2. STRESZCZENIE

Wstep: Etiologia astmy oskrzelowej nie zostata w petni wyjasniona. Wyniki badan naukowych
ostatnich lat podkreslajg znaczenie mikrobiomu w rozwoju i kontroli choroby. Nowe sposoby
oznaczania drobnoustrojéow przy pomocy metod genetycznych umozliwity znaczny rozwdj
badan w tym zakresie, jednak wiedza na temat mikrobioty dolnych drég oddechowych u dzieci

jest bardzo mocno ograniczona.

Cele: Gtéwnymi celami pracy doktorskiej byty : 1) ocena rdéznic pomiedzy mikrobiotg
bakteryjng drog oddechowych dzieci chorujgcych na astme oskrzelowg w poréwnaniu do ich
zdrowych réwiesnikdéw, 2) ocena réznicy sktadu mikrobioty pomiedzy gérnymi a dolnymi
drogami oddechowymi, 3) poréwnanie mikrobioty bakteryjnej dzieci z dotychczas uzyskanymi
wynikami w grupie dorostych, 4) préba oceny zmiany mikrobiomu w zaleznosci od wieku
pacjenta, 5) ocena czynnikdbw zewnetrznych i srodowiskowych moggcych wptywaé na

bakteryjng mikrobiote drég oddechowych

Materiat i metody: W badaniu wzieto udziat 38 dzieci, 19 astmatykow i 19 zdrowych
réwiesnikow, w wieku 6-17 lat. Do kryteriow wykluczajacych wtaczenie do badania nalezata
jakakolwiek infekcja i/lub antybiotykoterapia na 30 dni przed rekrutacjg oraz choroby
przewlekte poza astmg i chorobami alergicznymi w grupie astmatykéw. Od kazdego z
pacjentow pobrano wymaz z jamy ustno-gardtowej oraz kondensat powietrza wydychanego,
przy pomocy zestawoéw RTube. Z pobranych materiatéw wyizolowano materiat genetyczny
bakterii metodg ekstrakcji DNA, a nastepnie amplifikowano 16S rRNA bakteryjne przy pomocy

metody PCR. Uzyskany materiat zostawat poddany sekwencjonowaniu nowej generacji.

Wyniki: Wymazy z jamy ustno-gardtowe]j charakteryzujg sie wiekszg alfa-réznorodnosciag w
stosunku do kondensatéw powietrza wydychanego. Mikrobiota bakteryjna dolnych drég
oddechowych astmatykdw cechuje sie wiekszg alfa-réznorodnoscia w porédwnaniu do
zdrowych réwiesnikow. Wykazano ujemng korelacje wieku z alfa-réznorodnoscig w materiale
z kondensatow powietrza wydychanego. Do czynnikdw wptywajacych na réznice w materiale
dolnych drog oddechowych astmatykdéw w kontekscie beta-réznorodnosci nalezaty narazenie
na bierne palenie, dodatni wywiad rodzinny w kierunku choréb alergicznych, codzienne
przyjmowanie lekéw przeciwastmatycznych oraz miejsce zamieszkania (miasto/wies). W

przypadku obu czesci uktadu oddechowego dominujgcymi typami bakterii byty Firmicutes,



Proteobacteria i Actinobacteriota. W obrebie klas stezenie Gammaproteobacteria i Bacilli byto

wieksze w materiale z kondensatow w grupie dzieci zdrowych, niz u astmatykdéw.
Whioski :

1. Mikrobiota bakteryjna gérnych dréog oddechowych u astmatykéw w populacji dzieciecej

nie rdzni sie istotnie w stosunku do dzieci zdrowych

2. Mikrobiota bakteryjna w uzyskanych prébkach z dolnych i gérnych drég oddechowych

rézni sie miedzy sobg

3. Bakteryjna mikrobiota dolnych dréog oddechowych astmatykéw w populacji dzieciecej
charakteryzuje sie wiekszg alfa-réznorodnoscig oraz beta-réznorodnoscig wzgledem dzieci

zdrowych

4. Mikrobiota bakteryjna dolnych drég oddechowych dzieci urodzonych sitami natury

cechuje sie wiekszg alfa-roznorodnoscig od urodzonych drogg ciecia cesarskiego

5. Astmatykow z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku choréb alergicznych cechuje
wieksza alfa-réznorodnos¢ w obrebie kondensatow powietrza wydychanego w stosunku

