie i poprzez cigcie
cesarskie (CC), wskazuja na duze roznice miedzy tymi grupami i podkreslaja fakt,
1z sposoéb porodu ma bardzo istotny wplyw na kolonizacj¢ przewodu pokarmowego
noworodka. Podczas porodu fizjologicznego bardzo istotnym Zrodtem bakterii dla
noworodka przechodzacego przez kanal rodny jest pochwa matki, ale nie mniej waznym
takze jej przewdd pokarmowy. Wykazano, iz 72% bakterii poczatkowo kolonizujacych
przewodd pokarmowy dziecka jest zgodna z mikrobiota jelitowa matki, podczas gdy dla
dzieci urodzonych poprzez CC tozsamos$¢ gatunkéw kolonizujacych jelito matki 1 dziecka
byto na poziomie 41% (113). Noworodek podczas porodu fizjologicznego w pierwszej
kolejnosci zasiedlany jest przez wzgledne beztlenowce, jak E. coli, bakterie z rodzaju
Staphylococcus i Streptococcus, ktore mogg zajmowac i kolonizowa¢ jelito w obecnos$ci
tlenu. Mikroorganizmy te przygotowuja $rodowisko jelit dziecka, ktore w momencie
porodu nie jest jeszcze beztlenowe, i stwarzaja warunki do pdzniejszego zasiedlenia jelit
przez Sciste beztlenowce jak Bifidobacterium, Bacteroides czy Clostridium (114,115).
Bakterie, z ktorymi styka si¢ dziecko podczas przechodzenia przez kanat rodny to takze
rodzaje Lactobacillus, Prevotella, Snethia, podczas gdy dzieci rodzone przez CC
kontaktujg si¢ przede wszystkim z mikrobiota skory, gtéwnie Staphylococcus,
Corynebacterium i Propionibacterium spp. (116). Dtugofalowo u dzieci urodzonych przez

CC stwierdza si¢ zmniejszong roznorodnos¢ i bogactwo mikrobéw oraz opdzniong
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kolonizacje¢ Bacteroidetes (117). Raportuje si¢, iz mikrobiota jelitowa dziecka urodzonego
przez cigcie cesarskie moze by¢ zaburzona przez okres 6 miesigcy, badz jak mowig inne
dane nawet do 7 lat (118). Co istotne, cigcie cesarskie populacyjnic zwigzane jest
ze zwigkszonym ryzykiem wystepowania alergii, w tym pokarmowej (119), astmy (120),
cukrzycy typu 1 (121), celiakii (122), nadwagi i otylosci (123). W ostatnich latach
znaczaco wzrosla liczba porodow odbywajacych sie przez cigcie cesarskie, bez wyraznych
wskazan medycznych. Trend ten obserwowany jest na calym $wiecie, szczegolnie
w krajach rozwinigtych. Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. WHO) rekomenduje,
aby ciecie cesarskie nie przekraczato 5-15% wszystkich porodow. Jednakze, zard6wno
polskie, jak i1 $wiatowe dane wskazujg, iz odsetek ten jest znacznie wyzszy (124).
W naszym kraju, w 2011 r. wykonano prawie 300 ci¢¢ cesarskich na 1000 zywych urodzen
(125). W Stanach Zjednoczonych odsetek cigé cesarskich wzrost miedzy 1996 a 2007 r.
az 0 48% 1 osiagnat wartos$¢ 31,8% w 2007 r. Takze w innych czeg$ciach §wiata obserwuje
si¢ to zjawisko, w Chinach odsetek ci¢¢ cesarskich wynosi blisko 50%, a niektore
prywatne kliniki w Brazylii osiggaja warto$¢ nawet 80% (63). W zwigzku z tg niepokojaca
tendencjg oraz jednoznacznym zwigzkiem migdzy zaburzeniami mikrobioty jelitowej
w przebiegu CC, a zwigkszonym ryzykiem chordb cywilizacyjnych w tej grupie dzieci
W przysztosci, powstaje pytanie, czy istnieje metoda przywracajgca rownowage mikrobioty
jelitowej noworodkow rodzacych si¢ w ten sposob? Wiadomym jest, iz jak najszybsze
wprowadzenie karmienia piersia U dzieci rodzonych przez CC wplywa korzystnie na
proces ksztaltowania si¢ mikrobioty jelitowej i moduluje na pewnym poziome
suboptymalng kolonizacje tej grupy noworodkow. Jednakze nadal poszukuje si¢
rozwigzania, ktére pozwoli na odtworzenie warunkow naturalnego porodu w aspekcie
mikrobiomu. Takim rozwigzaniem moze okaza¢ si¢ w przysztosci procedura ‘vaginal
seeding’, czyli tlumaczac dostownie ‘wysiewanie’ noworodka urodzonego cigciem
cesarskim mikrobiotg pochodzacg z pochwy matki (transfer mikrobioty pochwy). Metoda
ta polega na umieszczeniu w pochwie matki sterylnej gazy na godzing przed planowanym
cigciem cesarskim, 1 w ciggu kilku pierwszych minut po wydobyciu dziecka, przetarcia go
doktadnie owa gaza skolonizowang przez znajdujace si¢ w pochwie mikroorganizmy.
Pierwsze tego typu pilotazowe badanie, typu ‘proof of concept’ przeprowadzita wraz
z zespotem Maria Dominguez-Bello (126). Analiza przeprowadzona zostala na
18 noworodkach i ich matkach, z czego 7 porodéw odbylo si¢ fizjologicznie, a 11 poprzez

cigcie cesarskie. Z grupy niemowlat urodzonych poprzez CC, 4 zostalo poddanych
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procedurze transferu mikrobioty pochwy matki. Cig¢zarne zrekrutowane do badania nie
mogly by¢ nosicielkami bakterii Streptococcus agalactiae (Streptococcus gr. B; ang. GBS,
Group B Streptococcus) oraz nie mogly prezentowaé cech stanu zapalnego pochwy
(pH pochwy <4,5). Wszystkie kobiety otrzymaly okotoporodowa profilaktyke
antybiotykowa zgodnie z obowigzujacymi wytycznymi (127). Po porodzie, ktory odbyt si¢
poprzez CC, w ciggu pierwszych 1-3 minutach zycia cale ciato dziecka byto przecierane
gazg — wczesniej inkubowang w pochwie matki — poczawszy od ust, w nastegpnej
kolejno$ci twarz i reszta ciala. Jednoczasowo, w przeciggu pierwszego miesigca W celu
oceny kolonizacji noworodka, zarowno od matki i dziecka pobierano wymazy z réznych
czesci ciata tj. skora, odbyt, jama ustna, kolejno w 1, 3, 7, 14, 21 i 30 dniu po porodzie.
Analiza pobranych probek wykonana metodami molekularnymi (sekwencjonowanie
regionu V4 16S rRNA) wykazata, Ze mikrobiota noworodkow, u ktorych zastosowano
powyzszag metode bardziej przypominata swym skladem mikrobiote wydzieliny
pochwowej znajdujacej si¢ na gazie oraz mikrobiom dzieci urodzonych fizjologicznie,
W poréwnaniu z dzie¢mi urodzonymi poprzez CC bez tej interwencji. Co wigcej,
przeniesiona za w ten sposob mikrobiota utrzymywata si¢ na skorze, w odbycie i jamie
ustnej przez pierwszy miesigc zycia dziecka, czyli okres, w ktérym prowadzono analizg.
Najlepiej widoczne byto to w przypadku rodzaju Bacteroides spp. oraz Lactobacillus spp.,
gdzie kolonizacja tymi bakteriami u dzieci eksponowanych przebiegata podobnie jak
u tych urodzonych droga pochwowa. Jednakze, pomimo powyzszych pozytywnych danych
transmisja bakteryjna nie byta w pelni kompletna. Dodatkowo, bakterie z rodzaju
Lactobacillus nie utrzymaty si¢ na skorze noworodkow poddanych procedurze w takim
samym stopniu jak u dzieci urodzonych fizjologicznie, a liczba mikroorganizmow
kolonizujacych uktad pokarmowy byla znacznie nizsza W pordéwnaniu z dzie¢mi
urodzonych sitami natury. Nie zmienia to jednak faktu, Ze otrzymane rezultaty sa bardzo
obiecujace pomimo, ze grupa badana byta mato liczna, a okres obserwacji krotki. Wyniki
analizy wskazuja, ze ekspozycja noworodka urodzonego przez cigcie cesarskie na
mikrobiote¢ drég rodnych matki poprzez przetarcie gaza moze czgsciowo przywrocic
prawidtowy profil kolonizacji jelit, zaburzony poprzez pordéd operacyjny. Dla oceny
skutecznosci proponowanej metody jako proby odbudowy zaburzonego procesu
ksztattowania si¢ mikrobioty jelitowej konieczne sg dalsze, dluzej trwajace badania
populacyjne. Sceptycy, ktorzy opowiadajg si¢ negatywnie za owa procedurg, podnosza

fakt, iz poprzez zastosowanie gazy mozemy zakazi¢ noworodka patogenami z drog
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rodnych matki jak: Streptococcus agalactiae (GBS), Herpex simplex, Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhea. Teoretycznie potencjalne zagrozenie istnieje zawsze,
ale nie wieksze niz podczas porodu fizjologicznego, kiedy to noworodek przechodzac
przez kanat rodny matki zawleka wigkszo§¢ mikroorganizméw z jej pochwy. Co wigcej,
standardowo w Polsce kazda ci¢zarna przed porodem badana jest rutynowo jedynie na
obecnos¢ GBS, nie wykonuje si¢ oznaczenia w kierunku pozostatych patogenoéw. Zatem
mozna zaryzykowac stwierdzenie, iz podczas wykonywania procedury ‘vaginal seeding’
kobieta bgdzie miata wykonany szerszy screening, co moze przynies¢ wymierne korzysci
zdrowotne. Oczywiscie dalsze badania okreslajace poza skuteczno$cig takze
bezpieczenstwo wspomnianej procedury sg wymagane i konieczne. Warto zaznaczy¢, iz na

ta chwile procedura ta, nie jest rutynowo wykonywana w naszym Kraju.

W najnowszych doniesieniach podkresla si¢ takze fakt, iz nie tyle sama procedura cigcia
cesarskiego wywiera tak katastrofalny skutek na mikrobiot¢ jelitowa dziecka, jak
antybiotyki stosowane u matki okotooperacyjnie podczas tej formy porodu. Wiadomym
jest, iz cigcie cesarskie jako operacyjna metoda porodu, zwigzana jest z podaniem

antybiotyku kazdej matce rodzacej w ten sposob.

1.5.2.2. Wiek ciazowy

Dane na temat ksztaltowania si¢ fizjologicznej mikrobioty u wczesniakow sa
ograniczone. Noworodki przedwczesnie urodzone, z bardzo mala masg ciala maja
zwiekszone ryzyko dysbhiozy jelit z uwagi na szereg parametréow, w tym fizjologiczng
niedojrzato§¢ oraz poporodowe czynniki ktore diametralnie zaktocaja whasciwa
kolonizacj¢ jak: prenatalne interwencje (steroidoterapia, antybiotykoterapia), zazwyczaj
porod CC, brak lub op6znione karmienie piersia, sSrodowisko oddziatu intensywne;j terapii
(ang. NICU), podaz antybiotykow juz u ci¢zarnej zagrozonej przedwczesnym porodem.
Wszystkie wymienione maja udokumentowany negatywny wplyw na stan mikrobioty.
Podczas gdy powyzsze czynniki tacznie wplywaja przede wszystkim na obnizenie
poziomu Bifidobacterium, sugeruje si¢, ze wczeSniactwo moze wywieraé¢ taki efekt
niezaleznie. W badaniu przeprowadzonym przez Butel i wsp. (128) liczebnos$¢ tego
rodzaju bakterii oceniono u noworodkéw urodzonych w 30-35 tygodniu wieku cigzowego
I podzielono je na te karmione piersig badz mieszankami, jak rowniez pod wzgledem

porodu i urodzeniowej masy ciata czy ekspozycji na antybiotyki. Na kolonizacj¢ przez
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bifidobakterie nie wptyneta ani masa urodzeniowa, ani sposob porodu, ani tez antybiotyKi
podawane matce lub noworodkowi. Natomiast wiek cigzowy istotnie wptywal na poziom
Bifidobacterium (p <0,05) i bakterie te zawsze wystepowaty u dzieci urodzonych w wieku
cigzowym powyzej 32,9 tygodni.

Z kolei, Arboleya i wsp. (129) przeanalizowali mikrobiotg jelitowa wczesniakow (n=27)
I noworodkow donoszonych (n=13), w 4 punktach czasowych (2, 10, 30 i 90 dni
po porodzie). Autorzy stwierdzili, iz niedojrzato$¢ noworodka wptywa na jego mikrobiote
jelitowa istotnie, powodujac zmniejszony udziat bakterii Bacteroidaceae w pierwszych
miesigcach zycia 1 wyzszy poczatkowy odsetek Lactobacillaceae u wczesniakow
W poroéwnaniu z dzie¢mi donoszonymi. Wczesniaki mialy znacznie nizszg liczebnos¢
Bacteroidetes po 10, 30 i 90 dniach, a wyzszy odsetek Proteobacteria, przy nizszym
Actinobacteria w 10 i 30 dniach. W kontynuacji badania, opublikowanego rok pdzniej, ci
sami badacze przedstawili zmiany mikrobioty u wcze$niakoéw, na wyzszym poziomie
taksonomicznym drobnoustrojow. Wykazano, iz wczesniaki w drugiej dobie Zzycia
charakteryzowaty si¢ wyzszym odsetkiem Firmicutes, a w 10 i 30 dobie zycia stwierdzano
u nich wigcej Proteobacteria w poréwnaniu z noworodkami donoszonymi. Ponadto,
noworodki przedwcze$nie urodzone wykazaly zredukowanag liczbe Bacteroidetes
poczawszy od 2 dnia zycia do 3 miesigca zycia, oraz mniejsza liczbe Actinobacteria przez
okres pierwszego miesigca. Co wiecej, w analizie tej dodatkowo okreslano poziom SCFA
w tych samych punktach czasowych co profil mikrobioty. Stwierdzono istotnie nizsze
stezenie calkowitego jak i1 poszczegdlnych SCFA (maslanu, octanu, propionianiu) W kale
u wezesniakow, w porownaniu z noworodkami donoszonymi. Roznice te byly widoczne
W poczatkowych probkach, ale w 90 dobie zycia zanikngly. Zmiana wzorca SCFA
u wezesniakow wskazuje na zmiang funkcjonalnosci odmiennego profilu mikrobioty u tej
grupy dzieci (108).

U noworodkéw urodzonych o czasie dominujg bakterie z rodzaju Bifidobacterium,
Lactobacillus, natomiast u wczesniakow te z rodziny Enterobacteriacea,
Streptococcaceae, Staphylococcaceae oraz z rodzaju Klebsiella, Clostridium, Weissela
(130,131). Dodatkowo mikrobiota jelitowa wczesniakow, szczegodlnie tych z mata i bardzo
malg urodzeniowa masg ciala, jest mniej roznorodna i bardziej niestabilna anizeli
noworodkow donoszonych (132). Zmieniona kolonizacja bakteryjna u wczesniakow

postulowana jest jako jeden z czynnikdw martwiczego zapalenia jelit noworodkow

44



(ang. NEC, necrotizing enterocolitis) (133). Wiek ciazowy to wazny czynnik, ktory

zasadniczo wptywa na dlugofalowe ustanowienie mikrobioty jelitowej dziecka.
1.5.3. Czynniki postnatalne

15.3.1. Forma karmienia

Po porodzie to sposéb karmienia dziecka jest jednym z najistotniejszych czynnikow
wptywajacych na sktad kolonizujacych go bakterii. Co istotne, takze w zyciu dorostym
jednym z najwazniejszych faktorow wptywajacych na mikrobiote jest witasnie dieta.
Nie ulega watpliwosci, iz nie ma lepszego pokarmu dla noworodka jak mleko matki, na
wszystkich ptaszczyznach rozwoju dziecka: troficznym, immunologicznym czy
metabolicznym. Nie mniej jednak, mleko matki wspiera takze zasiedlanie i dojrzewanie
mikrobioty jelitowej noworodka. Wiadomym jest aktualnie, ze mleko kobiece nie jest
jatowe. Pokarm matki jest swoistym synbiotykiem, czyli potaczeniem prebiotyku jak
I korzystnych, prozdrowotnych bakterii. Mikrobiota mleka ludzkiego zdominowana jest
gtownie przez kilka rodzajow bakterii, w tym Staphylococcus, Streptococcus, Serratia,
Pseudomonas, Corynebacterium, Ralstonia, Propionibacterium, Sphingomonas, a rozwdj
technik molekularnych dostarczyt informacji o obecno$ci w mleku takze takich rodzajow
jak Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroides, Clostridium, Faecalibacterium,
Roseburia, co sugeruje istotny udzial pokarmu kobiecego w procesie ustalania sktadu
mikrobioty jelit noworodka (134,135).

Zaréwno u dzieci karmionych naturalnie jak i sztucznie bakterie z rodzaju Bifidobacterium
stanowig bardzo liczng grupe, nie mniej jednak u dzieci karmionych mlekiem matki staja
si¢ one dominujgce. U niemowlat karmionych piersig sktad mikrobioty jelit bardziej

stabilny i jednolity w poréwnaniu z dzie¢mi karmionymi mieszankami (136).

Z kolei dzieci karmione sztucznie wykazuja wigksze zroznicowanie mikrobioty jelit
oraz czgstsze wystgpowanie bakterii z rodzaju Clostridium difficille, E. coli, Bacteroides
fragilis przy jednoczasowym zmniejszeniu liczby Bifidobacterium (114). Co ciekawe
karmienie mieszane, i to nawet podaz niewielkich ilosci mleka modyfikowanego w trakcie
jednoczesnego karmienia piersig, wptywa na zmiang zaréwno profilu mikrobioty jelit jak
I liczebnoS$ci poszczegodlnych bakterii w porownaniu z wytacznym karmieniem naturalnym

(136,137). Badania z zastosowaniem metod genetycznych wykazaty obecno$¢ zarowno

45



w mleku matki, jak i przewodzie pokarmowych noworodkéw karmionych piersig obecno$¢
tych samych bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz Bifidobacterium (138,139).
Przeprowadzono do tej pory szereg analiz, ktérych celem byto okreslenie, ktore bakterie
moga skolonizowac¢ jelita noworodka, w transmisji wertykalnej z mleka kobiecego
bezposrednio do jelit dziecka. W badaniach tych poréwnywano mikrobiote mleka
z probkami kalu noworodkow 1 wykazano, ze ograniczona liczba gatunkow
jak Bifidobacterium breve, B. longum, Staphylococcus epidermidis, S. hominis,
Lactobacillus fermentum, L. gasseri, L. plantarum, L. reuteri, L. salivarius, L. vaginalis
oraz Escherichia/Shigella spp. pokrywa si¢ miedzy probami (140). Bardzo istotne jest
takze ustalenie Zrodta pochodzenia i sposobu przenoszenia bakterii do mleka matki.
Skad biorag si¢ mikroorganizmy w gruczotach piersiowych, czy jest to przewod
pokarmowy, pochwa, a moze jama ustna dziecka? Dane te, pozostajag w dalszym ciggu do
zweryfikowania. Na ta chwile istnieja pewne hipotezy okreSlajace transmisje
mikroorganizméw do mleka kobiecego. Na pewno zmiany fizjologiczne w czasie cigzy
i po porodzie ulatwiajg migracj¢ bakterii do gruczotu sutkowego, w tym zmiany
hormonalne, ktore moga mie¢ wptyw na zwigkszong przepuszczalno$é jelit, co z kolei
utatwia wychwytywanie i przechodzenie bakterii. Dodatkowo, bakterie z przewodu
pokarmowego matki moga by¢ przechwytywane przez rézne komorki uktadu
odpornosciowego. Wzmozona migracja komorek immunologicznych do gruczotow
sutkowych moze stanowi¢ kolejny szlak prowadzacy do budowania swoistej mikrobioty
pokarmu kobiecego. Inna hipoteza mowi o dziataniu dwukierunkowym, kiedy mikrobiota
na skorze kobiety oraz mikrobiota jamy ustnej niemowlecia przyczyniaja si¢ do tworzenia
mikrobiomu mleka, tzw. strumien wsteczny (ang. retrograde flux) (141). Na pewno ten
szlak jest istotny w ustalaniu specyficznego profilu mikrobioty mleka nie mniej jednak, nie
jedyny. Bakterie z rodzaju Bifidobacterium to $ciste beztlenowce, a wigc mato
prawdopodobne jest, Zze sg one transportowane z ust dziecka na skore piersi. Jednakze, tej
mozliwosci nie mozna calkowicie wykluczy¢, poniewaz moze to by¢ zalezne od
konkretnego szczepu. Po drugie, w probkach siary pobranych jeszcze przed narodzeniem
dziecka, stwierdza si¢ juz obecno$¢ bakterii (141). Co wigcej, podczas doustnej podazy
probiotykow kobietom w okresie laktacji, z ich mleka mozna wyizolowac te same szczepy

probiotyczne co podawane doustnie (142).

Prebiotykiem w pokarmie matki sg liczne oligosacharydy mleka ludzkiego (HMOs,

ang. human milk oligosacharydes), promujgce rozwoéj prozdrowotnej mikrobioty jelitowej
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niemowlecia, w szczegolnosci rodzaju Bifidobacterium. Dodatkowo, poszczegdlne
oligosacharydy wchodza w bezposrednig interakcje z powierzchnig chorobotworczych
bakterii 1 uwaza si¢, ze hamujg wigzanie patogendow i toksyn z receptorami komorek
gospodarza. Wykazano, iz mleko ludzkie zawiera ok. 200 unikatowych HMOs (115).
Ich proporcje oraz st¢zenie ulegaja zmianom podczas laktacji oraz czasu zakonczenia
cigzy. Poziom HMO w poczatkowym pokarmie kobiet, ktére urodzily wczesniaki jest
znacznie wyzszy w poroOwnaniu z matkami, ktore urodzity o czasie (2,6 g/dl vs. 0,5-1 g/dl)
(143). Duza koncentracja i réznorodno$¢ strukturalna oligosacharydow w mleku jest
unikalng wlasciwos$cia ludzi. Stanowia one trzecia, co do ilo$ci grupg czasteczek obecnych
w mleku. Pod wzgledem budowy HMO to oligomery weglowodanowe, glikany, ktore
odporne sg na enzymy trawienne w przewodzie pokarmowym cztowieka. Sg pierwszymi
prebiotykami w jelicie grubym niemowlgcia, stanowigc idealng pozywke dla
prozdrowotnych bakterii sacharolitycznych (144). Co ciekawe, produkcja oligosacharydow
to bardzo duzy wydatek energetyczny dla organizmy matki, zwazywszy na fakt, ze nie
stanowiag one bezposrednio zadnej wartosci odzywczej dla noworodka. S3 natomiast
gléwnym pozywieniem dla bakterii jelitowych, a w konsekwencji posrednio wywieraja
dtugofalowy wplyw na zdrowie dziecka. Gldwna grupa bakterii rozktadajacych HMOs sa
gatunki Bifidobacterium, w tym np. Bifidobacterium longum subspecies infantis, ktore
poczatkowo stanowig dominujagca mikrobiot¢ u dzieci karmionych piersia 1 moga
odgrywac zasadnicza role w ksztattowaniu 1 zachowaniu zdrowia u noworodkow. Warto tu
zaznaczy¢, 1z w mleku matki wystepuja takze glikoproteiny, ktére moga by¢ rowniez
dodatkowym zZrodltem selektywnych substratow dla promocji wzrostu wspomnianych
bakterii (145). Bifidobacterium longum zawiera szereg genéw kodujacych glikozydazy,
czyli enzymy rozcinajace wigzania pomiedzy czasteczkami cukrow  prostych
w weglowodanach zlozonych, jak i btonowych czasteczek transportujacych, ktore nie sg
stwierdzane w innych gatunkach bakterii jak i samego czlowieka. W badaniu
przeprowadzonym przez Schell i wsp. (146) wykazano, ze genom B. longum NCC27
w ponad 8% stanowia geny zwigzane z metabolizmem oligosacharydow, a sekwencji
nukleotydowych dla samych tylko hydrolaz glikozydowych jest ponad 40. W warunkach
invitro wspomniany Bifidobacterium longum subspecies infantis wzrasta lepiej
w obecnosci HMOs niz inne szczepy bakterii, prezentujac dziatanie przeciwzapalne jak
| zmniejszajace przepuszczalno$c jelitowa (147). Co istotne, prebiotyki dodawane do

mieszanek mlekozastepczych dla niemowlat, r6znig si¢ strukturalnie od oligosacharydow
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wystepujacych naturalnie w mleku ludzkim, przez co nie sa w stanie nasladowaé szeregu
specyficznych wiasciwosci HMOs, ktore sg swoiste ze wzgledu na ich unikatowa strukture

(115).

Sktad mikrobioty mleka zmienia si¢ wraz z dojrzatosciag pokarmu podczas okresu laktacji
(148). Jest rowniez zalezny jest od wieku cigzowego oraz sposobu porodu (148,149).
W badaniu przeprowadzonym przez Khodayar-Pardo i wsp. (148) wykazano,
iz najliczniejszymi bakteriami w analizowanych probkach mleka byty bakterie z rodzaju
Lactobacillus, Streptococcus oraz Enterococcus. Poréwnano 96 probek mleka, zbieranych
cyklicznie od 32 zdrowych kobiet, w tym od 19 kobiet, ktore urodzity przedwczesnie,
13 ktére urodzity o czasie, 15 ktore urodzily fizjologicznie oraz 17 poprzez cigcie
cesarskie. Catkowita liczba bakterii jak i liczba rodzajow Bifidobacterium i Enterococcus
spp. zwigkszala si¢ w trakcie laktacji. Przez wszystkie analizowane fazy laktacji
w probkach pobranych od kobiet, ktore urodzily 0 czasie oraz tych ktore rodzity
fizjologicznie bakterie z rodzaju Bifidobacterium wykazywaty wyzszg liczebno$é, anizeli
w probkach mleka od matek, ktore urodzity przedwczesnie badz u ktorych porod odbyt si¢
poprzez CC. Ponadto, wyzszg liczebnos¢ bakterii odnotowano w siarze oraz mleku

przejsciowym w przypadku porodow poprzez cigcie cesarskie.

Weczesny mikrobiom dziecka po okresie wylacznego karmienia mlekiem i wprowadzeniu
pokarméw uzupetniajacych ulega zmianie, z mikroorganizmow utylizujacych mleczany na

mikroby wykorzystujace takze sktadniki pozywienia statego (150).
15.3.2. Ekspozycja na antybiotyki

Jak juz wspomniano powyzej, podaz antybiotyku ciezarnej wigze si¢, z zaburzeniami
profilu mikrobity jej dziecka. Nie mniej, negatywne konsekwencje wywiera takze podaz
antybiotyku samemu noworodkowi, szczegdlnie w poczatkowym okresie zycia, kiedy
rozpoczyna si¢ dopiero dynamiczny proces kolonizacji, CO ma znaczenie w aspekcie
ksztattowania uktadu immunologicznego. Wczesne stosowanie antybiotykéw moze mie¢

zatem swoje konsekwencje w przyszto$ci, W zakresie rozwoju chorob cywilizacyjnych.

W badaniu przeprowadzonym przez Tanaka i wsp. (151) oceniano wplyw wczesnej
ekspozycji na antybiotyki u noworodkéw, na sktad mikrobioty jelitowej. Analizg objeto

26 niemowlat, w tym osiemnascioro urodzonych fizjologicznie, bez podanych

48



antybiotykow, pigcioro leczonych antybiotykami o szerokim spektrum dzialania w ciggu
pierwszych 4 dni zycia oraz troje bez antybiotykoéw, urodzonych poprzez CC, ktérym
matkom podano dozylnie ten sam typ antybiotykow. Sktad mikrobioty jelitowej
analizowano codziennie przez pierwszych 5 dni Zzycia, a pozniej co miesigc przez
2 miesigce. Wykazano mniejsza réznorodnos¢ bakterii, w tym zredukowang liczbe
Bifidobacterium oraz wicksza liczb¢ Enterococcus w pierwszym tygodniu zycia u dzieci,
u ktorych podano antybiotyk w poréwnaniu do kontroli bez antybiotyku. Co wigcej,
po 1 miesigcu zycia, odsetek bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, byt znaczgco wyzszy
w grupie leczonej antybiotykami, anizeli w grupie kontrolnej. Dzieci z grupy urodzonej
przez CC, ktorych matki otrzymaty antybiotyk utrzymywaty podobne zmiany w profilu
mikrobioty do dzieci leczonych antybiotykami, cho¢ byly one stosunkowo stabsze.
Wskazuje to na fakt, iz weczesna podaz antybiotykow istotnie wpltywa na ksztaltowanie si¢

mikrobioty jelitowej noworodkow.

W innym badaniu oceniano wplyw podazy ampicyliny i gentamycyny w ciagu
pierwszych 48 godz. zycia noworodka. Probki stolca pod katem sktadu mikrobioty
analizowano w 4 1 8 tygodniu po =zakonczeniu leczenia. Do badania wiaczono
9 noworodkow z wdrozong antybiotykoterapia oraz 9 w grupie kontrolnej,
bez antybiotyku. Badanie wykazato, ze dzieci leczone antybiotykami 4 tygodnie
po zaprzestaniu leczenia wykazywaly znaczaco wyzszy odsetek Proteobacteria i znacznie
mniejsze proporcje Actinobacteria, a na poziomie rodzaju mniej Bifidobacterium,
jak réwniez Lactobacillus, anizeli nieleczone kontrole. Po 8 tygodniach od ostatniej dawki
antybiotyku, u dzieci leczonych w dalszym ciagu stwierdzono wyzszy poziom
Proteobacteria, z kolei odsetki Actinobacteria, Bifidobacterium i Lactobacillus byty juz
zblizone do probek kontrolnych (152). Zatem stosowanie ampicyliny i gentamycyny,
jak i innych antybiotykow, we wczesnym okresie zycia moze mie¢ znaczacy wplyw na
rozw0j mikrobioty niemowlat, a przez to dlugoterminowe konsekwencje dla zdrowia.
Wptyw wczesnej antybiotykoterapii na ryzyko otytosci oceniali Saari i wsp. (153).
W swym badaniu przebadali kohort¢ 6114 zdrowych chlopcow i1 5948 zdrowych
dziewczynek. Dokonano podstawowych pomiardw masy ciala oraz wzrostu w 24 miesigcu
zycia. Dzieci podzielono na te, ktdre otrzymywaly w swym Zyciu antybiotyki, oraz na
takie, ktore w ciggu dwoch lat nie mialy ekspozycji na leki przeciwbakteryjne. Wykazano,
iz dzieci przyjmujace antybiotykoterapi¢ w pierwszym okresie swego zycia, czyli wtedy,

kiedy ksztaltuje si¢ mikrobiota jelitowa, mialy wyzsza mas¢ ciala niz dzieci nie
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przyjmujace antybiotykow. Zalezno$¢ ta byla widoczna zarowno u dziewczynek jak
I chtopcow. Korelacja byta najwigksza, kiedy dziecko przyjmowato makrolidy przed
6. miesigcem zycia oraz kiedy kurséw antybiotykowych bylo wiecej niz jeden. Nie
stwierdzono takich zalezno$ci dla wzrostu w badanych grupach. Badacze wnioskujg wiec,
iz antybiotykoterapia przed 6. miesigcem zycia, jak rowniez jej powtarzalno$é
w pierwszych dwoch latach zycia dziecka moze by¢ czynnikiem rozwoju otytosci u dzieci.
Podobne wyniki uzyskal zespot Azad i wsp. (154), ktérzy oceniali wpltyw
antybiotykoterapii w pierwszym roku zycia na nadwagg oraz otylo$¢ brzuszng u dzieci
w wieku 7 19 lat. Badacze wykazali, iz niemowleta, ktore otrzymywaty antybiotykoterapie
w przeciggu pierwszego roku zycia byly bardziej narazone na nadwage w wieku 9 lat
oraz otytos¢ brzuszna w wieku 12 lat. Zalezno$¢ ta dotyczyta wytacznie chtopcow, nie
wykazano istotno$ci statystycznej dla grupy dziewczynek. Co ciekawe w innym badaniu,
oceniajacym kohorte 979 dzieci, okre$lano wplyw wczesnej podazy antybiotykow
na nadmiern¢ masg¢ ciata w wieku 10 lat. Uzyskano ciekawe wyniki, ktore mowity o tym,
iz dzieci, ktore otrzymaty jednorazowo antybiotyk przed 6 miesigcem zycia, w poroOwnaniu
z dzieémi, ktére nie dostaly w tym czasie leczenia, byly narazone na wyzszg mas¢ ciata
oraz wyzszy wzrost. Ekspozycja na dwa lub wigcej antybiotykéw w przeciagu drugiego
roku zycia takze wykazywaly wigksza mas¢ ciata i wyzszy wzrost. Co istotne,
nie wykazano takich korelacji, kiedy antybiotyki byly podawane w pdzniejszym okresie
zycia dziecka. Dane te wskazuja, na istotny udzial pierwszych lat Zycia dziecka
w dhugofalowym programowaniu zdrowia czlowieka (155). Z kolei Korpela i wsp. (156)
poréwnywali BMI dzieci w wieku 5-6 lat, z profilem mikrobioty jelitowej oraz historig
ekspozycji na antybiotyki w dwoch populacjach, holenderskiej i finskiej. Liczba bakterii
z rodzaju Streptococcus pozytywnie korelowata z BMI, a z kolei liczba Bifidobacterium
korelowata negatywnie. Zalezno$¢ ta byta szczegélnie widoczna u dzieci, ktore
otrzymywaty w przesztoSci antybiotyki. Badacze postuluja, 1z mikrobiota jelitowa
niemowlat moze by¢ parametrem predykcyjnym dla pdzniejszego BMI 1 moze stuzy¢ jako

wczesny wskaznik ryzyka otylosci.
1.5.3.3.  Srodowisko i styl Zycia

W réznych czesciach $wiata odmienna jest dieta, jak i styl zycia. Srodowisko
w jakim zyjemy, pozywienie ktore jemy oraz otoczenie beda miaty olbrzymie znaczenie
dla sktadu naszych mikroorganizméw jelitowych, takze w poczatkowym okresie zycia.
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Fallani i wsp. (157) postanowili oceni¢ wptyw polozenia geograficznego na mikrobiote
jelitowa u 6. tygodniowych niemowlat, w 5 roéznych, europejskich krajach: Szwecji,
Szkocji, Niemczech, Wtoszech i Hiszpanii. Przebadano 606 dzieci. U wszystkich badanych
niemowlat dominujgcym rodzajem bakterii byt Bifidobacterium (40%), nast¢pnie
Bacteroides (11,4%) oraz rodzina Enterobacteriaceae (7,5%). Niemowleta urodzone
w krajach Europy Potnocnej charakteryzowaly si¢ wyzszym odsetkiem Bifidobacterium,
podczas gdy mikrobiota dzieci z krajow Europy Potudniowej, byta bardziej zr6znicowana.
Co wigcej, oceniano takze inne czynniki i wykazano, ze dzieci karmione piersig miaty
wyzszy odsetek Bifidobacterium, a te karmione mieszankami charakteryzowaty si¢ wyzsza
liczbg Bacteroides, Clostridium oraz Lactobacillus. Noworodki urodzone poprzez CC,
lubte, ktorych matki otrzymywaty antybiotyk, wykazywaly nizszy udzial Bacteroides
oraz Atopobium.

