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Wykaz stosowanych skrétow oraz symboli

2’-FL - 2'-fucosyllactose, 2'-fukozylolaktoza

3’-FL — 3’-Fucosyllactose, 3'-fukozylolaktoza

6’-SL — 6"-Sialyllactose, 6'-sialilolaktoza

AAP — American Academy of Pediatrics, Amerykanska Akademia Pediatrii

AC — amoxicillin, amoksycylina

AMP — amipicilin, ampicylina

ATCC — American Type Culture Collection, Amerykarnska Kolekcja Kultur

BMK — bank mleka kobiecego

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute, Instytut Norm Klinicznych
i Laboratoryjnych

CM — clindamycin, klidamycyna

CN — gentamicin, gentamycyna

DFL — difucosyllactose, difukozylolaktoza

DMSO - dimethyl sulfoxide, dimetylosulfotlenek

E — erythromycin, erytromycyna

EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid, kwas etylenodwuaminoczterooctowy

EM — erythromycin, erytromycyna

EUCAST — The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci

FCS — foetal calf serum, cieleca surowica ptodowa

GALT — gut-associated lymphoid tissue, tkanka limfatyczna wystepujgca w obrebie
przewodu pokarmowego

gen 16s RNA — gen kodujgcy rybosomalny kwas rybonukleinowy (rRNA)

Hbd — hebdomas graviditatis, tydzien cigzy

HMO — human milk oligosaccharides, oligosacharydy mleka kobiecego

HRMS — high resolution mass spectrometry, spektrometria mas wysokiej
rozdzielczosci

ICso — half-maximal inhibitory concentration, potowa maksymalnego stezenia

hamujgcego



IP — imipenem, imipenem

jtk — jednostka tworzgca kolonie

K — kanamycin, kanamycyna

LAB — lactic acid bacteria, bakterie fermentacji mlekowej

LNT — /acto-N-neotetraose, lakto-N-tetraoza

LNT — /acto-N-tetraose, lakto-N-tetraoza

MALDI-TOF/MS — matrix-assisted laser desorption/lonization time of flight mass
spectrometry, metoda jonizacji probki pofaczona z pomiarem jej masy w
spektrometrze masowym

MCF-7 — linia komdérek nowotworu piersi (nazwa MCF od Michigan Cancer
Foundation)

MIC — minimum inhibitory concentration, minimalne stezenie hamujgce

MIRIS HMA — MIRIS human milk analyser, analizator sktadu mleka MIRIS

MRS — De Man, Rogosa and Sharpe, pozywka do wykrywania, namnazania i
oznaczania bakterii fermentacji mlekowej

MS — mass spectrometry, spektrometria mas

MS — mass spectrometry, spektrometria masowa

MS/MS — tandem mass spectrometry, tandemowy spektrometr mas

MTT - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, bromek 3-
[4,5-dimetylotiazolo-2-yl]-2,5-difenylu

NEC — necrotizing enterocolitis, nekrotyczne zapalenie jelit

NMR — neonatal mortality rate, wskaznik umieralnosci niemowlat

PBS — phosphate buffered saline, bufor fosforanowy

PCA — Plate Count Agar, pozywka mikrobiologiczna do oznaczania ogélnej liczby
drobnoustrojow

PCR — polymerase chain reaction, reakcja faricuchowa polimerazy

PG — benzylipenicillin, benzylipenicylina

TE — tetracycline, tetracyklina

TOF — time of flight, pomiar czasu przelotu jonéw

UHPLC — ultra high performance/pressure liquid chromatography,
wysokosprawna/wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa

VA — vancomycin, wankomycyna



VBNC — viable but non-culturable, zywe, lecz niehodowalne mikroorganizmy

WHO - World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia
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1 Wstep

1.1 Karmienie piersig

Karmienie pokarmem kobiecym (karmienie piersia lub odciggnietym
mlekiem kobiecym) jest optymalnym sposobem zywienia dzieci od urodzenia.
Zalecenia opiniotwérczych organizacji, zwigzanych z nauka i medycyng (np. WHO —
World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia czy AAP — American
Academy of Pediatrics, Amerykanska Akademia Pediatrii), podkreslajg korzystny
wpltyw wyfacznego karmienia piersiag w pierwszym potroczu zycia dziecka.
W okresie wytgcznego karmienia piersig dziecko spozywa tylko i wytgcznie mleko
kobiece, ktére ma zdolnos¢ adaptacji do zmieniajacych sie potrzeb dziecka, facznie
ze zwiekszonym zapotrzebowaniem na podaz ptynéw w warunkach podwyzszonej
temperatury otoczenia (Ashraf i wsp., 1993; Cohen i wsp., 2000).

AAP zaleca kontynuowanie karmienia piersia po rozszerzeniu diety
niemowlecia o pokarmy uzupetniajgce przez rok lub dtuzej (AAP, 2012),
réownoczesnie WHO rekomenduje kontynuowanie karmienia piersig co najmniej
do drugiego roku zycia dziecka (WHO, 2001). Zadna z organizacji formutujacych
rekomendacje dotyczgce sposobu zywienia dzieci i niemowlat nie wyznacza
gornego limitu wiekowego, do jakiego karmienie piersig jest wskazane. Taka
granica nie zostata wyznaczona ze wzgledu naindywidualne potrzeby zaréwno
karmionego piersig dziecka, jak i matki. Decyzja o dtugosci karmienia piersig
pozostaje w gestii matki i dziecka, uwzgledniajgc indywidualne potrzeby, i nie
powinna podlegac presji otoczenia (Agostini i wsp., 2009).

Przyjmuje sie, ze mleko kobiece zawiera w swoim sktadzie okoto 87%—88%
wody, 60-70 g/L weglowodandw, 8—10 g/L biatka oraz 35-40 g/L ttuszczu (Kim i Yi,
2020). Wartosci te sg jednak ogdlne, a prowadzone badania sktadu mleka
kobiecego wskazuja, ze zachodzg w nim istotne zmiany wraz z dtugoscia laktacji,
dopasowujgc sie do aktualnych potrzeb zywieniowych rosngcego organizmu
dziecka. Warto podkresli¢, ze pokarm matki nie traci wtasciwosci odzywczych wraz
z wydtuzajgca sie laktacjg (Andreas i wsp., 2015; Czosnykowska-tukacka i wsp.,
2018). Dtugie karmienie piersig definiowane jest w rézny sposob. Niektére zrédta
za wartos¢ graniczng przyjmujg karmienie dziecka powyzej 12 miesiecy (Wrigley
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i Hutchinson, 1990). Istniejg dowody na to, ze mleko kobiet dtugo karmigcych
zaczyna swoim sktadem przypomina¢ mleko z pierwszego etapu laktacji. Jest zatem
bogatsze w sktadniki odzywcze, takie jak ttuszcz oraz biatka, a takze cechuje sie
wyzszg wartoscig energetyczng. W badaniach przeprowadzonych przez Mandel
i wsp. (2005) poréwnywano wartos¢ energetyczng mleka kobiecego na réznych
etapach laktacji. Srednia warto$¢ energetyczna mleka kobiecego w grupie
kontrolnej wyniosta 3103,7 klJ/L (74 kcal/mL), natomiast mleko kobiece
pochodzagce od matek dtugo karmigcych osiggneto wartos¢ energetyczng
na poziomie 3683,2 kJ/L (88 kcal/100 mL). W powyzszym badaniu analizowano
rowniez zmiany zawartosci ttuszczu zalezne od dtugosci trwania laktacji. Wyniki
wskazaty na istotnie skorelowany wzrost zawartosci ttuszczu oraz wartosci
energetycznej mleka kobiecego wraz z postepem laktacji (Mandel i wsp., 2005;
Verd i wsp., 2018). W badaniach przeprowadzonych przez Sinkiewicz-Darol i wsp.
(2022) srednia zawartos¢ sktadnikdw odzywczych dla ttuszczu, biatka ogdlnego,
weglowodanow w prébkach mleka kobiecego pochodzgcych od kobiet karmigcych
piersig ponad rok wyniosta odpowiednio: 4,88; 1,18 oraz 6,95 g/100 mL. Srednia
wartos¢ energetyczna prébek mleka kobiet dtugo karmigcych, przeanalizowana w
badaniu, wyniosta 78,13 kcal/100 mL. Z powyzszych danych wynika, ze mleko
kobiece jest waznym sktadnikiem diety nie tylko niemowlat, ale takze starszych
dzieci. Niestety dtugie karmienie piersig, pomimo dobroczynnego wptywu na stan
zdrowia dzieci, nie jest zjawiskiem powszechnym (Baranowska i wsp., 2019).
W tabeli 1. przedstawiono sktad mleka kobiecego pochodzgcego z réznych etapéw
laktacji na podstawie przeprowadzonych badan (Czosnykowska-tukacka i wsp.,

2018; Kin i Yi, 2020).
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Tabela 1. Wartosci dotyczqce skladu mleka kobiecego na réznych etapach laktacji (opracowanie wlasne na
podstawie Kin i Yi, 2020 oraz Czosnykowska-£ukacka i wsp., 2018)

Parametr Siara Mleko dojrzate Mleko kobiet dfugo
sktadu mleka (1 -5 dzien) (>14 dni) karmigcych
kobiecego (> 1 roku)
wartosé 50-60 kcal/100 mL 65-70 kcal/100mL 78-107 kcal/ mL
energetyczna
weglowodany 5,0-6,2 g/100mL 6,0-7,0 g/100mL 6,6-7,0 g/100mL
biatko ogdlne 1,4-1,6 g/100mL 0,8-1,0 g/100mL 1,0-1,9 g/100mL
ttuszcz 1,5-2,0 g/100mL 3,5-4,0 g/100mL 5,8-8,0 g/100mL

Karmienie dziecka piersig moze by¢ kontynuowane pomimo zajscia matki
w kolejng cigze, a takze po urodzeniu kolejnego dziecka. Zjawisko karmienia piersig
miodszego dziecka przy kontynuowaniu karmienia piersig takze starszego
nazywane jest karmieniem w tandemie. Karmienie tandemowe nie jest zjawiskiem
powszechnym. Kobiety decydujg sie na taki sposdb zywienia dzieci gtéwnie
ze wzgledu na $wiadomosé korzysci zdrowotnych. Badania przeprowadzone przez
Sinkiewicz-Darol i wsp. (2021) nie wykazaty negatywnego wptywu karmienia dzieci
wréznym wieku na sktad mleka kobiecego. Mleko to pokrywato potrzeby
zywieniowe zaréwno mtfodszego, jak i starszego dziecka.

Oproécz podstawowych potrzeb zwigzanych z pokryciem zapotrzebowania
energetycznego oraz zapotrzebowania na poszczegdlne sktadniki odzywcze
podczas karmienia piersig zaspokajane sg rowniez potrzeby emocjonalne.
Udowodniono korzystny wptyw karmienia piersig na rozwéj psychiczny i poczucie
bezpieczenstwa dzieci, a takze ksztattowanie silnej wiezi pomiedzy matka
a dzieckiem (Kendall-Tackett iSugarman, 1995; Kennell i McGrath, 2005; Krol

i Grossmann, 2018).
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1.2 Wybrane wtasciwosci karmienia piersig i zywienia mlekiem kobiecym

Karmienie piersia wykazuje szereg korzysci zdrowotnych, ktérych
beneficjentami sg zaréwno kobiety karmigce piersia, jak i dzieci zywione mlekiem
kobiecym. Oprdécz zaspokajania podstawowych potrzeb zywieniowych mleko
kobiece dostarcza dziecku réwniez wielu sktadnikéw bioaktywnych, ktére
sprawiajg, ze mleko kobiece jest pokarmem jedynym w swoim rodzaju (Gregg
iwsp., 2022). Do sktadnikdéw bioaktywnych, ktérych obecnosé¢ zostata
potwierdzona w sktadzie mleka kobiecego, nalezg m.in.: drobnoustroje, komorki
macierzyste, mikroRNA, oligosacharydy hormony oraz enzymy (Kosaka i wsp.,
2010; Lonnerdal, 2013; Andreas i wsp., 2014; Smilowitz i wsp., 2014; Witkowska-
Zimny i Kaminska-El-Hassan, 2017; Ninkina i wsp., 2019).

Karmienie piersig niesie ze sobg wiele korzysci prozdrowotnych, wsréd
ktorych szczegdlne znaczenie przypisuje sie wptywowi zywienia naturalnego
na prawidtowy rozwdj i funkcjonowanie uktadu odpornosciowego dziecka (Silvers
iwsp., 2012). Bioaktywne sktadniki mleka kobiecego wspomagajg odpornosc
organizmu, przez cozmniejsza sie podatnos¢ uktadéw: pokarmowego,
oddechowego czy tez moczowego, na infekcje, a w przypadku wystgpienia choroby
obserwowany jest tagodniejszy jej przebieg (Kramer i Kakuma, 2004; lp i wsp.,
2009; Ballard, 2013). Jednymi z wazniejszych elementéw bioaktywnych zawartych
w sktadzie mleka kobiecego sg mikroorganizmy, ktdére réwniez przyczyniajg sie
do budowania odpornosci karmionego piersig dziecka, co przejawia sie m.in.
w zapobieganiu chordéb infekcyjnych, zwtaszcza w poczatkowym okresie zycia.
To ochronne dziatanie ma niezwykle duze znaczenie w krajach rozwijajacych sie,
gdzie Smiertelno$¢ dzieci jest wyzsza w porédwnaniu z krajami uprzemystowionymi
(Perin i wsp., 2022). Chociaz na przestrzeni ostatnich lat obserwuje sie
zmniejszanie Smiertelnosci dzieci, biegunka caty czas jest jedng z gtdwnych jej
przyczyn (Turin i Ochoa, 2014; Sharrow i wsp., 2022). Biegunki na tle infekcyjnym
stajg sie przyczyng odwodnienia i ostabienia organizmu, co prowadzi¢ moze
do Smierci. Wiagzg sie takize z konsekwencjami dtugofalowymi w postaci
zahamowania tempa wzrostu oraz zaburzen funkcji poznawczych. Zaobserwowano

znacznie nizsze ryzyko wystgpienia biegunek wsrdd dzieci karmionych mlekiem
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kobiecym w pordwnaniu do zywienia z zastosowaniem mieszanek
mlekozastepczych (Cattaneo i Quintero-Romero, 2006).

Wptyw karmienia piersig na uktad odpornosciowy dziecka przejawia sie
rowniez  obnizaniem  ryzyka  wystgpienia  chordb  alergicznych  oraz
autoimmunologicznych. Efekt protekcyjny uwarunkowany jest dziataniem
przeciwzapalnym sktadnikow bioaktywnych mleka kobiecego, wptywem
na wyksztatcenie odpowiedniego poziomu tolerancji immunologicznej dla
antygendw oraz dziataniem modulujgcym na mikrobiom dziecka (Vieira Borba
iwsp., 2018). Na przyktad polisacharyd A umiejscowiony na powierzchni
Bacteroides fragilis, bakterii wchodzacej w sktad mikrobiomu mleka kobiecego,
moze oddziatywa¢ z receptorem Toll 2 komérek dendrytycznych iw efekcie
pobudza¢ do uwalniania cytokin, sprzyjajacych proliferacji komodrek
odpornosciowych w btonie S$luzowej jelit. Ma to kluczowe znaczenie dla
prawidtowego rozwoju uktadu odpornosciowego zwigzanego z btong sluzowg jelit
GALT (gut-associated lymphoid tissue) oraz wyksztatcenia odpowiedniej tolerancji
immunologicznej (Carr i wsp., 2021).

Badania dotyczace prozdrowotnych wiasciwosci mleka kobiecego wykazaty,
ze zywienie mlekiem kobiecym zmniejsza zapadalnos¢ noworodkédw na martwicze
zapalenie jelit NEC (necrotizing enterocolitis) (Altobelli i wsp., 2020; Lucas i Cole,
1990). Schorzenie to jest jedng z gtdwnych przyczyn S$mierci wsréd dzieci
przedwczesnie urodzonych. Mechanizmy patofizjologiczne dotyczace NEC nie
zostaty do konca wyjasnione, co utrudnia podjecie dziatan prewencyjnych.
Wiadomo, ze w rozwoju NEC obserwowane sg procesy zapalne w obrebie
przewodu pokarmowego noworodka, wyzwalane przez takie czynniki, jak:
stosowanie preparatéw mlekozastepczych, dysbioza jelitowa oraz niedojrzatos¢
immunologiczna bfony $luzowej jelit (Nolan i wsp., 2020). Zywienie mlekiem
kobiecym moze zapobiegaé rozwojowi martwiczego zapalenia wsréd dzieci
przedwczes$nie urodzonych, co zaobserwowano na oddziatach neonatologicznych,
przyczyniajac sie do zmniejszenia czestosci diagnozowania NEC (Schanler, 2005;
Sulivan i wsp., 2010; Kantorowska i wsp., 2016). Badania przeprowadzone przez
Good i wsp. (2015) wyjasniajg dziatanie ochronne mleka kobiecego. Odbywa sie

ono dzieki hamowaniu receptora TLR4 w nabtonku jelitowym, co skutkuje
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zahamowaniem apoptozy enterocytow i pobudzeniem ich proliferacji. Ponadto
mleko kobiece zawiera w swoim sktadzie wiele czynnikow charakteryzujacych sie
dziataniem przeciwzapalnym oraz immunostymulujgcym, takich jak
immunoglobuliny, czynniki wzrostu, oligosacharydy czy tez cytokiny. Sktadniki
te przyczyniajg sie do wzmacniania bariery jelitowej noworodka (Nolan i wsp.,
2020). Problemem zwigzanym z Zzywieniem mlekiem wtasnej matki dzieci
przedwczesnie urodzonych sg trudnosci laktacyjne wynikajgce z urodzenia dziecka
przed spodziewanym terminem porodu. Organizm matki nie jest jeszcze w petni
przygotowany pod wzgledem fizjologicznym do laktacji, co powoduje niedostatek
pokarmu niezbednego do wykarmienia nowo narodzonego dziecka. Optymalnym
rozwigzaniem w tej sytuacji jest zywienie dzieci mlekiem kobiecym pozyskanym od
dawczyn do bankéw mleka kobiecego (Bai i Kuscin, 2001).

Oprdcz doraznych korzysci zdrowotnych wynikajgcych z zywienia dzieci
mlekiem kobiecym obserwuje sie réwniez efekty dtugofalowe (Salone i wsp., 2013;
Hoddinott i wsp., 2008). Dieta dziecka oparta na mleku kobiecym moze przyczyniac
sie do zmniejszenia ryzyka rozwoju chordb cywilizacyjnych na pdzniejszych etapach
zycia, chociaz badania naukowe pozostajg w tej kwestii niejednoznaczne. Wptyw
karmienia piersia na zapobieganie wystepowania choréb cywilizacyjnych jest
tematem spornym. Wyniki prowadzonych badan czesto wykazujg przeciwstawne
rezultaty (Horta i wsp., 2013; Marseglia i wsp., 2015). Gtédwna przyczyna
napotykanych trudnosci w okresleniu wptywu zywienia dzieci mlekiem kobiecym
na skutki odlegte w czasie jest wieloczynnikowe podtoze omawianych choréb oraz
koniecznos¢ dtugoterminowej perspektywy w ocenie skutecznosci dziatania.
Pomimo kontrowersji coraz wiecej dowodow sugeruje, ze karmienie piersig petni
role ochronng w stosunku do wystepowania otytosci, nadcisnienia tetniczego czy
tez cukrzycy typu Il w wieku dorostym (Martin i wsp., 2005; McCrory i Layte, 2012;
Spatz, 2014; Pereira i wsp., 2014; Dieterich i wsp., 2013; Wang i wsp., 2017).
Zapobieganie rozwojowi choréb kwalifikowanych do grupy schorzen
cywilizacyjnych istotne jest nie tylko z punktu widzenia pojedynczego cztowieka,
ale takze catego spoteczenstwa. Prewencja stanowi optymalny sposdb poprawy
jakosci zycia ludzi oraz redukcji naktadéw finansowych zwigzanych z pdzniejszg

terapig (Ball i Bennett, 2001).
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Oprocz korzystnego wptywu zywienia mlekiem kobiecym na stan zdrowia
dziecka obserwuje sie réwniez korzysci wynikajgce z karmienia piersig dla zdrowia
matki. Wyniki prowadzonych badan wskazujg na zmniejszenie zapadalnosci kobiet
na takie choroby, jak: nowotwory piersi i jajnika, endometrium, wystepowanie
nadci$nienia tetniczego, cukrzycy typu Il czy hiperlipidemii w poréwnaniu
do kobiet niekarmigcych piersig (Newcomb i wsp., 1994; Babita i wsp., 2014; Van
Rossum i wsp., 2008; Zhou i wsp., 2015; Chowdhury i wsp., 2015). Na przyktad
wedtug badan Da-Peng Li i wsp. (2014) redukcja ryzyka zachorowania
na nowotwor jajnika wyniosta 30% w pordéwnaniu z kobietami, ktére nigdy nie
karmity piersig. Zauwazono, ze efekt protekcyjny uwarunkowany jest dtugoscia
okresu karmienia piersig (Stuebe, 2009; Abou-Dakn, 2018).

Z karmieniem piersia wigzg sie takze inne korzysci dla zdrowia matki.
Badania wskazuja, ze wytaczne karmienie piersia moze chroni¢ przed
wystgpieniem depresji poporodowej (Figueiredo, 2014; Xia i wsp., 2022).
Przeciwdepresyjna rola karmienia piersig polega w gtdwnej mierze na regulacji
gospodarki hormonalnej m.in. poprzez ostabienie reakcji neuroendokrynnych
na stres, objawiajace sie obnizeniem poziomu kortyzolu we krwi. Duze znaczenie
ma takze regulacja wzorcow snu i czuwania, poprawa poczucia wifasnej
sprawczosci oraz wzmocnienie emocjonalnej wiezi z dzieckiem (Figueiredo i wsp.,
2014). Dziatanie przeciwdepresyjne karmienia piersig przypisywane jest takze
zmniejszaniu  matczynych  endogennych  zasobdéw  retinoidéw. Zwigzki
te gromadzone sg pod koniec cigzy oraz po porodzie w watrobie i gruczotach
piersiowych, stanowigc zapas na nadchodzacy okres laktacji. Dane literaturowe
wskazujg, ze podwyziszony poziom retinoidédw wigze sie z wystepowaniem
zaburzen poznawczych oraz zaburzen nastroju u matki (Mawson i Xueyuan, 2013).

Karmienie piersig wywiera takze korzystny wptyw na gospodarke wapniowg
organizmu kobiety. Wykazano, ze kobiety karmigce piersig w mtodosci, pomimo
utraty masy kostnej w okresie laktacji, obarczone sg mniejszym
prawdopodobienistwem zachorowania na osteoporoze w wieku

pomenopauzalnym (Labbok, 1999).
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1.3 Mikrobiota mleka kobiecego

Mleko kobiece zawiera mikroorganizmy pochodzace ze skory, jak
i drobnoustroje zwigzane ze s$rodowiskiem jelit matki oraz $rodowiskiem
otaczajgcym.  Dotychczasowe analizy  mikrobiologiczne  pozwolity na
scharakteryzowanie gtéwnych rodzajéw bakterii obecnych w sktadzie mikrobiomu
mleka kobiecego, stanowigcych jego rdzen. Rdzeniem mikrobiomu mleka
kobiecego zdrowych kobiet sg bakterie nalezgce do rodzajéw: Bacteroides,
Staphylococcus, Streptococcus, Faecalibacterium, Ruminococcus,
Propionibacterium oraz rodziny Lactobacillaceae. Do bakterii, identyfikowanych
w wiekszosci probek mileka kobiecego poddawanych analizie, nalezg réwniez
przedstawiciele rodzajow: Serratia, Pseudomonas, Corynebacterium, Ralstonia,
Sphingomons oraz Bradyrhizobium (Rodriguez, 2014; Jiménez i wsp., 2015;
Fitzstevens i wsp., 2017; Kotlinska i Huras, 2017; Moubareck, 2021).

Chociaz w sktad mikrobiomu mleka kobiecego wchodzg drobnoustroje
wystepujgce u wiekszosci kobiet w okresie laktacji, charakteryzuje sie on duzg
zmiennoscia osobniczg (Jiménez i wsp., 2015). Mleko kobiece oprocz
mikroorganizméw korzystnie wptywajgcych na stan zdrowia dziecka moze by¢
takze Zrodtem bakterii patogennych, a takie wiruséw eukariotycznych (gtéwnie
Herpesviridae) oraz bakteriofagéw, wsrdd ktérych najliczniejszg grupe stanowig
przedstawiciele Podoviridae, Myoviridae oraz Siphoviridae (Mohandas i Pannaraj,
2020; Dinleyici i wsp., 2021; Duale i wsp., 2022). Wirusy zawarte w mleku
kobiecym biorg udziat w ksztattowaniu wiriomu i mikrobiomu jelit dziecka. Mleko
kobiece zawiera w sobie czynniki chronigce przed procesem internalizacji
patogennych wiruséw. Nalezg do nich np.: oligosacharydy, laktoferyna oraz
przeciwciata (Duale i wsp., 2022). Kolejng grupa mikroorganizmoéw, wchodzacych
w sktad mikrobioty mleka kobiecego, sg grzyby. Badania przeprowadzone przez
Jiménez i wsp. (2015) wykazaty, ze grzyby stanowig od 0,5 do 2% wszystkich
drobnoustrojow zawartych w mleku kobiecym.