astmatykoéw bez takiego czynnika

6. Najliczniej prezentowanymi typami bakterii w materiale z gérnych i dolnych drég

oddechowych byty Firmicutes, Proteobacteria i Actinobacteriota

7. Liczebnos$¢ klas Gammaproteobacteria i Bacilli byta statystycznie nizsza w kondensatach

powietrza wydychanego u astmatykow w poréwnaniu do dzieci zdrowych

8. W obrebie kondensatéw powietrza wydychanego astmatykdw do czynnikow
wptywajgcych na wyodrebnienie rézni¢ w zakresie beta-bioréznorodnosci pomiedzy
grupami nalezaty ekspozycja na dym tytoniowy, obcigzenie rodzinne chorobami
alergicznymi, przyjmowanie lekow przeciwastmatycznych oraz miejsce zamieszkania

(miasto/wies).

9. Kondensat powietrza wydychanego moze stanowi¢ alternatywe dla badan mikrobiomu

dolnych drég oddechowych u dzieci w stosunku do obecnie przyjetych metod inwazyjnych



3. SUMMARY

Introduction: Asthma etiology still remains uncertain. Recent studies have indicated the
meaning of microbiome in disease development and control. The new methods of
microorganisms detection with genetic methods allowed for a vast increase in microbial
studies, however the knowledge about lower airways microbiota among children is very

scarce.

Aims: The main aims of the study were: 1) assessment of differences between bacterial
microbiota of asthmatic children’s airways in comparison to healthy children, 2) assessment of
microbiota composition differences between upper and lower airways, 3) comparison of
children microbiota with data acquired from studies on adults, 4) assessment of microbiota
changes depending on the age of children, 5) assessment of external and environmental

factors that can influence bacterial microbiota of airways

Materials and methods: 38 children, 19 asthmatics and 19 healthy peers, aged 6-17 years were
enrolled. The exclusion criteria were any infection or/and antibiotic therapy 30 days prior to
enrollment and any chronic disease, except asthma and allergic diseases in the asthmatic
group. From each participant, oropharyngeal swab and exhaled breath condensate, with use
of RTube kit, were acquired. From samples bacterial DNA was extracted, followed by bacterial

16S rRNA PCR amplification. Acquired material has undergone new generation sequencing.

Results: Oropharyngeal swabs are characterized by higher alpha-diversity than exhaled breath
condensates. The bacterial microbiota of asthmatics’ lower airways has higher alpha-diversity
than that of healthy peers. Age and alpha-diversity have been negatively correlated in exhaled
breath condensates samples. Factors influencing differences in asthmatics’ lower airways
material were second-hand smoking, family burden of allergic diseases, asthma medications
daily intake and place of living (village/town). In both airways samples dominant phyla were
Firmicutes, Proteobacteria and Actinobacteria. Class Gammaproteobacteria and Bacilli higher

abundance were found among the healthy group, compared to asthmatics.



Conclusions :

1. Bacterial microbiota of pediatric asthmatics upper airways does not alter compared to
healthy peers

2. Bacterial microbiota of upper and lower airways samples does differ

3. Bacterial microbiota of pediatric asthmatics lower airways is characterized by higher
alpha-diversity and beta-diversity, compared to healthy group

4. Bacterial microbiota of children born naturally lower airways is characterized by higher
alpha-diversity than those born by cesarean section

5. Asthmatics with a family burden of allergic diseases have higher alpha-diversity in
ehxaled breath condensates compared to asthmatics without such a burden

6. The most abundant phyla in both upper and lower airways were Firmicutes,
Proteobacteria and Actinobacteriota

7. Class Gammaproteobacteria and Bacilli abundance was statistically lower in exhaled
breath condensates of asthmatics compared to healthy children

8. Factors that allowed for distinguishing differences in beta-diversity of asthmatics
exhaled breath condensates were second-hand smoking, the burden of allergic
diseases, asthma medications intake and place of living (town/village)

9. Exhaled breath condensate can be an alternative to invasive methods of lower airways

microbiome assessment