Nie tylko miejsce zamieszkania, ale takze najblizsze otoczenie determinuje sktad
mikrobioty jelitowej. Dzieci, ktore majg starsze rodzenstwo majg bardziej zré6znicowang
mikrobiote, niz te ktore sa jedynakami. Wykazano, ze mikrobiota jelitowa jedynakow jest
ubozsza pod wzglgdem liczebnosci Bifidobacterium w pierwszym miesigcu zycia, anizeli
dzieci posiadajacych rodzenstwo (158). Pokuszono si¢ takze o analize¢ wplywu zwierzat
domowych i rodzenstwa na mikrobiotg jelitowa niemowlat. W badaniu przeprowadzonym
przez Azad i wsp. (159) przeanalizowano 24 niemowlgta, w wieku 3-4 miesiecy, w tym
15 miato zaréwno rodzenstwo, jak rowniez przynajmniej jednego psa lub kota. Wykazano
wigksza biordznorodno$¢ mikrobioty jelitowej u dzieci wychowujacych —sig
ze zwierzetami. Inne, bardzo duze badanie przeprowadzone na ponad milionie dzieci,
w wieku przedszkolnym i szkolnym, urodzonych w Szwecji w latach 2001-2010, oceniato
wpltyw zwierzat domowych i hodowlanych na ryzyko wystapienia astmy. Badacze
wykazali, iz dzieci w wieku szkolnym, ktore wychowywaly si¢ z psem miaty o 13%
mniejsze ryzyko wystgpienia astmy, anizeli ich rowiesnicy nie posiadajacy psow. Kontakt
dzieci ze zwierz¢tami hodowlanymi, zarowno w wieku przedszkolnym, jak i szkolnym
takze obnizal ryzyko wystgpienia astmy (160). Z kolei, Thorsteinsdottir i wsp. (161)
wykazali, iZ obecno$¢ psa w domu zmniejsza ryzyko wystapienia atopowego zapalenia
skory u dzieci w wieku 3 lat. Natomiast Wernroth i wsp. (162) nie wykazali korelacji
wczesnej ekspozycji na obecnos$¢ psa, a ryzykiem wystgpienia cukrzycy typu 1 u dzieci.

Warto w tym miejscu przytoczy¢ takze prace Wu i wsp. (163). Badacze na duzej

kohorcie dzieci (n=136 098) przeanalizowali matczyne i noworodkowe czynniki ryzyka
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wystapienia astmy, jak zakazenia ukladu moczowego u matki w czasie ciazy i przebyte
w zwigzku z tym antybiotykoterapie, kolonizacj¢ Streptococcus agalactiae, sposob porodu,
podaz antybiotykéw noworodkowi, oraz starsze rodzenstwo w domu. Wykazano, iz ryzyko
astmy zwigksza si¢ o$miokrotnie u dzieci, w wicku 4,5-6 lat, kiedy dziecko urodzito si¢
przez cigcie cesarskie, kiedy byla stosowana antybiotykoterapia u dziecka, oraz u matki
oraz kiedy dziecko bylo jedynakiem.

Potwierdza to zalezno$ci wynikajgce z tzw. teorii higieniczno$ci Strachana, gdzie model
rodziny z jednym dzieckiem jest czynnikiem zaktocajacym mikrobiote jelitowa z uwagi na
mniejszg ekspozycj¢ antygenowa w najblizszym otoczeniu. W 1989 r. David Strachan
w populacji brytyjskiej zaobserwowat, odwrotng korelacje miedzy liczebnoscig rodziny,
aepizodami kataru siennego. Strachan, ktéry zapoczatkowal hipoteze higieniczna,
zaproponowat, ze wzrost odsetka chordb alergicznych, wynika z coraz lepszych warunkéw
sanitarnych i1 zmniejszonego narazenia na czynniki infekcyjne (164). Niewatpliwie
w rodzinach wielodzietnych, wystepuje wigksza ekspozycja na czynniki mikrobiologiczne,

ktore stymulujac uktad immunologiczny.
1.6. Zaburzenia mikrobioty a NEC

Jednym z najpowazniejszych powiklan wcze$niactwa jest martwicze zapalenie jelit
noworodkow (ang. necrotizing enterocolitis, NEC). Jest to jedna z najpowazniejszych
chorob uktadu pokarmowego, gltéwnie w grupie wczesniakow, obarczona wysokim
odsetkiem $miertelnosci. Ryzyko wystgpienia NEC jest odwrotnie proporcjonalne do
wieku cigzowego 1 urodzeniowej masy ciala. Wystepuje u 4-6% noworodkow
przedwczesnie urodzonych z bardzo matg masa ciata (<1500 g) i u 9-14% wczesSniakoéw
z ekstremalnie matag masg ciata (<1000 g) (133,165,166,167,168). Bardzo powazne sg
takze powiktania NEC jak: pdzna sepsa, przedtuzone zywienie parenteralne, interwencje
chirurgiczne, zaburzenia neurorozwojowe, zaburzenia wzrostu oraz zespot krotkiego jelita
(133,165,166,169,170). Patogeneza choroby jest wieloczynnikowa, do tej pory nie udato
si¢ zidentyfikowac jednego gldwnego czynnika ryzyka wystgpienia NEC. Z tego wzgledu
NEC w dalszym ciggu, jest bardzo istotnym problemem epidemiologicznym i stanowi
olbrzymie wyzwanie dla neonatologdw. Wystgpieniu choroby sprzyjaja: wczesniactwo,
mata urodzeniowa masa ciata, niedojrzalo$¢ ukladu pokarmowego, niedotlenienie
i niedokrwienie ptodu, transfuzja wymienna krwi, stosowanie inhibitorow pompy
protonowej, karmienie mieszankami mlekozastgpczymi, oraz coraz czesciej raportowane
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zaburzenia fizjologicznej mikrobioty jelitowej (171,172,173). Nadal brakuje jednak,
jednoznacznych markeréw laboratoryjnych, ktore poprzedzaly by wystapienie choroby.
Dysbioza jelitowa, czyli zaburzenia w mikrobiocie jelitowej, stanowi istotny element
patogenezy NEC. W takim przypadku mamy do czynienia ze zmianami w funkcjonowaniu
bariery jelitowej, czyli rozszczelnienie tight junctions, zaburzenia mikrokrazenia,
co W konsekwencji prowadzi do zwickszonej przepuszczalnosci jelit (172). Jednakze
i wtym przypadku nie udato si¢ stwierdzi¢ jednego rodzaju bakterii badz grup bakterii,
ktore bylyby czynnikiem predykcyjnym choroby (174). Badacze aktualnie przyjmujg
stanowisko, iz sg to catoSciowe zmiany w profilu mikrobioty jelitowej w tej grupie dzieci.
Co istotne NEC nigdy nie wystepuje w sterylnym $rodowisku (175,176), co potwierdza

udzial czynnika mikrobiologicznego w patogenezie choroby.

W badaniu przeprowadzonym przez Warner i wsp. (177) porownywano mikrobiote
wczesniakow, z bardzo mala masg ciata (<1500 g), U noworodkéw ktdre rozwingty stopien
I1i 1l NEC, a dopasowanymi do nich kontrolami, bez choroby. Wykazano, iz mikrobiota
jelitowa migdzy badanymi grupami r6zni si¢ znaczgco. Rozwinigcie NEC byto pozytywnie
skorelowane z Gammaproteobacteria, i odwrotnie skorelowane z obecnoscig
bezwzglednie beztlenowych bakterii, szczegolnie Negativicutes. Z kolei, Ward i wsp. (178)
skorelowali obecnos¢ uropatogennej E. coli (ang. uropathogenic E. coli, UPEC)
z ryzykiem wystapienia NEC i pozniejsza sSmiertelnoscig. Zespot badawczy Heida i wsp.
(179) poszukiwat z kolei, markera prognostycznego wystgpienia NEC u noworodkow
z grupy wysokiego ryzyka. Z wilaczonych do badan dzieci, 11 przypadkdéw rozwingto
chorobg, a 22 pacjentow nie. Probki stolca pobierano poczawszy od smotki, a nastgpnie
dwa razy w tygodniu az do rozwinigcia NEC. Do koncowej analizy wzieto pod uwage
probki smotki oraz dwie ostatnie probki stolca przed rozwinigciem choroby. Obecno$c
i liczebnos¢ Clostridium perfringens (8,4%) i Bacteroides dorei (0,9%) w smotce byla
wieksza u noworodkéw, u ktorych rozwingt si¢ NEC w poréwnaniu z grupa kontrolna.
W pozniejszych probkach stolca obecno$¢ gronkowcow negatywnie wigzala sig
z rozwojem NEC, a Clostridium perfringens nadal dominowat liczebnie w przypadkach,
w ktorych wystgpito NEC. W badaniu przeprowadzonym przez Cassir i wsp. (180),
badacze porownali mikrobiote jelitowa 15 dzieci, ktére rozwinglty NEC, oraz 15 kontroli,
Z 4 niezaleznych geograficznie oddziatéw intensywnej terapii noworodkow. Dowiedziono,
iz gatunek Clostridium butyricum byt istotnie zwigzany z wystgpieniem NEC. Co wigcej,

supernatanty uzyskane ze szczepow C. butyricum, pacjentow z NEC wykazywaly znaczaca
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aktywnosc¢ cytotoksyczng i we wszystkich analizowanych probkach stwierdzono obecno$é¢
genu toksyny p-hemolizyny. Badacze wskazuja na prawdopodobny mechanizm
toksynotworczy, zwigzany z konkretnymi szczepami bakteryjnymi, zaangazowanymi
w patogenez¢ NEC. W analizie przeprowadzonej przez Mai i wsp. (181) poréwnano
réznorodno$¢ mikrobioty jelitowej u wczesniakéw (<32 tydzien cigzy lub masa ciata
<1250g), w tym 9 przypadkéw ktore rozwingly NEC i 9 zdrowych kontroli. Probki
pobierano poczawszy od smoiki, a nastepnie co tydzien, az do wypisu ze szpitala. Profil
mikrobioty réznit si¢ migdzy badanymi grupami, w probkach zebranych tydzien przed
wystapieniem choroby, ale juz nie <72 godziny przed diagnoza NEC. Wykazano wzrost
Proteobacteria i zmniejszenie liczby Firmicutes w przypadkach, w ktorych wystapito
NEC. Z poczynionych obserwacji wynika, iz nieprawidtlowe wzorce mikrobioty moga
przyczynia¢ si¢ do wystapienia NEC. Inni badacze takze raportuja korelacj¢ mig¢dzy
dysbioza jelitowa, a ryzykiem wystgpienia NEC (182,183,184,185,186,187).

Prawidlowa mikrobiota jelitowa jest zatem bardzo wazna dla zachowania homeostazy
srodowiska jelit. Bakterie jelitowe majga zdolno$¢ do hamowania odpowiedzi zapalnej
poprzez zwigkszenie produkcji IkB, inhibitora prozapalnego biatka NF-kB. Dzi¢ki temu
nie dochodzi do odpowiedzi zapalnej ze strony jelit, a co za tym idzie ich uszkodzenia.
U noworodkow zaobserwowano tez zmniejszong ekspresje biatka IRAK1 (ang. IL-1
receptor-associated kinase 1), ktore pelni wazng rolg w indukcji syntezy NF-xB,
wywotanego aktywacjg receptora TLR-4. Postuluje si¢, ze mechanizm ten, we wczesnym
etapie kolonizacji chroni organizmu noworodka przed nadmierng odpowiedzig zapalna,

ktora moze prowadzi¢ do groznych nastepstw, jakim jest np. NEC (62).

U wczesniakow rekomenduje si¢, w miar¢ mozliwosci, jak najwczesniejsze wprowadzenie
zywienia enteralnego pokarmem matki oraz tzw. ‘priming’ kolonizacji przewodu
pokarmowego, czyli pegdzlowanie jamy ustnej noworodka mlekiem matki, w celu
promowania wzrostu prozdrowotnej mikrobioty jelitowej. Poza korzystnymi bakteriami
oraz prebiotykami, ktore ksztattuja optymalng kolonizacj¢ bakteryjng jelit noworodka,
mleko matki zawiera takze przeciwzapalng IL-10 oraz rozpuszczalng forme¢ receptora
TLR-2, ktéry hamuje odpowiedZ zapalng wyzwalang poprzez stymulacj¢ receptoréw TLR-
2 (62). Z uwagi na fakt, iz karmienie wcze$niakow mieszankami mlekozastgpczymi jest
jednym z czynnikow ryzyka wystgpienia NEC, wprowadzenie pokarmu kobiecego jest
kluczowe. W przypadku niemozno$ci dostarczenia pokarmu przez matke, pokarmem
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Zz wyboru powinno by¢ pasteryzowane mleko kobiece dostarczane z bankéw mleka,

co korzystnie wplywa na zdrowie wcze$niaka (188).
1.7. Probiotyki

Definicja ‘probiotykéw’ ustalona w 2001 r. przez mig¢dzynarodowych ekspertow
Organizacji Narodéw Zjednoczonych Do Spraw Zywnoséci i Rolnictwa (ang. Food
and Agriculture Organization of the United Nations, FAO) i Swiatowej Organizacji
Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) opisuje probiotyk jako: ZzZywe
mikroorganizmy, ktore podane w odpowiedniej ilosci wywierajq korzystny wplyw
na zdrowie gospodarza (189). Do probiotykow zalicza si¢ bakterie kwasu mlekowego
z rodzaju Lactobacillus oraz Bifidobacterium, jak i niepatogenne grzyby drozdzopodobne
Saccharomyces boulardii. W 2002 r. grupa robocza FAO/WHO opracowata dodatkowo
wytyczne dla naukowcow, organdow regulacyjnych oraz przemystu majace pomoc
w interpretacji i egzekwowaniu tej definicji (189). Po ponad dekadzie, w celu
zaktualizowania wiedzy, przepisOw i unormowan dotyczacych dziedziny probiotykow,
Migdzynarodowe Stowarzyszenie Naukowe ds. Probiotykéw 1 Prebiotykow
(ang. International  Scientific Association for Probiotics and Prebiotics, ISAPP),
23 pazdziernika 2013 r. powolalo panel ekspertow skladajacy si¢ z klinicystow
i naukowcow specjalizujacych sie¢ w tym obszarze (gastroenterologdéw, pediatrow, lekarzy
medycyny  rodzinnej,  mikrobiologow, immunologéw, specjalistow  genetyki
drobnoustrojow oraz specjalistow ds. zywienia) (190). Obowigzujaca od 2001 r. definicja
zostata podtrzymana i uznana w dalszym ciggu za wilasciwa, z matg tylko modyfikacja
gramatyczng nie wptywajaca na znaczenie tresci. Biorac pod uwage najnowsza wiedzg
I aktualne zastosowanie probiotykdw, na panelu tym, doprecyzowano istotne niespojnosci
w wytycznych opracowanych wczes$niej przez grupe roboczag FAO/WHO, dla
poszczegdlnych grup zainteresowanych dziedzing probiotykow tj. naukowcow,
konsumentow, jednostek zwiazanych z przemystem oraz organdéw regulujacych. Wszystkie
te regulacje sg szczegdlnie istotne w aspekcie nieustannie rosngcego zainteresowania
nad zastosowaniem szczepOw probiotycznych. Zasadne sg takie wytyczne, aby ich
respektowanie byto jednoznaczne i nie wprowadzalo konsumenta w btad. Problematyczne
jest bowiem czeste naduzywanie terminu probiotyk przez producentow, a wiele produktow
wykorzystujacych ten termin nie spelnia wymaganych kryteriow. Bardzo istotne sa
odpowiednie regulacje, szczegélniec w obrgbie najbardziej wrazliwych grup, w tym
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oddziatow neonatologicznych i zastosowania probiotykéw u noworodkdéw przedwcze$nie
urodzonych.
Nie ma jednego wspolnego mechanizmu oddzialywania na cztowieka dla wszystkich
szczepOw probiotycznych. Panel dyskusyjny ISAPP zgodzit si¢, ze niektére funkcje moga
by¢ przypisywane probiotykom jako populacji ogdlnej, ale wiasciwosci te odnosza si¢
wtedy do szczepdéw bardzo dobrze przebadanych, dostarczanych w dawce funkcjonalnej
jako zywnos$¢ badz suplementy, natomiast nie do szczepodw stosowanych jako leki.
Na podstawie dostepnej, aktualnej literatury podsumowano, ze mechanizm dziatania
probiotykdw mozna podzieli¢ na 3 zasadnicze grupy: powszechne, czeste 1 rzadkie.
Powszechne mechanizmy dziatania, wspdlne dla wielu rodzajow probiotykow
(np. Lactobacillus, Bifidobacterium) obejmuja:

*  Ochrong przed kolonizacja,

*  Wytwarzanie SCFA,

*  Wplyw na pasaz jelitowy,

» Stabilizacj¢/normalizacj¢ mikrobioty jelitowej,

*  Wplyw na zwigkszong wymiang enterocytow,

* Konkurencj¢ z patogenami.
Czgste mechanizmy dzialania, wspdlne dla poszczeg6lnych gatunkow bakterii to:

*  Wytwarzanie witamin,

Stabilizacja bariery jelitowej,
* Bezposredni antagonizm,
*  Metabolizm soli kwaséw zotciowych,
* Aktywnos$¢ enzymatyczna,
* Neutralizacja karcinogenow.
Rzadkie mechanizmy dziatania, swoiste dla konkretnych szczepow bakterii to:
* Modulacja odpowiedzi immunologicznej,
*  Wytwarzanie specyficznych substancji bioaktywnych,

* Dzialanie endokrynne i neurogenne.
Okreslono, ze minimalna dzienna dawka probiotyku jako dodatku do zywnosci

czy suplementu wynosi nie mniej niz 1x10° cfu (190). W celach terapeutycznych nie

mozna jednak poda¢ ogdlnych zasad dawkowania probiotykow. Uzasadnione wydaje si¢
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by¢ stosowanie takiej dawki, ktora w badaniu klinicznym przeprowadzonym u ludzi,
z okreslonym szczepem probiotycznym, wykazata korzystny efekt zdrowotny.

Bardzo istotnym aspektem jest szczepozalezno$¢ probiotykdéw, ktora oznacza,
ze dane funkcje sg swoiste dla konkretnego szczepu bakterii i nie mozna ich ekstrapolowaé
na inne szczepy nalezace do tego samego gatunku, czy nawet blisko spokrewnione.
Dotyczy to zaro6wno cech pozytywnych jak i negatywnych. Kazdy szczep wymaga
oddzielnych badan w celu okre$lenia jego wlasciwosci i mechanizméw dziatania, a przede
wszystkim skutecznosci w Scisle okreslonej sytuacji klinicznej. Uzyskane wyniki badan
przeprowadzone z danym szczepem badz szczepami probiotycznymi nie moga shuzy¢ jako
dowdd skutecznosci innych, nie poddanych analizom szczepdéw. To samo dotyczy takze
stosowanej dawki. Zatem istotng kwestig jest odpowiednia identyfikacja taksonomiczna
drobnoustrojéw, do rodzaju, gatunku i szczepu oraz nazwy i1 numeru zbioru, w ktorym
szczep jest przechowywany, np. Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 (191).

W dziedzinie neonatologii i pediatrii szczegodlne zainteresowanie probiotykami
wystepuje w aspekcie zastosowania ich w celu prewencji NEC, zakazef, w tym sepsy
oraz zmniejszenia odsetka $miertelnos$ci. Ponadto, drugorzedowymi korzy$ciami moze by¢
skrocenie czasu zywienia pozajelitowego, szybszy przyrost masy ciala oraz skrécenie
ogblnego czasu hospitalizacji. Dodatkowo, inne problemy pediatryczne, ktorych mozna by
unikngé stosujac wczesnie probiotyki to redukcja ryzyka wystgpienia alergii, kolki
niemowlgcej, badz aspekty dtugofalowe jak autyzm, cukrzyca, i choroby cywilizacyjne.

W aspekcie NEC przeprowadzono szereg badan z zastosowaniem probiotykow,
celem zapobiezenia wystgpieniu choroby. Pomimo licznych analiz nie udalo si¢ nadal
zdefiniowa¢ jednego konkretnego szczepu probiotycznego, bedacego skutecznym
w redukcji ryzyka NEC. Nie mniej jednak wiele pojedynczych badan, z zastosowaniem
roznych szczepow wskazuje na mozliwos¢ zastosowania probiotykéw jako grupy
W obnizeniu ryzyka wystgpienia choroby (188). Probiotyki zawierajace Bifidobacterium
infantis zmniejszajg ryzyko martwiczego zapalenia jelit u wczesniakow. Sposrod
randomizowanych, kontrolowanych badan probiotykow u wezesniakdéw, szes¢ obejmowato
podawanie samego B. infantis w monoterapii lub w skojarzeniu; pi¢¢ z tych badan
wykazalo zmniejszong czgsto$¢  wystepowania NEC w grupie probiotycznej
(192,193,194,195,196,197). Z kolei, metaanaliza badan dotyczacych podawania innego
szczepu Bifidobacterium tj. B. lactis wcze$niakom, nie wykazala zmniejszenia czestosci

wystepowania NEC (198). Celem przegladu systematycznego oraz metaanalizy,
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przeprowadzonej przez Aceti i wsp. (199) byta ocena wptywu probiotykow na profilaktyke
NEC u wczesniakdw, ze szczegdlnym uwzglednieniem konkretnych szczepéw, ich sity
dziatania oraz oceny populacji wysokiego ryzyka. W pracy wykazano, ze probiotyki jako
grupa zapobiegaly wystgpieniu NEC u wcze$niakow. Sub-metaanalizy dla specyficznych
szczepow, wykazaty, ze najlepszy efekt terapeutyczny w przypadku NEC, otrzymuje si¢
z zastosowaniem bakterii probiotycznych z rodzaju Bifidobcaterium, badz preparatow
wieloszczepowych (zawierajacych kilka roznych szczepow probiotykow). W ocenianych
w analizie pracach, wykazano, iz probiotyki zapobiegaty NEC u niemowlgt o bardzo matej
masie urodzeniowej, natomiast nie bylo wystarczajacych danych dla niemowlat
0 ekstremalnie malej masie urodzeniowej. Konkluzja wynikajaca z pracy bylo,
1z probiotyki wywieraja ogolny wpltyw prewencyjny na wystapienie NEC u wczesniakow.
Jednak wcigz nie ma wystarczajacych danych na temat konkretnego Szczepu
probiotycznego, ktory powinien by¢ stosowany, oraz wptywu probiotykow na populacje
wysokiego ryzyka, w tym noworodki o skrajnie malej masie urodzeniowe;j.

W przegladzie Cochrane z 2014 r. poréwnywano skuteczno$¢ 1 bezpieczenstwo
profilaktycznego podawania probiotykow, w poréwnaniu z placebo lub brakiem leczenia
w profilaktyce cig¢zkiej postaci NEC lub sepsy, lub obu jednostek chorobowych,
U wezesniakow <37 tygodnia cigzy i/lub masie urodzeniowej <2500 g. Wlaczone do
metaanalizy prace, wykazaly, ze doustna suplementacja probiotykami znaczaco
zmniejszyla czesto$¢ wystepowania cigzkiego NEC (stopien II lub III) i $miertelnos¢.
Nie wykazano zmniejszenia posocznicy szpitalnej. OceniajaC  bezpieczenstwo,
dowiedziono, iz w zadnym z badan nie wykazano ogo6lnoustrojowej infekcji wywolanej
podawanymi szczepami probiotycznymi. Stwierdzono, ze skuteczne w ocenianych
punktach koncowych byty preparaty probiotyczne zawierajace albo pojedyncze szczepy
bakterii z rodzaju Lactobacillus, albo w potaczeniu z Bifidobacterium (200). Inne badania
poréwnawcze, takze potwierdzaja, ze probiotyki jako grupa wykazujg dziatanie
prewencyjne w stosunku do NEC i/lub $miertelnosci wcezesniakow (201,202),
badz wczesniej wymienionych oraz sepsy (203,204) lub samej sepsy (205),
oraz potwierdzaja bezpieczenstwo stosowania.

Poniewaz, w prezentowanych analizach, rézne szczepy wykazywaly zroznicowane
dzialanie sugeruje si¢, ze zastosowanie kilku szczepéw moze by¢ najbardziej efektywne.
Pomimo raportowanego pozytywnego wplywu probiotykdw na mikrobiot¢ wczesniakow,

a co za tym idzie prewencj¢ NEC, nie opracowano jednak do tej pory jednolitego schematu
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postepowania terapeutycznego odno$nie preparatow probiotycznych. Postuluje si¢ zatem,
przeprowadzenie dalszych badan poréwnawczych majacych na celu okreslenie procedur
przygotowania, czasu wprowadzenia oraz dlugosci terapii probiotycznej (206).
Opracowane przez Parker i wsp. zalecenia, méwiag o tym jak ogdlnic wprowadzaé
probiotyki u wczesniakow (207). Przy stabilnym stanie klinicznym noworodka
I wprowadzeniu zywienia enteralnego proponuje si¢ podawa¢ L. rhamnosus GG,
L. acidophilus, B. infantis, B. bifidum, L. casei w dawce 0.056-6 x 10’-10° cfu/dzien przez
4-6 tygodni, do osiggniecia wieku 36. tygodnia skorygowanego zycia postkoncepcyjnego
lub wypisu ze szpitala. Podobne zalecenia opracowat Deshpande, wraz ze swoja grupa
badawczg (206). Bazujac na doniesieniach naukowych na przestrzeni lat 1966-2010,
badacze proponuja ponizszy schemat: wprowadzajac zywienie enteralne (najlepiej
W pierwszym tygodniu zycia) rozpoczaé suplementacje probiotycznym szczepami
Lactobacillus i Bifidobacteriun w dziennej dawce 3 x 10° cfu, a w przypadku noworodkow
ze skrajnie mata masa urodzeniowa 1,5 x 10° cfu. Suplementacja ta powinna trwaé
do osiaggnigcia 35. tygodnia skorygowanego zycia postkoncepcyjnego lub wypisu dziecka
ze szpitala.

Z uwagi na coraz liczniejsze w dzisiejszych czasach przypadki alergii, w tej kwestii
réwniez rozwaza si¢ podaz probiotykow celem prewencji wystapienia objawoéw choroby.
W randomizowanym, kontrolowanym placebo badaniu, przeprowadzonym przez
Kalliomaki i wsp. (208) oceniano wplyw prenatalnej i postanatalnej suplementacji
probiotykiem, na ryzyko wystapienia objawow alergii u dzieci obcigzonych w wywiadzie
wypryskiem atopowym, alergicznym niezytem nosa lub astmg. Podaz probiotyku
(Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103) prowadzono w okresie prenatalnym (4 tygodnie
przed planowanym terminem porodu) u matki, a nastepnie kontynuowano suplementacje
przez 6 miesigcy po porodzie u dziecka. Dowiedziono, ze w grupie otrzymujacej probiotyk
w 2. r.z. wyprysk atopowy wystepowal dwukrotnie rzadziej, pomimo predyspozycji
genetycznej, anizeli w grupie otrzymujacej placebo. Badanie to wydtuzono o follow-up
I wykazano, ze u dzieci z grupy otrzymujacej probiotyk, w wieku 4 oraz 7 lat, caty czas
odnotowywano redukcje wystepowania wyprysku atopowego w poréownaniu do grupy
otrzymujgcej placebo (81,209).

Aktualne stanowisko Swiatowej Organizacji ds. Alergii (ang. World Allergy
Organization, WAO) z 2015 r. méwi o korzysci netto, ze stosowania probiotykow w celu

redukcji ryzyka wystapienia wyprysku (atopowego zapalenia skory), ale nie innych
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objawow alergii (210). W dokumencie tym, wspomina si¢ o 3 przypadkach, w ktérych
rozwazyc¢ nalezy podaz probiotykow:

Wskazanie 1: u kobiet w cigzy z wysokim ryzykiem wystgpienia alergii u dzieci.
(zalecenia warunkowe, bardzo niska jako$¢ danych).

Wskazanie 2: u kobiet karmigcych piersig niemowleta o wysokim ryzyku rozwoju alergii.
(zalecenia warunkowe, bardzo niska jako$¢ danych).

Wskazanie 3: u niemowlat z wysokim ryzykiem rozwoju alergii. (zalecenia warunkowe,
bardzo niska jako$¢ danych).

Istotnym problemem dla rodzicéw jest takze kolka niemowleca i mozliwosci jej
tagodzenia. W przegladzie systematycznym, oceniajacym 17 badan z zastosowaniem
probiotykéw w tagodzeniu objawow kolki wykazano, iz podaz szczepu Lactobacillus
reuteri DSM 17928, w dawce 1x108, przez 3-4 tygodni, jest bardziej skuteczna w redukcji
objawow, anizeli placebo (211).

Dla potwierdzenia danych na temat szczepozaleznosci probiotykéw 1 koniecznosci
zastosowania ich, tylko i wylacznie zgodnie z danymi uzyskanymi w badaniach
klinicznych, warto przytoczy¢ tu prace Rojas i wsp. (212), ktorzy oceniali wplyw
Lactobacillus reuteri DSM 17928 na redukcj¢ $miertelnosci oraz zakazen szpitalnych
U wczesniakow. Do badania wlaczono 750 noworodkéw, z urodzeniowa masg ciala
<2000g. Wykazano, iz zastosowanie szczepu probiotycznego nie wplyngto istotnie,
na oceniane przez badaczy pierwszorzgdowe punkty koncowe tj. zgon lub zakazenie
szpitalne. Wykazano, jednak trend w kierunku nizszego odsetka zapalenia ptuc (p=0,06)
oraz nieistotne statystycznie zmniejszenie o 40% martwiczego zapalenia jelit noworodkow
(2,4% vs. 4,0%; p=0,23) w grupie przyjmujacej probiotyki. Powyzsze dane wskazuja,
izszczep Lactobacillus reuteri DSM 17928, pomimo pozytywnego dziatania
prewencyjnego w przypadku kolki niemowlecej nie powinien by¢ stosowany jako
probiotyk stosowany na oddziatach intensywnej terapii noworodka celem zmniejszenia
$miertelnos$ci oraz zakazen szpitalnych. Oczywiscie dane te powinny by¢ potwierdzone
wieksza ilo$cig badan klinicznych.

Pomimo wielu pozytywnych badan z zastosowaniem probiotykow nasuwa si¢ jednak
szereg pytan, w tym czy i1 jak stosowa probiotyki u noworodkow, a zwlaszcza
u wczesniakow? W jakich wskazaniach je podawaé oraz jakie zastosowac $rodki

ostroznosci. Ostateczna decyzja w dalszym ciggu nalezy do kierownika oddziatu
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noworodkowego oraz indywidualnych decyzji lekarzy specjalistow, w tym pediatrow
I neonatologow.

W najnowszym dokumencie z 2018 r., panel ekspertow powotany przez Europejskie
Stowarzyszenie Pediatryczne (ang. European Paediatric Association) podsumowat
wytyczne oraz zalecenia dotyczace stosowania probiotykow w opiece zdrowotnej dla
dzieci. Zespo6t stwierdzit, ze konkretne szczepy probiotyczne sa skuteczne w zapobieganiu
biegunkom poantybiotykowych oraz szpitalnym, leczeniu wirusowego zakazenia
przewodu pokarmowego oraz kolki, u niemowlat karmionych piersig. Jednakze nalezy
zachowac szczego6lng ostroznos¢ w przypadku wcezesniakow, pacjentow z uposledzeniem
odporno$cig 1 pacjentow krytycznie chorych z cewnikami zyl centralnych, chorobg

zastawek serca i zespotem krotkiego jelita (213).
1.8. Prebiotyki

Prebiotyki to sktadniki zywnosci nie podlegajace trawieniu przez nasze enzymy
jelitowe (np. fruktooligosacharydy, oligosacharydy, inulina, skrobia oporna), ktore moga
korzystnie oddzialywa¢ na organizm cztowicka na drodze selektywnej stymulacji
w okreznicy wzrostu i/lub aktywnosci jednego lub okreslonej liczby gatunkow (szczepow)

korzystnych dla zdrowia gospodarza bakterii (214).
Kryteria, ktore muszg spetnia¢ substancje prebiotyczne:

* Nie mogg by¢ hydrolizowane, ani wchlaniane w gornych odcinkach przewodu
pokarmowego,

*  Musza podlega¢ selektywnej fermentacji przez potencjalnie korzystne bakterie,
bytujace w jelicie grubym.

* Muszg korzystnie modyfikowa¢ sktad mikroflory jelita grubego,

* Uzyskany efekt musi by¢ korzystny dla zdrowia gospodarza.

Prebiotyki dostarczane z pokarmem, na drodze fermentacji, przetwarzane sa przez
mikrobiote jelitowa, ktéra rozklada je do krétkotancuchowych kwasow thuszczowych,
SCFA (mastowego, octowego, propioniowego), ktére z kolei wywieraja pozytywny wptyw
na kolonocyty, w tym uszczelniajg barier¢ jelitowa i odzywiaja Sluzowke jelit. Nalezy,

tu zaznaczy¢ ich jelito odzywiane jest wlasnie ze §wiatla, a nie droga krwi.

61



Jak juz wspomniano wczesniej, mleko kobiecie, jest obfite w oligosacharydy
(HMO), ktore jako substrat dla okreslonych szczepdéw bakteryjnych, stymulujg prawidlowa
kolonizacje¢ jelit noworodka (215). W zwigzku z tym, stalo si¢ powszechne, stosowanie
w mieszankach mlekozastepczych dla noworodkow frukto- i oligosacharydow celem
,hasladowania” dziatania naturalnych HMO z mleka matki. W przegladzie
systematycznym, opublikowanym przez polski zesp6l, pod kierownictwem prof. Hanny
Szajewskiej, oceniano dowody dotyczace efektow zdrowotnych i bezpieczenstwa
podawania preparatow mlekozastepczych uzupelnionych o pro- i/lub prebiotyki
W poréwnaniu z formutami niewzbogaconymi. Badacze podaja, ze podawanie preparatow
suplementowanych prebiotykiem zdrowym dzieciom nie budzi zastrzezen w aspekcie
bezpieczenstwa. Mozliwe sa pewne korzystne efekty kliniczne, glownie lepsza
konsystencja stolca, co moze by¢ korzystne u niektorych niemowlat. Obecnie nie ma
zadnych wiarygodnych dowodow, ktore zalecalyby rutynowe stosowanie mieszanek
suplementowanych prebiotykiem u noworodkéw i niemowlat. Ten ostatni wniosek moze
by¢ wynikiem niewielkiej ilo§¢ danych dotyczacych konkretnych prebiotykdéw, a nie
rzeczywistym brakiem efektu (216). Podobne pytania zadaje si¢ rOwniez w aspekcie
zasadnosci podawania prebiotykow kobietom ci¢zarnym. W badaniu przeprowadzonym
przez Shadid i wsp. (217) oceniano suplementacje galaktooligosacharydami (GOS)
oraz fruktooligosacharydami (FOS) w ostatnim trymestrze cigzy na mikrobiote jelitowa
matki i noworodka. Do analizy wigczono 48 kobiet cigzarnych, ktore suplementowano
3razy na dob¢/3 g GOS/FOS (w stosunku 9:1) lub maltodekstryng (placebo), od 25
tygodnia cigzy do momentu porodu. Odsetek bakterii z rodzaju Bifidobacterium u matek
byt istotnie wyzszy w grupie suplementowanej niz w grupie placebo, natomiast liczba
Lactobacillus nie roznita si¢ istotnie migdzy grupami. Z kolei, u noworodkow, zaré6wno
odsetek Bifidobacterium, jak i Lactobacillus byt podobny w obu analizowanych grupach i
nie roznit si¢ istotnie. Nie wykazano zadnych istotnych rdéznic w aspekcie wieku

cigzowego w obu analizowanych grupach.

W 2011 r. Europejskie Towarzystwo Gastroenterologii Dziecigcej, Hepatologii
i Zywienia (ang. European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology
and Nutrition, ESPGHAN) uznato, ze nie ma wystarczajacych dowodoéw, aby zalecac
rutynowe stosowanie mieszanek wzbogaconych prebiotykami u niemowlat (218).
W najnowszym przegladzie wykazano jednak, ze podawanie prebiotykow w pierwszym

roku zycia obniza ryzyko zachorowania na nawrotowe S$wisty, astm¢ oraz alergi¢
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pokarmowa (219). Aktualnie WAO sugeruje podawanie prebiotykdw u niemowlat
karmionych mieszankami i jednocze$nie nie zaleca podawania prebiotykow u niemowlat
karmionych wylgcznie piersig (220). W roku 2016, w ktorym powstaty zalecenia WAO,
badacze nie znalezli zadnego badania dotyczacego suplementacji prebiotykami u kobiet
w cigzy lub karmigcych piersig na ryzyko wystapienia alergii. W zwigzku z tym panel
WAO zdecydowal si¢ nie udziela¢ zalecen dotyczacych suplementacji prebiotycznej
W okresie cigzy lub karmienia piersig. Zalecenia WAO dotyczace suplementacji
prebiotykami w celu zapobiegania alergii majg na celu wsparcie rodzicow, klinicystow
I innych pracownikow stuzby zdrowia w podejmowaniu decyzji, czy stosowac prebiotyki

w celu zapobiegania alergii u zdrowych, urodzonych o czasie niemowlat.
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2. Cel

Mikrobiota jelitowa stanowi istotny element w zachowaniu homeostazy organizmu,
a okres noworodkowy jest kluczowy dla prawidtowosci procesu kolonizacji. Odpowiednia
mikrobiota ma znaczenie w rozwoju tolerancji immunologicznej, dojrzewaniu nabtonka
jelitowego, a przez to prawidlowej pracy ukladu odpornosciowego, co przeklada sig
dtugofalowo na zdrowie cztowieka. Zaburzenia profilu mikrobioty jelitowej zwigzane sg

z szeregiem jednostek chorobowych, w tym takze chorob cywilizacyjnych.