Sktad jakosciowy mikrobioty mleka kobiecego jest zmienny i zalezy od wielu
czynnikdw. Mogg to by¢ czynniki zewnetrzne, sSrodowiskowe, ale takze czynniki
zalezne od matki, tzw. matczyne. Przyktadowo obecno$é poszczegdlnych rodzajéw
bakterii w kompozycji mikrobiologicznej mleka kobiecego moze byé
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uwarunkowana masg ciata kobiety karmigcej piersig. Na podstawie wartosci
wskaznika BMI wykazano, ze mleko kobiet karmigcych piersig o wyzszym indeksie
masy ciata charakteryzowato sie mniejszg zawartoscig bakterii z rodzaju
Bifidobacterium. Dodatkowo mleko to zawierato wiekszg ilos¢ bakterii z rodzajéw
Staphylococcus i Streptococcus niz mleko kobiet, ktérych waga miescita sie
w granicach normy (Notarbartolo i wsp., 2022; Taghizadeh i wsp., 2015).

Jednym z gtédwnych determinant kompozycji mikrobiologicznej mleka
kobiecego jest etap laktacji. Siara charakteryzuje sie wiekszg réznorodnoscia
mikrobiologiczng w stosunku do mleka dojrzatego (Martin i wsp., 2003). Wsrdod
mikroorganizméw zidentyfikowanych w siarze dominujg bakterie nalezgce
do rodzajow: Weissella, Leuconostoc, Staphylococcus, Streptococcus oraz
Lactococcus (Kotlinska i Huras, 2017).

Sktad mikrobiologiczny mleka kobiecego zalezy takzie od sposobu jego
pozyskiwania. Mleko podczas bezposredniego karmienia piersig jest bogatsze
w mikroorganizmy zwigzane z jamg ustng oraz bakterie z rodzaju Bifidobacterium
w poréwnaniu z mlekiem odcigganym (Moossavi i wsp., 2019). Wsrdd innych
czynnikdw mogacych wptynac na zréznicowanie mikroorganizméw zasiedlajgcych
srodowisko mleka kobiecego mozina wyrdzni¢ wiek cigzowy w momencie
urodzenia dziecka czy tez sposdb porodu (Khodayar-Pardo i wsp., 2014). Badania
przeprowadzone przez Hermansson i wsp. (2019) wskazujg, ze planowane ciecie
cesarskie ma wptyw na sktad mikrobioty mleka kobiecego. Badajgc wptyw rodzaju
porodu, nie odnotowano istotnych statystycznie réznic w odniesieniu do bakterii
wystepujacych najliczniej w $rodowisku mleka kobiecego, do ktérych zaliczyé
mozna gronkowce oraz paciorkowce, wptywat natomiast na zrdéznicowanie
gatunkowe dotyczgce pozostatych bakterii zawartych w mleku kobiecym. Wieksza
réoznorodnos$é mikrobiologiczna charakteryzowata mleko pochodzgce od kobiet,

ktore urodzity sitami natury, niz w przypadku porodu poprzez ciecie cesarskie.
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1.4 Bakterie nalezace do rodziny Lactobacillaceae

Bakterie nalezgce do Lactobacillaceae s3g przedstawicielami bakterii
fermentacji mlekowej. Do roku 2020 rodzaj Lactobacillus obejmowat 261
gatunkdéw bakterii. Charakteryzowaty sie one duizym zrdéznicowaniem
fenotypowym, genotypowym oraz ekologicznym. Rodzaj Lactobacillus zaliczano do
typu Firmicutes, klasy Bacilli, rzedu Lactobacillales, rodziny Lactobacillaceae (Pot
i wsp., 2014). Postep w poznawaniu genomu poszczegdlnych drobnoustrojéow
pozwolit na reorganizacje ich systematyki (Zheng i wsp., 2015). Poczatkowe
kryteria klasyfikowania bakterii przyporzgdkowywanych do rodzaju Lactobacillus
opieraty sie na cechach fenotypowych, wymaganiach wzrostowych oraz réznicach
w procesach metabolicznych. Rodzaj Lactobacillus, obowigzujacy przed rokiem
2020, obejmowat duzg ilos¢ rézinych podgrup filogenetycznych. Stwarzato
to problemy z przynaleznoscig taksonomiczng drobnoustrojéw. Wiele gatunkéw
bakterii z rodzaju Lactobacillus byto ze sobg w niewielkim stopniu spokrewnionych.
Badania wykazaty, Zze obowigzujacy rodzaj Lactobacillus wykazywat poziom
roznorodnosci  genetycznej  przewyzszajgcy  réznorodnos¢  obserwowang
w przypadku innych rodzajéw, a nawet rodzin bakteryjnych (Zielinska i Kotozyn-
Krajewska, 2020; Zheng i wsp., 2020). W roku 2020 bakterie z dwczesnego rodzaju
Lactobacillus zostaty przydzielone do 25 rodzajéw: Lactobacillus delbrueckii,
Paralactobacillus oraz 23 nowych rodzajow (Zheng i wsp., 2020). Wprowadzone
zmiany, chociaz stuszne z punktu widzenia nauki, wigzaty sie ze zmianami nie tylko
w nauce, ale takie przemysle, ktoéry coraz szerzej korzysta z bakterii
probiotycznych, do ktérych nalezg przedstawiciele omawianych drobnoustrojéw.
Aby zapobiec chaosowi zwigzanemu ze zmiang, zaréwno rodzaju, jak igatunku
bakterii, podjeto decyzje o pozostawieniu bez zmian oznaczen numerycznych
szczepdw odnoszacych sie do kolekcji kultur referencyjnych, a obowigzek
aktualizacji nomenklatury w przemysle farmaceutycznym oraz spozywczym
odtozono w czasie (Zielinska i Kotozyn-Krajewska, 2020). W tabeli 2. zamieszczono
obowigzujacy podziat poprzedniego rodzaju Lactobacillus na nowo wyodrebnione

rodzaje.
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Tabela 2. Nowy podziat rodzajéow bakterii nalezqcych poprzednio do rodzaju Lactobacillus (opracowanie
wiasne na podstawie Zheng i wsp., 2020)

Nowe rodzaje bakterii wyodrebnione z poprzedniego rodzaju Lactobacillus

Acetilactobacillus Dellaglioa Lentilactobacillus
Agrilactobacillus Fructilactobacillus Levilactobacillus
Amylolactobacillus Furfurilactobacillus Ligilactobacillus
Apilactobacillus Holzapfelia Limosilactobacillus
Bombilactobacillus Lactaseibacillus Liquorilactobacillus
Companilactobacillus Lactiplantibacillus Paucilactobacillus
Loigolactobacilus Lactobacillus delbrueckii Schleiferilactobacillus
Paralactobacillus Lapidilactobacillus
Secundilactobacillus Latilactobacillus

Bakterie nalezgce do rodziny Lactobacillaceae sg drobnoustrojami
Gram-dodatnimi, co zwigzane jest ze specyfika budowy éciany komdrkowej. Sciana
komérkowa bakterii Gram-dodatnich zbudowana jest z peptydoglikanu, a takze
kwaséw tejcholowych, lipotejchojowych, polisacharydéw i biatka. Struktura
ta charakteryzuje sie duzg wytrzymatoscia na rozcigganie dzieki silnemu
usieciowaniu. Bakterie nalezgce do rodziny Lactobacillaceae wytwarzajg
egzopolisacharydy potgczone z komdrkg wigzaniami lub uwalniane do otoczenia
(Gérska, 2007). Przedstawiciele rodziny Lactobacillaceae sg fakultatywnymi badz
bezwzglednymi beztlenowcami, gdyz proces fermentacji glukozy moze zachodzi¢
w warunkach mikroaerofilnych lub beztlenowych. Ze wzgledu na prowadzone
przemiany metaboliczne $rodowisko, w ktérym funkcjonujg, obniza swoje pH.
Bakterie kwasu mlekowego, do ktérych nalezg przedstawiciele rodziny
Lactobacillaceae, majg zdolnos$¢ regulacji odczynu wewnatrzkomérkowego dzieki
obecnosci mechanizméw wyréwnawczych (Gajewska i Btaszczyk, 2012). Dzieki
takiemu przystosowaniu bakterie nalezgce do Lactobacillaceae moga
funkcjonowac¢ w srodowisku, ktérego pH miesci sie w granicach 4,5 do 7 (Ha i wsp.,
2003). Wsréd bakterii z rodziny Lactobacillaceae wyrdzni¢c mozna bakterie
homofermentatywne oraz heterofermentatywne. Homofermentacja glukozy

prowadzi do wytworzenia kwasu mlekowego. W przypadku bakterii
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heterofermentacyjnych w wyniku przemian metabolicznych powstaje kwas
mlekowy, etanol oraz dwutlenek wegla (Gajewska i Btaszczyk, 2012). Wspdlnymi
cechami omawianych drobnoustrojéw sg takze: niezdolno$¢ do wytwarzania
przetrwalnikéw oraz katalazy oraz zdolno$¢ do wytwarzania dysmutazy
nadtlenkowej. Przedstawiciele rodziny Lactobacillaceae odznaczajg sie duzymi
wymaganiami wzrostowymi. Wymagajg do wzrostu obecnosci weglowodandw,
aminokwasoéw, peptydéw, kwaséw ttuszczowych, sktadnikéw kwaséw nukleinowch
oraz witamin w podtozu. Na podtozu hodowlanym bakterie nalezgce
do Lactobacillaceae rosng w postaci matych, gtadkich kolonii, o srednicy od 2 do 5
mm. Powierzchnia kremowych lub bezbarwnych kolonii Lactobacillaceae moze by¢
matowa lub btyszczaca. Omawiane drobnoustroje odnajdujg najlepsze warunki
do wzrostu w przedziale temperaturowym pomiedzy 30 a 40°C oraz w $rodowisku

o pH w granicach 5,5-6,2 (Buda i wsp., 2013).

1.5 Oligosacharydy mleka kobiecego

Wsrod wielu sktadnikow bioaktywnych mleka kobiecego wyrézni¢ mozna
czynniki prebiotyczne w postaci oligosacharydéw mleka kobiecego HMO (human
milk oligosaccharides), wspierajgce wzrost drobnoustrojow jelitowych. Zwigzki te
stanowig trzecig pod wzgledem ilosSci grupe sktadnikéw statych w mleku kobiecym
(Menzel i wsp., 2021). Charakteryzujg sie zréznicowang strukturg, utworzong przez
3 do 22 monosacharyddéw, wséréd ktérych wystepuja: D-glukoza, D-galaktoza,
L-fukoza, N-acetyloglukozamina oraz kwas N-acetyloneuraminowy (kwas sjalowy)
(Kuntz i Rudloff, 2008; Marcobal i wsp., 2011). Kazdy z oligosacharydéw
zbudowany jest z czasteczki laktozy, do ktérej przytaczone moga byé kolejne
czasteczki mono- i disacharydéw (Bode, 2015; Andreas i wsp., 2015). Mozna
wyrézni¢ HMO sjalowane oraz fukozylowane powstajgce poprzez przytaczanie
czgsteczek kwasu sjalowego lub fukozy do szkieletu struktury HMO dzieki dziataniu
enzymow  katalizujgcych ten proces, sialotransferaz oraz fukozylotransferaz.
Na podstawie obecnosci lub braku fukozy oraz kwasu sjalowego HMO dzieli sie
na grupy:

e kwasne — sjalowane

e neutralne.

22



Aktywnos$¢ poszczegdlnych enzymdéw uwarunkowana jest genetycznie
i wptywa na réznice osobnicze kompozycji HMO. Na podstawie réznic w obecnosci
i sposobie przytgczania fukozy wyodrebni¢ mozna cztery mozliwosci
uwarunkowane genetycznie, zdeterminowane aktywnoscia odpowiednich
transferaz. Pierwsza mozliwos¢ charakteryzuje sie obecnoscig fukozy przytgczonej
do struktury HMO wigzaniami zaréwno al-2- jak i al-3/4-glikozydowymi (Se+/L+).
Druga mozliwos¢ to wystepowanie wytgcznie potgczen za pomoca wigzan al-3/4-
glikozydowech (Se-/L+). Trzecia mozliwos¢ polega na zwigzaniu fukozy wytgcznie za
pomocy wigzan al-2-glikozydowych (Se+/L-). Ostatnig mozliwoscig jest brak ww.
wigzan, co za tym idzie, brak przytgczonej fukozy do struktury oligosacharydu
(Se-/L-) (Bode, 2015; Lis-Kuberka i Orczyk-Pawitowicz, 2015). Rysunek 1.

przedstawia podstawowe struktury oligosacharydéw mleka kobiecego.
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Rysunek 1. Podstawowe struktury oligosacharydow mleka kobiecego (modyfikacja na podstawie Plaza-Diaz i wsp.,
2018)

Przydziat do poszczegdlnych grup mozna przeprowadzié na podstawie

analizy zawartosci okreslonych HMO w sktadzie mleka kobiecego. Tabela 3.
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przedstawia zaproponowane zawartosci 2’-fukozylolaktozy oraz lakto-

N-fukopentasacharydu Il jako kryteridw przydziatu do poszczegdlnych grup.

Tabela 3. Przydzial do grup na podstawie zawartosci 2'-FL oraz LNFP Il w prébkach mlieka kobiecego
(modyfikacja na podstawie Wang i wsp., 2020)

2’-FL LNFP Il
Se+ 215 mg/Lw 21 prébce L+ >30 mg/L w 21 prébce
Se- <15 mg/L we wszystkich L- <30 mg/L we wszystkich
probkach préobkach

Wéréd wielu funkcji oligosacharyddéw najwieksze znaczenie przypisywane
jest funkcji prebiotycznej w stosunku do mikrobioty jelitowej, dzieki czemu
wspierana jest homeostaza organizmu (Boehm i Stahl, 2007). Efektem dziatania
HMO w przewodzie pokarmowym dziecka jest takze zdolnos$¢ do blokowania
adhezji patogendéw do struktury btony $luzowej jelita. Szczegdlne znaczenie maja
tu fukozylowane oligosacharydy. Struktura oligosacharydéw mileka kobiecego
zblizona jest do glikokaliksu nabtonka jelitowego, w efekcie czego HMO wigzg
patogeny obecne w S$wietle przewodu pokarmowego, blokujgc receptory
lektynowe patogendw, a przez to uniemozliwiajac im adhezje do btony sluzowej
jelita (Lis-Kuberka i Orczyk-Pawitowicz, 2015; Kong i wsp., 2021). Oligosacharydy
wykazujg rowniez posrednie dziatanie przeciwpatogenne, wspierajgc rozwdj
prawidtowej mikrobioty przewodu pokarmowego, a takie wptywajagc na stan
komédrek nabtonka btony sluzowej jelit (Kuntz i wsp., 2008). Oligosacharydy mleka
kobiecego majg takie zdolnos¢ modulowania funkcji uktadu odpornosciowego.
HMO pobierane sg przez komérki dendrytyczne zlokalizowane w blaszce wiasciwej
btony sluzowej jelit. Na podstawie przeprowadzonych badan zaobserwowano
aktywacje tolerogennych komérek dendrytycznych przy udziale HMO. Komorki te
charakteryzujg sie wysoka ekspresjg markeréw hamujgcych, odpowiadajac
za zmniejszong produkcje cytokin prozapalnych. Petnig rdwniez funkcje indukujgca
regulatorowe limfocyty T, przez co wywierajg efekt immunosupresyjny.
Mechanizmy te istotne sg z punktu widzenia prewencji chordéb o podtozu

alergicznym oraz autoimmunologicznym (Xiao i wsp., 2019).
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Chociaz oligosacharydy mleka kobiecego nie podlegajg procesom
trawiennym w organizmie dziecka, niewielka ich cze$¢ ulega wchtonieciu, o czym
Swiadczy wykrywanie omawianych struktur w moczu i osoczu. Badane sg efekty
dziatania HMO na obszary niezwigzane z przewodem pokarmowym, w tym m.in.
wpltyw na rozwdj moézgu lub dziatanie immunostymulujgce (Vinjamuri i wsp.,
2022).

Dotychczasowe badania potwierdzity obecnos¢ kilkuset rodzajéw
oligosacharydow w mleku kobiecym, ktérych ilos¢ uwarunkowana jest w gtéwnej
mierze etapem laktacji (German i wsp., 2008). Wyzszg koncentracje obserwuje sie
w pierwszym okresie po porodzie. Wydzielana w tym czasie siara zawiera 20-23
g/L HMO. W mleku dojrzatym, wydzielanym w pdiniejszym etapie laktacji,
zawartos¢ oligosacharyddw obniza sie do 12-15 g/L (Thurl i wsp., 2010). Réwniez
wedtug Bode (2012) najwiekszg ilos¢ HMO zawiera siara (20-25 g/l), a wraz
z postepem laktacji zawartos¢ oligosacharydow w mleku kobiecym spada

do poziomu 5-20 g/L.

1.6 Mikrobiom dziecka

Ksztattowanie mikrobiomu dziecka jest ztozonym procesem, na ktéry
wptyw majg czynniki okotoporodowe, srodowiskowe, a takie matczyne. Wsréd
mikroorganizmow zasiedlajgcych organizm dziecka zachodzg zaréwno pozytywne,
jak inegatywne interakcje (Milani i wsp., 2017). Pierwszy kontakt organizmu
dziecka z drobnoustrojami ma miejsce jeszcze przed narodzeniem. We krwi
pepowinowej, tozysku, ptynie owodniowym oraz btonach ptodowych
zidentyfikowano obecnos¢ bakterii komensalnych lub ich materiatu genetycznego.
Wsréd drobnoustrojéw obecnych we krwi pepowinowej wyizolowano bakterie
nalezagce do rodzajow: Enterococcus, Streptococcus, Staphylococcus oraz
Propionibacterium. W badaniach poswieconych kolonizacji tozyska przez bakterie
o charakterze probiotycznym zidentyfikowano DNA nalezgce do bifidobakterii oraz
L. rhamnosus (Bearfield i wsp., 2002; Satokari i wsp., 2009; Jiménez i wsp., 2005).
Badania te dowodzg, Ze dziecko posiada kontakt z mikroorganizmami jeszcze przed

narodzeniem, co umozliwia tak wczesng kolonizacje.
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Do najwazniejszych czynnikdw wptywajgcych na ksztattowanie mikrobiomu
dziecka zalicza sie jednak rodzaj porodu (Backhed i wsp., 2015; Azad i wsp., 2016;
Cerdd i wsp., 2017). Podczas porodu sitami natury dziecko ma kontakt
z mikroorganizmami zasiedlajgcymi drogi rodne oraz przewdd pokarmowy
rodzacej kobiety. Wsrdd drobnoustrojow matczynych zidentyfikowa¢ mozna m.in.
bakterie nalezgce do Lactobacillaceae oraz Prevotella (Nuriel-Ohayon i wsp., 2016;
Milani i wsp., 2017). W przypadku porodu drogg ciecia cesarskiego dominujgcymi
mikroorganizmami kolonizujgcymi ciato rodzgcego sie dziecka sg drobnoustroje
kolonizujgce skdére matki oraz mikroorganizmy pochodzace z otaczajacego
srodowiska, w tym mikroorganizmy szpitalne (Dominguez-Bello i wsp., 2010;
Pandey i wsp., 2012; Kulas i wsp., 2013). Mikrobiota jelitowa dzieci urodzonych
drogg ciecia cesarskiego charakteryzuje sie wiekszg czestotliwoscig wystepowania
w jej sktadzie bakterii z rodzaju Clostridium, Staphylococcus, Corynebacterium oraz
Propionibacterium. Dodatkowo wykazuje mniejsze zréznicowanie gatunkowe oraz
rzadsze wystepowanie bakterii nalezgcych do Bifidobacterium oraz Bacteroides niz
w przypadku mikrobioty jelitowej pochodzgcej od dzieci urodzonych sitami natury
(Janczewska i Domazalska-Popadiuk, 2014; Milani i wsp., 2017).

Elementem wptywajacym na ksztattowanie mikrobioty dziecka po porodzie
jest kontakt ,,skéra do skéry” z rodzicem (Hendricks-Mufioz i wsp., 2015). Wsrdd
wielu korzysci ptyngcych z wczesnego kontaktu noworodka z rodzicem, m.in.
redukcji stresu, wczesnej stymulacji karmienia piersig, dochodzi takze aspekt
zwigzany z kolonizacjg organizmu dziecka przez drobnoustroje zasiedlajgce
organizm opiekuna (Guala iwsp., 2017). Optymalng sytuacja jest ciggty kontakt
matki i dziecka po porodzie, trwajgcy nieprzerwanie minimum dwie godziny. Méwi
o tym Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 16 sierpnia 2018 r. w sprawie
standardu organizacyjnego opieki okotoporodowej: bezposrednio po urodzeniu
nalezy umozliwic¢ dziecku nieprzerwany kontakt z matkq ,skora do skory”, trwajgcy
dwie godziny po porodzie. W tym czasie naleZy zacheca¢ matke do rozpoznania
momentu, kiedy dziecko jest gotowe do ssania piersi, a takze obserwowac¢ matke
i dziecko, kontrolujgc cechy dobrego przystawienia i pozycji przy piersi, a w razie
potrzeby zaoferowac pomoc. Kontakt ten moze by¢ przerwany wytqcznie w sytuacji

wystgpienia zagrozenia zycia lub zdrowia matki lub noworodka, odnotowanego
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w dokumentacji medycznej (Dz.U. 2018 poz. 1756). Badania przeprowadzone przez
Hendricks-Mufioz i wsp. (2015) wykazaty wiekszg czestotliwos¢ wystepowania
korzystnych drobnoustrojow jamy ustnej: Neisseria oraz Acinetobacter, wsrdd
mikroorganizmow zasiedlajgcych jame ustng dzieci przedwczesnie urodzonych,
ktére doswiadczyty kontaktu ,skéra do skory” po porodzie, w stosunku do grupy
dzieci, ktére nie miaty takiej mozliwosci.

Kolejnym istotnym czynnikiem wptywajagcym na sktad mikrobioty
organizmu dziecka jest sposdéb karmienia. Pokarm jest jednym z najwazniejszych
czynnikdow wptywajgcych na sktad mikrobiomu jelitowego jako Zrddto znaczacej
ilosci mikroorganizmoéw (Martin i wsp., 2003; Martin i wsp., 2007; Li i wsp., 2017).
Mleko kobiece zawiera liczne szczepy z rodzaju Bifidobacterium, pateczki kwasu
mlekowego, a takze czynniki wspomagajgce drobnoustroje, korzystnie modulujgce
sktad mikrobioty jelitowej dziecka (Isolauri, 2012). Okres noworodkowy
i wczesnodzieciecy jest szczegdlnie intensywnym czasem w odniesieniu
do kolonizacji organizmu dziecka przez drobnoustroje. Badania wykazaty réznice
w sktadzie mikrobioty jelitowe] dzieci karmionych piersia w stosunku do dzieci
karmionych mieszanka mlekozastepczg. Profil mikrobiologiczny przewodu
pokarmowego dzieci zywionych wytgcznie mlekiem kobiecym wykazuje wiekszy
udziat drobnoustrojéw nalezacych do Lactobacillaceae oraz Bifidobacteriaceae
oraz nizszy poziom potencjalnych patogendéw w poréwnaniu do dzieci karmionych
mlekiem modyfikowanym. Réwnoczesnie przewdd pokarmowy dzieci zywionych
mlekiem kobiecym zawiera waskie spektrum bakterii Gram-dodatnich (Rinne i wsp.
2005; Bezirtzoglou, i wsp., 2011). W okresie rozszerzania diety dziecka karmionego
piersig zwieksza sie réznorodnos¢ gatunkowa mikrobioty jelitowej (Favier i wsp.,
2002). W odrdznieniu od dzieci karmionych piersig dzieci zywione preparatami
mlekozastepczymi charakteryzujg sie bardziej zréznicowanym mikrobiomem
jelitowym, w ktérym dominujg bakterie nalezgce do Staphylococcus, Bacteroides,
Clostridium, atakze enterokoki, enterobakterie i bakterie z rodzaju Atopobium
(Milani i wsp., 2017; van den Elsen i wsp., 2019). Dostarczanie drobnoustrojéw
o potencjalnie probiotycznym charakterze pochodzgcych z mleka kobiecego ma
szczegblne znaczenie w przypadku dzieci urodzonych drogg ciecia cesarskiego

(Matsumiva iwsp., 2002). Badania przeprowadzone przez Martin i wsp. (2012)
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wskazujg na skuteczng kolonizacje organizmu dziecka bakteriami pochodzgcymi
ze srodowiska mleka kobiecego. Poréwnanie sktadu mikrobiomu mleka kobiecego
oraz mikrobioty jelitowej dzieci karmionych piersig pozwolito na zidentyfikowanie
tych samych rodzajow bakterii w obu materiatach. Badania przeprowadzone przez
Martin i wsp. (2007), polegajace naanalizie profilu mikrobiologicznego katu
niemowlat, mleka kobiecego oraz wymazéw z pochwy matki, wykazaty wieksze
podobienstwo profilu mikrobiologicznego odchoddéw dziecka do profilu
mikrobiologicznego prébek mleka kobiecego w poréwnaniu z drobnoustrojami
zidentyfikowanych w wymazach z pochwy matki (Martin i wsp., 2007).

