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Abstrakt v CJ:

Uvod: Diplomova prace se zabyva problematikou mikrobialniho osidleni predéasné
narozenych déti. Kolonizujici mikrobiom Uzce souvisi se zdravim jedince a s rozvojem
nékterych komplikaci a onemocnéni. Cilem vyzkumu v této praci bylo identifikovat vliv
zpUsobu porodu a gestaéniho véku na mikrobidlni kolonizaci nezralého novorozence,

coz muze byt kliCové pro minimalizaci vzniku nepfiznivych zdravotnich stav.

Metodika: Byla shromazdéna data o vstupnich mikrobialnich kultivacnich stérech (krk-
nos, axila, ucho, rektum) celkem od 207 novorozencu s porodni hmotnosti pod 1500 g.
U 139 déti

identifikovanych ve stérech zrekta béhem prvniho mésice zivota. Sbér dat

byla sesbirdna dalSi data o pozitivnich kultivaénich nalezech

probéhl v ramci oddéleni Novorozenecké JIRP ve FNOL. Statisticka analyza byla
provedena pomoci statistického software R, ver. 3.5.2. s pouzitim t-testu, chi-kvadrat

testu a McNemarova testu. Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena na 5 %.

Vysledky: U déti po vaginalnim zpUsobu porodu bylo identifikovano vy$$i mnozstvi
pozitivnich nalezi v koznich stérech. Obecné u vsech nezralych novorozencu

dominovaly kmeny Firmicutes a Proteobacteria. Vliv zpusobu porodu na mikrobialni



osidleni novorozence byl vyznamny v prvnich dnech po porodu, v pribéhu dalSich 4
tydnl se minimalizoval. Mikrobidlni osidleni vyzkumnych skupin rozdélenych dle
gestacniho véku bylo velmi podobné, i pfes to vSak byly detekovany drobné variace
ve vstupnich stérech. Nicméné pfi zkoumani této skutenosti nebyly rozdily natolik

signifikantni, jako pfi sledovani zplsobu porodu.

Zavér: Vtomto vyzkumu byla prokdzana souvislost mezi zpusobem porodu
a mikrobialnim osidlenim nezralého novorozence bezprostfedné po porodu. Béhem
prvniho mésice zivota se rozdily zplusobené odlisnym zplsobem porodu snizily. Tyto
data koreluji s dalSimi provedenymi studiemi v ramci dané problematiky. Pozorovali
jsme také variace v mikrobialnim profilu v zavislosti na gestaénim véku, ale nelze
z nich jednoznacné vyvozovat souvislost mezi gestaénim stafim nezralého

novorozence a jeho mikrobialnim osidlenim.

Abstrakt v AJ:

Background: The thesis deals with the issue of microbial colonization of premature
infants. Aberrant microbiome is linked to the development of certain complications
and diseases, understanding this issue may be crucial to minimizing the occurrence
of these adverse health consequences. The aim of the research in this thesis was
to identify the effect of mode of delivery and gestational age on microbial colonization
of the immature neonate. The data acquired may help to better understand this issue.

Methods: Data of the initial microbial culture swabs (nose-neck, axilla, ear, rectum)
from 207 preterm neonates with birth weight below 1500 g were collected. Additional
data were collected for 139 infants with positive culture findings identified in rectal
swabs during the first month of life. Data collection was performed within the neonatal
ICU department at the FNOL. Statistical analysis was performed usin software R, ver.
3.5.2. using t-test, chi-square test and McNemar test. The signifikance treshold was
5 %.

Results: A higher number of microorganisms in skin swabs were identified
in newborns after vaginal delivery. In general, bacterial phyla Firmicutes and

Proteobacteria were dominant in all immature neonates. The effect of mode of delivery



on the microbial colonization of the newborn was significant in the first few days after
delivery. It was minimized during the next 4 weeks. The microbial population of the
study groups divided according to gestational age was very similar, however, slight
variations were detected in the initial swabs. However, when this was examined,

the differences were not as significant as when the mode of delivery was observed.

Conclusion: In this study, the effect of mode of delivery on microbial colonization
of the immature neonate immediately after birth was demonstrated, but minimized
during the first month of life. These findings correlate with results of other previous
research. We also observed variations in the microbial profile depending on gestational
age, but no clear association between the gestational age of the immature newborn

and its microbial colonization can be inferred.

Kli¢ova slova v CJ: mikrobiom, nezraly novorozenec, pfedcasné
narozeny novorozenec, zpusob porodu, gestacni
vek

Kli¢ova slova v AJ: microbiome, immature infant, preterm infant, mode
of delivery, gestational age

Rozsah: 115 stran/ 1 priloha
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Uvod

Zhruba 10 % novorozencl na celém svété je narozenych pfedcasné (Hiltunen
akol., 2022, s. 1804-1811). To &ini asi 2,3 miliond déti roéné (Xiu a kol., 2023, s. 1-8).
Nezralost je hlavni pfiCinou celosvétovych umrti déti do véku 5 let. PredCasné
narozené déti se rodi v rozmezi od 22. tydne do 36. tydne a 6 dni gestace (Lee a kol.,
2020, s. 1-18). NejCastéjsimi komplikacemi prematurity jsou nekrotizujici
enterokolitida, pozdni novorozenecka sepse, bronchopulmonalni dysplazie
a intraventrikulari hemoragie (Adams a Bassler, 2019, s. 212-226).

Stfrevo obsahuje komplexni, riznorodé a dynamické mikrobialni spolecenstvi
(Gasaly, de Vos a Hermoso, 2021, s. 1-16). Stfevni mikrofléra hraje nepostradatelnou
roli v obrané proti kolonizaci stfevnimi patogeny, podporuje dozravani imunitniho
systému a reguluje metabolismus hostitele (Zheng, Liwinski a Elinav, 2020, s. 492-
506). Proces ziskavani mikrobiomu je u nezralych novorozencut odlisny v porovnani
s terminovymi novorozenci. Jejich prenatalni a postnatalni obdobi ¢asto doprovazi
fada faktorl, které mohou proces tvorby vlastniho mikrobidlniho profilu ovlivnit.
Materské komplikace, expozice antibiotikim, zpuUsob porodu, uzivani probiotik,
nedostatek skin-to-skin kontaktu a ¢asného zahajeni kojeni mohou vyrazné formovat
stfevni mikrofléru v raném stadiu Zivota nedonosenych novorozencu (Chen a Shi,
2023, s. 1-17; Hiltunen a kol., 2022, s. 1804-1811). PfedCasné narozené déti dostavaji
vice umélych mléénych formuli ve srovnani s terminovymi novorozenci, coz mize mit
rovnéz vliv na strevni mikrofléru, protoze oligosacharidy matefského mléka selektivné
podporuji rust specifickych mikrobd (Dahl a kol., 2018, s. 1658-1669).

Aberantni slozeni stfevni mikrofléry u pred¢asné narozenych novorozencu je
spojeno s kratkodobymi i dlouhodobymi nepfiznivymi zdravotnimi nasledky a muze byt
indikaci pro v€asnou intervenci (Hiltunen a kol., 2022, s. 1804-1811). Pfedpoklada se,
ze stfevni mikrobialni dysbidéza pfedchazi rozvoji nékterych komplikaci, jako jsou
nekrotizujici enterokolitida, neadekvatni postnatalni rist a pozdni sepse (Hiltunen
a kol., 2022, s. 1804-1811; Lee a kol. 2020, s. 1-18). Spravna interpretace procesu
¢asné mikrobialni kolonizace prfed¢asné narozeného novorozence muze poskytnout
nové postupy k prevenci téchto komplikaci (Hiltunen a kol., 2022, s. 1804-1811).

Nelze jednoznacné urcit, zda jsou zmény mikrofléry pfimo spojené s faktory
zpUsobujicimi pred¢asny porod a nezralosti jako takovou, ¢i jsou pouhymi dusledky

|éCebnych postupl a vzorcu krmeni (Hiltunen a kol., 2022, s. 1804-1811). | kdyz



nékteré faktory muze byt obtizné ovlivnit, spravné porozuméni potencialnim
determinantim nam poskytne zaklad pro véasnou tvorbu |écebnych postupl
k podpofe zdravé stfevni mikrobioty nezralého novorozence (Chen a Shi, 2023, s. 1-
17).
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2 Teoretické vychodiska

2.1 Vznik a vyvoj mikrobiomu

Mikrobiom zahrnuje komenzalni, symbiotické a patogenni bakterie, houby a viry,
které vzajemné interaguji mezi sebou a hostitelem (Staude a kol., 2018, s.1-12).
PUvodni teorie ohledné tvorby mikrobiomu novorozence vychazi z predstavy, Ze
se plod vyviji ve sterilnim prostfedi in utero (Blaser a kol., 2021, s. 1-7; Leiby a kol.,
2018, s. 1-11; Younge a kol.,, 2019, s. 1-14). Zde ma byt plod chranén pred
nepriznivymi vlivy vnéjSiho prostfedi (Staude a kol.,, 2018, s.1-12). Kjeho
mikrobialnimu osidleni ma dojit az béhem a po porodu. Kolonizace nastava zejména
béhem vaginalniho porodu, protoze pfi VP je dité vystaveno vétSimu mnozstvi
mikroorganisml nez bé&hem cisarského fezu. K dalsimu rozvoji jeho jedine¢ného
mikrobialniho osidleni nasledné dochazi prostrednictvim materského mléka a expozici
mikrobU v okolnim prostfedi (Younge a kol., 2019, s. 1-14).

Béhem poslednich dvaceti let se materno-feto-neonatalni kolonizace dostava do
prednich pri¢ek na zebri¢ku hlavnich témat diskutovanych v ramci oboru neonatologie.
V této souvislosti je stale resena zakladni myslenka, zda zacina mikrobialni kolonizace
vyvijejiciho se plodu jiz v déloze matky, nebo prichazi novorozenec do prvotniho
kontaktu s mikroorganismy az po porodu (Healy a kol., 2023, s. 1-8). Predchozi
vyzkumy ukazaly, ze ve fetalnim prostredi Ize identifikovat mikrobialni DNA (Blaser
a kol., 2021, s. 1-7; He a kol., 2020, s. 1-14; Rackaityte a kol., 2020, s. 599-607;
Younge a kol., 2019, s. 1-14). Fetomaternalni jednotka je tak kolonizovana mikroby,
ktefi mohou byt pfedpokladem pro zrani imunitniho systému, udrzeni homeostazy
a hormonalni rovnovahy (Staude a kol., 2018, s.1-12) Otazkou v$ak zUstava, zda tyto
genetické informace predstavuji zivotaschopné bakterie a jak souvisi s mikroflérou
matky (He a kol. 2020, s. 1-14; Rackaityte a kol., 2020, s. 599-607; Younge a kol.,
2019, s. 1-14).

Na skutecnost, zda jsou lidsky plod a prenatalni intrauterinni prostredi stabilné
osidleny skupinami mikroorganismU v prabéhu zdravého téhotenstvi, se Ize podivat
z pohledu nékolika medicinskych oborU, jako jsou reprodukéni biologie, imunologie,
klinicka mikrobiologie, mikrobialni ekologie, bioinformatika a dalSi. Dlouhou dobu se
predpokladalo, ze prenatalni nitrodélozni prostredi je svym zpusobem chranéno pred

zivymi mikroorganismy. Nékteré nedavné objevy vSak tento pohled zpochybnily az
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vyvratily. Existuje domnénka, ze vyvoj mikrobiomu ditéte zacina jiz v intrauterinnim
prostredi (Kennedy a kol., 2023, s. 639-649).

Dfive byla plodova voda povazovana za sterilni, novodobé vyzkumy vSak
popisuji, ze by mikroorganismy obsahovat mohla. Vyvoj novorozeneckého mikrobiomu
tak pravdéepodobné zacina jiz v déloze, kde je plod v pfimém kontaktu s amnialni
tekutinou a polyka ji. Nékteré studie prokazaly, ze novorozenecka oralni mikrobiota se
podoba mikrobioté plodové vody, placenty a mekonia (Shah a kol., 2022, s. 1-7).

Rackaityte a kol. se ve své analyze zaméfili na ukoncena téhotenstvi v obdobi
18.-28. tydne gestace. Ve fetalnim mekoniu bylo identifikovano celkem osmnact
bakterialnich taxonu (Rackaityte a kol., 2020, s. 599-607). Plod béhem svého
nitrodélozniho vyvoje polyka velké mnozstvi amnialni tekutiny, ktera pravdépodobné
obsahuje mikroorganismy, coz vysvétluje jejich prfitomnost ve fetalnim stievé (Staude
a kol., 2018, s.1-12) Mezi nejhojnéji zastoupené patfily Micrococcaceae, zejména
Micrococcus luteus, a Lactobacillus. Autofi pfedkladaji moznost, ze fetalni
Micrococcus pochazi z cervikovaginalni mikrobioty matky, kde se tento rod také bézné
vyskytuje. Tento zavér demonstruji na zakladé blizsiho genomového zkoumani rodu
Micrococcus. Dana analyza odhalila podobnosti v genomu mezi izolaty z vaginalniho
a fetalniho prostredi, coz muze znadit urity geneticky vztah. Zaroven vsak fetalni
Micrococcus obsahoval specifické geny, které se u druhé skupiny vzorkU
nevyskytovaly. Tyto specifické geny by mohly témto mikroorganismim poskytovat
urcité vyhody pro preziti v silnych selekénich podminkach fetalniho stfeva (Rackaityte
a kol., 2020, s. 599-607). Specifické bakterie, jez jsou schopny prezit ve stfevé béhem
fetalniho vyvoje, by meély byt schopné pretrvavat v podminkach s omezenym
mnozstvim Zzivin, vyuzivat hormonalni t&éhotenské zmény ve svUj prospéch jako zdroj
zivin a prezit ve fagocytech. Schopnost prezit ve fagocytech mize bakteriim slouzit

jako obranny mechanismus, ktery jim pomuze vyhnout se imunitnimu utoku a prezit

tak v prostiedi fetalniho stfeva. Mechanismy regulujici pfitomnost bakterii

v prostiedi fetdlnfho stfeva zatim nejsou prozkoumany (Rackaityte a kol., 2020, s.

599-607). Younge a kol. (2019, s. 1-14) identifikovali pfitomnost mikroorganismu
v mekoniu novorozencu ve 24. tydnu gestace.

Na zakladé studie Rackaityte a kol., kterd uvedla dukazy o nizké urovni
bakterialni kolonizace fetalniho stfeva ve 2. trimestru gestace, ale zaroven

o pritomnosti bakterialniho rodu Micrococcus v mekoniu, se de Goffau a kol. rozhodli
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znovu analyzovat jejich sekvenéni data. PFfi opétovném zkoumani jejich dat bylo
zjisténo, ze v predchozim vyzkumu nebyl Micrococcus identifikovan jako kontaminant
a bylo tak nespravné vyhodnoceno, ze pochazi zfetalniho stfeva.
Nejpravdépodobngjsim vysvétlenim dle de Goffau a kol. ohledné pfitomnosti rodu
Micrococcus ve vzorcich mekonia je totiz kontaminace (De Goffau a kol., 2021, s. 1-
7). Micrococcus luteus je bakterie, ktera je bézné povazovana za kontaminant Cistého
prostfedi a chirurgickych nastroju (Wistrand, Séderquist a Sundqvist, 2021, s. 97-102).
Micrococcus luteus jako kontaminant popsali ve své analyze také Mirsha a kol. (2019).

Rada studii dokazuje existenci prenatalniho mikrobiomu (He a kol., 2020, s. 1-
14; Rackaityte a kol., 2020, s. 599-607; Younge a kol., 2019, s. 1-14), nicméné stale
vétsi pocet védcl se ho ve svych vyzkumech snazi zpochybnit (Blaser a kol., 2021,
s. 1-7; Leiby a kol., 2018, s. 1-11) a poukazuji na moznou mikrobidlni kontaminaci
analyzovanych vzorku (Blaser a kol., 2021, s. 1-7). Nepresné vysledky z duvodu
mozné kontaminace mohou nastat zejména pfi analyze mekonia. Ve vétsiné studii
jsou totiz vzorky odebrané hodiny az dny po narozeni. Kennedy a kol. se ztoho
ddvodu rozhodli zkoumat mikrobidlni DNA profil mekonia pred narozenim. Fetalni
mekonium bylo odebrané vytérem z rekta béhem planovaného cisarského fezu pro
konec panevni. Z laboratornich vysledkl vyplyva, ze ve fetalnim mekoniu nebyly
nalezeny zadné znamky mikroorganismu. Sice byli ve vzorcich nalezeni
Staphylococcus epidermidis a Cutibacterium acnes, ale zjistilo se, ze tyto bakterie
pravdépodobné pochazely z pokozky plodu, nikoli fetalniho stfeva, a byly tak
povazovany za kontaminanty. Tyto bakterie tedy neodrazely skuteCny stav stfevni
mikrofléry pred narozenim (Kennedy a kol., 2021, s. 865-873)

De Goffau a kol. oznacil Streptococcus agalactiae jako jediny bakterialni druh,
ktery byl s jistotou pfitomen v5 % vySetfovanych placentarnich tkanich jiz pred
porodem. Zavérem této studie je, ze bakterialni infekce placenty neni hlavni pric¢inou
predéasnych porodl a placentarni tkan neobsahuje svlj mikrobiom. Vyzkum vsak

ukazuje, ze i kdyz nema placenta definovanou mikrofléru, mize byt potencialnim

zdrojem perinatalniho pfenosu Streptococcus agalactiae, jez je pivodcem neonatédln{

sepse (De Goffau a kol., 2019, s. 329-334).
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2.1.1 Vznik a vyvoj mikrobiomu z pohledu imunologie

Matefsky mikrobiom fidi vyvoj imunitniho systému plodu (Staude a kol., 2018,
s.1-12). Slizni¢ni imunita se v lidském strevé vyviji od 11.-14. tydne gestace, kdy
zacina byt strevo osidleno migrujicimi dendritickymi burikami, coz jsou specialni buriky
imunitniho systému, které maji schopnost migrovat, a tim vyhledavat a reagovat na
mikrobialni podnéty a vyvolat odpovédi T-lymfocytld (Halkias a kol., 2019, s. 3562-
3577; Li a kol., 2019, s. 301-312; Rackaityte a kol., 2020, s. 599-607).

Adaptivni imunita je zalozena na selekci a rozsifovani antigenové specifickych
T-lymfocytd. Imunitni systém tedy tvofi T-bunky, které jsou schopny rozpoznat
cizorodé latky. Tyto bunky koluji mezi lymfatickymi uzlinami, kde provadi skenovani
peptidovych epitopUl, ¢imz zkoumaji prostiedi a identifikuji potencialni nebezpeéné cizi
latky. Toto rozpoznani spousti diferenciaci a proliferaci T-bunék. Diferenciace vede
k vytvoreni efektorovych T-lymfocytl, které migruji k mistu s primarni infekci a jsou
specializovany na boj s ni. Zaroven se tvofi bunky pamétové, které zlstavaji v obeéhu
a pamatuji si specificky antigen. Pfi opakovaném setkani organismu s antigenem
umoznuji rychlou obrannou reakci imunitniho systému na infekci (Li a kol., 2019, s.
301-312). Tyto T-lymfocyty jsou hojné identifikovany ve fetalnim stfevé a to od 13.
tydné gestace. Neni vSak zcela objasnéno, zda jsou v intrauterinnim prostredi
pritomny zivotaschopné mikroorganismy, které dokazou mit vliv na stfevni mikrobiotu
vyvijejiciho se plodu (Halkias a kol., 2019, s. 3562-3577; Li a kol., 2019, s. 301-312;
Rackaityte a kol., 2020, s. 599-607) Zakladni znalosti o adaptivni imunité v raném véku
zUstavaji tak dale nedostate¢né (Li a kol., 2019, s. 301-312)

Imunitni systém lidského plodu se zacéina vyvijet jiz v pribéhu téhotenstvi
(Mishra a kol., 2021, s. 3394-3409; Rackaityte a kol., 2020, s. 599-607) avsak také
Mishra a kol. tvrdi, Ze faktory zodpovédné za imunitni podporu plodu zUstavaji
neobjasnéné. Proto se Mishra a kol. zabyvali expozici mikrobialnim ¢initelim béhem
intrauterinniho vyvoje a jejich podilem na aktivaci pamétovych T-bunék ve tkanich
plodu (Mishra a kol., 2021, s. 3394-3409).

Mikrobi byli v prlbéhu druhého trimestru gravidity detekovani v nékolika
organech plodu, konkrétné v plicich, stfevech, na klzi a v placenté. Izolat fetalniho
mikrobiota v celém stfevé. Sledovani prokazalo pfimou prfitomnost bakterii v lumen

fetalniho stfeva béhem 2. trimestru gravidity. Mezi bakterie, jez byly ve tkanich plodu
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popsany, patfi Staphylococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus,
Bifidobacterium, Prevotella a Finegoldia. Tyto bakterie v laboratornich podminkach
aktivovaly pamétové T-lymfocyty v mezenterickych lymfatickych uzlinach plodu, coz
svedCi o pfedchozim setkani s antigeny a pripravenosti fetalniho imunitniho systému
s témito bakterialnimi antigennimi podnéty reagovat (Mishra a kol., 2021, s. 3394-
3409).

| kdyZ vliv mikrobl na imunitni systém plodu nastinili jizZ Rackaityte a kol. ve svém
vyzkumu, Mishra a kol. jako prvni studie ukazuji, Ze dana pfitomnost mikrobd ovliviiuje
priming imunitniho systému plodu. Mikroby in utero pfipravuji imunitni systém plodu
k efektivnéjsi a citlivéjSi reakci pfi budouci expozici. Timto se dava do souvislosti
mikrobialni pamét s procesem tzv. imunitniho prednastaveni plodu. Tento koncept
dosud nebyl v oblasti fetalni imunity zkouman a je tak nutné dalSiho zkoumani této
problematiky. Diskutuje se také o potencialni roli téchto bunék v ramci obrany proti
patogennim mikroblm jak v novorozeneckém, tak dospélém Zzivoté (Mishra a kol.,
2021, s. 3394-3409).

Li a kol. (2019, s. 301-312) popisuji ve své studii formovani pamétovych CD4+
T-lymfocytl ve fetalnim stfevé, coz znaci expozici cizorodym antigentim in utero. | pres
zjisténa data fada védcl nadale podporuje myslenku, Ze existence Zivych
mikroorganismu ve fetalnich tkanich béhem intrauterinniho vyvoje neni v souladu se
zakladnimi principy imunologie (Kennedy a kol., 2023, s. 639-649).

V souCasné dobé tedy existuje fada nesrovnalosti ohledné pritomnosti
mikroorganismu in utero a jsou opakované prezkoumavany (Baker, Chase a Herbst-
Kralovetz, 2018, s. 1-16). Kennedy a kol., Baker, Chase a Herbst-Kralovetz poukazuji
na kontroverzni vysledky na zakladé nékolika vyzkum(. Vysvétluji dulezitost
spravného pochopeni fetalniho mikrobiomu, aby bylo mozné na zakladé toho
uskutec€nit vyzkumy, jez prinesou noveé poznatky v oblasti zdravi plodu a novorozence.
V pfipadé Spatné interpretace existence fetalni mikrofléry nepfinesou vyzkumné
¢innosti zadny pokrok v této oblasti (Baker, Chase a Herbst-Kralovetz, 2018, s.1-16;
Kennedy a kol., 2023, s.639-649). To muze vést k neucelnym pokusum o terapeutické
ovlivnéni neexistujiciho mikrobiomu plodu. Pokud by se predpoklad fetalniho
mikrobiomu potvrdil, vyzadovalo by to radikalni pfepracovani naseho chapani
imunitniho vyvoje a dal$ich systému v rané fazi Zivota (Kennedy a kol., 2023, s. 639-
649).
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2.2 Mikrobiom nezralého novorozence

Prvni dva roky zivota ditéte jsou charakterizovany jako obdobi, kdy dochazi
k vyvoji slozitého mikrobiomu. Novorozenci prechazeji z nejednotné stfevni mikroflory
postupné ke stabilnimu vzorci mikrobialniho osidleni. Tento proces ziskavani
jednotného a konstantniho mikrobiomu je vyraznéjsi u pred€asné narozenych
novorozencl nez u donosenych déti (Young a kol., 2020, s. 12-19). Mikrobidlni
kolonizace muze u nezralych novorozenctl probihat odliSnym zplsobem v porovnani
s terminovymi novorozenci. Tento aberantni zpuUsob bakterialniho osidleni

novorozence muze byt zplsoben z mnoha duvodU, jako jsou napriklad:
- nedokonale vyvinuty stfevni a imunitni systém,
- nemocniéni prostredni, ve kterém travi prvni tydny az mésice svého zivota,
- Casta expozice antimikrobidlnim latkam a pfipravkim,
- odlisSny vzorec krmeni (pozdéjsi zahgjeni enteralniho pfijmu stravy, pouzivani
UM misto MM) (Healy a kol., 2023, s. 1-8).