Gtownym celem badania byla ocena wptywu wybranych czynnikéw na mikrobiote

jelitowa noworodkow. Cele szczegdtowe:
1) Ocena wptywu wieku cigzowego na mikrobiotg jelitowg noworodkow.
2) Ocena wplywu sposobu porodu na mikrobiote jelitowa noworodkow.

3) Ocena porodu domowego jako wzorca kolonizacji jelit noworodkow.
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3. Materialy i metody

Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (UMP), uchwata nr 157/14 z dn. 13.02.2014
(Aneks nr 1z dn. 05.03.2015, Aneks nr 2 z dn. 11.06.2015, Aneks nr 3 z dn. 09.11.2017).

Do badania wiaczono 124 noworodki, w tym 110 hospitalizowanych w Katedrze
Neonatologii, Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala Klinicznego UMP
oraz 14 urodzonych w warunkach domowych. Udziat dziecka w badaniu poprzedzony byt

uzyskaniem pisemnej zgody od matki. Badanie prowadzono od 2014 do 2017 r.
Noworodki podzielono na trzy grupy:

Grupa | — noworodki przedwczes$nie urodzone; w tym urodzone poprzez cigcie cesarskie

oraz sitami natury.
Kryteria wlaczenia: wiek cigzowy <32. tc., urodzeniowa masa ciata <2,500 g,
Kryteria wylgczenia: zmiany organiczne przewodu pokarmowego, wady wrodzone.

Grupa Il — noworodki donoszone; w tym urodzone poprzez cigcie cesarskie oraz sitami

natury.

Kryteria wlaczenia: wiek cigzowy >37. tc., urodzeniowa masa ciata >2,500g,
Kryteria wylgczenia: zmiany organiczne przewodu pokarmowego, wady wrodzone.
Grupa Il — noworodki donoszone urodzone fizjologicznie w warunkach domowych.
Kryteria wlaczenia: wiek cigzowy >37. tc., urodzeniowa masa ciata >2,500g,

Kryteria wytgczenia: zmiany organiczne przewodu pokarmowego, wady wrodzone.

Materiatem do badania byt stolec pobierany w nastepujacych punktach czasowych:

Grupa I: smotka, stolec w 34. tygodniu skorygowanego zycia postkoncepcyjnego

oraz stolec 6 tygodni od wypisu ze szpitala,
Grupa Il: smotka i stolec 6 tygodni od wypisu ze szpitala,
Grupa III: smotka i stolec 6 tygodni po porodzie.
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Probki stolca pobierano z pieluchy, jak najszybciej po wyproznieniu, do sterylnych

probowek i szczelnie zamykano. Material niezwlocznie przewozono do laboratorium

Instytutu Mikroekologii w Poznaniu. Do czasu dostarczeniu do laboratorium materiat

przechowywano w temp. 2-8°C. Schemat wlgczenia do badan przedstawiono na rycinie 1.

Wiaczono 124 noworodki
weczesniaki n=60 (CC n=41; PSN n=19)
donoszone n=50 (CC n=29; PSN n=21)

poréd domowy n=14

v v

Smotka Smotka ;
L Smotka
Woczesniaki Donoszone ,
Poréd domowy
CCn=41 CCn=29
n=14

PSN n=19 PSN n=21

cc
cC
Zgon n=1

Nie dostarczono stolca n=8
PSN
Zgon n=2

PSN

Nie dostarczono stolca n=3

Nie dostarczono stolca n=11

Wycofana zgoda n=1 [

Nie dostarczono stolca n=6

Nie dostarczono stolca n=2

A 4

Stolec w 34 tyg. skorygowanego
2ycia postkoncepcyjnego

CCn=32
PSN n=14
cc
Nie dostarczono stolca n=15
<—
PSN
Nie dostarczono stolca n=3

\ 4
Stolec 6 tyg. po wypisie

ze szpitala
CCn=17
PSN n=11

A 4

Stolec 6 tyg. po wypisie
ze szpitala
CCn=17
PSN n=15

Stolec 6 tyg. po porodzie
n=12

Rycina 1. Schemat wigczenia noworodkéw do badan w poszczegdlnych grupach.

PSN — pordd sitami natury, CC — cigcie cesarskie
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Z kazdej pobranej probki wykonano nastepujace analizy:

e Posiew mikrobiologiczny w  kierunku ilo$ciowej oceny  wybranych
mikroorganizmow: Escherichia coli, pateczki z rodziny Enterobacteriaceae,
Enterococcus spp., Proteus spp., Pseudomonas spp., Lactobacillus spp.,

Clostridium spp., grzybéw drozdzopodobnych,

e Badanie molekularne za pomoca Real-time PCR (qPCR) w kierunku:
Faecalibacterium prausnitzii, Akkermansia muciniphila, Bifidobacterium spp.,

Bacteroides spp. oraz ogdlnej liczby bakterii (TBC, ang. total bacterial count).

Dodatkowo zbierano informacje w postaci ankiety od kazdej matki dotyczace jej stanu

zdrowia, jak rowniez informacje odno$nie noworodka.
» Posiew mikrobiologiczny

W celu wykonania posiewu w kierunku wybranych bakterii pobierano 0,25 g smotki/stolca
do probowki z 2,25 ml jatowego roztworu NaCl 0,85%. Probéwke mieszano na mieszadle
celem homogenizacji. Tak przygotowana probka stanowila rozcienczenie 107 badanego
materiatu. Nastepnie wykonywano szereg dziesieciokrotnych rozciefczen, od 102 do 1078
dla kazdej badanej probki. W tym celu przenoszono 100 ul zawiesiny katu z rozcienczenia
101 do probéwki z zawartoscia 900 ul NaCl 0,85% i uzyskiwano rozcienczenie 1072,
Nastepnie przenoszono 100 pl zawiesiny katu z rozcienczenia 102 do probowki
z zawartoscig 900 pl NaCl 0,85% i uzyskiwano rozcienczenie 107, Postepowano tak az do
uzyskania ostatniego rozcienczenia czyli 108, Nastgpnie w celu wykonania posiewu
mikrobiologicznego przenoszono po 50 pl zawiesiny z okreslonych rozcienczen,
zaczynajac od najwyzszego (10® na poszczegélne podtoza mikrobiologiczne. Zawiesing

rozprowadzano po podtozach diagnostycznych jatowa eza.

Do  hodowli  poszczegdlnych  mikroorganizméw  uzyto  nastgpujacych

mikrobiologicznych podtoz diagnostycznych:

e Columbia agar z 5% krwig baranig (Becton Dickinson): nieselektywne,
uniwersalne podtoze stosowane do hodowli tlenowych i beztlenowych,

niewymagajacych bakterii.
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e chromid CPSE agar (BioMerieux): podtoze chromogenne do izolacji, oceny
ilosciowej oraz bezposredniej identyfikacji E. coli, Proteus i Enterococcus

oraz Klebsiella—Enterobacter—Serratia—Citrobacter (KESC).

e Rogosa Agar + TMB + Peroksydaza (Heipha): w celu izolacji bakterii z rodzaju

Lactobacillus.

e SPM-Agar z Polimiksyng (Heipha): w celu izolacji bakterii z rodzaju

Clostridium.

e Enterococcosel agar (Graso): w celu izolacji i potwierdzenia ziarenkowcow

z rodzaju Enterococcus.

Posiane podloze SPM niezwlocznie umieszczano w anaerostatach z generatorem
warunkéw beztlenowych (GENbox anaer, BioMerieux) i wskaznikiem atmosfery
beztlenowej i inkubowano w 37°C przez 48 godzin. Posiane podloze Rogosa Agar + TMB
+ Peroksydaza umieszczano w eksykatorze z generatorem atmosfery 15% CO, (Genbag
CO;,, BioMerieux) i inkubowano w 37°C przez 48 godz. Posiane podtoza: CPSE agar,
Enterococcosel oraz Columbia agar umieszczano w warunkach tlenowych i inkubowano
w 37°C przez 18-24 godz.

W celu wykonania posiewu w kierunku grzybéw drozdzopodobnych pobierano 0,25 g
stolca do probowki z 2,5 ml trypsyny oraz 25 ul antybiotyku (Penicylina/Streptomycyna,
Sigma-Aldrich), w celu zahamowania wzrostu bakterii. Odpowiednio przygotowang probe,
po rozmieszaniu na mieszadle, umieszczano w komorze inkubacyjno-wytrzgsajace;j
w temperaturze 37°C na 15 min w celu nadtrawienia resztek pokarmowych, mogacych
utrudnia¢ wzrost grzybom. Po tym czasie 400 pl zawiesiny przenoszono do 1,6 ml

roztworu PBS, celem wyptukania pozostatosci enzymu trawiennego.

Nastepnie w celu wykonania posiewu przenoszono po 100 pl zawiesiny na podioze
Sabouraud agar z gentamycyna i chloramfenikolem (Becton Dickinson). Zawiesing
rozprowadzano po podtozu jalowa eza. Posiane podtoze inkubowano w 37°C oraz 25°C
przez 48 godzin w warunkach tlenowych. W przypadku wzrostu kolonii grzybow
przeprowadzano identyfikacje - grzyby drozdzopodobne identyfikowano wstepnie do
gatunku przy uzyciu podtoza chromogennego Candida chromagar (Becton Dickinson),
a plesniowe w oparciu o preparat bezposredni i klucz mikologiczny. W przypadkach

wymagajacych zastosowania doktadniejszych metod identyfikacyjnych, zastosowano
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panele biochemiczne RapID™ YEAST PLUS System (Remel) z 18 substratami

chemicznymi.

» Analiza genetyczna
o lzolacja DNA

Izolacje bakteryjnego DNA z probki stolca wykonywano za pomocg zestawu DNA Stool
Mini Kit (Qiagen). W tym celu odwazano 180-220 mg stolca do sterylnej probowki
0 pojemnos$ci 2ml. Nastepnie dodawano 1,0 ml buforu InhibitEX i i mieszano na vortexie
przez ok. 1 min. do calkowitej homogenizacji probki. Probowke z probka umieszczano
w bloku grzejnym o temperaturze 70°C 1 inkubowano przez 5 minut. Nastepnie probke
mieszano na vortexie przez 15 sekund, a dalej wirowano przez 1 minute przy predkosci
14000 rpm. Do nowej probowki o pojemnosci 1,5 ml przenoszono 15 ul proteinazy K,
a nastgpnie dodawano do niej 200 pl nadsgczu uzyskanego w poprzednim etapie oraz 200
ul buforu trawigcego AL i mieszano na vortexie przez 15 sekund. Probowke umieszczano
w bloku grzejnym o temperaturze 70°C i inkubowano przez 10 minut. Nastepnie probowke
wirowano przez 15 sekund w celu usunigcia kropel z wieczka. Dodawano 200 ul etanolu
I mieszano na vortexie przez 15 sekund. Nastepnie probowke wirowano przez 15 sekund
W celu usunigcia kropel z wieczka. Cata zawartos¢ probowki przenoszono na kolumne
QIAamp umieszczong na probowce odbierajacej i wirowano 1 min/14000 rpm. Kolumne
przektadano do nowej probowki odbierajacej, przesacz odrzucano. Na kolumne dodawano
500ul buforu pluczacego AW1, wirowano przez 1 minute przy predkosci 14000 rpm.
Kolumne przektadano do nowej probéwki odbierajacej, a przesacz odrzucano. Na kolumne
dodawano 500ul buforu ptuczacego AW2 i wirowano przez 3 minuty przy predkosci
14000 rpm. Po tym etapie wykonywano dodatkowe wirowanie na nowej probdéwce
odbierajacej przez 3 min przy predkosci 14000rpm. Kolumne¢ przektadano do nowej
probowki o pojemnosci 1,5ml, przesacz odrzucano. Na kolumne dodawano 200 pl buforu
elucyjnego AE, inkubowano 1 minute, a nastgpnie wirowano przez | minutg przy
predkosci 14000 rpm. Po wirowaniu kolumne¢ odrzucano a probéwke zawierajacg przesacz
z wyizolowanym DNA zachowywano do analizy.

Izolacje bakteryjnego DNA ze smoétki wykonywano za pomoca zestawu DNA Stool
Mini Kit (Qiagen) z modyfikacja opisang uprzednio (221,222). W tym celu odwazano
250 mg smotki do probowki zawierajacej 0,5 g kulek cyrkoniowych (@ 0,1 mm)
(BeadBug™ prefilled tubes with 0.5 mm Zirconium beads, triple-pure, high impact,

Merck). Nastepnie do probowki dodawano wysterylizowane 4 szklane kulki (@ 3 mm)
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(Merck) i 1ml przygotowanego bezposrednio przed izolacja buforu do lizy (500Mm NacCl,
50Mm Tris-HCI (pH 8), 50mM EDTA — autoklawowano, a nastgpnie dodawano 4%SDS).
Nastepnie probowke mieszano przy uzyciu miyna miksujacego MM400 (Retsch)
w temperaturze pokojowej 3 X 1 min przy predkosci 5500 rpm, pomig¢dzy kazdym
mieszaniem probke chlodzono na lodzie. Po tym etapie ogrzewano probéwke przez 15 min
na bloku grzejnym w temperaturze 95°C, worteksujac co 5 min. Po tym etapie chtodzono
probke na lodzie i wirowano 5 min/14000 rpm. Do nowej proboéwki o pojemnosci 2 ml
przenoszono 25ul proteinazy K, a nast¢pnie dodawano 600 pl supernatantu uzyskanego po
wirowaniu oraz 600ul buforu AL i doktadnie worteksowano. Inkubowano przez 10 min
w temperaturze 70°C. Dodawano 600ul etanolu (96-100%) i worteksowano. Nastgpnie
600 pl uzyskanego lizatu przenoszono na kolumne QIAamp umieszczong na probowce
odbierajacej 1 wirowano 1 min/14000 rpm. Po wirowaniu kolumng¢ przenoszono na nowa
probowke odbierajaca i ponownie przenoszono 600ul lizatu i wirowano 1 min/14000 rpm.
Postepowano tak do przeniesienia catego lizatu tj. 3 x 600ul. Na kolumne¢ dodawano 500ul
buforu AW1, wirowano 1 min/14000 rpm. Kolumne przektadano do nowej probowki
odbierajacej, a przesacz odrzucano. Na kolumn¢ dodawano 500ul buforu pluczacego AW?2
i wirowano przez 3 minuty przy predkosci 14000 rpm. Po tym etapie wykonywano
dodatkowe wirowanie na nowej probowce odbierajacej przez 3 min przy predkosci
14000rpm. Kolumng¢ przektadano do nowej probdéwki o pojemnosci 1,5ml, przesacz
odrzucano. Na kolumne dodawano 100ul buforu ATE, inkubowano 1 minutg, a nastgpnie
wirowano przez 1 minute przy predkosci 14000 rpm. Po wirowaniu na kolumne¢ na tej
samej probowce dodawano 100 pl buforu ATE, inkubowano przez 1 min, a nast¢pnie
wirowano przez 1 min/14000 rpm. Po wirowaniu kolumng¢ odrzucano a probowke

zawierajacg przesacz z wyizolowanym DNA zachowywano do analizy.

o Real-time PCR (gPCR)
Analizy wykonywano na aparacie 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

W fancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-time PCR) stosowane sg
startery (ang. primers), czyli krotkie oligonukleotydy, o sekwencji zaprojektowanej
specjalnie dla badanego fragmentu DNA. Umozliwiajg one polimerazie DNA potaczenie
Zz matrycg. Amplifikacja okre§lonego rejonu DNA wymaga zawsze obecnosci dwoch

starterow, otaczajacych zadany fragment z obu stron, sg to tzw. starter forward (F) 1 starter
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reverse (R). Specyficzne startery (Sigma Aldrich) dla oznaczanych w badaniu

mikroorganizméw przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Specyficzne startery dla poszczegolnych mikroorganizméw i1 ogolnej liczby

bakterii.
Nazwa Opis produktu Sekwencja
Praus-F480 Faecalibacterium prausnitzii CAGCAGCCGCGGTAAA
starter forward
Praus-R63L Faecalibacterium prausnitzil | A o TCTGCACTACTCAAGAAA
starter reverse
Akkermansia muciniphila
Akk.muc-F CAGCACGTGAAGGTGGGGAC
starter forward
Akkermansia muciniphila
Akk.muc-R CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT
starter reverse
F-Bifid09c Bifidobacterium spp. starter CGGGTGAGTAATGCGTGACC
forward
R-Bifid06 Bifidobacterium spp. starter TGATAGGACGCGACCCCA
reverse
Bacter1l Bacteroides spp. starter CCTWCGATGGATAGGGGTT
forward
Bacter08 Bacteroides spp. starter CACGCTACTTGGCTGGTTCAG
reverse
Uni-F340 Starter uniwersalny forward ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
Uni-R514 Starter uniwersalny reverse ATTACCGCGGCTGCTGGC

W technice Real-time PCR stosowana jest krzywa standardowa, w odniesieniu do

ktorej interpretowane s3 oznaczenia poszczegdlnych probek. Krzywa standardowa

otrzymuje si¢ poprzez rozcienczenia standardu DNA o znanym stezeniu badanego

parametru. Standardy do analizy produkowane byly w Instytucie Mikroekologii w

Herborn, Niemcy. W tabeli 4 przedstawiono standardy uzyte w badaniu.
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Tabela 4. Specyficzne standardy dla poszczegélnych mikroorganizméw i ogélnej liczby
bakterii.

Nazwa Opis produktu

Standard do oznaczen Bifidobacterium spp., izolowany z

Bifidobacterium infantis DNA Bifidobacterium infantis

Standard do oznaczen Bacteroides spp., izolowany z

Bacteroides fragilis DNA Bacteroides fragilis

Faecalibacterium prausnitzii DNA Standard do oznaczen Faecalibacterium prausnitzii

Akkermansia muciniphila DNA Standard do oznaczen Akkermansia muciniphila

Standard do oznaczen catkowitej liczby bakterii

Pseudomonas aeruginosa DNA . .
izolowany z Pseudomonas aeruginosa

W technice gPCR reakcja zachodzi w mieszaninie reakcyjnej QuantiFast SYBR
Green PCR Master Mix (Qiagen) zawierajacej odpowiednie st¢zenie jonow magnezu,
deoksyoligonukleotydy (dNTP), znacznik fluorescencyjny SYBR green, znacznik
referencyjny ROX, polimeraze DNA, do ktorego dodaje si¢ wodg do reakcji PCR, wolng
od RNAz - RNase-Free Water (Qiagen) startery i wyizolowany z probek DNA. Reakcja
przeprowadzana byla na plytkach 96-dotkowych MicroAmp Optical 96-well Plate
(Applied Biosystems), kazda probka, standard i kontrola oznaczana byta w duplikacie.
Dla kazdego badanego parametru, w oparciu o standardy, tworzono krzywa wzorcowa
(4-punktowa) oraz wykonywano oznaczenie kontroli: wysoko dodatniej (H-Co,
high control), nisko dodatniej (L-Co, low control) oraz odczynnikowej (NTC,
no template control). Do kazdego dotka na plytce reakcyjnej nakrapiano po 23 pl
mieszaniny reakcyjnej oraz 2ul matrycy (odpowiednio standardy do krzywej standardowej,
kontrole H-Co, L-Co oraz DNA wyizolowane z analizowanych probek smotki/stolca).

Sktad mieszaniny reakcyjnej dla jednego dotka ptytki do PCR przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla jednego dotka ptytki do PCR.

12,5 ul | SYBR green master mix

8 ul Woda wolna od RNAz

2,5ul | Mieszanina starterow

2ul Matrycowe DNA
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Tak przygotowang plytke do PCR zabezpieczano folia adhezyjng MicroAmp
Optical Adhesive Film (Applied Biosystems) i umieszczano w termocyklerze.
Po zakonczeniu reakcji ilo§ciowe wyniki odczytywano w oparciu o system komputerowy

(7300 System SDS Software).
» Analizy statystyczne

Na podstawie uzytych w badaniu narzedzi diagnostycznych, nie mozna byto okresli¢
liczby bakterii, jesli wynosita mniej 102 (cut-off). Dla takich oznaczen przyjelismy warto$é
0, co nie oznacza, iz w badanej probce tych bakterii w ogole nie byto. Jest to ograniczenie
metody analitycznej i dla wartosci ponizej cut-off nie mozna okre$li¢ doktadnej liczby
mikroorganizméw. Liczbe bakterii opisano wartoscia srednig, odchyleniem standardowym,
mediang, warto§cig wyznaczong dolnym i géornym kwartylem oraz warto$cig minimalng
i maksymalng. Z uwagi na fakt przypisania wartosci 0 dla iloSci ponizej cut-off
w analizach statystycznych zastosowano testy nieparametryczne porownujace nie wartosci
$rednie (X ), ale rozklady tj. test nieparametryczny Manna-Whitneya, test Kruskala-

Wallisa z testem wielokrotnych poréwnan Dunna.

Dane kategorialne opisano liczebno$ciami 1 odpowiadajacymi im warto$ciami
procentowymi. Dla zbadania zaleznosci zastosowano test Fishera-Freemana-Haltona

oraz test u-Gaussa poroéwnujacy wartosci procentowe.
W analizach statystycznych przyjeto poziom istotnosci o=0,05.

W przypadkach, w ktoérych nie oznaczono wartosci prawdopodobienstwa (p), byto
to spowodowane brakiem ro6znic miedzy grupami z uwagi na niewykrycie

mikroorganizméw w badanej probee (warto$¢ ponizej cut-off).

Analizy statystyczne byly wykonane za pomocg nastepujacych programow statystycznych:
Dell Statistica (data analysis software system) v 13. oraz Cytel Studio v 11.1.0
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4. Wyniki
4.1. Charakterystyka populacji

Do koncowej analizy zakwalifikowano 72 noworodki, w tym 28 wcze$niakow
(38,9%), 32 noworodki donoszone (44,4%) oraz 12 noworodkow urodzonych w domu
(16,7%). Noworodki podzielono ze wzglgdu na sposob porodu, na urodzone sitami natury
(PSN) oraz urodzone poprzez cigcie cesarskic (CC). Grupa PSN liczyta tacznie
38 pacjentow (52,8%), a grupa CC 34 pacjentow (47,2%). W tym, dokonano wyr6znienia
podzbioréw na wczesniaki urodzone sitami natury (11; 15%) oraz poprzez CC (17; 24%),
oraz na dzieci donoszone urodzone sitami natury (15; 21%) oraz poprzez CC (17; 24%).
Wszystkie noworodki urodzone w domu przyszty na §wiat sitami natury (12, 15%).
Analizowane grupy pod wzgledem pici byty zblizone, tj. 34 dziewczynki (47,2%) i 38
chlopcow (52,8%). Wigkszo§¢ noworodkéw urodzita si¢ w szpitalu 83,3%, a 16,7%
w domu. Podstawowe informacje na temat grup badanych przedstawiono w tabeli 6.
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Tabela 6. Podstawowe informacje na temat charakterystyki noworodkow i sposobu porodu.

Czestos¢ (n)

Procent (%)

Wcze$niaki 28 38,9
Grupy badane Donoszone 32 444

Urodzone w domu 12 16,7

Dziewczynka 34 47,2
Ple¢ dziecka

Chtopiec 38 52,8

Szpital 60 83,3
Miejsce urodzenia dziecka

Dom 12 16,7

Pordd sitami natury 38 52,8
Sposob porodu ogdtem

Cesarskie cigcie 34 47,2

Wecezesniaki PSN 11 15
Sposob porodu z podziatem na Wezesniaki CC 17 o4
grupy

Donoszone PSN 15 21

Donoszone CC 17 24

Urodzone w domu 12 15

PSN

PSN — pordd sitami natury; CC — cigcie cesarskie

Srednia wieku ciazowego w tygodniach cigzy [tc], dla noworodkéw przedwczesnie
urodzonych wynosita 30,6tc+1,9, dla noworodkow donoszonych 39,2tc+1,3, a dla dzieci
urodzonych w domu 39,7tc+0,8. Srednia urodzeniowa masa ciala dla wcze$niakow
wynosita 1586,7g+350,9, dla noworodkow urodzonych o czasie 3536,3g+517.4, a dla
dzieci urodzonych w domu 3620g+369,2. Podzial populacji ze wzgledu na wiek cigzowy

| urodzeniowg masg ciata przedstawiono w tabeli 7.
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Tabela 7. Podziat populacji ze wzgledu na wiek cigzowy i urodzeniowg mase ciata.

) Odch.
Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum | std. (SD)
Wezeéniaki | 30,6 38,9 26 32 1.9
Wiek cigzowy [tc] Donoszone 39,2 44,4 37 42 13
Urodzone w 397 167 38 41 0,8
domu
, ... | 1586,7 1622,5 750 2280 350,9
Weczesniaki
Urodzgnlowa masa Donoszone 3536,3 3445 2780 5080 517.,4
ciata [g]
Urodzone w 3620 3600 2960 4260 369,2
domu

Odch. std. — odchylenie standardowe; tc — tydzien cigzy

4.2. Analiza grup badanych

Na wstepie dokonano analiz poréwnawczych pomigdzy badanymi grupami pod katem
rodzaju zywienia poczatkowego jak i po 6. tygodniach od wypisu ze szpitala; obecnosci
Streptococcus agalactiae (GBS) u matki, co tozsame bylo z zastosowania Srodporodowe;j
antybiotykoterapii; stosowanych antybiotykéw u matki w przeciggu catej cigzy (poza
GBS); palenia tytoniu przed cigza oraz w trakcie cigzy; czy cigza byta pojedyncza czy
mnoga; czasu peknigcia pecherza plodowego. Jako karmienie naturalne przyjeto wytaczne
karmienie mlekiem matki, z kolei karmienie sztuczne to wylacznie karmienie mieszankami
mlekozastepczymi, a karmienie mieszane to jednoczesne karmienie pokarmem kobiecym
I mieszankami mlekozastgpczymi. W przypadku okreslenia zywienia poczatkowego, dwa
noworodki przedwczesnie urodzone zostaty wykluczone z analizy gdyz karmione byly
wylgcznie parenteralnie. U pozostalych wczesniakow dla  okre§lenia Zzywienia
poczatkowego analize poréwnawcza wykonano w odniesieniu do zrodla pokarmu

W zywieniu enteralnym.

Nie wykazano istotnie statystycznej roéznicy (p=0,4827) mi¢dzy rodzajem zywienia
poczatkowego we wszystkich analizowanych grupach. Poréwnujac czestos¢ wystepowania
GBS u matki wykazano istotng statystycznie rdéznicg W analizowanych grupach
(p=0,0216). Zalezno$¢ ta dotyczyla grupy wczesniakow i noworodkéw donoszonych
(p=0,0063). Czg¢sciej matka skolonizowana byta przez Streptococcus agalactiae w grupie
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noworodkow przedwczesnie urodzonych. Z kolei, nie stwierdzono istotnych réznic
wzgledem wystepowania GBS u matki, pomiedzy grupa noworodkéw donoszonych
a urodzonymi w domu oraz miedzy wcze$niakami a noworodkami urodzonymi w domu.
Dokonano takze poréwnania StoSowania antybiotykéw u matek w przebiegu catej cigzy,
z wykluczeniem s$roédporodowej antybiotykoterapii z uwagi na obecno$¢ GBS, ktorg
analizowano powyzej. Wykazano, iz analizowane grupy roznily si¢ statystycznie
(p=0,0315) po wzgledem tej zmiennej. Istotnie statystyczng rdznice stwierdzono miedzy
grupa noworodkéw donoszonych a urodzonymi w domu (p=0,0394), gdzie antybiotyki
byly czesciej stosowane u matek rodzacych w szpitalu, oraz weze$niakami a noworodkami
urodzonymi w domu (p=0,0108), gdzie antybiotykoterapia byla czestsza u matek
wczesniakow. Miedzy wcezesniakami a noworodkami donoszonymi nie stwierdzono takiej
roéznicy (p=0,3725). Nie wykazano réznic migedzy grupami pod wzgledem palenia tytoniu
zaréwno przed cigza (p=0,1650) jak i w trakcie cigzy (p=0,3052). Pod wzgledem czestosci
wystepowania cigzy pojedynczej vs. mnogiej analizowane grupy réznity sie statystycznie
(p=0,0004). Cigza mnoga wystepowala najczeSciej w grupie wczesniakow (42,86%)
| wykazano znamienng roznice statystyczng wzgledem tej zmiennej pomigdzy
wczesniakami a noworodkami donoszonymi (p=0,0008), oraz migdzy wcze$niakami
a dzie¢mi urodzonymi w domu (p=0,0067). Dzieci donoszone oraz dzieci urodzone
w domu nie roznity si¢ statystycznie pod wzglegdem tego parametru (p=0,3754).
Poréwnujac czas peknigcia pecherza ptodowego, nie wykazano istotnej statystycznie
réznicy we wszystkich analizowanych grupach (p=0,0680). Po uplywie 6 tygodni od
wypisu ze szpitala wykazano istotnie statystycznie réznice w formie karmienia (p=0,0051).
Dla karmienia naturalnego zalezno$¢ ta stwierdzono miedzy grupami noworodkow
donoszonych urodzonych w szpitalu oraz urodzonych w domu (p=0,0004),
oraz wczesniakami a noworodkami urodzonymi w domu (p=0,0032), gdzie matki rodzace
w domu czeSciej karmily piersig. Dla karmienia sztucznego wykazano statystyczng
zaleznos¢ tylko migdzy wczesniakami a dzie¢mi urodzonymi w domu (p=0,0398), ktore
W ogodle nie byly karmione mieszankami mlekozastgpczymi. Dla karmienia mieszanego
takze istotnie statystyczng roznice stwierdzono dla grupy wezesniaki vs. urodzone w domu
(p=0,0136), 1 w tym przypadku takze zadne dziecko urodzone w domu nie byto karmione

w sposob mieszany. Analize pordownawczg badanych grup przedstawiono w tabeli 8.
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Tabela 8. Analiza poréwnawcza grup badanych.

Wezesniaki | Donoszone Dom p*
| 11 11
n % n % n %
Karmienie 22 8462 30 9375 12 100 0,4827
naturalne
Zywienie Karmienie 0 0
poczatkowe™*** sztuczne 2 7,69 0 0
Karmienie |, 769 | 2 625[ 0 0
mieszane
_ 3 25 0,0216
Dodatni 11 3929 3 9,38
Obecnos¢ GBS I vs. 11 0,0063
Ujemny 17 6071| 20 90s3| - | Wvs.11101788
' ' I vs. 111 0,3852
0 0 0,0315
Antybiotyki u matki w Tak 11 3929 9 2813
przeciagu calej cigzy 12 100 vs. 110,3725
(poza GBS) Nie 17 60,71 | 23 71,88 I'vs. 111 0,0394
I vs. 1110,0108
0 0 0,1650
Palenie tytoniu przed Tak > 1ig | 8 25
“lazd Nie 23 8214| 24 75 | 12 100
Tak 2 7,14 0 0 0 0 0,3052
Palenie tytoniu w
trakcie ciazy Nie 26 9286 32 100 | 2 100
i 12 | 100 0,0004
_ Pojedyncza | 15 5714 | 30 93,75
Claza 55 1vs 1100008
Mnoga 12 4286 | 2 625 ITvs. 1110,3754
I vs. 111 0,0067
W trakcie 14 50 16 53 9 82 0,0680**
porodu
Pekniecie pecherza Przed porodem 2 18
ptodowego <18 h 4 14 12| 40
Przed porodem 0 0
18h-7dni | ° %2 | 2% T
Przed porodem 0 0
>7 dni 4 14 0 0
0,0051
Karmienie I'vs. 11 0,2972
9 36 15 50 11 100 '
o naturalne 11 vs. 111 0,0004
Zywienie po 6 I 'vs. 111 0,0032
tygodniach
o I'vs. 110,6188
Karmienie 6 24 19 30| 0 o | lvs100751
sztuczne I'vs. 111 0,0398
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I vs. 11 0,1039
Karmienie 11 vs.111 0,1084
mieszane 10 40 6 20 0 0 Ivs. 1110,0136

GBS - Streptococcus agalactiae, paciorkowce gr. B (ang. Group B Streptococcus)
* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Fishera-Freemana-Haltona

** warto$¢ prawdopodobienstwa testu Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych poréwnan
Dunna

*** dwa noworodki przedwczesnie urodzone zostaty wykluczone z analizy, gdyz karmione byty
wylacznie parenteralnie

Dodatkowo, miedzy badanymi grupami poréownano czgsto$¢ stosowania
antybiotykow. Wykazano istotng statystycznie roéznice (p<0,0001) miedzy stosowaniem
antybiotykbw u pacjentow w obu analizowanych grupach. U wcze$niakéw
antybiotykoterapi¢ zastosowano az u 75% dzieci, natomiast zard6wno zaden noworodek
donoszony jak i urodzony w domu nie mial wlaczonego leczenia przeciwbakteryjnego.
Porownujac réznice migdzy wcezesniakami a pozostalymi grupami, wykazano istotnie
statystyczng rdznice migdzy grupa wczesniaki vs. donoszone (p=0,0026). Natomiast
roéznica wczesniaki vs. dom byla na granicy istotnosci statystycznej (p=0,0565), co byto
spowodowane wylacznie matg liczebnoscig w grupie dzieci urodzonych w domu. WyniKi

przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Czestos¢ stosowania antybiotykéw u wezesniakow i noworodkéw donoszonych.

Wezesniaki | Donoszone Dom p*
I 1 11
n % n % n %
Stosowanie Tak 21 0 0 0 0 0,0001
antybiotykoéw u
noworodka Nie 7 25 32 100 | 12 100 I vs. 11 0,0026
I vs. 111 0,0565

* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Fishera-Freemana-Haltona

W  grupie wczesniakow z wdrozong terapig antybiotykows, trzynascioro dzieci
otrzymywato leczenie do 3 dni (ampicylina+gentamycyna), a osmioro dzieci powyzej 7 dni

(ampicylina+gentamycyna+meronem+wankomycyna).
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4.3. Analiza profilu mikrobioty

W celu analizy profilu mikrobioty u dzieci urodzonych w szpitalu, dokonano poréwnania

sktadu mikroorganizmow u weze$niakow 1 noworodkéw donoszonych.

4.3.1. Analiza profilu mikrobioty w smélce

W tabeli 10 przedstawiono poréwnanie mig¢dzy poszczegdlnymi mikroorganizmami
w smotce wzgledem wieku cigzowego (wczesniaki vs. donoszone), a na wykresie
1 przedstawiono procentowy rozklad poszczegodlnych mikroorganizméow w smotce

u noworodkow donoszonych i przedwczesnie urodzonych.