Z uwagi na liczne wtasciwosci prozdrowotne mleka kobiecego jest ono
pierwszym wyborem w zywieniu noworodkdw i niemowlat. Znaczenie mleka
kobiecego jest podkreslane szczegdlnie w zywieniu dzieci przedwczesnie
urodzonych. W przypadku porodu przedwczesnego mogg nastgpi¢ trudnosci
w karmieniu piersig ze strony organizmu matki. Najlepszym rozwigzaniem w tej
sytuacji jest korzystanie z mleka dawczyin pochodzgcego z bankdéw mleka
kobiecego. Niestety pasteryzacja, ktérej podlega mleko kobiece, zanim zostanie
podane pacjentom oddziatéw neonatologicznych, wptywa na redukcje nie tylko
potencjalnych mikroorganizméw patogennych, ale takze mikrobioty komensalnej
mleka kobiecego (Wesotowska i wsp., 2019). W badaniach przeprowadzonych
przez Landers i Updegrove (2010) w 93% prébek poddanych procesowi
pasteryzacji nie zidentyfikowano wzrostu drobnoustrojéw rutynowo zasiedlajgcych
srodowisko mleka kobiecego. Poddanie mleka kobiecego dziataniu wysokiej
temperatury podczas procesu pasteryzacji wptywa rdowniez na obnizenie
biodostepnosci niektérych skfadnikdw odzywczych i bioaktywnych (Arslanoglu
i wsp., 2010). Wykazano, ze czes¢ witamin i mineratéw zawartych w mleku
kobiecym, takich jak witamina A, B2, D, E, biotyna, witamina B12 oraz cynk, nie
ulegajg degradacji podczas procesu pasteryzacji. Z kolei zawarto$é witaminy C, B6
oraz kwasu foliowego ulega zmniejszeniu. Analiza danych przeprowadzona przez
Colaizy (2021) potwierdza spadek wartosci energetycznej o 2,8%—2,9%, a takie
spadek catkowitej zawartosci ttuszczu od 6,2% do 8,9%, rdwnoczesnie nie
obserwujgc zmian w zawartosci biatka oraz laktozy. Obecnie prowadzone s3g

badania nad innymi sposobami utrwalania mleka kobiecego, np. za pomoca
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ogrzewania mikrofalowego oraz wysokich cisnien hydrostatycznych. Wyniki badan
z zastosowaniem mikrofali dajg obiecujgce wyniki, wskazujgc na zachowanie
sktadnikéw mleka kobiecego, takich jak: kwasy ttuszczowe, nadtlenki lipidéw oraz
a-laktoalbumina, na poziomie zblizonym do tego, jaki obserwowany jest w mleku
niepoddanemu obrdbce (Martysiak-Zurowska i wsp., 2022). W prowadzonych
doswiadczeniach wykazano réwniez wyzszy poziom laktoferyny, immunoglobulin
slgA oraz witaminy C, a takze wiekszg aktywno$é przeciwutleniajgcg w mleku
kobiecym poddanemu dziataniu mikrofali niz konwencjonalnej metodzie
pasteryzacji mleka kobiecego (Martysiak-Zurowskai wsp., 2022). Innym sposobem
utrwalania mleka kobiecego moze by¢ poddawanie go dziataniu wysokich cisnien
hydrostatycznych. Prowadzone badania wskazujg, ze zamierzony efekt utrwalenia
produktu, jakim jest mleko kobiece, oraz osiggniecie wymaganej czystosci
mikrobiologicznej mozna osiggna¢ w krétszym czasie niz w przypadku stosowania
konwencjonalne] pasteryzacji (Malinowska-Panczyk i wsp., 2019). Dodatkowo
poddanie mleka kobiecego procesowi cisnieniowania wigze sie z mniejszymi
stratami sktadnikdw bioaktywnych, takich jak: adipokiny, czynnik wzrostu,
laktoferyna, przeciwciata 1gG (Wesotowska i wsp., 2018). Chociaz nowe metody
utrwalania mleka kobiecego mogg wigzac¢ sie z mniejszymi stratami wartosci
odzywczej, to jednak w dalszym ciggu nakierowane sg na redukcje mikrobioty
mleka kobiecego, w tym takze mikroorganizmow o potencjalnie probiotycznych

wtasciwosciach.
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2 Cel pracy

Zebrana literatura oraz przedstawione wiadomosci dotyczace bakterii
zrodzaju Lactobacillaceae potwierdzajg ich korzystny, prozdrowotny wptyw na
stan zdrowia rozwijajgcego sie dziecka. Wedtug doniesien naukowych Zrédtem
bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae moze by¢ mleko kobiece. Przeprowadzone
do tej pory badania wskazujg na niejednorodnos¢ wystepowania omawianych
drobnoustrojow w skfadzie mleka kobiecego. Na sktad mikrobiologiczny mleka
kobiecego mogg wptywac czynniki, tj. uwarunkowania osobnicze, czas trwania
laktacji, czynniki okotoporodowe, a takze biologicznie uwarunkowane rdznice
i predyspozycje genetyczne poszczegdlnych spotecznosci (Gomez-Gallego i wsp.
2016; Garcia-Mantrana i wsp., 2017). Z racji dowodéw naukowych
potwierdzajacych korzystny wptyw bakterii z rodziny Lactobacillaceae na stan
zdrowia dziecka celem pracy bylo pogtebienie wiedzy na temat wystepowania
omawianych drobnoustrojow w mleku kobiecym w populacji polskich kobiet
karmigcych piersig. Dodatkowym aspektem pracy byto okreslenie wtasciwosci
bakterii nalezacych do Lactobacillaceae wyizolowanych z mleka kobiecego oraz
mozliwosci ich praktycznego wykorzystania. Bakterie te, charakteryzujgce sie
naturalnym pochodzeniem, wydajg sie by¢ odpowiednim materiatem, ktory
w przysztosci postuzyé moze do wzbogacania mleka kobiecego w szczepy
o charakterze probiotycznym. Takie zastosowanie moze okazac sie szczegdlnie
uzyteczne w przypadku dzieci karmionych mieszankami mleklozastepczymi lub

mlekiem pochodzacym z bankéw mleka kobiecego.

30



2.1 Hipotezy badawcze

Na podstawie analizy dostepnej literatury oraz zagadnien zwigzanych
z mikrobiotg mleka kobiecego, jak rowniez potrzeba przeanalizowania statusu
mikrobiologicznego mleka kobiecego pochodzgcego od polskich kobiet w okresie

laktacji, przedstawiono nastepujgce hipotezy badawcze:

e Mleko kobiece pochodzace od polskich kobiet karmigcych piersig jest zZrédtem

bakterii nalezagcych do Lactobacillaceae.

e Szczepy bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae, wyizolowane z mleka
kobiecego, sg irédtem metabolitdw postbiotycznych o dziataniu

cytotoksycznym w stosunku do komérek nowotworu piersi MCF-7.

e Szczepy bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae, wyizolowane z mleka

kobiecego, charakteryzujg sie zréznicowang antybiotykoopornoscia.

e Szczepy bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae, wyizolowane z mleka
kobiecego, charakteryzujg sie dobrg przezywalnoscia w $rodowisku
pasteryzowanego mleka  kobiecego  pochodzacego od  dawczyn,
przechowywanego w warunkach chtodniczych i zamrazalniczych, pozwalajaca

na wykorzystanie ich jako suplementu mleka kobiecego.

e Kompozycja oligosacharydéw zawartych w mleku kobiecym uzalezniona jest

od mikrobioty mleka kobiecego.
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2.2 Cel ogdlny

Na podstawie postawionych hipotez sformutowano cel ogdlny, jak i cele
szczegbtowe. Celem ogdlnym byto okreslenie czestosci wystepowania bakterii
nalezgcych do Lactobacillaceae w mleku kobiecym, w populacji polskich kobiet
karmigcych piersig oraz scharakteryzowanie czynnikow s$rodowiskowych oraz

matczynych mogacych mie¢ wptyw na jako$é mikrobiologiczng mleka kobiecego.

2.3 Cele szczegoétowe

Oprodcz celu ogdlnego sformutowano cele szczegdétowe koncentrujace sie na
charakterystyce witasciwosci zardwno mleka kobiecego, jak i szczepdéw
bakteryjnych nalezgcych do Lactobacillaceae wyizolowanych z prébek mleka
kobiecego wiaczonych do badaid. Okreslono nastepujgce cele szczegdtowe

niniejszej pracy:

e Charakterystyka badanej populacji kobiet na podstawie kwestionariusza.

e Ocena sktadu mleka pod wzgledem zawartos$ci makrosktadnikéw.

e Ocena zawartosci ogdlnej liczby mezofilnych drobnoustrojow tlenowych
w prébkach mleka kobiecego oraz rdznorodnosci mikrobiologicznej prébek
poddanych badaniu.

e Ocena wystepowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae w mileku
kobiecym w populacji polskich kobiet karmigcych piersig.

e Charakterystyka  wybranych  wtasciwo$ci  bakterii  nalezagcych  do
Lactobacillaceae wyizolowanych z mleka kobiecego: wptywu na komorki
nowotworu piersi MCF-7 oraz antybiotykoodpornosci.

e Ocena przezywalnosci wyizolowanych szczepdw bakteryjnych w srodowisku
pasteryzowanego mleka kobiecego, przechowywanego w warunkach
chtodniczych oraz zamrazalniczych.

e Ocena zawartosci oligosacharydow w probkach mleka kobiecego
przekazanych do badan, w tym pordwnanie zawartosci HMO w grupie préobek
dodatnich pod wzgledem wystepowania bakterii nalezagcych do

Lactobacillaceae oraz negatywnych pod wzgledem omawianej cechy.

32



3 Materiaty

3.1 Materiat badawczy

Materiat badawczy stanowity 63 prébki mleka kobiecego pobrane od 63
kobiet karmigcych piersig, ktore wyrazity che¢ udziatu w badaniu. Rekrutacja
odbywata sie za pomocg portali internetowych, mediéw spoteczno$ciowych oraz
przy okazji spotkan dotyczacych karmienia piersig. Wszystkie osoby, ktére zgtosity
sie do udziatu w badaniu, wziety w nim udziat. Na przeprowadzenie badan
uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu
przy Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy o numerze
KB921/2018. Kobiety biorgce udziat w badaniu zostaty poinformowane o celu oraz
przebiegu badan. Wszystkie uczestniczki zostaty poproszone o wyrazenie pisemnej
zgody na udziat w badaniu. Dane wrazliwe pozyskane w badaniu zostaty objete
klauzulg poufnosci zgodnie z obowigzujgcym systemem RODO zapewniajgcym
ochrone danych wrazliwych. Tytut niniejszej pracy zostat zmodyfikowany w trakcie
trwania badan ze wzgledu na zmiany dotyczace nomenklatury omawianych
drobnoustrojow. Z uwagi na pierwotny zamyst badania réznych szczepéw bakterii
nalezgcych do éwczesnego rodzaju Lactobacillus zdecydowano o zmianie tytutu
w ten sposdb, aby w dalszym ciggu odnosit sie do omawianych mikroorganizmow,
okreslajac je wspdlng nazwg. W ten sposéb zadecydowano o odniesieniu sie
do rodziny Lactobacillaceae.

Probki mleka kobiecego pobierano w terminie od pazdziernika 2020 roku
dosierpnia 2021 roku. Materiat badawczy obejmowat prébki pochodzgce
od kobiet bedgcych na réznych etapach laktacji. Materiat pobierano w godzinach
porannych z zachowaniem zasad higieny. W celu bezpiecznego pobrania prébek
mleka kobiecego zastosowano laktator klasy szpitalnej (Symphony, Medela Polska
Sp. z o.0.), posiadajgcy w swoim wyposazeniu jednorazowe, sterylne zestawy
do odciggania pokarmu. Prébki mleka pobierane byty do kompatybilnych
z laktatorem, sterylnych pojemnikow (Medela), a nastepnie cze$¢ prébki
umieszczana byta w probdwkach zapewniajgcych warunki beztlenowe podczas
transportu. W czasie transportu prébki mleka utrzymywano w warunkach

chtodniczych. Materiat badawczy pobierany byt w domu oséb zgtaszajgcych sie do
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udziatu, po wczesniejszym umowieniu wizyty. Instruktaz odciggania pokarmu miat
miejsce na biezgco, podczas sesji odciggania pokarmu. Na etapie rekrutacji do
badan nie zdecydowano o limitowaniu grup zgtaszajacych sie kobiet ze wzgledu na
stopien zaawansowania laktacji. Wynikato to z ograniczonej liczby kobiet
zgtaszajgcych sie do badan, checi przebadania jak najwiekszej liczby prébek,
a takze oddania naturalnego stanu niemodyfikowanego przez planowanie
liczebnosci poszczegdlnych grup.

Przedmiotem poszczegdlnych badan byty prébki mleka kobiecego
pozyskane na pierwszym etapie oraz izolaty bakterii nalezgce do Lactobacillaceae
wyizolowane z probek mleka kobiecego pobranych od kobiet deklarujgcych cheé
udziatu w badaniach. Pobrany materiat traktowany byt priorytetowo w analizie
mikrobiologicznej. Na tym etapie badan przeanalizowano wszystkie 63 probki
mleka kobiecego.

Kolejne rodzaje analiz uwzglednione w pracy doktorskiej wykonywane byty
w zaleznosci od mozliwosci ilosciowych zebranego materiatu. W badaniach
dotyczacych sktadu mleka kobiecego przebadano tacznie 56 prébek (w tym
14 dodatnich pod katem obecnosci bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae),
analizie oligosacharyddw wystepujgcych w sktadzie mleka kobiecego poddano 44
probki (wtym 10 dodatnich pod katem obecnosci bakterii nalezgcych
do Lactobacillaceae).

Badania skoncentrowane na wilasciwosciach szczepow bakteryjnych
nalezgcych do Lactobacillaceae przeprowadzono na 10 z 15 szczepdw nalezgcych
do Lactobacillaceae zidentyfikowanych w przebadanych prébkach mleka
kobiecego. W przypadku 5 szczepdédw nie udato sie ich wyizolowac¢ po procesie
identyfikacji.

W niniejszej pracy wykorzystano réwniez pasteryzowane mleko kobiece
pochodzace z Banku Mleka Kobiecego w Wojewddzkim Szpitalu Zespolonym
im. L. Rydygiera w Toruniu (tgcznie ok. 450 ml). Porcje mleka, pochodzace od
dawczyn mleka kobiecego, stanowity sSrodowisko dla szczepéw bakteryjnych
poddawanych badaniu przezywalnosci w czasie przechowywania w warunkach

obnizonej temperatury.
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3.2 Odczynniki mikrobiologiczne

3.2.1 Podtoza mikrobiologiczne

Podfoza wykorzystane w badaniach to podtoza dostepne komercyjnie
(podtoza sypkie oraz gotowe podtoza na ptytkach Petriego), a takze modyfikacje
podtozy przygotowane w oparciu o dane literaturowe.
e Agar MRS — granulat, Merck
e Bulion MRS — granulat, Merck
e  Agar mleczny — granulat, Merck

e Podtoie Mueller-Hinton — podfoze agarowe state, Graso

3.2.2 Krazki do oznaczania wrazliwosci na antybiotyki

Oxoid

e  Ampicylina AMP 10 pg (Blaktamy, penicyliny)

Erytromycyna E 15 pg (makrolidy)

e Gentamycyna CN 10 ug (aminoglikozydy)

e Kanamycyna K 30 pg (aminoglikozydy)

e Tetracyklina TE 30 ug (tetracykliny)

e Wankomycyna VA 30 ug (antybiotyki peptydowe — glikopeptydy)

e Jatowe krazki antybiotykowe

3.2.3 ETESTY

bioMerieux

e Amoksycylina AC 0,016-256 pg/mL

e Ampicylina AM 0,016-256 pg/mL

e Benzylopenicylina PG 0,002-32 pg/mL
e Klindamycyna CM 0,016-256 pg/mL

e Imipenem IP 0,002—-32 pg/mL

3.2.4 Pozostate odczynniki wykorzystane w badaniach mikrobiologicznych
e Wankomycyna, Sigma Aldrich
e L-Cysteina, Merck

e (CaCOs Avantor
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3.3

3.4

Ptyn do rozcienczen, BTL
Zestaw do barwienia Grama, BTL
Roztwor nadtlenku wodoru H,0,, Chempur

Paski wskaznikowe — (Anaer indicator) do atmosfery beztlenowej, bioMérieux

Saszetki do inkubacji w warunkach beztlenowych — GENbox anaer,
bioMérieux
Microbank ® — Mix, zestaw fiolek z peretkami zanurzonymi w ptynie

konserwujacym do przechowywania szczepdw bakterii i grzybéw w stanie

zamrozenia, Biomaxima

Odczynniki do identyfikacji molekularnej
Zestaw do izolacji DNA z komdrek bakterii Genomic Mini AX Bacteria+ (Spin),
A&A Biotechnology
PCR Mix Gotowa mieszanina do PCR Taq, 2 x stezona.
Sktad mieszaniny PCR Mix: polimeraza DNA Taq 0,1 U/uL, MgCl, 4 mM, dNTPs
0,5 mM kazdego z DTP, barwnik, bufor obcigzajacy A&A Biotechnology,
GeneRuler 100 bp DNA Ladder — wzorzec wielkosci DNA
Agaroza, Promega
Midori Green, Genetics

Bufor TBE, EURX

Odczynniki i materiaty do badania cytotoksycznosci
linia komérkowa MCF-7 — (ATCC-HTB-22) Breast Adenocarcinoma; Human
(Homo sapiens), Poziom BSL: ATCC BSL 1, LGC Standard
Medium — Minimal Essential Medium Eagle, Sigma-Alrich
FBS — ptodowa surowica bydleca, Capricorn Scientific
Roztwér antybiotykéw Penicylina-Streptomycyna — Penicylina: 10,000 U/mlL
Streptomycyna: 10 mg/mL, Sartorius
Trypsyna-EDTA — Sigma Life Science, Sartorius
PBS — bufor fosforanowy, Sigma Aldrich
Barwnik MTT, AppliChem
DMSO, Chempur
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e Insulina, Roztwor ludzkiej rekombinowanej insuliny 4 mg/mL, Gibco

e Filtry strzykawkowe, Bionovo

3.5 Odczynniki do oznaczania oligosacharydow
e  Acetonitryl, Merck

e Etanol, Avantor
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4 Aparatura i wyposazenie

e loddéwki (4°C), zamrazarki (—20°C), Pol-Eko Aparatura

e zamrazarki gtebokiego mrozenia (—80°C), New Brunswick Eppendorf

e miniwirdwki laboratoryjne, Eppendorf

e waga analityczna o doktadnosci odczytu 0,0001 g oraz 0,01 g

e wirdwka laboratoryjna z chtodzeniem, Eppendorf

e  MALDI-TOF, Brucker

e termocykler, Biorad

e czytnik produktow PCR Image Gel Doc XR+, BioRad Molecular

e komory laminarne, Thermo Scientific

e |aktator, Medela

e taznia wodna, Grant Instruments

e analizator sktadu mleka kobiecego, MIRIS HMA

e autoklaw, Enbio Technology

e czytnik ELISA, Biogenet

e inkubatory, Binder

e licznik komadrek, Merck

e mikroskop odwrdcony, Nikon

e mikroskop, Leica

e pipetor, Brand

e pipety laboratoryjne, Eppendorf, Brand

® sonifikator, MIRIS HMA

e spektrofotometr masowy Q Exactive'™ Focus  quadrupole-Orbitrap
((LC-Q-Orbitrap-MS/MS, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany)

e system odparowywania prézniowego RapidVap (Labconco, Polska)

e system Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Scientific'™, Dionex, San Jose, CA, USA)

e wytrzasarka laboratoryjna, Heidolph

e wytrzasarka, Heidolph
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5 Metody badawcze

Ogélny schemat postepowania z badanym materiatem przedstawiono
narysunku 2. Probki mleka kobiecego poddane zostaty badaniom
mikrobiologicznym, ktérych celem byta ocena sktadu mikrobiologicznego mleka
kobiecego. W nastepnym etapie badaid kolonie potencjalnie nalezace
do Lactobacillaceae identyfikowane byly za pomocy takich metod, jak ocena
wtasciwosci morfologicznych i biochemicznych, identyfikacja z zastosowaniem
techniki MALDI-IVD oraz metod molekularnych (PCR). W kolejnym kroku
przeprowadzano badania dotyczagce witasciwosci szczepow, wyizolowanych
ze srodowiska mleka kobiecego, bakterii nalezacych do Lactobacillaceae.
Okreslono przezywalnos¢ bakterii  w Srodowisku pasteryzowanego mleka
kobiecego, przechowywanego w obnizonej temperaturze, wptyw metabolitéw
bakterii nalezacych do Lactobacillaceae na komérki nowotworowe linii MCF-7 oraz
wrazliwo$¢ omawianych drobnoustrojow wzgledem antybiotykéw. Dodatkowo
probki mleka kobiecego poddano analizie w celu scharakteryzowania zawartych

w nich oligosacharydéw oraz analizie sktadu pod wzgledem makrosktadnikéw.
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Wilasciwosci
morfologiczne i
biochemiczne

Badanie przezywalnosci
Lactobacillaceae w
srodowisku
pasteryzowanego mleka
kobiecego,
przechowywanego w
obnizonej temperaturze

Badania mikrobiologiczne,

identyfikacja, izolacja,

MALDI-TOF/MS

. _ Badanie
Badanie wplywu metabolitow antybiotykooporno$ci

bakterii nalezacych do bakterii nalezacych
Lactobacillaceae na komorki do Lactobacillaceae

nowotworowe linii MCF-7

Analiza zawartych w prébkach Analiza makrosktadnikéw
mleka oligosacharydow mleka kobiecego

J

J

UHPLC MIRIS

Rysunek 2. Schemat postgpowania z probkami mleka kobiecego uwzgledniajgcy stosowane techniki badawcze
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5.1 Badanie ankietowe — charakterystyka kobiet biorgcych udziat w badaniu

W celu scharakteryzowania badanej populacji oraz poznania czynnikéw
mogacych  oddziatywa¢ na sktad  mikrobiologiczny mleka  kobiecego
przeprowadzono badanie ankietowe. Kwestionariusz przygotowany na potrzeby
badan i zaakceptowany przez lokalng Komisje Bioetyczng przekazywany byt
wszystkim kobietom biorgcym udziat w badaniu. W celu zachowania
anonimowosci podczas uzupetniania ankiety wszystkie egzemplarze zostaty
zakodowane numerem porzagdkowym. Ankieta ztozona byta z pytan dotyczacych
matki, dziecka karmionego piersig, czynnikéw okotoporodowych oraz

srodowiskowych. Kwestionariusz zostat zamieszczony jako zatgcznik niniejszej

pracy.