Novorozenecka mikroflora napomaha priangiogenezi, imunitnich funkcich, vyvoji
stfevnich T-bunék a lymfoidni tkané v okoli stfeva (Shah a kol., 2022, s. 1-
7).V pribéhu nemocniéni péce jsou predCasné narozené déti vystaveny mnoha
faktorlm, které by mohly ovlivnit vyvoj jejich stfevni mikrobioty (Young a kol., 2020, s.
12-19). Mezi tyto faktory fadime parenteralni vyzivu, pozdejsi zahajeni plného kojeni,
prenatalni i postnatalni expozice antibiotikiim, podavani antimykotik a pfitomnost
invazivnich vstupu (Staude a kol., 2018, s. 1-12; Young a kol., 2020, s.12-19).
Dlouhodobé zavedené mocové cévky, intravendzni kanyly, endotrachealni kanyly
a nasogastrické ¢i orogastrické sondy mohou byt zdrojem fady patogent rezistentnich
na antibiotika. Kromé& toho maji pfed€asné narozeni novorozenci nedostatecné
vyvinuty imunitni systém a stfevo neni dost pfizpusobeno vlivim vnéjsiho prostredi
(Young a kol., 2020, s. 12-19). V porovnani s terminovymi novorozenci jsou také
vystaveni ¢astéji umélé plicni ventilaci, coz muze rovnéz ovlivnit skladbu mikrobiomu
(Shah a kol., 2022, s. 1-7). V souvislosti s témito faktory jsou pfedCasné narozeni
novorozenci nachylnéjsi k bakterialni i virové infekci (Shah a kol., 2022, s. 1-7).

Predpoklada se, ze nedostateCny vyvoj imunitniho systému a nezralost streva
nejsou jediné rizikové faktory pro vznik zavaznych komplikaci. Skladba mikrobiomu

pfed€asné narozenych déti a faktory, které ho ovlivhuji, maji pravdépodobné

16



souvislost s rozvojem nékterych komplikaci, které u této skupiny déti nastavaji
relativné casto. Mezi tyto komplikace fadime napfiklad nekrotizujici enterokolitidu
NEC, coz je zavazné stfevni onemocnéni a pozdni sepsi, jejiz prubéh muze mit fatalni
nasledky. Infekce také zpUsobuje ¢&i zhorSuje RDS, obéhovou nestabilitu, plicni
hypertenzi, poskozeni mozku, retinopatii nedonosenych, podporuje vznik BPD,
somatickych a vyvojovych poruch (Staude a kol., 2018, s.1-12). A proto je dulezité
faktorm, které mikrobiom ovliviuji, spravné porozumét a ovlivnit s cilem
minimalizovat riziko vzniku onemocnéni (Healy a kol. 2023, s. 1-8; Young a kol., 2020,
s. 12-19).

Mikrobialni dysbi6za neovliviuje pouze aktualni zdravotni stav predcasné
narozeného novorozence. Vyvoj mikrobiomu v obdobi od novorozeneckého do
détského véku zavisi na mnoha faktorech. Béhem tohoto obdobi se predpoklada, ze
vzgjemné interakce mezi mikroorganismy a imunitnim systémem hraji roli
v patofyziologii nékterych onemocnéni, které se projevuji az v pozdejsim véku. Mezi
tyto onemocnéni patii naprfiklad diabetes mellitus 1. typu a poruchy imunitniho
systému (Pammi a kol., 2017, s. 1-14; Stewart a kol., 2018, s. 583-588).

Mozek béhem posledniho trimestru téhotenstvi a prvniho roku zivota prochazi
znacnymi funkénimi a vyvojovymi zménami. Dochazi ke gyrifikaci mozku, propojeni
neuronu ¢imz vznika neuronova sit' a zvétseni objemu této tkané. Tyto vyvojové zmény
vyrazne ovliviuji naslednou funkci mozkové tkané. PfedCasné narozeni novorozenci
nemaji dostate¢né vyvinuty mozek v porovnani s terminovymi novorozenci, coz mlze
vyrazné ovlivnit tvorbu gyra, které jsou kli¢ové pro jeho spravnou strukturu a ¢innost
(Staude a kol., 2018, s.1-12). Osa stfevo-mozek zahrnuje komplexni interakce mezi
témito dvéma organy, ktera v ¢asném postnatalnim obdobi ovliviiuje hormonaini
regulaci, sympaticky, parasympaticky a entericky nervovy systém, ale také chovani
a reakci na stres v pozdéjsim zivoté (Carlson a kol., 2018, s. 148-159; Staude a kol.,
2018, s. 1-12). Neurologické poruchy, kam fadime depresi, uzkost a poruchy
autistického spektra, jsou Castéji diagnostikovany u predcasné narozenych déti, coz
nasledné ovliviuje kvalitu jejich zivota (Joseph a kol., 2017, s. 1-19; Van Leishout
a kol., 2018, s. 596-603).

Je dulezité mit na paméti, Ze osa mozek-stievo na sebe plsobi vzajemné. Na
jednu stranu se diskutuje, ze vyS8Si prevalence bifidobakterii ve stfevé ma na
neurovyvojove procesy priznivy vliv (Staude a kol., 2018, s.1-12). Na druhou stranu se

zaroven uvadi, ze nadmeérny stres a opakované bolestivé podméty, kterym je
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pfed€asné narozeny novorozenec cCasto vystaven, ovliviuji stfevni mikrobialni
prostfedi (Cong a kol., 2017, s. 9-16). Jak pfesné nedostatecné vyvinuta mozkova tkan
ovlivriuje stfevni mikrobiotu a naopak, neni zatim zcela objasnéno a je potreba dalSich
zkoumani (Staude a kol., 2018, s.1-12).

2.2.1 Skladba mikrobiomu nezralych novorozencu

Obecné se uvadi, ze stfevni mikrofléra nezralych novorozencl postrada
bakterialni rod Bacteroides a kmen Firmicutes v porovnani s donoSenymi novorozenci.
Ve velkém poctu zde vSak byla popsana pfitomnost Anaerococcus, Aquabacterium,
Bacillus, Bifidobacterium, Corynebacterium, Micrococcus, Oceanobacillus,
Propionibacterium, Pseudomonas, Rothia, Sarcina, Sneathia a Streptococcus.
Znacnou ¢ast stfevni mikroflory zastupuji také bakterie Enterococcus, Photorhabdus,
Tannerella a Enterobacter, které pro své zanétlivé vlastnosti mohou byt spojeny
s pfed€asnym porodem. | pfes podavani MM prfedCasné narozenému novorozenci
v jeho stfevni mikrobioté prevazuji vSeobecné proteobakterie. Snizena bakterialni
diverzita a vy$Si mnozstvi Proteobacteria vede ke zvySené kolonizaci potencialné
patogennich druhl jako jsou Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Shigella spp.,
Citrobacter spp. a Klebsiella spp. (Staude a kol., 2018, s.1-12).

| pfes tato data mikrobiom pred¢asnych novorozencl nebyl stale zcela
objasnén, a proto se rozhodli Young a kol. (2020, s. 12-19) diky své studii pfinést nové
poznatky o mikrobidlnim osidleni extrémné pred¢asné narozenych novorozencud. Do
vyzkumu bylo zapojeno celkem 7 pfed¢asné narozenych novorozencu, kdy 6 z nich
bylo po VP. U dvou novorozencu doSlo k propuknuti NEC, u 3 byla zaznamenana
pozdni sepse a3 novorozenci byli bez propuknuti téchto dvou komplikaci. Byly
analyzovany vzorky odstfikaného MM, oralnich a endotrachedlnich sekretl a stolice.
Vzorky byly odebrany nékolikrat béhem prvnich 6 tydna Zivota. V pribéhu tohoto
obdobi byla zaznamenana témér u vSech vzork( obecné rostouci tendence v alfa
diverzité, ktera vyjadfuje rozmanitost a mnozstvi jednotlivych druht v daném prostredi.
Vyjimkou vsak byly vzorky stolice, kde se mikrobialni rozmanitost béhem tohoto obdobi
spise snizovala.

Ve vSech 4 sledovanych vzorcich byly dominantni 4 bakterialni taxony —
Escherichia, Enterococcus, Staphylococcus a Enterobacteriaceae. Ty jsou

zodpoveédné za pozorovanou homogenizaci mezi vzorky (Young a kol., 2020, s. 12-
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19). Moossavi a kol. zjistili, ze podavani odstfikaného MM, tim mysli nepfimé kojeni,
muUze byt spojeno s veétS§im mnozstvim environmentalnich mikrobd, jako jsou

Enterobacteriaceae a Enterococcaceae (Moossavi a kol., 2019, s. 324-335).

Pfed¢asné narozeni novorozenci jsou castéji krmeni odstfikanym matefskym
mlékem nez kojeni u prsu, coz zfejmé vysvétluje dominanci téchto druhd

pozorovanych ve studii (Young a kol., 2020, s. 12-19).

Obrazek 1 - Vyskyt nejcastéjSich bakterialnich taxona v jednotlivych vzorcich v tydennim

méfitku
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Pozn.: Graf zobrazuje zastoupeni 20 nejpocetnéj$ich bakterialnich rodl ve vzorcich matefského miéka,

endotrachedlnich sekretd, slin a stolice v priibéhu nékolika tydni

Prevzato z: “Acquisition and Development of the Extremely Preterm Infant Microbiota Across Multiple
Anatomical Sites,” od G. R. YOUNG, CH. J. VAN DER GAST, D. L. SMITH, J. E. BERRINGTON, N. D.
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EMBLETON a C. LANYON, 2020. Journal of Pediatric Gastroenterology & Nutrition. 70(1), s. 15
(https://doi.org/10.1097/MPG.0000000000002549)

Na zacatku sledovaného obdobi vykazovaly vsechny analyzované vzorky
obdobnou mikrobialni diverzitu jako stolice. Mezi nasledujicimi dvéma tydny se vSak
mikrobiota zacala napfi¢ vzorky liSit. Postupem Casu se vySetfované vzorky stolice
svou mikrobiotou velmi podobaly predeslym analyzovanym vzorkim tohoto typu.
Podobnost mezi prvnimi dvéma tydny odebrané stolice byla zhruba 13 %, kdezto
u pozdejsich vzorkl byla az 57 %. Stolice celkové ze vsSech vzorkl jevila nejvyssi
primérnou podobnost, coz bylo 32 %. VySe zminované bakterialni taxony byly
jedinymi dominantnimi taxony ve stolici. Oralni mikrofléra byla nejvice podobna
mikrobioté stolice, se kterou byla zjisténa primérna podobnost 26 %. Se vzorky
odebrané z endotrachealni kanyly byla shodnost 10 %, s odstfikanym MM pouze 6 %.
Mikrobialni sloZzeni MM se podobalo slozenim endotrachedlnim sekretim. To
naznacuje, ze endotrachealni oblast byla osidlena mikroby z MM. Z toho vyplyva, ze
rizné casti lidského téla, které jsou k sobé anatomicky blize, sdileji podobné
bakterialni komunity (Young a kol., 2020, s. 12-19).

VMM bylo zpozorovano vySsi mnozstvi Actinobacteria, konkrétné
Nocardiaceae. Rhodococcus, patfici do ¢eledi Nocardiaceae, je fyziologicky popsan
v mikrobioté hornich ¢asti traviciho traktu. Skute¢nost, ze Rhodococcus ve stolici
pritomen nebyl, naznacuje, ze tyto bakterie se nedostanou pres nékteré ¢asti traviciho
traktu. Rizikovy pro né muze byt prichod kyselym prostfedim Zaludku, nebo
nedostatecné prokrvené stfevo nezralého novorozence. Tento bakterialni rod nebyl
bézné popsan jako soucast MM, ale spiSe se poji s okolnim prostiedim. Byl
identifikovan jako potencialni patogen u osob s oslabenym imunitnim systémem, coz
muze zahrnovat také extrémné nezralé novorozence a jejich nedostateéné vyvinuty
imunitni systémem. Obecné mikrobiota stolice a MM vykazovaly podobnost nejnizsi.
To mUze byt zapfi¢inéno pravé kyselym prostredim Zaludku, které muze byt jednim
z nastroju selekce bakterii z hornich ¢asti traviciho traktu do stfeva (Young a kol.,
2020, s. 12-19).

Bifidobacteriaceae byly obecné pozorovany ve vSech vzorcich v mensim
mnozstvi, nejvice jich obsahovala stolice. Vétsi proporcionalni zastoupeni téchto
bakterii ve stfevé mlze byt zpusobeno podavanim probiotik, které dostavaly vSéechny

déti (Young a kol., 2020, s. 12-19). Bifidobakterie jsou pfizpusobené na kolonizaci
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prostfedi bohatého na oligosacharidy MM (Pammi a kol., 2017, s. 1-14; Young a kol.,
2020, s. 12-19). Kromé toho jsou také pfizplsobeny na osidleni hypoxického
novorozeneckého stfeva a jsou schopny v téchto ztizenych podminkach rist a prezit
(Young a kol., 2020, s. 12-19). Spolu s laktobacily modifikuji stfevni mikrobiom (Pammi
akol., 2017, s. 1-14).

S postupem ¢asu se schopnost mikrobioty reagovat a pfizpusobovat se novym
podminkam ¢&i vlivim prostfedi snizovala. V raném novorozeneckém obdobi byla
mikrofl6ra flexibilngjsi, vice nachylna k rychlému ovlivnéni. Toto tvrzeni je dulezité pro
spravné nacasovani intervenci, které maji mikrobiom ovlivnit. Pokud chceme
mikrobialni osidleni novorozence ovlivnit, musime brat v uvahu také ¢asovy ramec.
Nejvyssiho ovlivnéni dosahneme pravdépodobné v ¢asném novorozeneckém obdobi
(Young a kol., 2020, s. 12-19).

Mikrobialni osidleni dychacich cest nezralych novorozencl silné souvisi
s bakterialni kolonizaci plodové vody. Snizena bakterialni diverzita pfi narozeni
a ¢asna kolonizace prudusnice rodem Ureaplasma u novorozenct na UPV zvySuje
riziko vzniku BPD (Staude a kol., 2018, s.1-12).

Kozni mikrobiota

Mikrobiota pokozky je zpocatku vyvoje primitivni, po porodu pfichazi kize do
kontaktu s fadou mikroorganismu, ktefi ji osidli (Pammi a kol., 2017, s. 1-14). Pfi
narozeni tuto mikrofléru ovliviiuje zejména zpusob porodu. Pozdéji hraje vyznamnou
roli také fada dalSich faktoru jako jsou specifika nezralé novorozenecké pokozky, vyvoj
imunitniho systému, expozice antibiotikim, klokdnkovani a prostfedi neonatalni JIRP
(Pammi a kol., 2017, s. 1-14; Shah a kol., 2022, s. 1-7). Rozvoj a zrani kozniho
mikrobiomu v novorozeneckém obdobi, zejména u pfed€asné narozenych déti, mize
byt klicovy v prevenci kolonizace patogennimi mikroorganismy. Tyto patogeny mohou
byt potencialnim zdrojem sepse. Nezralost a absence stabilniho mikrobiomu mohou
predisponovat ke kolonizaci novorozenecké pokozky patogeny (Pammi a kol., 2017,
s. 1-14).

Pammi a kol. se ve své studii vénovali mikrobialnimu osidleni pokozky
novorozencl pod 1500 g a 32. tydnem gestace. Byly analyzovany kozni stéry z oblasti
kubity, ¢ela a hyzdi. Odbér vzorkd probéhl v obdobi prvnich 48 hodin Zivota a poté
jednou tydné po dobu 4 tydnl. Mezi prvnim a druhym tydnem Zivota nastal pokles

v mnozstvi druhl bakterii pfitomnych zejména ve vzorcich stérl z kubity a glutealni
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oblasti. V dalSich tydnech do$lo naopak krychlému narlstu. Nicméné, nebyly
nalezeny statisticky vyznamné udaje o tom, ze by se diverzita bakterialnich komunit
na jednotlivych ¢astech lidského téla vyznamné lisila. Ve vSech vzorcich dominoval na
prvnim misté kmen Firmicutes, dale byly definovany kmeny Bacteroidetes
s Proteobacteria. Na urovni rodU previadal na prvnim misté Staphylococcus z kmenu
Firmicutes. Staphylococcus epidermidis brani patogenni kolonizaci Staphylococcus
aureus, bakteridlni rod Staphylococcus tak muze podporovat rozvoj imunitnich
vlastnosti pokozky. Zkmene Bacteroidetes dominoval rod Prevotella a rod
Corynebacterium z kmene Actinobacteria (Pammi a kol., 2017, s. 1-14).

Expozice antibiotikim byla negativné spojena s rozmanitosti kozni mikroflory.
Po podani antibiotické terapie doslo ke snizeni ¢etnosti kmene Firmicutes a narustu
kmenud Bacteroidetes a Proteobacteria. Mezi druhem a zplUsobem podavané stravy
novorozenci (MM, ZM, UM a totalni parenteraini vyziva) a mikrobiotou pokozky
pfed€asné narozeného novorozence ve stanoveném vyzkumném obdobi nebyla
nalezena statisticky vyznamna souvislost. Obdobné nebyla nalezena vyznamna
spojitost ve skladbé kozni mikrobioty a zplsobem porodu. Dle jinych studii zpUsob
porodu kozni mikrofloru novorozence ovlivhuje, zde byly rozdily pravdépodobné
ovlivnény vlivem okolniho prostfedni a charakteristickymi rysy nezralé novorozenecké
pokozky. Zaveér této studie odkazuje na vyuziti zjisténych dat k potfebé rozvoje dalSich
intervenci, které by mohly zabranit kolonizaci novorozence patogenni organismy
a nasledné sepsi (Pammi a kol., 2017, s. 1-14).

Shah a kol. v Indii zjistili nové poznatky o kolonizaci pokozky nezralého
novorozence, konkrétné pod 32. gestaénim tydnem. Odebrali vzorky od 30
novorozencl z oblasti axily, hrudniku, bficha a tfisla pomoci jednoho sterilniho
tampdnu ve dvou C¢asovych obdobich. Nejprve béhem 5. az 10. dne zivota a poté po
minimalné 7 dnech optimalniho klokankovani s rodici po dobu alespon 6 hodin denné
morbidity a mortality novorozencl s nizkou porodni vahou. Podporuje jednak citovou
vazbu mezi rodici a ditétem, ale takeé kojeni, schopnost novorozence udrzet si stabilni
teplotu a zlepSuje jeho vyvoj (Ciochetto a kol., 2023, s. 1-8).

Bylo prokazano, ze béhem procesu klokankovani dochazi k prenosu zdravé
mikrofléry od matky, ktera nahrazuje patogenni organismy kolonizujici novorozence.
Mezi nejCastéji detekované bakterialni kmeny patfily Actinobacteria, Proteobacteria,

Bacteroidetes, Firmicutes a Tenericutes. V jejich vyzkumném Setfeni byl popsan také
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bakterialni rod  Mycobacterium, konkrétné  Mycobacterium  tuberculosis
a Mycobacterium abscessus, jako soucast kozni mikroflory prfed€asné narozenych
novorozencl. Pfitomnost tohoto rodu nebyla v pfedchozich studiich na pokozZce
nezralého novorozence identifikovana. V prvnim odebraném vzorku byly
identifikovany Mycobacterium tuberculosis v 83 % pfipadech a Mycobacterium
abscessus ve v8ech pripadech. Po klokankovani byl Mycobacterium tuberculosis
pfitomen v 66 % vzorcich, Mycobacterium abscessus v 93 % analyzovanych stérQ.
Zadny z novorozenct nemél pfiznaky tuberkuldzy a véechny matky kontakt s timto
onemocnénim poprely. Z této studie vyplyva, ze pfitomnost téchto bakterii u velmi
zranitelné skupiny predc¢asné narozenych novorozencl, jez jsou vysoce nachylni
k cetnym infekénim chorobam, je alarmujici vzhledem Kk riziku propuknuti tuberkul6zy
jiz v brzkém poporodnim obdobi (Shah a kol., 2022, s. 1-7).

2.3 Vliv perinatalnich faktori na mikrobiom nezralého novorozence

2.3.1 Zplsob porodu

Néktefi odbornici uvadi, Zze u pred¢asné narozenych novorozencl nema
zpUsob porodu vyznamny vliv na stfevni mikrobiotu v porovnani s terminovymi
novorozenci. Tuto skuteCnost vysvétluji tak, ze stfevni mikrofléra nezralych déti
vykazuje ve své podstaté odliSny vzorec nez mikrobiota donosenych novorozencl
(Staude a kol., 2018, s.1-12).

Heida a kol. zkoumali vyvoj stfevni mikrofléry na skupiné 41 predCasné
narozenych novorozencd, jejichz gestacni vék se pohyboval v rozmezi od 25. do 30.
tydne gestace. Déti narozené pomoci SC mély primérné vyssi gestacni vék nez
novorozenci po VP. Zatimco VP byl spojen zejména s intrauterinni infekci, pred€asnou
rupturou plodovych oball a inkompetenci délozniho hrdla, 22 ze 27 SC bylo provedeno
z dhvodu placentarni insuficience. Analyzovany byly 4 vzorky stolice novorozence
béhem prvniho mésice zivota. Nejvétsi rozdily v mikrobialnich profilech stolice téchto
dvou skupin novorozencU byly identifikovany béhem prvnich 3 tydnU Zivota. MnozZstvi
bakterialniho rodu Staphylococcus, jez je typicky pfitomen na kuzi, byl vyrazné vyssi
u déti po SC. U druhé skupiny novorozencl bylo zaznamenano vy$si mnozstvi rodd
Escherichia a Bacteroides. Ve 4. tydnu zivota se snizily rozdily mezi novorozenci obou
skupin rozdélenych na zakladé zplsobu porodu a hlavnim indikatorem byla aktualni

hmotnost novorozence. U novorozencl nad 1100 g dominovala ve vzorcich Celed
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Enterobacteriaceae. Souvislost mikrobialniho profilu s hmotnosti novorozence byla
zkoumana také v predchozich tydnech, kdy ve druhém tydnu zivota stolice
novorozencu s porodni hmotnosti = 860 g vykazovala signifikantné méné stafylokokd.
Tato souvislost vSak byla vyhodnocena jako nepfima, protoze novorozenci po SC méli
a byli ¢astéji kolonizovani rodem Staphylococcus béhem porodu. Studie prokazuje
myslenku, Ze zpusob porodu ma vyznamny, ale pfechodny vliv na slozeni stfevni
mikrobioty pfedéasné narozenych novorozencu (Heida a kol., 2021, s. 1-12).

Hill a kol. (2017, s. 1-18) se ve své studii rovnéz zabyvali timto tématem. Nutno
poznamenat, Ze skupinu nezralych novorozenct po SC tvofil mnohem vétsi soubor
déti nez skupinu novorozencl po VP. Tento nepomér mezi zkoumanymi subjekty byl
zpUsoben nedostateénym mnozstvim vaginalnich porodld novorozencu, jez by
splhovali vstupni kritéria pro zafazeni do vyzkumu, coz byla hmotnost pod 1500 g Ci
GA pod 35. tyden, béhem vyzkumného obdobi v daném zafizeni. V prvnim tydnu
zivota u obou skupin zastaval prvni misto v mnozstvi bakterii kmen Proteobacteria,
druhé Firmicutes. | pfes to, ze kmen Proteobacteria dominoval u obou skupin,
u novorozencl po VP byla relativni ¢etnost tohoto kmene vyssi. Na Urovni rodd u déti
po SC bylo identifikovano vysSsi mnozstvi Escherichia a Clostridium sensu stricto,
u druhé skupiny vyssi Cetnost zastavaly rody Enterobacter a Haemophilus. Béhem
prvniho mésice Zivota doslo u novorozenct po SC kprudkému narGstu
Bifidobacterium, u druhé skupiny novorozencu se tento narust projevil az
v nasledujicim meésici zivota. Na konci sledovaného obdobi, tedy ve 24. tydnu zivota,
novorozenci po VP vykazovali mirné vySSi mnozstvi Bifidobacterium
a nékolikanasobné vyssi hojnost rodu Bacteroides. U déti po SC bylo zaznamenano
vice bakterii rodu Blautia a Clostridium XIVa v porovnani s druhou skupinou. Mnozstvi
dominantnich rodd v prvnim tydnu studie, tedy Escherichia, Clostridium sensu stricto,
Enterobacter a Haemophilus, se postupné snizilo. V zavéru pozorovani na urovni rodd
u novorozencu po VP dominovaly Bifidobacterium a Bacteroides, u druhé vyzkumné
skupiny to byl zejména rod Bifidobacterium. Na Urovni kmenU u déti po SC dominovaly
Actinobacteria spolu s Firmicutes, u druhé skupiny se k nim navic pfidal kmen
Bacteroidetes.

Hiltunen a kol. (2022, s. 1804-1811) popisuji, ze predCasné narozeni
novorozenci po spontannim VP vykazovali odliSnou pocatecni beta diverzitu

v porovnani s nezralymi novorozenci po SC. Nicméné, kromé této skuteCnosti
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prosazuji myslenku, ze gestaéni vék ¢i zplusob porodu na slozeni stfevni mikrofléry
nezralého novorozence vliv nemél. Pfenos stfevnich mikrobl matky na novorozence
je totiz dan spontannim predéasnym porodem jako takovym, nikoli zptisobem porodu.
Autofi vychazeli z pfedchozich publikaci, které naznacuiji, ze slozeni strevni mikrofléry
matky muUze byt také spojeno se zvySenym rizikem pred¢asného porodu. Na zakladé
toho se rozhodli kromé stfevni mikrobioty novorozencl zkoumat také mikrobialni
stfevni osidleni matky. Do vyzkumného S$etfeni bylo zahrnuto 55 pfedCasné
narozenych novorozencl a 51 matek. Pro srovnani byly odebrany vzorky stolice od 25
terminovych novorozencl. Kromé toho zkoumali také dalsi faktory, jez by mohly
s odliSnou stfevni mikrobidlni kolonizaci souviset, jako jsou gestacni veék, pohlavi,
antibioticka terapie, porodni hmotnost, doba zahajeni krmeni a druh podavané

enteralni stravy.