Tabela 10. Poréwnanie ilosciowe sktadu mikrobioty w zaleznosci od wieku cigzowego

W smolce.
Ogotem p*
Wczesniaki Donoszone
N=28 N=32
X =0 X =25015813 0,0096
) SD=0 SD=87983646
E. coli Me=0 Me=0
Xmin:O, Xmax:O Xmin:O, Xmax:400000000
Q25=0, Q75=0 Q25=0, Q75=0
X =0 X =6250 0,3671
) SD=0 SD=35355
Enterobacteriaceae Me=0 Me=0
Xmin:Oa Xmax=0 Xmin:O, Xmax=200000
Q25=0, Q75=0 Q25=0, Q75=0
X =14 X =14514888 0,0015
SD=52 SD=70627222
Enterococcus Me=0 Me=0
Xmin:O, Xmax:200 Xmin:O, Xmax:400000000
Q25=0, Q75=0 Q25=0, Q75=30000
X =0 X =6 0,3671
SD=0 SD=35
Proteus Me=0 Me=0
Xmin=0, Xmax=0 Xmin=0, Xmax=200
Q25=0, Q75=0 Q25=0, Q75=0
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X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
Pseudomonas Me=0 Me=0
Xmin=0, Xmax=0 Xmin=0, Xmax=0
Q25=0, Q75=0 Q25=0, Q75=0

X =0 X =288 0,0175
SD=0 SD=844
Lactobacillus Me=0 Me=0
Xmin=0, Xmaxzo Xmin=O, Xmax=4000
Q25=0, Q75=0 Q25=0, Q75=0

X =2483 X =333103 0,0002
- ] SD=828 SD=1818821
Bifidobacterium Me=0 Me=6100
Xmin:O, Xmax:42600 Xmin:O, Xmax:10300000
Q25=0, Q75=583 Q25=0, Q75=13950

X =61 X =503 0,3177
) SD=154 SD= 1733
Bacteroides Me=0 Me=0
Xmin=0, Xmax=550 Xmin=0, Xmax=9540
Q25=0, Q75=0 Q25=0, Q75=0

X =0 X =0 -
. SD=0 SD=0
Clostridium Me=0 Me=0
Xmin=0, Xmaxzo Xmin=0, Xmaxzo
Q25=0, Q75=0 Q25=0, Q75=0

X =1372 X =1158 0,4802
Faecalibacterium SD=1493 SD=1685
prausnitzii Me=857 Me=0
Xmin:O, Xmax:4280 Xmin:O, Xmax:5000
Q25=0, Q75=2630 Q25=0, Q75=2800

X =0 X =25 0,3671
Akkermansia SD=0 SD=141
muciniphila Me=0 Me=0
Xmin:Oa Xmax:O Xminzoy Xmax:800
Q25=0, Q75=0 Q25=0, Q75=0

X =1242329 X =44252937 0,0718
SD=3015250 SD=216091564
Me=249000 Me=651000
TBC Xmin-39200 Xmin=101000
Xmax=13700000 Xmax= 1220000000
Q25=60600, Q75=879000 Q25=120000
Q75=901000

X =0 X =0 -
drozdzopodobne Me=0 Me=0
Xmin=0, Xmax=0 Xmin=0, Xmax=0
Q25=0, Q75=0 Q25=0, Q75=0
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* warto$¢ prawdopodobienstwa testu nieparametrycznego Manna-Whitneya; X - $rednia, SD —
odchylenie standardowe, Me — mediana, Xmin— warto$¢ minimalna, Xmax— warto$¢ maksymalna, Q25

— kwartyl dolny, Q75 — kwartyl gorny

Pomigdzy wczesniakami a noworodkami donoszonymi wykazano istotnie statystyczna
roznicg wzgledem liczby poszczegdlnych mikroorganizméw w smotee: E. coli (p=0,0096),
Enterococcus (p=0,0015), Lactobacillus (p=0,0175) i Bifidobacterium (p=0,0002).
Noworodki donoszone charakteryzowaly si¢ wyzsza liczba wszystkich wymienionych
bakterii. Nie stwierdzono istotnie statystycznych roznic w liczbie: Enterobacteriaceae,
Proteus, Pseudomonas, Bacteroides, Clostridium, F. prausnitzii, A. muciniphila, ogdlnej

liczbie bakterii (TBC) oraz grzybow drozdzopodobnych.

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%

60,0%

99,7%

50,0%

40,0%

30,0%

20,0%

10,0%

0,2%
0,0%
wczesniaki donoszone

Inne 99,7% 9,9%
m Akkermansia muciniphila 0,0% 0,0%
M Faecalibacterium prausnitzii 0,1% 0,0%
m Clostridium 0,0% 0,0%
M Bacteroides 0,0% 0,0%
M Bifidobacterium 0,2% 0,8%
M Lactobacillus 0,0% 0,0%
B Pseudomonas 0,0% 0,0%
M Proteus 0,0% 0,0%
Enterococcus 0,0% 32,8%
M Enterobacteriaceae 0,0% 0,0%
M E. coli 0,0% 56,5%

Wykres 1. Rozktad procentowy mikrobioty smoétki u noworodkéw donoszonych
| wezesniakow.
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Zaobserwowano znaczng roéznic¢ w rozkladzie procentowym bakterii w smotce miedzy
noworodkami donoszonymi, a wcze$niakami. W grupie noworodkow donoszonych smotka
byta zdominowana gléwnie przez bakterie E. coli, Enterococcus, Bifidobacterium. Z kolei,
w smoélce noworodkéw przedwcezesnie urodzonych nie zaobserwowano podobnego
rozktadu, a przewage procentowa miaty bakterie (inne), ktére nie byty analizowane

W niniejszym badaniu.

Nastepnie dokonano analizy porownawczej miedzy poszczegdlnymi mikroorganizmami
w smotce wzglegdem wieku cigzowego z podzialem na sposoéb porodu. Wyniki
przedstawiono w tabeli 11. Na wykresie 2 przedstawiono procentowy rozktad
poszczegbdlnych mikroorganizmow w smotce u noworodkdw donoszonych i1 przedwczesnie

urodzonych, z uwzglednieniem sposobu porodu.

Tabela 11. Porownanie ilosciowe sktadu mikrobioty w smoélce w zaleznosci od wieku

cigzowego z uwzglednieniem sposobu porodu.

Sposé6b porodu
PSN p* CC p*
Wczesniaki Donoszone Wczesniaki Donoszone
N=11 N=15 N=17 N=17
X =0| x =53367067| 0,0116 X =0 X =0 -

SD=0| SD=12457912 SD=0 SD=0
Me=0 9 Me=0 Me=0
. Xmin=0 Me=0 Xmin=0 Xmin=0
E. coli XinaO Xmin=0 Xmax=0 Xmax=0
Q25=0| Xmax=40000000 Q25=0| Q25=0 Q75=0

Q75=0 0 Q75=0

Q25=0
Q75=200000
X =0 X =13333| 0,4363 X = X =0 -

SD=0 SD=51640 SD=0 SD=0
. Me=0 Me=0 Me=0 Me=0
Enterobacteriaceae — — Xm0 XorincO
Xmax=0 Xmax=200000 Xmax=0 Xmax=0
Q25=0 Q25=0 Q25=0| Q25=0 Q75=0

Q75=0 Q75=0 Q75=0
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X =0| X =30965093 | 0,0001 X =24 X =01 0,1633
SD=0| SD=10246727 SD=66 SD=0
Me=0 9 Me=0 Me=0
Xmin=0 Me=40000 Xmin=0 Xmin=0
Enterococcus Xmax:O Xmin:O Xmax:ZOO Xmax:O
Q25=0| Xmax=40000000 Q25=0| Q25=0 Q75=0
Q75=0 0 Q75=0
Q25=2000
Q75=6000000
X =0 X =13| 0,4363 X =0 X =0 -
SD=0 SD=52 SD=0 SD=0
Me=0 Me=0 Me=0 Me=0
Xmin:O Xmin:O Xmin:O Xmin:O
Proteus X0 Xna=200 X Xm0
Q25=0 Q25=0 Q25=0| Q25=0 Q75=0
Q75=0 Q75=0 Q75=0
X =0 X =0 - X =0 X =0 -
SD=0 SD=0 SD=0 SD=0
Me=0 Me=0 Me=0 Me=0
Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Pseudomonas M M g g
Q25=0 Q25=0 Q25=0| Q25=0 Q75=0
Q75=0 Q75=0 Q75=0
X =0 X =480 | 0,0416 X =0 X =118 0,3466
SD=0 SD=1110 SD=0 SD=485
Me=0 Me=0 Me=0 Me=0
Lactobacillus Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax:O Xmax:4000 Xmax:O Xmax:ZOOO
Q25=0 Q25=0 Q25=0| Q25=0 Q75=0
Q75=0 Q75=200 Q75=0
X =2032 X =698088 | 0,0048 X =2775 X =11058 | 0,0196
SD=3914 SD=265634 SD=10293 SD=18188
Me=0 Me=7800 Me=0 Me=2560
BIfIdObaCtel’lum Xmin:O Xmin:O Xmin:O Xmin:O
Xmax=10000 | Xmax=10300000 Xmax=42600 Xmax=>4600
Q25=0 Q25=4520 Q25=0 Q25=0
Q75=1390 Q75=14100 Q75=0 Q75=9400
X =50 X =885 0,2579 X =68 X =165 0,8358
SD=166 SD=2490 SD=151 SD=370
Me=0 Me=0 Me=0 Me=0
Bacteroides Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax=250 Xmax=9540 Xmax=414 Xmax=1030
Q25=0 Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=392 Q75=0 Q75=0
X =0 X =0 - X =0 X =0 -
SD=0 SD=0 SD=0 SD=0
Me=0 Me=0 Me=0 Me=0
Clostridium Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax:O Xmax:O Xmax:O Xmax:O
Q25=0 Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0 Q75=0 Q75=0
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X =1283 X =463 | 0,1120 X =1429 X =1171]| 0,7024
SD=1405 SD=1190 SD=1587 SD=1846
Faecalibacterium Me=694 Me=0 Me=1020 Me=2260
prausnitzii Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 Xmin<0
Xmax=3640 Xmax=3820 Xmax=4280 Xmax=>000
Q25=0 Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=2380 Q75=0 Q75=2740 Q75=3060

x =0 x =53 | 0,4363 X =0 x =0 -

SD=0 SD=207 SD=0 SD=0
Akkermansia Me=0 Me=0 Me=0 Me=0
muciniphila Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=800 Xmax=0 Xmax=0
Q25=0 Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0 Q75=0 Q75=0

X =570418 | Xx =93649467 | 0,1460 X =1677094 X =667765| 0,2415
SD=545907 | SD=31380791 SD=3826856 SD=872729
Me=372000 4 Me=97400 Me=670000
Xmin=55400 Me=632000 Xmin=39200 Xmin=101000
TBC Xex=160000 |  Xmin-108000 Xmax=13700000 | Xmax-3820000
Q25=74800 | Xmax=12200000 Q25=56000| Q25=116000
Q75=1010000 00 Q75=798000 | Q75=784000

Q25=135000
Q75=2020000
X =0 X =0 - X =0 X =0 -

SD=0 SD=0 SD=0 SD=0
Grzyby Me=0 Me=0 Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax:O Xmax:O Xmax:O Xmax:O
Q25=0 Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0 Q75=0 Q75=0

* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Manna-Whitneya; PSN — pordd sitami natury; CC — cigcie
cesarskie; X - $rednia, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Xmin — warto$¢ minimalna,

Xmax — wartos¢ maksymalna, Q25 — kwartyl dolny, Q75 — kwartyl gorny

Wykazano istotnie statystyczna roznice w liczbie E. coli (p=0,0116), Enterococcus
(p=0,0001), Lactobacillus (p=0,0416) oraz Bifidobacterium (p=0,0048) w smotce, miedzy
wczesniakami urodzonymi sitami natury a noworodkami donoszonymi urodzonymi sitami
natury. U noworodkow donoszonych urodzonych sitami natury stwierdzono wyzszg liczbe
wszystkich  wymienionych powyzej rodzajow bakterii. Pomiedzy wcze$niakami
a noworodkami donoszonymi urodzonymi przez CC wykazano istotnie statystyczna
roéznice wylacznie migdzy liczbg bakterii z rodzaju Bifidobacterium (p=0,0196), ktora byta

wyzsza u noworodkow donoszonych.
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100%
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99,4% 99,7% 98,1%
50%
40%
30%
20%
10%
0% 04% 0,2% 1.7%
wezesniaki psn donoszone psn wezesniaki cc donoszone cc
Inne 99,4% 9,2% 99,7% 98,1%
m Akkermansia muciniphila 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
M Faecalibacterium prausnitzii 0,2% 0,0% 0,1% 0,2%
M Clostridium 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
M Bacteroides 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
M Bifidobacterium 0,4% 0,7% 0,2% 1,7%
W Lactobacillus 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
H Pseudomonas 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
M Proteus 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Enterococcus 0,0% 33,1% 0,0% 0,0%
W Enterobacteriaceae 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
W E. coli 0,0% 57,0% 0,0% 0,0%

Wykres 2. Rozktad procentowy mikrobioty smotki u noworodkow donoszonych

I wezesniakow z uwzglednieniem sposobu porodu.

Zaobserwowano znaczng roéznic¢ w rozkladzie procentowym bakterii w smotce miedzy
noworodkami donoszonymi urodzonymi sitami natury, a pozostatymi badanymi grupami.
W grupie noworodkéw donoszonych urodzonych fizjologicznie smoétka byta zdominowana
gtownie przez bakterie E. coli, Enterococcus, Bifidobacterium. Z kolei, w smoice
noworodkow donoszonych urodzonych poprzez CC, jak i przedwcze$nie urodzonych
poprzez CC oraz sitami natury, nie zaobserwowano podobnego rozktadu, a przewage
procentowa miaty bakterie (inne), ktore nie byly analizowane w niniejszym badaniu.
U noworodkow donoszonych urodzonych przez cigcie cesarskie zaobserwowano wyzszy

odsetek Bifidobacterium w poréwnaniu z pozostatymi grupami.
4.3.2. Analiza profilu mikrobioty w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala

W tabeli 12 przedstawiono poréwnanie miedzy poszczegdlnymi mikroorganizmami
w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala wzgledem wieku cigzowego (wczesniaki

vs. donoszone), a na wykresie 3 przedstawiono procentowy rozklad poszczegdlnych
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mikroorganizméw w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala u noworodkow donoszonych

I przedwczesnie urodzonych.

Tabela 12. Poréwnanie ilosciowe sktadu mikrobioty w stolcu 6 tygodni po wypisie ze

szpitala w zaleznos$ci od wieku cigzowego.

Ogotem p*
Wezesniaki Donoszone
N=28 N=32

X =273928571 X =336125000 0,4508
SD=212800364 SD=496853827
. Me=300000000 Me=200000000
E. coli Xmin=0 Xmin=0
Xmax=800000000 Xmax=2000000000
Q25=100000000 Q25=3000000
Q75=350000000 Q75=450000000

X =135857143 X =91903125 0,0472
SD=221655006 SD=175841067
) Me=35000000 Me=0
Enterobacteriaceae Yerin0 Yenin0
Xmax=800000000 Xmax=600000000
Q25=3000000 Q25=0
Q75=100000000 Q75=95000000

X =196143036 X =288513750 0,5765
SD=195551023 SD=490081306
Me=100000000 Me=100000000
Enterococcus Xmin=5000 Xiin=0
Xmax=800000000 Xmax=2000000000
Q25=55000000 Q25=10000000
Q75=300000000 Q75=400000000

X =3871429 X =625000 0,1338
SD=18876300 SD=3535534
Me=0 Me=0
Proteus Xmin=0 Xmin=0
Xmax=100000000 Xmax=20000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0

X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
Me=0 Me=0
Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
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X =7075000 X =14565000 0,9464
SD=7226731 SD=25424836
. Me=4000000 Me=5500000
Lactobacillus X 0 i 0
min min:
Xmax=20000000 Xmax=100000000
Q25=2000000 Q25=150000
Q75=8500000 Q75=20000000
X =83602629 X =717649675 0,06506
SD=328700351 SD=2178841000
. . Me=9990000 Me=23400000
Bifidobacterium Xmin-81600 Xmin-34000
Xmax=1 750000000 Xmax=8900000000
Q25=2810000 Q25=7160000
Q75=25800000 Q75=81200000
X =135230148 X =211094287 0,0201
SD=601088893 SD=507146141
Me=154 Me=1325
Bacteroides Xmin=0 Xmin=0
Xmax=3160000000 Xmax=2 /20000000
Q25=0 Q25=233
Q75=2220560 Q75=237000000
X =1871429 X =852294 0,0963
SD=4287150 SD=1960734
Clostridium Me=200000 Me=0
Xmin:O Xmin:O
Xmax=20000000 Xmax=9000000
Q25=0 Q25=0
Q75=750000 Q75=400000
X =1710 X =1366 0,1376
SD=1707 SD=1973
Faecalibacterium Me=1175 Me=0
prausnitzii Xmin=0 Xmin=0
Xmax=6020 Xmax=0620
Q25=0 Q25=0
Q75=3140 Q75=2760
X =37500 X =1393143 0,0817
SD=198431 SD=7703721
Akkermansia Me=0 Me=0
muciniphila Xmin=0 Xmin=0
Xmax=1050000 Xmax=43600000,
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =3032929000 X =2778302000 0,8863
SD=3497751000 SD=1902004000
TBC Me=1385000000 Me=5240000000

Xmin=48200000
Xmax=15400000000
Q25=679000000
Q75=4780000000

Xmin=532000
Xmax=0240000000
Q25=488000000

Q75=4160000000
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x =4185 x =11556 0,6781
SD=19251 SD=42283
drozdz dob min= min=
rorezopodonhe Xna=100000 Xina=200000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Manna-Whitneya; X - $rednia, SD — odchylenie

standardowe, Me — mediana, Xmin — warto$¢ minimalna, Xmax — warto$¢ maksymalna, Q25 — kwartyl

dolny, Q75 — kwartyl gorny

Pomigdzy wczesniakami a noworodkami donoszonymi wykazano istotnie statystyczng

réznice wzgledem liczby Enterobacteriaceae (p=0,0472) oraz Bacteroides (p=0,0201),

wstolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala. Noworodki przedwczesnie urodzone

charakteryzowaly si¢ wyzsza liczba Enterobacteriaceae, z kolei noworodki donoszone

wyzszag liczba bakterii z rodzaju Bacteroides.

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

wczesniaki donoszone

Inne 72,4% 40,2%
m Akkermansia muciniphila 0,0% 0,1%
M Faecalibacterium prausnitzii 0,0% 0,0%
M Clostridium 0,1% 0,0%
M Bacteroides 4,5% 7,6%
M Bifidobacterium 2,8% 25,8%
M Lactobacillus 0,2% 0,5%
m Pseudomonas 0,0% 0,0%
M Proteus 0,1% 0,0%

Enterococcus 6,5% 10,4%
W Enterobacteriaceae 4,5% 3,3%
W E. coli 9,0% 12,1%

Wykres 3. Rozktad procentowy mikrobioty w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala

u noworodkow donoszonych i wcze$niakow.
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Zaobserwowano wigkszy udziat procentowy w mikrobiocie jelit noworodkow urodzonych
0 czasie w zakresie Bifidobacterium, Enteroccocus i Bacteroides w poréwnaniu

Z noworodkami urodzonymi przedwczesnie.

Nastepnie dokonano analizy pordwnawczej miedzy poszczegdlnymi mikroorganizmami
w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala, wzgledem wieku cigzowego z podziatem
na sposéb porodu. Wyniki przedstawiono w tabeli 13. Na wykresie 4 przedstawiono

procentowy rozktad poszczegdlnych mikroorganizméw w smoélce u noworodkow

donoszonych i przedwczes$nie urodzonych, z uwzglgdnieniem sposobu porodu.

Tabela 13. Poréwnanie ilosciowe sktadu mikrobioty w stolcu 6 tygodni po wypisie

ze szpitala w zalezno$ci od wieku cigzowego, z uwzglednieniem sposobu porodu.

Sposéb porodu
PSN p* CC p*
WezesSniaki Donoszone Wezesniaki Donoszone
N=11 N=15 N=17 N=17
X =1872727 | x =405066667 | 0,3730 | x =3300000| x =275294118 | 0,0904
27| SD=51711776 00 | SD=485722627
SD=1406478 3 SD=2356904 | Me=100000000
52 | Me=20000000 75 Xmin=0
Me=1000000 0 Me=3000000 | Xmax=200000000
00 Xmin=0 00 0
E coli Xmin=0 | Xmax=20000000 Xmin=0 Q25=0
’ Xmax=4000000 00 Xmax=8000000 | Q75=40000000
00| Q25=7000000 00 0
Q25=100000 0 Q25=200000
000 | Q75=5000000 000
Q75=300000 00 Q75=600000
000 000
X =1958181| x =43393333| 0,0002 | x =9705882| x =134705882 | 0,5232
82| SD=15451668 4| SD=186718962
SD=2254088 6 SD=2169828 | Me=90000000
81 Me=0 54 Xmin=0
Me=9000000 Xmin=0 Me=1000000 | Xmax=600000000
0| Xmax=60000000 0 Q25=0
. Xmin=2000000 0 Xmin=0 | Q75=20000000
Enterobacteriaceae | 6000000 Q25=0 Xmax=8000000 0
00 Q75=400000 00
Q25=800000 Q25=0
0 Q75=600000
Q75=500000 00
000
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X =2072727 | X =341762667 | 0,1670 | x =1889414 | x =241529412 | 0,6144
27 | SD=68626371 71| SD=219673086
SD=2373643 2 SD=1708111 | Me=200000000
15| Me=40000000 26 Xmin=2000000
Me=1000000 Xmin=0 Me=2000000 | xmax=600000000
00| Xmax=20000000 00| Q25=80000000
Xmin=5000000 00 Xmin=2000 | Q75=40000000
Enterococcus 0| Q25=400000 Xmax=6000000 0
Xmax=8000000 | Q75=4000000 00
00 00 Q25=600000
Q25=500000 00
00 Q75=200000
Q75=400000 000
000
X =9090909 x =1333333| 0,8223 X =494118 x =01 0,0802
SD=3015113| SD=5163978 SD=1500196 SD=0
4 Me=0 Me=0 Me=0
Me=0 Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Proteus Xmin=0 | Xmax=20000000 Xmax=6000000 Xmax=0
Xmax=1000000 Q25=0 Q25=0 Q25=0
00 Q75=0 Q75=0 Q75=0
Q25=0
Q75=0
X =0 X =0 - X =0 X =0 -
SD=0 SD=0 SD=0 SD=0
Me=0 Me=0 Me=0 Me=0
Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax:O Xmax:O Xmax:O Xmax:O
Q25=0 Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0 Q75=0 Q75=0
X =9245455| x =13126667 | 0,6362 | x =5670588 x =15834118 | 0,5910
SD=8770560 | SD=25210385 SD=5892343| SD=26318706
Me=6000000| Me=6000000 Me=4000000 Me=5000000
Xmin:O Xmin:O Xmin:400000 Xmin:O
Xmax=2000000 | Xmax=10000000 Xmax=2000000 | Xmax=100000000
_ 0 0 0| Q25=100000
Lactobacillus Q25=200000| Q25=200000 Q25=200000 | Q75=20000000
0| Q75=2000000 0
Q75=200000 0 Q75=600000
00 0
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X =3771414 | x =147246400| 0,3241 | x =1132951 X =51637271| 0,1432
5 0 76| SD=76255293
SD=5544593 | SD=30588030 SD=4219220| Me=20000000
1 00 94 Xmin=35600
Me=1580000 | Me=42800000 Me=9680000 | Xmax=280000000
0 Xmin=34000 Xmin=250000 | Q25=10500000
Bifidobacterium | Xmin-81600 | Xna-89000000 Xnar=1750000 | Q75=43200000
Xmax=1670000 00 000
00| Q25=3820000 Q25=276000
Q25=318000| Q75=2420000 0
0 00 Q75=182000
Q75=570000 00
00
X =4996736 | X =385000659 | 0,0159 | x =1904001 X =57647489 | 0,3915
4| SD=70128913 85| SD=120905707
SD=1586302 9 SD=7653416 Me=584
12 | Me=19000000 75 Xmin=0
Me=0 Xmin=0 Me=308 | Xmax=428000000
Bacteroides Xmin=0 | Xmax=27200000 Xmin=0 Q25=0
Xmax=2280000 00 Xmax=3160000 Q75=2220
00 Q25=424 000
Q25=0| Q75=5720000 Q25=0
Q75=444000 00 Q75=1120
0
X =705455 X =357333| 0,2246 | x =2625882 X =1289024 | 0,3025
SD=1777011 SD=893560 SD=5244296 SD=2513504
Me=20000 Me=0 Me=400000 Me=10000
Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Clostridium | Xnx6000000 |  Xna:e3000000 Xn2=2000000 | Xnax-9000000
Q25=40000 Q25=0 0 Q25=0
Q75=500000 Q75=60000 Q25=40000| Q75=2000000
Q752200000
0
X =1425 X =577 0,0381 X =1894 X =2062 | 1,0000
SD=1406 SD=1585 SD=1895 SD=2061
Faecalibacterium Me=1150 Me=0 Me=1200 Me=2640
prausnitzii Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 | Xmin=0 Xmax=6620
Xmax=3520 Xmax=2820 Xmax=6020 Q25=0
Q25=0 Q25=0 Q25=377 Q75=3200
Q75=2700 Q75=0 Q75=3440
X =0 X =80| 0,4363 X =61765 X =2622316 | 0,0972
SD=0 SD=310 SD=254662 | SD=10562235
) Me=0 Me=0 Me=0 Me=0
Akkerman_ma Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
muciniphila Xmax=0 Xmax=1200 Xmax=1050000 |  Xmax=43600000
Q25=0 Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0 Q75=0 Q75=2860
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X =2660109 | x =121237680| 0,0379 | x =3274165 | x =4160000000 | 0,1221

000 0 000 SD=0
SD=2293164 | SD=17507110 SD=4147446 | Me=416000000
000 00 000 0
Me=1460000 | Me=45200000 Me=1260000 | Xmin=416000000
000 0 000 0
TBC Xmin=9520000 Xmin=532000 Xmin=4820000 | Xmax=416000000
0| Xmax=52400000 0 0
Xmax=6400000 00 Xmax=1540000 | Q25=41600000
000 | Q25=1380000 0000 00
Q25=596000 00 Q25=702000 | Q75=41600000
000 | Q75=9160000 000 00

Q75=528000 00 Q75=476000

0000 0000

X =9364 X =17417 | 0,9629 X =625 X =6867 | 0,5377

SD=30074 SD=57557 SD=2500 SD=25776
Grzyby Me=0 Me=0 Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax=100000 | Xmax=200000 Xmax=10000 Xmax=100000
Q25=0 Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0 Q75=0 Q75=0

* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Manna-Whitneya; PSN — pordd sitami natury; CC — cigcie
cesarskie; X - $rednia, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Xmin — warto§¢ minimalna,

Xmax— Warto$¢ maksymalna, Q25 — kwartyl dolny, Q75 — kwartyl gorny

Wykazano istotnie statystyczng roéznicg W liczbie Enterobacteriaceae (p=0,0002),
Bacteroides (p=0,0159), F. prausnitzii (p=0,0381) oraz ogodlnej liczby bakterii TBC
(p=0,0379) w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala, mi¢edzy wczeSniakami urodzonymi
sitami natury a noworodkami donoszonymi urodzonymi sitami natury. U wcze$niakéw
stwierdzono wyzszg liczbe Enterobacteriaceae, F. prausnitzii, TBC, a u noworodkow
donoszonych Bacteroides. Pomiedzy wczesniakami a noworodkami donoszonymi
urodzonymi przez CC nie wykazano zadnych istotnie statystycznych roznic w stolcu

po 6 tygodniach od wypisu ze szpitala migdzy analizowanymi mikroorganizmami.
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100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

36,8%
73,8% 71,6%
81,2%
7,8%
' 5,8%
8,1% 5.8%

0%

wczesniaki psn donoszone psn wczesniaki cc donoszone cc

Inne 73,8% 36,8% 71,6% 81,2%
m Akkermansia muciniphila 0,0% 0,0% 0,0% 0,1%
M Faecalibacterium prausnitzii 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
M Clostridium 0,0% 0,0% 0,1% 0,0%
M Bacteroides 1,9% 9,1% 5,8% 1,4%
M Bifidobacterium 1,4% 35,0% 3,5% 1,2%
M Lactobacillus 0,3% 0,3% 0,2% 0,4%
M Pseudomonas 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
M Proteus 0,3% 0,0% 0,0% 0,0%

Enterococcus 7,8% 8,1% 5,8% 5,8%
M Enterobacteriaceae 7,4% 1,0% 3,0% 3,2%
W E. coli 7,0% 9,6% 10,1% 6,6%

Wykres 4. Rozktad procentowy mikrobioty w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala u

noworodkéw donoszonych i weze$niakow z uwzglednieniem sposobu porodu.

Zbiorczy wykres przedstawiajacy procentowy rozktad mikrobioty jelit noworodkow
pokazuje, ze w 6 tygodniu zycia tylko noworodki urodzone o czasie drogg fizjologiczng

prezentuja optymalny profil mikrobioty jelita z przewaga Bifidobacterium i Bacteroides.
4.4. Analiza modyfikacji mikrobioty w zaleznosci od czasu

Poréwnano takze zmiang profilu mikrobioty w czasie, czyli dwoch punktach czasowych
(smoétka vs. stolec 6 tygodni po wypisie ze szpitala) dla noworodkow donoszonych
oraz trzech punktach czasowych (smotka vs. stolec w 34. tyg. skorygowanego zycia
postkoncepcyjnego vs. stolec 6 tygodni po wypisie ze szpitala) dla noworodkéw

przedwczesnie urodzonych.
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4.4.1. Analiza modyfikacji mikrobioty w czasie u noworodkéow donoszonych

urodzonych silami natury

W tabeli 14 przedstawiono zmiane profilu mikrobioty w czasie, w stolcu 6 tygodni
po wypisie ze szpitala wzgledem smotki, u noworodkéw donoszonych urodzonych sitami

natury.

Tabela 14. Analiza modyfikacji sktadu ilosciowego mikrobioty w czasie u noworodkow
donoszonych urodzonych fizjologicznie.

p*
Donoszone PSN
N=15
Smotka 6 tygodni po wypisie ze
szpitala
X =53367067 X =405066667 0,0015
SD=124579129 SD=517117763
Me=0 Me=200000000
E. coli Xininz0 Xminz0
Xmax=400000000 Xmax=2000000000
Q25=0 Q25=70000000
Q75=200000 Q75=500000000
X =13333 X =43393333 0,0679
SD=51640 SD=154516686
. Me=0 Me=0
Enterobacteriaceae X0 N
Xmax=200000 Xmax=600000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=400000
X =30965093 X =341762667 0,0045
SD=102467279 SD=686263712
Me=40000 Me=40000000
Enterococcus Yrin0 Xonin0
Xmax=400000000 Xmax=2000000000
Q25=200 Q25=400000
Q75=6000000 Q75=400000000
X =13 X =1333333 -
SD=52 SD=5163978
Me=0 Me=0
Proteus Xmin=0 Xmin=20000000
Xmax=200 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
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X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
Me=0 Me=0
Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0

X =480 X =13126667 0,0019
SD=1110 SD=25210385
) Me=0 Me=6000000
Lactobacillus Xinin20 Xanin20
Xmax=4000 Xmax=100000000
Q25=0 Q25=200000
Q75=200 Q75=20000000

X =698088 X =1472464000 0,0007
SD=2656324 SD=3058803000
. . Me=7800 Me=42800000
Bifidobacterium XeinO Xin-34000
Xmax=10300000 Xmax=8900000000
Q25=4520 Q25=3820000
Q75=14100 Q75=242000000

X =885 X =385000659 0,0012
SD=2490 SD=701289139
. Me=0 Me=19000000
Bacteroides XeinO Xin0
Xmax=9540 Xmax=2, 720000000
Q25=0 Q25=424
Q75=392 Q75=572000000

X =0 X =357333 0,0679
SD=0 SD=893560
. Me=0 Me=0
Clostridium Yrin0 Xonin0
Xmax=0 Xmax=3000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=60000

X =463 X =577 0,7150
SD=1190 SD=1585
. . Me=0 Me=0,00

Faecalibacterium

prausnitzii Xnin=0 Xnin=0
Xmax=3820 Xmax=5820
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0

X =53 X =80 0,6547
SD=207 SD=310
Akkermansia Me=0 Me=0
muciniphila Xmin=0 Xmin=0
Xmax=800 Xmax=1200
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
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X =93649470 X =1212377000 0,0008
SD=313807900 SD=1750711000
Me=632000 Me=452000000
TBC Xmin=108000 Xmin=532000
Xmax=1220000000 Xmax=2240000000
Q25=135000 Q25=138000000
Q75=2020000 Q75=916000000
X =0 X =17417 0,1797
SD=0 SD=57557
Grzyby Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=200000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0

* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Wilcoxona; X - $rednia, SD — odchylenie standardowe, Me —
mediana, Xmin — warto$¢ minimalna, Xmax — warto$¢ maksymalna, Q25 — kwartyl dolny, Q75 —

kwartyl gorny

W tej grupie noworodkéw wykazano istotnie statystyczng réznic¢ w zmianie liczebno$ci
nastepujacych mikroorganizmow w czasie: E. coli (0,0015), Enterococcus (p=0,0045),
Lactobacillus (p=0,0019), Bifidobacterium (p=0,0007), Bacteroides (p=0,0012) oraz TBC
(p=0,0008). We wszystkich przypadkach wymienionych powyzej bakterii, w stolcu

po 6 tygodniach wzglgdem smoftki, byto ich znamiennie wigce;j.

4.4.2. Analiza modyfikacji mikrobioty w czasie u noworodkéw donoszonych

urodzonych poprzez CC

W tabeli 15 przedstawiono zmiane profilu mikrobioty w czasie, w stolcu 6 tygodni po
wypisie ze szpitala wzgledem smotki, u noworodkéw donoszonych urodzonych sitami

natury.
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Tabela 15. Analiza modyfikacji sktadu ilosciowego mikrobioty w czasie u noworodkow

donoszonych urodzonych poprzez CC.

p*
Donoszone CC
N=17
Smotka 6 tygodni po wypisie ze
szpitala
X =0 X =275294118 0,0034
SD=0 SD=485722627
] Me=0 Me=100000000
E. coli Xmin=0 XminzO
Xmax=0 Xmax=2000000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=400000000
=0 X =134705882 0,0051
SD=0 SD=186718962
Me=0 Me=90000000
Enterobacteriaceae Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=600000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=200000000
X = X =241529412 0,0003
SD=0 SD=219673086
Me=0 Me=200000000
Enterococcus Xmin=0 Xmin=2000000
Xmax=0 Xmax=600000000
Q25=0 Q25=80000000
Q75=0 Q75=400000000
X = X =0 -
SD=0 SD=0
Me=0 Me=0
Proteus Xmin=0 Xmin=0
Xmax:O Xmax:O
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X = X =0 -
SD=0 SD=0
Me=0 Me=0
Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0
Xmaxzo Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
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X =118 X =15834118 0,0008
SD=485 SD=26318706
Me=0 Me=5000000
Lactobacillus Xmin=0 Xmin=0
Xmax=2000 Xmax=100000000
Q25=0 Q25=100000
Q75=0 Q75=20000000
X =11058 X =51637271 0,0003
SD=18188 SD=76255293
. . Me=2560 Me=20000000
Bifidobacterium XorinO Xminz35600,00,
Xmax=54600 Xmax=280000000,
Q25=0 Q25=10500000,
Q75=9400 Q75=43200000
X =165 X =57647489 0,0076
SD=370 SD=120905707
Me=0 Me=584,0000
Bacteroides Xmin=0 Xmin=0
Xmax=1030 Xmax=428000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=2220
X =0 X =1289024 0,0033
SD=0 SD=2513504
. Me=0 Me=10000
Clostridium Xrin0 Xin0
Xmax=0 Xmax=9000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=2000000
X =1771 X =2062 0,3465
SD=1846 SD=2061
Faecalibacterium Me=2260 Me=2640
prausnitzii Xmin=0 Xmin=0
Xmax=5000 Xmax=6620
Q25=0 Q25=0
Q75=3060 Q75=3200
X =0 X =2622316 0,0432
SD=0 SD=10562235
Akkermansia Me=0 Me=0
muciniphila Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=43600000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=2860
X =667764 X =4160000000 0,0003
SD=872729 SD=0
Me=670000 Me=4160000000
TBC Xmin=101000 Xmin=4160000000
Xmax=3820000 Xmax=4160000000
Q25=116000 Q25=4160000000
Q75=784000 Q75=4160000000
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X =0 X =6867 0,1797
SD=0 SD=25776
Grzyby Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=100000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0

* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Wilcoxona; X - $rednia, SD — odchylenie standardowe, Me —
mediana, Xmin — warto$¢ minimalna, Xmax — warto$¢ maksymalna, Q25 — kwartyl dolny, Q75 —

kwartyl gorny; CC — cigcie cesarskie

W tej grupie noworodkOw wykazano istotnie statystyczng rdznice w zmianie liczebnosci
nastepujagcych mikroorganizméw w czasie: E. coli (0,0034), Enterobacteriaceae
(p=0,0051), Enterococcus (0,0003), Lactobacillus (p=0,0008), Bifidobacterium
(p=0,0003), Bacteroides (p=0,0076), Clostridium (p=0,0033), A. mucinihila (p=0,0432)
oraz TBC (p=0,0003). We wszystkich przypadkach wymienionych powyzej bakterii,

w stolcu po 6 tygodniach wzgledem smoftki, byto ich znamiennie wigce;j.