5.2  Badanie makroskfadnikdw mleka kobiecego
W badaniu wykorzystano analizator sktadu mleka kobiecego MIRIS HMA
(Miris AB, Uppsala, Szwecja). Analizy wykonano we wspodfpracy z Bankiem Mleka
Kobiecego w Wojewddzkim Szpitalu Zespolonym im. L. Rydygiera w Toruniu. Kazda
probka mleka bezposrednio przed analizg sktadu byta podgrzana do temperatury
40 °C w faini wodnej i poddawana homogenizacji za pomocg sonifikatora
(Sonifikator MIRIS [1,5 s/mL]). Analizy wykonywano w trzech powtdrzeniach.
Analizator sktadu mleka pozwala na okreslenie zawartosci makrosktadnikéw
w badanym materiale w odniesieniu do:
e ttuszczu ogdtem (g/100 mL),
e biatka catkowitego (g/100 mL),
e biatka odzywczego (g/100 mL),
e suchej masy (g/100 mL),
e weglowodanow (g/100 mL),
e wartosci energetycznej (kcal/100 mL).
Wszystkie procedury przeprowadzono zgodnie z instrukcjg urzadzenia
i zaleceniami producenta. Ocena sktadu mleka kobiecego przeprowadzana przez
analizator opiera sie na spektrofotometrii w pasmie podczerwieni. Analizator

posiada zrédto promieniowania podczerwonego oraz detektor, ktéry odbiera
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promieniowanie przenoszone przez ciecz. Filtry w detektorze pochtaniajg
skorelowane z nimi promieniowanie w pasmie sredniej podczerwieni. Nastepnie
analizowane sg ilosci promieniowania pochtonietego przez okreslone grupy
funkcyjne poszczegdlnych makrosktadnikdw. Absorbancja dla substancji/grupy
funkcyjnej o okreslonej dtugosci fali jest proporcjonalna do stezenia danego
makrosktadnika w analizowanej préobce mleka kobiecego. Detekcja ta pozwala
na analize zawartosci weglowodandéw, tituszczu i biatka. Dfugosci fal
charakterystyczne dla  poszczegdlnych komponentéw mleka kobiecego
zastosowane w analizatorze wynosza:
e 5,7 um — dla grup karbonylowych wigzain estrowych i glicerydéw
(przy oznaczaniu zawartosci ttuszczu w badanej prébce),
e 65 um - dla drugorzedowych grup amidowych wigzan
peptydowych (przy oznaczaniu zawartosci biatka catkowitego),
e 9,6 um — dla grup hydroksylowych (przy oznaczaniu zawartosci
weglowodandéw).

Analizator sktadu mleka mierzy catkowitg zawartos¢ weglowodandéw
tacznie z laktozg i oligosacharydami. Biatko catkowite obliczane jest w oparciu
o catkowitg ilo$¢ azotu w analizowanej prébce, co uwzglednia réwniez niebiatkowe
zwigzki azotu. Z tego wzgledu obliczana jest rowniez zawartos¢ biatka odzywczego,
ktora odzwierciedla rzeczywistg zawartos¢ biatka. Analizator przelicza zawartos¢
azotu na zawarto$¢ biatka, wykorzystujgc wspétczynnik 6,38, a takze wspdtczynnik
0,8, do obliczania zawartosci biatka odzywczego z biatka ogdlnego. Uzyskane
wyniki stuzg nastepnie do obliczania wartosci energetycznej oraz zawartosci suchej
masy w badanej préobce (Zhu i wsp., 2017). Badanie sktadu mleka kobiecego
za pomocg analizatora MIRIS HMA trwa okoto 1 minuty.

Zakres pomiarowy analizatora:
e ttuszcz 0,6—4 g/100 mL,
e biatko ogdlne 0,8-3 g/100 mL,
e biatko odzywcze 0,6-2,4 g/100 mL,
e weglowodany 6,6—8,7 g/100 mL
(HMA User MAnual).
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Analize przeprowadzono w trzech powtdrzeniach. Zdjecie 1. przedstawia
analizator sktadu mleka kobiecego MIRIS. Na rysunku 3. zobrazowano

schematycznie zasade dziatania urzadzenia.

Zdjecie 1. MIRIS — analizator sktadu mleka kobiecego

kuweta filtry detektor
P s . { analizator
zrodfo promieniowania
podczerwonego L . .............. :
@ O—r—
@ - > @Y
____________ O—p—]
. I @  O—p—

Rysunek 3. Schemat dziatania analizatora MIRIS (modyfikacja na podstawie instrukcji producenta)

5.3  Badanie mikrobiologiczne w kierunku oznaczenia zawartosci ogélnej
liczby tlenowych bakterii mezofilnych
lloSciowe oznaczanie ogodlnej liczby mezofilnych bakterii tlenowych
w prébkach mleka kobiecego zostato przeprowadzone z wykorzystaniem agaru
mlecznego (Merck). Badany materiat posiewano metodg posiewu wgtebnego
po wykonaniu szeregu dziesieciokrotnych rozcienczen. Badanie przeprowadzono

w dwdch powtdrzeniach. Inkubacje ptytek prowadzono w temperaturze 30 °C
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w warunkach tlenowych przez 72+2 godziny. Po tym czasie wyroste kolonie
zliczono, a zawartos¢ mezofilnych bakterii tlenowych obliczono i wyrazano jako
jednostki tworzgce kolonie (jtk) na mL mleka kobiecego.

Réwnoczesnie wykonywano posiew powierzchniowy na podfoze dla ogdlnej
liczby  mezofilnych  drobnoustrojéw  tlenowych w celu identyfikacji
mikroorganizméw zawartych w badanej prébce mileka kobiecego. Badanie
to wykonywano, posiewajgc 0,1 mL kolejnych rozcienczen badanego materiatu
na przygotowane ptytki agarowe. Czas i temperatura inkubacji byta taka sama jak
w przypadku posiewu wgtebnego. Wyroste kolonie analizowano nastepnie przy

uzyciu spektrometrii mas z wykorzystaniem urzadzenia MALDI Biotyper (Bruker).

5.4  Badanie mikrobiologiczne w kierunku wykrycia obecnosci bakterii

nalezacych do Lactobacillaceae

5.4.1 Posiew mikrobiologiczny
W celu wykrycia obecnosci oraz wyizolowania bakterii nalezgcych
do Lactobacillaceae wykorzystano posiew na podfoze state De Man, Rogosa
i Sharpe (MRS) oraz jego modyfikacje. Zastosowano nastepujgce modyfikacje
pozywki MRS:
e pozywka MRS z dodatkiem wankomycyny (10 mg/L) (Colombo i wsp.,
2014),
e pozywka MRS z L-cysteing (0,5 g/L) (Soto i wsp., 2014),
e pozywka MRS z dodatkiem 3% CaCO; (Meiling Jiang i wsp., 2016)
e standardowa wersja pozywki MRS bez zadnych dodatkéw.
Badany materiat oraz jego dziesieciokrotne rozcieficzenia w ilosci
0,1 mL rozprowadzano na ptytkach Petriego z podtozem MRS w dwdch
powtdrzeniach. Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C w warunkach
beztlenowych przez 72+2 godziny. Po inkubacji wyroste kolonie bakteryjne

poddawane byty dalszej analizie.
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5.4.2 Ocena makroskopowa
Wyroste kolonie bakteryjne byly kwalifikowane jako potencjalnie
przynalezne do Lactobacillaceae na podstawie cech morfologicznych, takich jak:

wielkos¢, ksztatt, brzeg, powierzchnia, barwa, przejrzystosé.

5.4.3 Identyfikacja z zastosowaniem spektrometrii mas MALDI-TOF

Kolonie zakwalifikowane do dalszej analizy poddano identyfikacji metoda
spektrofotometrii mas przy uzyciu urzadzenia MALDI Biotyper IVD (Bruker).
Badania  przeprowadzono we wspodtpracy z Zakitadem  Diagnostyki
Mikrobiologicznej Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego im. L. Rydygiera
w Toruniu. Identyfikacje przeprowadzono zgodnie z metodykg spektrometrii mas
MALDI-TOF/MS oraz wytycznymi producenta.

Identyfikacja drobnoustrojéw przeprowadzana przez urzadzenie MALDI
opiera sie na analizie ekspresji biatek bakteryjnych i poréwnaniu ich z referencyjng
bazg danych, ktéra jest sukcesywnie uaktualniana przez producenta. Na podstawie
réznic w masie poszczegdlnych biatek i peptyddw, a co za tym idzie, czasu przelotu,
spektrometr mas oblicza mase czgsteczkowa. Powstajgce widmo mas
charakteryzuje sie okreslonym wzorcem dla danego drobnoustroju. Jest ono
nazywane ,molekularnym odciskiem palca”, charakterystycznym dla danego
mikroorganizmu. Kryteria identyfikacji analizowanych drobnoustrojéw za pomocg
MALDI-TOF/MS obejmowaty: wartos¢ wskaznika interpretacji >2 — wynik
o wysokiej pewnosci, zakres pomiedzy 1,99 a 1,70 — identyfikacja o nizszej

detektor MS

\
badany materiat \% 050

kolonie bakteryjne \
= L]
A8 c eF o n 1 WKk L
10 0o © ©O 0O 000G OO0
20 O © © 0 0 0 00 00
10 O © O © 0 0 ¢ © © ©
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profil MS

biatka i matryca

Rysunek 4. Procedura diagnostyki z zastosowaniem MALDI-TOF/MS (modyfikacja na podstawie Clark i wsp., 2013)

pewnosci, warto$¢ mniejsza niz 1,70 — brak identyfikacji analizowanych

drobnoustrojéw. Rysunek 4. przedstawia zasade dziatania MALDI-TOF/MS.
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Podczas badania materiat pobrany z badanych kolonii bakteryjnych
nanoszono punktowo na stalowg ptytke (zdjecie 2.), a nastepnie pokrywano go
matryca. Po wysuszeniu ptytki w temperaturze pokojowej ptytke poddawano
analizie w komorze urzadzenia, ktdrg przedstawia zdjecie 3. Po identyfikacji
szczepy bakteryjne zidentyfikowane jako nalezgce do Lactobacillaceae izolowano,
namnozono i kolekcjonowano w kriobankach. Rysunek 5. przedstawia schemat

postepowania.

Zdjecie 2. Stalowa plytka, na ktorg nanoszony jest badany materiat

Zdjecie 3. Komora urzqdzenia MALDI-TOF/MS
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IDENTYFIKACJA MIKROORGANIZMOW
ZA POMOCA MALDI-TOF MS

naniesienie matrycy °

analiza w komorze

urzadzenia
analiza wynikéw
badania

przesiew i

namnozenie

zidentyfikowanych

kolonii

Zdjecie 4. MALDI-TOF/MS Rysunek 5. Schemat dotyczqcy procedury identyfikacji
bakterii za pomocq MALDI-TOF/MS

5.4.4 Identyfikacja genetyczna za pomocg techniki biologii molekularnej
Dodatkowym etapem identyfikacji wyizolowanych szczepéw byto zastosowanie
reakcji tancuchowej polimerazy (PCR).
» lzolacja bakteryjnego DNA
Szczepy bakteryjne inkubowano przez 18 godzin w bulionie MRS (Merck)
w 37°C. Po inkubacji 1,5 ml kazdej prébki poddawano wirowaniu przy 6000 obr./min,
w temp. 4°C przez 10 minut. Do izolacji DNA bakteryjnego zastosowano zestaw do
izolacji genomowego DNA Genomic Mini AX Bacteria + Spin (A&A Biotechnology).
Izolacje genomowego DNA wykonano zgodnie z zaleceniami producenta zestawu
do izolacji.
» 1 mL nocnej hodowli bakteryjnej poddano wirowaniu.
» Po odrzuceniu supernatantu zawiesine bakteryjng zawieszono w 200 pL buforu
zawiesinowego BS. Dodawano takze 10 pl lizozymu oraz 5 uL mutanolizyny.
» Po wymieszaniu prowadzono 20-minutowg inkubacje w temperaturze 50°C.

» Nastepnie dodano 200 pL roztworu do lizy L1.4 oraz 20 ul Proteinazy K.
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» Po zworteksowaniu probki ponownie prowadzono inkubacje przez 10 minut
w temperaturze 50°C.

» W kolejnym etapie prébki poddano worteksowaniu, a nastepnie odwirowywano je
w czasie 10 s przy 8000—-14 000 x g.

» Otrzymany supernatant umieszczono wewnatrz kolumny Mini AX Spin wtozonej
do 2 ml probdéwek. Catos¢ wirowano przez 30—60 s przy obrotach 8000—14 000 x g.

» Po wirowaniu kolumny Mini AX Spin przeniesiono do nowych 2-mililitrowych
probéwek i dodano do ich wnetrza 600 pL roztworu do przemywania W1. Catos¢
poddano wirowaniu, a nastepnie przeniesiono kolumny do kolejnych czystych
2-mililitrowych probdwek.

» Kolejnym krokiem byto dodanie 500 pL drugiego roztworu do ptukania
W2 i odwirowanie zawartosci. Do elucji postuzyty 1,5-mililitrowe probdowki,
do ktérych na dno dodano po 5 pL buforu neutralizujgcego N. Kolumienki
przeniesiono do probdéwek elucyjnych i dodano do nich po 100-150 uL buforu
do elucji E.

» Po uptywie 2 minut kolumny wraz z probéwkami poddano wirowaniu przez
30-60s przy 14 000-21 000 x g. Po tym etapie kolumny usunieto, a probdéwki

z oczyszczonym DNA bakteryjnym przechowywano w temperaturze —20°C.

» Reakcja taricuchowa polimerazy (PCR)
Otrzymane DNA bakteryjne stosowano jako matryce do amplifikacji
fragmentéw gendw
W reakcji PCR uzyto nastepujgcych starterow:
» R16-1 (5'P-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3'),
» LbLMA1-rev (5'-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3')
Uzyte startery, zaprojektowane na podstawie danych literaturowych
dotyczacych badan przeprowadzonych przez Dubernet i wsp. (2002), zostaty pozyskane

z firmy Oligo.pl. W badaniach wykorzystano termocykler BioRad C1000 Touch (Biorad).

W reakcji PCR zastosowano nastepujgce warunki:
» denaturacja poczatkowa 95°C, 5 min

» 30 cykli sktadajgcych sie z:
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o denaturacji 95°C, 30 s
o hybrydyzacji 55°C, 30 s
o elongacji 72°C, 30 s
» wydtuzanie koricowe przeprowadzono w 72°C przez 7 min

» schtadzanie produktéw PCR do 4°C

» Elektroforeza oraz odczyt

Analiza uzyskanych amplikondéw zostata przeprowadzona z zastosowaniem
rozdziatu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym w buforze 1xTBE (EURX)
wybarwionym Midori green umozliwiajgcym wizualizacje w  Swietle  UV.
Po elektroforezie produkty PCR wizualizowano w Swietle UV czytnika produktéw PCR
BioRad Molecular Image Gel Doc XR+. Do okreslenia wielkosci otrzymanych produktéw
reakcji PCR zastosowano marker wielko$ci DNA GeneRuler 100 bp DNA Ladder. Zdjecia

5.1 6. przedstawiajg aparature wykorzystang w badaniach biologii molekularne;j.

Zdjecie 5. Termocykler, BioRad
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Zdjecie 6. Czytnik produktow PCR

5.4.5 Ocena mikroskopowa - barwienie metodg Grama

Z wyizolowanego materiatu przygotowano preparaty mikroskopowe.
Przynalezno$¢ do badanych drobnoustrojéw do grupy bakterii Gram-dodatnich
potwierdzono, wykonujgc barwienie Grama. Na utrwalony preparat mikroskopowy
nanoszono fiolet krystaliczny, ptyn Lugola, aceton oraz fuksyne zasadowg. Ocene

barwienia przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu Leica w powiekszeniu 100 x.

5.4.6 Ocena wtasciwosci biochemicznych

W ocenie witasciwosci biochemicznych badanych drobnoustrojéw analizowano
zdolnos¢ wyizolowanych drobnoustrojow do wytwarzania katalazy. W badaniu tym
zastosowano 3% roztwor nadtlenku wodoru (H,0,). W celu przeprowadzenia badania
do kilku kropel hodowli badanych mikroorganizméw, naniesionych na szkietko,
dodawano kilka kropel roztworu nadtlenku wodoru. Wynik badania zalezny
byt od wytwarzania tlenu podczas reakcji katalizowanej przez enzym - katalaze.
Dla bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae wynik reakcji byt ujemny. Nie dochodzito
do obfitego wytwarzania tlenu po kontakcie nadtlenku wodoru z wyizolowanymi

drobnoustrojami.
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5.5 Oznaczanie wrazliwosci na wybrane antybiotyki

5.5.1 Oznaczenie wrazliwosci na antybiotyki 2z  wykorzystaniem krazkéw
antybiotykowych
Oznaczenie wrazliwosci na antybiotyki wyizolowanych szczepow bakteryjnych
przeprowadzono z zastosowaniem metody dyfuzji krgzkowej. W badaniu wykorzystano
krgzki antybiotykowe dostepne komercyjnie. W tabeli 4. przedstawiono wykaz

zastosowanych krgzkéw antybiotykowych.

Tabela 4. Wykaz zastosowanych krqzkéw antybiotykowych

Antybiotyk Skrot Stezenie Rodzaj antybiotyku
Ampicylina AMP 10 ug Blaktamy, penicyliny
antybiotyki peptydowe
Wankomycyna VA 30 pg
(glikopeptydy)

Gentamycyna CN 10 ug aminoglikozydy

Kanamycyna K 30 pg aminoglikozydy
Erytromycyna E 15 ug makrolidy

Tetracyklina TE 30 pg tetracykliny

Badaniu poddano 10 szczepow bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae,
wyizolowanych z mleka kobiecego na wczesniejszych etapach badan. Przebadano
oddziatywanie szesciu antybiotykdw w postaci komercyjnie dostepnych krgzkéw
nasgczonych substancjg czynng. W badaniu zastosowano zaréwno podtoze MRS,
standardowg  pozywke przeznaczong do  wzrostu  bakterii  nalezacych
do Lactobacillaceae,  jak i podtoze rekomendowane do oznaczania
antybiotykoodpornosci drobnoustrojéw Mueller-Hinton. Podtoze MRS wybrano
ze wzgledu na wysokie wymagania odzywcze bakterii kwasu mlekowego. W klasycznej
wersji badania antybiotykoodpornosci na podtozu Mueller-Hinton wzrost bakterii
nalezgcych do Lactobacillaceae nie zawsze jest w petni zadowalajgcy. Ptytki Petriego
z przygotowanym podifozem MRS oraz podfozem Mueller-Hinton byty inokulowane
zawiesing komorek bakteryjnych o wartosci 1 w skali McFarlanda. Zawiesina
bakteryjna rozprowadzana byta w trzech ptaszczyznach na powierzchni agaru. Krazki

antybiotykowe nanoszono sterylnie na powierzchnie podtoza mikrobiologicznego,
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umieszczajac pojedyncze krazki w réownych odlegtosciach od siebie. Badanie
wykonywano w dwdéch powtdrzeniach. Kontrole negatywng stanowita reakcja na krazki
pozbawione antybiotyku, nasgczone roztworem NaCl. Ptytki pozostawiono
w temperaturze pokojowej przez godzine, a nastepnie umieszczono w inkubatorze
o temperaturze 37°C, zapewniajgc warunki beztlenowe. Inkubacja prowadzona byta
przez 48 godzin (Mayrhofer i wsp., 2008). Po zakonczonej inkubacji mierzono $rednice
stref zahamowania wzrostu drobnoustrojéw, podajac wynik w milimetrach [mm].
W pomiarze uwzgledniano srednice zastosowanych krazkéw antybiotykowych. Wyniki
interpretowano zgodnie z wartosSciami granicznymi uwzglednionymi przez Sharma
iwsp. (2017). Podziatu stopnia wrazliwosci badanych szczepéw dokonano
W nastepujacy sposob:
e oporne (R) —izolaty ze strefg zahamowania wzrostu mniejszg lub réwng 14 mm,
e wrazliwe (S) — izolaty o srednicy strefy zahamowania wzrostu wiekszej lub réwne;j
20 mm,
e posrednie (M) - izolaty, ktérych strefa zahamowania wzrostu miescita
sie w przedziale miedzy 15 a 19 mm.

Badanie wykonano w dwdch powtdrzeniach.

5.5.2 Oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego MIC — metoda z wykorzystaniem

ETEST-0w

Test wrazliwosci na antybiotyki wykonano z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnych testéw paskowych (ETEST, bioMerieux), ktérych istotg dziatania jest
wskazanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) okreslonego chemioterapeutyku
wptywajgcego na badany szczep bakteryjny. Wartos¢ wyrazana jest w ug/ml. Ptytki
Petriego z przygotowanym podtozem MRS byly inokulowane zawiesing komodrek
bakteryjnych o wartosci 1 w skali McFarlanda. Zawiesina bakteryjna rozprowadzana
byta na powierzchni agaru w trzech ptaszczyznach, tak aby uzyskaé jednolity wzrost
na powierzchni pozywki. Kolejnym etapem byto umieszczenie na powierzchni
przygotowanych ptytek testéw paskowych nasgczonych gradientowo badanym
antybiotykiem. Ptytki inkubowano w warunkach beztlenowych w temperaturze 37°C
przez 48 godzin. Po okresie inkubacji odczytywano wynik poprzez wskazanie miejsca

przeciecia strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojéw z paskiem nasgczonym
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antybiotykiem (Danielsen i Wind, 2003). Paski zawierajg skale ze wskazaniem poziomu
nasgczenia danego miejsca chemioterapeutykiem. Badanie wykonano powtdrnie
z wykorzystaniem  pozywki

Mueller-Hinton,  standardowo

wykorzystywanej
do oznaczania lekowrazliwosci szczepdw bakteryjnych. W poréwnaniu z pozywka MRS
uzyskano zdecydowanie stabszy wzrost bakterii. Paski testowe uzyte w badaniu
wyszczegoblnione zostaty w tabeli 5. Na rysunku 6. przedstawiono schemat oznaczania

wartosci MIC na ptytce agarowe;j.

Tabela 5. Paski testowe zastosowane w badaniu dotyczqcym wyznaczania minimalnego stezenia hamujgcego MIC

Antybiotyk Oznaczenie Zakres
Amoksycylina AC 0,016-256 pg/mL
Ampicylina AM 0,016-256 pg/mL
Benzylopenicylina PG 0,002-32 pg/mL
Klindamycyna CM 0,016-256 pg/mL
Imipenem IP 0,002-32 pg/mL
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Rysunek 6. Oznaczania MIC za pomocg ETEST-6w (modyfikacja na podstawie Schumacher i wsp., 2018)

5.6  Ocena wptywu metabolitéw postbiotycznych pochodzacych ze szczepdw

bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae, wyizolowanych z mleka kobiecego,

na komaorki nowotworu piersi linii MCF-7 w warunkach in vitro

Bakterie nalezgce do Lactobacillaceae, jako przedstawiciele bakterii kwasu

mlekowego (LAB), sg zdolne do produkcji metabolitéw postbiotycznych (Moradi i wsp.,
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2021). W badaniu oceniono cytotoksycznos¢ metabolitéw postbiotycznych, zawartych
w supernatancie pochodzagcym z hodowli szczepéw bakteryjnych nalezgcych
do Lactobacillaceae wyizolowanych z prébek mleka kobiecego, wzgledem komodrek
nowotworowych MCF-7. Zdjecie 7. przedstawia omawiane komoérki widziane pod

mikroskopem.
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Zdjecie 7. Komorki MCF-7 w hodowli (modyfikacja na podstawie Ninomiya i wsp., 2013)

Cytotoksyczno$é okreslona zostata na podstawie przeprowadzonych testow
MTT. Szczepy bakteryjne biorgce udziat w badaniu namnazano poczatkowo na podtozu
MRS (Merck, Niemcy). W czasie 24 godzin przed eksperymentem zawieszano
jeinamnazano w bulionie MRS w temperaturze 37°C. Po inkubacji bulion MRS
poddawany byt wirowaniu przy obrotach 10 000 x g przez 10 minut w temperaturze
4°C. Supernatant uzyskany po odwirowaniu zostat zebrany, a jego odczyn
pH doprowadzono do wartosci pH fizjologicznego w zakresie 7,2-7,4 za pomocg
5M wodorotlenku sodu. Uzyskane porcje supernatantu filtrowano z zastosowaniem
filtréw strzykawkowych o wielkosci poréow 0,22 um. Komdrki nowotworu piersi MCF-7
(ATCC-HTB-22, Breast Adenocarcinoma; Human) zostaty zakupione w firmie
LGC Standards Sp. z 0.0. Komérki hodowano w inkubatorze o temperaturze 37°C,
w atmosferze zawierajgcej 5% CO,. W hodowli zastosowano medium wzbogacone
0 10% (v/v) bydleca surowice ptodowa (FCS), insuline w ilosci 0,1 mg/ml oraz roztwor
antybiotykow penicylina-streptomycyna w ilosci 100 IU/mL. Zawiesine komdrek MCF-7
uzyskiwano z hodowli bedacej w logarytmicznej fazie wzrostu.
Komérki nowotworu piersi linii MCF-7 wysiewano na trzy mikromianowane ptytki

96-dotkowe w ilosci 1 x 10°> komdrek na 1 ml medium. Pytki zawierajace zawiesine
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komérek inkubowane byty nastepnie w temperaturze 37°C przez 24 godziny
w atmosferze zawierajacej 5% CO,. Po uptywie 24 godzin do posianych wczesniej
komérek dodawano rozcieficzenia supernatantdw zawierajgcych metabolity
postbiotyczne badanych szczepdéw bakteryjnych. Zastosowano stezenia supernatantow
w przedziale od 50% do 3,13% (v/v). Ptytki zawierajgce komdrki nowotworu piersi
MCF-7 oraz odpowiednie rozcienczenia zastosowanych supernatantéw bakteryjnych
inkubowano w temperaturze 37 °C oraz dostepie 5% CO, przez okres 24, 48 oraz
72 godzin. Pierwsza ptytka zostata poddana testowi MTT po uptywie 24 godzin. Do
dotkéw ptytki dodano 20 pL roztworu bromku 3-[4,5-dimetylotiazolo-2-yl]-2,5-difenylu
(MTT) o stezeniu 5 mg/mL PBS. Po dodaniu odczynnika ptytke inkubowano przez
4 godziny w inkubatorze o temperaturze 37°C oraz 5% udziale CO,. Po uptywie
wyznaczonego czasu zawarto$¢ dotkow byta usuwana préiniowo. W celu
uwidocznienia reakcji barwnej, bedacej istotg testu MTT, do dotkéw dodawano
po 100 pl sulfotlenku dimetylu (DMSO). Kontrole stanowity komorki niepoddane
dziataniu supernatantu. Badaniu poddano réwniez ptynng pozywke MRS bez dodatku
supernatantu bakteryjnego. Kolejne ptytki zawierajgce komoérki nowotworu piersi
MCF-7 inkubowane razem z metabolitami bakteryjnymi poddawano testowi MTT po 48
i 72 godzinach. Dziatanie testu oparte jest na enzymatycznej redukcji jasno zabarwionej
soli tetrazoliowej do formazanu, ktdéry charakteryzuje sie intensywnym
fioletowoniebieskim zabarwieniem. Schemat reakcji przedstawiono na rysunku 7.
Intensywnos¢ zmian mozina odczyta¢ za pomocg spektrofotometru. Absorbancja
wyznaczana byta na podstawie pomiaru spektrofotometrycznego przy uzyciu czytnika
ptytek Elisa. Uzyskana wartos¢ absorbancji jest wprost proporcjonalna do liczby zywych
komoérek (Grwaela i wsp., 2018). Odczytu dokonywano przy dtugosci fali 492 nm
(Zhang i wsp., 2015). Wartos$¢ ICso dla poszczegdlnych supernatantéw okreslano
na podstawie zywotnos$ci komdorek mierzonej jako stosunek absorbancji danego uktadu
(danego stezenia objeto$ciowego supernatantu) do S$redniej absorbancji kontroli.
Wyznaczony wynik okreslat procent objetosci supernatantu powodujgcy smier¢ 50%
komérek nowotworowych uzytych w badaniu (Chuah i wsp., 2019). Ciemnofioletowa
barwa w przypadku kontroli $wiadczy o aktywnosci metabolicznej obecnych w niej
komodrek. W dotkach zawierajacych materiat o dziataniu cytotoksycznym barwa jest

mniej intensywna lub jej brak. Wartosci absorbancji w pomiarze
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spektrofotometrycznym ponizej 50% aktywnosci swiadczg o efekcie cytotoksycznym

badanej substancji (Twaruzek i wsp., 2018).