Obrazek 2 — Porovnani stfevni mikrobioty nezralych novorozenctl na zakladé zptisobu porodu
' Phylum level Spontaneous latrogenic

Vaginal Cs Vaginal Cs

. k_Bacteria:p_Firmicutes

. k_Bacteria:p_Proteobacteria
k_Bacteria:p_Bacteroidetes
k_Bacteria:p_Actinobacteria
k_Bacteria:_

. k_Bacteria:p_Tenericutes

. k_Bacteria:p_Verrucomicrobia

. Unassigned:_

. k_Bacteria:p_Cyanobacteria

. k_Bacteria:p_TM7
k_Bacteria:p_Fusobacteria
k_Bacteria:p_
k_Bacteria:p_Chloroflexi

. k_Bacteria:p_GN02

Pozn.: Graf zobrazuje skladbu stfevni mikrobioty nezralych novorozencli po spontannim a vyvolaném
pred¢asném porodu b&hem prvnich 3-4 dnd Zivota. V ramci kazdé skupiny jsou déti rozdéleny na dvé
podskupiny: Vaginal — pfirozeny porod, CS — cisarsky fez. Bakteridlni osidleni je popsano na drovni

kmend.
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Pfevzato z: “Spontaneous preterm delivery is reflected in both early neonatal and maternal gut
microbiota,“ od H. HILTUNEN, M. C. COLLADO, H. OLLILA, T. KOLARI, S. TOLKKO, E. ISOLAURI, S.
SALMINEN a S.RAUTAVA, 2022. Pediatric Research, 91, s. 1807 (https://doi.org/10.1038/s41390-021-
01663-8)

Faktory jako gestaéni vék, zplsob porodu, intrapartalni expozice antibiotikiim
a IUGR neovlivnily po¢atecni slozeni stfevni mikrofléry novorozence. U novorozencu
po VP ¢i SC nebyly zaznamenany vyznamneé rozdily v relativnim mnozstvi specifickych
taxont na Urovni kmene, Celedi ¢i rodld. U pred¢asné narozenych déti obecné
dominoval kmen Firmicutes, nasledoval Proteobacteria a Bacteroidetes. Z Celedi to
byly Planococcaceae, Lactobacillaceae a Enterobacteriaceae. Mezi skupinami
novorozencl po spontannim a iatrogennim predéasném porodu nebyly pozorovany
rozdily v bakterialnich taxonech, ale byly identifikovany rozdily ve shlukovani bakterii
ze stfevniho prostfedi. Byly zaznamenany zmény ve stfevni mikrofléfe matky, které
vypovidaji o jeji souvislosti s pfedCasnym spontannim porodem. Skupina matek po
spontannim predCasném porodu vykazovala signifikantni rozdily ve srovnani
s matkami, které porodily pfed€asné na zakladé |ékarské indikace. Mira podobnosti
stfevni mikroflory matky s mikrobidlni skladbou stfevniho prostfedi novorozence byla
vy$si u spontannich pred¢asnych porodd, nez u iatrogenné vyvolanych. Na zakladé
této skutecnosti Ize predpokladat, Ze k pocateénimu pfenosu mikroorganismud z matky
na novorozence dochazi jiz in utero. (Hiltunen a kol., 2022, s. 1804-1811).

Xiu a kol. (2022, s. 1-8) zkoumali vliv perinatalnich faktort na stfevni mikrofléru
novorozencl narozenych pred 32. gestaénim tydnem. Zabyvali se zejména dopadem
antibiotické terapie, druhem podavané enteraini vyzivy a zptsobem porodu na strevni
mikrobialni osidleni novorozence béhem prvnich tfi tydnu Zivota. Dle zpUsobu porodu

byli novorozenci pfi studii této proménné rozdéleni do dvou skupiny — VP a SC.
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Obrazek 3 — Porovnani stfevni mikroflory nezralych novorozencu dle zpisobu porodu na trovni
kmen

—_— — —
Others
M Elusimicrobiota
0.754 Gemmatimonadota
W Acidobacteriota
M Cyanobacteria
Chloroflexi
W Spirochaetota
Bacteroidota
0.5 M Actinobacteriota
. M Firmicutes
W Proteobacteria
0.25+
04
CD1 SD3

CD2 CD3 SD1 SD2
Sample Name

Relative Abundance

Pozn.: Graf zobrazuje sloZeni stievni mikrofléry nezralych novorozencl dle zplsobu porodu na Grovni
kmenid béhem 3 tydni Zivota. Zkratky oznacuji zplsob porodu a tyden Zivota novorozence: CD x —

cisarsky fez a tyden zivota, SD x — spontanni porod a tyden zivota

Prevzato z: “Assessing multiple factors affecting the gut microbiome structure of very preterm infants,*
od W. XIU, J.LIN, Y. HU, H. TANG, S. WU a CH. YANG, 20283, Brazilian Journal of Medical and
Biological Research, 56, s. 3, (https://doi.org/10.1590/1414-431X2023e13186)

Na urovni kmenu byly zpocatku zjistény znaéné odliSnosti, které se béhem
zkoumaného obdobi minimalizovaly. U obou skupin bylo detekovano 10 bakteridlnich
kmenU a prevazovaly Proteobacteria s Firmicutes. V prvnim tydnu Zivota byl kmen
Proteobacteria u skupiny po SC zjistén ve vyrazné vyssi mife (témeérf 93 % z celkového
mnozstvi) ve srovnani s druhou skupinou (55,5 %). Cetnost proteobakterii méla
obecné tendenci klesat v dalSich tydnech Zivota u obou skupin. U skupiny po VP
v prvnim tydnu bylo detekovano vysSsi mnozstvi kmene Firmicutes (témér 36 %)
v porovnani s druhou skupinou (3,65 %). Zatimco se mnozstvi kmene Proteobacteria
postupné snizovalo, Cetnost Firmicutes se zvysovala a tento kmen se tak stal
dominantnim u obou skupin. Ve tretim tydnu zivota zastaval vice nez 80 % z celkového
poctu. Ostatni kmeny po celou dobu tvorfily méné nez 10 % komunity (Xiu a kol., 2023,
s. 1-8).
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Obrazek 4 — Zobrazeni stfevni mikrofléry nezralych novorozencii po SC

Group §1  Group
Pseudomonas 0.5 CD1

Staphylococcus 0 Phylum
-0.5 . Firmicutes

Klebsiella i-1 Proteobacteria

Enterococcus
Streptococcus
Ralstonia
Aeromonas

Halomonas

Aquabacterium

Vibrio

CD3 CD1 CD2

wnjhyd

Pozn.: Grafické znazornéni piedklada ddaje o sloZeni strevni mikrofléry nezralych novorozencti po SC
béhem prvnich 3 tydnl Zivota na Grovni rodd. Zkratky oznacuji zptsob porodu a tyden Zivota: CD x —

cisarsky fez a tyden zivota novorozence

Prevzato z: “Assessing multiple factors affecting the gut microbiome structure of very preterm infants,*
od W. XIU, J.LIN, Y. HU, H. TANG, S. WU a CH. YANG, 20283, Brazilian Journal of Medical and
Biological Research, 56, s. 3, (hitps://doi.org/10.1590/1414-431X2023e13186)

Rozdily mezi skupinami byly pfitomny také na urovni rodd. U nezralych déti po
SC vprvnim tydnu zivota dominovaly rody Vibrio, Aquabacterium, Halomonas,
Aeromonas, v druhém Ralstonia a Streptococcus a ve tfetim Enterococcus spolu
s Pseudomonas, Staphylococcus a Klebsiella. VSechny rody prevladajici v poslednim
tydnu byly potencialné patogenni. Niz$i hladina zdravi prospésnych bakterii, jako jsou
Bacteroides a Lactobacillus, v souvislosti s vySsim vyskytem patogennich
bakterialnich rodd vede ke zvySenému riziku vzniku neonatalnich komplikaci jako jsou
NEC, pozdni sepse a BPD (Xiu a kol., 2023, s. 1-8).
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Obrazek 5 — Zobrazeni stfevni mikrofléry nezralych novorozencii po VP

Group | & Group
Weissella 0 Phylum

-0.5 Actinobacteriota
Pseudomonas i-1 Bacteroidota

Firmicutes
Proteobacteria

Lactobacillus
Sphingomonas
Bacteroides

Faecalibacterium

Enterococcus

Staphylococcus

Corynebacterium

SD1 SD2 SD3

wnjhud

Pozn.: Grafické znazornéni predklada tdaje o sloZeni stievni mikrofléry nezralych novorozenct po VP
béhem prvnich 3 tydnl Zivota na trovni rodd. Zkratky oznaduji zptisob porodu a tyden Zivota: SD x —

vaginalni porod a tyden Zivota novorozence

Prevzato z: “Assessing multiple factors affecting the gut microbiome structure of very preterm infants,*
od W. XIU, J.LIN, Y. HU, H. TANG, S. WU a CH. YANG, 20283, Brazilian Journal of Medical and
Biological Research, 56, s. 3, (hitps://doi.org/10.1590/1414-431X2023e13186)

U nezralych déti po VP v prvnim tydnu Zivota byly rody vice rlznorodé
a prevazovaly Faecalibacterium, Bacteroides, Sphingomonas, Lactobacillus,
Pseudomonas a Weissella. Ve druhém tydnu se do popredi dostaly Corynebacterium
a Staphylococcus, ve tfetim tydnu se stal dominantnim rodem Enterococcus, stejné
jako u predchozi skupiny. Rod Bacteroides byl po celou dobu velmi nizky u skupiny
déti po SC v porovnani s détmi po VP (Xiu a kol., 2023, s. 1-8). Tento rod vSak zastava
neopomenutelnou roli v lidském zdravi, u€astni se glykolyzy, imunitniho vyvoje stfevni
sliznice a syntézy vitaminu (Wexler a Goodman, 2017, s. 1-24). Jina studie ukazuije,
ze snizeny relativni vyskyt tohoto rodu souvisi s détskou obezitou (Zhang a Dang,
2022, s. 1-13). Rod Lactobacillus, jez ma prospesné ucinky v souvislosti s regulaci
stfevniho prostredi, byl pfitomen pouze u skupiny novorozencl po VP (Xiu a kol.,
2023, s. 1-8).

Wandro a kol. ve své studii identifikuji pfitomnost bakterialniho rodu
Bacteroides pouze u nezralych novorozencl po VP. U této skupiny déti byl dany rod
pfitomen ve 4 z 9 pfipadl. Zadny pfedéasné narozeny novorozenec po SC timto
rodem kolonizovan nebyl (Wandro a kol., 2018, s. 1-12). Také Chernikova a kol. (2018,
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s. 71-79) popisuji vyssi vyskyt tohoto rodu u skupiny nezralych novorozenct po VP

v porovnani se skupinou déti po SC.

2.3.2 Druh podavané stravy

Mikrobialni kolonizaci pred¢asné narozenych novorozencl ovliviiuje nejen
gestacéni vék, antibioticka terapie a zplUsob porodu, ale také druh podavané stravy
(Parra-Llorca a kol., 2018, s. 1-10). Materské mléko obsahuje komplexni komunitu
bakterii, jez nasledné kolonizuji stfevni prostfedni a napomahaji tak vyvoji strevni
mikrofléry kojencl (Moossavi a kol., 2019, s. 324-335). | v kolostru odebraném jesté
pred prvnim kojenim novorozence Ize detekovat mikrobialni spoleCenstva (Damaceno
a kol., 2017, s. 371-379). V otézce, jak dochazi k tvorbé mikrobioty MM, se vychazi
zejména ze dvou hlavnich teorii. V prvni je predmétem mySlenky enteromamarni
translokace materské stfevni mikrobioty, v druhé se diskutuje o souvislosti s oralni
mikrobiotou ditéte, ktera retrogradné kolonizuje prs matky a tim MM. Mikrofl6ru
materského mléka dale ovliviuji obecné faktory, jez maji vliv na stfevni mikrofléru
(obezita, zplsob stravovani, doplriky stravy), ale také zplsob podavani mléka, tedy
zda je dité kojeno nebo je mu podano odsaté MM, coz muze ovlivnit translokaci oralni
mikrobioty ditéte. Také faze laktace a mlécné slozky, jako jsou oligosacharidy
matefského mléka, mastné kyseliny, hormony a imunitni buriky, by mohly mit vliv na
slozeni mikrobialniho profilu MM (Moossavi a kol., 2019, s. 324-335).

MM je povazovano za zlaty standard vyzivy nejen prfed€asné narozeného
novorozence. Ma priznivy vliv na jeho zdravotni stav, kdy souvisi se snizenim rizika
NEC a pozdni sepse, dale zlepSuje jeho somaticky a kognitivni vyvoj (Parra-Llorca
a kol., 2018, s. 1-10; Staude a kol., 2018, s. 1-12). Podporuje tvorbu stfevni mikrobioty
kojence a pokud je tento proces v utlém véku narusen, maze dojit k dysbidze, ktera je
predispozici k fadé chronickym onemocnénim, jako je astma bronchiale, alergie
a obezita (Moossavi a kol., 2019, s. 324-335).

MM a rany vyvoj stfevni mikroflory ovliviuji riziko vzniku NEC u pfed¢asné
narozenych déti. Oligosacharidy MM jsou komplexni nekonjugované cukry, maji
slozitou a rozmanitou strukturu, coz je duvod, pro¢ je slozité je nahradit v umélych
formulich (Masi a kol., 2021, s. 2273-2282). Jsou pro kojence nestravitelné,
neporusené se dostavaji do dolnich ¢asti traviciho traktu a zde pusobi jako prebiotika

pro specifické bakterie, zejména Bifidobacterium. Tyto bakterie jsou povazované za

30



klicové pro zdravi novorozence (Gotoh a kol., 2018, s. 1-14; Masi a kol. 2021, s. 2273-
2282). Stfevni mikroflora bohatd na bifidobakterie koreluje se snizenym vyskytem
prjmu, alergii a atopické dermatitidy. Dale snizuje hladinu cholesterolu, zvySuje
dostupnost folatl ve stfevé a muze podporovat protinadorovou imunitu. Tvorba
mikrobiotického prostfedi bohatého na bifidobakterie je povazovano za klicové pro
zajisténi celozivotné zdravého stfevniho prostfedi (Gotoh a kol., 2018, s. 1-14).
Oligosacharidy v MM pravdépodobné souvisi s jeho ochrannou funkci (Masi a kol.,
2021, s. 2273-2282). Diky své antimikrobialni aktivité mohou poskytovat ochranu pred
infekci krevniho fecisté zplsobenou stfevnimi mikroby a zvysovat funkci stfeva chranit
organismus pred nepfiznivymi latkami ¢i mikroorganismy (Ackerman a kol., 2017, s.
595-605; Wu a kol., 2019, s. neuvedeno). Kromé toho oligosacharidy stimuluji imunitni
systém a tvofi struktury, jez napodobuji skutecné receptory, ale neplni jejich funkce,
a jsou tak navnadou pro patogeny, které se pfi kontaktu s témito nepravymi receptory
mohou pokusit na né navazat (Masi a kol., 2021, s. 2273-2282).

V piipadé nedostateéného mnozstvi MM se jevi darované ZM jako nejvhodné&;si
alternativa. Parra-Llorca a kol. porovnali ve své studii viiv MM, ZM a UM na stfevni
mikrofléru pred¢asné narozenych novorozencui. Druh mléka vyznamné ovlivnil slozeni
intestinalni mikrobioty, ale rozdil v mikrobialni diverzité a celkovém mnozstvi
mikroorganismu zaznamenan nebyl (Parra-Llorca a kol., 2018, s. 1-10).

Ze zjisténych Udaju vyplyva, Ze skupina novorozencu krmenych MM vykazovala
na urovni kmenU vyssi relativni ¢etnost Actinobacteria a nizsi Firmicutes, na Urovni
Celedi vy$si mnozstvi Bifidobacteriaceae a nizsi Clostridiaceae, na Urovni rodu vyssi
Cetnost Bifidobacterium a nizsi hladinu rodu Citrobacter a dalSich neklasifikovanych
rodd z Celedi Clostridiaceae a Enterobacteriaceae v porovnani se skupinou déti,
kterym bylo podavano darované ZM. Obé tyto skupiny vykazovaly vy$$i mnozstvi
Enterobacterales v porovnani s mikrobialnim profilem tfeti skupiny (Parra-Llorca
akol., 2018, s. 1-10).
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Obrazek 6 — Porovnani stfevni mikrobioty na zakladé druhu podavané stravy predéasné

narozenému novorozenci
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Pozn.: Graf zobrazuje skladbu mikrobialniho osidleni stfev nezralého novorozence na zakladé druhu
podavaného miéka na urovni kment (A) a rodd (B). Odbér stolice probéhl pii dosazeni piného
enteralniho pfijmu. Zkratky predstavuji pfevladajici (alespoil 80 % z celkového mnozstvi podaného
mléka) druh podavaného mléka novorozenci. MOM — mateiské mléko, DHM — pasterizované darované
zenské mléko, Formula — Uméla mlé¢na vyziva

Prevzato z: “Preterm Gut Microbiome Depending on Feeding Type: Significance of Donor Human Milk,*
od A. PARRA-LLORCA, M. GORMAZ, C. ALCANTARA, M. CERNADA, A. NUNEZ-RAMIRO, M.
VENTO a M.C. COLLADO, 2018, Frontiers  in  Microbiology, 9, S. 4,
(https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.01376)

U novorozencu, kterym bylo podavano UM, bylo zaznamenano vy$si mnozstvi
kmenu Firmicutes a rodu Blautia, Streptococcus, Acidaminococcus, Rothia a Dorea ve
srovnani s obéma dalSimi skupinami. Byly pozorovany také nékteré rody, které se
nevyskytovaly napfi¢ kategoriemi dle druhu podavané stravy. Acinetobacter byl
pfitomen vyhradné ve skupin& déti krmenych MM, Coprococcus u novorozencl s ZM
a neklasifikovany rod Peptostreptococcaceae u skupiny s UM (Parra-Llorca a kol.,
2018, s. 1-10).

Bylo tedy prokazano, ze druh podavané vyzivy predcasné narozenému
novorozenci ma vyznamny vliv na slozeni stfevni mikrofléry. U nezralych novorozencu
krmenych MM v porovnani s détmi, kterym bylo podavano ZM, bylo znaéné vyssi
mnozstvi Bifidobacteriaceae, Actinobacteria a nizsi vyskyt Staphylococcaceae,
Clostridiaceae a Pasteurellaceae. Sice byly detekovany rozdily mezi stfevnim

mikrobialnim prostfedim po podavani MM a ZM, ale dal$i data dokazuiji, ze darované
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ZM podporuje tvorbu fyziologického stfevniho mikrobiomu vice nez UM (Parra-Llorca
akol., 2018, s. 1-10).

2.3.3 Antibioticka terapie

Kromé fady dalSich faktorl je stfevni mikrobidlni prostfedi nezralého
novorozence citlivé na uzivani Iékl, zejména antibiotik (Xiu a kol., 2023, s. 1-8). Lécba
antibiotiky sice rapidné snizila novorozeneckou umrtnost, jeji dopad na stfevni
mikrofléru a s tim souvisejici dal$i zdravotni dusledky nebyly zatim zcela pochopeny.
Déti s porodni hmotnosti pod 1000 g predstavuji skupinu s nejvyssi antibiotickou
expozici v ramci déti ve véku do 24 mésicl. Alespon jeden cyklus antibiotické terapie
dostava az 85 % novorozencu s ELBW (Wandro a kol., 2018, s. 1-12). Nitrodélozni
infekce jsou Casto pfi¢inou predCasného porodu. Mnoho nezralych déti se rodi uz
s podezienim na infekci a jsou IéCeny antibiotiky od narozeni. Mezi typické patogeny

zpUsobujici sepsi predcasné narozenych déti patfi Escherichia coli a streptokoky

prenatalni i postnatalni expozice antibiotikim snizuje rozmanitost stfevni mikrofléry
novorozencl (Wandro a kol., 2018, s. 1-12). Pfedchozi vyzkumy také ukazaly, ze
kratkodobé i dlouhodobé zmeény stfevni mikrobioty zplUsobené antibiotickou terapii
vraném véku zvysuji nachylnost ke vzniku onemocnéni spojenych s poruchou
imunitniho systému, jako jsou alergie a astma. Kromé toho ¢asné podavani antibiotik
zvySuje antibiotickou rezistenci (Zwittink a kol., 2018, s. 475-483). Dlouhodoba
antibioticka terapie zvysuje riziko vzniku NEC (Esaiassen a kol., 2018, s. 1-16).

Xiu a kol. (2023, s. 1-8) se ve svém vyzkumném Setfeni zaméfili na prenatalni
expozici antibiotikiim, kdy byly tyto I1éky podany matce v pribéhu téhotenstvi. Podle
toho, zda matky uzivaly v pribéhu gestace antibiotika, byli novorozenci rozdéleni na
dvé skupiny. Pomoci analyzy vzorkl jejich stolice nasledné porovnali strevni

mikrobiotu napfi¢ skupinami.
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Obrazek 7 — Porovnani stfevni mikrofléry nezralych novorozenci podle expozice antibiotikim

béhem jejich intrauterinniho vyvoje
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Pozn.: Graf predstavuje dvé skupiny nezralych novorozencli. AP — skupina novorozenctl vystavena
antibiotikim béhem nitrodéloZzniho vyvoje (matka prenatalné uZivala antibiotika), NAP — skupina
novorozencll nevystavena antibiotikim b&hem nitrodélozniho vyvoje (matka prenatalné neuzivala
antibiotika). Ciselné oznaceni za zkratkou udava tyden Zivota novorozence b&hem odbé&ru
vySetifovaného vzorku. Na obrazku je grafické znazornéni jejich stfevni mikrofléry na Grovni kmend

béhem prvnich 3 tydnd Zivota.

Prevzato z: “Assessing multiple factors affecting the gut microbiome structure of very preterm infants,*
od W. XIU, J.LIN, Y. HU, H. TANG, S. WU a CH. YANG, 20283, Brazilian Journal of Medical and
Biological Research, 56, s. 4, (hitps://doi.org/10.1590/1414-431X2023e13186)

U skupiny novorozencl, jez byli béhem téhotenstvi vystaveni antibiotické
terapii, dominoval v prvnim tydnu zivota kmen Actinobacteria, ktery bé&hem
nasledujiciho tydne prudce klesl. V druhém tydnu se tak nejhojnéjSim kmenem stal
Proteobacteria, ktery prevazoval i v nasledujicich 7 dnech (Xiu a kol., 2023, s. 1-8).
Nedavna studie Lee a kol. poukazuje na moznou souvislost mezi vy§sim mnozstvim
bakterii kmene Proteobacteria a vznikem NEC (Lee a kol., 2020, s. 1-18). U druhé
skupiny, tedy déti, jejichz matky béhem gestace neuzivaly antibiotické preparaty,
béhem prvnich 7 dnu Zivota silné prevladal kmen Proteobacteria. V prubéhu dalsich
tydnl se jeho mnozZstvi snizilo a byl nahrazen kmenem Firmicutes. Ve tretim tydnu
zivota tento kmen zastaval témér 88 % celkového mnozstvi bakterii v komunité (Xiu
a kol., 2023, s. 1-8).
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Dle ziskanych dat bylo rozloZeni bakterialnich rodu v ramci jednotlivych skupin
nerovnomérné. U skupiny déti, jez byly vystaveny antibiotikim béhem svého
intrauterinniho vyvoje, byly pfevladajicimi rody Vibrio, Gardnerella, Streptococcus
a Staphylococcus. Rod Gardnerella byl silné pfevazujicim v prvnim tydnu zivota,
Streptococcus  ve  tfetim.  Enterococcus, Staphylococcus, Pseudomonas
a Streptococcus byly dominantnimi rody ve druhé skupiné novorozencu. Rod
Bifidobacterium byl pfitomen pouze u skupiny déti, ktera nebyla béhem gestace
vystavena antibiotikim. Zjisténi naznacuji, Zze prenatalni uzivani antibiotik mize
ovlivnit normalni kolonizaci stfevni mikrofléry pred€asné narozeného novorozence.
Tato skute¢nost zdlrazriuje potfebu peclivého zvazeni nastaveni antibiotické terapie
v téhotenstvi. PFi rozhodovani je tfeba brat v uvahu nejen pozitivni u€inky pro matku,
ale i pfipadny negativni dopad na plod (Xiu a kol., 2023, s. 1-8).

Protoze Casté uzivani antibiotik u nezralych déti narusuje rovnovahu strevniho
mikrobialniho prostfedi, zabyvali se Chang a kol. (2021, s. 1-8) vlivem rdznych
antibiotickych preparatl na stfevni mikrobiotu déti s VLBW. Ze studie byli vylouc¢eni
novorozenci, kterym byla podana probiotika a novorozenci, a u kterych doSlo
k zahajeni antibiotické terapie po 7 dnech zivota. Nezrali novorozenci zahrnuti do
studie byli nasledné rozdéleni do dvou skupin dle druhu podavaného antibiotického
pfipravku. Prvni skupinu tvofili novorozenci, ktefi dostavali kombinaci ampicilinu
a gentamicinu. Druhé skupiné byla podavana kombinace ampicilinu a cefotaximu.
Odbeér vzorku stolice od novorozence byl proveden ve véku jednoho tydne, dvou tydnu
a 30 dni.