4.4.3. Analiza modyfikacji mikrobioty w czasie u noworodkéw przedwczesnie

urodzonych silami natury

W tabeli 16 przedstawiono zmiang¢ profilu mikrobioty w czasie, w stolcu 6 tygodni po
wypisie ze szpitala wzgledem stolca w 34. tyg. skorygowanego zycia postkoncepcyjnego

oraz smoiki, u wezesniakow urodzonych sitami natury.
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Tabela 16. Analiza modyfikacji sktadu ilosciowego mikrobioty w czasie u wczesniakow

urodzonych fizjologicznie.

Wezesniaki PSN *
N=11 P
34. tydz.
skorygowanego 6 tygodni po
Smétka zycia wypisie ze
| postkoncepcyj- szpitala
nego i
I

x =0 x =318181818 X =187272727 0,0067

SD=0 SD=594673325 SD=140647852
Me=0 Me=0 Me=100000000 I vs. 11 0,0990
E. coli Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 I1'vs. 111 1,0000
Xmax=0 Xmax=2000000000 Xmax=400000000 Ivs. 111 0,0231

Q25=0 Q25=0 Q25=100000000

Q75=0 Q75=400000000 Q75=300000000
X =0 X =245454545 X =195818182 0,0022

SD=0 SD=246429042 SD=225408881
. Me=0 Me=300000000 Me=90000000 Ivs. 110,0167
Enterobacteriaceae Xmin=0 Xmin=0 Xmin=2000000 | 11 vs. 111 1,0000
Xmax=0 Xmax=800000000 Xmax=600000000 I vs. 111 0,0085

Q25=0 Q25=0 Q25=8000000

Q75=0 Q75=400000000 | Q75=500000000
X =0 X =230001818 X =207272727 0,0002

SD=0 SD=265177450 SD=237364315
Me=0 Me=200000000 Me=100000000 I vs. 11 0,0060
Enterococcus Xmin=0 Xmin=20000 Xmin=50000000 | Il vs. 111 1,0000
Xmax=0 Xmax=800000000 Xmax=800000000 I vs. 111 0,0002

Q25=0 Q25=30000000 Q25=50000000

Q75=0 Q75=400000000 | Q75=400000000
X =0 X =0 X =9090909 0,3679

SD=0 SD=0 SD=30151134

Me=0 Me=0 Me=0

Proteus Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0

Xmax=0 Xmax=0 Xmax=100000000

Q25=0 Q25=0 Q25=0

Q75=0 Q75=0 Q75=0
X =0 X =0 X =0 -

SD=0 SD=0 SD=0

Me=0 Me=0 Me=0

Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0

Xmax=0 Xmax=0 Xmax=0

Q25=0 Q25=0 Q25=0

Q75=0 Q75=0 Q75=0
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X =0 X =2221818 X =9245455 0,0006
SD=0 SD=3459774 SD=8770560
Me=0 Me=600000 Me=6000000 I'vs. 11 0,1650
Lactobacillus Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 | 11vs. 111 0,3295
Xmax=0 Xmax=10000000 Xmax=20000000 | 1vs. 111 0,0013
Q25=0 Q25=0 Q25=2000000
Q75=0 Q75=6000000 Q75=20000000
X =2032 X =977740 X =37714145 <0,0001
SD=3914 SD=1489623 SD=55445931
_ Me=0 Me=156000 Me=15800000 I'vs. 110,0315
Bifidobacterium Xmin=0 Xmin=3140 Xmin=81600 | 11 vs. 111 0,1650
Xmax=10000 Xmax=4100000 | Xmax=167000000 | I vs. 11 0,0001
Q25=0 Q25=40800 Q25=3180000
Q75=1390 Q75=2680000 Q75=57000000
X =50 X =204 X =49967364 0,1117
SD=166 SD=288| SD=158630212
Me=0 Me=0 Me=0
Bacteroides Xrmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax=550 Xmax=672 | Xmax=528000000
Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=566 Q75=4440000
X =0 X =2258727 X =705455 0,0564
SD=0 SD=6004342 SD=1777011
- Me=0 Me=2000 Me=20000
Clostridium Xinin=0 Xiin=0 XinO
Xmax=0 Xmax=20000000 Xmax=6000000
Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=800000 Q75=500000
X =1283 X =3502 X =1425 0,0258
SD=1405 SD=3959 SD=1406
Faecalibacterium Me=694 Me=2560 Me=1150 Ivs. 11 0,0426
prausnitzii Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0 | 11 vs. 111 0,2642
Xmax=3640 Xmax=13700 Xmax=3520 | 1 vs. 111 1,0000
Q25=0 Q25=535 Q25=0
Q75=2380 Q75=5660 Q75=2700
X =0 X =933 X =0 0,13534
SD=0 SD=2283 SD=0
Akkermansia Me=0 Me=0 Me=0
muciniphila Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax:O Xma)(:7260 Xma)(:O
Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0 Q75=0
X =570418 X =2987796000| X =2660109000 0,0003
SD=545907 SD=2816588000 | SD=2293164000
Me=372000 Me=2020000000 | Me=1460000000x I'vs. 11 0,0009
TBC Xmin=55400 Xmin=758000 i--95200000 | M vs: 11,0000
Xmax=1600000 Xmax-8440000000 |  x...,-6400000000 | ' VS 1110,00194
Q25=74800 Q25=672000000 |  25=596000000

Q75=1010000

Q75=5100000000

Q75=5280000000
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X =0 X =22727 X =9364 0,2231
SD=0 SD=0 SD=0
Grzyby Me=0 Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=200000,0 Xmax=100000
Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0 Q75=0

* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Friedmana z testem wielokrotnych poréwnan Dunna; X -
srednia, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Xmin — warto$¢ minimalna, Xmax — warto$¢

maksymalna, Q25 — kwartyl dolny, Q75 — kwartyl gorny; PSN — pordd sitami natury

W tej grupie noworodkow wykazano istotnie statystyczng rdznice¢ w zmianie liczebnos$ci
nastepujacych mikroorganizméw w czasie: E. coli (p=0,0067), dla zmiany liczby bakterii
w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala wzgledem smotki (p=0,0231);
Enterobacteriaceae (p=0,0022), dla zmiany liczby bakterii w stolcu w 34. tyg.
skorygowanego zycia postkoncepcyjnego wzgledem smotki (p=0,0167) oraz dla zmiany
liczby bakterii w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala wzglegdem smétki (p=0,0085),
nie zaobserwowano istotnie statystycznych réznic dla zmiany liczby bakterii w stolcu
6 tygodni po wypisie ze szpitala wzgledem stolca w 34. tyg. skorygowanego zycia
postkoncepcyjnego; Enterococcus (p=0,0002), dla zmiany liczby bakterii w stolcu
w 34. tyg. skorygowanego zycia postkoncepcyjnego wzgledem smotki (p=0,0060) oraz dla
zmiany liczby bakterii w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala wzgledem smotki
(p=0,0002); Lactobacillus (p=0,0006), dla zmiany liczby bakterii w stolcu 6 tygodni
po wypisie ze szpitala wzgledem smotki (p=0,0013); Bifidobacterium (p<0,0001),
dla zmiany liczby bakterii w stolcu w 34. tyg. skorygowanego zycia postkoncepcyjnego
wzgledem smotki (p=0,0315) oraz dla zmiany liczby bakterii w stolcu 6 tygodni po
wypisie ze szpitala wzglgdem smotki (p=0,0001); F. prausnitzii (p=0,0258), dla zmiany
liczby bakterii w stolcu w 34. tyg. skorygowanego zycia postkoncepcyjnego wzgledem
smotki (p=0,0426) oraz TBC (p=0,0003), dla zmiany liczby bakterii w stolcu w 34. tyg.
skorygowanego zycia postkoncepcyjnego wzgledem smotki (p=0,0009) oraz dla zmiany
liczby bakterii w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala wzgledem smoétki (p=0,0019).

We wszystkich przypadkach wymienionych powyzej bakterii, w stolcu po 6 tygodniach
oraz w 34. tyg. skorygowanego zycia postkoncepcyjnego wzgledem smotki, bylo ich

Znamiennie wigce;j.
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4.4.4. Analiza modyfikacji mikrobioty w czasie u noworodkow przedwczesnie

urodzonych poprzez CC

W tabeli 17 przedstawiono zmiane profilu mikrobioty w czasie, w stolcu 6 tygodni po

wypisie ze szpitala wzgledem stolca w 34. tyg. skorygowanego zycia postkoncepcyjnego

oraz smoiki, u wezesniakow urodzonych poprzez cigcie cesarskie.

Tabela 17. Analiza modyfikacji sktadu ilosciowego mikrobioty w czasie u wcze$niakow

urodzonych poprzez cesarskie cigcie.

Wezesniaki CC *
N=17 P
34. tydz.
skorygowanego 6 tygodni po
Smoélka zycia wypisie ze
| postkoncepcyj- szpitala
nego 11
]

X =0 X =261764706 X =330000000 <0,0001

SD=0 SD=236860594 SD=235690475
i Me=0 Me=400000000 Me=300000000 I vs. 10,0081
E. coli Xminz0 Xmin=0 Xmin=0 | 11 vs. 111 1,0000
Xmax=0 Xmax=600000000 Xmax=800000000 | 1 vs. 111 0,0007

Q25=0 Q25=0|  Q25=200000000

Q75=0 Q75=400000000 Q75=600000000
X =0 X =186470588 X =97058824 0,0024

SD=0 SD=308604544 SD=216982854
. Me=0 Me=0 Me=10000000 I vs. 11 0,0491
Enterobacteriaceae Ymin=0 Yimin=0 Xmin=0 | 11'vs. 111 1,0000
Xmax=0 Xmax=1000000000 Xmax=800000000 I vs. 111 0,0387

Q25=0 Q25=0 Q25=0

Q75=0 Q75=200000000 Q75=60000000
X =24 X =115905882 X =188941471 <0,0001

SD=66 SD=126372270 SD=170811126
Me=0 Me=80000000 Me=200000000 I vs. 11 0,0009
Enterococcus Xmin=0 Xmin=0 Xmin=5000 | 11 vs. 111 0,5951
Xmax=200 Xmax=400000000 Xmax=600000000 I vs. 111 0,0001

Q25=0 Q25=20000000 Q25=60000000

Q75=0 Q75=200000000 Q75=200000000
X = X =0 X =494118 0,0598

SD=0 SD=0 SD=1500196

Me=0 Me=0 Me=0

Proteus Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0

Xmax=0 Xmax=0 Xmax=6000000

Q25=0 Q25=0 Q25=0

Q75=0 Q75=0 Q75=0
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X =0 X =0 X =0 -
SD=0 SD=0 SD=0
Me=0 Me=0 Me=0
Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax:O Xmax:O Xmax:O
Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0 Q75=0
X =0 X =9075765 X =5670588 <0,0001
SD=0 SD=24054288 SD=5892343
_ Me=0 Me=100000 Me=4000000 I'vs. 11 0,0034
Lactobacillus XinO Xmin=0 Xmin=400000 | 11 vs. 111 0,4347
Xmax=0 Xmax=100000000 Xmax=20000000 I vs. 111 0,0001
Q25=0 Q25=4000 Q25=2000000
Q75=0 Q75=6000000 Q75=6000000
X =2775 X =36351561 X =113295176 <0,0001
SD=10293 SD=117152669 SD=421922094
. . Me=0 Me=2780000 Me=9680000 I vs. 11 0,0009
Bifidobacterium Xinin=0 Xin=0 Xmin=250000 | 11 vs. 11 0,905
Xmax=42600 Xmax=484000000 Xmax=1750000000 I vs. 111 0,0001
Q25=0 Q25=25000 Q25=2760000
Q75=0 Q75=6180000 Q75=18200000
X =68 X =172 X =190400185 0,0537
SD=151 SD=352 SD=765341675
. Me=0 Me=0 Me=308
Bacteroides Xinin2O XinO XinO
Xmax=414 Xmax=1140 Xmax=3160000000
Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0 Q75=1120
X =0 X =547529 X =2625882 0,0003
SD=0 SD=1321780 SD=5244296
. Me=0 Me=0 Me=400000 I vs. 110,2590
Clostridium Xmin:O Xmin:O Xmin:O I vs. 1 0,2590
Xmax=0 Xmax=4000000 Xmax=20000000 1 vs. 111 0,0018
Q25=0 Q25=0 Q25=40000
Q75=0 Q75=100000 Q75=2000000
X =1429 X =2170 X =1894 0,8102
SD=1587 SD=2525 SD=1895
Faccalibacterium Me=1020 Me=1720 Me=1200
prausnitzii Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax=4280 Xmax=8960 Xmax=6020
Q25=0 Q25=202 Q25=377
Q75=2740 Q75=2680 Q75=3440
X =0 X =134 X =61765 0,6065
SD=0 SD=535 SD=254662
Akkermansia Me=0 Me=0 Me=0
muciniphila Xmin=0 Xmin=0 | Xmin=0 Xmax:1050000
Xmax=0 Xmax=2140 Q25=0
Q25=0 Q25=0 Q75=0
Q75=0 Q75=0
X =1677094 X =2482168000 X =3274165000 <,0001
SD=3826856 SD=2178730000 | SD=4147446000M
Me=97400 Me=1660000000 e=1260000000 I'vs. 110,0002
TBC Xmin=39200 Xmin=1210000 Xmin=48200000 | 11 vs. 111 1,0000
Xmax=13700000 Xmax=6640000000 | Xmax=15400000000Q I vs. 111 0,0001
Q25=56000 Q25=600000000 25=702000000
Q75=798000 Q75=3760000000 Q75=4760000000
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X =0 X =176471 X =625 0,6065
SD=0 SD=0 SD=0
Grzyby Me=0 Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin=0 Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=3000000 Xmax=10000
Q25=0 Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0 Q75=0

* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Friedmana z testem wielokrotnych poréwnan Dunna; X -
srednia, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Xmin — warto$¢ minimalna, Xmax — warto$¢

maksymalna, Q25 — kwartyl dolny, Q75 — kwartyl gorny; CC — cigcie cesarskie

W tej grupie noworodkOw wykazano istotnie statystyczng rdznice w zmianie liczebnosci
nastepujgcych mikroorganizméw w czasie: E. coli (p<0,0001), dla zmiany liczby bakterii
w stolcu w 34. tyg. skorygowanego zycia postkoncepcyjnego wzgledem smoétki (p=0,0081)
oraz dla zmiany liczby bakterii w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala wzglgdem smotki
(p=0,0007); Enterobacteriaceae (p=0,0024), dla zmiany liczby bakterii w stolcu w 34. tyg.
skorygowanego zycia postkoncepcyjnego wzgledem smotki (p=0,0491) oraz dla zmiany
liczby bakterii w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala wzglgdem smotki (p=0,0387);
Enterococcus (p<0,0001), dla zmiany liczby bakterii w stolcu w 34. tyg. skorygowanego
zycia postkoncepcyjnego wzgledem smotki (p=0,0009) oraz dla zmiany liczby bakterii
w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala wzglegdem smotki (p<0,0001); Lactobacillus
(p=0,0001), dla zmiany liczby bakterii w stolcu w 34. tyg. skorygowanego zycia
postkoncepcyjnego wzgledem smoétki (p=0,034) oraz dla zmiany liczby bakterii w stolcu
6 tygodni po wypisie ze szpitala wzgledem smotki (p=0,0001); Bifidobacterium
(p<0,0001), dla zmiany liczby bakterii w stolcu w 34. tyg. skorygowanego zycia
postkoncepcyjnego wzgledem smotki (p=0,0009) oraz dla zmiany liczby bakterii w stolcu
6 tygodni po wypisie ze szpitala wzgledem smotki (p=0,0001); Clostridium (p=0,0003),
dla zmiany liczby bakterii w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala wzgledem smotki
(p=0,0018) oraz TBC (p<0,0001), dla zmiany liczby bakterii w stolcu w 34. tyg.
skorygowanego zycia postkoncepcyjnego wzgledem smotki (p=0,0002) oraz dla zmiany
liczby bakterii w stolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala wzgledem smotki (p=0,0001).

We wszystkich przypadkach wymienionych powyzej bakterii, w stolcu po 6 tygodniach
oraz w 34. tyg. skorygowanego zycia postkoncepcyjnego wzgledem smotki, bylo ich

znamiennie wigcej.
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4.5. Analiza porownawcza roznicy liczby mikroorganizméow w czasie miedzy

badanymi grupami

Nastepnie dokonano pordéwnania réznic w liczbie poszczegdlnych mikroorganizmow

w czasie w badanych grupach.

45.1. Analiza porownawcza roznicy liczby mikroorganizmow w czasie

U noworodkow donoszonych z podzialem na rodzaj porodu

W tabeli 18 przedstawiono wyniki porownania roznic przyrostu mikroorganizmow

W czasie u noworodkow donoszonych z podzialem na sposob porodu.

Tabela 18. Roznica w liczbie bakterii w czasie w 6 tygodniu wzgledem smotki

u noworodkow donoszonych.

*
Réznica w liczbie bakterii w czasie, w 6 tygodniu P
wzgledem smoétki
Donoszone PSN Donoszone CC
N=15 N=17

X =351699600 X =275294118 0,3902
SD=513324381 SD=485722627
] Me=100000000 Me=100000000
E. coli Xmin=0 Xminz0
Xmax=2000000000 Xmax=2000000000
Q25=70000000 Q25=0
Q75=499800000 Q75=400000000

X =43380000 X =134705882 0,0373
SD=154520670 SD=186718962
. Me=0 Me=90000000
Enterobacteriaceae Xrin0 Xerin0
Xmax=600000000 Xmax=600000000
Q25=0 Q25=0
Q75=200000 Q75=200000000

X =310797573 X =241529412 0,0820
SD=623806384 SD=219673086
Me=38000000 Me=200000000
Enterococcus Xmin= -29960000 Xmin=2000000
Xmax=2000000000 Xmax=600000000
Q25=398000,0 Q25=80000000
Q75=394000000 Q75=400000000
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X =1333320 X =0 0,3164
SD=5163926 SD=0
Me=0 Me=0
Proteus Xmin=0 Xmin=0
Xmax=19999800 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
Me=0 Me=0
Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =13126187 X =15834000 0,7188
SD=25210345 SD=26318706
. Me=5998000 Me=5000000
Lactobacillus Xonine 200 Xnine ~2000
Xmax=100000000 Xmax=100000000
Q25=200000 Q25=100000
Q75=19996000 Q75=20000000
X =1471766000 X =51626212 0,4061
SD=3057288000 SD=76259270
. . Me=42795480 Me=20000000
Bifidobacterium Xmin=26760,00 Xmin=35600
Xmax=8899958000 Xmax=280000000
Q25=3820000 Q25=10497440
Q75=241986200 Q75=43200000
X =384999775 X =57647323 0,0228
SD=701289084 SD=120905791
. Me=19000000 Me=480
Bacteroides Xmine -158 Xonine -386
Xmax=2 719999000 Xmax=428000000
Q25=424 Q25=0
Q75=572000000 Q75=1370
X =357333 X =1289024 0,0566
SD=893560 SD=2513504
. Me=0 Me=10000
Clostridium XeinO XinO
Xmax=3000000 Xmax=9000000
Q25=0 Q25=0
Q75=60000 Q75=2000000
X =114 X =292 0,3227
SD=858 SD=1295
Faecalibacterium Me=0 Me=0
prausnitzii Xmin= -1340 Xmin= -2300
Xmax=2920 Xmax=3560
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=424
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X =27 X =2622316 0,0535
SD=384 SD=10562235
Akkermansia Me=0 Me=0
muciniphila Xmin=-800 Xmin=0
Xmax=1200 Xmax=43600000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=2860
x =1118727000 X =4159332000 0,0001
SD=1628678000 SD=872729
Me=451835000 Me=4159330000
TBC Xnin=-1018000 Xnin-4156180000
Xmax=5239368000 Xmax=4159899000
Q25=137892000 Q25=4159216000
Q75=915580000 Q75=4159884000
x =19000 X =6867 0,7100
SD=60092 SD=25776
Grzyby Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin=0 Xmin=0
Xmax=200000 Xmax=100000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Manna-Whitneya; x - $rednia, SD — odchylenie

standardowe, Me — mediana, Xmin — warto$¢ minimalna, Xmax — warto$¢ maksymalna, Q25 — kwartyl

dolny, Q75 — kwartyl gérny; PSN — pordd sitami natury, CC — cigcie cesarskie

Poréwnujac migdzy sobg dwie grupy noworodkdéw donoszonych, w zaleznosci od sposobu
porodu wykazano, iz rdéznice w przyroscie mikroorganizméw w stolcu w 6. tygodniu
wzgledem smolki byly istotnie statystyczne dla nastgpujacych bakterii: rodziny
Enterobacteriaceae (p=0,0373), gdzie wicksza réznica w mianie bakterii po 6 tygodniach
pobytu w domu byla w grupie dzieci urodzonych poprzez CC; Bacteroides (p=0,0228),
gdzie wigksza rdéznica w mianie bakterii po 6 tygodniach od wypisu ze szpitala byta
u noworodkow donoszonych urodzonych fizjologicznie; TBC (p=0,0001), gdzie wigksza

roznica ogolnej liczby bakterii stwierdzona zostata u dzieci urodzonych cigciem cesarskim.

4.5.2. Analiza poréwnawcza réznicy w liczbie mikroorganizméow w czasie

U noworodkow przedwczesnie urodzonych z podzialem na rodzaj porodu

Takie samo porownanie wykonano dla noworodkow przedwczesnie urodzonych
Z podziatem na sposob porodu. W tabeli 19 przedstawiono wyniki poréwnania réznic

przyrostu mikroorganizméw W czasie, w 34. tygodniu skorygowanego zycia
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postkoncepcyjnego wzgledem smotki u noworodkéw przedwczesnie urodzonych

Z podzialem na spos6b porodu.

Tabela 19. Roznica w liczbie bakterii w czasie, w 34. tygodniu skorygowanego zycia

postkoncepcyjnego wzgledem smotki u noworodkéw przedwczesnie urodzonych.

*
Réznica w liczbie bakterii w czasie, w 34 tyg. ?
skorygowanego zycia postkoncepcyjnego wzgledem
smolki
Wezesniaki PSN Wezesniaki CC
N=11 N=17

x =318181818 X =261764706 0,4302
SD=594673325 SD=236860594
. Me=0 Me=400000000
E. coli Xenin0 Xenin0
Xmax=2000000000 Xmax=600000000
Q25=0 Q25=0
Q75=400000000 Q75=400000000

X =245454545 X =186470588 0,3714
SD=246429042 SD=308604544
) Me=300000000 Me=0
Enterobacteriaceae Xmin=0 Xminz0
Xmax=800000000 Xmax=1000000000
Q25=0 Q25=0
Q75=400000000 Q75=200000000

X =230001818 X =115905859 0,3692

SD=265177450
Me=200000000

SD=126372271
Me=80000000

EnterOCOCCUS Xmin= 20000 Xmin:O
Xmax=800000000 Xmax=400000000
Q25=30000000, Q25=20000000
Q75=400000000 Q75=199999800
X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
Me=0 Me=0
Proteus Xmin=0 Xmin=0
Xmax=19999800 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
Me=0 Me=0
Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
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X =2221818 X =9075765 0,4618
SD=3459774 SD=24054288
. Me=600000 Me=100000
Lactobacillus Xrnin<0 Xenine 0
Xmax=10000000 Xmax=100000000
Q25=0 Q25=4000
Q75=6000000 Q75=6000000
X =975708 X =36348787 0,3714
SD=1489155 SD=117153495
i . Me=156000 Me=2780000
Bifidobacterium 2488 Xm0
Xmax=4100000 Xmax=484000000
Q25=30800 Q25=21820
Q75=2680000 Q75=6180000
X =154 X =105 0,5935
SD=364 SD=391
Me=0 Me=0
Bacteroides Xmin= -550 Xmin= -414
Xmax=672 Xmax=1140
Q25=0 Q25=0
Q75=566 Q75=0
X = 2258727 X =547529 0,5563
SD=6004342 SD=1321780
. Me=2000 Me=0
Clostridium Xorin0 Xinc0
Xmax=20000000 Xmax=4000000
Q25=0 Q25=0
Q75=800000 Q75=100000
X =2219 X =797 0,0747
SD=3214 SD=2164
Faecalibacterium Me=1660 Me=0
prausnitzii Xmin= 0 Xmin= -1640
Xmax=11320 Xmax=6440
Q25=255 Q25=-640
Q75=2560 Q75=1720
X =933 X =134 0,3200
SD=2283 SD=535
Akkermansia Me=0 Me=0
muciniphila Xmin= 0 Xmin=0
Xmax=1260 Xmax=2140
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =2987226000 X =2480491000 0,7419
SD=2816245000 SD=2178755000
TBC Me=2019022000 Me=1659947400

Xmin= 702600
Xmax=8438400000
Q25=670990000

Q75=5098880000

Xmin=1127600
Xmax=6639202000
Q25=599092000

Q75=3759150000
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X =22727 x =187500 0,4158
SD=60678 SD=750000
Grzyby Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin=0 Xmin=0
Xmax=200000 Xmax=3000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0

* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Manna-Whitneya; x - $rednia, SD - odchylenie

standardowe, Me — mediana, Xmin — warto$¢ minimalna, Xmax — warto$¢ maksymalna, Q25 — kwartyl

dolny, Q75 — kwartyl gorny; PSN — pordd sitami natury, CC — cigcie cesarskie

W analizowanym przedziale czasowym sposob porodu nie réznit badanych grup pod

wzgledem przyrostu liczby mikroorganizméw w czasie i dla zadnego z analizowanych

mikroorganizmdw nie wykazano istotnos$ci statystyczne;.

W tabeli 20 przedstawiono wyniki poréwnania roznic przyrostu mikroorganizmow

w czasie, w 6 tygodniu wzgledem smoétki u noworodkow przedwczesnie urodzonych

Z podzialem na spos6b porodu.

Tabela 20. Roznica w liczbie bakterii w czasie, W 6. tygodniu wzglgdem smotki

u noworodkow przedwczesnie urodzonych.

*
Roznica w liczbie bakterii w czasie, w 6 tygodniu P
wzgledem smotki
Wezesniaki PSN Wezesniaki CC
N=11 N=17

X =187272727 x =330000000 0,1447
SD=140647852 SD=235690475
. Me=100000000 Me=300000000
E. coli Xmin=0 Xmin=0
Xmax=400000000 Xmax=800000000
Q25=100000000 Q25=200000000
Q75=300000000 Q75=600000000

x =195818182 X =97058824 0,0395

Enterobacteriaceae

SD=225408881
Me=90000000
Xmin=2000000
Xmax=600000000
Q25=8000000
Q75=500000000

SD=216982854
Me=10000000
Xmin=0
Xmax=800000000
Q25=0
Q75=60000000
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X =207272727 X =188941447 0,9811
SD=237364315 SD=170811139
Me=100000000 Me=199999800
Enterococcus Xmin= 50000000 Xmin=5000
Xmax=800000000 Xmax=600000000
Q25=50000000, Q25=60000000
Q75=400000000 Q75=200000000
X =9090909 X =494118 0,6429
SD=30151134 SD=1500196
Me=0 Me=0
Proteus Xmin=0 Xmin=0
Xmax=100000000 Xmax=6000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
Me=0 Me=0
Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =9245455 X =5670588 0,4914
SD=8770560 SD=5892343
Lactobacillus Me=6000000 Me=4000000
Xmin=0 Xmin=400000
Xmax=20000000 Xmax=20000000
Q25=2000000 Q25=2000000
Q75=20000000 Q75=6000000
X =37712113 X =113292402 0,4516
SD=55446775 SD=421911836
. . Me=15799486 Me=9680000
Bifidobacterium Xin81600 Xin-250000
Xmax=167000000 Xmax=1749957400
Q25=3180000 Q25=2759120
Q75=57000000 Q75=18200000
X =49967314 X =190400117 1,0000
SD=158630223 SD=765341693
. Me=0 Me=33
Bacteroides Xmine 0 Xenine -372
Xmax=>28000000 Xmax=3160000000
Q25=0 Q25=0
Q75=4440000 Q75=1120
X =705455 X =2625882 0,1650
SD=1777011 SD=5244296
. Me=20000 Me=400000
Clostridium Xorin 0 X0
Xmax=6000000 Xmax=20000000
Q25=0 Q25=40000
Q75=500000 Q75=2000000
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X =142 X =465 0,8503
SD=1443 SD=1204
Faecalibacterium Me=0 Me=180
prausnitzii Xmin= -2380 Xmin= -1160
Xmax=2440 Xmax=3500
Q25=-120 Q25= -20
Q75=1180 Q75=499
X =0 X =61765 0,4646
SD=0 SD=254662
Akkermansia Me=0 Me=0
muciniphila Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=1050000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =2659539000 X =3272488000 0,8878
SD=2293434000 SD=4146464000
Me=1459937600 Me=1259902600
TBC Xmin= 94222000 Xmin=48144000
Xmax=6399945000 Xmax=15399960000
Q25=595232000 Q25=701092000
Q75=5279628000 Q75=4759302000
X =9364 X =667 0,4000
SD=30074 SD=2582
Grzyby Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin=0 Xmin=0
Xmax=100000 Xmax=10000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Manna-Whitneya; x - $rednia, SD - odchylenie

standardowe, Me — mediana, Xmin — warto$¢ minimalna, Xmax — warto$¢ maksymalna, Q25 — kwartyl

dolny, Q75 — kwartyl gorny; PSN — pordd sitami natury, CC — cigcie cesarskie

W tym przedziale czasowym wykazano istotnie statystyczng roznicg¢ w przyroscie bakterii
jedynie dla rodziny Enterobacteriaceae (p=0,0395). Wczesniaki urodzone sitami natury
charakteryzowaty si¢ wyzsza roznicg liczby Enterobacteriaceae w stolcu, w 6. tygodniu

wzgledem smotki, anizeli dzieci urodzone przedwczesnie, ale sitami natury.

W tabeli 21 przedstawiono wyniki poréwnania réznic przyrostu mikroorganizmow
w czasie, w 6. tygodniu wzgledem smoétki u noworodkow przedwczesnie urodzonych

Z podziatem na sposéb porodu.
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Tabela 21. Réznica w liczbie bakterii w czasie, W 6. tygodniu wzglgdem 34. tygodnia

skorygowanego zycia postkoncepcyjnego u noworodkow przedwczesnie urodzonych.

Réznica w liczbie bakterii w czasie, w 6 tygodniu
wzgledem 34 tyg. skorygowanego zZycia
postkoncepcyjnego

p*

Wezesniaki PSN
N=11

Wezesniaki CC
N=17

E. coli

=-130909091
SD=634436042
Me=0

Xmin= -1900000000
Xmax=400000000
Q25=-200000000
Q75=300000000

Xmin=-390000000
Xmax=750000000
Q25=-200000000
Q75=200000000

X =68235294 0,7230
SD=313792035

Me=0

Enterobacteriaceae

X =-49636364
SD=284179969
Me= -198000000
Xmin=-340000000
Xmax=600000000
Q25=-296000000
Q75=100000000

Xmin=-780000000
Xmax=400000000
Q25=-94000000
Q75=20000000

X =-89411765 0,9624
SD=270097913

Me=0

X =-22729091
SD=294417131
Me=30000000

X =73035588 0,5556
SD=179103638
Me=60000000

Enterococcus Xmin= -750000000 Xmin= -300000000
Xmax=350000000 Xmax=380000000
Q25=-100000000 Q25=0
Q75=200000000 Q75=200000000
X =9090909 X =494118 0,6429
SD=30151134 SD=1500196
Me=0 Me=0
Proteus Xmin=0 Xmin=0
Xmax=100000000 Xmax=6000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
Me=0 Me=0
Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0
Xmaxzo Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
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X =7023636 X =-3405176 0,3003
SD=8783197 SD=25675493
Me=2000000 Me=1900000
Lactobacillus Xmin=-2000000 Xmin= 97000000
Xmax=20000000 Xmax=19996000
Q25=0 Q25= -4000000
Q75=19200000 Q75=4000000
X =36736405 X =76943615 0,0599
SD=54550453 SD=444579225
e . Me=15775800 Me=2740000
Bifidobacterium Xnin= ~74400 Xmin= 453600000
Xmax=162900000 Xmax=1746300000
Q25=3091800 Q25=-1320000
Q75=54320000 Q75=12275000
X =49967160 X =190400012 0,7741
SD=158630281 SD=765341721
. Me=0 Me=0
Bacteroides Xoin= -672 Xorine -1140
Xmax=>28000000 Xmax=3160000000
Q25= -436 Q25=0
Q75=4439430 Q75=1120
X =-1553273 X =2078353 0,2033
SD=6522963 SD=5675359
o Me=0 Me=398000
Clostridium Xmin= ~19960000 Xrmin= 4000000
Xmax=6000000 Xmax=20000000
Q25=-780000 Q25=0
Q75=500000 Q75=2000000
X =-2077 X =-372 0,2886
SD=4173 SD=1548
Faecalibacterium Me= -535 Me=-110
prausnitzii Xmin= -13700 Xmin= -2940
Xmax=1230 Xmax=2 120
Q25= -2960 Q25= -1532
Q75=201 Q75=520
X =-933 X =65491 0,2160
SD=2283 SD=262536
Akkermansia Me=0 Me=0
muciniphila Xmin=-7260 Xmin= -2140,00
Xmax=0 Xmax=1050000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =-327687091 X =791996471 0,7419
SD=4383963000 SD=4669835000
TBC Me= -350000000 Me=102000000

Xmin=-8060000000
Xmax=6399242000
Q25=-1924800000
Q75=2440000000

Xmin=-5420000000
Xmax=13080000000
Q25=-1160000000
Q75=1080000000
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x =-13364 x =-186875 0,9682
SD=62725 SD=750171
Grzyby Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin= -197000 Xmin=-3000000
Xmax=0000 Xmax=10000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0

* wartos¢ prawdopodobiefistwa testu Manna-Whitneya; X - $rednia, SD - odchylenie

standardowe, Me — mediana, Xmin— warto$¢ minimalna, Xmax — warto$¢ maksymalna, Q25 — kwartyl

dolny, Q75 — kwartyl gorny; PSN — pordd sitami natury, CC — cigcie cesarskie

W powyzszym przedziale czasowym sposob porodu nie réznit badanych grup pod
wzgledem przyrostu liczby mikroorganizméw w czasie i dla zadnego z analizowanych

mikroorganizmdéw nie wykazano istotnos$ci statystyczne;.

4.6. Analiza poréwnawcza dla noworodkéw donoszonych urodzonych

fizjologicznie w szpitalu oraz w domu

Z uwagi na to, ze pordd sitami natury, w warunkach domowych wydaje si¢ by¢ najbardziej
optymalny dla zasiedlania mikrobioty jelitowej, postanowiono te grup¢ noworodkoéw
potraktowaé jako swoistego rodzaju wzorzec kolonizacji jelit noworodkow. W tym celu
dobrano pasujaca grupe pod wzgledem sposobu porodu, wieku cigzowego oraz masy ciata,
ale urodzong w warunkach szpitalnych celem sprawdzenia czy warunki domowe
sg nadrzegdnym czynnikiem wzgledem pozostatych analizowanych. Wyodrgbniono wiec
dwie grupy tj. noworodki donoszone urodzone fizjologicznie w domu oraz noworodki

donoszone urodzone fizjologicznie w szpitalu.
4.6.1. Charakterystyka populacji

Srednia wieku cigzowego w tygodniach cigzy [tc], dla noworodkéw donoszonych
urodzonych fizjologicznie w szpitalu wynosita 39,4tc+1,5, dla noworodkéw donoszonych
urodzonych fizjologicznie w domu 39,7tc+0,8. Srednia urodzeniowa masa ciata dla
noworodkow donoszonych urodzonych fizjologicznie w szpitalu wynosita 3625,3g+519.4,
a dla dzieci urodzonych w domu 3620g+369,2. Badane grupy nie roznity si¢ istotnie pod
katem wieku cigzowego oraz urodzeniowej masy ciala. Podzial populacji ze wzgledu

na wiek cigzowy 1 urodzeniowa masg ciata przedstawiono w tabeli 22.
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Tabela 22. Podzial populacji ze wzglgdu na wiek cigzowy i urodzeniowa masg ciata.