&
Br HBr

R 2R
NN N\ [-NH
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mitochondrialna
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Rysunek 7. Przeksztalcenie zoltej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej do nierozpuszczalnych
ciemnofioletowych krysztatkow formazanu dokonywane w wyniku dziafania dehydrogenazy mitochondrialnej
(modyfikacja na postawie Grela i wsp., 2018)

5.7  Ocena przezywalnosci bakterii nalezacych do Lactobacillaceae w warunkach

obnizonej temperatury

Porcje mleka kobiecego poddanego pasteryzacji (probki mleka kobiecego
pozyskane z banku mleka kobiecego), o objetosci 20 mL, zaszczepiano bakteriami
nalezgcymi do Lactobacillaceae, uzyskanymi na wczesniejszym etapie badan. Szczepy
bakteryjne zostaty pobrane z podtoza MRS, na ktérym wzrastaty, zawieszono
je w jatowym ptynie fizjologicznym i dwukrotnie przemyto, odwirowujgc za kazdym
razem supernatant przy obrotach 1300 rpm w czasie 6 minut. Badanie iloSciowe,
wykonane bezposrednio po zaszczepieniu mleka, wykazato zawartos¢ wprowadzonych
drobnoustrojow na poziomie 10"-108 jtk/mL. Dokonano réwniez posiewu mleka
przepasteryzowanego, niezaszczepionego bakteriami, w celu wykazania poczgtkowego
obcigzenia mikrobiologicznego materiatu. Kolejnym etapem badan byt podziat
zaszczepionych bakteriami porcji mleka na mniejsze objetosci (2,5 mL) i umieszczenie
ich w okresSlonych warunkach temperaturowych (4°C dla badania w warunkach
chtodniczych oraz —-20°C dla przechowywania w warunkach zamrazalniczych).
Przygotowane porcjie mleka kobiecego byly sukcesywnie poddawane
mikrobiologicznym badaniom ilo$ciowym w celu wykazania zmian w populacji bakterii

nalezgcych do Lactobacillaceae zasiedlajgcych dane srodowisko. Dla przechowywania
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chtodniczego w temperaturze 4°C posiewy wykonano po 24, 48, 72, 96 godzinach
przechowywania. Dla przechowywania prébek zaszczepionego mleka kobiecego w
temperaturze zamrazalniczej (—20°C) posiewy wykonywano po 7, 30, 60 oraz
90 dniach. Badania przeprowadzano, wykonujgc posiew wgtebny z wykorzystaniem
podfoza mikrobiologicznego MRS (Merck). Kazdy posiew mikrobiologiczny wykonany
zostat w dwdch powtdrzeniach. Ptytki inkubowano w temperaturze 37°C przez
72 godziny w atmosferze beztlenowej. Warunki beztlenowe uzyskano za pomocg
saszetek Genbox (bioMerieux).

Wskaznik przezywalnosci mikroorganizmow obliczono zgodnie ze wzorem:

koricowa populacja poczatkowa X
100%

komérek (jtk/mL) populacja
komorek (jtk/mL)

Wskaznik przezywalnosci (P) po okreSlonym czasie przechowywania
w warunkach chtodniczych oraz zamrazalniczych wyznaczano jako % liczby zywych
komodrek bakteryjnych, oznaczonych jako C (warunki chtodnicze) lub Z (warunki
zamrazalnicze), w stosunku do liczby komérek zywych przed okresem przechowywania,
bezposrednio po zaszczepieniu badanego materiatu.
Liczby zywych komodrek bakteryjnych przechowywanych w warunkach chtodniczych
okreslono odpowiednio jako:
Co — liczba zywych komérek bakteryjnych bezposrednio po zaszczepieniu
porcji mleka kobiecego poddanego wczesniej pasteryzacji [jtk/mL],
C; — liczba zywych komédrek bakteryjnych po 24 godzinach przechowywania
w temperaturze +4°C [jtk/mL],
C, — liczba zywych komdrek bakteryjnych po 48 godzinach przechowywania
w temperaturze +4°C [jtk/mL],
Cs — liczba zywych komodrek bakteryjnych po 72 godzinach przechowywania
w temperaturze +4°C [jtk/mL],
C; — liczba zywych komodrek bakteryjnych po 96 godzinach przechowywania

w temperaturze +4°C [jtk/mL].
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Liczby zywych komérek bakteryjnych przechowywanych w warunkach zamrazalniczych
okreslono odpowiednio jako:
Zo — liczba zywych komérek bakteryjnych bezposrednio po zaszczepieniu porcji
mleka kobiecego poddanego wczesniej pasteryzacji [jtk/mL],
Z; — liczba zywych komodrek bakteryjnych po 30 dniach przechowywania
w temperaturze —20°C [jtk/mL],
Z, — liczba zywych komodrek bakteryjnych po 60 dniach przechowywania
w temperaturze —20°C [jtk/mL],
Z3 — liczba zywych komoérek bakteryjnych po 90 dniach przechowywania
w temperaturze —20°C [jtk/mL].
Przyktadowo:

P= (21/20) x 100%

Odstepy czasowe uwzglednione w trakcie badania przezywalnosci bakterii
podczas przechowywania chfodniczego wyznaczono, opierajagc sie na czasie
przydatnosci do spozycia mleka kobiecego przechowywanego chtodniczo. Wedtug
protokotu The Academy of Breastfeeding Medicine czas przechowywania mleka
kobiecego w temperaturze +4°C powinien wynosi¢ optymalnie do 4 dni.
Dla przechowywania w warunkach zamrazalniczych optymalny czas wynosi

do 6 miesiecy (ABM Protocol, 2017).

5.8 Analiza oligosacharydéw mleka kobiecego

Badanie zawartosci oligosacharydéw w prébkach mleka kobiecego zostato
wykonane we wspétpracy z dr hab. inz. Dorotg Martysiak-Zurowskg oraz
dr hab. inz. Barbarg Kusznierewicz z Katedry Chemii, Technologii i Biotechnologii
Zywnosci Politechniki Gdaniskiej. Zawarto$é oligosacharydéw w prébkach mleka
kobiecego zbadana zostata zgodnie z metodg opisang przez Remoroza i wsp. (2018)
oraz Jarzynka i wsp. (2022). Badaniu poddano 44 prébki mleka kobiecego, byty
to prébki, w przypadku  ktérych ilo$¢ pozyskanego materiatu  pozwalata
na przeprowadzenie dodatkowych analiz. Ws$rdéd przebadanych prébek 10 byto

pozytywnych pod wzgledem obecnosci bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae.

58



W celu wykonania analizy HMO z badanych prébek usunieto ttuszcz oraz biatko.

Odttuszczenie uzyskano poprzez ich odwirowanie (12 000 obr./min, w temp. 4°C, przez
15 min).
Gorne frakcje, sktadajgce sie gtéwnie z ttuszczu, usunieto, a fazy wodne zebrano do
oddzielnych fiolek. Do pozostatych frakcji z osadem dodano 1 ml 99,6% etanolu i po
wymieszaniu prébki ponownie odwirowano. Biatka wytrgcono przez dodanie kolejnego
1 ml 99,6% etanolu do potaczonego supernatantu, inkubacje w temperaturze
chtodniczej (4°C) przez noc, a nastepnie wirowanie przy 12 000 obr./min
w temperaturze 4°C przez 15 min.

Zdekantowane ptyny zawierajgce weglowodany odparowywano do sucha
za pomocg systemu odparowywania prézniowego RapidVap (Labconco, Polska),
asacharydy w postaci sproszkowanej przechowywano w temperaturze —80°C do
dalszych analiz.

Frakcje HMO zastosowano w postaci natywnej, niederywatyzowane;j.
Przed analizg przygotowywano roztwoér sacharydéw o stezeniu 20 mg/ml w roztworze
acetonitryl : woda (50:50, v:v).

Po przygotowaniu probki oligosacharydy zostaty poddane analizie
za pomocg ultrawysokosprawnej chromatografii cieczcowej (UHPLC) sprzezonej
z wysokorozdzielczg spektrometria mas (HRMS). W badaniu wykorzystano System
Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Scientific TM, Dionex, San Jose, CA, USA) sprzezony
ze spektrometrem masowym Q Exactive TM Focus kwadrupol-Orbitrap (LC-Q-Orbitrap-
MS/MS, Thermo Fisher Scientific, Brema, Niemcy)
z podgrzewanym elektrorozpylaniem. Do analizy prébek zastosowano Zrdédio
jonizacji (HESI 11). Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie ACQUITY
Glycoprotein BEH Amid (300 A 1,7 pum, 2,1 mm x 150 mm, Waters Corporation,
Milford, MA, USA) utrzymywanej w temperaturze 25°C.

Faza ruchoma sktadata sie z:

» A: 5 mmol/L mréwczanu amonu z 0,1% (v/v) kwasem mréwkowym
w wodzie,

» B: 5 mmol/L mréwczanu amonu z 0,1% (v/v) kwasem mréwkowym
w 90% acetonitrylu.

Program elucji przeprowadzono w nastepujacy sposoéb:

59



2 min izokratyczny 95% B
5 min gradient liniowy do 80% B
30 min gradient liniowy od 80% do 50% B

YV V V VY

3 min ptukania kolumny gradientem liniowym od 50% do 2% B
i rownowazenia kolumny od 2% do 95% B w ciggu 5 min.
Czas akwizycji wynosit 45 minut, a faza ruchoma miata szybko$¢ przeptywu
ok. 200 pl/min. Objetos¢ wstrzykniecia wynosita 10 uL. Jako wzorcéw w badaniu uzyto
komercyjnie dostepnych standardéow oligosacharyddw mleka, w tym izomery
niefukozylowane, fukozylowane i sjalowane.
Detekcja elektrorozpylania MS zostata przeprowadzona w trybie detekcji
dodatniej i ujemnej przy:
» napieciu Zrédta jondw ustawionym na +3,5 kV;
> temperaturze gazu suszacego 350°C;
» skanowaniu od 200 do 2000 m/z;
> rozdzielczosci 280 000;
» temperaturze kapilarnej 250°C.
Dodatkowo, zaleznie od danych, parametry MS2 byty nastepujace:
> zakres skanowania: 200—2000 m/z;
» rozdzielczosé, 35 000;
» okienko izolacyjne 2,0 m/z (Swieci: 1, 2).
Piki zidentyfikowano przez poréwnanie widm MS standardéw (2°FL, 3’SL, 6'SL,
DNF i LNT) oraz z danymi literaturowymi (Auer i wsp. 2021; Remoroza i wsp. 2018).
Oznaczenie ilosciowe HMO przeprowadzono z zewnetrznymi krzywymi kalibracyjnymi
wygenerowanymi przez integracje obszaréw pikdw MS wzorcow odniesienia.
Dla kazdej probki przeprowadzono dwie rédwnolegte ekstrakcje i analizy. Aparature
wykorzystang podczas analiz przedstawia zdjecie 8.
Zidentyfikowano i oznaczono ilosciowo 19 nastepujgcych HMO:
» 2'-fukozylolaktoza (2'FL),
» 3'-fukozylolaktoza (3'FL),
» lakto-N-triaoza (LN-Tri),
» galaktozylolaktoza (GL),
» 3'-sialilolaktoza ( 3'SL),
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6'-sialilolaktoza (6'SL),

difukozylolaktoza (DFL),

lakto-N-neotetraoza (LNnT),

lakto-N-tetraoza (LNT),

lakto-N-fukopentaoza (LNFP),

sialilakto-N-tetraoza b (LSTh),

sialilakto-N-tetraoza c (LSTc),

lakto-N-heksaoza (para-lakto-N-neoheksaoza LNH),
difukozylo-lakto-N-tetraoza (DFLNT),
difukozylolakto-N-heksaoza (DFLNH ),
disialilolakto-N-tetraoza (DSLNT),
trifukoparalakto-N-heksaoza (TFpLNH (TFpLNH a)),
fukozylo-lakto-N-heksaoza (FLNH),

YV V.V V V V V V V V V V VYV V

fukodisialillakto-N-heksaoza (FDSLNH).

Zdjecie 8. Aparatura badawcza — oznaczanie
HMO (Politechnika Gdanska)

5.9  Analiza statystyczna

W analizie statystycznej zastosowano jednoczynnikowe analizy wptywu wielu
zmiennych na zmienng dwustanowg za pomocg metody regresji logistycznej. Wyniki
przedstawiono w postaci wartosci parametrow OR z 95-procentowym przedziatem
ufnosci. W analizie przyjeto poziom istotnosci 0,05. A wiec wszystkie wartosci p ponizej
0,05 interpretowano jako swiadczgce o istotnych zaleznosciach.

Analize wykonano w programie R, wersja 4.2.2. (R Core Team, 2022)
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6 Wyniki

6.1 Charakterystyka badanej populacji na podstawie badania ankietowego
Réwnolegle z badaniami mikrobiologicznymi oraz analizg sktadu pobranych
probek mleka kobiecego przeprowadzono badanie ankietowe kobiet biorgcych udziat
w badaniu. Informacje uzyskane dzieki uzupetnieniu ankiety przez kobiety biorgce
udziat w badaniu podsumowano w tabeli 6., gdzie uwzgledniono dane dotyczace catej
badanej populacji, jak i grup kobiet, w mleku ktérych zidentyfikowano bakterie
nalezace do Lactobacillaceae oraz kobiet, w mleku ktérych nie zidentyfikowano
omawianych drobnoustrojéw. Sredni wiek kobiet karmigcych, ktérych prébki mleka
zostaty wiaczone do badan, wynosit 31 lat, a sredni wiek dzieci karmionych piersig
10,4 miesigca. Sredni wiek kobiet, w ktérych mleku zidentyfikowano badane
drobnoustroje, wynidst 31,7 lat, a wiek karmionego piersia dziecka 9 miesiecy.
Wiekszos¢ kobiet, biorgcych udziat w badaniu, urodzita dziecko sitami natury (71,4%).
Pozostate kobiety poddane zostaty cieciu cesarskiemu (28,6%). Wsréd kobiet,
w ktérych mleku zidentyfikowano bakterie Lactobacillaceae, czesciej dochodzito
do porodu drogg ciecia cesarskiego (35,7%). Kobiety te czesciej karmity dzieci
w tandemie (karmienie piersig zarédwno mtodszego, jak i starszego dziecka), a wieksza
ich liczba mieszkata na obszarach wiejskich. Dzieci kobiet, w mleku ktérych
zidentyfikowano omawiane bakterie kwasu mlekowego, rzadziej byty dokarmiane
mlekiem modyfikowanym w pordéwnaniu z dzieémi kobiet catej badanej populacji.
W obu wyszczegdlnionych grupach (zaréwno cata badana populacja, jak igrupa
dodatnia pod katem Lactobacillaceae) niewiele kobiet wykazywato aktywnos¢
zawodowg (14,3%). W obu grupach poréwnywalny byt rowniez odsetek kobiet
dotknietych nadwagg badZ otytoscig przed zajsSciem w cigze. Po urodzeniu dziecka
problem ten dotyczyt w wiekszym stopniu kobiet, w mleku ktérych zidentyfikowano
bakterie Lactobacillaceae (28,6%). Wiekszo$¢ kobiet karmigcych piersig w obu grupach
stosowato diete ogdlng. Diete wykluczajgcg okreslong grupe zywnosci pochodzenia
zwierzecego (dieta weganska, wegetarianska, semiwegetarianska) stosowato
6,3% wszystkich kobiet poddanych badaniu oraz 7,14% kobiet, ktérych mleko byto
dodatnie pod katem wystepowania Lactobacillaceae. W badaniu znalazty sie rowniez

kobiety bedgce na diecie eliminacyjnej (12,7% v 14,3%) oraz niskoweglowodanowe;j
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(4,8% v 7,14%). Za diete eliminacyjng przyjeto dietq wykluczajacg z jadtospisu
okreslone produkty spozywcze, moggce wywotac alergie i nietolerancje pokarmowe.

Tabela 6. Charakterystyka badanej populacji na podstawie wypetnionych kwestionariuszy

Srednia +SD
dla kobiet, w dla kobiet, w
dla catej ktérych mleku ktdérych mileku nie
Badana cecha badanej zidentyfikowano zidentyfikowano
populacji bakterie bakterii
N =63 Lactobacillaceae Lactobacillaceae
N=14 N = 49
+ + +
Wiek matki (ata) 31139 31,7 4,4 31,1+3,8
Liczba posiadanych dzieci 1,8 2,2 1,7
Wiek cigzowy w momencie
. . 39,4 £1,7 39,2+2,4 39,5+1,5
urodzenia (tydzien)
Czestotliwos¢ karmienia piersig w
. 8,3 13,8 9,4 4,4 8,043,5
Ciggu 24 godz.
N =63 N=14 N =49
Aktywnos¢ zawodowa matki
(%) (%) (%)
Tak 14,3% 14,3% 14,3%
Nie 85,7% 85,7% 85,7%
N =63 N=14 N =49
Miejsce zamieszkania
(%) (%) (%)
Miasto 77,8% 71,4% 81,6%
Wies 22,2% 28,6% 18,4%
N =63 N=14 N =49
Karmienie piersig w tandemie
(%) (%) (%)
Tak 9,5% 21,4% 6,1%
Nie 90,5% 78,6% 93,9%
N =63 N=14 N =49
Rodzaj porodu (%) (%) (%)
Sitami natury 71,4% 64,3% 71,4%
Ciecie cesarskie 28,6% 35,7% 28,6%
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N =63 N=14 N =49
Kontakt skora do skéry
(%) (%) (%)
Tak 95,2% 92,8% 95,9%
Nie 4,8% 7,1% 4,1%
Dokarmianie dziecka mlekiem N =63 N=14 N =49
modyfikowanym (%) (%) (%)
Tak 39,7% 28,6% 42,9%
Nie 60,3% 71,4% 57,1%
N =63 N=14 N =49
Nadwaga/otytos¢ matki przed cigia
(%) (%) (%)
Tak 27% 28,6% 24,5%
Nie 73% 71,4% 75,5%
Nadwaga/otytos¢ matki po N =63 N=14 N =49
urodzeniu dziecka (%) (%) (%)
Tak 34,9% 42,9% 30,6%
Nie 65,1% 57,1% 69,4%
Rodzaj diety stosowanej przez N =63 N=14 N =49
matke (%) (%) (%)
Ogédlna 76,2% 71,43 % 77,55%
Eliminacyjna 12,7% 14,29% 12,24%
Niskoweglowodanowa 4,8% 7,14% 4,08%
Wegetarianska/semiwegetarianska/
6,3% 7,14% 6,12%
weganska
Badana cecha dziecka N =64 N=15 N=49
(%) (%) (%)
Ptec¢ zenska 62,5% 46,7% 67,3%
Pteé¢ meska 37,5% 53,3% 32,7%
Wiek dziecka (miesigce) 10,4 9,2 9,0 £9,6 10,9 £9,1

Wyniki przedstawiono jako srednig todchylenie standardowe lub wartos¢ procentowg

W badaniach wziety udziat kobiety na rdinych etapach laktacji.

Na wykresie 1. przedstawiono procentowy udziat kobiet z poszczegdlnych przedziatow
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laktacji. Wsrdd kobiet, ktérych prébki mleka kobiecego zostaty przeanalizowane na
potrzeby niniejszej pracy, dominowaty kobiety karmigce dzieci od urodzenia do 12.
miesigca zycia. Wsrod przebadanych kobiet znalazty sie réwniez kobiety diugo

karmigce piersig (powyzej roku).

6,35%

M 1- 6 miesigc

B 7-12 miesigc

M 13 - 18 miesigc
19 - 24 miesigc

B ponad 24 miesigce

Wykres 1. Procentowy udzial kobiet biorgcych udzial w badaniu, bedgcych na poszczegolnych etapach laktacyi.

Wykresy 2. oraz 3. zawierajg informacje dotyczgce nawykow zywieniowych
kobiet biorgcych udziat w badaniu, zaréwno w odniesieniu do catej badanej populacji,

jak i kobiet, w ktdrych mleku zidentyfikowano bakterie nalezgce do Lactobacillaceae.
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60,00%
50,00% 49,20%
, ()
40,00%
B wszystkie uczestniczki N=63
30,00%
21,40%
20.00% - 14,30%  m kobiety, w mleku ktérych
’ 12.70% zidentyfikowano
’ Lactobacillaceae N=14
10,00% -
0,00% -
wcale nie codziennie kilka razy w kilka razy w
spozywa tygodniu  miesigcu

Wykres 2. Procentowa czestotliwosé spozywania mlecznych produktow fermentowanych (np. kefir)

0,
60,00% 57.10%
57,109
50,00%
m wszystkie uczestniczki
N=63
40,00%
28,60%
30.00% 28,60%
= kobiety, w mleku
20,00% ktérych
14,30% zidentyfikowano
Lactobacillaceae N=14
10,00%
4,80%
-
0,00% - T T
wecale nie codziennie kilkarazyw  kilka razy w
spozywa tygodniu miesigcu

Wykres 3. Czestotliwosé spozywania produktéw kiszonych

Obie badane grupy charakteryzowaty sie podobnymi nawykami zywieniowymi
dotyczacymi spozywania mlecznych produktéw fermentowanych. Dominowato

spozywanie produktow zywnosciowych nalezgcych do tej grupy kilka razy w tygodniu.
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Produkty kiszone byty spozywane w obu grupach zdecydowanie rzadzie;j.
Wiekszos¢ badanych spozywata je kilka razy w miesigcu. Produkty kiszone
i fermentowane produkty mleczne mogg by¢ Zrdodtem bakterii probiotycznych
dla organizmu dostarczanych w diecie. Na stan zdrowia mogg mie¢ wptyw nie tylko
spozywane pokarmy, ale takze stosowane leki oraz suplementy diety w postaci
preparatdéw witaminowych czy probiotycznych. Tabela 7. zawiera informacje

o przyjmowanych lekach i suplementach diety.