Podrobna analyza na drovni kmene neprokazala vyznamné rozdily
v zastoupeni dominantnich kmenlu v zadném ze sledovanych obdobi. Kmen
zivota. U skupiny novorozencu, kterym byla podavana kombinace ampicilinu
a gentamicinu, doslo v pribéhu tohoto obdobi k narustu kmene Actinobacteriaz 7,6 %
na 32,7 %. Na ukor toho doslo ke snizeni kmene Proteobacteria z 28,4 % na necelych
17 %. Ve druhé skupiné novorozencl vykazovaly tyto dva kmeny opacnou tendenci
ve zvySovani a snizovani svého mnozstvi. Mnozstvi kmene Actinobacteria se snizil
z 19,3 % na 10,9 % a Proteobacteria zvySil z 12,3 % na 26,3 % (Chang a kol., 2021,
s. 1-8).
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Obrazek 8 — Porovnani stfevni mikrofléory nezralych novorozencl podle druhu podavanych
antibiotik
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Pozn.: Obrazek zobrazuje grafické znazornéni nejpocetnéjSich bakteridlnich kmenu stievni mikroflory
nezralych novorozencl v 7., 14. a 30. dnu zivota. Novorozenci jsou rozdéleni do dvou skupin podle
druhu podavanych antibiotik: Ampicilin a Gentamicin (vlevo), Ampicilin a Cefotaxime (vpravo).

Antibiotika byla novorozenclim podavana béhem prvniho tydne Zivota.

Prevzato z: “Impact of Early Empiric Antibiotic Regimens on the Gut Microbiota in Very Low Birth Weight
Preterm Infants: An Observational Study,“ od H. CHANG, J. CHIANG CHIAU, Y. HO a kol, 2021,
Frontiers in Pediatrics, 9, s. 4, (https://doi.org/ 10.3389/fped.2021.651713)

Nejvyraznejsi rozdil byl pozorovan v rodu Enterococcus. Skupina novorozencd,
jez dostavala kombinaci ampicilinu s cefotaximem, vykazovala vyznamné vysSi
hojnost bakteridlnich druht z rodu Enterococcus a to zejména béhem prvnich 7 dnu
zivota. Druhova bohatost v této skupiné se vyznamné snizila ve vzorcich z obdobi
2 tydnd a 30 dnU zivota v porovnani s prvnim odbérem (Chang a kol., 2021, s. 1-8).

Doslo také ke zménam v kolonizaci Bifidobacterium. U skupiny novorozencd,
kterym byla podavana kombinace ampicilinu a gentamicinu, doslo k naristu tohoto
rodu z necelych 6 % na 31,6 %. Tento rod se tak stal dominantnim ¢lenem bakterialni
komunity této skupiny déti v obdobi jednoho mésice zivota. U druhé skupiny
novorozencl doslo naopak k poklesu z 17,6 % na necelych 10 %. Staphylococcus byl
dominantnim rodem v obou vyzkumnych skupinach v prvnim a druhém odbéru.
MnozZstvi Lactobacillus se v pribéhu ¢asu snizilo u obou skupin, naopak hojnost

Streptococcus se zvysila (Chang a kol., 2021, s. 1-8).

36


http://doi.org/

Obrazek 9 — Porovnani stfevni mikrofléory nezralych novorozencl podle druhu podavanych
antibiotik
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Pozn.: Na obrazku jsou zobrazeny nejpocetnéjsi bakterialni rody stfevni mikrofléry nezralych
novorozenctl v 7., 14. a 30. dnu Zivota. Novorozenci jsou rozdéleni do dvou skupin podle druhu
podavanych antibiotik: Ampicilin a Gentamicin (vlevo), Ampicilin a Cefotaxime (vpravo). Antibiotika byla
novorozenctm podavana béhem prvniho tydne Zivota.

Prevzato z: “Impact of Early Empiric Antibiotic Regimens on the Gut Microbiota in Very Low Birth Weight
Preterm Infants: An Observational Study,“ od H. CHANG, J. CHIANG CHIAU, Y. HO a kol, 2021,
Frontiers in Pediatrics, 9, s. 4, (https://doi.org/ 10.3389/fped.2021.651713)

Zavérem lze fict, Ze rlzné antibiotické preparaty rlzné ovliviuji ¢asny vyvoj
stfevni mikrobioty pfed€asné narozenych déti. Pfi hodnoceni uc€inku antibiotik na
stfevni mikrofléru predcasné narozeného novorozence je tfeba vzit v uvahu nékolik
faktor(, jako jsou velikost davky, délka |é¢by a druh preparatu. Spektrum cefalosporin(
je Sirsi nez spektrum penicilint, coz potencialné vede k vétsi interferenci s normaini
mikroflérou. Dlouhodobé uzivani cefalosporint tfeti generace muize vést k vyssi
kolonizaci patogennich bakterii, jak naznacoval nadmérny rlst rodu Enterococcus
u novorozencu lé¢enych cefotaximem v této studii (Chang a kol., 2021, s. 1-8).

Zwittink a kol. vénovali pozornost délce antibiotické terapie a jeji souvislosti
s vyvojem stfevni mikrofléry. Studovali vliv kratkodobého a dlouhodobého
intraven6zniho podavani kombinace amoxicilinu s ceftazidimem u 15 predcasné
narozenych déti. Kratkodobé podavani antibiotik bylo definovano jako obdobi, pfi

kterém antibioticka terapie nepfesahla 72 h. Druha skupina déti, tedy s dlouhodobou
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antibiotickou terapii, dostavala dané Iéky = 5 dni. Z této skupiny byla u jednoho
novorozence diagnostikovana sepse a u tfi pneumonie, vzdy bez identifikace
konkrétniho patogenu. Obéma skupinam byly |éCivé pfipravky podavany béhem
prvniho tydnu zivota. Zwittink a kol. pouzili také kontrolni skupinu, tedy nezralé
novorozence bez antibiotické terapie. Vyvoj jejich stfevniho mikrobiomu byl pozorovan
po dobu 6 tydnu po narozeni. VSichni novorozenci byli narozeni vaginalné a dostavali
pouze enteralni vyzivu (Zwittink a kol., 2018, s. 475-483).

Obrazek 10 — Porovnani stievni mikrofléry nezralych novorozencu podle délky uzivani antibiotik
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Pozn.: Obrazek zobrazuje vyvoj stievniho mikrobialni profilu nezralych novorozenct béhem prvnich 6
tydn( Zivota, jeZ uZivali antibiotickou terapii. Novorozenci jsou rozdéleni do tfi skupin: ST — novorozenci
s kratkodobou antibiotickou terapii, LT — novorozenci s dlouhodobou antibiotickou terapii, Control —
kontrolni skupina. Cast A zobrazuje sloZeni mikrobioty detekované pomoci 16S rRNA genomového
sekvenovani, ¢ast B zobrazuje slozeni analyzované pomoci kvantitativni polymerazové fetézové

reakce.

Prevzato z: “Association between duration of intravenous antibiotic administration and early-life
microbiota development in late-preterm infants,” od R. D. ZWITTINK, |. B RENES, R. A VAN LINGEN,
a kol.,, 2018, European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, 37(3), s. 479,
(https://doi.org/10.1007/s10096-018-3193-y)
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U kontrolni skupiny novorozencu byl béhem sledovaného obdobi zaznamenan
nékolikanasobné vyssi vyskyt bakteridlniho rodu Bifidobacterium. Jeho pramérny
relativni vyskyt byl v mekoniu 45 % a postupné se zvySoval az na 73 %. Bylo u nich
zaznamenano také vyssi mnozstvi rodu Enterobacter v prvnim a druhém postnatalnim
tydnu a Actinomyces ve 3. a 4. tydnu. U novorozencl s kratkodobou a dlouhodobou
antibiotickou terapii nebyl stanoven specificky mikrobialni profil, ktery by pretrvaval po
celou dobu zkoumaného obdobi. Byla pozorovana vysoka variabilita mezi jednotlivymi
novorozenci. U obou skupin novorozencu byl pozorovan pokles bakterialiniho rodu
Bifidobacterium po podéani antibiotik. Zatimco u skupiny s kratkodobou antibiotickou
terapii se mnozstvi Bifidobacterium zacalo od 3. tydné postupné zvySovat, u druhé
skupiny pretrvavalo nizké po celych 6 tydn(. Tato zména naznacovala, Ze stfevni
mikroflora déti s kratkodobou antibiotickou terapii se vice podobala kontrolni skupiné
nez mikrofléra déti s dlouhodobym podavanim antibiotik (Zwittink a kol., 2018, s. 475-
483).

U obou skupin nezralych déti se stal Enterococcus dominantnim rodem béhem
podavani antibiotické terapie. Jeho dominance pretrvavala az dva tydny po vysazeni.
To mUze pro novorozence predstavovat riziko, protoZze nékteré druhy Enterococcus se
z béznych stfevnich symbiotickych organismu staly nozokomialnimi patogeny, jez jsou
rezistentni vi¢i fadé antibiotikiim. Na konci sledovaného obdobi nebyl celkovy pocet
mikroorganismd mezi skupinami odlisSny. Na zac¢atku sledovani byl nizsi u déti, jez
dostavaly antibiotickou terapii, coz naznacuje opozdénou mikrobidlni kolonizaci
z dhvodu antibiotické terapie (Zwittink a kol., 2018, s. 475-483).

Ze ziskanych dat vyplyva, ze kratkodobé i dlouhodobé intravendzni podavani
antibiotik béhem prvniho postnatalniho tydne vyrazné ovlivhuje gastrointestinalni
mikrofléru ditéte. Kratkodoba terapie vSak umoznuje vyssi kolonizaci Bifidobacterium
béhem prvnich 6 tydnl, coz naznacduje, Ze brzké vysazeni antibiotické |1é¢by umoznuje
Casnéjsi navrat ke spravné kolonizaci. Rozdily ve vyvoji mikrobiomu novorozence
zpUsobené antibiotickou [é¢bou by mohly ovlivnit zdravy vyvoj imunitniho systému
a mikrobialni kolonizaci gastrointestinalniho traktu kojence (Zwittink a kol., 2018, s.
475-483)

Chernikova a kol. popisuji souvislost mezi Casnou antibiotickou terapii

u nezralych novorozencl a nizsim vyskytem Bifidobacterium a Bacteroides. To
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naznacuje, ze ¢asna expozice antibiotikim muze ovlivnit budouci sloZzeni stfevniho
mikrobialniho prostfedi (Chernikova a kol., 2018, s. 71-79).

2.3.4 Probioticka suplementace

V souvislosti s tzv. idealnim mikrobiomem novorozeneckého stfeva, ktery ma
predstavovat terminovy novorozenec po VP, vyhradné kojeny a bez expozice
antibiotikim, pfisla myslenka podavani probiotik nezralym novorozencum, jejichz
stfevo mUze byt potencidlné kolonizovano skodlivymi bakteriemi. Probiotika jsou
novorozenci dodavana jako doplnék stravy s cilem normalizovat, tedy priblizit se co
nejvice idealnimu stfevnimu osidleni a snizit tak riziko vzniku komplikaci spojenych
s atypickym mikrobiomem. Drive bylo prezentovano, ze probiotika jsou bezpeéna
a zvySuji mnozstvi tzv. zdravi prospésnych bakterii pfitomnych ve stfeve. Za posledni
dobu studie prinesly nové zavéry ohledné fetalniho a novorozeneckého mikrobiomu
a prospésnost podavani probiotik se tak stala spornou. Rutinni podavani probiotik
predé¢asné narozenym novorozenclm se z duvodu téchto nejasnych skutecnosti
v praxi lisi napfi¢ zdravotnickymi zarizenimi (Healy a kol., 2023, s. 1-8). Zejména
v USA jsou probiotika u nezralych déti uzivana jen zfidka z divodu obavy z probiotické
sepse a kontaminace probiotickych produktt (Esaiassen a kol., 2018, s. 1-16).

Rada studii v8ak poukazuje na prospé&snost podavani probiotik. Rozsahlé
metaanalyzy prokazaly, Zze podavani probiotik mUze znacné snizit riziko propuknuti
NEC, nozokomialnich infekci a umrti novorozence (Staude a kol., 2018, s.1-12).
Zejména suplementace bifidobakteriemi ¢i laktobacily snizuje riziko NEC (Esaiassen
akol., 2018, s. 1-16).

Na zaklade ziskanych dat Ize tedy predpokladat, ze probioticka suplementace
pred¢asné narozenych déti mlze prinést fadu benefitl. Neni vSak zcela objasnéno,
jaké konkrétni bakterie, v jakém davkovani a po jakou dobu je nejefektivnéjsi podavat.
DuUlezita je také otazka bezpecénosti probiotické suplementace, a to zejména z dtivodu

nezralého imunitnino systému predc¢asné narozenych déti a fady invazivnich vstupt
u nich pfitomnych. Podévani probiotik mtize byt teoreticky zodpovédné za nékolik
vedlejsich udinkld jako jsou systémové infekce, $kodlivé metabolické aktivity,
nadmérné imunitni stimulace a meteorismus. Kromé& toho by probiotika neméla

obsahovat prenosné geny, jez vedou k rezistenci vic¢i antibiotikim. Také je vhodné

zajistit moznost rutinni detekce probiotické sepse (Van den Akker a kol., 2020, s. 664-
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680). Ta mUze byt u pfed¢asné narozenych déti zvlasté nebezpetna jak z divodu
jejich oslabené imunity, tak obtizné detekce probiotické bakteriémie klasickymi
kultivacnimi metodami (Costa a kol., 2018, s. 1-8). K probiotické bakteriémii mize dojit
v dUsledku stfevni translokace nebo kontaminace probiotického prfipravku. Mezi
bakterie detekované v ramci probiotické sepse patfi Lactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium infantis, Lactobacillus reuteri, Saccharomyces boulardii,
Bifidobacterium breve a Escherichia coli Nissle 1917. Nékteré druhy Escherichia coli
mohou byt povazovany za potencialné patogenni, jiné za probiotické. Dale neni
vhodné podavat probiotické bakterie, které produkuji d-laktat, z ddvodu, Ze muze
zvysovat riziko prekyseleni organismu ditéte. D-laktat produkuji nékteré druhy rodu
Lactobacillus, jako jsou napfiklad Lactobacillus reuteri a Lactobacillus acidophilus
(Van den Akker a kol., 2020, s. 664-680).

Probiotika mohou byt ucinngj§i u déti, kterym je podavano MM, nez
u novorozencl krmenych UM (Aceti a kol., 2017, s. 1-21). To mUze byt zpusobeno
diky specifickym oligosacharidim lidského mléka, z nichz ma prospéch rod
Bifidobacterium, zejména Bifidobacterium infantis (Underwood a kol., 2017, s. 449-
455).

Predmétem vyzkumu Esaiassen a kol. byl vliv probiotik a antibiotické terapie na
vyvijejici se stfevni mikrofléru prfedCasné narozenych déti. Nezrali novorozenci
narozeni pred 31. tydnem gestace byli rozdéleni dle GA na extrémné predCasné
narozené (pod 27. gestacni tyden), kterym byla podavana probiotika a velmi
predCasné narozené (nad 28. gestaéni tyden) bez probiotické suplementace. Skupina
novorozencl pod 27. tyden sice dostavala probiotika, ale také mnohem vys$$i mnozstvi
antibiotik nez skupina novorozencut bez probiotické suplementace. U dvou nezralych
déti pod 27. tyden zivota se rozvinul NEC. Kontrolni skupinu tvofili donoseni
novorozenci po VP. Identifikace stfevni mikrobioty probihala analyzou vzorku stolice,
ktera byla odebrana v obdobi prvniho tydne Zivota, 28. den a ve véku 4 mésicl
(Esaiassen a kol., 2018, s. 1-16).

V prvnim odbéru silné dominoval Bifidobacterium u extrémné predcasné
narozenych déti s probiotickou suplementaci. Ve druhém odbéru u téchto déti bylo
zaznamenano vyrazné zvyseni relativniho mnozstvi rodu Escherichia. K podobnému
vyraznému zvyseni mnozstvi Bifidobacterium doslo u velmi pfedasné narozenych
déti bez probiotické suplementace. DonoSené déti spolu se skupinou nezralych

novorozencl bez podavani probiotik méli vyssi mnozstvi bakteridlnich rodu
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Streptococcus a Veillonella v porovnani se treti skupinou. Obé skupiny predcasné
narozenych déti vykazovaly vyssi relativni vyskyt Staphylococcus a Enterococcus. Ve
4 mésicich zivota nebyly detekované zadné vyznamné rozdily v taxonomickém profilu
mezi kontrolni skupinou novorozencl a extrémné nezralymi novorozenci
s probiotickou suplementaci. U pred€asné narozenych déti bez podavani probiotik
bylo ve stejném obdobi nalezeno vys$Si mnozstvi rodu Prevotella. Lactobacillus byl
detekovan v malém mnozstvi u vsSech skupin. Novorozencim s probiotickou
suplementaci byl Lactobacillus podavan ve stejném mnozstvi jako Bifidobacterium,
a presto mnozstvi Bifidobacterium bylo nékolikanasobné vyssi. Moznym vysvétlenim
této skuteénosti mUze byt charakteristicka prostorova organizace strevnich bakterii, pfi
které jsou laktobacily orientovany spise ve stfevnich kryptach, a jsou tak méné
pritomny v odebraném vzorku stolice (Esaiassen a kol., 2018, s. 1-16).

Tématem studie Plummer a kol. (2018, s. 1-8) byl ucinek suplementace
probiotik na vyvoj stfevni mikrofléry predCasné narozenych. Nezralé novorozence
rozdélili na dvé skupiny, kdy jedna dostavala v ramci suplementace probiotika (38
novorozencl), druha placebo (28 novorozencl). Odbér vzorkl stolice probihal
v nékolika ¢asovych bodech v ramci jednoho roku zivota. Od kazdého novorozence
byly ziskany v prdméru 3 vzorky.

Bakterialni rod Bifidobacterium byl detekovan v 90 % odebranych vzorkd od
déti, které dostavaly probiotika a stal se tak nejrozSifenéjSim rodem ve vzorcich této
skupiny. U druhé skupiny byl detekovan pouze v 55 % vzorcich. Streptococcus byl
identifikovan ve % vzorkl déti s probiotickou suplementaci, v druhé skupiné v 53 %
odebranych vzorkd. U skupiny nezralych déti bez podavani probiotik byl jako
nejrozSirenéjSi kmen identifikovan Enterobacter, ktery byl pozitivni v 85 % vzorcich.

U druhé skupiny tomu tak bylo v 77 % vzorkd (Plummer a kol., 2018, s. 1-8).
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Obrazek 11 — Zobrazeni bakterialnich rodi detekovanych ve stievni mikrofléfe nezralych

novorozencull se suplementaci probiotik a placeba

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Relative abundance (% of total bacteria)

W Bifidobacterium m Citrobacter Enterobacter Escherichia-Shigella
W Staphylococcus W Streptococcus W Lactobacillus W Enterococcus
W Clostridium m Veillonella B Akkermansia B Other bacteria

Pozn.: Graf zobrazuje stievni mikrofléru velmi nezralych novorozencl. Novorozenci byli rozdéleni na
dvé skupiny, kdy jedna skupina dostavala probiotika (Probiotic) a druh& placebo (Placebo) po zahajeni
enteralniho pfijmu po zbytek hospitalizace nebo do dosazeni terminového korigovaného véku.

Zobrazeni mikrobialniho profilu je na Grovni rodu.

Prevzato z: “Gut microbiota of preterm infants supplemented with probiotics: sub-study of the ProPrems
trial,“ od E.L. PLUMMER, D. M. BULACH, G.L. MURRAY, S. E. JACOBS, S. N. TABRIZI a S. M.
GARLAND, 2018, BMC Microbiology, 18(1), s. 5, (https://doi.org/10.1186/s12866-018-1326-1)

Rody Bifidobacterium a Streptococcus byly detekovany alespon v jednom
vzorku vSech nedonosSenych déti s probiotickou suplementaci. Naopak Enterobacter,
Escherichia a Enterococcus byly popsany alespori v jednom analyzovaném vzorku
stolice déti bez probiotické suplementace. Zvysené mnozstvi Bifidobacterium bylo
pozorovano u kojencl s probiotickou suplementaci pouze béhem obdobi
suplementace. To mUze naznacovat, Zze zvySené mnozstvi tohoto rodu v dobé, kdy
jsou imunitni systém a novorozenecké stfevo velmi nezralé, mize vyznamné prispivat
k ochrané pifed NEC (Plummer a kol., 2018, s. 1-8).

2.4 Nekrotizujici enterokolitida

Nekrotizujici enterokolitida je onemocnéni, které postihuje vyhradné predcasné
narozené novorozence. Jedna se o slozity stav spojovany s nedostatenym vyvojem

stfeva, nerovnovahou bakterii v ném a poruchou mikrovaskularniho krevniho obéhu
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komplikaci pred¢asné narozeného novorozence a je vzacnd u novorozencu
narozenych po 32. gestacnim tydnu (Healy a kol., 2023, s. 1-8; Mihi a Good, 2019,
s. 145-157; Staude a kol. 2018, s. 1-12). Toto onemocnéni postihuje pfiblizné 7 %
predCasné narozenych déti s nizkou porodni hmotnosti a zhruba ve tfetiné pfipadu je
smrtelné (Chernikova a kol., 2018, s. 71-79; Wandro a kol., 2018, s. 1-12;). Etiologie
tohoto onemocnéni je multifaktorialni (Staude a kol., 2018, s.1-12). Déti, které trpi touto
komplikaci, maji pravdépodobné snizenou produkci stfevniho hlenu, nedostatec¢nou
stfevni imunitu a snizenou tvorbu endogennich antimikrobialnich faktort, které télo
prirozené chrani pred infekcemi. Z téchto dlvodl je pro bakterie snazsi prilnout
k epitelovym burikdm stfeva. Pokud je stfevo navic poskozeno v dUsledku ischemie
nebo hypoperfuze, Sance propuknuti NEC se opét zvysuje (Healy a kol., 2023, s. 1-8).
U NEC je prokazana souvislost s bakterialni mikroflérou novorozence. Tu pozitivhé
ovliviiuje MM, naopak antibiotické preparaty zpUsobuji bakteridlni dysbidzu, ktera
nasledné prispiva ke vzniku NEC (Staude a kol., 2018, s.1-12).

Cela patogeneze NEC neni stale pfesné objasnéna. Nejpfijimané;si teorie vak
tvrdi, ze v daném prostfedni se bakterialni endotoxin navaze na Tool-like receptor 4,
ktery se nachazi na epitelovych bunkach streva, tim se aktivuji PRR receptory, které
jsou schopny rozpoznat specifické konzervované molekuly asociované s patogennimi
mikroorganismy a dochazi k apoptéze bunék a poskozeni stfevniho epitelu (Mihi
a Good, 2019, s. 145-157). Aktivace receptorl vede k zanétlivému procesu v oblasti
odkryté lamina propria, tedy k uvolfiovani zanétlivych cytokind, jako jsou TNF-a, IL-1
a IL-8. Tyto zmény v kone¢ném dUsledku vedou k bunééné apoptdze, poskozeni
stfevniho epitelu az nekréze tkané (Healy a kol., 2023, s. 1-8). V obdobi pred
nastupem klinickych pfiznakd tohoto onemocnéni je popsana silna dominance
gramnegativnich bakterii v mikrobiomu novorozence a je zaznamenan pokles
anaerobnich bakterii (Staude a kol., 2018, s.1-12). Nebyl zatim identifikovan zadny
konkrétni mikroorganismus, ktery zaruCené hraje roli v rozvoji onemocnéni, fada studii
vSak uvadi vyssi relativni Cetnost Enterobacteriaceae spojenou s nizsi hojnosti
Bifidobacterium jako rizikovy faktor pro vznik NEC (Masi a kol., 2021, s. 2273-2282).
Nedavna metagenomicka analyza potvrdila vyssi relativni hojnost bakterialniho rodu
Klebsiella a vysSi miru replikace u vSech bakterii tésné pred nastupem tohoto
onemocnéni (Olm a kol., 2019, s. 1-12). Diskutuje se vSak, zda zménény vzorec

mikrofléry pfimo predisponuje ke vzniku NEC, ¢i je pouhym odrazem nedostatecné
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gastrointestinalni a imunologické zralosti. Nékteré zmény, jako vySSi pFitomnost
gramnegativnich bakterii a stafylokokl, mohou souviset ¢i dokonce byt
zpUsobené dlouhodobym pobytem na JIRP (Staude a kol., 2018, s.1-12).

Nékteré dfivéjSi studie popsaly, ze se NEC vétsinou nevyskytuje
u novorozencd, ktefi maji rozmanitou stfevni mikrobiotu. Toto tvrzeni mohou vysvétlit
dveé teorie. V prvni hraji hlavni roli vrozené faktory, kdy néktefi novorozenci zkratka
mohou byt diky genetické predispozici méné nachyini ke vzniku NEC nebo jejich
imunitni systém vyrazné prispiva ke snizeni rizika vzniku této komplikace. Druha teorie
souvisi s ochrannymi Ucinky stfevni mikrofléry. Raznorodi mikrobi ve stfevé mohou
snizovat riziko vzniku NEC. Rozmanitda skladba stfevni mikrobioty podporuje
schopnost bakterii regulovat zanétlivé procesy ve stfevé a zlepsuje integritu stfevniho
epitelu. To vyrazné pfispiva kudrzeni zdravé stfevni stény ¢&imz se muze
minimalizovat pravdépodobnost vyskytu této komplikace (Healy a kol., 2023, s. 1-8).
V souvislosti s danymi teoriemi pfinasi MM velmi prospésné ucinky. Podporuje totiz
jak bakterialni diverzitu, tak imunologické procesy novorozence. Kromé konzumace
MM se osvédcilo také podavani probiotik. Dodavani probiotickych mikroorganismu,
jako jsou Bifidobacterium, Lactobacillus a Saccharomyces, predasné narozenému
novorozenci, snizuje riziko vzniku NEC témér o polovinu (Staude a kol., 2018, s.1-12).