Dolny | Goérny | Odch. p*
Srednia | Minimum | Maksimum | kwartyl | kwartyl | std.
(SD)
38 41 39 40 0,8 |0,6304
Wiek Dom 39,7
cigzowy [tc] Szpital 394 37 42 38 41 15
. 3620 2960 4260 3400 3760 | 369,2 | 0,9586
Urodzeniowa| Dom
masa ciala
[q] Szpital 3625,3 2940 4330 3060 4190 | 5194

* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Manna-Whitneya; Dom — noworodki donoszone, urodzone
fizjologicznie w domu, Szpital — noworodki donoszone urodzone fizjologicznie w szpitalu; tc —

tydzien cigzy

Nastepnie dokonano analiz poréwnawczych pomigdzy badanymi grupami pod katem
rodzaju zywienia poczatkowego jak i po 6 tygodniach od porodu; obecnos$ci Streptococcus
agalactiae (GBS) u matki, co tozsame bylo z zastosowania $rodporodowej
antybiotykoterapii; stosowanych antybiotykow u matki w przeciggu catej cigzy (poza
GBS); palenia tytoniu przed cigzg oraz w trakcie cigzy; czy cigza byla pojedyncza
czy mnoga; czasu pekniecia pecherza ptodowego. Jako karmienie naturalne przyjeto
wylaczne karmienie mlekiem matki, z kolei karmienie sztuczne to wylacznie karmienie
mieszankami mlekozastgpczymi, a karmienie mieszane to jednoczesne karmienie

pokarmem kobiecym 1 mieszankami mlekozastepczymi.

Nie wykazano istotnie statystycznej roznicy mi¢dzy zadnym z analizowanych parametrow

w obu badanych grupach. Wyniki przedstawiono w tabeli 23.
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Tabela 23. Analiza porownawcza grup badanych.

. p*
Dom Szpital
n % n %
Karmienie | 15 199 | 15 100 -
naturalne
V. Karmienie
Zywienie poczatkowe s7tuczne 0 0 0 0
Ka_rmlenle 0 0 0 0
mieszane
Dodatni 3 25 1 6,7 0,2940
Obecnos¢ GBS
Ujemny 9 75 14 = 93
Antybiotyki u matki w Tak 0 0 3 20 0,2308
przeciagu calej ciazy
(poza GBS) Nie 12 100 |12 80
0,1060
Palenie tytoniu przed Tak 0 0 4 27
claza Nie 12 100 | 11 73
Tak 0 0 0 0 i
Palenie tytoniu w
trakcie cigzy Nie 12 100 | 15 100
y Pojedyncza | 45 100 | 15 100 ]
Cigza
Mnoga 0 0 0 0
W trakcie porodu| 9 82 16 53 0,0957
Pekniecie pecherza
ptodowego Prze‘ifgfdem 2 18 | 12 40
Przed porodem
18h-7ani | 0 0 | %2 7
Przed porodem
>7 dni o oo o
. Karmienie 12 100 10 67 0,1923
Zywienie po 6 naturalne
tygodniach Karmienie 0 0 3 20
sztuczne
qumlenle 0 0 2 13
mieszane

* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Fishera-Freemana-Haltona; Dom — noworodki donoszone,
urodzone fizjologicznie w domu, Szpital — noworodki donoszone, urodzone fizjologicznie

w szpitalu.
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4.7. Analiza profilu mikrobioty

Dokonano analizy profilu mikrobioty u noworodkéw donoszonych urodzonych

w szpitalu oraz domu.

4.7.1. Porownanie profilu mikrobioty w smélce w zaleznosci od miejsca

urodzenia

W tabeli 24 przedstawiono pordéwnanie mig¢dzy poszczegdlnymi mikroorganizmami

wsmotce u noworodkéw donoszonych

urodzonych fizjologicznie

oraz noworodkéw donoszonych urodzonych fizjologicznie w szpitalu.

w domu

Tabela 24. Porownanie sktadu ilosciowego mikrobioty w smoétce w zalezno$ci od miejsca

urodzenia.
Pordd silami natury, donoszone p*
Dom Szpital
N=12 N=15
X =6666800 X =53367067 0,6106
SD=14974661 SD=124579129
. Me=0 Me=0
E. coli XeinO XinO
Xmax=>0000000 Xmax=400000000
Q25=0 Q25=0
Q75=5000500 Q75=200000,0
X =0 X =13333 0,4123
SD=0 SD=51640
. Me=0 Me=0
Enterobacteriaceae Yrin0 Xonin0
Xmax=0 Xmax=200000,0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =23683833 X =30965093 0,5544
SD=58213520 SD=102467279
Me=103000 Me=40000
Enterococcus Xorin0 Xin0
Xmax=200000000 Xmax=400000000
Q25=0 Q25=2000
Q75=11000000 Q75=6000000
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X =0 X =13 0,4123
SD=0 SD=52
Me=0 Me=0
Proteus Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=200
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
Me=0 Me=0
Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =33 X =480 0,1314
SD=115 SD=1110
. Me=0 Me=0
Lactobacillus XiinzO XiinzO
Xmax=400 Xmax=4000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=200
X =1754286 X =698088 0,1902
SD=5874159 SD=2656324
. ] Me=435 Me=7800
Bifidobacterium Xerin0 Xrnin0
Xmax=20400000 Xmax=10300000
Q25=0 Q25=4520
Q=7537200 Q75=14100
X =61124 X =885 0,7396
SD=210643 SD=2490
. Me=0 Me=0
Bacteroides Xrnin<0 XiinzO
Xmax=730000 Xmax=9540
Q25=0 Q25=0
Q75=532 Q75=392
X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
. Me=0 Me=0
Clostridium Xorin O X0
Xmax=0 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =1199 X =463 0,0229
SD=1577 SD=1190
Faecalibacterium Me=608 Me=0
prausnitzii Xmin=0 Xmin=0
Xmax=4440 Xmax:3820
Q25=0 Q25=0
Q75=1983 Q75=0
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X =0 X =53 0,4123
SD=0 SD=207
Akkermansia Me=0 Me=0
muciniphila Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=800
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =209503667 X =93649467 0,2319
SD=588715035 SD=313807914
Me=1705000 Me=632000
TBC Xain=103000 Xnin=108000
Xmax=2060000000 Xmax=1220000000
Q25=814000 Q25=135000
Q75=78700000 Q75=2020000
X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
Grzyby Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Manna-Whitneya; X - $rednia, SD - odchylenie

standardowe, Me — mediana, Xmin — warto$¢ minimalna, Xmax — warto$¢ maksymalna, Q25 — kwartyl
dolny, Q75 — kwartyl gérny; Dom — noworodki donoszone, urodzone fizjologicznie w domu,

Szpital — noworodki donoszone, urodzone fizjologicznie w szpitalu.

Pomiedzy noworodkami donoszonymi urodzonymi fizjologicznie w domu a noworodkami
donoszonymi urodzonymi fizjologicznie w szpitalu wykazano istotnie statystyczng réznice
tylko wzgledem liczby F. prausnitzii (p=0,0229), gdzie liczba bakterii w smotce byta

wyzsza u dzieci urodzonych w domu.

4.8. Porownanie profilu mikrobioty w stolcu 6 tygodni po porodzie w zaleznosci

od miejsca urodzenia

Nastepnie dokonano analizy poroéwnawczej tych samych mikroorganizméw w stolcu
6 tygodni po porodzie. W tabeli 25 przedstawiono poréwnanie migdzy poszczegdlnymi
mikroorganizmami w stolcu, 6 tygodni po porodzie u noworodkow donoszonych
urodzonych fizjologicznie w domu oraz noworodkéw donoszonych urodzonych

fizjologicznie w szpitalu.
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Tabela 25. Porownanie sktadu ilosciowego mikrobioty w zaleznosci od miejsca urodzenia

w stolcu 6 tygodni po porodzie.

Pordd silami natury, donoszone

p*
Dom Szpital
N=12 N=15
X =68333333 X =405066667 0,0193
SD=72967407 SD=517117763
) Me=55000000 Me=200000000
E. COIl Xmin:O Xmin:O
Xmax=200000000 Xmax=2000000000
Q25=0 Q25=70000000
Q75=100000000 Q75=500000000
X =43333417 X =43393333 0,4155
SD=78547368 SD=154516686
Me=0 Me=0
Enterobacteriaceae Xmin=0 Xmin=0
Xmax=200000000 Xmax=600000000
Q25=0 Q25=0
Q75=60000000 Q75=400000
X =19600000 X =341762667 0,0552
SD=37965439 SD=686263712
Me=2500000 Me=40000000
Enterococcus X0 X0
min: min
Xmax=100000000 Xmax=2000000000
Q25=0 Q25=400000
Q75=13000000 Q75=400000000
X =0 X =1333333 0,4123
SD=0 SD=5163978
Me=0 Me=0
Proteus Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=20000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
Me=0 Me=0
Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
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X =5572500 X =13126667 0,5389
SD=7385550 SD=25210385
] Me=3000000 Me=6000000
Lactobacillus Xmin0 Xinin0
Xmax=20000000 Xmax=100000000
Q25=35000 Q25=200000
Q75=8000000 Q75=20000000
X =52735550 X =1472464000 0,1960
SD=99460699 SD=3058803000
Bifidobacterium Me=7290000 Me=42800000
Xmin:26600 Xmin:34000
Xmax=2 76000000 Xmax=8900000000
Q25=3190000 Q25=3820000
Q75=34500000 Q75=242000000
X =67964358 X =385000659 0,1564
SD=122243134 SD=701289139
. Me=666 Me=19000000
Bacteroides Xin0 Xrin0
Xmax=392000000 Xmax=2 720000000
Q25=189 Q25=424
Q75=112200000 Q75=572000000
X =250000 X =357333 0,2964
SD=866025 SD=893560
L Me=0 Me=0
Clostridium XeincO XinO
Xmax=3000000 Xmax=3000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=60000
X =1031 X =577 0,1381
SD=1718 SD=1585
Faecalibacterium Me=251 Me=0
prausnitzii Xmin=0 Xmin=0
Xmax=4660 Xmax=5820
Q25=0 Q25=0
Q75=1022 Q75=0
X =560 X =80 0,8720
SD=1940 SD=310
Akkermansia Me=0 Me=0
muciniphila Xmin=0 Xmin=0
Xmax=6720 Xmax=1200
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =1565500000 X =1212376800 0,6783
SD=1517051000 SD=1750711000
TBC Me=1525000000 Me=452000000

Xmin=17800000
Xmax=4180000000
Q25=58700000
Q75=2890000000

Xmin=532000
Xmax=5240000000
Q25=138000000
Q75=916000000
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x =0 x =17417 0,1662
SD=0 SD=57557
Grzyby Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=200000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0

* warto$¢ prawdopodobienstwa testu Manna-Whitneya; x - $rednia, SD — odchylenie

standardowe, Me — mediana, Xmin — warto$¢ minimalna, Xmax — warto$¢ maksymalna, Q25 — kwartyl

dolny, Q75 — kwartyl gérny; Dom — noworodki donoszone, urodzone fizjologicznie w domu,

Szpital — noworodki donoszone, urodzone fizjologicznie w szpitalu.

Pomigdzy noworodkami donoszonymi urodzonymi fizjologicznie w domu a noworodkami

donoszonymi urodzonymi fizjologicznie w szpitalu, wykazano istotnie statystyczng

réznice w liczbie E. coli (p=0,0193) w stolcu 6 tygodni po porodzie. Dzieci urodzone

w szpitalu charakteryzowaly si¢ wyzsza liczbg E. coli w stolcu 6 tygodni po porodzie.

Na wykresie 5 przedstawiono zbiorczo procentowy rozktad mikrobioty zarowno w smotce,

jak i stolcu 6 tygodni po porodzie u noworodkéw donoszonych urodzonych w domu

I szpitalu.
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100%
90% -
80%
70%
60%
50% -
40% -

30%

20%

10%

0%

dom smotka szpital smdtka dom 6 tyg. szpital 6 tyg.

Inne 85% 9% 84% 37%
B Akkermansia muciniphila 0% 0% 0% 0%
o Faecalibacterium prausnitzii 0% 0% 0% 0%
B Clostridium 0% 0% 0% 0%
M Bacteroides 0% 0% 4% 9%
H Bifidobacterium 1% 1% 3% 35%
M Lactobacillus 0% 0% 0% 0%
B Pseudomonas 0% 0% 0% 0%
B Proteus 0% 0% 0% 0%

Enterococcus 11% 33% 1% 8%
1 Enterobacteriaceae 0% 0% 3% 1%
B E. coli 3% 57% 4% 10%

Wykres 5. Rozktad procentowy mikrobioty w smotce i stolcu 6 tygodni po porodzie

u noworodkow donoszonych urodzonych w domu i szpitalu.

Zaobserwowano, u dzieci urodzonych w domu, zaréwno w smotce jak i 6 tygodni po
porodzie, wyzszy odsetek udzialu innych bakterii nie ocenianych w badaniu. Profil
mikrobioty dzieci urodzonych w domu byl bardziej stabilny przez okres prowadzenia

analizy.

4.9. Analiza poréwnawcza roéznicy liczby mikroorganizméw w czasie
U noworodkéw donoszonych urodzonych w szpitalu oraz noworodkow

urodzonych w domu

Nastepnie dokonano pordéwnania réznic w liczbie poszczegdlnych mikroorganizmow
w czasie w badanych grupach. W tabeli 26 przedstawiono wyniki poréwnania réznic
przyrostu mikroorganizméw w czasie u noworodkéw donoszonych urodzonych
fizjologicznie w domu oraz noworodkoéw donoszonych urodzonych fizjologicznie

w szpitalu.
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Tabela 26. Roéznica w liczbie bakterii w czasie, w 6 tygodniu wzgledem smotki

u noworodkow donoszonych urodzonych w domu i szpitalu.

*
Roznica w liczbie bakterii w czasie, w 6 tygodniu P
wzgledem smotki
Dom Donoszone PSN
N=12 N=15
X =61666533 X =351699600 0,0268
SD=62060651 SD=513324381
] Me=50000000 Me=100000000
E. coli Xmin=-1000 Xmin=0
Xmax=180000000 Xmax=2000000000
Q25=0 Q25=70000000
Q75=100000000 Q75=499800000
X =43333417 X =43380000 0,4155
SD=78547368 SD=154520670
. Me=0 Me=0
Enterobacteriaceae Yerin0 Xonin0
Xmax=200000000 Xmax=000000000
Q25=0 Q25=0
Q75=60000000 Q75=200000
X = -4083833 X =310797573 0,0480
SD=75714821 SD=623806384
Me=600000 Me=38000000
Enterococcus Xmin= ~200000000 Xmin= 29960000
Xmax=100000000 Xmax=2000000000
Q25=0 Q25=398000
Q75=4997000 Q75=394000000
X =0 X =1333320 0,4123
SD=0 SD=5163926
Me=0 Me=0
Proteus Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=19999800
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
X =0 X =0 -
SD=0 SD=0
Me=0 Me=0
Pseudomonas Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=0
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0
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x =5572467 x =13126187 0,6247
SD=7385528 SD=25210345
. Me=3000000 Me=5998000
Lactobacillus Xmin=0 Xmin=-200
Xmax=20000000 Xmax=100000000
Q25=35000 Q25=200000
Q75=7999800 Q75=19996000

x =50981264 x =1471766000 0,1960
SD=95375332 SD=3057288000
. ) Me=7288485 Me=42795480
Bifidobacterium Xmin=26600 Xmin=26760
Xmax=255600000 Xmax=8899958000
Q25=3190000 Q25=3820000
Q75=34206400 Q75=241986200

X =67903234 X =384999775 0,0971
SD=122173420 SD=701289084
. Me=604 Me=19000000
Bacteroides Xmin=-1709 Xmin=-158
Xmax=392000000 Xmax=2719999000
Q25=-262 Q25=424
Q75=112200000 Q75=572000000

x = 250000 x =357333 0,2964
SD=866025 SD=893560
. Me=0 Me=0
Clostridium XeinO XinO
Xmax=3000000 Xmax=3000000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=60000

=168 x =114 0,9381
SD=1269 SD=858
Faecalibacterium Me=0 Me=0
prausnitzii Xmin= -3560 Xmin= -1340
Xmax=1380 Xmax=2920
Q25=-608 Q25=0
Q75=363 Q75=0

X =560 X =27 0,5315
SD=1940 SD=384
Akkermansia Me=0 Me=0
muciniphila Xmin=0 Xmin=-800
Xmax=6720 Xmax=1200
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0

x =1355996000 x =1118727000 0,7511
SD=1387784000 SD=1628678000
TBC Me=1194627000 Me=451835000

Xmin= 17677000
Xmax=4179118000
Q25=57598500
Q75=2364620000

Xmin= ~1018000
Xmax=5239368000
Q25=137892000
Q75=915580000
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x =0 x =19000 0,1478
SD=0 SD=60092
Grzyby Me=0 Me=0
drozdzopodobne Xmin=0 Xmin=0
Xmax=0 Xmax=200000
Q25=0 Q25=0
Q75=0 Q75=0

* wartos¢ prawdopodobiefistwa testu Manna-Whitneya; x - $rednia, SD — odchylenie

standardowe, Me — mediana, Xmin — warto$¢ minimalna, Xmax — warto$¢ maksymalna, Q25 — kwartyl

dolny, Q75 — kwartyl gérny; Dom — noworodki donoszone, urodzone fizjologicznie w domu,

Szpital — noworodki donoszone, urodzone fizjologicznie w szpitalu.

Poréwnujac migedzy sobg dwie grupy noworodkéw donoszonych w zaleznosci od miejsca

porodu wykazano, iz rdznice w przyroscie mikroorganizméw w stolcu w 6 tygodniu

wzgledem smotki byty istotnie statystyczne dla nastepujacych bakterii: E. coli (p=0,0268),
gle yty ysty epujacy p

oraz Enterococcus (p=0,0480), gdzie wiecej bakterii stwierdzono u noworodkoéw

urodzonych w szpitalu.
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5. Dyskusja

Poczatkowa kolonizacja jelit noworodka, jest wcigz problemem nie do konca
zbadanym, a dane na temat sktadu mikrobioty samych wczesniakéw sg w dalszym ciggu
ograniczone. W zwigzku =z obserwowanym W ostatnim czasie w krajach
wysokorozwinietych wzrostem zachorowalnosci na alergie, choroby autoimmunizacyjne,
autyzm i inne choroby cywilizacyjne, zasadne jest poszukiwanie czynnikow ryzyka, ktore
moga by¢ elementem spustowym wystgpienia choroby. W zwigzku z szeregiem
pozytywnych funkcji mikrobioty jelitowej oraz licznymi powigzaniami dysbiozy jelitowe;j
jako patomechanizmu wielu chorob, wazne, aby okresla¢ takze czynniki negatywnie
wplywajgce na mikroorganizmy jelitowe, szczegdlnie w okresie noworodkowym, ktory
jest decydujacy dla prawidtowej kolonizacji jelit.

W zwiazku z powyzszym, celem pracy byla ocena wptywu wybranych czynnikow
na mikrobiote jelit noworodkow, w tym terminu, sposobu i miejsca porodu. Postanowiono,
okresli¢ jak wspomniane czynniki determinuja poczatkowa kolonizacje jelit dziecka
oraz czy poréd w warunkach domowych jest swoistego rodzaju wzorcem kolonizacji jelit
dziecka. Wiadomym jest, ze sposob karmienia wywiera wplyw na mikrobiote jelitowa
noworodka. Co prawda, wykazano istotnos¢ statystyczng co do formy karmienia (naturalne
Vs. sztuczne vs. mieszane) w 6 tygodniu po wypisie ze szpitala miedzy badanymi grupami,
ale liczebnosci grup wzgledem tej zmiennej byty na tyle male, Ze nie analizowano wplywu
sposobu karmienia na profil mikrobioty z uwagi na ograniczenia statystyczne. To samo
dotyczyto takich zmiennych jak: obecnos¢ paciorkowcow grupy B u matki, stosowania
antybiotykow u matki w trakcie cigzy, faktu czy cigza byla pojedyncza czy mnoga,
stosowania antybiotykoéw u noworodka.

Z uwagi na fakt, iz coraz czesciej podkresla si¢ wewnatrzmaciczng stymulacje ptodu
mikrobiotag pochodzenia matczynego, co potwierdzono m.in. obecno$cig bakterii juz
w smoétce zdrowych noworodkow (75,223), czy ptynie owodniowym, krwi pgpowinowej
oraz tozysku (71,73,79), w niniejszym badaniu postanowiono przebada¢ sktad mikrobioty
poczawszy od smotki do 6 tygodni po porodzie dla dzieci urodzonych w domu,
lub 6 tygodni po wypisie ze szpitala dla pozostalych niemowlat. Analizy sktadu
mikrobiologicznego smotki mogg dostarczy¢ nowych wskazéwek na temat poczatkowych
kolonizatorow jelita 1 ich potencjalnej roli w zdrowiu i chorobie niemowlat.
W prezentowanym badaniu oceniajgc catkowitg liczbe bakterii (TBC) w smotce wykazano,

ze we wszystkich badanych grupach, smotki nie byly sterylne i znajdowato si¢ w nich
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DNA bakterii, co potwierdzajg takze inne badania (75,105,223,224,225). Poczawszy
od matej roznorodnosci i ztozonos$ci bakteryjnej smoétki, mikrobiota jelitowa dynamicznie
| stopniowo si¢ zmienia, osiggajac po 2-3 roku zycia stan, przypominajacy sktad
mikrobioty osoby dorostej (226,227).

Rozwd¢j mikrobioty jelitowej r6zni si¢ migdzy niemowlgtami urodzonymi przedwczesnie,
a donoszonymi, co ukazujg wczesniejsze badania (128,131,228-234). U wczesniakow,
na poczatkowym etapie kolonizacji wystepuje wiele dodatkowych czynnikow
wplywajacych negatywnie na proces zasiedlania jelit przez drobnoustroje. Zazwyczaj,
wtej grupie dzieci poréd odbywa sie poprzez cesarskie cigcie, wystepuje czesta
ekspozycja na antybiotyki zarowno u matki, jak i noworodka, przedtuzone przebywanie na
oddziale intensywnej terapii noworodka, czgstsze karmienie sztuczne, jak rOwniez
niedojrzato$¢ fizjologiczna dziecka (235). Wszystkie powyzsze czynniki moga zmieni¢
profil mikrobioty jelitowej noworodkow. Uklad mikrobioty jelitowej wcze$niakow zostat
opisany jako opozniony oraz mniej réznorodny, anizeli dzieci urodzonych o czasie
(131,132,236). W wigkszosci, badania oceniajace mikrobiote jelitowa noworodkow
przedwczesnie urodzonych koncentrowaly si¢ na analizie stolca. Natomiast informacje
0 zmianie sktadu bakteryjnego poczawszy od smotki poprzez pdzniejsze probki stolca,
w pierwszych tygodniach Zycia sa rzadsze, szczegdlnie w odniesieniu do wczesniakow
(231,232,237). U donoszonych noworodkow, urodzonych fizjologicznie, zasiedlanie jelit
rozpoczyna si¢ przez bakterie wzglednie beztlenowe, ktore zmniejszaja w jelitach
potencjal redoks, pomagajac tym samym, w pdzniejszej kolonizacji przewodu
pokarmowego, bakteriom bezwzglednie beztlenowym jak Bifidobacterium, Bacteroides
czy Clostridium (150,231). U weczesniakow zasiedlanie jelit przez Sciste beztlenowce,
zwlaszcza bakterie z rodzaju Bifidobacterium, jest opdznione w pordwnaniu
Z niemowl¢tami urodzonymi w terminie. W takim wypadku, u noworodkoéw przedwczes$nie
urodzonych, dominacja fakultatywnymi beztlenowcami, takimi jak enterobakterie,
enterokoki 1 gronkowce, utrzymujg si¢ dluzej, nawet przez Kkilka tygodni
(128,130,131,230,238). Nieprawidtowa kolonizacja jelita u wcze$niakow w pierwszych
tygodniach zycia moze wplywa¢ na dojrzewanie bariery jelitowej oraz jej funkcje
odzywcze 1 immunologiczne, zarowno w momencie kolonizacji jak i p6zniej (239,240).
Badanie dotyczace roznorodnosci mikrobioty smotki, u szesciu wcze$niakow, wykazato
zwigzek migdzy matg bioréznorodnoscig bakterii w smotce i zwigkszonym ryzykiem

rozwoju sepsy (241).
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W prezentowanej analizie probki smoétki u noworodkéw donoszonych urodzonych
w domu, byly zdominowane glownie przez bakterie E. coli oraz Enterococcus,
jak i Bifidobacterium co potwierdzaja takze inne dane (75,223,242). Hansen i wsp. (223)
za pomoca techniki FISH oraz PCR przebadali pierwszy wydalony stolec (smotke),
pobrany od pietnastu zdrowych, donoszonych, urodzonych fizjologicznie noworodkow.
W cytowanym badaniu, jedno dziecko bylo skolonizowane przez Enterobacteriaceae,
pozostate dzieci zasiedlone byty od 2 do 5 r6znych rodzajow bakterii, a najbardziej liczne
byty Bifidobacterium, Enterobacteriaceae, Enterococcaceae oraz Bacteroides-Prevotella.
Nie wykazano zwigzku migdzy liczebnoscig bakterii, a czasem peknigcia bton ptodowych
przed porodem, czasem wydalenia smotki lub czasem dostarczenia probki do laboratorium.
Z kolei Jimenez i wsp. (75) podkreslaja, ze przedtuzone przechowywanie probek, do czasu
analizy skutkuje zwigkszeniem ogolnej liczby bakterii w smoélce. Jimenez 1 wsp. takze
analizowali sktad mikrobioty smotki u 21 zdrowych, donoszonych noworodkow
I wykazali, ze najliczniej wystepujacymi bakteriami byly rodzaje Enterococcus
oraz Staphylococcus. U noworodkéw tych w smolce stwierdzano takze E. coli,
Enterobacter oraz w pojedynczych przypadkach bakterie z rodzaju Streptococcus,
Bifidobacterium, Klebsiella jak réwniez Leuconostoc mesenteroides oraz Rothia
mucilaginosa (75).
Z kolei, smotki wczesniakow zawieraty bakterie, ktore nie byly oceniane w niniejszej
analizie. W badaniu 75% wcze$niakow miato stosowane antybiotyki w pierwszych dniach
zycia, w tym trzynascioro otrzymywalo leczenie od 1 do 3 dnia Zycia
(ampicilina+gentamycyny), a  o$mioro  dzieci powyzej 7 dnia  Zycia
(ampicilina+gentamycyna+meronem+wankomycyna). Zadne z dzieci urodzone o czasie
badZ w domu nie otrzymalo leczenia przeciwbakteryjnego. Niestety analiza wptywu
antybiotykdw na mikrobiote jelitowa nie zostata przeprowadzona z powodu matej liczby
pacjentow.
W pracy Moles i wsp. (224) oceniajacej sktad mikrobioty u wcze$niakow
w pierwszych tygodniach zycia, wykorzystujacej zaréwno techniki konwencjonalnej
mikrobiologii, jak i molekularne wykazano, ze uzywajac posiewu mikrobiologicznego
smotki wezesniakow wykazywaly obecno$é glownie bakterii z rodzaju Staphylococcus,
natomiast analizy genetyczne dostarczyly informacji 0 tym, ze smotka zawiera gtownie

typy Bacilli oraz Firmicutes. Analizy HITChip wykazaty za to, powszechno$¢ bakterii
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Lactobacillus plantarum i Streptococcus mitis w badanych smotkach. Ponadto, mikrobiota
smotki byta osobliwa i roznita si¢ od pdzniejszych probek stolca.

W badaniu, wykazano istotnie statystyczng réznice mi¢dzy liczbg bakterii E. coli,
Enterococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium w smoélce miedzy noworodkami
przedwczesnie urodzonymi a donoszonymi. Wszystkich wymienionych bakterii bylo
wigcej w grupie noworodkéw donoszonych. Z kolei, analizujgc stolec po 6 tygodniach
od wypisu ze szpitala, wykazano, istotnie statystyczng roznic¢, miedzy wczeSniakami,
a noworodkami urodzonymi o czasie, w liczbie Enterobacteriaceae, ktorych byto wigcej
u wczesniakow, oraz Bacteroides, ktorych byto wigcej u dzieci urodzonych o czasie,
co jest zgodne z literaturg (238). Warto zwroci¢ uwage, ze rozktad procentowy bakterii
wstolcu 6 tygodni po wypisie ze szpitala, w grupie noworodkéw urodzonych
przedwczesnie, caty czas prezentowatl wysoki odsetek innych bakterii jelitowych podobnie
jak w smotce. Z kolei, w grupie noworodkéw urodzonych o czasie w stolcu 6 tygodni
po wypisie ze szpitala, 26% wszystkich bakterii stanowil rodzaj Bifidobacterium.
W analizie ilosciowej dla bakterii z rodzaju Bifidobacterium nie wykazano istotnosci
statystycznej, aczkolwiek wynik byt na granicy (p=0,0652). Wigcej bakterii z rodzaju
Bifidobacterium po 6 tygodniach odnotowano u dzieci urodzonych o czasie, co takze jest
potwierdzone w literaturze (238). Wykazany w niniejszej pracy niedobor u wcze$niakow
po 6 tygodniach, bakterii z rodzaju Bacteroides i Bifidobacterium jest bardzo niekorzystny,
albowiem oba rodzaje bakterii wykazuja dziatanie prozdrowotne i s3 szczego6lnie pozadane
w okresie noworodkowym. Wykazano zwigzek miedzy zmniejszong liczbg bakterii
zrodzaju Bifidobacterium, a ryzykiem wystgpienia choréb atopowych, niedoboru
witaminy K, zespotu jelita nadwrazliwego czy autyzmu (243). Z kolei, w przypadku
bakterii z rodzaju Bacteroides, eksperymenty na modelach zwierzgcych wykazaty,
ze kolonizacja przewodu pokarmowego szczepami Bacteroides jest niezbedna
dla ksztattowania uktadu immunologicznego gospodarza, w ktérym posrednicza receptory
TLR oraz inne specyficzne interakcje gospodarz-mikrobiota (243). Zatem wczesna
kolonizacja tymi bakteriami jest zasadnicza dla prawidtowego ksztattowania odporno$ci
oraz modulowania fizjologii u cztlowieka. Dla pozostatych bakterii réznice po 6 tygodniach
si¢ zatarty. Nie mniej jednak duza liczba bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, do ktorych
zalicza si¢ m. in. bakterie z rodzaju Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Yersinia, czyli
takie ktore moga by¢ potencjalnie patogenne, i czgsto sa czynnikiem etiologicznym

zakazen szpitalnych, w tym zakazenia uogolnionego, szczegdlnie wsrdd dzieci
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przedwczesnie urodzonych, jest niekorzystna i moze by¢ zwigzana z negatywnymi
czynnikami dziatajacymi w okresie noworodkowym, w tym wiekiem -cigzowym
oraz antybiotykoterapig. Wskazuje to na fakt, potwierdzony w S$wiatowej literaturze,
1z U wczesniakéw  zwiekszony poziom fakultatywnych beztlenowcow takich jak
np. rodzina Enterobacteriaceae, wraz ze zmniejszonym poziomem $cistych beztlenowcow
utrzymuje si¢ zdecydowanie dtuzej, anizeli u dzieci urodzonych o czasie, O jest stanem
niepozagdanym (238). Zwickszona proporcja bakterii wzglednie tlenowych do
beztlenowych, jak 1 zmniejszona roéznorodno$¢ bakteryjna, w tym zredukowana ilos¢
bakterii beztlenowych z rodzaju Bifidobacterium oraz Bacteroides zwigzana jest
z wigkszym ryzykiem alergii i atopii w pdzniejszym okresie zycia (10,244-246). Ponadto,
Mai i wsp. (181) w swojej pracy postuluja, iz niedostateczna kolonizacja Proteobacteria,
do ktorych zalicza si¢ rodzing Enterobacteriaceae, podczas pierwszych tygodni zycia,
w ktorych rozwija si¢ tolerancja immunologiczna, moze skutkowaé uposledzonym
modulowaniem adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej na pézniejsza zwiekszona
kolonizacj¢ Proteobacteria, i w konsekwencji dzieci te moga rozwijaé stany patologiczne
jelit, w tym NEC.

Bardzo istotnym czynnikiem dla prawidtowej kolonizacji jelit jest sposoéb porodu
(63,158). Biasucci i wsp. (247) w oparciu 0 wyniki swojej analizy postulujg, iz na sktad
bakterii jelitowych noworodka, w pierwszych trzech dniach zycia najsilniej wplywa
wilasnie sposob porodu. Z kolei Hu i wsp. (105) wykazuja, iz smotka zawiera juz
zréznicowang mikrobiot¢ i nie zalezy od sposobu porodu, a bardziej od czynnikow
prenatalnych, w tym statusu zdrowotnego matki. Liczne wcze$niejsze badania ujawnity,
znaczace roznice w sktadzie mikrobioty w stolcu, migdzy noworodkami urodzonymi
poprzez cesarskie ciecie (CC), a urodzonymi sitami natury (psn) (116,126,225,248).
W trakcie porodu fizjologicznego, dziecko kolonizowane jest bakteriami z pochwy
i przewodu pokarmowego matki. U dzieci tych, mikroorganizmami dominujagcymi sa:
Lactobacillus, Prevotella, Escherichia, Enterococcus, Bacteroides i Bifidobacterium.
U dzieci urodzonych poprzez cesarskie cigcie obserwuje si¢ kolonizacje bakteriami
skornymi, pochodzacymi od matki, ale takze od personelu, jak 1 ze Srodowiska szpitalnego,
w tym Staphylococcus, Corynebacterium, Propionibacterium i Clostridium. Ponadto,
noworodki urodzone za pomoca cigcia cesarskiego sg zasiedlone przez mniejsza liczbe
bakterii, w poréwnaniu do noworodkéw urodzonych sitami natury, a kolonizacja przez

zasadnicze rodzaje bakterii jak Bifidobacterium oraz Bacteroides moze by¢ znacznie
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opdzniona (235). Gronlund i wsp. (249) za pomoca posiewu mikrobiologicznego wykazali,
iz mikrobiota dzieci urodzonych przez cigcie cesarskie moze by¢ zaburzona do 6 miesigcy
po porodzie. Z kolei inne badanie, juz z uzyciem technik biologii molekularnej ukazato
zmiany w sktadzie mikroorganizméw dzieci z porodu poprzez CC, nawet do 7 lat
po urodzeniu (250). Co istotne, dzieci urodzone cigciem cesarskim maja zwigkszone
ryzyko wystepowania alergii, w tym pokarmowej (119), astmy (120), cukrzycy typu 1
(121), celiakii (122), nadwagi i otylosci (123). Coraz czgsciej podkresla sie, iz nie tyle
sama procedura porodu co zastosowanie antybiotykoterapii u matki, z uwagi na operacyjny
charakter porodu, jest czynnikiem zaktocajacym kolonizacje bakteryjng u dzieci
urodzonych poprzez CC.

W analizowanym badaniu poréwnano modyfikacje mikrobioty w czasie,
W poszczegdlnych grupach noworodkow, w zalezno$ci od sposobu porodu. Dla dzieci
donoszonych urodzonych sitami natury wykazano, iz po 6 tygodniach od porodu
wzgledem smolki, istotnie statystycznie przyrost bakterii, wystapit w przypadku E. coli,
Enterococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides oraz TBC. Z kolei, u dzieci
donoszonych urodzonych cigciem cesarskim wykazano, iz po 6 tygodniach od porodu
wzgledem smofki, istotnie statystycznie przyrost bakterii, wystapit w przypadku wigkszej
liczby poszczegélnych mikroorganizméw: E. coli, Enterobacteriaceae, Enterococcus,
Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium, Akkermansia muciniphila
oraz TBC. Przyrost poszczegélnych bakterii w czasie jest zjawiskiem fizjologicznym.
Wraz z uptywem czasu mikrobiota si¢ zmienia, staje si¢ bardziej zréznicowana 1 bardziej
liczebna (242). Jednakze, co wykazano w niniejszym badaniu, u niemowlat donoszonych,
urodzonych sitami natury istotnie statystyczny przyrost bakterii, byt wykazany dla
mniejszej liczby poszczegdlnych mikroorganizméw, anizeli u niemowlat donoszonych
urodzonych poprzez CC. Moze by¢ to zwigzane z bardziej stabilng mikrobiota juz od
poczatkowe]j kolonizacji obserwowanej w smolce, u dzieci donoszonych, urodzonych
fizjologicznie, co wykazuja takze w swej pracy Hill i wsp. (251). Badacze wykazali,
ze mikrobiota noworodkéw donoszonych, urodzonych spontanicznie sitami natury,
pozostawala stabilna zaréwno na poziomie typoéw, jak i rodzajéw podczas wszystkich
24 tygodni prowadzonej analizy.
Enck i wsp. (242) za pomoca posiewu mikrobiologicznego przebadali kohorte niemowlat
pod katem zmian w mikrobiocie jelit. Probki analizowano co miesigc. Catkowita liczba

bakterii (TBC) oraz liczba poszczegolnych gatunkéw drobnoustrojow analizowanych
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w badaniu, byty najwyzsze w pierwszym roku zycia i zmniejszyly si¢ w ciggu pierwszych
2 lat, po czym stabilizowaty si¢. U analizowanych niemowlat, liczba TBC wzrastata do
5 miesigca zycia, nastgpnie malata podczas wprowadzenia pokarmu stalego 1 osiagneta
najwyzszy poziom ok. 9-10 miesigca zycia. Liczba bakterii z rodzaju Bacteroides
oraz Lactobacillus rosta wraz z wiekiem, podczas gdy liczebno$¢ bakterii z rodzaju
Enterococcus oraz E. coli zmniejszala si¢, a bakterie z rodzaju Bifidobacterium
pozostawaly stabilne, przez caty okres prowadzenia badania.