Tabela 7. Dane ankietowe dotyczqce lekéw i suplementéw przyjmowanych w okresie cigzy i laktacji przez kobiety
biorqce udzial w badaniu

Kobiety,
Kobiety, ktorych
Cata badana ktorych mleko nie
Rodzaj przyjmowanego leku mleko zawierato
populacja zawierato
lub suplementu diety Lactobacillaceae
N =63 (%) Lactobacillaceae
N =14 (%)
N =49 (%)
antybiotyki podczas cigzy 15,87% 7,1% 18,4%
antybiotyki podczas laktacji 23,81% 28,6% 22,4%
probiotyki podczas cigzy 20,63% 21,4% 20,4%
probiotyki podczas laktacji 33,33% 35,7% 32,7%

Kobiety, ktorych mleko zawierato zidentyfikowane bakterie nalezgce
do Lactobacillaceae, rzadziej przyjmowaty antybiotyki w czasie cigzy, w poréwnaniu
z ogétem badanej populacji. Odwrotna sytuacja dotyczyta okresu laktacji. Kobiety
ze zidentyfikowanymi bakteriami nalezgcymi do Lactobacillaceae czesciej przyjmowaty
probiotyki zaréwno w czasie cigzy, jak i trwania laktacji. Preparaty witaminowe byty
spozywane przez wiekszos¢ kobiet karmigcych piersia zaréwno w czasie cigzy, jak
i w okresie karmienia piersig. Z racji dysproporcji liczbowej obu omawianych grup nie

okreslano istotnosci statystycznej.
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6.2 Badanie sktadu mleka kobiecego

Prébki przeznaczone do badan zostaty przeanalizowane pod katem zawartosci

makrosktadnikdw. W przypadku badania dotyczacego sktadu mleka kobiecego

przeanalizowano 56 prébek. Ograniczenie liczebnosci prébek mleka kobiecego,

w stosunku do liczby wszystkich prébek witgczonych do badan, zwigzane byto

z ograniczeniami iloSciowymi pobranego materiatu. Niektére z kobiet biorgcych udziat

w badaniu miaty trudnosci z uzyskaniem wystarczajgcej ilosci mleka i w tych

przypadkach prébki te traktowano priorytetowo w badaniach mikrobiologicznych.

Wsrdd prébek poddanych analizie sktadu mleka, w ktdrych zidentyfikowano bakterie

nalezace do Lactobacillaceae, znalazto sie 13 prébek. W tabeli 8. przedstawiono

Srednie warto$ci makrosktadnikdw dla wszystkich probek oraz dla grupy prébek,

w ktérych zidentyfikowano bakterie nalezgce do Lactobacillaceae. Obie badane grupy

charakteryzujg sie zblizonym sktadem pod wzgledem makrosktadnikdw.

Tabela 8. Zawartos¢ makroskiadnikow oraz wartosé¢ energetyczna analizowanych probek mleka kobiecego

Wszystkie badane Prébki mleka, w ktérych
Oznaczany prébki mleka zidentyfikowano bakterie nalezgce
parametr kobiecego do Lactobacillaceae
N =56 N=13
ttuszcz ogdlny 4,4 +1,7 4,7 +1,4
(/100 mL) 3,9 4,5
biatko catkowite 1,3 +0,5 1,3 10,3
(g/100 mL) 1,2 1,3
biatko odzywcze 1,1+0,4 1,1+0,2
(g/100mL) 1,0 1,0
weglowodany 7,9 £0,6 80,3
(g/100 mL) 8,1 8,0
sucha masa 13,9 +2,0 14,5 +1,6
(g/100 mL) 13,5 14,3
wartos¢ energetyczna 78,7 £16,9 81,8 £13,3
(kcal/100 mL) 74,0 80

Wyniki przedstawiono jako $rednig zodchylenie standardowe ze wskazaniem mediany
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Na wykresach 4.-9. przedstawiono zawarto$¢ sktadnikéw pokarmowych
w przebadanych prébkach z podziatem na poszczegdlne okresy laktacji. Uwzgledniono
przedziaty co sze$¢ miesiecy, aby zaobserwowac¢ zmiany w sktadzie mleka kobiecego
pod wzgledem makrosktadnikdw wraz z postepem laktacji. Badanie przeprowadzono

na 56 prébkach (N=56).

8,00 7,50
7,00

6,00 5,40

5,00 4,00 4,20 4,50

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

g/100mL

1-6 miesiecy 7 - 12 miesiecy  13-18 miesiecy 19 - 24 miesigce 25 i wiecej
miesiecy

wiek karmionego piersig dziecka

Wykres 4. Srednia zawarto$¢é tuszczu w prébkach mleka kobiecego poddanych badaniu, w poszczegdlnych
przedziatach czasowych
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Wykres 5. Srednia zawartosé biatka catkowitego w probkach mleka kobiecego poddanych badaniu, w poszczegélnych
przedziatach czasowych
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Wykres 6. Srednia zawartosé¢ weglowodandw w prébkach mleka kobiecego poddanych badaniu, w poszczegdlnych
przedziatach czasowych
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Wykres 7. Srednia zawarto$¢ suchej masy w probkach mleka kobiecego poddanych badaniu, w poszczegdlnych
przedziatach czasowych
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Wykres 8. Srednia wartos¢ energetyczna probek mieka kobiecego poddanych badaniu, w poszczegdlnych
przedziatach czasowych
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Wykres 9. Srednia zawartosé biatka odzywezego w prébkach mleka kobiecego poddanych badaniu, w poszczegélnych
przedziatach czasowych

Na podstawie przeprowadzonych analiz mozna zaobserwowac wzrastajaca,
wraz z postepem laktacji, zawartos¢ ttuszczu oraz suchej masy w mleku kobiecym,
a takze zwiekszajgcy sie wartos¢ energetyczng. W populacji przebadanych prébek

zaobserwowano tendencje spadkowg zawartosci biatka catkowitego oraz odzywczego,
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trwajagcq miedzy 6 a 24 miesigcem laktacji. U kobiet karmigcych ponad dwa lata
zawarto$¢ biatka w sktadzie mleka kobiecego znaczgco wzrosta i przekroczyta wartosc
poczgtkowg obserwowang w pierwszym pétroczu laktacji. Odwrotng tendencje mozna
zaobserwowac dla zawartosci weglowodandéw w skfadzie mleka kobiecego. Najwiekszg
zawartoscia weglowodanéw charakteryzowato sie mleko kobiece pochodzace
od kobiet karmigcych piersig, miedzy 13 a 18 miesigcem laktacji. Z uwagi na podobny
sktad, pod wzgledem makrosktadnikow, catej grupy poddanej badaniu, jak i grupy
probek, w ktérych zidentyfikowano bakterie nalezgce do Lactobacillaceae, oraz
znaczace dysproporcje dotyczace liczebnosci obu grup, nie analizowano ich oddzielnie.

Na podstawie analizy statystycznej wykazano, ze zawartos¢ ttuszczu, suchej masy oraz
wartosé energetyczna byty istotnie wyzsze po 25 mies. niz w 1.-6., 7.-12. i 13.-28.
mies. Tabela 9. przedstawia dane statystyczne dotyczace analizy sktadu mleka

kobiecego w poszczegdlnych przedziatach czasowych.

Tabela 9. Dane statystyczne dotyczqce analizy sktadu mleka kobiecego w poszczegolnych przedziatach czasowych

Parametr p
tHuszez p=0,018 *; 25m+>1-6m, 7-12 m,
13-18 m
biatko catkowite p =0,053
weglowodany p=0,54
p =0,02%; 25m+>1-6m,7-12 m,
sucha masa
13-18 m

p=0,021% 25m+>1-6m,7-12 m,

wartos¢ energetyczna
13-18 m

biatko odzywcze p=0,105

* istotne statystycznie (p<0,05)
p — test Kruskala-Wallisa + analiza post-hoc (test Dunna)
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6.3 Ogdlna liczba mezofilnych bakterii tlenowych oraz réznorodnosé

mikrobiologiczna przebadanych prébek mleka kobiecego

6.3.1 0Ogdlna liczba tlenowych bakterii mezofilnych

Badaniu na ogdlng liczbe mezofilnych drobnoustrojéw tlenowych poddano
wszystkie probki mleka kobiecego uzyskane na etapie pobierania probek (N = 63).
Wyniki badan mikrobiologicznych wykazaty, ze srednia zawartos¢ bakterii w badanych
probkach wyniosta 4,4 x 10 jtk/mL. Wyniki mieécity sie w przedziale od 1,6 x 10
do 1,7 x 10* jtk/mL. Ze wzgledu na przeznaczenie pobieranego materiatu do badan
mikrobiologicznych pozyskiwany byt on z dbatoscia o wysoki poziom higieny oraz
sterylnos¢ koncowek urzadzenia do pobierania pokarmu, jak i pojemnikdéw
transportowych. Stad tez uzyskane wyniki badan mikrobiologicznych pod wzgledem
ogolnej liczby drobnoustrojéow tlenowych potwierdzity niskg kontaminacje
mikrobiologiczng pobranych prébek mleka kobiecego.

W grupie prébek mleka kobiecego, w ktérych zidentyfikowano obecnosc¢
bakterii z rodzaju Lactobacillaceae (N = 14), $rednia ilos¢ mezofilnych bakterii
tlenowych réwniez wyniosta 4,4 x 10° jtk/mL. Badanie wykonano w dwdch

powtdrzeniach.

6.3.2 Rdznorodnosé mikrobiologiczna prébek mleka kobiecego

Przeprowadzone badania oprécz ogdlnej liczby bakterii tlenowych oraz
identyfikacji bakterii nalezacych do Lactobacillaceae wykazaty réwniez obecnosc¢
innych gatunkéw bakterii zasiedlajgcych srodowisko mleka kobiecego. Wyniki analizy
MALDI wykazaty, ze dominujgcym mikroorganizmem obecnym w mleku kobiecym byt
Staphylococcus epidermidis, izolowany z 80,95% badanych probek mleka kobiecego.
Wséréd zidentyfikowanych drobnoustrojow czesto pojawiaty sie réwniez bakterie
zrodzaju  Streptococcus  (S.mitis,  S.oralis,  S.vestibularis,  S.parasanguinis,
S.pneumoniae). Tabela 10. przedstawia mikroorganizmy najczesciej identyfikowane
w badanych prébkach (>10%), odzwierciedlajgc procentowg czestos¢ ich

wystepowania.
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Tabela 10. Drobnoustroje najczesciej identyfikowane w przebadanych prébkach mleka kobiecego

Procentowa czestotliwos¢ wystepowania
Zidentyfikowane drobnoustroje w przebadanych préobkach mleka

kobiecego N = 63

Staphylococcus epidermidis 80,95%
Streptococcus mitis 31,75%
Streptococcus oralis 26,98%
Streptococcus vestibularis 20,63%
Streptococcus parasanguinis 19,05%
Streptococcus pneumoniae 15,87%
Veilonella atypica 11,11%
Veilonella parvula 11,11%

6.4 Ocena wystepowania bakterii nalezgcych do rodziny Lactobacillaceae
Bakterie zidentyfikowane na podstawie cech fenotypowych jako przynaleine
do Lactobacillaceae wzrastaty na podtozu MRS w postaci matych lub srednich kolonii
o barwie kremowej Ilub biatej, lekko przejrzystej lub opalizujgcej. Kolonie
charakteryzowaty sie okrggtym ksztattem o brzegu gtadkim lub lekko poszarpanym,
powierzchni pfaskiej lub lekko wypuktej. Powierzchnia wyrostych kolonii byta

btyszczgca lub matowa.

6.4.1 Identyfikacja kolonii bakteryjnych z zastosowaniem spektrometrii mas
MALDI-TOF/MS

Przeprowadzone badania wykazalty obecnos¢ bakterii  nalezgcych
do Lactobacillaceae w 22,2% badanych probek mleka kobiecego. Obecnos¢ bakterii
Lactobacillaceae stwierdzono w czternastu przebadanych prébkach mleka.
W prébkach, w ktérych wykryto obecnos¢ badanych bakterii, wystepowat zwykle tylko
jeden rodzaj (93,3%). W jednej z przebadanych prébek zidentyfikowano dwa rodzaje
bakterii nalezgce do Lactobacillaceae. Tabela 11. przedstawia zidentyfikowane szczepy
nalezgce do Lactobacillaceae. Wyniki badan uwzgledniajg nowag nomenklature
poprzedniego rodzaju Lactobacillus, ktéry zostat podzielony na 25 odrebnych
rodzajéw, spokrewnionych filogenetycznie. W tabeli ujeto numer porzadkowy, ktoéry

byt nadawany prébce mleka kobiecego w momencie wigczania do badan. Okresla
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on numer probki mleka kobiecego, z ktdérej pochodzity wyizolowane szczepy

bakteryjne.

Tabela 11. Wykaz szczepéw nalezqcych do Lactobacillaceae zidentyfikowanych w przebadanych prébkach mleka
kobiecego

Szczep bakteryjny Numer porzagdkowy prébki
Lacticasibacillus paracasei 4
Lactobacillus gasseri 6
Lactiplintibacillus plantarum 6
Lactobacillus gasseri 9
Lacticasibacillus paracasei 15
Lactobacillus gasseri 17
Lactobacillus gasseri 18
Lacticasibacillus rhamnosus 24
Lacticasibacillus paracasei 25
Lactobacillus gasseri 38
Limosilactobacillus vaginalis 48
Lacticasibacillus rhamnosus 49
Lactobacillus gasseri 51
Limosilactobacillus fermentum 52
Lactobacillus gasseri 63

Najczesciej izolowanym szczepem bakterii nalezagcym do Lactobacillaceae
byt L. gasseri (46,60%). Procentowe wystepowanie zidentyfikowanych bakterii
Lactobacillaceae w badanych prébkach mleka kobiecego przedstawiono na

wykresie 10.
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m L. gasseri

W L.paracasei
m L. vaginalis

m L. fermentum
m L. plantarum

m L. rhamnosus

20,00%

Wykres 10. Procentowy udzial poszczegolnych szczepéw wyizolowanych z przebadanych probek mleka kobiecego
wsrod wszystkich zidentyfikowanych szczepow bakteryjnych nalezgcych do Lactobacillaceae

6.4.2 Identyfikacja genetyczna z wykorzystaniem metody biologii molekularnej

Szczepy zidentyfikowane za pomocg spektrometrii mas, przy uzyciu urzadzenia
MALDI Biotyper, zostaty nastepnie poddane identyfikacji na poziomie molekularnym.
Analiza amplikonéw (wielkosci ok. 250 pz), otrzymanych w wyniku przeprowadzonych
reakcji PCR z =zastosowaniem starteréw charakterystycznych dla fragmentéw
analizowanych w badaniu, wykazata poprawnos¢ identyfikacji wszystkich poddanych

analizie szczepow bakteryjnych jako przynaleznych do Lactobacillaceae.

6.4.3 Ocena mikroskopowa - barwienie metodg Grama

Badanie mikroskopowe z wykorzystaniem barwienia Grama pozwolito
na przyporzadkowanie wyizolowanych szczepdw do grupy bakterii Gram-dodatnich
o ksztatcie  pateczek. Komérki  bakteryjne, uwidocznione na preparatach
mikroskopowych, barwity sie na kolor fioletowy. Badaniu poddano wszystkie

wyizolowane szczepy bakteryjne.

6.4.4 Ocena zdolnosci do wytwarzania katalazy

Bakterie nalezgce do Lactobacillaceae charakteryzuje brak wytwarzania
katalazy, enzymu katalizujgcego proces rozktadu nadtlenku wodoru do wody i tlenu.
Przeprowadzone badanie pozwolito na ocene badanych szczepdédw pod katem
wytwarzania katalazy. We wszystkich przypadkach uzyskano wynik negatywny.

76



6.5 Ocena wrazliwosci szczepdw nalezgcych do Lactobacillaceae wyizolowanych

z mleka kobiecego na wybrane antybiotyki
6.5.1 Oznaczenie wrazliwosci na antybiotyki z wykorzystaniem krazkéw

antybiotykowych

Badanie przeprowadzono z uzyciem 10 szczepdw bakterii nalezgcych
do Lactobacillaceae wyizolowanych z prébek mleka kobiecego na wczesniejszym etapie
badan. Uzyskane wyniki z podziatem na wrazliwos¢ wzgledem chemioterapeutykéw
przedstawiono w tabeli nr 12. oraz 13. Badanie wykonano z zastosowaniem podtoza
MRS, jak i dedykowanego dla badania wrazliwosci drobnoustrojow na antybiotyki
podtoza Mueller-Hinton. Na podtozu Mueller-Hinton nie wszystkie szczepy uzyskaty
wzrost pozwalajgcy na miarodajny odczyt wynikdw. Badanie wykonano w dwdch
powtdrzeniach. Badane szczepy, pozyskane ze S$rodowiska mleka kobiecego,
wykazywaty zrdéznicowang wrazliwosé wzgledem poszczegdlnych antybiotykdéw.
Roznice dotyczyty wrazliwosci na wankomycyne oraz, w przypadku badania
przeprowadzonego na podtozu Mueller-Hinton, gentamycyne, erytromycyne,
tetracykline oraz wankomycyne.

Przebadane szczepy nalezgce do Lactobacillaceae wykazywaty opornosé
na kanamycyne oraz w badaniu z wykorzystaniem podfoza MRS na gentamycyne.
Réwnoczesnie charakteryzowaty sie wrazliwoscig wzgledem erytromycyny, tetracykliny
oraz ampicyliny. W badaniu z zastosowaniem podtoza Mueller-Hinton szczep
L. fermentum charakteryzowat sie umiarkowang wrazliwoscig wzgledem erytromycyny
i tetracykliny, podczas gdy badanie z zastosowaniem podtoza MRS wykazato jego
wrazliwos¢ wzgledem wymienionych antybiotykéw. Zdjecie 9. przedstawia wynik

badania wrazliwosci na antybiotyki wykonanego na podtozu MRS.
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Tabela 12. Wrazliwosé szczepéw bakteryjnych wyizolowanych z mieka kobiecego wzgledem antybiotykéw. Badanie
Z zastosowaniem krgzkow antybiotykowych na podtozu MRS. S — sensitive (wrazliwe), M — medium sensitive (Srednio

wrazliwe), R - resistant

L.paracasei L.gasseri L.gasseri L.paracasei L.gasseri
Antybiotyk (4) (6) (9) (15) (17)
Erytromycyna
15 ug £ S S S S S
Wankomycyna
30 g VA S S R R S
Gentamycyna
10 ug ON R R R R R
Kanamycyna
30 pg K R R R R R
Tetracyklina
30 g TE S S S S S
Ampicylina
10 g AMP S S S S S
Szczep
L.gasseri L.vaginalis L.rhamnosus L.gasseri L.fermentum
(38) (48) (49) (51) (52)
Antybiotyk
Erytromycyna
15 ug £ S S S S S
Wankomycyna
30 g VA S R R R R
Gentamycyna
10 g CN R R R R R
Kanamycyna
30 pg K R R R R R
Tetracyklina
30 g TE S S S S S
Ampicylina
10 g AMP S S S S S
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Tabela 13. Wrazliwosé szczepéw bakteryjnych wyizolowanych z mleka kobiecego wzgledem antybiotykéw. Badanie
Z zastosowaniem krqzkéw antybiotykowych na podiozu Mueller-Hinton. S — sensitive (wrazliwe), M — medium

sensitive (Srednio wrazliwe), R — resistant

Szczep
L.paracasei L.gasseri L.paracasei L.gasseri
Antybiotyk (4) (9) (15) (17)
Erytromycyna
15 g E S S S S
Wankomycyna
30 g VA S R R R
Gentamycyna
10 ug ON M M M M
Kanamycyna
30 pg K R R R M
Tetracyklina
30 ug TE S S S S
Ampicylina
10 pug AMP S S S S
Szczep
L.vaginalis L.rhamnosus L.gasseri L.fermentum
(48) (49) (51) (52)
Antybiotyk
Erytromycyna
15 g E S S S M
Wankomycyna
30 pg VA R R S R
Gentamycyna
10 g CN M M S R
Kanamycyna
30 pg K R R M M
Tetracyklina
30 g TE S S S M
Ampicylina
10 ug AMP S S S S
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6.5.2 Oznaczanie minimalnego stezenia hamujacego MIC — metoda z wykorzystaniem

ETEST-0w

Badanie majace na celu wyznaczenie minimalnego stezenia hamujgcego
przeprowadzono z  wykorzystaniem 10  szczepdw  bakterii  nalezacych
do Lactobacillaceae, wyizolowanych z probek mleka kobiecego. Badanie wykonano
w dwéch wersjach. W pierwszej wersji uzyto standardowego podtoza Mueller-Hinton,
w drugiej podtoza w wiekszym stopniu zaspokajajgcego wymagania wzrostowe bakterii
nalezacych do Lactobacillaceae (MRS). Na podtozu Mueller-Hinton wzrost badanych
szczepow byt staby, jednak w wiekszosci przypadkéw wynik badania mozliwy byt do
odczytu. Wozrost bakteryjny na agarze MRS charakteryzowat sie wieksza
intensywnoscig. Uzyskane wyniki zamieszczone zostaty w tabelach 14. oraz 15.

Wyniki badania z zastosowaniem ETEST-ow wykazaty, ze wrazliwosé na Srodki
przeciwdrobnoustrojowe jest zalezna od rodzaju bakterii. Na podstawie uzyskanych
wynikéw mozliwe byto wyznaczenie minimalnych stezed hamujacych (MIC)
dla poszczegdlnych izolatéw bakteryjnych. Zaobserwowano rdéznice w otrzymanych
wynikach pomiedzy wersja z zastosowaniem podtoza MRS oraz podtoza
Mueller-Hinton. Poniewaz doswiadczenia innych badaczy sugerujg wptyw podtoza MRS
na wynik badania dotyczgcego minimalnego stezenia hamujgcego oraz powszechne
wykorzystywanie podtoza Mueller-Hinton w badaniu antybiotykoopornosci, wyniki

otrzymane w tej wersji badania sg bardziej wiarygodne.

Tabela 14. Zestawienie wynikow dotyczqcych minimalnego stezenia hamujgcego antybiotykow uzyskanych na
podtozu Muller-Hinton

Badany antybiotyk na podtozu Muller-Hinton

Szczep

AC AM PG cm IP
4 L.paracasei 0,5 0,25 0,032 0,064 0,75
6 L.gasseri - - - - -
9 L.gasseri 1 1 0,38 0,25 4
15 L.paracasei 0,75 0,75 0,5 0,19 1,5
17 L.gasseri 0,75 0,5 0,38 0,19 3
38 L.gasseri - - - - 0,032
48 L.vaginalis 1,5 0,75 0,25 0,25 6
49 [.rhamnosus 0,75 0,5 0,25 0,25 3
51 L.gasseri 0,5 0,5 0,38 0,19 3
52 L.fermentum - 0,023 - 0,016 0,16
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Tabela 15. Zestawienie wynikéw dotyczqcych minimalnego stezenia hamujgcego antybiotykéw uzyskanych na
podtozu MRS

Badany antybiotyk na podtozu MRS

Szczep AC AM PG cm P
4 [.paracasei 0,38 0,38 0,32 0,19 1,5
6 L.gasseri 0,047 0,064 0,016 8 0,19
9 L.gasseri 0,5 0,5 0,125 0,25 3
15 L.paracasei 0,15 0,25 0,125 0,125 4
17 L.gasseri 0,75 0,25 0,125 0,19 12
38 L.gasseri 0,094 0,25 0,04 6 0,19
48 L.vaginalis 0,5 0,75 0,125 0,25 2
49 [.rhamnosus 0,25 0,38 0,094 0,25 3
51 L.gasseri 0,5 0,38 0,094 0,25 4
52 L.fermentum 0,19 0,094 0,032 0,064 0,094

Przeprowadzone badania wykazaty wrazliwos¢ szczepdéw Lactobacillaceae
wyizolowanych z mleka kobiecego w stosunku do zastosowanych antybiotykdéw.
Otrzymane wyniki, pochodzgce z dwdch wersji badania, réznig sie miedzy sobg. W
przypadku zastosowania standardowej pozywki do oznaczania antybiotykoopornosci —
pozywki Mueller-Hinton — wzrost drobnoustrojow w kilku przypadkach byt
niewystarczajgcy do odczytu wyniku. Na pozywce MRS obserwowano intensywny

wzrost drobnoustrojow.