Pfijem MM se fadi mezi nejucinnéjsi faktory, které snizuji riziko NEC. | pfes to
se u déti, kterym je toto mléko podavano, NEC stéle objevuje. Tato skutenost
naznacuje, ze variabilni sloZeni Zivin a dalSich slozek MM muze byt v souvislosti
s propuknutim NEC dulezité. Masi a kol. ve své studii prozkoumali, jak oligosacharidy
matefského mléka a vyvoj stfevni mikrobioty novorozence souvisi s NEC. Do
vyzkumného Setfeni bylo zapojeno celkem 77 pfed¢asné narozenych novorozencu. U
33 bylo diagnostikovano onemocnéni NEC. VSichni novorozenci s timto onemocnénim
byli krmeni MM a 31 z nich dostavalo navic probiotika. Bylo zjiténo, ze oligosacharid
matefského mléka DSLNT byl vyznamné nizsi u MM, jez bylo podavano
novorozenclim, u kterych doslo k propuknuti NEC. Jeho prahova hladina byla
stanovena na 241nmol/ml. Metagenomické sekvenovani stolice ukazalo u téchto
novorozencl pred nastupem NEC vyznamné nizsi relativni vyskyt Bifidobacterium
longum a vys$Si relativni vyskyt Enterobacter cloacae. Na urovni kmend byla u déti
s timto onemocnénim zaznamenana vyznamné nizsi relativni hojnost Actinobacteria
a vysSi relativni ¢etnost Proteobacteria. Tento vyzkum potvrdil teorii, ze koncentrace

specifickych oligosacharidi matefského mléka je spojena se specifickymi zménami ve
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vyvoji stfevniho mikrobialni profilu. Niz8i koncentrace DSLNT byla spojena se
zménénym vzorcem vyvoje stievni mikrobioty a propuknutim NEC. Tato skuteCnost
mizZe vést ke zmé&nam pfi podavani darovaného ZM, kdy by mélo byt upfednostnéno
ZM s vysokym obsahem DSLNT (Masi a kol., 2021, s. 2273-2282).

Ackoli Cetné studie podporuji nazor, ze stfevni bakterie hraji zasadni roli
v patogenezi NEC, dosud nebyl zadny bakterialni druh konzistentné identifikovan jako
puvodce. NEC je tedy spojena s fadou mikroorganismu, pfevazné z kmene Firmicutes
a Proteobacteria. Z kmene Firmicutes se jednd zejména o koagulaza-negativni
stafylokoky a z Proteobacteria o E.coli, Klebsiella sp. a Cronobacter sakazakii (Lee
a kol., 2020, s. 1-18).

2.5 Porovnani mikrobiomu terminovych a nezralych novorozencu

2.5.1 Srovnani mikrobialnich fetalnich DNA profilt

Younge a kol. (2019, s. 1-14) rovnéz jako dalSi studie prokazali vyskyt
zivotaschopnych bakterii in utero. Kromé toho se snazili vice porozumét vzajemnému
vztahu mezi fetalnim mikrobidlnim DNA a mikrobialnim osidlenim matky. Byla
prokazana pritomnost mikrobd v dutiné Ustni a mekoniu u déti narozenych jiz ve
24. tydnu gestace. Diky modernim metodam analyzy mikrobialniho slozeni bylo
prokazano, ze dani mikrobi pochazeji ze zdroju in utero. V této studii byly analyzovany
vzorky od terminovych novorozencu a od 5 pfedéasné narozenych novorozencu, ktefi
se narodili pomoci SC. Do vyzkumu nebyli zahrnuti novorozenci po VP, aby se
predeslo expozici matefské urogenitalni mikrofléry. Gestaéni tyden novorozencul byl
vrozmezi od 24. do 29. tydne a 90 % déti mélo neporusené plodové obaly pred
zaCatkem SC. Za sterilnich podminek byly odebrany vzorky, jak ze strany ditéte, tak
matky. Byly odebrané vzorky z dutiny Ustni, mekonia placenty, plodovych obald,
endometria, krevni plasmy rodi¢ky i ditéte a vzorky pochazejici z poSevniho
a rektalniho prostredi matky.

Bylo zjisténo, ze mikrobiota placenty vykazuje zna¢nou podobnost s oralnim
mikrobialnim osidlenim nezralého novorozence bezprostfedné po porodu a skladbou
mikrobioty jeho mekonia. V nékterych pfipadech se vysetfované vzorky novorozence
shodovaly také ve velké mife s mikrobialnim profilem plodovych obalt. Bylo tomu tak

prevazné u vzorkl zdutiny Ustni ditéte, mikrobiota mekonia vykazovala spise
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podobnost s mikrobialnim slozenim placenty. GA nehral klicovou roli v podobnosti

vzorkd mezi matkou a ditétem (Younge a kol., 2019, s. 1-14).

Obrazek 12 — Podobnosti mezi matefskou a fetalni mikrofléorou u terminovych a predcasné

narozenych novorozencu
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Pozn.: Graf znazorfiuje porovnani podobnosti mezi materskou oralni mikroflorou (ORAL) a fetalni
mikrobiotou mekonia (INF FECES) u terminovych a pfed&asné narozenych novorozencil. Cast obrazku
A predstavuje dvojici matky a prfedCasné narozeného novorozence, a Cast B zobrazuje matku
a terminového novorozence. Zkratky popisuji zralost novorozence: PT — nezraly novorozence, FT —
terminovy novorozenec. Ciselné oznadeni pod zkratkou udava &islo novorozence zarazeného do

studie.

Prevzato z: “Fetal exposure to the maternal microbiota in humans and mice,” od N. YOUNGE, J. R.
MCCANN, J.BALLARD, a kol., 2019, JCI Insight, 4(19), s. 4, (https://doi.org/10.1172/jci.insight.127806)

Mikrobiota terminovych novorozencll se také prevazné podobala mikroblm
identifikovanych v placentarni tkani. Pouze jeden donoseny novorozenec vykazoval
vys$$i podobnost mikrobialniho profilu obou vzorkl s mikrobidlnim slozenim plodovych
oball. V souvislosti s timto zjisténim vznikla hypotéza zaloZzena na podobnosti mezi
matefskou a fetalni mikroflorou, ze mikroorganismy pfitomné v dutiné ustni nebo

stfevé matky, mohou byt transportovany k materno-fetalni bariéfe. Diskutuje se o dvou
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moznych zpusobech transportu mikrobl, a to bud prostfednictvim krevniho obéhu,
nebo pomoci bunék imunitniho systému. Zaveér této studie vsak odkazuje na potrebu
dal$iho zkoumani mechanismu, kterymi se dostava plod do kontaktu s materskou
mikrobiotou (Younge a kol., 2019, s. 1-14).

Také mikrobialni komunita v amnialni tekutiné si zaslouzi byt pfedmétem
diskuse, protoze muze ovlivnit bakterialni kolonizaci kiize a stfeva plodu (Stinson
a kol., 2020, s. 1-11). Dle Staude a kol. (2018, s. 1-12) ma vliv také na kolonizaci
dychacich cest pfed€asné narozeného novorozence. V pfipadé pritomnosti
nespravnych mikroorganismu v plodové vodé by mohla takhle skuteénost ovlivnit zrani
imunitniho systému plodu (Leiby a kol., 2018, s. 1-11; Stinson a kol., 2020, s. 1-11).
Vzhledem k tomu, ze infekce je velmi ¢asto pri€inou pfedc¢asného porodu, navrhuje se
hypotéza, kdy by se mohl li$it mikrobialni DNA profil plodové vody a plodovych obalt
u pfed¢asné narozenych a terminovych novorozencu. V nedavné studii byly na
zakladé této myslenky zkoumany vzorky plodové vody od zmifiovanych dvou skupin
novorozencl. Testované vzorky vykazovaly profily s nizkou bakterialni DNA.
V plodové vodé nebyli detekovani mikrobi obvykle spojeni se spontannim predéasnym
porodem. Nepodafilo se identifikovat zadné rozdily v genetickém materialu bakterii
napfic obéma skupinami. Zavéry studie tedy naznacuji, ze tzv. neskodné
mikroorganismy, jez nevyvolavaji prfedasny porod, a jsou typicky identifikovany
gravidity. Pokud tedy dochazi k pocatecni kolonizaci in utero v tak brzkém stadiu
téhotenstvi, ocekavalo by se, Ze béhem nékolika mésicl nitrodélozniho vyvoje jeji
Cetnost a diverzita vzroste. To se vSak nepotvrdilo, protoze byly nizké v pfipadé obou
skupin (Stinson a kol., 2020, s. 1-11).

Staude a kol. (2018, s. 1-12) popisuji odliSnosti mezi mikrobiotou plodovych
oballl terminovych a predterminovych novorozencl. Podle jejich udaju bakterie
Aerococcaceae, Bifidobacteriaceae a Fusobacteria prevazuji nebo se dokonce
nachazeji vyhradné v plodovych obalech pred€asné narozenych déti.

Obdobné jako s myslenkou ohledné mozného odliSného mikrobialniho slozeni
plodové vody u pfed€asnych porodu (Stinson a kol., 2020, s. 1-11) pfichazi domnénka
tykajici se mikrobialniho profilu placenty. Tuto skute¢nost se rozhodli prozkoumat
Leiby a kol. (2018, s. 1-11), kdy srovnavali mikrobialni DNA ve vzorcich placenty
z 20 terminovych a stejného poctu pfedterminovych porodd. Abnormalni mikrobialni

kolonizace placenty by totiz mohla ovlivnit také mikrobiom novorozence, protoze
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placentarni mikrobiota je podobna oralni fetalni mikrofléfe a mikrobialnimu slozeni
mekonia, jako to popsali Younge a kol. (2019, s. 1-14) ve své studii. Rovnéz jako
Stinson a kol. (2020, s. 1-11) demonstrovali ve svém zavéru, ze plodova voda
vykazovala nizkou &etnost a diverzitu mikroorganismu, Leiby a kol. popisuji podobné
nalezy ve vzorcich placentarni tkané obou skupin. Nepodafilo se tak ani potvrdit
hypotézu, ze placenta normalné obsahuje konzistentni bakterialni komunitu.
Vzhledem k tomu, ze je vzdy potieba pocitat s kontaminaci vySetfovaného vzorku
a nejasnym vysledkdm ohledné mikrobialniho osidleni placenty, se tato skupina védcu

priklani spise k hypotéze o sterilnim prostredi in utero (Leiby a kol., 2018, s. 1-11).

2.5.2 Porovnani mikrobiomu podle zralosti novorozence

Pro pochopeni rozdilu mezi mikrobiomem pfedterminovych a terminovych
novorozencl je nezbytné pochopit jeho proces zrani a utvareni (Heida a kol., 2021, s.
1-12). U nezralych novorozencl je ve srovnani s donosenymi novorozenci vys$si
pravdépodobnost, ze jim budou podany antibiotické preparaty a podstoupi delsi pobyt
v nemocnici, coz mlze vyvoj jejich stfevniho mikrobialniho osidleni znaéné ovlivnit
(Chen a Shi, 2023, s. 1-17). Pfedchozim studiim se podarilo tyto rozdily identifikovat.
U nedonosenych  novorozencld  bylo  zaznamenano  vys$$§i  mnozstvi
Gamaproteobacteria v porovnani s donosenymi novorozenci. U predCasné
narozenych déti je také popsané dlouhodobé nedostatecné mnozstvi bifidobakterii
a laktobacil, coz je znakem pozménéného vyvoje stfevni mikrobioty (Heida a kol.,
2021, s. 1-12). | dalsi studie potvrzuji u nezralych novorozenct prevahu Proteobacteria
spolu s Firmicutes (Healy a kol., 2023, s. 1-8).

U terminového novorozence ma vsak na stfevni mikrofléru vyznamny vliv mimo
jiné zplUsob porodu, ktery pretrvava zhruba po dobu pul roku. Donoseni novorozenci
po SC jsou kolonizovani Castéji mikroorganismy, jez mohou predstavovat riziko
budoucich infekci, jako jsou Enterococcus, Enterobacter a Klebsiella. V porovnani
s terminovymi novorozenci po VP jejich stfevni mikrobialni profil vykazuje nizsi
mnozstvi Lactobacillus a Bacteroides (Chen a Shi, 2023, s. 1-17). U terminového
vyhradné kojeného novorozence dominuje kmen Actinobacteria (Healy a kol., 2023, s.
1-8).

Dle Hiltunen a kol. (2022, s. 1804-1811) pfedCasné narozeni novorozenci

vykazuji vyznamné nizsi alfa diverzitu stfevni mikroflory a odliSné shlukovani v ramci
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beta diverzity ve srovnani s novorozenci narozenymi v terminu. Tato skute¢nost
naznacuje, ze mikrobiota nezralych déti je specificka.

Hill a kol. (2017, s. 1-18) porovnavali stfevni mikrobialni profil terminovych
a predterminovych novorozenct dle zplsobu porodu. Na zakladé vysledku své studie
popisuji, ze zhruba po 24 tydnech zivota nebyly ve vzorcich detekované vyrazné
rozdily zpusobené zralosti novorozence, vliv zpusobu porodu v$ak pretrvaval déle.
Z divodu mensiho mnozstvi vzork( ve skupiné nezralych novorozencl po VP se
nepodafrilo mikrobialni profil téchto novorozencl tak dobfe identifikovat, jako tomu bylo

u ostatnich skupin.

Obrazek 13 — Srovnani stfevni mikrofléry terminovych a predterminovych novorozenct dle

zpusobu porodu
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Pozn.: Na obrazku je grafické znazornéni stifevni mikrofléry nezralého (PT) a terminového novorozence
(FT). Novorozenci jsou kromé zralosti rozdéleni dle zplsobu porodu. Zkratka CS predstavuje porod
cisarskym fezem, zkratka SVD porod vaginalni. Stfevni mikrofléra je zobrazena na trovni kment béhem
1.,4., 8. a 24. tydne zivota.

Prevzato z: “ Evolution of gut microbiota composition from birth to 24 weeks in the INFANTMET
Corhort,“ od C. J. HILL, D. B. LYNCH, K. MURPHY, a kol., 2017, Microbiome, 5(1), s.10,

(https://doi.org/10.1186/540168-016-0213-y)

Nejvyraznéjsi rozdily ve skladbé strevniho mikrobialniho osidleni byly znatelné

v prvnim tydnu zivota. Vzorky obou skupin pred¢asné narozenych déti vykazovaly
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vyrazne vysSi mnozstvi Proteobacteria. Kromeé toho byl u nich zpo&atku zaznamenan
také vysoky relativni podil kmene Firmicutes, pozdéji se tento bakterialni kmen stava
dominantnim spolu s Actinobacteria. U terminovych novorozencl po SC v prvnim
tydnu zivota prevladal kmen Firmicutes, postupem ¢asu se na prvni pricky dostava
také kmen Actinobacteria, ktery zpocCatku vykazoval niz8§i mnozstvi. Skupina
terminovych novorozencl po VP méla po celou dobu zkoumani relativné stabilni
slozeni stfevni mikrofléry, kdy dominantnim kmenem byl Actinobacteria. Béhem
sledovaného obdobi byl pozorovan trend, kdy se mikrobialni profil zralych déti po SC
stale vice podobal profilu stejné zralé skupiny po VP. U pfedasné narozenych déti

nebyla tato skute¢nost zpozorovana v takové mire (Hill a kol., 2017, s. 1-18).

Obrazek 14 — Srovnani stievni mikrofléry terminovych a predterminovych novorozenct dle
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Pozn.: Graf zobrazuje slozeni stfevni mikroflory predéasné narozenych (PT) a terminovych
novorozenct (FT) v jednotlivych tydnech Zivota (1., 4., 8. a 24. tyden). Jsou dale rozdéleni dle zplsobu
porodu, ktery je oznacen zkratkou CS - cisafsky ez, nebo SVD - spontanni vaginalni porod. Zobrazeni

stfevniho mikrobialniho profilu je na Grovni rodu.
Prevzato z: “ Evolution of gut microbiota composition from birth to 24 weeks in the INFANTMET

Corhort, “ od C. J. HILL, D. B. LYNCH, K. MURPHY, a kol., 2017, Microbiome, 5(1), s.10,
(https://doi.org/10.1186/s40168-016-0213-y)
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Ve skupiné terminovych novorozenct po VP po celou dobu zkoumani
dominoval rod Bifidobacterium. Tento rod byl v prvnim tydnu zivota u zbylych skupin
déti detekovan ve vyrazné mensim mnozstvi, nasledné doslo k jeho nartstu. Obecné
u novorozencl po SC bylo v prvnim tydnu Zivota zaznamenano nizsi mnozstvi rodu
Bacteroides v porovnani s détmi po VP. U zralych novorozenct po SC se postupem
¢asu zvysSilo, u nezralych zlstalo na obdobné urovni po celou dobu zkoumani.
V zavéru sledovani byl tento rod u déti po SC stale vyrazné nizsi nez u novorozencl
po pfirozeném porodu (Hill a kol., 2017, s. 1-18).

Pfevahu bakterii z kmene Firmicutes (60,4 %) u pred€asné narozenych
novorozencl potvrdili také Hiltunen a kol. (2022, s. 1804-1811) ve své analyze.
U terminovych novorozenct dominoval kmen Proteobacteria (32,5 %) nad kmeny
Firmicutes (30,7 %) a Actinobacteria (29,5 %). Stfevni mikrobiota nezralych déti
vykazovala vysSi hladiny specifickych prozanétlivych bakterii. Tito autofi stfevni
mikrobiotu terminovych a predterminovych déti na zakladé zplsobu porodu
nesrovnavali, protoze dle jejich dat zpusob porodu neovliviuje skladbu stfevniho
mikrobialniho prostredi u nezralych déti (Hill a kol., 2017, s. 1-18).

Dahl a kol. ve svém srovnani predCasné narozenych a terminovych
novorozencl zjistili, Zze nezralé déti maji nizkou bakteridlni diverzitu a odlisné
mikrobialni slozeni (Dahl a kol., 2018, s. 1658-1669).

Obrazek 15 — Srovnani stfevni mikroflory terminovych a predterminovych novorozencii na
v pribéhu prvniho roku zivota
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Pozn.: Grafické znazornéni slozeni stfevniho mikrobialni profilu terminovych (Term) a pfedCasné
narozenych (Preterm) novorozenct na urovni kment. Obrazek je rozdélen do tfi ¢asti, kdy prvni ¢ast
predstavuje skladbu stfevni mikroflory 10. den zivota (10 days), druha ve 4 mésicich zivota (4 months)

a posledni v 1 roce zivota (12 months).

Prevzato z: “Preterm infants have distinct microbiomes not explained by mode of delivery, breastfeeding
duration or antibiotic exposure,“ od C. DAHL, H. STIGUM, J. VALEUR, a kol., 2018, International Journal
of Epidemiology, 47(5), s. 1665 (https://doi.org/10.1093/ije/dyy064)

| pfesto, ze se snazili vytvofit skupinu pfedCasné narozenych déti s minimem
nepfiznivych vlivl, jejich stfevni mikrobiota byla v prvnich dnech Zivota odli$na.
Skupinu tvofili nezrali novorozenci po vaginalnim porodu, vyluéné kojeni a bez
antibiotické terapie. Jejich stfevni mikrobialni prostredi vykazuje vysSi mnozstvi kmene
Proteobacteria a rodu Enterococcus ve srovnani s terminovymi novorozenci v prvnich
dnech zivota. Kmen Firmicutes byl pfitomen ve vysSim mnozstvi u zralych
novorozencl. Odlisnosti se vS§ak postupné snizovaly. Z pfilozeného grafu vyplyva, ze
nezrali novorozenci vykazovali nizsi hladiny kmene Bacteroidetes po celou dobu
zkoumani (Dahl a kol., 2018, s. 1658-1669).
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3 Metodika vyzkumu mikrobialni osidleni novorozence

3.1 Vyzkumné cile a hypotézy

Cilem vyzkumu je deskripce mikrobialniho osidleni potencialnimi patogeny
nezralého novorozence s porodni hmotnosti pod 1500 g. Dil€imi cili jsou:

- Prokazat, zda ma zpUsob porodu vliv na mikrobialni osidleni potencialnimi
patogeny nezralého novorozence s porodni hmotnosti pod 1500 ¢
bezprostfedné po porodu a béhem prvniho mésice zivota.

- Zjistit, zda existuje souvislost mezi gestacnim vékem a mikrobialnim osidlenim
potencialnimi patogeny nezralého novorozence s porodni hmotnosti pod

1500 g bezprostiedné po porodu a béhem prvniho mésice zivota.

K uvedenym cilim byly formulovany statistické hypotézy:

Cil 1:

HO1 Neexistuje signifikantni vztah mezi zplsobem porodu a skladbou mikrobialniho
osidleni nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni kmenda.

HA1 Existuje signifikantni vztah mezi zplsobem porodu a skladbou mikrobialniho
osidleni nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni kmenda.

H02 Neexistuje signifikantni vztah mezi zplsobem porodu a skladbou mikrobialniho
osidleni nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni rodu.

HA2 Existuje signifikantni vztah mezi zplsobem porodu a skladbou mikrobialniho
osidleni nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni rodu.

HO3 Neexistuje signifikantni vztah mezi zplUsobem porodu a sloZenim stfevni
mikrobialni komunity nezralého novorozence béhem prvniho mésice zivota na
drovni kmend.

HA3 Existuje signifikantni vztah mezi zplUsobem porodu a sloZzenim stfevni
mikrobialni komunity nezralého novorozence béhem prvniho mésice zivota na
drovni kmend.

HO04 Neexistuje signifikantni vztah mezi zplUsobem porodu a sloZenim stfevni
mikrobialni komunity nezralého novorozence béhem prvniho mésice zivota na
drovni rodua.

HA4 Existuje signifikantni vztah mezi zplsobem porodu a slozenim strevni
mikrobialni komunity nezralého novorozence béhem prvniho mésice zivota na

urovni rodu.
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Cil 2:

HO5

HA5

HO06

HA6

HO7

HA7

HO8

HAS8

Neexistuje signifikantni vztah mezi gestacnim vékem a slozenim mikrobialniho
osidleni nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni kmenda.
Existuje signifikantni vztah mezi gestatnim vékem a slozenim mikrobialniho
osidleni nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni kmenda.
Neexistuje signifikantni vztah mezi gestacnim vékem a slozenim mikrobialniho
osidleni nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni rodu.
Existuje signifikantni vztah mezi gestatnim vékem a slozenim mikrobialniho
osidleni nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni rodu.
Neexistuje signifikantni vztah mezi gestaénim vékem a slozenim stfevni
mikrobialni komunity nezralého novorozence v prubéhu prvniho mésice zZivota
na drovni kmenu.

Existuje signifikantni vztah mezi gestatnim vékem a slozenim stfevni
mikrobialni komunity nezralého novorozence v prubéhu prvniho mésice zZivota
na drovni kmenu.

Neexistuje signifikantni vztah mezi gestaénim vékem a slozenim stfevni
mikrobialni komunity nezralého novorozence v prubéhu prvniho mésice zZivota
na drovni rodu.

Existuje signifikantni vztah mezi gestatnim vékem a slozenim stfevni
mikrobialni komunity nezralého novorozence v prubéhu prvniho mésice zZivota

na urovni rodu.

3.2 Charakteristika vyzkumného vzorku

Vyzkumny soubor tvofilo celkem 207 pfed€asné narozenych novorozencu. U této

skupiny bylo zkoumano mikrobialni osidleni novorozence bezprostredné po porodu.
Z celkového poctu bylo 77 (37,20 %) novorozencl po VP, 130 (62,80 %) po SC, 97
(46,86 %) s GA <29+0 a 110 (53,14 %) s GA = 29+0. Kritéria vybéru participantd do
vyzkumu byly:

pred€asny porod, tedy porod pfed ukoncenym 37. tydnem gestace,
porodni hmotnost pfed€asné narozeného novorozence <1500 g,
vstupni kultivaéni vySetfeni stérl ze vSech nasledujicich mist: rektum, axila,

ucho, krk — nos.
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Z pUvodniho vyzkumného souboru byla vytvofena druha vyzkumna skupina, kterou
tvorilo celkem 139 participantt. Vstupnim kritériem pro zafazeni novorozence do této
vyzkumné skupiny bylo:
- Kultivagni vysetfeni stérl z rekta z prvnich 24 h Zivota, zhruba 1. a 4. tydne
zivota.
Z pUvodni skupiny bylo vyfazeno 68 (32,85 %) pfed€asné narozenych novorozencu

z dhvodu nedostate¢ného mnozstvi kultivacnich vysetfeni stérl z rekta.

3.3 Metoda sbéru dat

Realizace vyzkumného Setfeni probéhla pomoci kvantitativniho typu vyzkumu na
podkladé retrospektivni studie. Retrospektivni sbér dat probéhl z obdobi 1.1.2018 —
31.12. 2023. Data byla dohledana ze zdravotnické dokumentace FNOL, kde byli
novorozenci hospitalizovani na Novorozenecké JIRP. Do pfipravenych zadznamovych
archu byly zaznamenany nasledujici idaje novorozence: porodni hmotnost, gestaéni
vék, zpusob porodu, vysledky vstupnich kultivaénich vySetfeni odebranych z rekta,
axily, ucha, krk-nos, vysledky kultivacnich vysetfeni z rekta odebranych béhem 24 h,
1. a 4. tydne zivota, kalendarni mésic narozeni novorozence. Zjisténa data byla
nasledné statisticky zpracovana a porovnana na zakladé zvolenych vyzkumnych

skupin.