Nastepnie wykonano taka samg analiz¢ modyfikacji mikrobioty w czasie, ale dla
noworodkow przedwczesnie urodzonych. W niniejszym badaniu wszystkie badane dzieci
byly réwne wiekowo tylko w przypadku oznaczen smotki. Takie samo podejscie
prezentowal Hill i wsp. w cytowanej juz powyzej analizie (251). W punkcie czasowym
6 tygodni po wypisie ze szpitala, dzieci donoszone wiekowo mialy 6 tydzien zycia,
natomiast wiek wczesniakow byt rozny, gdyz wypisywane byly ze szpitala w czasie
osiggniecia przez nie 34-36. tygodnia skorygowanego zycia postkoncepcyjnego. Mialo to
na celu zagwarantowanie, ze wszystkie dzieci przedwczesnie urodzone, beda miaty ten
sam wiek postkoncepcyjny podczas pobierania probek w pdzniejszych punktach
czasowych, poniewaz jak wczesniej postulowano, to wiek postkoncepcyjny, a nie wiek
urodzeniowy, jest glowng determinantg profilu mikrobioty u wczeSniakow (252).
U wczesniakow z porodu sitami natury wykazano istotnie statystyczng rdznice
W przyroscie nastepujacych mikroorganizmoéow: Enterobacteriaceae, Enterococcus,
Bifidobacterium, F. prausnitzii i TBC miedzy 34. tyg. skorygowanego zycia
postkoncepcyjnego a smotka, oraz E. coli, Enterobacteriaceae, Enterococcus,
Lactobacillus, Bifidobacterium, TBC migdzy 6 tygodniem od wypisu ze szpitala a smotka.
U weczes$niakoéw urodzonych cieciem cesarskim wykazano istotnie statystyczna roznice
W przyroscie nastgpujacych mikroorganizméow: E. coli, Enterobacteriaceae, Enterococcus,
Lactobacillus, Bifidobacterium, TBC miedzy 34 tyg. skorygowanego zycia
postkoncepcyjnego a smotka, oraz E. coli, Enterobacteriaceae, Enterococcus,
Lactobacillus, Bifidobacterium, Clostridium, TBC miedzy 6 tygodniem od wypisu
ze szpitala a smotka. W Zzadnym z powyzszych, nie wykazano istotno$ci statystycznej dla
przyrostu mikroorganizmoéw mig¢dzy 6 tygodniem od wypisu ze szpitala, a osiggnigciem
przez dziecko skorygowanego wieku postkoncepcyjnego, co moze sugerowac,
iz uzyskanie dojrzalosci fizjologicznej u wcze$niakow, mierzonej w skorygowanych

tygodniach zycia postkoncepcyjnego, wplywa na mikrobiote jelitowa noworodkow
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przedwczesnie urodzonych, szczegdlnie na poziom beztlenowcow, jak podaje
pismiennictwo (252).

Nastepnie, dokonano  poroéwnania  roéznicy  przyrostu  poszczegdlnych
mikroorganizmoéw w badanych punktach czasowych, osobno dla dzieci urodzonych
przedwczesnie oraz 0 czasie, z rozgraniczeniem sposobu porodu (CC vs. psn). Wérdéd
dzieci donoszonych urodzonych poprzez CC oraz sitami natury, wykazano istotnie
statystyczng roéznice w roznicy przyrostu mikroorganizméw w 6. tygodniu wzgledem
smotki dla rodziny Enterobacteriaceae, Bacteroides oraz catkowitej liczby bakterii.
Roéznica w przyroscie bakterii z rodziny Enterobacteriaceae oraz TBC byla wyzsza
u dzieci urodzonych przez CC. Z kolei, wigksza rdznicg w przyroscie bakterii z rodzaju
Bacteroides stwierdzono u dzieci z porodu sitami natury, co jest bardzo korzystnym
zjawiskiem. Po 6 tygodniach pobytu w domu bylo ich wiecej. Zredukowana liczba
Bacteroides u dzieci urodzonych poprzez cigcie cesarskie zostala potwierdzona takze przez
Jakobsson i wsp. (117). Badacze za pomoca pirosekwencjonowania 16S rRNA analizowali
sktad mikrobioty u dzieci urodzonych fizjologicznie oraz przez CC, przez okres od
pierwszego tygodnia, do 2 roku zycia. Dodatkowo w surowicy mierzono poziom chemokin
zwigzanych z odpowiedzig Thl oraz Th2. Badacze wykazali, ze dzieci urodzone przez
cesarskie cigcie miaty mniej zro6znicowang mikrobiote¢ w ciggu pierwszych 2 lat zycia.
Niemowleta te, wykazywaly zredukowang liczbe i roznorodnos¢ typu Bacteroidetes.
Ponadto, u dzieci urodzonych poprzez CC wykazano zmniejszong odpowiedz Thl podczas
pierwszych 2 lat zycia. Prawidlowa poczatkowa kolonizacja jelit jest kluczowa, dla
rozwoju uktadu odpornosciowego 1 tolerancji immunologicznej. Brak réwnowagi
cytokinowej Th1/Th2 podczas dojrzewania uktadu odpornosciowego, moze by¢ podstawa
rozwoju chorob alergicznych, z uwagi na nadmierng odpowiedz typu Th2, pozostalg
jeszcze z okresu prenatalnego. Jakobsson i wsp. wykazali, ze pordd fizjologiczny zwigzany
jest z wyzszym stezeniem chemokin zwigzanych z odpowiedzia Thl w okresie
niemowlectwa (117). Inne badania takze potwierdza zredukowang liczbg bakterii z rodzaju
Bacteroides u noworodkow urodzonych poprzez cesarskie cigcie (158,248,249,253).
Zwiekszony poziom bakterii z rodziny Enterobacteriaceae u dzieci urodzonych poprzez
CC, moze by¢ nickorzystnym zjawiskiem i by¢ zwigzany z infekcjami badz
dolegliwo$ciami ze strony przewodu pokarmowego (243). Dla bakterii z rodzaju
Clostridium wynik byl na granicy istotnosci statystycznej (p=0,0566), i wieksza roéznice

W niekorzystnym przyroscie bakterii stwierdzono u dzieci z grupy CC. Co takze jest
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zgodne z literaturg (158,249). Wyzszy poziom TBC w grupie dzieci donoszonych,
urodzonych przez cesarskie cigcie, wykazany w niniejszej pracy jest sprzeczny z literatura,
gdzie najczescie] raportuje si¢ nizszy poziom calkowitej liczby bakterii u dzieci
urodzonych poprzez CC (235,254). Moze to by¢ zwigzane z roznymi technikami oznaczen
mikrobioty uzywanych w réznych badaniach naukowych. Aktualnie cz¢éciej oznacza sig
jednak biordéznorodno$¢ mikrobioty, anizeli catkowita liczbe bakterii (118). Nie wykazano
réznicy w przyroscie po 6 tygodniach bakterii z rodzaju Bifidobacterium migdzy
analizowanymi grupami. Co prawda, pordéd poprzez cesarskie cigcie opisywany jest
powszechnie w piSmiennictwie jako zwigzany ze zredukowang ilo$cig prozdrowotnych
bakterii rodzaju Bifidobacterium (158,248,253), nie mniej istniejg takze prace, ktore takiej
zaleznosci nie wykrywaja (255). Aczkolwiek, pomimo braku rdéznicy w przyroscie
w danych punktach czasowych, to jednak, co juz wspomniano powyzej, w niniejszej
analizie, w samej smotce liczba bakterii z rodzaju Bifidobacterium réznita si¢ miedzy
badanymi grupami.

Dokonano takze poroéwnania w przyroscie mikroorganizmow migdzy grupami
wczesniakOw, z rozgraniczeniem na sposob porodu. Poréwnujac rdéznice w przyroscie
mikroorganizméw u wcze$niakow rodzonych sitami natury oraz poprzez CC,
w 34. tygodniu skorygowanego zycia postkoncepcyjnego wzgledem smotki, nie wykazano
istotno$ci statystycznej w odniesieniu do zadnego badanego drobnoustroju. Zaréwno
jedna, jak i druga grupa byla leczona antybiotykami oraz dziataly na nie takie same
warunki $rodowiska szpitalnego. Poréwnujac z kolei, roéznice w przyroscie
mikroorganizméw w 6 tygodniu po wypisie ze szpitala wzgledem smotki, wykazano
istotnie  statystyczng rdéznice jedynie w odniesieniu do bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae. U wcze$niakow urodzonych fizjologicznie stwierdzono wyzsza
roéznice w przyroscie tej grupy mikroorganizméw, anizeli u dzieci urodzonych poprzez CC.
Jest to dos¢ zaskakujace, ale moze by¢ zwigzane z innymi czynnikami dziatajagcymi w tym
czasie, antybiotyki, sposob karmienia, sSrodowisko domowe. Analizujgc natomiast roznice
w przyro$cie mikroorganizméw w 6 tygodniu po wypisie ze szpitala wzgledem stolca
w 34. tygodniu skorygowanego zycia postkoncepcyjnego nie wykazano istotnosci
statystycznej w odniesieniu do zadnego badanego drobnoustroju u wcze$niakow
rodzonych sitami natury oraz poprzez CC. Wynika z tego, iz dojrzewanie dziecka
przedwczesnie urodzonego wplywa na kolonizacj¢ szeregiem rodzajow bakterii, natomiast

sam sposob porodu u wczesniakéw determinuje przyrost jedynie Enterobacteriaceae
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migdzy 6 tygodniem po wypisie ze szpitala a smotkg. Postanowiono pordéwnaé takze
facznie migdzy soba dzieci urodzone przedwcze$nie oraz o czasie, z rozgraniczeniem
sposobu porodu, co jest jednym z zasadniczych punktow niniejszej analizy. Dokonano
porownania wczesniakoOw urodzonych sitami natury z dzie¢mi donoszonymi urodzonymi
sitami natury, jak réwniez wcze$niakow urodzonych poprzez CC z noworodkami
donoszonymi urodzonymi przez CC. Poréwnujac sktad mikroorganizméw w smotce,
wykazano istotnie statystyczng roéznice w liczbie E. coli, Enterococcus, Lactobacillus,
Bifidobacterium w dwoch grupach dzieci (wczesniaki vs. donoszone) urodzonych sitami
natury. Wszystkich wymienionych bakterii w smotce bylo wigcej u dzieci donoszonych
urodzonych fizjologicznie, anizeli u wczesniakow urodzonych fizjologicznie. Zatem
sposob porodu i wiek cigzowy lacznie istotnie wptywaly na poziom tych drobnoustrojow.
Poréwnujac liczebno$ci drobnoustrojéw w smoétce u dzieci urodzonych poprzez CC
(wczesniaki vs. donoszone) wykazano jedynie istotnie statystyczng réznicg dla liczby
bakterii z rodzaju Bifidobacterium, ktérych bylo istotnie wigcej u dzieci donoszonych
urodzonych poprzez CC, anizeli wczesniakow urodzonych poprzez CC. Dla pordéwnania,
przytaczajac przedstawione juz powyzej dane, sam wiek cigzowy (donoszone
vs. wezesniaki) bez rozroéznienia na sposob porodu, takze rdéznicowat istotnie liczebnosci
bakterii E. coli, Enterococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium w smoétce. Mozna zatem
wnioskowaé, iz wiek cigzowy istotnie moduluje liczebno$¢ wyzej wymienionych
mikroorganizmow, jednakze co istotne, najsilniej wptywa na liczbe Bifidobacterium.
Skoro, porownujac migdzy sobg wczesniaki oraz dzieci donoszone, gdzie obie grupy byty
rodzone poprzez CC, jak rowniez wczesniaki z noworodkami donoszonymi, gdzie obie
grupy byly rodzone fizjologicznie, jednym rodzajem bakterii, ktory si¢ pokrywal
I wykazywal istotno$¢ statystyczng w obu przypadkach byl wiasnie rodzaj
Bifidobacterium. Jest to zgodne z badaniem wykonanym przez Butel i wsp. (128), gdzie
wykazano, ze na kolonizacj¢ przez bakterie z rodzaju Bifidobacterium, nie miata wptywu
masa urodzeniowa, sposOb porodu oraz antybiotykoterapia u matki lub dziecka,
ale wlasnie wiek cigzowy. Obecno$¢ Bifidobacterium stwierdzano u dzieci, urodzonych
w wieku cigzowym powyzej 32,9 tygodni. Badacze postuluja, iz taki czynnik jak wiek
cigzowy, wydaje si¢ by¢ glowng determinantg kolonizacji wcze$niaka przez
Bifidobacterium, a fakt ten powinien by¢ brany pod uwage w celach modulacji mikrobioty
jelitowej u noworodkow przedwcezesnie urodzonych, majacej gldwnie na celu zmniejszenie

czestoSci wystepowania NEC. Podobne wnioski mozna postawi¢ analizujac rozktad
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procentowy mikrobioty w smolce u noworodkéw donoszonych i1 wcze$niakow,
z uwzglednieniem rodzaju porodu. Tylko noworodki donoszone urodzone fizjologicznie
wykazywaly najbardziej zréznicowany profil mikrobioty jelitowej, odpowiadajacy
gatunkowo potencjalnie mikrobiocie przewodu pokarmowego matki.

Kontynuujac analiz¢ i porownujac sktad mikroorganizméow 6 tygodni po wypisie
ze szpitala wykazano istotnie statystyczng réznicg w liczbie Enterobacteriaceae,
Bacteroides, Faecalibacterium prausnitzii oraz TBC miedzy wczesniakami
anoworodkami donoszonymi urodzonymi sitami natury. U dzieci donoszonych
urodzonych fizjologicznie stwierdzono wigcej bakterii z rodzaju Bacteroides, z Kolei
u wezesniakow urodzonych fizjologicznie wigcej Enterobacteriaceae, Faecalibacterium
prausnitzii oraz TBC. Zatem wyniki tego badania wykazaty, ze pordd fizjologiczny
oraz wiek cigzowy lacznie istotnie wptywaty na poziom tych drobnoustrojow 6 tygodni
po wypisie ze szpitala. Natomiast nie wykazano istotnosci statystycznej dla zadnego
z badanych mikroorganizméw w stolcu, 6 tygodni po wypisie ze szpitala u dzieci
urodzonych poprzez CC (wcze$niaki vs. donoszone). Wydaje si¢ wiec, ze cigcie cesarskie
niestety ma roéwnie negatywny wplyw na ksztaltowanie si¢ mikrobioty nawet
po 6 tygodniach przebywania dziecka w domu jak samo wcze$niactwo. Malo jest danych
na temat kolonizacji noworodkow przez Faecalibacterium prausnitzii. Bakteria ta,
to bezwzgledny beztlenowiec, jeden z najliczniejszych mikroorganizméw w przewodzie
pokarmowym osob dorostych. F. prausnitzii to jeden z glownych producentow kwasu
mastowego w jelitach, czyli krétkotancuchowego kwasu thuszczowego, o prozdrowotnych
wlasciwos$ciach, stanowigcego zasadnicze zrodlo energii dla kolonocytow. Zredukowana
liczba F. prausnitzii zwigzana jest z chorobg Le$niowskiego-Crohna oraz nowotworem
jelita grubego. Ponadto, bakteria ta wywiera pozytywny wpltyw na homeostaz¢ mikrobioty
jelitowej i wiaze si¢ z szeregiem procesOw metabolicznych w blonie $§luzowej cztowieka
(243). Co wigcej, na modelu zwierzecym, wykazano przeciwzapalne wiasciwosci
F. prausnitzii (256). Dalsze analizy oceniajace sukcesje tej bakterii w przypadku
niemowlat sg niezbedne. Zmniejszona liczebnos¢ F. prausnitzii podczas porodu sitami
natury powinna by¢ celem przysztych badan mikrobioty u wezesniakow.

Podobne poréwnanie, jak w niniejszej pracy, 4 grup noworodkow wykonali Hill i wsp.
(251). Badacze poréwnali miedzy soba kohorte 192 dzieci, zlozona z noworodkéw
donoszonych urodzonych sitami natury oraz poprzez CC, jak rowniez wcze$niakéw

urodzonych sitami natury oraz poprzez CC. Stolec analizowany byl od pierwszego do
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24 tygodnia zycia, za pomoca metod molekularnych (sekwencjonowanie regionu V4-V5
16S rRNA) oraz hodowli mikrobiologicznej. Niestety badacze nie analizowali smotki.
Wykazano, ze sposéb porodu oraz wiek cigzowy lacznie, istotnie wptywaly na profil
mikrobioty jelitowej dzieci, co wykazano takze w niniejszej pracy. W badaniu Hill i wsp.
w wieku 1 tygodnia, sktad mikrobioty jelit noworodkéw donoszonych urodzonych poprzez
CC (FT-CS), byt znaczaco rézny od sktadu mikrobioty wcze$niakow CC (PT-CS)
oraz noworodkéw donoszonych urodzonych fizjologicznie (FT-SVD). Wykazano takze
istotone réznice mi¢dzy wezesniakami CC oraz noworodkami donoszonymi urodzonymi
sitami natury. Mata liczebno$¢ wczesniakow psn (PT-SVD) (n = 4) nie pozwolila
na analizy statystyczne, ale badacze zwracajg uwagg, ze profil mikrobiotyczny tej grupy
znajdowat si¢ pomigdzy grupg wczeSniakow CC a noworodkow donoszonych psn.
Badacze wykazali, ze w 8 tygodniu zycia, grupa FT-CS roznita si¢ znaczaco od PT-CS
I FT-SVD pod wzgledem sktadu mikrobioty. Grupy FT-SVD i PT-CS takze roznity si¢
istotnie. Dodatkowo, wszystkie trzy grupy miaty znaczaco rd6zng kompozycje mikrobioty
w 8 tygodniu zycia. Ten punkt czasowy byt najblizszy punktowi czasowemu w niniejszym
badaniu, gdzie analizowano stolec w 6 tygodniu zycia. Po 24 tygodniach nie wykazywano
juz roznicy w skladzie mikrobioty miedzy grupami PT-CS i1 FT-CS, podczas gdy
mikrobiota FT-CS i FT-SVD nadal istotnie si¢ roznita. Zatem w tym punkcie czasowym,
to sposob porodu w dalszym ciggu wywieratl zmiany na sktad mikrobioty, a wczesniejsze
roznice wynikajace z wieku cigzowego zostaly wyeliminowane. We wszystkich punktach
czasowych istniato duze indywidualne zroznicowanie profilu mikrobioty, w kazdej
z badanej grupy dzieci, ukazujac odmienny sposob kolonizacji mikrobioty zaleznej
od wieku cigzowego i sposobu produ. Dzieci donoszone urodzone fizjologicznie, miaty
najbardziej stabilng mikrobiot¢ przez caty okres badania. Niemowleta donoszone urodzone
poprzez cesarskie cigcie, wykazywaly wigksza liczbe Firmicutes i zredukowang liczebnos¢
Actinobacteria po pierwszym tygodniu zycia, w pordwnaniu z niemowl¢tami donoszonymi
urodzonymi fizjologicznie. Nie wykazano istotnie statystycznej roznicy w liczebnosci
bakterii z rodzaju Bifidobacterium w 1 tygodniu zycia migdzy FT-CS i FT-SVD, cho¢
pozornie roznica ta byta znaczaca (19 vs. 48%). Co wigcej, nie wykazano statystycznie
istotnej roznicy w liczbie Bifidobacterium pomiedzy tymi dwoma grupami, w zadnym
Z badanych punktéw czasowych.

W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano istotnie statystyczng roznice

w liczbie Bifidobacterium jedynie w smoélce, miedzy noworodkami donoszonymi
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Z r6znych sposobow porodu (CC vs. psn), oraz migdzy wczesniakami z réznych sposoboéw
porodu (CC vs. psn). W czasie 6 tygodni po wypisie ze szpitala takze nie stwierdzono
juz tej roznicy, co jest zgodne z niedawno opublikowang praca Hill 1 wsp. (251). Zespot
Hill i wsp. wykazal, ze liczba Bacteroides jest wigksza u dzieci donoszonych urodzonych
sitami natury, w poréwnaniu z dzie¢mi donoszonymi urodzonymi przez CC w wieku
1.1 4. tygodni zycia, ale nie w pdzniejszych punktach czasowych.

W niniejszej pracy, roéznice w liczbie Bacteroides miedzy noworodkami donoszonymi
urodzonymi sitami natury, w poréwnaniu z dzie¢mi donoszonymi urodzonymi przez CC,
wykazano jedynie 6 tygodni po wypisie ze szpitala. Zatem ta réznica utrzymywala si¢
dhuzej, niz w badaniu Hill i wsp. (251). Hill i wsp. wykazali takze, ze liczba bakterii
zrodzaju Clostridium byta wyzsza u dzieci donoszonych urodzonych poprzez CC,
w stosunku do dzieci donoszonych urodzonych sitami natury w 1. tygodniu zycia.
W niniejszej pracy nie wykazano takiej zaleznosci ani w smolce, ani 6 tygodni po wypisie
ze szpitala miedzy analizowanymi grupami. Dodatkowo analiza procentowego rozktadu
bakterii w 6. tygodniu zycia, pokazala wyrazng roznice w sktadzie bakterii jelitowych na
korzy$¢ noworodkoéw urodzonych o czasie sitami natury, z przewaga bakterii z rodzaju
Bifidobacterium oraz wyzszym udzialem procentowym Bacteroides w porownaniu
Z pozostatymi grupami. Ta obserwacja wyraznie wskazuje, ze tylko pordd o czasie, sitami
natury moze zapewni¢ optymalny profil mikrobioty jelit w 6. tygodniu Zycia.

Malo jest danych na temat porodu domowego i mikrobioty jelitowej dziecka. Mozna
wnioskowa¢, 1z pordd w warunkach domowych 1 brak narazenia na szpitalne
mikrobiologiczne czynniki zakazne jest najbardziej optymalnym dla pierwotnej kolonizacji
dziecka. Takze redukcja stresu u matki, dzigki obecno$ci w zaciszu domowym, powinna
pozytywnie wplywa¢ na dobrostan organizmu jak i samg mikrobiotg. Jak podkresla
Penders i wsp. (158) noworodek donoszony, urodzony fizjologiczne w domu, karmiony
mlekiem matki ma najbardziej optymalng mikrobiote jelitowa, 1 dziecko takie cechuje sig¢
duzg liczba bakterii z rodzaju Bifidobacterium, przy jednoczesnej matej liczbie E. coli
i Clostridium difficile. W badaniu postanowiono poréwna¢ noworodki donoszone,
urodzone fizjologicznie w domu, oraz dobrane do nich pod wzgledem wieku cigzowego,
masy urodzeniowej oraz zywienia, noworodki donoszone, ale urodzone standardowo
w szpitalu. Postanowiono oceni¢ profil mikrobioty w zaleznosci od miejsca urodzenia

zard6wno w smolce jak i 6 tygodni po porodzie.
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W prezentowanej analizie wykazano istotnos¢ statystyczng w smotce w przypadku liczby
bakterii Faecalibacterium prausnitzii migdzy noworodkami donoszonymi urodzonymi
w domu a noworodkami donoszonymi urodzonymi w szpitalu. Wigkszg liczebno$cig
F. pausnitzii w smotce, charakteryzowaty si¢ dzieci urodzone w domu. Z Kkolei, 6 tygodni
po porodzie wykazano istotnie statystyczng roznicg dla E. coli, co jest zgodne z literatura
I podobnie jak w badaniu przeprowadzonym przez Penders i wsp. (158) bakterii tej byto
wiecej u dzieci urodzonych w szpitalu. Praca opublikowana przez Penders 1 wsp. oceniala
jednak duzo wigkszg liczbe dzieci, a badacze nie oceniali liczby F. prausnizii. Porownujgc
W niniejszej pracy roznice W liczbie bakterii w czasie, w 6. tygodniu wzglgdem smotki
u noworodkow donoszonych urodzonych w domu i szpitalu wykazano, istotno$¢
statystyczng dla bakterii z rodzaju E. coli oraz Enterococcus. Analiza rozktadu
procentowego bakterii w smotce oraz w 6. tygodniu zycia u noworodkéw urodzonych
w domu wykazata znaczny udzial bakterii, ktore nie byty oceniane w badaniu. Tak znaczna
roéznica udzialu procentowego tych bakterii w smoétce noworodkéw urodzonych w domu
moze sugerowac¢ obecno$¢ w srodowisku domowym odmiennej mikrobioty w poréwnaniu
z mikrobotg szpitalng, co powoduje, ze odsetek udziatlu bakterii jak: E. coli
czy Enterococcus jest znacznie mniejszy, co moze utrudniaé interpretacje wynikow
w 6. tygodniu zycia. Wydaje si¢, ze profil mikrobioty jelitowej noworodkow urodzonych
w domu jest nadal bardzo stabo poznany, a mata liczba noworodkéw urodzonych w domu
w badaniu uniemozliwia wyciagnigcia konkretnych wnioskow.

W analizie przeprowadzonej przez van Nimwegen i wsp. (257) wykazano, ze nie tyle
sam sposob porodu, co wlasnie miejsce porodu (dom vs. szpital) majg zwigzek z ryzykiem
wystapienia astmy. Dzieci, ktore w wywiadzie mialy przynajmniej jedno z rodzicow
z chorobg atopowa, mialy duzo mniejsze ryzyko astmy, kiedy byly rodzone fizjologicznie
w domu, anizeli dzieci rodzone fizjologicznie w szpitalu. Badacze zaobserwowali podobng
zaleznos¢, cho¢ nieistotng statystycznie, dla ryzyka wystgpienia alergii pokarmowe;j.
Korelacje te byly zalezne od kolonizacji dzieci przez Clostridium difficile. Kolonizacja
przez C. difficile w pierwszym miesigcu zycia byla zwigzana z wystgpowaniem
$wiszczacego oddechu i egzemy w ciggu pierwszych 6-7 lat zycia oraz z astmg w wieku
617 lat. Wykazany w niniejszej pracy brak wigkszych réznic w mikrobiocie migdzy
analizowanymi grupami, moze by¢ zwiazany z malg liczebnoscig badanych grup. Innym
czynnikiem uniemozliwiajagcym uzyskanie wyraznych réznic w profilu mikrobioty

jelitowej w 6. tygodniu zycia miedzy badanymi grupami moglo by¢ wysokie miano
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pozostatych bakterii nieocenianych w tym badaniu w grupie noworodkéw urodzonych
w domu. Na pewno dalsze analizy, z wigksza liczbg badanych pacjentow sga niezbgdne
Z uwagi na fakt, iz porod domowy jest bardzo interesujacym zagadnieniem, szczeg6lnie
w przypadku obserwowanego globalnie, niepokojacego trendu, zwigzanego ze wzrostem
liczby porodéw poprzez cesarskie ciecie (63).

Mikrobiota jelitowa sprzyja rozwojowi i dojrzewaniu ukladu odpornosciowego,
a nieprawidtlowa kolonizacja na etapie niemowlectwa zwigzana jest krotkofalowo
z ciezkimi zakazeniami przewodu pokarmowego, sepsa oraz NEC, a dlugofalowo
z chorobami cywilizacyjnymi (235,248). Jak ukazuja badania, zaburzenia profilu
mikrobioty jelitowej w okresie niemowlectwa moga poprzedzaé wystapienie choroby
W pdzniejszym etapie zycia, zatem sklad mikroorganizméw jelitowych moze by¢
swoistego rodzaju markerem prognostycznym. W badaniu przeprowadzonym przez
Kalliomaki i wsp. (258) oceniano roéznice w profilu mikrobioty jelitowej, w 3. tygodniu
oraz 3. miesigcu zycia, u dzieci, u ktorych w pierwszym roku zycia stwierdzono alergi¢
(potwierdzong testami skornymi). Dowiedziono, iz w punkcie czasowym 3 tygodni, dzieci
alergiczne miaty wiecej bakterii z rodzaju Clostridium, a mniej Bifidobacterium, anizeli
dzieci, ktore w pierwszym roku zycia nie prezentowaly objawéw choroby. Z kolei,
w badaniu follow-up, przeprowadzonym przez zespét Sjogren i wsp. (259), oceniano
zmiany w mikrobiocie u dzieci, ktére w wieku 5 lat rozwingly alergi¢, w poréwnaniu
do zdrowych kontroli. Probki stolca do analizy pobierano w 1. tygodniu
oraz w 1. 1 2. miesigcu zycia dzieci. Wykazano, ze dzieci z alergig byly znacznie rzadziej
skolonizowane przez bakterie z rodzaju Lactobacillus (L. rhamnosus, L. casei,
L. paracasei), Bifidobacterium adolescentis, jak i Clostridium difficile, w ciagu pierwszych
2 miesigcy zycia. Bardziej zrdéznicowana mikrobiota jelit we wczesnym okresie zycia,
szczegollnie obecnos¢ Bifidobacterium, moze zapobiegac rozwojowi alergii w pozniejszym
czasie. W badaniu przeprowadzonym przez Abrahamsson i wsp. (260) dowiedziono,
iz obnizenie biordznorodnosci mikrobioty, w 1. tygodniu oraz 1. miesigcu zycia, moze
indukowac¢ astm¢ w wieku 7 lat. Dane te potwierdzajg teze, iz stan zdrowia dziecka jest
programowany w okresie wczesnego niemowlectwa, czyli w czasie ksztaltowania sie
mikrobioty jelitowej. Dalsze badania powinny bada¢ réznorodno$é i stopien kolonizacji
mikrobioty jelitowej niemowlat w odniesieniu do Szeregu czynnikéw, zard6wno
prenatalnych, o ktorych coraz czesciej si¢ wspomina, jak i perinatalnych i postnatalnych

oraz ich szerokiego wptywu na pozniejsze zdrowie czlowieka na kazdym etapie zycia.
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Podsumowujgc wyniki badan tej pracy mozna stwierdzi¢, ze noworodki urodzone
przedwczesnie w Ginekologiczno-Polozniczym Szpitalu Klinicznym moglyby skorzystaé
na suplementacji wieloszczepowej bakteriami:  Bifidobacterium, Lactobacillus,
Enterococcus i E. coli. Oczywiscie nalezatoby przeprowadzi¢ badania kliniczne
okreslajace profil bezpieczenstwa i1 skutecznos$¢ takiego postepowania terapeutycznego.
Warto rowniez przy planowaniu takich badan zadba¢ o analize¢ efektow dlugofalowych,
takich jak wystepowanie chorob atopowych, alergicznych czy w szerszym znaczeniu
chorob cywilizacyjnych w zalezno$ci od stosowanej suplementacji probiotycznej
w grupach zwigkszonego ryzyka, jakim jest wczesniactwo.

Na koncu nalezy wspomnie¢ o dwoch istotnych rzeczach. Po pierwsze, bardzo
wazne jest standaryzowanie metod analitycznych do oceny mikrobioty jelitowej. Rozne
techniki oznaczen, moga wyptywa¢ w mniejszym lub wigkszym stopniu na koncowy
wynik badania, co ma istotny wplyw na interpretacj¢ uzyskanych danych.

Po drugie, w prezentowanej pracy istnieje kilka ograniczen metodologicznych, ktore
nalezy zaznaczy¢. Jedng z nich sg uzyte m.in. poza metoda molekularng Real-Time PCR,
takze metody oparte na standardowym posiewie mikrobiologicznym, ktore niestety nie sg
w stanie wykry¢ znamiennej liczby gatunkow ludzkiej mikrobioty. Aktualnie,
w wigkszosci badan oceniajacych mikrobiote jelitowa wykorzystuje si¢ techniki
molekularne oparte na sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS), ktore analizujg zbiorczo
caly material genetyczny w danej probce. Jednakze, dla najliczniej wystgpujacych
mikroorganizmow  jelitowych, bezposrednie poréwnanie metod konwencjonalnej
mikrobiologii oraz technik molekularnych wykazaty podobne wyniki (261). Ponadto,
warto zauwazy¢, iz smolka oraz stolec dziecka w pierwszych miesigcach Zycia nie jest
jeszcze tak obfity w drobnoustroje jak u osoby dorostej, zatem wykorzystanie mniej
zaawansowanych technik moze by¢ zasadne. Drugim ograniczeniem jest mata liczebno$¢
badanych grup, co niestety uniemozliwito w prezentowanej analizie na ocen¢ wpltywu
pozostatych czynnikéw jak: forma karmienia, stosowanie antybiotykow u matki
oraz noworodka na sktad mikrobioty jelitowej dziecka.

Znajomo$¢ optymalnego sktadu mikrobioty na poszczegodlnych etapach rozwoju moze
przyczyni¢ si¢ do opracowania szeregu metod modulujacych sktad mikrobioty jelitowe;,
wtym pre-, probiotykéw 1 innych. Bardzo wazna jest takze edukacja kobiet

oraz pracownikow opieki medycznej, w tym lekarzy, pielegniarek, potoznych i innych
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na temat wszystkich czynnikow mogacych negatywnie wptywaé¢ na mikrobiote jelitowa

dziecka i opracowywanie schematow, ktore te czynniki beda skutecznie ograniczac.
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6. Whnioski

1) Wiek cigzowy wydaje si¢ by¢ zasadniczy dla poczatkowej kolonizacji jelit dziecka,
przez bakterie z rodzaju Bifidobacterium.

2) Rodzaj porodu wptywa na profil mikrobioty jelitowej tylko u noworodkéw
urodzonych o czasie. Porod sitami natury gwarantuje optymalny sktad mikrobioty
smotki i stolca 6 tygodni po wypisie ze szpitala u dzieci donoszonych. Z kolei,
u wezesniakow wplyw pozostatych czynnikéw negatywnie wptywajacych na profil
mikrobioty jelitowej jest tak duzy, ze sam porod sitami natury nie rekompensuje
zaburzen sktadu mikrobioty zar6wno w smolce, jak i 6 tygodni po wypisie ze
szpitala.

3) Mikrobiota jelitowa dzieci donoszonych, urodzonych fizjologicznie w domu jest
bardziej stabilna, anizeli noworodkéw donoszonych urodzonych w szpitalu. Nalezy
kontynuowa¢ badania w celu okre§lenia wptywu porodu w $rodowisku domowym

na kolonizacje jelit w okresie niemowlgctwa.