6.6 Ocena wptywu szczepow bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae,

wyizolowanych z mleka kobiecego na komadrki nowotworu piersi linii MCF-7

w warunkach in vitro

Stezenie, przy ktorym hamowany jest wzrost 50% komorek wykorzystanych
w badaniu (ICsp), zostat wyznaczony dla metabolitéw postbiotycznych 10 szczepéw
bakteryjnych nalezgcych do Lactobacillaceae, wyizolowanych z mleka kobiecego.
Cytotoksycznos¢ metabolitdw postbiotycznych badanych szczepédw bakteryjnych
zalezna byta od czasu oddziatywania na komodrki nowotworowe, jak i od
zastosowanego stezenia. Po uptywie 24 godzin nie odnotowano dziatania
cytytoksycznego wzgledem komérek nowotworowych. Test MTT przeprowadzony po
48 godzinach wykazat cytotoksycznos¢ metabolitéw Lacticasibacillus paracasei oraz

Lacticasibacillus rhamnosus przy stezeniu 50% v/v. Na podstawie danych dotyczacych
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wartosci absorbancji wyznaczono ICso. Dla wymienionych szczepdow wartosci
te wyniosty odpowiednio 48,1% oraz 42,6%. Kolejny test MTT wykonany po 72
godzinach inkubacji wskazat na dziatanie cytotoksyczne réwniez metabolitéw
postbiotycznych pochodzacych od Limosilactobacillus vaginalis oraz Limosilactobacillus
fermentum. Kontrola oddziatywania podfoza, na ktéorym pierwotnie wzrastaty badane
szczepy bakteryjne (bulion MRS), nie wykazata wptywu cytotoksycznego na komorki
nowotworu piersi MCF-7 wykorzystane w tescie MTT. Tabela 16. przedstawia uzyskane
wartosci 1Cso szczepdw bakteryjnych, dla ktérych odnotowano dziatanie cytotoksyczne
wobec komodrek nowotworowych MCF-7. Wsrdéd przebadanych metabolitéw
postbiotycznych najwiekszg cytotoksycznoscia charakteryzowaty sie metabolity
pochodzace ze szczepu L. rhamnosus. Zdjecie 10. przedstawia ptytke wykorzystang

w badaniu.

Tabela 16. Wartosé IC50 dla metabolitow postbiotycznych wytwarzanych przez szczepy bakteryjne nalezgce do
Lactobacillacea, po 48 oraz 72 godzinach inkubacji

Wartos¢ ICso po 48 godz. inkubacji

L. paracasei (4) 48,1%

L. rhamnosus (49) 42,6%

Wartos¢ ICso po 72 godz. inkubacji

L. paracasei (4) 41,2%
L. rhamnosus (49) 37,4%
L.vaginalis (48) 42,3%
L. fermentum (52) 48,6%

Zdjecie 9 Plytka testu MTT. Badanie cytotoksycznosci supernatantu pochodzqcego ze szczepow nalezgcych do
Lactobacillaceae na komérki nowotworowe MCF-T7 (72godz. inkubacji)
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6.7 Ocena przezywalnosci badanych izolatéw w $Srodowisku pasteryzowanego
mleka kobiecego, w warunkach obnizonej temperatury
Badanie, dotyczace przezywalnosci szczepéw bakteryjnych nalezacych
do Lactobacillaceae w warunkach obnizonej temperatury, przeprowadzono
z wykorzystaniem 10 szczepdw wyizolowanych na wczes$niejszych etapach badan.

Tabele 17. oraz 18. przedstawiajg uzyskane wyniki badan.

Tabela 17. Przezywalnosé¢ szczepow bakteryjnych wyizolowanych z mleka kobiecego, przechowywanych w temp. 4°C

Przezywalnosc szczepow w temperaturze chtodniczej (%)

Badany szczep C, C Cs Cs
pof:: dmks\:vy) po 24 godz. po 48 godz. po 72 godz. po 96 godz.
L. paracasei (4) 102,8 97,9 94,0 87,0
L. gasseri (6) 104,3 101,2 99,4 98,2
L. gasseri (9) 79,1 45,9 47,3 45,9
L. paracasei (15) 130,1 88,2 68,8 66,5
L.gasseri (17) 103,7 98,8 99,4 95,1
L.gasseri (38) 107,6 103,2 99,5 98,4
L. vaginalis (48) 72,7 66,7 64,6 63,6
L.rhamnosus (49) 110,3 111,6 86,4 84,7
L.gasseri (51) 104,5 97,0 97,5 94,4
L. fermentum (52) 102,2 94,4 83,1 79,8
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Tabela 18. Przezywalnosé¢ szczepéw bakteryjnych wyizolowanych z mleka kobiecego, przechowywanych w temp. —
20°C

Przezywalnosc szczepow w temperaturze zamrazalniczej (%)

Badany szczep Z, Z, Z3
po:::dmkscvy) po 30 dniach po 60 dniach po 90 dniach
L.paracasei (4) 28,5 22,9 20,8
L. gasseri (6) 78,7 75,6 75,0
L. gasseri (9) 62,2 55,4 43,9
L. paracasei (15) 16,5 13,0 8,5
L.gasseri (17) 78,7 75,0 72,0
L.gasseri (38) 72,4 71,9 68,1
L. vaginalis (48) 60,6 53,5 48,5
L.rhamnosus (49) 17,9 16,9 14,6
L.gasseri (51) 69,2 68,7 64,6
L. fermentum (52) 89,9 84,3 83,1

Wykresy 11. oraz 12. przedstawiajg graficznie procentowg przezywalnos¢
poszczegdlnych szczepdédw bakterii nalezacych do Lactobacillaceae, wyizolowanych
z mleka kobiecego, przechowywanych w warunkach chtodniczych (wykres 11.) oraz
zamrazalniczych (wykres 12.). Uwzgledniono numery porzgdkowe prébek mleka
kobiecego, z ktérych badane szczepy bakteryjne zostaty wyizolowane. Najmniejszym
spadkiem przezywalnosci, w badanych okresach przechowalnictwa, charakteryzowaty
sie szczepy L. gasseri (6) oraz L. fermentum (52). Najwieksze zmiany obserwowane byty
podczas przechowywania w warunkach chtodniczych L. paracasei (15) oraz

L. gasseri (9).
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Wykres 12. Przezywalnosé szczepéw bakteryjnych wyizolowanych z mleka kobiecego, przechowywanych w temp. -
20°C

Uzyskane wyniki wskazujg na zdolnos¢ bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
do przezywania w warunkach obnizonej temperatury, w srodowisku pasteryzowanego
mleka kobiecego. Zgodnie z uzyskanymi wynikami, zaréwno przechowywanie
chtodnicze, jak i zamrazalnicze taczy sie z obnizaniem ilosci zywych komdrek

bakteryjnych, jednak szybkos¢ obnizania przezywalnosci nie jest intensywna.
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6.8

Ocena zawartosci oligosacharydéw w badanych prébkach mleka kobiecego

Badaniu zawartosci oligosacharydéw poddano 44 prébki mleka kobiecego. llos¢

materiatu uzyskana od pozostatych uczestniczek nie byta wystarczajgca na wykonanie

wszystkich rodzajéw badan. W wyniku przeprowadzonych analiz zidentyfikowano

20 rodzajéw oligosacharydéw. Tabela nr 19. przedstawia zidentyfikowane HMO,

wielko$¢ zarejestrowanych pikéw oraz oszacowang koncentracje w analizowanym

materiale. Wyniki odnoszg sie do mleka kobiecego w ujeciu populacyjnym.

Tabela 19. Zidentyfikowane oligosacharydy mleka kobiecego w badanych probkach wraz z oszacowang zawartoscig

.. .. Oszacowana
Masa Wartosc Wartosc koncentracj
HMO Nazwa Wz6r srednia median
czasteczkowa piku e a w mleku
(ng/1mL)
2'FL 2'fucosyllactose CygH3,045 488,174 8,43E+07 8,92E+07 2842,9
3'FL 3'fucosyllactose CygH3,045 488,174 9,49E+06 8,88E+06 320,3
GL galactosyllactose CigH3,046 504,169 2,14E+05 2,07E+05 7,2
LN-Tri lacto-N-triaose CyoH35sNO4 545,196 4,80E+04 2,48E+05 1,6
3'SL 3'sialyllactose Cy3H39NOyg 633,211 3,03E+07 2,97E+07 1022,8
6'SL 6'sialyllactose Cy3H39NO4, 633,211 3,05E+06 6,45E+06 103,0
DFL difukozyllactose Cy4H4,040 634,232 7,27E+06 3,31E+06 245,2
lacto-N-
LNNT -neotetraose Cy6Ha50,1N 707,248 6,90E+06 4,82E+06 232,9
LNT lacto-N-tetraose Cy6H450,1N 707,248 3,73E+07 3,83E+07 1258,8
sum
LNFP I, lacto-N-
i -fucopentaose C3,HssNO s 853,306 4,79E+07 3,40E+07 1616,6
sialyllacto-N-
LSTc tetraose c C37H6;N;059 998,344 3,45E+06 2,32E+06 116,4
sialyllacto-N-
LSTb tetraose b C37Hg:N,0459 998,344 1,59E+06 7,25E+05 53,8
difucosyl-lacto-N-
DFLNT -tetraose C3gHgsNOyo 999,364 3,86E+07 4,16E+07 1301,0
Lacto-N-hexaose
(para-Lacto-N-
LNH -neohexaose) CsoHggN,031 1072,381 5,27E+05 1,72E+06 17,8
fucosyl-lacto-N-
FLNH -hexaose CagH7gN,045 1218,4385 2,93E+06 9,48E+05 98,9
disialyllacto-N-
DSLNT -tetraose CagH79N3037 1289,439 1,12E+07 1,43E+07 377,8
difucosyllacto-N-
DFLNH -hexaose Cs,HgsN,034 1364,496 1,72E+06 4,97E+05 58,0
TFpLNH
(TFpLNH  trifucoparalacto-
a) -N-hexaose CsgHogN,O43 1510,554 2,11E+05 6,35E+05 7,1
DSLNH
(DSLNH disialyllacto-N- CsaH102N404
1) -hexaose 7 1654,5721 1,08E+06 1,72E+06 36,6
fucodisialyl-lacto-  C;,H11,N405
FDSLNH -N-hexaose 1 1848,6294 1,38E+06 1,18E+06 46,4
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Otrzymane wyniki zawartosci oligosacharyddw, w grupie prébek poddanych
badaniu, podzielono ze wzgledu na rodzaj omawianych zwigzkéw. Wyrdzniono grupe
oligosacharydédw neutralnych fukozylowanych, neutralnych niefukozylowanych oraz
grupe oligosacharydéw kwasnych, sjalowanych. Wyniki HMO przynaleznych
do wyszczegdlnionych grup zamieszczono w tabeli 20. Wyniki omawianych grup HMOs

przedstawiajg wykresy 13.-15.

3000,0 2842,9

2500,0
_, 2000,0
= 1616,6
—
< 1500,0 1301,0
oo
=
1000,0
500,0 3203 945
580 71 989 464
2'FL 3'FL DFL suma DFLNT DFLNH TFpLNH FLNH FDSLNH
LNFP 1, 11 (TFPLNH
il a)
HMO

Wykres 13. Zawartos¢ oligosacharydow neutralnych, fukozylowanych wyizolowanych z probek mleka kobiecego
przeznaczonych do badan

1400,0
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|
S 800,0
i
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0,0 _— —
GL LN-Tri LNnT LNT LNH
HMO

Wykres 14. Zawartosé oligosacharydow neutralnych, niefukozylowanych wyizolowanych z probek mleka kobiecego
przeznaczonych do badan
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Wykres 15. Zawartosé oligosacharydéw kwasnych, sjalowanych wyizolowanych z prébek mleka kobiecego
przeznaczonych do badan

Tabela 20. Sumaryczna zawartosé poszczegdlnych grup oligosacharydéw w przebadanych prébkach mleka kobiecego

Rodzaj HMO ng/1 mL
HMO neutralne, fukozylowane 6536,3
HMO neutralne, niefukozylowane 1518,3
17105

HMO kwasne, sjalowane

Wsréd grup oligosacharydéw mleka kobiecego dominujg oligosacharydy
neutralne, fukozylowane. Oligosacharydem o najwiekszej zawartosci, nalezgcym
do grupy HMO neutralnych, fukozylowanych, zidentyfikowanych w pozyskanych
probkach mleka kobiecego jest 2'FL. Odnotowano réowniez wysoka koncentracje DFLNT
oraz sume LNFP. W grupie oligosacharydéw neutralnych niefukozylowanych
dominowata zawartos¢ LNnT oraz LNT. Oligosacharydem o wysokiej koncentracji
w grupie HMO sjalowanych byt 3’-SL.

Probki mleka kobiecego przeznaczone do badan podzielono na dwie grupy.
Grupa prébek dodatnich pod wzgledem obecnosci bakterii nalezgcych
do Lactobacillaceae oraz grupa prébek, w ktérych nie zidentyfikowano omawianych

drobnoustrojow. Wykres 16. przedstawia poréwnanie wielkosci odnotowanych pikow
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poszczegélnych HMO w grupie prébek mleka kobiecego, w ktérych
nie zidentyfikowano bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae oraz w grupie prébek

gdzie ww. drobnoustroje byty obecne.
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m prébki w ktérych nie zidentyfikowano Lactbacillaceae

probki w ktérych zidentyfikowano Lactobacillaceae

Wykres 16. Zawartos¢ poszczegdlnych oligosacharydéw zidentyfikowanych w grupie probek mleka kobiecego
dodatnich pod wzgledem obecnosci bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae oraz probeK ujemnych pod wzgledem tej
cechy

Na podstawie uzyskanych wynikéw zaobserwowano wiekszg zawartosé
oligosacharydu 2'-FL w probkach mleka kobiecego, w ktérych zidentyfikowano bakterie
nalezgce do Lactobacillaceae. Nieco wyzszg koncentracjg charakteryzowata sie réwniez
suma oligosacharydéw LNFP |, Il oraz lll, a takze LNT. Probki mleka kobiecego,
w ktérych nie zidentyfikowano Lactobacillaceae, odznaczaty sie nieco wyziszg
koncentracjg oligosacharydu DFLNT. Z uwagi na dysproporcje dotyczgce omawianych
grup probek mleka kobiecego (dodatnie pod katem wystepowania bakterii nalezgcych
do Lactobacillaceae oraz ujemne) nie przeprowadzono badania istotnosci statystyczne;j
uzyskanych wynikéw badan.

Oligosacharydami, ktore wystepowaty w analizowanych prébkach w duzej ilosci

oprécz dominujgcego oligosacharydu 2’-FL, byty:

o 3-SL

e LNT

e LNFP
e DFLNT
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6.9 Ocena zaleznosci wystepowania bakterii nalezacych do Lactobacillaceae,
w grupie kobiet karmigcych piersia poddanej badaniu, od analizowanych
czynnikow

W ocenie zaleznosci wystgpienia bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae wzieto
pod uwage rdine czynniki, ktére potencjalnie mogtyby wptyna¢ na sktad mleka
kobiecego. W analizie zestawiono informacje uzyskane z kwestionariuszy bedacych

integralng czescig badania.

6.9.1 Czynniki matczyne

e  Wiek matki

Na wykresie 17. oraz w tabeli 21. przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy
wystepowaniem bakterii nalezgcych doo Lactobacillaceae w mleku kobiecym
a wiekiem kobiety karmigcej piersia. Zaobserwowano zmniejszajgce  sie
prawdopodobienstwo wystepowania Lactobacillaceae w mleku wraz z wiekiem kobiety

w okresie laktacji. Wynik nie byt istotny statystycznie.

Tabela 21. Dane statystyczne dotyczqce prawdopodobienstwa wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym w zaleznosci od wieku kobiety karmiqgcej piersig

Cecha OR 95%ClI p

Wiek matki lata 0,974 0,835 1,137 0,742

p - jednoczynnikowa regresja logistyczna, zaleznos¢ nieistotna statystycznie (p>0,05).

Prawdopodobiefistwo wystapienia Lactobacillaceae

20 25 30 35 40

Wiek matki [lata]

Wykres 17. Prawdopodobieristwo wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae w mleku kobiecym w
zaleznosci od wieku kobiety karmigcej piersig
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e Miejsce zamieszkania
Wykres 18. oraz tabela 22. przedstawiajg zaleznos¢ wystepowania bakterii

nalezacych do Lactobacillaceae od miejsca zamieszkania.

Tabela 22. Dane statystyczne dotyczqce prawdopodobienstwa wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym w zaleznosci od miejsca zamieszkania

Miejsce zamieszkania Lactobacillaceae OR 95% ClI p
Miasto (N = 49) 10 (20,41%) 1 ref.
Wies (N = 14) 4 (28,57%) 1,56 0,404 6,028 0,519

p - jednoczynnikowa regresja logistyczna, zalezno$¢ nieistotna statystycznie (p>0,05).

Miejsce zamieszkania: Miasto | | |

Miejsce zamieszkania: Wies | | |
[ I I I I |
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Lactobacillaceae

O Brak O Obecne

Wykres 18. Prawdopodobieristwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w odniesieniu do miejsca
zamieszkania kobiety karmiqcej piersig

Na podstawie przeprowadzonych badad odnotowano wptyw miejsca
zamieszkania kobiety karmigce] piersig na czestos¢ wystepowania bakterii nalezgcych
do Lactobacillaceae. Wséréd przebadanych prébek mleka kobiecego bakterie nalezgce
do Lactobacillaceae wystepowaty czesciej u kobiet mieszkajgcych na terenach

wiejskich. Wyniki nie bylty istotne statystycznie.

e  BMI matki przed cigzg i w trakcie badania

Wykres 19. oraz tabela 23. przedstawiajg procentowe wystepowanie bakterii
nalezgcych do Lactobacillaceae zaleznie od wskaznika BMI (ang. Bydy Mass Index)
wsrdd kobiet karmigcych piersig w odniesieniu do wagi sprzed cigzy oraz po urodzeniu

dziecka.

91



Tabela 23. Dane statystyczne dotyczqce prawdopodobieristwa wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym w zaleznosci od wskaznika BMI kobiety karmiqcej piersiq przed cigzq i w okresie prowadzenia
badan

BMI przed cigza wskazujace

na: Lactobacillaceae OR 95% CI p
Otytos¢ (N =7) 2 (28,57%) 1 ref.
Nadwaga (N = 10) 2 (20,00%) 0,625 0,065 5,966
Waga w normie (N = 39) 10 (25,64%) 0,862 0,144 5,166
Niedowaga (N = 7) 0 (0,00%) - - -
BMI w trakcie badania Lactobacillaceae OR 95% ClI p
Otytos¢ (N =5) 2 (40,00%) 1 ref.
Nadwaga (N = 16) 4 (25,00%) 05 006 4,153 0,521
Waga w normie (N = 36) 6 (16,67%) 0,3 0,041 2,2 0,236
Niedowaga (N = 6) 2 (33,33%) 0,75 0,064 8,834 0,819

p —jednoczynnikowa regresja logistyczna, zalezno$¢ nieistotna statystycznie (p>0,05)

BMI przed ciaza: Otyloéé | [

BMI przed ciaza: Nadwaga | |

|

|

BMI przed ciaza- Waga w normie | [ |
BMI przed ciaza: Niedowaga | |

BMI obecne: Otylosé | [ |
BMI obecne: Nadwaga | | |
BMI obecne: Waga w normie | [ |
BMI obecne: Niedowaga | | |
I I I I I 1
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Lactobacillaceae
O Brak O Obecne

Wykres 19. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od wskaznika BMI
kobiety karmiqcej piersiq przed cigzq i w okresie prowadzenia badan

W prdébkach mleka kobiecego pochodzacych od kobiet charakteryzujgcych
sie niedowagg przed zajSciem w cigze nie zidentyfikowano bakterii nalezgcych
do Lactobacillaceae. Wsréd probek mleka pochodzgcego od kobiet, ktorych BMI
wskazywato na otyto$¢ w okresie laktacji, odnotowywano najwiecej wynikéw
dodatnich pod katem wystepowania bakterii nalezagcych do Lactobacillaceae. Wyniki

nie bylty istotne statystycznie.
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e Choroby tarczycy u matki w czasie cigzy i laktacji

Wykres 20. oraz tabela 24. przedstawiajg wyniki badan w odniesieniu do
choréb tarczycy zdiagnozowanych u matki w okresie cigzy oraz w okresie laktacji.
Uzyskane dane wskazujg na podobng czestotliwos¢ wystepowania bakterii nalezgcych
do Lactobacillaceae zarowno wsrdod kobiet zdrowych, jak i kobiet ze zdiagnozowana

chorobg tarczycy. Wyniki nie byty istotne statystycznie.

Tabela 24. Dane statystyczne dotyczgce prawdopodobienistwa wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym w zaleznosci od wystegpowania chorob tarczycy u kobiety karmigcej piersig w okresie cigzy i
laktacji

Choroby tarczycy u matki w czasie

i Lactobacillaceae OR 95% CI p
Nie (N = 40) 9 (22,50%) 1 ref.
Tak (N =23) 5(21,74%) 0,957 0,277 3,299
Choroby tarczycy u matki — obecnie Lactobacillaceae OR 95% CI p
Nie (N =51) 11 (21,57%) 1 ref.
Tak (N =12) 3 (25,00%) 1,212 0,279 5,257 0,797

p - jednoczynnikowa regresja logistyczna, zaleznos¢ nieistotna statystycznie (p>0,05)

Choroby tarczycy u matki - obecnie: Nie | | |
Choroby tarczycy u matki - obecnie: Tak | | |

Choroby tarczycy u matki w czasie ciazy: Nie | | |
Choroby tarczycy u matki w czasie ciazy: Tak | | |
[ I I | | |

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

Lactobacillaceae
O Brak O Obecne

Wykres 20. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od wystgpowania
chorob tarczycy u kobiety karmiqgcej piersiq w okresie cigzy i laktacji
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Cukrzyca u matki w czasie cigzy
Wykres 21. oraz tabela 25. przedstawiajg dane dotyczgce prawdopodobienstwa
wystepowania bakterii Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od
wystepowania cukrzycy cigzowej u matki. Wyniki wskazujg na wieksze
prawdopodobieistwo wystepowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae wsréd

kobiet zdrowych w trakcie cigzy. Wyniki nie byty istotne statystycznie.

Tabela 25. Dane statystyczne dotyczgce prawdopodobienistwa wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym w zaleznosci od wystegpowania cukrzycy cigzowej

Cukrzyca u matki w czasie cigzy Lactobacillaceae = OR 95% ClI p
Nie (N =53) 14 (26,42%) 1 ref.
Tak (N =10) 0 (0,00%)

p - jednoczynnikowa regresja logistyczna, zaleznos¢ nieistotna statystycznie (p>0,05)

Cukrzyca u matki w czasie ciazy: Nie | | |

Cukrzyca u matki w czasie ciazy: Tak | |
[ I I I I |
0% 20% 40% 60% B80% 100%

Lactobacillaceae

O Brak O Obecne

Wykres 21. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od wystgpowania
chorob tarczycy u kobiety karmiqgcej piersig w zaleznosci od wystgpowania cukrzycy cigzowej

6.9.2 Czynniki okotoporodowe
e Rodzaj porodu

Wykres 22. oraz tabela 26. przedstawiajg zalezno$¢ wystepowania bakterii
nalezacych do Lactobacillaceae od rodzaju porodu. Nie zaobserwowano znacznych
roznic pomiedzy prébkami mleka kobiecego pochodzacymi od kobiet, ktére urodzity
sitami natury, w porédwnaniu z kobietami, ktore przeszty ciecie cesarskie. Wyniki nie

byty istotne statystycznie.
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Tabela 26. Dane statystyczne dotyczqce prawdopodobienstwa wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym w zaleznosci od rodzaju porodu

Rodzaj porodu Lactobacillaceae OR 95% ClI p
Cesarskie ciecie (N = 18) 5(27,78%) 1 ref.
Sitami natury (N = 27) 8 (29,63%) 1,095 0,292 4,104 0,893
Sitami natury z oksytocyng (N = 17) 1(5,88%) 0,163 0,017 1,57 0,116

Sitami natury z prostaglandynami (N = 1) 0 (0,00%) --- --- --- ---

p - jednoczynnikowa regresja logistyczna, Zalezno$¢ nieistotna statystycznie (p>0,05)

Rodzaj porodu: Cesarskie ciecie | |

Rodzaj porodu: Sitami natury | |
Rodzaj porodu: Sitami natury z oksytocyna | |
Rodzaj porodu: Stami natury z prostaglandynami |
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Wykres 22. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od rodzaju porodu

o Dokarmianie dziecka mlekiem modyfikowanym

Na wykresie 23. oraz w tabeli 27. ujeto dane dotyczagce dokarmiania dzieci
mlekiem modyfikowanym. Na podstawie uzyskanych wynikdbw mozna zauwazyé
czestsze wystepowanie Lactobacillaceae w mleku kobiecym pochodzgcym od matek,
ktdrych dziecko nie byto dokarmiane mlekiem modyfikowanym. Wyniki nie byty istotne

statystycznie.