3.4 Realizace vyzkumu

Vyzkumné Setfeni pomoci kvantitativnino typu vyzkumu bylo provedeno na
zakladé souhlasného stanoviska Etické komise Fakulty zdravotnickych véd Univerzity
Palackého v Olomouci (pfiloha ¢€.1). Vyzkum byl realizovan ve FNOL, kdy byly pro sbér
dat vyuzity zdravotnické dokumentace z oddéleni Novorozenecké JIRP. Data byla
zapsana do zaznamového archu vytvoreném v Microsoft Excel a nasledné statisticky
zpracovana zkusenym biostatistikem z Ustavu molekularni a translaéni mediciny

Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

3.5 Metoda zpracovani dat

Ziskana data pomoci retrospektivni metody sbéru dat byla v programu Microsoft
Excel rozdélena do nékolika souborl pro lepsi prehlednost pfi zpracovavani

jednotlivych hypotéz. Statistické zpracovani dat bylo provedeno na UMTM LF UPOL.
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V ramci kazdého cile byla data vyhodnocena jak na drovni rodd, tak kmenu. Nejprve
byly v excelovych tabulkach detekované mikroorganismy oznaceny pfislusnym rodem
a kmenem, kam se taxonomicky fadi. Nasledné byla pro kazdy rod/kmen a typ/datum
odbéru vytvorena jedna souhrnna proménna, ktera oznacovala maximum z hodnot
u jednotlivych mikroorganismu patficich do pfisluseného rodu/kmene. Posléze byly
tyto souhrnné proménné kategorizovany do podoby A/N (rod/kmen v odbéru
pfitomen/nepritomen). Pritom v odbérech rektum byla za pozitivitu povazovana
hodnota 4, 5 a 6, hodnoty 0-3 byly povazovany za negativni. V ostatnich typech odbért
byla nula povazovana za negativni, jakakoli nenulova hodnota pak za pozitivni. Do
analyzy byly dale zarazeny: pomocna proménna pro identifikaci pacienta, GA
prevedené na ciselnou hodnotu, pomocna proménna pro rozli§eni zpusobu porodu
(VP a SC), pomocna promeénna pro rozliSeni gesta¢niho tydne.

Statistické zpracovani vstupnich stért (hypotéza €. 1, 2, 5, 6) spocivalo zejména
v porovnani podilu pozitivnich nalezl ve sledovanych vyzkumnych skupinach (t-test,
chi-kvadrat test). V ramci hypotéz ¢ 1 a 2 byly vyzkumné skupiny novorozencl
rozdélené dle zplUsobu porodu. U hypotéz €. 5. a 6 tvofili novorozenci skupiny na
zakladé gestaéniho tydne, kdy do jedné skupiny byli novorozenci zafazeni s gesta¢nim
vekem <29. tyden a do druhé = 29. tyden. V zavislosti k hypotézam €. 1 a 5 byly data
zpracovany a vyhodnoceny na urovni kmenu, hypotézy €. 2 a 6 na urovni rodu.

Vyvoj stievniho mikrobialniho osidleni novorozence (hypotézy €. 3, 4, 7, 8) byl
statisticky zhodnocen McNemarovym testem, jez se vyuziva v pfipadé parového
usporadani nominalnich dat, kdy sledujeme vyskyt nahodné veli€iny v rdmci jednoho
vybérového souboru dvakrat po sobé, doplnénym Fisherovym exaktnim testem.
V pfipadé hypotéz €. 3. a 7. probéhlo zpracovani dat na urovni mikrobialnich kmend,
u hypotéz €. 4. a 8 na Urovni rodl. Vyzkumné skupiny novorozencu byly v pfipadé
hypotéz €. 3 a 4 rozdéleny dle zpUsobu porodu (SC a VP) u hypotéz 7. a 8 dle GA
(<29. tyden a = 29. tyden). Byly porovnany bakterie pfitomné v kultivacnich
vySetfenich z rekta, jejichz odbér probéhl béhem prvnich 24 h, 1. a 4. tydne zivota.
Komparace probéhla na Urovni kmenu i rodd, a to jak mezi vyzkumnymi skupinami
navzajem, tak v rdmci jedné skupiny, kdy byl pozorovan vyvoj mikrobialniho osidleni

v Case.
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4 Interpretace vysledku

Pro lepsSi pochopeni problematiky blize popsané v nasledujicich vysledcich je
nutné zminit, Ze u nékterych novorozencl bylo hlaseno nékolik pozitivnich nalezu
v ramci jednoho kultivaéniho odbéru, zatimco u jinych byl nalez zcela negativni. Na
drovni rodu byl za jeden pozitivni nalez povazovan jeden bakterialni rod v daném
odbéru. V nékterych pripadech v§ak doslo k vyskytu vice rodd v rdmci jednoho odbéru
u jednoho novorozence. Vtomto pfipadé se pozitivita kazdého rodu u daného
novorozence pocitala samostatné. Z toho dlvodu je nékdy hlaseno vice pozitivnich
nalezl, nez byl celkovy pocet odbérl. Pro souhrn za kmen nebyly véak pouze seéteny
jednotlivé pozitivni ndlezy na urovni rodl, nebot u nékterych novorozencu bylo
pozitivnich vice rodd z jednoho kmenu v daném odbéru. Tyto vzorky by tak mylné byly
zapocitany vicekrat, proto pfi statistickém zpracovani doslo také k zohlednéni tohoto

faktu. Data uvedena v procentech jsou zaokrouhlena na dvé desetinna cCisla.

Dil¢i cil 1: Prokazat, zda ma zpUsob porodu vliv na mikrobialni osidleni nezralého
novorozence s porodni hmotnosti pod 1500 g bezprostfedné po porodu a béhem

prvniho mésice zivota.

Statisticka hypotéza €. 1:

HO1 Neexistuje signifikantni vztah mezi zptsobem porodu a skladbou mikrobialniho
osidleni nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni kmenda.

HA1 Existuje signifikantni vztah mezi zplsobem porodu a skladbou mikrobialniho

osidleni nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni kmenda.

Ovéreni platnosti hypotézy
NiZze uvedené tabulky zobrazuji zastoupeni jednotlivych bakterialnich kment ve
vstupnich stérech (axila, krk-nos, ucho, rektum) u novorozencl rozdélenych dle

zpUsobu porodu. Skupinu novorozencl po VP tvofilo 77 déti, po SC 130.
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Tabulka ¢é. 1 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle zpusobu

porodu z oblasti axily na arovni kmenu

Axila — bakterialni SC (n=130) Vaginalni po
kmen n % n %
Firmicutes o 2,31 % 20 25,97 %
Proteobacteria 2 1,54 % 14 18,18 %
Actinobacteria 0 0,00 % 2 2,60 %
Ascomycota 1 0,77 % 0 0,00 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

U novorozenct po SC bylo nalezeno celkem 6 pozitivnich nalez( na Grovni
kmenu, zatimco u déti po VP 36. V kultivacnich stérech z axily byl zji§tén statisticky
vyznamny rozdil v podilech negativnich a pozitivnich vzorki u kmend Firmicutes

a Proteobacteria, kdy u obou kmenu bylo p <0,001.

Tabulka ¢é. 2 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle zplisobu

porodu z oblasti krk-nos na arovni kmenu
Krk — bakterialni

SC (n=130) Vaginalni porod (n=77)

kmen n % n %
Firmicutes 20 15,38 % 29 37,66 %
Proteobacteria 3 2,31 % 17 22,08 %
Actinobacteria 0 0,00 % 2 2,60 %
Ascomycota 0 0,00 % 2 2,60 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Bylo identifikovano celkem 23 pozitivnich nalezd u déti po SC a 50
u novorozencul po VP. Ve vstupnich stérech z oblasti krk-nos byla dosazena statisticka
hladina vyznamnosti p <0,001 u kmen0 Firmicutes a Proteobacteria. | pfes zjisténé

rozdily byl Firmicutes dominantnim kmenem u obou skupin.

Tabulka ¢é. 3 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle zplisobu

porodu z oblasti ucha na urovni kmenu

n % n %
23 17,69 % 31 40,26 %
Proteob 1 0,77 % 18 23,38 %
ob 1 0,77 % 3 3,90 %
0 0 1 0,77 % 2 2,60 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta
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V prvni skupingé, tedy ve skupiné déti po SC, bylo detekovano celkem 26
pozitivnich nalezt. Ve druhé skupiné bylo hlaseno 54 pozitivnich nalezi. Rovnéz
v tomto odbéru byl zaznamenan vyznamny rozdil v mnozstvi bakterialnich kmenu

Firmicutes a Proteobacteria (p <0,001) a dominance kmene Firmicutes.

Tabulka ¢. 4 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle zplisobu

porodu z oblasti rekta na tdrovni kmenu

n % n %

82 63,08 % 36 46,75 %
Proteobacteria 39 30,00 % 50 64,94 %
A obacteriz 0 0,00 % 2 2,60 %
ASCO otz 0 0,00 % 1 1,30 %

sc vag sc vag sc vag sc veg
End

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Celkem bylo hlaseno ve skupiné po SC 121 pozitivnich vzorkl, ve druhé
skupiné 89. U bakterialniho kmenu Firmicutes byl dosazen vyznamny rozdil (p=0,317)
v podilech pozitivnich a negativnich nalezl pfi porovnani vyzkumnych skupin.
Obdobné tomu bylo také u kmenu Proteobacteria, kdy byla hodnota p <0,001. V tomto

stéru je pozorovana také rozdilnost v dominanci kmenu.

Graf €. 1 - Srovnani pozitivnich nalezu ve vstupnich stérech na arovni kmenu

Axila Krk Rectum Ucho

Phylum
Bl Actnobactens
. Ascomycota

. Firmicutes

I Protecbacteria

Vysvétlivky: Ciselna hodnota — pocet pozitivnich nalezll, SC — cisaisky fez, Vag — vaginalni porod, % -

procenta
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Grafické zobrazeni porovnava pozitivni nalezy na urovni kmenu jednotlivych
vyzkumnych skupin. Ciselné oznadeni grafu vlevo oznaéuje celkovy podet pozitivnich
nalezl, nikoli podil pozitivnich nalezll k negativnim. Proto je nutné zdUraznit, ze
skupinu déti po cisafském fezu tvofilo 130 novorozencl, po vaginalnim porodu 77

novorozencl. Dominovaly zejména kmeny Firmicutes a Proteobacteria.

Graf €. 2 - Zobrazeni nalezi kmene Firmicutes ve vstupnich stérech novorozencu

rozdélenych dle zpusobu porodu

Firmicutes

sC

Vag

Vysvétlivky: SC — porod cisafskym fezem, Vag - vaginalni porod, N — kmen v daném odbéru
nepfitomen, A — kmen v daném odbéru pfitomen, 24 h — prvni den Zivota, 7d — prvni tyden zivota, 1 m

— prvni mésic zivota, ¢iselna hodnota — pocet vzorkd

Graf zobrazuje nalezy kmene Firmicutes ve vSech vstupnich vzorcich. Tento

kmen byl povazovan za nejhojnéjsi.

Zaver:

Ve v8ech vstupnich stérech byl nalezen vyssi podil pozitivnich nalezt na urovni
kmenU u novorozencl po VP. Rozdil nebyl nalezen pouze v celkovém mnozstvi
pfitomnych bakterii, ale také v dominanci jednotlivych kmend. U obou vyzkumnych
skupin byl ve stérech krk-nos, axila a ucho kmen Firmicutes popsan za nejhojnégjsi. Ve
stérech z rekta u déti po SC dominoval kmen Firmicutes (63,08 %), zatimco u druhé
skupiny to byl Proteobacteria (64,94 %). Na zakladé zjiSténych informaci se zamita
hypotéza HO1 ve prospéch HA1.
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Statisticka hypotéza €. 2:

HO02 Neexistuje signifikantni vztah mezi zptsobem porodu a skladbou mikrobialniho
osidleni nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni rodu.

HA2 Existuje signifikantni vztah mezi zplsobem porodu a skladbou mikrobialniho

osidleni nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni rodu.

Ovéreni platnosti hypotézy
Ovéreni platnosti této hypotézy je shodné s hypotézou € 1 pouze stim

rozdilem, Ze je zkoumana na urovni rodu.

Tabulka ¢é. 5 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle zplisobu

porodu z oblasti axily na arovni rodu

DC n % n %

phyloca 1 0,77 % 19 24,68 %
ntoco 0 0,00 % 2 2,60 %
ob 0 0,00 % 1 1,30 %

. 0 0,00 % 2 2,60 %
1 0,77 % 11 14,29 %

. : 0 0,00 % 2 2,60 %
0CQ 2 1,54 % 0 0,00 %

op 1 0,77 % 0 0,00 %
dida 1 0,77 % 0 0,00 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

MnozZstvi detekovanych mikroorganismu ve stérech z axily bylo jednoznaéné
vys8i u déti po VP. U dané skupiny dominoval rod Staphylococcus (24,7 %). U déti po
SC byl celkové nizky pocet pozitivnich nalezl, proto nelze jednoznaéné urcit
dominantni rod. Statisticky vyznamny rozdil mezi vyzkumnymi skupinami byl v rodech

Escherichia a Staphylococcus, kdy p <0,001.
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Tabulka ¢. 6 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle zpisobu

porodu z oblasti krk-nos na drovni rodu

oJo n % n %
phyloca 17 13,08 % 26 33,77 %
DCO 4 3,08 % 3 3,90 %
ptocce 0 0,00 % 1 1,30 %
h 0 0,00 % 3 3,90 %
0 0,00 % 14 18,18 %
dic 0 0,00 % 2 2,60 %
0 h 0 0,00 % 2 2,60 %
op 1 0,77 % 0 0,00 %
Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Ve vstupnich stérech z oblasti krk-nos byl u obou skupin déti dominantnim
rodem Staphylococcus. Byl detekovan vyznamny rozdil v rGznorodosti
identifikovanych rodu, kdy se u déti po SC vyskytovaly pouze 3 rody, kdezto u druhé
skupiny 7 rodl. Statisticky vyznamny rozdil byl zjistén u dominantniho rodu
Staphylococcus a dale Escherichia, kdy byl v obou pfipadech hodnocen jako

statisticky vyznamny (p <0,001).

Tabulka ¢é. 7 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle zpisobu

porodu z oblasti ucha na urovni rodu

Ucho — bakterialni SC (n=130) Vaginalni porod (n=77)
rod n % n %
Lactobacillus 0 0,00 % 1 1,30 %
Staphylococcus 19 14,62 % 27 35,06 %
Enterococcus 4 3,08 % 0 0,00 %
Streptococcus 0 0,00 % ] 3,90 %
Klebsiella 0 0,00 % 5 6,49 %
Escherichia 0 0,00 % 12 15,6 %
Enterobacter 0 0,00 % 1 1,30 %
Candida 1 0,77 % 2 2,60 %
Corynebacterium 0 0,00 % | 3,90 %
Haemophillus 1 0,77 % 0 0,00 %
Micrococcus 1 0,77 % 0 0,00 %

Vysvétlivky: n — ¢etnost, % -

procenta

U novorozencl po vaginalnim zpUsobu porodu byla popsana vyssi riiznorodost

pfitomnych mikroorganismud. Dominantnim rodem byl u obou skupin Staphylococcus,
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i pfes to byl u néj popsan statisticky vyznamny rozdil v podilech pozitivnich vzorku
(p=0,001). Vyznamny rozdil byl nalezen také u rodl Klebsiella (p=0,007) a Escherichia
(p <0,001).

Tabulka €. 8 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozenctu rozdélenych dle zplsobu

porodu z oblasti rekta na Grovni rodu

DG n % n %
aphyloco 68 52,31 % 28 36,36 %
Broco 23 17,69 % 10 12,99 %
rtoce 1 0,77 % 1 1,30 %
: 1 0,77 % 0 0,00 %
; - 18 13,85 % 33 42,86 %
erobacte 8 6,15 % 5 6,49 %
bsie 13 10,00 % 14 18,18 %
domo 0 0,00 % 3 3,90 %
2 1,54 % 2 2,60 %
oh 1 0,77 % 2 2,60 %
did 0 0,00 % 1 1,30 %
0 ; 0 0,00 % 2 2,60 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Vv

nasledovan rodem Enterococcus (17,69 %). U déti po VP dominoval na prvnim misté
rod Escherichia (42,86 %), na druhém Staphylococcus (36,36 %). U obou rodu byl
popsan statisticky vyznamny rozdil (p=0,038 pro Staphylococcus, p<0,001 pro

Escherichia).
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Graf €. 3 - Srovnani pozitivnich naleza vstupnich stérd novorozenct rozdélenych dle

zpusobu porodu na urovni rodu

Axila Krk Rectum Ucho

Vég SIC Vég
End

Vysvétlivky: Ciselna hodnota — pocet pozitivnich nalezt, SC — cisaisky fez, Vag — vaginalni porod, % -

procenta

Graf prezentuje komparaci identifikovanych pozitivnich nalezi ve vstupnich
stérech na urovni rodu. Vys$si ¢etnost nalezl byla ve stérech z ucha, krk-nos a axily
identifikovana u skupiny déti po VP i pres nizsi pocet participantl této skupiny. Ve

vétsiné vzorkl pfevazoval rod Staphylococcus.

Graf €. 4 - Zobrazeni vyskytu bakterialniho rodu Staphylococcus ve vstupnich stérech

novorozencu rozdélenych dle zpusobu porodu
Staphylococcus

Vag

Rectum Krk Axila Ucho
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Vysvétlivky: SC — porod cisafskym fezem, Vag - vaginalni porod, N — kmen v daném odbéru
nepfitomen, A — kmen v daném odbéru pfitomen, 24 h — prvni den Zivota, 7d — prvni tyden zivota, 1 m

— prvni mésic zivota, ¢iselna hodnota — pocet vzorkd

Graf informuje o nalezech nejhojnéji zastoupeného rodu ve vstupnich stérech.

Zaveér

Z uvedenych dat vyplyva, ze mikrobialni osidleni novorozence v ramci danych
vyzkumnych skupin bezprostiedné po porodu na udrovni rodd je odliSné. V koznich
kultivacnich stérech byl hlasen vys$si podil pozitivnich nalezi u novorozencl po VP,
z ¢ehoz plyne, ze pokozka nezralych novorozencl po VP porodu je ¢asné po porodu
vice osidlena mikroby nez pokozka déti po SC. Stejny trend byl pozorovan také ve
stérech z rekta a krk-nos.

Staphylococcus byl nejhojnéji zastoupenym rodem ve vSech odbérech, kromé
stéru z rekta u déti po VP. V tomto odbéru byl na druhém misté ihned za bakterialnim
rodem Escherichia. Na zakladé vySe uvedenych informaci zamitame hypotézu HO2 ve

prospéch HA2.
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Statisticka hypotéza €. 3:

HO3 Neexistuje signifikantni vztah mezi zplUsobem porodu a sloZenim stfevni
mikrobialni komunity nezralého novorozence béhem prvniho mésice zivota na
urovni kmend.

HA3 Existuje signifikantni vztah mezi zplUsobem porodu a sloZzenim stfevni
mikrobialni komunity nezralého novorozence béhem prvniho mésice zivota na

urovni kmenu.

Ovéreni platnosti hypotézy

Vyvoj mikrobidlniho osidleni rekta béhem prvniho mésice Zivota byl zkouman
celkem na 139 novorozencich. PfedCasné narozené déti byly rozdéleny na dvé
skupiny dle zpUsobu porodu. Skupinu déti po VP tvofilo 57 (41,01 %) novorozencu, po
SC 82 (58,99 %). B&hem prvnich 4 tydnu Zivota byly pfedmétem zkoumani celkem 3
kultivacni stéry. Prvni byl odebran béhem prvnich 24 hodin zivota, druhy cca 7. den
Zivota a treti v dobé 4 tydnU postnatalniho stari. Komparace ziskanych dat probéhla

v rdmci této hypotézy na Grovni kmend.

Tabulka €. 9 - Mikrobialni osidleni rekta v prabéhu prvniho mésice zZivota u novorozencu
po VP na urovni kment

VP - bakterialni 24h (n=57) 1. tyden(n=57) 4. tyden (n=57)
kmen n % n % n %

Firmicutes 29 50,88 % 34 59,65 % 33 57,89 %
Proteobacteria 35 61,40 % 44 77,19 % 52 91,23 %
Actinobacteria 1 1,75 % 0 0,00 % 0 0,00 %
Ascomycota 0 0,00 % 1 1,75 % 0 0,00 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Pfitomnost alespon jednoho ze zkoumanych kmenu byla u pred¢asné
narozenych déti po VP hlasena v prvnim zkoumaném odbéru celkem 65x, v druhém
79x a ve tretim 85x. Nejhojnégji zastoupenym kmenem ve vsech odbérech byl
bakterialni kmen Proteobacteria, jez mél v prubéhu celého zkoumani rostouci
tendenci. Druhym nejpocetnéjsim kmenem byl Firmicutes, jehoz mnozstvi bylo po
celou dobu relativné stabilni a vyskytoval se v priméru u 56,14 % novorozencU.

Ojedinéle byly identifikované také kmeny Actinobacteria a Ascomycota.
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Tabulka ¢. 10 -

Mikrobialni

u novorozencu po SC na urovni kmenu

osidleni

rekta v pribéhu prvniho

mésice Zzivota

n % n % n %
49 59,76 % 44 53,66 % 44 53,66 %
Proteobacteria 26 31,711 % 51 62,20 % 68 82,93 %
A obacteria 0 0,00 % 0 0,00 % 0 0,00 %
0 ota 0 0,00 % 0 0,00 % 0 0,00 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Celkovy souhrn pozitivnich nalezl na urovni kmenu ¢&inil v prvnich 24 hodinach

zivota 75, prvni tyden 95 a na konci prvniho mésice 112 u nezralych déti po SC.

V prvnim odbéru dominoval kmen Firmicutes, v nasledujicim prvni misto prebral kmen

Proteobacteria. Obdobné jako u predchozi skupiny vykazovat kmen Proteobacteria

rostouci tendenci po celou dobu prvniho mésice zivota. Firmicutes si opét drzel

relativné stalou hodnotu a vyskytoval se primérné u vice nez poloviny novorozencu.

Jiné kmeny v odebranych vzorcich popsany nebyly.

Graf ¢.4 - Podily jednotlivych kmend na celkovém pocétu pozitivnich nalezi v daném

¢ase a zpusobu porodu
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Vysvétlivky: SC — porod cisaiskym fezem, Vag — vaginalni porod, 24 h — odbér z prvniho dne Zivota, 7

d — odbér ze cca 7. dne Zivota, Tm — odbér z 1 mésice Zivota, % - procentudlni podil pozitivnich nalezl
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Graf pfedstavuje komparaci pozitivnich nalez(l v daném &ase a zpusobu porodu
na urovni kmenu. Statisticky vyznamny rozdil byl identifikovan pouze v prvnim odbéru,

kde doslo k rozdilnému mnozstvi kmene Proteobacteria (p <0,001).

Graf €. 5 - Zobrazeni vyvoje kmene Firmicutes v prubéhu prvniho mésice zivota
novorozencu rozdélenych dle zpusobu porodu

Firmicutes

100

End

B sc
- Vag

Cluster

Firmicuf ftes 24h Firmicutes 7d Firmicutes 1m

Vysvétlivky: SC — porod cisafskym fezem, Vag - vaginalni porod, N — kmen v daném odbéru
nepfitomen, A — kmen v daném odbéru pfitomen, 24 h — prvni den zivota, 7 d — prvni tyden Zivota, 1 m

— prvni mésic zivota, ¢iselna hodnota — pocet vzorkd

Mikrobiélni kmen Firmicutes byl v u déti po VP zastoupen v prvnim zkoumaném
odbéru v 50,88 %, ve druhém v 59,65 % a ve tretim 57,89 %. U druhé skupiny
nezralych novorozencl bylo zastoupeni tohoto kmene nasledujici: 1. den Zivota -
59,76 %, 1.tyden - 53,66 %, 4. tyden - 53,66 %. Procentualni zastoupeni tohoto kmene

bylo tak u obou skupin obdobné po celou dobu vyzkumného Setfeni.
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Graf ¢. 6 - Zobrazeni vyvoje kmene Proteobacteria v priubéhu prvniho mésice zivota

novorozencu rozdélenych dle zpusobu porodu

Proteobacteria

sC

Vag

Proteobactena 24h Proteobacteria 7d Proteobacteria 1m

Vysvétlivky: SC — porod cisafskym fezem, Vag - vaginalni porod, N — kmen v daném odbéru
nepfitomen, A — kmen v daném odbéru pfitomen, 24 h — prvni den zivota, 7 d — prvni tyden Zivota, 1 m

— prvni mésic zivota, ¢iselna hodnota — pocet vzorkd

Kmen Proteobacteria byl prvni den zivota pfitomen u 61,40 % nezralych
novorozencl po VP, dale u 77,19 % a na konci prvniho mésice u 91,23 % novorozencu
dané skupiny. Ve skupiné déti po SC byl v prvnim odbéru popsan u 31,71 %
novorozencuy, v druhém u 62,20 % a ve tfetim u 82,93 %. Z uvedenych dat vyplyva, ze

u obou vyzkumnych skupin vykazoval dany rod rostouci tendenci v ¢ase.

Zaveér

Béhem zkoumani vyvoje mikrobidlniho osidleni rekta novorozencl po
rozdilnych zpUsobech porodu byl nalezen statisticky vyznamny rozdil pouze v odbéru
provedeném prvni den zivota, tedy bezprostfedné po porodu. V nasledujicich
odbérech dalsi vyznamné rozdily detekované nebyly. U obou vyzkumnych skupin byla
popsana relativné stabilni hodnota kmene Firmicutes. U kmene Proteobacteria byl
v obou pfipadech pozorovan rostouci trend. Na zakladé zjisténych dat, kdy byl
zkouman vyvoj béhem celého prvniho mésice zivota zamitame hypotézu HAS3 ve

prospéch HO3.
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Statisticka hypotéza €. 4:

HO04 Neexistuje signifikantni vztah mezi zplUsobem porodu a sloZenim stfevni
mikrobialni komunity nezralého novorozence béhem prvniho mésice zivota na
drovni rodua.