Podsumowujac, w oparciu o przedstawiona analizg, noworodki urodzone
przedwczesnie w Ginekologiczno-Potozniczym Szpitalu Klinicznym potencjalnie moglyby
by¢ suplementowane od pierwszego dnia zycia nastgpujacymi szczepami bakterii: E. coli,
Enterococcus, Bifidobacterium i Lactobacillus. Przyszte badania kliniczne powinny
okresli¢ przede wszystkim profil bezpieczenstwa 1 skutecznos$¢ takiej wieloszczepowe]

terapii suplementacyjnej.
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7. Streszczenie w j. polskim

Mikrobiota jelitowa, czyli zespot mikroorganizmow przewodu pokarmowego, jest
kluczowa dla zachowania homeostazy organizmu. Pelni szereg funkcji w tym, wptywa na
prawidtowa prace uktadu pokarmowego, dojrzewanie nablonka jelitowego, perystaltyke
jelit, trawienie, produkcje witamin, przyswajanie sktadnikéw odzywczych, metabolizm
kwasow zotciowych oraz fermentacje btonnika pokarmowego do krotkotancuchowych
kwasow ttuszczowych (SCFA). Funkcje mikrobioty nie ograniczajg si¢ wylacznie do jej
miejsca bytowania czyli, przewodu pokarmowego. Jej dziatalno$¢ obejmuje takze uktad
immunologiczny oraz nerwowy (o$ jelito-mézg). Autochtoniczne bakterie koordynuja
prace ukladu immunologicznego, poprzez wplyw na réwnowage cytokinowa
Th1/Th2/Th17 oraz indukcj¢ mechanizmoéw nieswoistych jak sIgA czy defensyn.
Dowiedziono, iz nieodpowiedni sktad mikrobioty jelitowej moze by¢ czynnikiem ryzyka
szeregu jednostek chorobowych, w tym NEC, celiakii, otylo$ci, nieswoistych chorob
zapalnych jelit, w tym choroby Le$niowskiego-Crohna, wrzodziejacego zapalenia jelita
grubego, zespotu jelita nadwrazliwego, kolki niemowlecej, alergii, atopowego zapalenia
skory, autyzmu, depresji choréb metabolicznych, autoimmunizacyjnych i innych chorob
cywilizacyjnych. Bardzo istotny dla sktadu mikroorganizméw jelitowych, a przez to
zdrowia jest proces poczatkowej kolonizacji noworodka. Coraz czesciej postuluje sie
0 znaczeniu pierwszych 1000 dni, poczawszy od poczgcia do pierwszych dwoéch lat zycia
dziecka, w dtugofalowym programowaniu zdrowia organizmu. Pionierski mikrobiom,
moduluje organizm dziecka na wielu plaszczyznach, w tym wpltywa na dojrzewanie
nabtonka jelitowego oraz aktywacje¢ ukladu immunologicznego. Zaburzenia w skladzie
mikrobioty jelitowej na tym etapie, moga wigza¢ si¢ z rozwojem alergii, atopii,
oraz innych chordb cywilizacyjnych powigzanych z dysbiozg jelitowa. Na kolonizacje jelit
noworodka wptywa wiele czynnikow, ktore mozemy podzieli¢ na prenatalne, perinatalne
oraz postnatalne. Do najwazniejszych nalezy wiek cigzowy, sposob porodu oraz forma
karmienia dziecka, ale coraz czg¢$ciej podnosi si¢ takze istotng rolg¢ matki i jej stylu zycia

w trakcie cigzy na mikrobiotg jelit jej potomka.

Celem badania byta ocena wpltywu wieku cigzowego, sposobu porodu na mikrobiote
jelit noworodkdéw oraz ocena porodu domowego, jako wzorca kolonizacji jelit

noworodkow.
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Materiat do badan stanowily probki smotki oraz stolca pobrane od noworodkow
przedwczesnie urodzonych (CC=17, PSN=11), noworodkéow donoszonych urodzonych
w szpitalu (CC=17, PSN=15), oraz noworodkéw donoszonych urodzonych w domu
(PSN=12). Wsrod wczesniakow pobierano smotke, stolec w 34. tygodniu skorygowanego
zycia postkoncepcyjnego oraz stolec 6 tygodni od wypisu ze szpitala; wsréd noworodkow
donoszonych, urodzonych zaréwno w szpitalu jak i w domu pobierano smoétke oraz stolec
6 tygodni po porodzie. Z kazdej pobranej probki wykonano nast¢pujace analizy: posiew
mikrobiologiczny w kierunku ilosciowej oceny wybranych mikroorganizmoéow: Escherichia
coli, pateczki z rodziny Enterobacteriaceae, Enterococcus spp., Proteus spp.,
Pseudomonas spp., Lactobacillus spp., Clostridium spp., grzybéw drozdzopodobnych
oraz badanie molekularne za pomocg Real-time PCR (gPCR) w Kierunku:
Faecalibacterium prausnitzii, Akkermansia muciniphila, Bifidobacterium spp., Bacteroides
spp. oraz ogodlnej liczby bakterii (TBC). W analizach statystycznych zastosowano testy
nieparametryczne poréwnujace rozklady tj. test nieparametryczny Manna-Whitneya, test
Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych poréwnan Dunna. Dane kategorialne opisano
liczebno$ciami i odpowiadajacymi im warto$ciami procentowymi. Dla zbadania zalezno$ci
zastosowano test Fishera-Freemana-Haltona oraz test u-Gaussa poréwnujacy warto$ci

procentowe.

Wyniki. Wykazano, ze we wszystkich badanych grupach, smotki nie byty sterylne

I znajdowato si¢ w nich DNA bakterii.

Profil mikrobioty smotki noworodkéw donoszonych, urodzonych w szpitalu
charakteryzowal si¢ wyzszg liczba bakterii E. coli, Enterococcus, Lactobacillus
i Bifidobacterium, anizeli profil smotki wezesniakéw. W stolcu 6 tygodni po wypisie ze
szpitala noworodki przedwczesnie urodzone charakteryzowaty si¢ wyzsza liczba bakterii
zrodziny Enterobacteriaceae, z kolei noworodki donoszone wyzsza liczbg bakterii
z rodzaju Bacteroides. Poréwnujac miedzy sobg dzieci urodzone fizjologicznie wykazano,
ze noworodki donoszone charakteryzuja si¢ wyzszg liczbg E. coli, Enterococcus,
Lactobacillus, Bifidobacterium, w smotce anizeli wczesniaki, a 6 tygodni po wypisie ze
szpitala u dzieci donoszonych stwierdzono wigcej bakterii z rodzaju Bacteroides, a z kolei
u wczesniakow wigcej Enterobacteriaceae, Faecalibacterium prausnitzii oraz TBC.
Poréwnujac dzieci urodzone poprzez CC wykazano, ze noworodki donoszone
charakteryzujg si¢ wyzszg liczbg Bifidobacterium, w smoélce anizeli wczesniaki,
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a 6 tygodni po wypisie ze szpitala nie wykazano istotnosci statystycznej dla zadnego

Z badanych mikroorganizmoéw w grupie dzieci rodzonych poprzez cesarskie cigcie.

Pomigdzy noworodkami donoszonymi, urodzonymi fizjologicznie w domu a noworodkami
donoszonymi, urodzonymi fizjologicznie w szpitalu, w smotce wykazano istotnie
statystyczng roznice tylko wzgledem liczby F. prausnitzii, gdzie liczba bakterii w byta
wyzsza u dzieci urodzonych w domu. Z kolei, w stolcu 6 tygodni po porodzie dzieci
urodzone w szpitalu charakteryzowaly si¢ wyzsza liczbg E. coli anizeli dzieci urodzone

w domu.

Whioski. Preferowanym rodzajem porodu jest porod drogami natury. Ten rodzaj
porodu gwarantuje optymalny sktad mikrobioty smoiki i stolca 6 tygodni po wypisaniu ze
szpitala u dzieci donoszonych. Z kolei, u wcze$niakow wplyw pozostatych czynnikoéw
negatywnie wptywajacych na profil mikrobioty jelitowej jest tak duzy, ze sam pordd sitami
natury nie rekompensuje zaburzen sktadu mikrobioty zar6wno w smotce, jak i 6 tygodni po
wypisie ze szpitala. Mikrobiota jelitowa dzieci donoszonych, urodzonych fizjologicznie
w domu jest bardziej stabilna, anizeli noworodkéw donoszonych urodzonych w szpitalu.
Nalezy kontynuowa¢ badania w celu okreslenia wptywu porodu w $srodowisku domowym

na kolonizacje jelit w okresie niemowlgctwa.

Podsumowujac, w oparciu o przedstawiong analizg, noworodki urodzone
przedwczesnie w  Ginekologiczno-Potozniczym Szpitalu Klinicznym, potencjalnie
moglyby by¢ suplementowane od pierwszego dnia Zycia nast¢pujacymi rodzajami bakterii:
Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus i E. coli. Przyszle badania kliniczne
powinny okreslic przede wszystkim profil bezpieczefistwa 1 skuteczno$¢ takiej

wieloszczepowej terapii suplementacyjnej.
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8. Abstract

Introduction: Gut microbiota is composed of all microorganisms which are located in
the lumen of intestines, and plays an important role in whole body homeostasis. It regulates
function of the digestive system, controls maturation of the gut epithelium, perystalsis,
digestion, vitamin production, food absorption, fatty acid metabolism and dietery fiber
fermentation to short chain fatty acids. But microbiota function is not only limited to gut
lumen. Its” impact is much larger. It stimulates immune response and regulates gut-brain
axis. Gut bacteria influence cytokine balance between Th1/Th2/Th17 and are responsible
for production of non-specific sigA and defensins. Gut dysbiosis can be responsible for
many diseases such as NEC, celiac disease, obesity, chronic enetrocolitis, Crohn disease,
irritable bowel syndrome, infantile colic, atopic dermatitis, autism, depression and
autoimmune diseases, and finally non-comunicable diseases. Thus very crucial is initial
priming of the neonatal digestive system with optimal microbiota. There is substantial new
information on the role of first 1000 days from conception on the development of optimal
microbiome and human body programming. There are several perinatal factors which can
influence initial neonatal bacterial priming, such as: nutrition during pregnancy, gestational

age, mode of delivery, perinatal antibiotic therapy, nicotine exposure during pregnancy.

Aim: The aim of the study was to establish the role of the gestational age and mode of
delivery on the neonatal microbiota profile with reference arm of the microbiota of the

newborns born at home.

Methods: Study material consisted of the meconium and stools collected from preterm
infants delivered by c-section (n=17) and vaginal delivery (n=11), term infants delivered
by c-section (n=17) and vaginal delivery (n=15), and term infants born at home (n=12).
The samples were collected at 2-3 days of life, 34 week post conceptual age and at 6 weeks
after being discharged from the hospital for the premature infants and at 2-3 days of life
and at 6 weeks after delivery for term infants. The following analyses were performed for
each biological sample: microbiological culture aimed at: Escherichia coli,
Enterobacteriaceae, Enterococcus spp., Proteus spp., Pseudomonas spp., Lactobacillus
spp., Clostridium spp., molecular analysis with gPCR aimed at: Faecalibacterium
prausnitzii, Akkermansia muciniphila, Bifidobacterium spp., Bacteroides spp. and total
bacterial count (TBC). The following statistical tests were utilized; non-parametric
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Mann Whitney, Kruskal-Wallis and Dunn test and correlations were tested with Fisher-

Freeman and percentages with u-Gauss test.

Results: None of the meconium sample was sterile. Microbiota profile of the term
infants” meconium had higher titers of the following bacteria: E. coli, Enterococcus,
Lactobacillus iand Bifidobacterium, in comparison to premature infants. After 6 weeks
being home premature infants had higher level of: Enterobacteriaceae, and term infants
had higher level of Bacteroides. When mode of the delivery was analysed, it has been
shown that vaginally delivered term infants had higher levels of E. coli, Enterococcus,
Lactobacillus, Bifidobacterium in the meconium and they had more Bacteroides in the
stool after 6 weeks being home in comparison to preterm infants. On the other hand
preterm infants had higher levels of Enterobacteriaceae, Faecalibacterium prausnitzii and
TBC. Infants delivered by c-section when born at term had higher levels of
Bifidobacterium in the meconium than preterm but this difference was not seen any more
in the stool after 6 weeks being home. When analyzed samples from infants born at home
the only difference between vaginally delivered in the hospital and at home was the level
of F. prausnitzii which was higher among those born at home. There was more E. coli in
the stool after being home for 6 weeks among those born in the hospital vs. born at home.

Conclusions: Vaginal delivery is preferred mode of delivery assuring the most optimal
microbiota priming for mature infants which can be observed in the stool profile at 6
weeks of being home. On the other hand impact of other factors negatively influencing gut
microbiota of a preterm infant is so significant that vaginal delivery can not compensate
its’ negative impact on meconium and stool after 6 weeks being home. Microbiota of the
term and born at home infants is more stable in comparison to those born in the hospital.
There is need to continue studies on the role of home delivery on the neonatal microbiota.

In summary, it can be speculated that infants born at the GPSK in Poznan can benefit
by multistrain probiotic supplementation with Bifidobacterium, Lactobacillus,
Enterococcus and E. coli if born prematurely. Further studies should establish safety and

efficacy profile of such therapeutic approach.
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10. Zalgczniki
10.1.Zgoda Komisji Bioetycznej

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 157/14

Na podstavic priepiséw Ustawy : dnia 5 grudnia 1996 1. o zawodach lekarza i lekarza dentysty (D U. 2011, Nr 277, poz 1634 2 poin. om.); Rosporsgdzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie asad powoly i ia oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poc480); Ustawy 1 dnia 6
wrzeinia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz U. ¢ 2004r. Nr 53, poz. 333 1 pbin. um); Roporudzenia Ministra Finanséw z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie obowigzkowego
ubezpieczenia odpowiedzialnaici cywilnej badacza i sponsora (De. U. 2004 nr 101, poz. 1034 z potn. im.); Rozporugdzenia Ministra Finansow : dnia 18 maja 2005r. omieniajgee
i vigzh b Ip eywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwictnia
2004r. w sprawie sposobu d: badasi klinic 2 udzialem ich (Dz. U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia ¢ dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie i iewanego cigtkiego niepolqd dzialania produkiu leczniczego (Dz. U. Nr 104, pow. 1107); Rozporqdzenic Ministra Zdrowia : duia 15 listopada 2010 7.
W sprawie w waiosko w gwigzku 3 b iem klinic wysokodci oplat za Jolenie wnioskéw oraz sp ki zwyk ia badania kli
(D2 U. 2010r. nr 222 poz. 1453, z poin. zm.); Ustawy 2 dnia 20 maja 2010 7. o wyrobach medycznych (Dz. U. 2010r. mr 107 por. 679, 2 poin. ym.); Rozporzgdienic Ministra Finansiw ©
dnia 6 2010 r. w sprawie ob bey Ip eywilnej sponsora i badacza klini w swigzku g dzeniem badania Klinic
wyrobdw (Dz. U. 2010, Ny 194 poz. 1290); Ustawa z dnia 18 marca 2011 r. o Urzgdzie Produktéw L Wyrobdw Med, h i Produktdw Bie (DU. 2011
e 82 po. 451); Rozporsqdzenie Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012r. w sprawie Dobrej Praktyki Klinicznej (Dz U. 2012, Nr 0 po. 489); Rozporzgdzenie Ministra Zdrowia = dnia 2
maja 2012r. w sprawie weoréw dok & k h w zwiqzku 1 bad klinic ktu leczni oraz w sprawie i i sposobu ui ia oplat za dolenie
wniosku o rozpocygcie badania klinicznego (Dz U. 2012, Nr 0 poz 491); w oparciu o D je¢ Helsiriskq - Zasady Ei P
Uddalem Ludz.

73

ia w Eksperymencie Medycinym z

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 13 lutego 2014 r.
rozpatrzyta wniosek dotyczqcy prowadzenia badari naukowych.

Kierownik projektu:
prof. dr hab. Jerzy Szczapa

Miejsce prowadzenia badari:
Katedra Neonatologii UM w Poznaniu

Gilowny badacz: mgr Anna Bartnicka
Czlonkowie zespotu
badawczego: prof. dr hab. Jerzy Szczapa

prof. dr hab. Janusz Gadzinowski
dr Mirostawa Gatecka

dr hab. Jan Mazela
dr Tomasz Szczapa

Temat badari:
»Ocena jakosciowa i iloSciowa mikrobiota Jelit oraz stezeri wybranych

krétkotaricuchowych kwaséw tluszczowych u noworodkéw”,
Komisja wydata uchwate o pozylywnym zaopiniowaniu tego wniosku
Przewodniczqcy Komisji

prof. zw. dr hab. med. Pawet Checiriski
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10.1.1. Aneks nr 1

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 274/15

Na podstawie preepisiw Ustavwy : dnia $ grudnia 1996 r. o zwodach lekarza i lekarsa dentysty (Dz. U. 2011, Ne 277, pot. 1634 2 pin. om.); Rozporsydzenia Ministra Zdrowia i Opieki

Spolecanej ¢ dnia 11 maja 1999r. w sprawie Hawych zasad p ifi oraz trybu dzialania kowisji bioetyeznych (Dz U. Nr 47, poz.480); Ustawy z dnia 6

wrieinia 2001r. Prawo farmaceutyezne (Dz U. 2008 Nr 45, poz 271 & pdin. om); Rozporsqdienia Minisira Finansow 3 dnia 30 kwietnia 2004r. vw sprawie obowighowego

ubezpicczenia odpowiedsialnoici cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. 2004 nr 101, pot. 1034 2 piin. on); Rosporcgdzenia Ministra Finansdw ¢ dnia 18 maja 2005r. pmieniajgee
. . s el §

R

w sprawie cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporgdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia
2004r. w sprawie sposobu ia badas klini 2 udzialem ich (Dz U. 2004 Nr 104, por. 1108); Rozporudzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwictnia 2004r. w
sprawie P g0 cigtkiego i dzialania produktu leczniczego (Dz. U. Nr 104, pox. 1107); Rozporzquzenie Ministra Zdrowia z dnia 15 listopada 2010 r.
W sprawic wzordw wnioskiw w zwigzku 3 badani ini wysokosci oplat za dotenic wnioskéw oraz ia ko go zwyk ia badania
(D= U. 2010r. nr 222 poz. 1453, t péin. un.); Ustawy  dnia 20 maja 2010r. ich medycinych (Dz. U. 2010r. nr 107 poz. 679, z péén. um.); Rozporzgdzenie Ministra Finanséw ¢
dnia 6 paidzernika 2010 r. w sprawic i i ia odpowiedzi cywilnej sponsora i badacza Klini w Dwigeku 2 p iem badania
wyrobow (Dz U. 2010, Nr 194 por 1290); Ustawa : dnia 18 marca 2011 r. o Urzdzic Reje cji Produktcw L ic Wyrobdw i (D U. 2011

'
e 82 poz. 451); Rozporsqdicnic Ministra Zdrowia ¢ dnia 2 maja 2012r. w sprawie Dobrej Praktyki Klinicznej (Dz. U. 2012, paz. 48%); Roporupdzenic Ministra Zdrowia  dnia 2 maja
2012r. v spraie wiorow dokumentow preedkladanych v owigku : badaniem Klinicznym produktu leczniczego oraz w sprawie wysokosci i sposobu wiszeania oplat za dotenie
wniosku o rozpocigceie badania Mlinicnego (D U. 2012, Nr 0 poz. 491); w oparciu o DeMlaracje Helsiriskq - Zasady 7 ” b
Uidzialem Ludg.

w Ekspery. z

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 05 marca 2015 r.

rozpatrzyla wniosek dotyczqcy prowadzenia badar naukowych.
Kierownik projektu:
dr hab. n. med. Jan Mazela

Miejsce prowadzenia badari:
Klinika Zakazeri Noworodka Katedry Neonatologii UM w Poznaniu

Glowny badacz: mgr Anna Bartnicka
Czlonkowie zespotu
badawczego: prof. dr hab. Jerzy Szczapa

prof. dr hab. Janusz Gadzinowski
dr Mirostawa Galecka

dr hab. Jan Mazela

dr Tomasz Szczapa

Temat badari.

»Ocena jakoSciowa i ilosciowa mikrobiota Jjelit oraz stezeri wybranych
krétkotaricuchowych kwaséw tluszczowych u noworodkéw”.

Dot. Uchwaly Komisji Bioetycznej nr 157/14 7 dnia 13.02.2014r.

Komisja podjeta Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu zmian wprowadzonych do protokolu
powyiszego badania, polegajgcych na:

- umianie brzmienia tematu na ,Wplyw wybranych czynnikéw na mikrobiota Jelit
noworodkow”;

- poszerzeniu zakresu badania o dodatkowq ankiete oraz zmianie metodyki badari zgodnie z nowq
wersjq protokotu badawczego — wersja 2 z dnia 24.02.2015r.
- zmianie kierownika projektu z prof. dr hab. Jerzego Szczapy na dr hab. n. med. Jana Mazelg j.w.
Jednoczesnie Komisja dotqczyta do dokumentacji badania uaktualnione JSormularze Informacji i
Swiadomej Zgody Pacjenta — wersja 2 7 dnia 24.02.2015r.

Przewodniczqcy Komisji
N
CAL) " At
prof. dr hab. med. Pawel Checiriski
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10.1.2. Aneks nr 2

UNIWERSYTET MEDYCZNY M. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan

www.bioetyka.ump.edu.pl
Uchwata nr 680/15

Na podstawie preepisiw Ustawy ¢ dnia 5 grudnia 1996 1. o cawodach lekarza i lekarca dentysty (Dz. U. 2011, Nr 277, Ppoz 1634 2 potn. um.); Rosporzydzenia Ministra Zdrowia i Opicki
Spolecingj z dnia 11 maja 1999r. w sprawie 7 zasad ia i fi i
wriesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz U. 2008 Nr 4 » Pov 271 @ piin. am); Rozporzqdzenia Minisira Finansow 3 dnia 10 Kwictnia 2004r. w sprawie obowiqzkawego
ubezpiecsenia odpowiedzialnosci cywilnej badacza i sponsora (Dz U. 2004 nr 101, poz 1034 z Pain. om); Rozporuydzenia Minisira Finansow ¢ dnia 18 maja 2005r. ymieniajgee
e W sprawic obowigzkowego ubespic Ipowiedzi i cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 843); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia : dnia 30 kwietnia
2004r. w sprawie sposobu ia badar kii) 2 udgalem malol (Dz U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporudzenia Ministra Zirowia 2 dnia 30 kwictnia 2004r. w
sprawie xglaszania i g0 cigtkiego ni lanego dzialania produktu leczniczego (Dz. U. Nr 104, poz 1107); Rzporzqdzenie Ministra Zdrowia : dnia 15 listopada 2010 r
v sprawie weordw wnioskiw pracdkladanych w rigzku 2 badaniem klinicznym, wysokosci oplat za otenie whioskéw orag dania kokcowego z wykonania badania ki g
(D2 U. 2010r. nr 222 poz. 1453, 2 péin. om.); Usiawy 2 dnia 20 maja 2010 1. o wyrabach medycznych (D, U, 2010r. nr 107 pot. 679, 2 péin. zm.); Rosporsydzenie Ministra Finamady: z
dnia 6 paidziernika 2010 1. w sprawie obowi bezpieczenia odpowicds cpilnej sponsora i badacza iniconego w ovigzkic © prowadseniem badaniy Klinicznego
wyrabdw (D= U. 2010, Nr 194 po. 1290); Ustawa  dnia 18 marcy 2011 1. 0 Urzgdsie Rejestracji Produktow Leciiczych, Warobiw Me i Produktéw Biobdjesyeh (Dz.U. 2011
nr 82 pou 431); Rozporsgdzenic Ministra Zdrowia ; dnia 2 maja 2012r. w sprawie Dobrej Prakiyki Klinicznej (Dz. U, 2013, pot. 489); Rozporzquzenie Ministra Zdrowia 7 dnia 3 maja
2012r. w sprawic wzoréw dokumentiw Ppreedkladanych w zwigzku ¢ badaniem klinicznym produktu leczniczego oraz w sprawie wysokosci i sposobu wiszczania oplat a dotenie

wmioski o rogpocgcie badania Minicnego (Ds U, 2013, Ny 9 Pox 21); w oparciu o Deklaracjg Helsivskg - Zasady Etyeznego Postepowania w Eksperymencie Medycznym 2
Udziatem Ludz,

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 11 czerwca 2015 r.
rozpatrzyta wniosek dotyczgcy prowadzenia badar naukowych.
Kierownik projektu:

dr hab. n. med. Jan Mazela

Miejsce prowadzenia badari:
Klinika Zakazer» Noworodka Katedry Neonatologii UM w Poznaniy

Gidwny badacz: mgr Anna Bartnicka
Cilonkowie zespotu
badawczego: prof. dr hab. Jerzy Szczapa

prof. dr hab. Janusz Gadzinowski
dr Mirostawa Gafecka

dr hab. Jan Mazela

dr Tomasz Szczapa

Temat badari:
»Wplyw wybranych czynnikéw na mikrobiota Jelit noworodkéw?”.

Dot. Uchwaly Komisji Bioetycznej nr 157/14 7 dn, 13.02.2014r. oraz 274/15 zdn. 05.03.2015r.

Komisja podjeta Uchwale o Pozytywnym zaopiniowaniu zmian wprowadzonych do protokolu
Powyiszego badania, polegajgcych na modyfikacjach zalozen, cely badania i metodyki (odnosnie
kryteriow wylqczenia, liczebnosci grup badanych i grupy interwencyjnej), Jak i wykonaniu

badanej I oraz poszerzeniu projektu o dodatkowgq ankiete dot. tolerancji preparatu Pprobiotycznego.
Zmiany zgodnie 7 protokolem wersja 3, 7 dnia 03.06.201 Sr.

Przewoa’niczqcy Komisji

prof- dr hab. med. Pawet Checinski
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10.1.3. Aneks nr 3

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 1113/17

Na podstavie przepisiw Ustawy : dnia 5 grudnia 1996 r. o zuwodach lekarza i lekarza dentysty (tj. Dz U. z 2017, poz. 125 = piin. zm.); Rogporudzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie stowych zasad ia i ia oraz trybu dziatania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poz. 480); Ustawy z dnia 6
wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (tj. Dz U. z 2016, poz 2142 & piin. zm.); Rozporwdzenia Ministra Finansiw : dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie obowigzkowego
ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej baducza i sponsora (D U. 2004 nr 101, poz. 1034 2 péin. zm.); Rogporzydzenia Ministra Finansow 7 dnia 18 maja 2005r. zmieniajgee

porzqdzenie w sprawie obowiqzkowego ubezpieczenia odpowiedsi i cywilnej badacza i sponsora (Dz U. Nr 101, poz. 845); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia  dnia 30 kwietnia
2004r. w sprawie sposobu p ia badari klini 2 udzgialem ich (Dz U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie ia i ? cigtkiego ni dzialania produktu leczniczego (Dz. U. Nr 104, poz. 1107); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia z dnia 17 lutego 2016 r. |
w sprawie wzordw whi i 2 badaniem ki wyrobu med) lub aktywnego wyrobu med) do i ji oraz wysokosci oplat za dozenie tych wnioskow
(D2 U. 22016 r., poz. 208); Ustawy z dnia 20 maja 2010 7. o wyrobach medycznych (t. Dz U. z 2017r. poz. 211, z péén. zm.); Rozporzydzenie Ministra Finansow z dnia 6 paidziernika
2010 r. w sprawie obowi bezpicczenia odpowiedzi i cywilnej sponsora i badacza Klini w Dwigzhu 2] iem badania klini wyrobdw (Dz. U. 2010, Nr
194 poz. 1290); Ustawy z dnia 18 marca 2011 r. o Urzgdzie Rejestracji Produktéw Leczniy Wyrobow Medy i Produktiw Biobdjezych (tj. DzU. z 2016 r., poz. 1718);
Rozporzydzenia Ministra Zdrowia 2 dnia 2 maja 2012r. w sprawie Dobrej Prakiyki Klinicznej (D U. 2012, poz. 489); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012r. w sprawie
wzordw dok P w zwigzku z badaniem klini produktu leczniczego oraz w sprawie wysokosci i sposobu wiszezania oplat za tozenie wniosku o rozpoczgcie
badunia Klinicznego (Dz U. 2012, Nr 0 poz. 491); w oparciu o Deklaracjg Helsiriskq - Zasady Etycznego Postepowania w Eksperymencie Medycznym z Udzialem Ludg oraz przepisy
ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 09 listopada 2017 r.
rozpatrzyta wniosek dotyczgcy prowadzenia badar naukowych.

Kierownik projektu:
dr hab. n. med. Jan Mazela

Miejsce prowadzenia badari:
Klinika Zakazernn Noworodka Katedry Neonatologii UM w Poznaniu

Glowny badacz: mgr Anna Bartnicka
Czlonkowie zespolu
badawczego: prof. dr hab. Jerzy Szczapa

prof. dr hab. Janusz Gadzinowski
dr Mirosfawa Gafecka

dr hab. Jan Mazela

dr Tomasz Szczapa

Temat badan:
»Wplyw wybranych czynnikéw na mikrobiote jelit noworodkéw”.

Komisja podjeta Uchwatg o pozytywnym zaopiniowaniu poprawek wprowadzonych
do protokotu powyiszego badania, polegajgcych na zmianie tematu badawczego 7
»Wplyw wybranych czynnikéw na mikrobiota jelit noworodkéw” na Powyzszy oraz
poszerzenie metodyki, zgodnie 7 Aneksem nr 3 7 dnia 09.11.2017r. do Uchwaly
Komisji Bioetycznej nr 157/14 z dnia 13.02.2014r.

(Aneks nr 1 z 05.03.2015r., Aneks nr 2 z dn. 11.06.2015r.).

Przewodniczqcy Komisji

\\Mﬂ_ A~
prof. zw. dr hab. med. Pawel Checirski
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10.2.Wykaz stosowanych ankiet

10.2.1. Protokot informacji medycznej

h s W N =

PROTOKOL INFORMACJI MEDYCZNEJ

Data wypelnienia protokohu: ... ..
Data pobrania materialu: ...
Numer badaniaz ...........ooiii
Imie i nazwisko matki ... ... ..
Imie i nazwisko noworodka ... ...
Data, godzina urodzenia NOWOrodKa .......... i

Rok urodzenia matki ... ..

Przebieg ciazy: TAK NIE
Krwawienie przed 28 tyg.

Krwawienie po 28 tyg.

Niewydolnos¢ szyjkowa

Przedwezesne skurcze

Niewydolnos¢ lozyska

Wielowodzie

Malowodzie

Hipotrofia plodu

Ciaza mnoga

Nieprawidlowe polozenie plodu

Niedokrwistos¢

Zakazenie drog moczowych

Uplawy

Bialkomocz

Rozyczka

Toksoplazmoza

cMV

Antygen HBs ...

Grzybica pochwy

Inne zakazenia

(jesli Tak, jakie: ...

Pordd:

Porodw ...

tygodniu ciazy;

porod ktory zkolet ...

Migjsce urodzenia*: szpital, ambulatorium, dom, inne ...

Pojedynezy, blizniaczy*, bliznie, ktore z kolei ........

Czas trwania I okresu ..................... godz., czas trwania IT okresu ....................

Pekniecie pecherza plodowego*: w czasie porodu
przed porodem — liczba godz. ............
Plyn owodniowy*: przejizysty, metny, zielony, krwisty

Rodzaj porodu®: silami natury, kleszcze, VE, pomoc reczna, cigcie cesarskie

Ciecie cesarskie, wskazania ... .

Leki wezasie I 1IT OKI@SU POTOMU. .....ouiii it e e e

Srédporodowa profilaktyka w kierunku GBS:  TAK NIE

FER 11110
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Nieprawidlowy przebieg porodu®: objawy zagrozenia plodu, nieprawidlowa czynnos¢ skurczowa macicy, krwawienia
w I okresie, stan septyczny, porod przedluzony, nieprawidlowe polozenie/ulozenie plodu, nieprawidlowe usytuowanie
lozyska, inne nieprawidlowosci lozyska,
Opis powiklan. .. ...
(* wlasciwe podkreslic)

7. Stan noworodka po urodzeniu:

Masa urodzeniowa ...................... g

Ocena wedlug Apgar

Czas oceny
(min) 1 3 5 10

Parametr

Czynnos¢ serca

Oddech

Napiecie miesni

Odruchy

Zabarwienie skory

Razem liczba pkt.

Opis nieprawidlowosci/wad wrodzonych .

8. Obserwacje w oddziale noworodkowym
Klinika ..

Z jakiego powodu dziecko trafilo na oddzial. ..

Wentylacja sztuczna od .............ooooendO o Dni..oooooeiens

Niewydolnos¢ krazenia od .
Zywienie enteralne od......................do ... JD) 11 R
Zywienie parenteralne od ............_...... do Dni................

9. Karmienie:* naturalne, sztuczne, mieszane

pokarm ze wzmacniaczem od ................ do ... doby zycia
10. Czy u noworodka zastosowano leki TAK NIE
(jesli Tak, prosze wymieni¢ wszystkie podane leki:...............................
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11. Wyniki wszystkich przeprowadzonych badan laboratoryjny i obrazowych (prosze dolaczyé kserokopie)

W przypadku wystapienie NEC

12. Data zdiagnozowania choroby ...... ...

13, CzynniKi FYZYKRA et

14. Stopien ciezkosci choroby wgskaliBella..............................

15. Zastosowane leczenie ................. L

16. Wyniki wszystkich przeprowadzonych badan laboratoryjny i obrazowych (prosze dolaczy¢ kserokopie)
17. Inne informacje . ... .. . s
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10.2.2. Ankieta dla matki

1o Imie Az WIS KO s

ANKIETA

Data wypelnienia ankiefy: ..o

Numer badania noworodka: ...

2. RORUTOMZENIRA ..o e e e et et e eb e ettt

3. Badanie w kierunku GBS

4. Choroby ogolne:

Astma

Alergia

Choroby tkanki lacznej
Choroby/zespoly genetyczne
Nadcisnienie tetnicze
Choroba nowotworowa
Choroba wiencowa
Otylosé

Padaczka

Zaburzenia hormonalne
Cukrzyca

Inne choroby przewlekle

h

Pl

Czy przyjmowala Pani w

8. Kiedy ostatnio przyjmowala Pani antybiotyki i 2z jakiego powodu? ...

9. Czy kiedykolwiek przechodzila Pani leczenie lekami immunosupresyjnymi? (jesli TAK, prosze poda¢ kiedy 1 z

jakiego powodu) ...

GBS + GBS - Brak wyniku

Pacjent Rodzina (ew. jaki typ, od kiedy, jakie leki?)

Czy palila Pani papierosy w trakeie ciazy? (jesli TAK, prosze podac ile dziemmie) .................oooooiiiiiinnn

Czy palila Pani papierosy przed zajsciem w ciaze? ...

czasie ciazy  witaminy?  (jesli TAK, prosze podaé¢ jakie)

10. Czy kiedykolwiek wystapily u Pani: (jesli zdiagnozowano przyczyng prosze podac)

- trudnosei z zajsciem w cigze TAK I NIE| ...
- poronienia TAK T NIET ...
- Zgony wewnatizmaciczne TAK [ NIE T
- porod przez cesarskie ciecie TAK I NIE( ...
- przedterminowy porod TAK T NIET i
- urodzenie noworodka z mala masa urodzeniowa TAK 0 NIE| o
- urodzenie noworodka z wada rozwoju TAK | NIE! ...

11. Czy przebyla Pani kiedykolwiek jakies choroby lub miala wykonywane zabiegi w obrebie drog moczowo-

pleiowych (jesli TAK, prosze podac¢ kiedy ijakie) ...................................

12. Czy stosowala Pani srodki antykoncepceyjne? (jesli TAK. prosze zaznaczy¢ jakie, kiedy 1 jak dlugo)
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13.

14.

16.

17.

- tabletki hormonalne 1 ...

- plastry hormonalne |1 ... .o

- mne (np. spirala)

Czy wystapily u Pani w ostatnim czasie nieprawidlowe zmiany w obrebie drég moczowo-pleiowych (uplawy,

wydzielina, zapach, swedzenie) ...

. Czy w ciagu ostatniego miesiaca stosowala Pani:

- antybiotyki doustnie lub dopochwowo

- leki przeciwgrzybiczne doustnie lub dopochwowo
- dopochwowe preparaty probiotyczne

Czy w ciagu 72 h przed porodem:

- stosowala Pani irygacje pochwy

- wspolzyla Pani z partnerem

TAK ©' NIE

Czy w aktualnej ciazy zdiagnozowano u Pani infekcje wewnatrzmaciczna?

TAK 1 NIE

(Jesh Tak, prosze podac czynnik etiologiczny) ...

TAK
TAK
TAK

TAK

NIE
NIE
NIE

NIE
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10.2.3. Ankieta po 6 tygodniach

Ankieta po 6 tygodniach od porodu

1) NAZWISKO AZIECKA ..vvuieeitie ettt et et eet et et eet et et ee et be et et e et es e e1e bt sas b s ss b ena s oaes
2) IMi€ i NAZWISKO MALKI c.vcvievcieceie ettt ettt e eae e ae s s sneenaan
3) Data PODrania PrODKi c..ciciccc ettt sttt sttt s bt et et er et et e ere s

4) Czy od momentu wypisu z oddziatu noworodkowego, dziecko przebywato w miedzyczasie
w szpitalu? TAK [ NIE [

Jesli tak, to:

a) jak dfugo?........ccooieei

b) z jakiego powodu? .....ccc.cveier i

5) Sposéb karmienia dziecka: naturalne, sztuczne, mieszane

6) Jesli dziecko byto karmione naturalnie, to jak dtUgO?......cccooiviiiiiiceeceee e
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