HA4 Existuje signifikantni vztah mezi zplsobem porodu a slozenim strevni
mikrobialni komunity nezralého novorozence béhem prvniho mésice zivota na

urovni rodu.

Ovéreni platnosti hypotézy
Hypotéza vychazi z pfedchozi hypotézy €. 3. Deskripce a komparace probéhla

na urovni rodu.

Tabulka é. 11 - Mikrobialni osidleni rekta v pribéhu prvniho mésice zivota

u novorozencu po VP na urovni rodu

0d n % n % n %
phyloco 23 40,35 % 16 28,07 % 6 10,53 %
0CQ 8 14,04 % 21 36,84 % 30 52,63 %
ptoco 0 0,00 % 0 0,00 % 1 1,75 %
23 40,35 % 28 4912 % 36 63,16 %
ob 0 0,00 % 8 14,04 % 7 12,28 %
b 10 17,54 % 7 12,28 % 21 36,84 %
domo 2 3,51% 2 3,51 % 4 7,02 %
2 351 % 0 0,00 % 0 0,00 %
ok 1 1,75 % 1 1,75 % 1 1,75 %
q h 1 1,75 % 0 0,00 % 0 0,00 %
did 0 0,00 % 1 1,75 % 0 0,00 %
ob 0 0,00 % 1 1,75 % 0 0,00 %
Rao 0 0,00 % 2 3,51 % 1 1,75 %
. 0 0,00 % 0 0,00 % 1 1,75 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Na urovni rodd bylo u vyzkumné skupiny déti po VP hlaseno v prvnim odbéru
celkem 70 pozitivnich nalezl, v druhém 87 a tfetim 108. Prvni den Zivota byly
dominantnimi rody Staphylococcus a Escherichia, kdy byly oba popsany u 40,35 %
novorozencl. Zhruba 7. den Zivota nadale prevazoval rod Escherichia (49,12 %) spolu
s rodem Enterococcus (36,84 %). Na konci prvniho mésice zivota dale dominoval rod

Eschericha (63,16 %), na druhém misté byl Enterococcus (52,63 %), na tretim
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Klebsiella (36,84 %). Se zvySujicim se stafim novorozence se zvySovalo nejen

mnozstvi pfitomnych mikroorganismd, ale také jejich rodova rliznorodost.

Tabulka é. 12 - Mikrobialni osidleni rekta v pribéhu prvniho mésice zivota

u novorozencu po SC na urovni rodu

SC - bakterialni 24h (n=82) 1. tyden (n=82) 4. tyden (n= 82)
rod n % n % n %
Staphylococcus 43 52,44 % 29 35,37 % 19 23,17 %
Enterococcus 10 12,20 % 23 28,05 % 34 41,46 %
Streptococcus 1 1,22 % 4 4,88 % 0 0,00 %
Bacillus 1 1,22 % 0 0,00 % 0 0,00 %
Escherichia 11 13,41 % 24 29,27 % 48 58,54 %
Enterobacter 6 7,32 % 10 12,20 % 15 18,29 %
Klebsiella 6 7,32 % 17 20,73 % 35 42,68 %
Pseudomonas 0 0,00 % 2 2,44 % 0 0,00 %
Serratia 2 2,44 % 4 4,88 % 4 4,88 %
Citrobacter 1 1,22 % 0 0,00 % 2 2,44 %
Acinetobacter 0 0,00 % 1 1,22 % 0 0,00 %
Raoultella 0 0,00 % 1 1,22 % 1 1,22 %
Pluralibacter 0 0,00 % 0 0,00 % 1 1,22 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Prvni den Zivota bylo identifikovano celkem 81 pozitivnich nalez( na drovni rodu
u déti po SC. Prvni tyden Zivota 115 pozitivnich nalezu, 4. tyden 159. V prvnim odbéru
dominoval rod Staphylococcus, jez byl pfitomen u 52,44 % novorozencl. V druhém
odbéru jeho mnozstvi pokleslo na 35,37 %, ale i pfesto byl nadale pfevazujicim rodem.
Ve tfetim odbéru byl za dominantni rod popsan Escherichia (58,54 %), za nim
nasledoval Klebsiella (42,68 %) a Enterococcus (41,46 %). Mnozstvi Staphylococcus
pokleslo na 23,17 %. Obdobné jako u druhé vyzkumné skupiny, také u déti po SC je
pozorovan rostouci trend pozitivnich nalezl v zavislosti v ¢ase. ZvySuje se také

rozmanitost detekovanych rodu.
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Graf €. 7 - Komparace pozitivnich nalezu 5 nejéastéji nalezenych bakterialnich rodu

u vyzkumnych skupin rozdélenych dle zpisobu porodu v daném case

24h 7d m
Genus
. Enterobacter
. Enterococcus
. Escherichia
B «ebsiea
. Staphylococcus
sc Vag sc vag sc vag

End

Vysvétlivky: SC — porod cisarskym fezem, Vag — vaginalni porod, 24 h — odbér z prvniho dne Zivota,
7 d - odbér ze cca 7. dne Zivota, 1m — odbér z 1 mésice Zivota, % -procentualni podil pozitivnich nalezl

Prvni den zivota byl popsan statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi rodu
Escherichia (p<0,001). Rozdil u daného rodu pfetrvaval také v prvnim tydnu
zivota(p=0,028). V kultivaénich stérech odebranych na konci prvniho mésice zivota

nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil mezi vyzkumnymi skupinami.

Graf €. 8 - Zobrazeni vyvoje rodu Escherichia v prubéhu prvniho mésice Zivota

novorozencu rozdélenych dle zpusobu porodu

Escherichia

SC

End

B sc
I veo

Vysvétlivky: SC — porod cisafskym fezem, Vag - vaginalni porod, N — kmen v daném odbéru
nepfitomen, A — kmen v daném odbéru pfitomen, 24 h — prvni den zivota, 7 d — prvni tyden Zivota, 1 m

— prvni mésic zivota, ¢iselna hodnota — pocet vzorkd
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Pozitivni nalezy rodu Escherichia byly ve skupiné déti po VP nasleduijici: 1. den
zivota - 40,35 %, 7. den zivota - 49,12 %, 1. mésic zivota - 63,16 %. U déti po SC byly
pozitivni nalezy v jednotlivych odbérech srostoucim stafim novorozence
v nasledujicim poradi: 13,41 %; 29,27 %; 58,54 %. Opét je u obou skupin novorozencu

pozorovan vzestupny trend.

Graf €. 9 - Zobrazeni vyvoje rodu Staphylococcus v priibéhu prvniho mésice Zivota

novorozencu rozdélenych dle zpusobu porodu

Staphylococcus

Staphylococcus 24h Staphylococcus 7d Staphylococcus 1m

Vysvétlivky: SC — porod cisafskym fezem, Vag - vaginalni porod, N — kmen v daném odbéru
nepfitomen, A — kmen v daném odbéru pfitomen, 24 h — prvni den zivota, 7 d — prvni tyden Zivota, 1 m

— prvni mésic zivota, ¢iselna hodnota — pocet vzorkd

Bakterialni rod Staphylococcus byl u vyzkumnych skupin identifikovan
nasledovné: 1. den zivota — SC - 52,44 %, VP - 40,35 %; 7. den zivota — SC - 35,37
%, VP - 28,07 %; 4. tyden zivota — SC - 23,17 %, VP - 10,53 %. U daného rodu byl
v obou vyzkumnych skupinach pozorovan Kklesajici trend se zvySujicim se

postnatalnim stafim novorozence.
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Graf ¢. 10 - Zobrazeni vyvoje rodu Klebsiella v priubéhu prvniho mésice zivota

novorozencu rozdélenych dle zpusobu porodu

Klebsiella

sC

Vag

Vysvétlivky: SC — porod cisafskym fezem, Vag - vaginalni porod, N — kmen v daném odbéru
nepfitomen, A — kmen v daném odbéru pfitomen, 24 h — prvni den Zivota, 7d — prvni tyden zivota, 1 m

— prvni mésic zivota, ¢iselna hodnota — pocet vzorkd

U novorozencu po vaginalnim porodu sice doslo v druhém odbéru k poklesu
mnozstvi rodu Klebsiella, nicméné poté doslo k opétovnému ristu. Pokud odhlédneme
od prvni sedmi dnu po porodu, nelze fici, Ze by byl trend poétu pozitivnich nalezi mezi

skupinami vyznamné odlisny.

Zaveér

V ramci vyvoje mikrobialni osidleni rekta na Urovni rodd byl u obou vyzkumnych
skupin pozorovan rostouci trend nejen v mnozstvi pfitomnych mikroorganismu, ale
také v rodové rozmanitosti. Byly identifikovany drobné variace v jednotlivych rodech,
vyvoj mikrobialniho osidleni rekta u obou skupin byl velmi podobny a vykazoval

obdobny trend. Hypotézu HO4 tedy nemlzeme zamitnout.
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Diléi cil 2: Zjistit, zda existuje souvislost mezi gestaénim vékem a mikrobialnim
osidlenim potencialnimi patogeny nezralého novorozence s porodni hmotnosti pod

1500 g bezprostiedné po porodu a béhem prvniho mésice zivota

Statisticka hypotéza €. 5:

HO5 Neexistuje signifikantni vztah mezi GA a slozenim mikrobidlniho osidleni
nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni kmenu.

HA5 Existuje signifikantni vztah mezi GA a slozenim mikrobialniho osidleni

nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na urovni kmenu.

Ovéreni platnosti hypotézy
Byl zvolen soubor 207 novorozencu, ktefi byli rozdéleni do dvou skupin dle
gestacniho tydne:
1. Vyzkumna skupina novorozencu s gestatnim tydnem <29+0: celkem 97
novorozencu (58 = 59,8 % déti po SC, 39 =40, 2 %déti po VP).
2. Vyzkumna skupina novorozencl s gestaénim tydnem =229+0: celkem 110
novorozencu (72 = 65,5 % déti po SC, 38 = 34,5 % déti po VP).
Opticky sice vypada, ze je ve vyzkumnych skupinach rozdilny pomér SC:VP, nicméné
ze statistického pohledu neni tento pomér vyznamny (p=0,486). Dale byly vstupni stéry

zkoumany obdobné jako v hypotéze €. 1.

Tabulka €. 13 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle GA z oblasti

axily na drovni kmenu

DAKierie ~hal 2 taal |

n % n %
16 16,49 % 7 6,36 %
Proteobacteriz 8 8,25 % 8 7.27 %
obacteria 1 1,03 % 1 0,91 %
. . 1 1,03 % 0 0,00 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Ve vstupnim stéru zaxily byl identifikovan statisticky vyznamny rozdil

v mnozstvi pozitivnich nalez kmene Firmicutes. U skupiny s GA <29+0 jich bylo

identifikovano celkem 16 (16,49 %) a u druhé skupiny 7 (6,36 %); p=0,036.
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Tabulka €. 14 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle GA z oblasti

krk-nos na urovni kmenu
Krk — bakterialni

kmen
Firmicutes 22,68 % 27 24 .55 %
Proteobacteria 11 11,34 % 9 8,18 %
Actinobacteria 0 0,00 % 2 1,82 %
Ascomycota 1 1,03 % 1 0,91 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

V tomto stéru nebyl mezi vyzkumnymi skupinami identifikovan zadny statisticky

vyznamny rozdil. V obou pfipadech dominoval kmen Firmicutes.

Tabulka €. 15 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle GA z oblasti

ucha na Grovni kmenu
Ucho - bakterialni <29+0 (n=97)
kmen n % n %
Firmicutes 24 24,74 % 30 27,27 %
Proteobacteria 7 7,22 % 12 10,91 %
Actinobacteria 2 2,06 % 2 1,82 %
Ascomycota 2 2,06 % 1 0,91 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Rovnéz vtomto stéru nebyly identifikovany statisticky vyznamné rozdily
v mnozstvi pozitivnich nalezt. Obdobné jako v ostatnich stérech i zde dominoval kmen

Firmicutes u obou vyzkumnych skupin.

Tabulka €. 16 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle GA z oblasti

rekta na urovni kmenu
Re hakteris D +( g O+( 0

n % n %

: 58 59,79 % 60 54, 55 %
Proteobacteria 40 41,24 % 49 44,55 %
A obacte 0 0,00 % 1 0,91 %

D 0 1 1,03 % 0 0,00 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Vstupni stéry zrekta byly velmi podobné u obou skupin a nebyly tak
identifikované zadné statisticky vyznamné rozdily. U obou skupin dominovaly kmeny

Firmicutes a Proteobacteria.
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Graf ¢. 11 - Komparace pozitivnich nalezti ve vstupnich stérech u vyzkumnych skupin

rozdélenych dle GA na urovni kmenu

Axila Krk Rectum Ucho

%0~
Phylum
] P Actinobacteria
. Ascomycota
. Firmicutes
I [ Proteobacteria
0- . - . I I
<29 >=29 <29 <29 <29 =29

= >=I29 >=Izg =,
Gest.age.Cat

Vysvétlivky: <29 — skupina novorozenct pod 29. tyden gestace, >= 29 — skupina novorozencl nad 29.

=]
o

Pocet

[}
=3

tyden gestace, % - procenta

Graf zobrazuje porovnani pozitivnich nalezt v ramci jednotlivych vyzkumnych
skupin. Nalezy byly velmi podobné a statisticky vyznamny rozdil byl popsan pouze

u kmene Firmicutes ve stérech z axily.

Graf €. 12 - Zobrazeni nalezi kmene Firmicutes ve vstupnich stérech u novorozencu

rozdélenych dle GA
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Vysveétlivky: <29 — skupina novorozencti s GA <29+0, >= 29 — skupina novorozencl s GA = 29+0, N —
kmen v daném odbéru nepfitomen, A — kmen v daném odbéru pfitomen, 24 h — prvni den zivota, 7 d —

prvni tyden Zivota, 1 m — prvni mésic Zivota, iselnd hodnota — pocet vzork

Graf €. 13 - Zobrazeni nalezd kmene Proteobacteria ve vstupnich stérech u novorozencu

rozdélenych dle GA

Proteobacteria

<29

>=29 |

Rectum Krk Axila Ucho

Vysveétlivky: <29 — skupina novorozencti s GA <29+0, >= 29 — skupina novorozencl s GA = 29+0, N —
kmen v daném odbéru nepfitomen, A — kmen v daném odbéru pfitomen, 24 h — prvni den zivota, 7 d —

prvni tyden Zivota, 1 m — prvni mésic Zivota, iselnd hodnota — pocet vzork

VVyse uvedené grafy zobrazuji mnozstvi pozitivnich a negativnich nalez dvou

nejhojnéji zastoupenych kmenu v rdmci obou vyzkumnych skupin.

Zaveér

U obou vyzkumnych skupin obecné dominovaly kmen Firmicutes
a Proteobacteria. Pozitivni nalezy kultivacnich stérd byly velmi podobné, statisticky
signifikantni rozdil byl nalezen pouze u jednoho kmene ve stérech z axily. Na zakladé

téchto informaci zamitame hypotézu H05 ve prospéch HAS.
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Statisticka hypotéza €. 6:

HO06 Neexistuje signifikantni vztah mezi GA a slozenim mikrobidlniho osidleni
nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na Urovni rodu.

HA6 Existuje signifikantni vztah mezi GA a slozenim mikrobialniho osidleni

nezralého novorozence bezprostfedné po porodu na Urovni rodu.

Ovéreni platnosti hypotézy
Ovéreni platnosti této hypotézy vychazi z hypotézy €. 5 s tim rozdilem, ze jeji

deskripce a komparace probéhla na urovni rodd.

Tabulka €. 17 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozenct rozdélenych dle GA véku

z oblasti axily na urovni rodu
bakteris D+( C 0+( i

Dd n % n %
phyloco 14 1443 % 6 5,45 %
ntoco 1 1,03 % 1 0,91 %
oh 0 0,00 % 1 0,91 %
. 0 0,00 % 2 1,82 %
7 7.22 % 5 4,55 %
0 h 1 1,03 % 1 0,91 %
pca 2 2,06 % 0 0,00 %
o[ 1 1,03 % 0 0,00 %
dic 1 1,03 % 0 0,00 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

V tomto stéru dominoval u déti s gestaénim tydnem <29+0 bakterialni rod
Staphylococcus (14,43 %). U druhé skupiny bylo mnozstvi detekovanych

mikroorganismu nizsi, ale nebylo shledano statisticky vyznamnym.
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Tabulka €. 18 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle GA z oblasti

krk-nos na urovni rodu

Krk — bakterialni <29+0 (n=97) 2 29+0 (n=110)
rod n % n %
Staphylococcus 19 19,59 % 24 21,82 %
Enterococcus 4 412 % 3 2,73 %
Streptococcus 0 0,00 % 1 0,91 %
Klebsiella 1 1,03 % 2 1,82 %
Escherichia 7 7,22 % 7 6,36 %
Candida 1 1,03 % 1 0,91 %
Corynebacterium 0 0,00 % 2 1,82 %
Haemophillus 1 1,03 % 0 0,00 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Ve stéru z mista krk-nos byly pozitivni nalezy u obou skupin obdobné

a dominoval opét rod Staphylococcus.

Tabulka €. 19 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle GA z oblasti

ucha na drovni rodu

Ucho - bakterialni <29+0 (n=97) 2 29+0 (n=110)
rod n % n %
Lactobacillus 1 1,03 % 0 0,00 %
Staphylococcus 18 18,56 % 28 25,45 %
Enterococcus 4 4,12 % 0 0,00 %
Streptococcus 1 1,03 % 2 1,82 %
Klebsiella 0 0,00 % 5 4,55 %
Escherichia 6 6,19 % 6 5,45 %
Enterobacter 0 0,00 % 1 0,91 %
Candida 2 2,06 % 0 0,00 %
Corynebacterium 1 1,03 % 2 1,82 %
Haemophillus 1 1,03 % 0 0,00 %
Micrococcus 1 1,03 % 0 0,00 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

Vuchu byl u obou skupin za nejpocetnéjsSi rod popsan Staphylococcus.
Vyznamny rozdil v podilu pozitivnich nalezl byl prokdzan pouze u Enterococcus
(p=0,047).
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Tabulka €. 20 - Vstupni mikrobialni osidleni novorozencu rozdélenych dle GA z oblasti

rekta na Urovni rodu

Vysvétlivky: n — ¢etnost, % -

n % n %
54 55,67 % 42 38,18 %
9 9,28 % 24 21,82 %
0 0,00 % 2 1,82 %
0 0,00 % 1 0,91 %
26 26,80 % 25 22,73 %
6 6,19 % 7 6,36 %
9 9,28 % 18 16,36 %
1 1,03 % 2 1,82 %
1 1,03 % 3 2,73 %
1 1,03 % 2 1,82 %
1 1,03 % 0 0,00 %
0 0,00 % 1 0,91 %

‘“éE ==‘29 “é‘&l ==I29 <é9

| pres to, ze v rektu obou skupin dominoval Staphylococcus, byl u ngj zjistén
statisticky vyznamny rozdil (p=0,017) mezi vyzkumnymi skupinami. Statisticky
vyznamny rozdil byl prokazan také u Enterococcus (p=0,023), ktery prevazoval u déti

s vy§Sim GA.

Graf €.14 - Komparace pozitivnich nalezli ve vstupnich stérech u vyzkumnych skupin
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Z pfilozeného grafu vyplyva, Zze ve vétsiné odbérd dominoval rod
Staphylococcus. Mezi dalSi hojné zastoupené rody patfi Escherichia, Enterococcus
a Klebsiella. V axile bylo hlaseno vice pozitivnich nalezt u déti s GA <29+0 (celkem
27), nez ve druhé skupiné novorozencU (celkem 16), i pfesto, Zze skupina s nizs§im GA

byla tvofena mensim souborem novorozencu.

Zaveér

Dominantni rod byl ve vétsiné odbért stejny u obou vyzkumny skupin. | pfes to
vSak byly identifikovany nékteré statisticky vyznamné rozdily v mnozstvi a slozeni
pozitivnich nalezl mezi vyzkumnymi skupinami. Na zakladé téchto dat zamitame

hypotézu HO6 ve prospéch HAG.
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Statisticka hypotéza €. 7:

HO7 Neexistuje signifikantni vztah mezi GA a slozenim stfevni mikrobidlni komunity
nezralého novorozence v prubéhu prvniho mésice zivota na Urovni kmenu.

HA7 Existuje signifikantni vztah mezi GA a slozenim stfevni mikrobialni komunity

nezralého novorozence v prubéhu prvniho mésice zivota na Urovni kmenu.

Ovéreni platnosti hypotézy
V ramci této hypotézy byl zkouman vzorek, ktery tvofilo celkem 139 nezralych
novorozencl. Novorozenci byly rozdéleny do dvou vyzkumnych skupin dle GA:
1. Vyzkumna skupina novorozencl s GA <29+0: celkem 80 novorozencl
(48 = 60 % déti po SC, 25 =40 % déti po VP).
2. Vyzkumna skupina novorozencu s GA = 29+0: celkem 59 novorozencu
(34 =57,63 % déti po SC, 38 =42,37 % déti po VP).
Dané hodnoty GA byly zvoleny tak, aby byl v obou skupinach dostatecny pocet
participantll pro statistické zpracovani dat a zaroven se ve vyslednych datech
minimalizovat vliv zpusobu porodu. Dale byl vyvoj mikrobialniho osidleni rekta

zkouman obdobné jako v hypotéze €. 3.

Tabulka é. 21 - Mikrobialni osidleni rekta v pribéhu prvniho mésice zivota

u novorozencu s GA <29+0 na urovni kmenu

n % n % n %
45 56,25 % 41 51,25 % 43 53,75 %
Proteobacteria 31 38,75 % 52 65,00 % 64 80,00 %
obacteria 0 0,00 % 0 0,00 % 0 0,00 %
Asca ota 0 0,00 % 1 1,25 % 0 0,00 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

U vyzkumné skupiny déti s GA <29+0 bezprostiedné po porodu jednoznaéné
dominoval kmen Firmicutes (56,25 %). Béhem prvniho mésice zivota si tento kmen
udrzoval relativné stalou hodnotu. Druhym nejpocetnéjSim kmene v prvnich hodinach
po porodu byl Proteobacteria (38,75 %), jehoz mnozstvi se postupné zvysovalo a stal
se tak dominantnim kmenem na konci sledovaného obdobi (80,00 %). Mnozstvi

pozitivnich nalezl v jednotlivych odbérech bylo postupné 76, 94 a 107.
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Tabulka ¢. 22 -

u novorozencu s GA 2 29+0 na urovni kmenu

24h (n= 59)

2 29+0 Bakterialni

1. tyden (n=59)

4. tyden (n= 59)

Mikrobialni osidleni rekta v prabéhu prvniho mésice 2zZivota

kmen n % n % n %
Firmicutes 33 55,93 % 37 62, 71 % 34 57,63 %
Proteobacteria 30 50,85 % 43 72,88 % 56 94, 92 %
Actinobacteria 1 1,69 % 0 0,00 % 0 0,00 %
Ascomycota 0 0,00 % 0 0,00 % 0 0,00 %
Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

V mikrobialni osidleni rekta skupiny nezralych novorozencu s GA = 29+0
dominovaly rovnéz kmeny Firmicutes a Proteobacteria. Proteobacteria vykazoval
rostouci tendenci béhem celého prvniho mésice zivota a stal se tak dominantnim
kmenem (94,92 %). Soucet pozitivnich nalezll v po sobé jdoucich odbérech byl 64, 80
a 90.

Graf €.15 - Komparace pozitivnich naleza v stérech zrekta u vyzkumnych skupin
rozdélenych dle GA na urovni kment
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Vysvétlivky: <29 — skupina novorozenct pod 29. tyden gestace, >= 29 — skupina novorozenctl nad 29.

tyden gestace, % - procenta

Z grafického zobrazeni pozitivnich nalezt v jednotlivych odbérech u obou

vyzkumnych skupin plyne, ze byly velmi podobné. Statisticky vyznamny rozdil
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(p=0,023) byl popsan pouze v poslednim sledovaném odbéru, kdy byl bakterialni kmen
Proteobacteria ve skupiné s GA <29+0 identifikovan u 80, 00% déti, ve skupiné s GA

> 29+0 byl nalezen u 94,92 % déti.

Graf €. 16 - Zobrazeni vyvoje kmene Firmicutes ve stfevni mikrofléfe u novorozencu

rozdélenych dle GA

Firmicutes

Gest.age.Cat

| B
B

Cluster

utas 24h Firmicutes 7d Firmicutes 1m

Vysveétlivky: <29 — skupina novorozencti s GA <29+0, >= 29 — skupina novorozencl s GA = 29+0, N —
kmen v daném odbéru nepfitomen, A — kmen v daném odbéru pfitomen, 24 h — prvni den zivota, 7 d —

prvni tyden Zivota, 1 m — prvni mésic Zivota, iselnd hodnota — pocet vzork

Graf ¢. 17 - Zobrazeni vyvoje kmene Proteobacteria ve stievni mikrofléfe u novorozencu

rozdélenych dle GA

Proteobacteria

Gest age.Cat
B
- >=20

Cluster

Protecbacteria 7d Protecbacteria 1m

Protachacteria 24h

Vysveétlivky: <29 — skupina novorozencti s GA <29+0, >= 29 — skupina novorozencl s GA = 29+0, N —
kmen v daném odbéru nepfitomen, A — kmen v daném odbéru pfitomen, 24 h — prvni den zivota, 7 d —

prvni tyden Zivota, 1 m — prvni mésic Zivota, iselnd hodnota — pocet vzork

Vyse pfilozené grafy zobrazuji vyvoj dvou dominantnich kmend u vyzkumnych

skupin béhem prvniho mésice zivota.
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Zaveér

U obou vyzkumnych skupiny byly jako dominantni kmeny ve stérech z rekta
zjistény Firmicutes a Proteobacteria. V poslednim odbéru byl sice popsan statisticky
vyznamny rozdil v mnozstvi kmene Proteobacteria, u obou vyzkumnych skupin byly
vSak pozorovany stejné trendy ve vyvoji strevni mikrofléry. Na zakladé téchto informaci

tedy nemUzeme hypotézu HO7 zamitnout.
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Statisticka hypotéza €. 8:

HO8 Neexistuje signifikantni vztah GA a slozenim stfevni mikrobidlni komunity
nezralého novorozence v prubéhu prvniho mésice zivota na Urovni rodu.

HA8 Existuje signifikantni vztah mezi GA a slozenim stfevni mikrobialni komunity

nezralého novorozence v prubéhu prvniho mésice zivota na Urovni rodu.

Ovéreni platnosti hypotézy
Data pro ovéreni této hypotézy vychazi z hypotézy €. 7. Jejich deskripce

a komparace probéhla na urovni rodu.

Tabulka é. 23 - Mikrobialni osidleni rekta v pribéhu prvniho mésice zivota

u novorozencu s GA <29+0 na urovni rodd
<29+0 Bakterialni 24h (n= 80) 1. tyden (n=80) 4. tyden (n= 80)

rod n % n % n %

Staphylococcus 42 52,50 % 28 35,00 % 17 21,25 %
Streptococcus 0 0,00 % 0 0,00 % 1 1,25 %
Enterobacter 4 5,00 % 12 15,00 % 17 21,25 %
Klebsiella 6 7,50 % 10 12,50 % 29 36,25 %
Escherichia 19 23,75 % 28 35,00 % 38 47,50 %
Enterococcus 6 7,50 % 18 22,50 % 32 40,00 %
Candida 0 0,00 % 1 1,25 % 0 0,00 %
Pseudomonas 0 0,00 % 1 1,25 % 2 2,50 %
Citrobacter 1 1,25 % 1 1,25 % 2 2,50 %
Serratia 1 1,25 % 3 3,75 % 2 2,50 %
ELITICE 0 0,00 % 2 2,50 % 1 1,25 %
Proteus 0 0,00 % 0 0,00 % 1 1,25 %
Acinetobacter 0 0,00 % 2 2,50 % 0 0,00 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

U déti sGA <29+0 v prvnim zkoumaném odbéru, t. kratce po porodu,
dominoval bakterialni rod Staphylococcus (52,50 %) a dale Escherichia (23,75 %).
Béhem dalsich tydnd Zivota byl u obou rodd pozorovan opaény trend, kdy mnozstvi
Staphylococcus v €ase klesalo, naopak mnozstvi Eschericha se zvySovalo. Na konci
prvniho mésice v rektu dominoval rod Escherichia (47,50 %), dale Enterococcus
(40,00 %) a Klebsiella (36,25 %). Celkovy pocet pozitivnich nalezl identifikovanych
v jednotlivych odbérech byl —postupné 79, 106 a 142.
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Tabulka ¢é. 24 - Mikrobialni osidleni rekta v pribéhu prvniho mésice zivota

u novorozencu s GA = 29+0 na urovni rodu

0d n % n % n %
ap DCO 24 40,68 % 17 28,81 % 8 13,56 %
eptoca 1 1,69 % 4 6,78 % 0 0,00 %
erobacte 2 3,39 % 6 10,17 % 5 8,57 %
ebsiella 10 16,95 % 14 23,73 % 27 4576 %
g : 15 25,42 % 24 40,68 % 46 77,97 %
orynebacte 1 1,69 % 0 0,00 % 0 0,00 %
eroco 12 20,34 % 26 44.07 % 32 54,24 %
did 0 0,00 % 0 0,00 % 0 0,00 %
P domo 2 3,39 % 3 5,08 % 2 3,39 %
3 5,08 % 2 3,39 % 2 3,39 %
Db 1 1,69 % 0 0,00 % 1 1,69 %
Rac 0 0,00 % 1 1,69 % 1 1,69 %
B3 1 1,69 % 0 0,00 % 0 0,00 %
Pluralibacte 0 0,00 % 0 0,00 % 1 1,69 %

Vysvétlivky: n — Cetnost, % - procenta

U druhé vyzkumné skupiny, tedy novorozenct s GA = 29+0, dominoval kratce
po porodu v rektu Staphylococcus (40,68 %). Kromé néj byly identifikovany i dalsi rody
ve vysSSim mnozstvi, jako jsou Escherichia (25,42 %) Enterococcus (20,34 %)
a Klebsiella (16,95 %). Zhruba v dobé 1 mésice postnatalniho stari mezi dominantni
rody patfily Escherichia (77,97 %), Enterococcus (54,24 %) a Klebsiella (45,76 %).
Zpocatku dominantni rod Staphylococcus poklesl na 8 (13,56 %) pozitivnich nalezu.
V kultivaénich stérech byl postupné identifikovan nasledujici pocet pozitivnich nalezu:
72,97 a 125.
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Graf €. 18 — Komparace pozitivnhich naleza 5 nejéastéji nalezenych bakterialnich rodu

u vyzkumnych skupin rozdélenych dle GA v daném &ase
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U obou vyzkumnych skupin byla pozorovana Kklesajici tendence rodu
Staphylococcus. Prvni den zivota novorozence byl zjistén vyznamny rozdil v mnozstvi
rodu Enterococcus (p=0,046). ZvySené mnozstvi nalezi Enterococcus u skupiny
novorozencl s GA 2 29+0 pretrvavalo i v prvnim tydnu (p=0,012). Kromé toho byl
zjistén rozdil také v mnozstvi rodu Streptococcus (p=0,031). Tyto rozdily se ve 4. tydnu

zivota upravily a byl identifikovan vyznamny rozdil pouze v rodu Escherichia (p<0,001).

Zaveér

U obou zkoumanych skupin mUzeme pozorovat jisté podobnosti ve vyvoji
stfevniho mikrobialni osidleni b&éhem prvniho mésice zivota. Kromé zvySujiciho se
mnozstvi pfitomnych mikroorganismd byl u obou skupin zaznamenan pokles rodu
Staphylococcus, naopak narlst rodd Escherichia, Enterococcus a Kilebsiella.
Bakterialni rod Enterobacter vykazoval rostouci tendenci u skupiny déti s GA <29+0,
u déti s GA = 29+0 v poslednim odbéru poklesl, ale nebylo to hodnoceno jako

statisticky vyznamné. Na zakladé téchto informaci nelze hypotézu H08 zamitnout.
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5 Diskuze

Béhem prvnich 48 meésicu zivota dochazi postupné k vyvoji stabilniho
mikrobiomu. Kratce po narozeni vSak existuje fada faktor(, které proces ziskavani
vlastniho mikrobialniho osidleni mohou negativné ovlivnit. PfedCasné narozeny
novorozenec je uz ve své podstaté diky nezralosti a zdravotni péci s ni spojené
nachylnéjsi  k ziskani  aberantniho  mikrobiomu v porovnani s terminovymi
novorozenci. Vzhledem k tomu, ze byla popsana souvislost mezi slozenim mikrobiomu
a patofyziologii nékterych onemocnéni, spravné pochopeni problematiky vyvoje
mikrobiomu by mohlo pomoci snizit vyskyt fady komplikaci a chorob. Vysledky tohoto
vyzkumu mohou byt dal$imi podklady pro lepsi pochopeni dané problematiky.

V prvnim cili byla zkoumana korelace mezi zplsobem porodu a mikrobialnim
osidlenim nezralého novorozence. Souvislosti byly zkoumany jak na Urovni kmend,
tak rodu. Predmétem zkoumani byly nejprve kozni stéry (ucho, axila) a krk-nos.
Z vyzkumného Setreni vyplynulo, ze nezrali novorozenci po VP jsou vice osidleni
mikroorganismy nez novorozenci po SC. Kdyz se zaméfime na skladbu mikrobialniho
osidleni, tak bylo zjisténo, Ze u obou skupin nezralych novorozencl bylo detekovano
vysoké mnozstvi bakterii z kmene Firmicutes, konkrétné rod Staphylococcus. Diky
obecné vyssSimu mnozstvi pozitivnich nalez( ve skupiné VP byly vSak i u téchto
mikroorganismu detekovany signifikantni rozdily v mnozstvi pozitivnich nalezt. Dalsi
rozdil byl zjiStén u kmene Proteobacteria (zejména rod Escherichia), ktery byl nalezen
ve vy8Sim mnozstvi opét u déti po VP. Tato zjisténi jsou CasteCné v rozporu
s vyzkumem Pammi a kol., 2017, s. 1-14, ktefi rovnéz popisuji vysoké mnozstvi kmenu
Proteobacteria a Firmicutes u nezralych novorozencu, ale neshledavaji souvislost
mezi slozenim kozniho mikrobiomu a zplsobem porodu.

Dale byla vénovana pozornost stfevni mikrofléfe pfed€asneé narozenych déti.
Zde bylo mnozstvi pozitivnich nalezi v obou vyzkumnych skupinach relativné
vyrovnané. Obdobné jako v prfedchozich stérech, také ve stérech zrekta obecné
dominovaly dva kmeny — Firmicutes a Proteobacteria. Obecné dominanci téchto
kmenU u pfed¢asné narozenych déti popisuji také dalsi studie: Hiltunen a kol., 2022,
s. 1804-1811; Hill a kol., 2017, s. 1-18; Pammi a kol., 2017, s. 1-14; Xiu a kol., 2023,
s. 1-8, Healy a kol., 2023, s. 1-8.

Bezprostfedné po porodu bylo mnozstvi kmene Firmicutes u obou skupin
obdobné (SC - 59,76 %, VP — 50,88 %), u kmene Proteobacteria byl vSak detekovan
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signifikantni rozdil (SC — 31,71 %, VP — 61,40 %). To zapfricil zejména rod Escherichia
(SC - 13,41 %, VP — 40,35 %). Vyssi mnozstvi tohoto rodu u déti po VP popsali také
Heida a kol., 2021, s. 1-12.

Hill a kol., 2017, s. 1-18 popisuji dominanci kmene Proteobacteria béhem
prvniho tydne zivota u obou skupin. Vyssi relativni Cetnost véak byla shodné s timto
vyzkumem popsana u déti po VP. Hill a kol., 2017, s. 1-18 vSak nesouhlasné popisuji
vy8Si mnozstvi rodu Escherichia u skupiny SC. Kromé& toho popisuji také vyssi
mnozstvi rodu Enterobacter u déti po VP, coz v tomto vyzkumu nebylo potvrzeno.

Také Xiu a kol., 2023, s. 1-8 ve své studii uvadi odlisné vysledky, kdy popisuji
vyrazné vySsi mnozstvi kmene Proteobacteria v prvnim tydnu zivota u déti po SC
(93 %) nez po VP (55,5 %). V tomto vyzkumu nebyl v prvnim tydnu zivota shledan
statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi kmene Proteobacteria mezi vyzkumnymi
skupinami (SC - 62,20 %, VP — 77,19 %).

Béhem prvniho mésice zivota dalsi vyznamné rozdily zjistény nebyly. Heida
a kol., 2021, s. 1-12 rovnéz nepopisuji vliv zplsobu porodu na stfevni mikrofléru
nezralych déti po prvnim mésici zivota. U obou skupin byla pozorovana rostouci
tendence pozitivnich nalezl a s tim i kmene Proteobacteria (zejména rod Escherichia
a Klebsiella). Firmicutes si udrzoval zhruba stalou hodnotu. V ramci tohoto kmene
dochazelo postupné k vzestupu rodu Enterococcus na ukor Staphylococcus. Tyto
vysledky nejsou shodné s vyzkumem Hill a kol., 2017, s. 1-18, protoze popisuji
postupny pokles mnozstvi rodu Escherichia.

Kromeé vlivu zplsobu porodu na mikrobiom nezralého novorozence byla v tomto
vyzkumu zkoumana také souvislost s GA. Mikroorganismy identifikované ve vstupnich
stérech vykazovaly drobné variace. Obecné dominoval kmen Firmicutes (zejména rod
Staphylococcus), ktery byl ve vySSim mnozstvi identifikovan ve stérech z axily
u skupiny s GA <29+0. Rozdily byly zjistény také v rodu Enterococcus, ktery byl v uchu
u déti s GA<29+0.

Bezprostfedné po porodu byl u obou skupin v rektu nejpocetnéjSim kmenem
Firmicutes (zejména Staphylococcus, Enterococcus), nasledné Proteobacteria
(obzvlast’ Escherichia, Klebsiella). U obou skupin dominoval Staphylococcus, u déti
s GA <29+0 bylo vSak zjisténo vySsSi mnozstvi Staphylococus na ukor Enterococcus.
Kmen Firmicutes si udrzoval relativné stalou hodnotu u v8ech novorozencu po celou
dobu vyzkumného Setfeni, kdy se zvySovalo mnozstvi rodu Enterococcus na ukor

Staphylococcus. U kmene Proteobacteria (hlavné u rodl Escherichia a Klebsiella) byl
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pozorovan rostouci trend. MnozZstvi pozitivnich nalezi v ramci tohoto kmene bylo
v poslednim odbéru shledano statisticky vyznamnym, rostouci tendence vSak byla
shodné pozorovana u obou vyzkumnych skupin. Odlisnosti byly konkrétné pozorovany
ve vyvoji rodu Enterobacter, ktery se u skupiny s GA = 29+0 postupné zvySoval,
u druhé skupiny v poslednim odbéru poklesl. Tento pokles nebyl vSak shledan
statisticky vyznamnym. Vyvoj stfevniho mikrobiomu tedy vykazoval drobné variace,
ale vysledny trend byl stejny.

Hiltunen a kol., 2022, s. 1804-1811 se neztotoznuji s zadnymi zavéry tohoto
vyzkumu. Demonstruji, ze zpUsob porodu spolu s gestaénim vékem nemaji vliv na
pocatecni mikrobialni kolonizaci nezralého novorozence.

Mezi hlavni limitace tohoto vyzkumu Ize zafadit nedostateény pocet participant(
(zejména po VP) a dostupnost informaci o pozitivnich nalezech pouze potencialné
patogennich mikroorganismu. V této diplomové préaci byl popsan také vliv dalSich
perinatalnich faktor(, jako jsou antibioticka terapie, klokankovani, druh podavaného
mléka a probioticka suplementace, na slozeni mikrobiomu nezralych déti. Zminéné
faktory v tomto vyzkumu nebyly zohlednény a mohou tak pfedstavovat dalSi vyznamné
limitace. Vzhledem k naro¢nosti problematiky bychom doporuéili realizaci dalSich
studii, kde bude zkouman vliv nejen zpusobu porodu a GA, ale také dalSich
vyznamnych faktoru, které mohou mikrobialni osidleni nezralého novorozence v ¢asné
fazi zivota ovlivnit. Pro komplexni zhodnoceni mikrobiomu pfedCasné narozenych déti

je potfeba se zaméfit také na mikroorganismy, jez jsou soucasti fyziologické flory.
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Zaveér

Rocéné se narodi celosvétove pres 2 miliony déti pred€asné a nezralost se fadi
mezi jednu z hlavnich pfi€in umrti déti. Na jejich zdravotni stav a preziti maji vliv
pfidruzena onemocnéni a jejich tize napf. RDS, BPD, sepse, NEC. V poslednich
letech je velmi aktualnim tématem mikrobiom, jeho slozeni a ovlivnéni v souvislosti se
zpUsobem porodu, antibiotickou terapii a celou fadou dalsich faktor(. Tato diplomova
prace se zabyva problematikou mikrobiomu nezralého novorozence a zkouma do jaké
miry perinatalni faktory ovliviuji jeho slozeni.

Kromé skladby mikrobiomu nezralého novorozence je predmétem diskuze
pocatek jeho vyvoje. Stale neni jednoznacné, zda dochazi k prvnimu kontaktu
novorozence s mikroby pfi porodu nebo jiz v prib&hu nitrodélozniho vyvoje. Rada
studii se v tomto ohledu rozchazi. Pro spravné pochopeni problematiky mikrobiomu
nezralého novorozence je podstatné zjistit, kdy jeho vyvoj zacina, zda lze aberantni
mikrobiom ziskat jiz béhem vyvoje in utero a pripadné jak jej ovlivnit. V této souvislosti
je nutné zminit faktory, které maji prokazany vliv na mikrobiom nezralého
novorozence. Sem fadime zpUsob porodu, antibiotickou terapii, zplUsob a druh
podavaného mléka, klokankovani a probiotickou suplementaci.

Ve vyzkumné cCasti diplomové praci jsem se zamérfila bakterialni osidleni
nezralého novorozence ve studijni skupiné déti s hmotnosti pod 1500 g narozenych
pred 37. tydnem gestace. Do studie bylo zafazeno 207 déti, narozenych mezi 23+2 -
35+2 tydnem gestace bez ohledu na komorbidity s cilem prokazat vztah mezi
mikrobialnim osidlenim nezralého novorozence, gesta¢nim vékem a zpusobem
porodu. Byly zkoumany vstupni mikrobialni stéry pfi pfijeti na oddéleni Novorozenecké
JIRP, které zahrnovaly stéry z oblasti axily, krk-nos, ucha a rekta, které byly provedeny
v danych ¢asovych intervalech. Kultivacni stéry byly provadény komeréné vyrabénou
sterilni odbérovou soupravou s kultivacnim médiem a v mikrobiologické laboratofi
FNOL nasledné probéhla kultivace. Kultivace byla provedena na rlstovych médiich
(krevni agar, MacConkeylv agar) do nasledujicino dne, poté byly mikroorganismy
pomnozeny v tekutém meédiu (jatrovy bujon) rovnéz do nasledujiciho dne a pak
vyockovany zpét na kultivaéni média s agarem s naslednym odectem, eventualni
prodlouzenou kultivaci a stanovenim citlivosti. Z plvodni vyzkumné skupiny byli
vybrani novorozenci, u nichz byl odebran mikrobidlni stér z rekta bezprostifedné po

narozeni v prvnich 24 hodinach Zivota (vétsina stérd byla provedena do 2 hodin po
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narozeni) a dale v 1. a 4. tydnu zivota a byla tak sestavena druha vyzkumna skupina,
kterou tvorilo celkem 139 participantu.

Prvnim cilem vyzkumu bylo prokazat, zda existuje souvislost mezi zpusobem
porodu a mikrobialnim osidlenim novorozence bezprostiedné po porodu a béhem
prvnino mésice zivota. Vysledky vyzkumu ukazuji, ze novorozenci po vaginalnim
zpUsobu porodu jsou vice kolonizovani mikroorganismy v oblasti axily, ucha, krk-nos
Firmicutes a Proteobacteria, konkrétné rody Escherichia, Staphylococcus a Klebsiella.
U druhé skupiny novorozencu bylo mnozstvi pozitivnich nalezu signifikantné nizsi
a prevladal kmen Firmicutes, na urovni rodd Staphylococcus.

V mikrobialnich stérech zrekta byly bezprostfedné po porodu rovnéz
identifikovany rozdily. Mnozstvi pozitivnich nalezl se v§ak vyznamné nelisilo, variace
byly zpozorovany zejména v dominanci jednotlivych bakteridlnich taxonu.
U novorozencl po vaginalnim zpusobu porodu prevazovaly proteobakterie, z rodu
Escherichia, Staphylococcus a Klebsiella. U déti po cisarském fezu byl dominantnim
kmenem Firmicutes s nejhojnéji zastoupenym rodem Staphylococcus, dale
Enterococcus a Escherichia. BEhem vyzkumného obdobi se u obou skupin zvysSovala
hojnost a rozmanitost detekovanych mirkoorganismud, coz znaéi proces ziskavani
vlastni stfevni mikrofléry. Kromé toho doslo k minimalizaci rozdill ve stérech z rekta.
U kmene Proteobacteria byla shodné pozorovana rostouci tendenci se zvysujicim se
starim novorozence, ¢imz se stal dominantim kmenem, Firmicutes si udrzoval
relativné stalou hodnotu a byl pfitomen zhruba u 55,9% novorozencl. Shodné
vysledky byly identifikovany také na drovni rodd, kdy mnozstvi rodu Staphylococcus
se postupné snizovalo, naopak ¢etnost rodu Enterococcus, Escherichia a Klebsiella
se zvySovala. V ramci vyvoje mikrobialniho osidleni rekta byly pozorovany drobné
variace, celkovy vyvojovy trend mikrobialniho profilu obou skupin byl vSak velmi
podobny. Obdobné jako predchozi studie, také tento vyzkum nepopisuje signifikantni
rozdily ve stfevnim mikrobialnim profilu po prvnim mésici zivota.

Druhy cil se zabyval moznou souvislosti mezi mikrobialnim osidlenim
novorozence a jeho gestaénim vékem. Participanti tak byli misto zplsobu porodu
rozdéleni na dvé vyzkumné skupiny podle gestacniho véku (<29+0, 229+0). Vysledky
stérl z axily, ucha a krk-nos byly velmi podobné, obecné pfevazoval kmen Firmicutes,

konkrétné rod Staphylococcus.
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V kultivaénich stérech zrekta bezprostfedné po porodu dominoval kmen
Firmicutes u obou vyzkumnych skupiny. Na urovni rodl byly popsany statisticky
vyznamneé variace, kdy byl rod Staphylococcus identifikovan ve vysSim mnozstvi
u vyzkumné skupiny s gestacnim tydnem <29+0, vy$8Si hojnost Enterococcus byla
naopak nalezena u druhé vyzkumné skupiny. BEhem prvniho mésice zivota rovnéz
jako v pfedchozim zkoumaném cili doslo k minimalizaci téchto rozdilt a byl pozorovan
stejny vyvojovy trend, kdy se zvySovalo mnozstvi kmene Proteobacteria. Pfevazujicimi
rody v prvnim mésici zivota u obou vyzkumnych skupin byly Eschericha, Enterococcus
a Klebsiella. V tomto vyzkumu tak nebyl prokazan vliv gesta¢niho véku na vyvoj stievni
mikroflory béhem prvniho mésice zivota.

Néktefi autofi popisuji vliv zplUsobu porodu na mikrobiom nezralého
a kol. kmen Proteobacteria prevazuje v prvnim tydnu zivota u déti po SC, Firmicutes
naopak u déti po vaginalnim zpusobu porodu. Hill. a kol. zase popisuji dominanci
Proteobacteria u obou vyzkumnych skupin bé€hem prvniho tydne zivota. Rovnéz jsou
v rozporu vysledky dal$ich vyzkum, kdy Heida a kol. popisuji v ¢asném postnatalnim
obdobi vy8si mnozstvi Escherichia u déti po vaginalnim porodu, Hill a kol. tuto
skute€nost uvadeéji u déti po SC. Vétsina studii se shoduje na vy$S§im mnozstvi rodu
Bacteroides u déti po vaginalnim zpusobu porodu. Hiltunen a kol. pfinesli novou
mysSlenku, kdy mikrobialni osidleni predéasné narozenych novorozencl je
pravdépodobné dano spontannim predterminovym porodem jako takovym a zpUsob
porodu vtomhle ohledu nehraje hlavni roli. Byly totiz identifikovany rozdily ve
shlukovani mikroorganismi u déti po spontannim a iatrogenné vyvolaném
pred€asném porodu. Stfevni mikrofléra déti po spontannim predéasném porodu navic
vykazuje vyssi podobnosti s matefskou stfevni mikroflérou, coz mize naznacovat, ze
k ¢asteénému prenosu mikrob( z matky na plodu dochazi jiz in utero. Mezi zplsobem
porodu a mikrobidlnim osidlenim pokozky nezralého novorozence rovnéz neni
jednoznacné prokazana prima souvislost vSemi autory.

Je podstatné spravné interpretovat dopad rizikovych faktord na mikrobiom
nezralého novorozence. Nasledné se muUzeme pokusit mikrobidlni osidleni
novorozence ovlivnit s cilem minimalizovat riziko vyvoje aberantniho mikrobiomu a tim
zvySené predispozice vzniku nékterych onemocnéni jak v novorozeneckém, tak

pozdéjSim veku.
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Seznam zkratek

APC antigen prezentuijici bunky

BPD bronchopulmonalni dysplazie

d den

DNA deoxyribonukleova kyselina

DSLNT disialyllakto-N-tetraéza

E. coli Escherichia coli

ELBW extreme low birth weight, extrémné nizka porodni hmotnost
FNOL Fakultni nemocnice Olomouc

GA gestational age, gestacni vék

h hodina

HO nulova hypotéza

HA alternativni hypotéza

IL-1 interleukin 1

IL-8 interleukin 8

IUGR intrauterinni rustova restrikce

JIRP jednotka intenzivni a resuscitacni péce
m mesic

MM materské mléko

NEC nekroticka enterokolitida

p p-value, signifikance, p-hodnota
PRR receptory pattern recognition receptory

RNA ribonukleova kyselina

SC cisarsky fez

Sp. species

Spp. species pluralis

Tzv. takzvané

UM umelé mléko, umelé mlécné formule
UpPv uméla plicni ventilace

USA Spojené staty americké

UMTMLF UPOL Ustav molekulamni a translaéni mediciny, Lékarska fakulta
Univerzity Palackého v Olomouci

VLBW very low birth weigh, velmi nizka porodni hmotnost
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