Tabela 27. Dane statystyczne dotyczgce prawdopodobieristwa wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym w zaleznosci od dokarmiania dziecka mlekiem modyfikowanym

Dokarmianie mlekiem modyfikowanym Lactobacillaceae OR 95% ClI p
Nie (N = 38) 10 (26,32%) 1 ref.
Tak (N = 25) 4 (16,00%) 0,533 0,147 1,938 0,34

p - jednoczynnikowa regresja logistyczna, zalezno$¢ nieistotna statystycznie (p>0,05)
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Dokarmianie mlekiem modyfikowanym: Nie | | |
Dokarmianie mlekiem modyfikowanym: Tak | | |

| I | | | |
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Lactobacillaceae
O Brak O Obecne

Wykres 23. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od dokarmiania
dziecka mlekiem modyfikowanym

o Czas karmienia piersia

Wykres 24. oraz tabela 28 przedstawiajg prawdopodobienistwo wystgpienia
bakterii nalezacych do Lactobacillaceae w odniesieniu do czasu karmienia piersig
(dtugoséci  laktacji). Zaobserwowano tendencje spadkowg w odniesieniu
do analizowanej cechy. Wraz z uptywem czasu prawodopodobieristwo wystepowania
bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae ulegato zmniejszeniu. Wyniki nie byly istotne

statystycznie.

Tabela 28. Dane statystyczne dotyczqce prawdopodobienstwa wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym w zaleznoSci od czasu karmienia piersiq

Cecha OR 95%ClI p

Czas karmienia piersig mies. 0,963 0,902 1,029 0,268

p - jednoczynnikowa regresja logistyczna, zaleznos¢ nieistotna statystycznie (p>0,05)

Prawdopodobiefistwo wystapienia Lactobacillaceae
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Czas karmienia piersia [mies.]

Wykres 24. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od czasu karmienia
piersig
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6.9.3 Czynniki srodowiskowe

o Dieta matki oraz nawyki zywieniowe
Na wykresach 25.-28. oraz w tabeli 29. zamieszczono dane dotyczace
prawdopodobienstwa wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci

od diety stosowanej przez matke.

Tabela 29. Dane statystyczne dotyczqce prawdopodobienstwa wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym w zaleznosci od stosowanej diety i nawykow zywieniowych

Dieta matki Lactobacillaceae  OR 95% ClI p
Brak specjalnej diety (N = 48) 10 (20,83%) 1 ref.
Wegetarianska (N = 4) 1 (25,00%) 1,267 0,119 13,522 0,845
Eliminacyjna (N = 11) 3(27,27%) 1,425 0,318 6,378 0,643
Produkty mleczne fermentowane Lactobacillaceae OR 95% ClI [¢]
Nie (N =11) 3(27,27%) 1 ref.
Kilka x w m-cu (N = 8) 2 (25,00%) 0,889 0,111 7,107 0,912
Kilka x w tyg. (N = 31) 6 (19,35%) 0,64 0,129 3,165 0,584
Codziennie (N = 13) 3 (23,08%) 0,8 0,126 5,092 0,813
Zywno$¢ wysokoprzetworzona  Lactobacillaceae  OR 95% ClI [¢]
Nie (N = 31) 6 (19,35%) 1 ref.
Kilka x w m-cu (N = 17) 6 (35,29%) 2,273 0,598 8,64 0,228
Kilka x w tyg. (N = 14) 2 (14,29%) 0,694 0,122 3,965 0,682
Codziennie (N =1) 0 (0,00%) - - - -—-
Produkty kiszone Lactobacillaceae OR 95% ClI p
Nie (N = 6) 2 (33,33%) 1 ref.
Kilka x w tyg. (N = 18) 4(22,22%) 0,571 0,075 4,345 0,589
Kilka x w m-cu (N = 36) 8(22,22%) 0,571 0,088 3,709 0,558
Codziennie (N = 3) 0 (0,00%) - - - -

p - jednoczynnikowa regresja logistyczna, zaleznos$¢ nieistotna statystycznie (p>0,05)
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Dieta matld: Brak specjalnej diety | | |
Dieta matki- Wegetarianska | | |
Dieta matldi: Eliminacyina | | |

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

Lactobacillaceae

O Brak O Obecne

Wykres 25. Prawdopodobieristwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od stosowanej przez
matke diety

Produkty mleczne fermentowane: Nie | |

Produlty mleczne fermentowane: Kilka x w m-cu | |
Produkty mleczne fermentowane: Kilka x w tvg. | |

Produkty mleczne fermentowane: Codziennie | |

[ I I I I I
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Wykres 26. Prawdopodobieristwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od czestotliwosci
spozywania przez matkg mlecznych produktéw fermentowanych

Zywnosc wysokoprzetworzona: Nie | |

Zywnosc wysokoprzetworzona: Killia x w tvg. | |

Zywnos¢ wysokoprzetworzona: Kilka x w m-cu | | |

Zywnos¢ wysokoprzetworzona: Codriennie |
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Wykres 27. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od czestotliwosci
spozywania przez matke zywnosci wysokoprzetworzonej
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Produkty kiszone: Nie | | |
Produkty kiszone: Kilka x w tvg. | | |
Produkty kiszone: Killka x w m-cu | | |
Produkiy kiszone: Codziennie | |
| I I I I |
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Wykres 28. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od czestotliwosci
spozywania przez matke produktow kiszonych

Na podstawie uzyskanych wynikdw nie zaobserwowano znaczgcych rdéznic
w wystepowaniu bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae w mleku kobiet stosujgcych
rozne rodzaje diety. Na wyniki nie wplyneta réwniez czestotliwos¢ spozywania
mlecznych produktéw fermentowanych. Bakterie nalezgce do Lactobacillaceae
izolowane byty czesciej z probek mleka pochodzacych od kobiet rzadko spozywajgcych
wysokoprzetworzong zywnos¢ (kilka razy w miesigcu) oraz niestosujgcych w swojej

diecie produktéow kiszonych. Wyniki nie byty istotne statystycznie.

e Stosowanie przez matke probiotykdw i antybiotykdw w cigzy oraz w okresie laktacji
W ankiecie uwzgledniono stosowanie, przez kobiety biorgce udziat w badaniu,
antybiotykdw oraz preparatéw probiotycznych jako potencjalnego Zrddla bakterii
o charakterze probiotycznym. Wykres 29. oraz tabela 30. przedstawiajg
prawdopodobierstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci
od przyjmowania antybiotykdw oraz probiotykdw, zaréwno w trakcie trwania cigzy, jak

i okesie laktacji.
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Tabela 30. Dane statystyczne dotyczqce prawdopodobienstwa wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym w zaleznosci od przyjmowania antybiotykow i preparatow probiotycznych w czasie trwania cigzy i
w okresie laktacji

Probiotyki w cigzy Lactobacillaceae OR 95% ClI P
Nie (N = 50) 11 (22,00%) 1 ref.
Tak (N =13) 3(23,08%) 1,064 0,249 4,55
Probiotyki w trakcie laktacji Lactobacillaceae OR 95% ClI 4]
Nie (N = 42) 9 (21,43%) 1 ref.
Tak (N =21) 5(23,81%) 1,146 0,33 3,982
Antybiotyki w cigzy Lactobacillaceae OR 95% CI p
Nie (N = 53) 13 (24,53%) 1 ref.
Tak (N = 10) 1 (10,00%) 0,342 0,039 29 0,33
Antybiotyki V\.I.trakcie Lactobacillaceae OR 95% ClI p
laktacji
Nie (N = 48) 10 (20,83%) 1 ref.
Tak (N = 15) 4 (26,67%) 1,382 0,362 5,276

p - jednoczynnikowa regresja logistyczna, zaleznos$¢ nieistotna statystycznie (p>0,05)

Antybiotyld w ciazy: Nie | | |
Antybiotyki w ciazy: Tak | [ ]

Antybiotyki w trakcie laktacji: Nie | | |
Antybiotyki w trakcie laktacji: Tak | | |

Probiotyki w ciazy: Nie | | |
Probiotyki w ciazy: Tak | | |

Probiotyki w trakcie laktacji Nie | | |
Probiotyki w trakcie laktacji Tak | | |
[ [ I [ I |
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Lactobacillaceae
O Brak O Obecne

Wykres 29. Prawdopodobienstwo wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae w mleku kobiecym w
zaleznosci od przyjmowania antybiotykow i preparatow probiotycznych w czasie trwania cigzy i w okresie laktacji

Uzyskane wyniki pozwalajg wskaza¢ tendencje do czestszego identyfikowania

bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae w prébkach mleka pochodzacych od kobiet
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niestosujgcych antybiotykoterapii w trakcie trwania cigzy. W przypadku pozostatych
zmiennych (stosowanie antybiotykdw w okresie laktacji oraz probiotykdw w czasie
trwania cigzy i okresie laktacji) nie obserwuje sie wyraznych zmian. Wyniki nie byty

istotne statystycznie.

6.9.4 Ocena zaleznosci wystepowania bakterii nalezacych do Lactobacillaceae w grupie
kobiet karmigcych piersig poddanej badaniu sktadu mleka kobiecego

Czestotliwos¢ identyfikowania Lactobacillaceae w probkach mleka kobiecego
przeanalizowano w korelacji z makrosktadnikami (tabela 31.). Na wykresie 30.
uwzgledniono  zaleznos¢  pomiedzy iloscig  ttuszczu  w mleku  kobiecym
a wystepowaniem omawianych drobnoustrojéw. Zaobserwowano tendencje
do czestszego wystepowania Lactobacillaceae w prébkach mleka kobiecego
o wiekszym udziale ttuszczu w swoim sktadzie. Podobna zaleznos¢ zostata odnotowana
W nawigzaniu do zawartosci suchej masy, weglowodandw oraz wartos$ci energetycznej
mleka kobiecego, co zostato przedstawione na wykresach 33.-35. Odwrotna sytuacja
miata miejsce w przypadku zawartosci biatka catkowitego oraz odzywczego w sktadzie
mleka kobiecego. Wiekszy udziat biatka wigzat sie z mniejszym prawdopodobieristwem
wystgpienia bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae. Sytuacje te obrazujg wykresy 31.

oraz 32. Wyniki nie byty istotne statystycznie.

Tabela 31. Dane statystyczne dotyczgce prawdopodobienistwa wystgpowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym w zaleznosci od sktadu mleka kobiecego

Cecha OR 95%Cl p
Ttuszcz g/100 mL 1,139 0,796 1,629 0,477
Weglowodany g/100 mL 2,477 0,361 16,976 0,356
Sucha masa g/100 mL 1,223 0,889 1,683 0,217
Biatko catkowite g/100 mL 0,931 0,234 3,709 0,919
Biatko odzywcze g/100 mL 0,892 0,155 5,128 0,898
enz\:zgttzi:na kcal/100 mL 1,014 0,977 1,052 0,46

p - jednoczynnikowa regresja logistyczna, zaleznosé nieistotna statystycznie (p>0,05)
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Prawdopodobienstwo wystapienia Lactobacillaceae
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Wykres 30. Prawdopodobieristwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od zawartosci
thuszczu w mleku kobiecym

Prawdopodobienstwo wystapienia Lactobacillaceae
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Wykres 31. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od zawartosci biatka
catkowitego w mleku kobiecym

Prawdopodobiefstwo wystapienia Lactobacillaceae
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Wykres 32. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od zawartosci biatka
odzywczego w mleku kobiecym
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Prawdopodobiefstwo wystapienia Lactobacillacece
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Wykres 33. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od zawartosci suchej
masy w mleku kobiecym

Prawdopodobienstwo wystapienia Lactobacillaceae
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Wykres 34. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od wartosci
energetycznej mleka kobiecego

Prawdopodobienstwo wystapienia Lactobacillaceae
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Wykres 35. Prawdopodobienstwo wystgpienia Lactobacillaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od zawartosci
weglowodandéw w mleku kobiecym
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7 Dyskusja

7.1 Mikrobiota mleka kobiecego — liczebnos¢ i zréznicowanie

Do korica XX wieku mleko kobiece byto uznawane za S$rodowisko wolne
od mikroorganizmdéw, a ich pojawianie sie utozsamiano ze stanem patologicznym
(Kim i wsp. 2000; Lyons i wsp. 2020). Rozwdj technik diagnostycznych oraz wzrastajgce
zainteresowanie badaczy biologia mleka kobiecego doprowadzity do identyfikacji
szerokiego spektrum bakterii komensalnych zasiedlajgcych te nisze. Dalsze badania
pozwolity na lepsze zrozumienie roli mikroorganizméw zasiedlajgcych srodowisko
mleka kobiecego, wsréd ktérych wymieni¢é mozna m.in. wptyw na ksztattowanie
mikrobiomu jelitowego dziecka karmionego piersig, a co za tym idzie, wielokierunkowe
oddziatywanie na ogélny stan zdrowia organizmu (Civardi i wsp. 2013; Martin i wsp.
2007). Ogolna liczba drobnoustrojow w mleku kobiecym jest zréznicowana i zalezy
od wielu czynnikéw, zaréwno matczynych, jak i srodowiskowych. Mleko pochodzace
od zdrowych kobiet karmiacych piersia moze zawiera¢ 10°~10° jtk/mL (Li i wsp., 2017).
Inne dane literaturowe wskazujg na rozpietos¢ w przedziale od 10* do 10’ jtk/mL
(Sakwinska, 2016).

Badania, bedace przedmiotem niniejszej pracy, wykazaty obecnosc
drobnoustrojow na poziomie 103 jtk/mL. Stosunkowo niska liczebnos¢ bakterii
zawartych w prébkach mleka kobiecgo poddanych badaniu wynikaé moze ze specyfiki
prowadzenia badan mikrobiologicznych oraz koniecznos$ci zachowania wysokiego
poziomu higieny w czasie pobierania probek mleka do badan.

Dotychczasowe badania potwierdzity obecno$é ponad 800 gatunkdw bakterii
zasiedlajgcych srodowisko mleka kobiecego (Notarablo i wsp., 2022). Badania
wykonane na potrzeby niniejszej pracy roéwniez potwierdzity zrdinicowanie
mikrobiologiczne poszczegdlnych prébek mleka kobiecego. Ws3rdd najczesciej
identyfikowanych bakterii znalazty sie gronkowce Staphylococcus epidermidis
identyfikowane w przypadku 80,95% probek mleka kobiecego poddanych analizie
mikrobiologicznej oraz paciorkowce: Streptococcus mitis, Streptococcus oralis,
Streptococcus vestibularis oraz Streptococcus parasanguinis identyfikowane
odpowiednio w 31,75%, 26,98%, 20,63%, 19,05% oraz 15,87% probek mleka

kobiecego. Badania przeprowadzone przez Rosiak i wsp. (2020) zwigzane z okreslaniem
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wptywu procesu mrozenia na bezpieczerstwo mikrobiologiczne mleka kobiecego
wigzaty sie rowniez z identyfikacjg mikroorganizmoéw komensalnych w prébkach mleka
kobiecego. W wyniku analiz zidentyfikowano bakterie nalezgce do Staphylococcus spp.
i Streptococcus spp., ktéore dominowaty w badanych prébkach. Zidentyfikowane

gatunki to: Streptococcus cristatus, S. mitis., S. peroris, S. parasanguis oraz S. salivarius.

7.2 Obecnosc¢ bakterii nalezacych do Lactobacillaceae w mleku kobiecym i
ocena jej zaleznosci od réznorodnych czynnikéw

Liczne badania wskazuja na obecnos¢ w sktadzie mleka kobiecego bakterii
o potencjalnym oddziatywaniu probiotycznym. Mikrobiota mleka kobiecego jest
ztozona i podlega wielu czynnikom determinujgcym jej sktad zaréwno pod wzgledem
ilosciowym, jak i jakoSciowym. Oprdécz rdzenia mikrobiologicznego danego
ekosystemu, powtarzajgcego sie w wiekszosci prébek poddawanych analizie
mikrobiologicznej, duzg cze$s¢ mikrobiomu stanowia drobnoustroje, ktérych obecnos¢
w mleku kobiecym nie jest stata. Do grupy drobnoustrojéw, ktérych obecnos$é jest
zmienna osobniczo, nalezg bakterie zaliczane do Lactobacillaceae (Jost i wsp., 2013).
Zidentyfikowano wiele bakterii nalezagcych do rodzaju Bifidobacterium oraz
poprzedniego rodzaju Lactobacillus, m.in.: L. fermentum, L. gasseri, L. plantarum,
L. rhamnosus oraz L. salivarius, L. casei, L. gastricus, L. reuteri oraz L. vaginalis. Wsréd
bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae najczesciej izolowane s3: L. salivarius,
L. fermentum oraz L. gasseri (Olivieres i wsp. 2006; Li i wsp. 2020; Martin i wsp., 2005;
Martin i wsp., 2007).

Wyniki badan przeprowadzonych na odmiennych grupach badawczych
znaczgco rdznig sie miedzy sobg. Wynika to z naturalnej zmiennosci sktadu mleka
kobiecego oraz rdznorodnych czynnikéw oddziatywujgcych na organizm kobiety
w okresie laktacji. Badania przeprowadzone przez Soto i wsp. (2014) potwierdzity
obecnos¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus w 40,91% badanych préobek mleka kobiecego.
W badaniu tym najczesciej izolowano L. salivarius (35%), L. fermentum (25%) oraz
L. gasseri (21,88%). W wielu badaniach dotyczacych sktadu mikrobiologicznego mleka
wyniki wskazywaty na bardzo waskie spektrum poszczegdlnych szczepdw bakterii

zrodzaju Lactobacillus w mleku kobiecym. W prébkach mleka kobiecego, w ktérych
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identyfikowano bakterie z rodzaju Lactobacillus, przewaznie wystepowat tylko jeden
okreslony szczep bakteryjny. Zdarzaty sie takze prébki mleka kobiecego, w ktérych
mozna byto zidentyfikowaé jednocze$nie dwa szczepy bakterii z dwczesnego rodzaju
Lactobacillus (Martin i in., 2007). Badania przeprowadzone na potrzeby niniejszej pracy
doktorskiej rowniez wskazujg na ograniczong réznorodnos¢ bakterii nalezgcych
do Lactobacillaceae identyfikowanych w pojedynczej préobce mleka kobiecego. Tylko
jedna probka mleka wigczona do badan zawierata dwa rodzje bakterii, byty nimi
Lactobacillus gasseri oraz Lactiplantibacillus plantarum. Pozostate prébki mleka
kobiecego, w ktérych zidentyfikowano bakterie nalezgce do Lactobacillaceae,
zawieraty tylko jeden rodzaj.

Chociaz catkowita liczba uczestniczek (63) oraz pozyskanych od nich préobek
mleka kobiecego (63) byta znaczaca, préobki dodatnie pod katem wystepowania w nich
bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae nie stanowity wystarczajgco duzej grupy,
aby méc wskazac¢ zaleznosci pomiedzy badanym czynnikiem a wskazang cecha.
Stanowi to ograniczenie przeprowadzonych badan, wskazujgc dalszy kierunek
badawczy. Czestotliwos¢ wystepowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w mleku kobiecym jest zréznicowana. W niniejszej pracy uzyskano wynik 22,2% prébek
dodatnich pod wzgledem obecnosci omawianych drobnoustrojow. Soto i wsp. (2014)
uzyskali wynik 40,91% prdébek zawierajgcych bakterie nalezgce do dwczesnego rodzaju
Lactobacillus. Aby modc zaobserwowaé isotne statystycznie zaleznosci pomiedzy
obecnoscig ww. bakterii a czynnikami towarzyszgcymi, potrzebna jest wieksza grupa

préobek mleka kobiecego dodatnich pod wzgledem obecnosci Lactobacillaceae.

7.2.1 Czynniki matczyne
e  Wiek matki

Wyniki badan podjetych przez Taghizadeh i wsp. (2015) wykazaty, ze wraz
ze wzrostem wieku kobiety karmigcej piersiag o rok s$rednia liczebnos$¢ bakterii
nalezacych do Lactobacillaceae w jej mleku maleje o wspdtczynnik exp (-0,068) = 0,93.
W badaniach przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej réwniez zaobserwowano
zmniejszajace sie prawdopodobienstwo wystepowania Lactobacillaceae w mileku
kobiecym wraz z zaawansowaniem wieku kobiety bedacej w okresie laktacji. Wyniki

nie byly jednak istotne statystycznie.
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e Miejsce zamieszkania

Wyniki badan przeprowadzonych przez Sinkiewicz i Nordstrom (2005) wykazaty,
ze mleko kobiece pozyskane od kobiet pochodzacych z obszaréw wiejskich zawiera
wiecej bakterii kwasu mlekowego niz mleko pozyskane od kobiet mieszkajgcych
w aglomeracjach miejskich. W badaniu tym skupiono sie réwniez nad réznicami
w skfadzie mikrobiologicznym mleka w zaleznosci od kraju pochodzenia kobiet
karmigcych piersig. Naukowcy wykazali, ze mleko japonskich kobiet wykazuje
najwyzszg czestotliwos¢ kolonizacji L. reuteri w poréwnaniu z kobietami z innych
krajow poddanych badaniu. Z kolei praca badawcza wykonana przez Sinkiewicz
i Ljunggren (2008) wykazata obecnos$¢ L. reuteri w okoto 15% przebadanych prébek
mleka kobiecego. W badaniu tym nie stwierdzono rdéznic pomiedzy obecnoscia
badanych bakterii w prébkach mleka kobiecego pochodzgcych z obszaréw wiejskich
vs. z obszaréw miejskich, natomiast duze rdznice dotyczyly regionu geograficznego,
z ktérego pochodzity badane kobiety. Wykazano wiekszg czesto$é wystepowania
bakterii L. reuteri w mleku kobiet karmigcych piersig pochodzacych z Japonii oraz
Szwecji w poréwnaniu z kobietami mieszkajgcymi w potudniowej Afryce, Izraelu oraz
Danii. W badanich dotyczgcych pracy doktorskiej bakterie nalezgce do Lactobacillaceae
wystepowaty czesciej u kobiet zamieszkujacych tereny wiejskie (28,57%). Z racji

niejednorodnosci grup uzyskane wyniki nie bylty istotne statystycznie.

e BMI

Badania wykonane przez Cabrera-Rubio i wsp. (2012) dowodzg, ze mleko
kobiece pochodzace od matek o BMI wskazujgcym na otytos¢ charakteryzowato sie
wyzszg ogoélng liczbg bakterii w swoim skfadzie. Zaobserwowano réwniez réznice
dotyczace poszczegdlnych drobnoustrojéw. W prébkach mleka kobiecego
pochodzacych od kobiet o wysokim wskazniku BMI, > 25, zidentyfikowano wiekszg
liczbe bakterii nalezgcych do Staphylococcus oraz dawnego rodzaju Lactobacillus.
Jednoczesnie prébki te charakteryzowaty sie mniejszg zawartoscig Bifidobacterium.
Zmiany, o ktérych mowa, obserwowane byly w ciggu pierwszych szesciu miesiecy
laktacji (Cabrera-Rubio i wsp., 2012). W badaniach przeprowadzonych na potrzeby
niniejszej pracy nie zauwazono wptywu masy ciata kobiety przed zajsciem w cigze na
obecno$¢ Lactobacillaceae w sktadzie mleka kobiecego w okresie laktacji. W badaniu
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dotyczacym czestotliwosci wystepowania ww. drobnoustrojow w mleku kobiecym
w odniesieniu do wskaznika BMI w okresie laktacji zaobserwowano wiekszg
czestotliwos¢ izolowania Lactobacillaceae z prébek mleka kobiecego pochodzacego
od kobiet o indeksie BMI wskazujgcym na otyto$é, jak rédwniez w grupie kobiet

o wskazniku BMI ponizej normy.

e Choroby tarczycy

Tarczyca, poprzez wytwarzane hormony, ma wptyw na rézne aspekty zwigzane
z funkcjonowaniem organizmu. Prawidtowy poziom hormondw tarczycy istotny jest
m.in. dla zachowania optymalnego poziomu metabolizmu, samopoczucia czy tez
gospodarki mineralnej organizmu. Badania dowodzg, ze funkcjonowanie tarczycy
wywiera wptyw réwniez na mikrobiote jelitowq. Dzieje sie tak za sprawg pobudzania
do rdéznicowania enterocytéw, jak réwniez wzmacniania pofaczi miedzykomorkowych
w btonie $luzowej jelita (Frohlich i Wahl, 2019). Pochodzenie bakterii zawartych
w mleku kobiecym jest w dalszym ciggu przedmiotem badan. Przyjmuje
sie, ze gtownymi zrédtami identyfikowanych w mleku kobiecym drobnoustrojow jest
mikrobiom jelitowy matki, drobnoustroje pochodzenia skérnego oraz mikroflora jamy
ustnej dziecka karmionego piersia. Z tego wzgledu mozna przypuszczaé, ze zaburzenia
mikrobioty przewodu pokarmowego, wywotane schorzeniami tarczycy kobiety
karmigcej piersia, mogg przektada¢ sie na kompozycje mikrobiologiczng mleka
kobiecego. Rysunek 8. przedstawia zaleznosci pomiedzy mikrobiomem organizmu
aréznorodnymi czynnikami, w tym funkcjonowaniem gruczotu tarczycy. Z drugiej
strony to zaburzenia w homeostazie mikrobiomu jelitowego mogg wtérnie indukowac
stany patologiczne tarczycy. Oddziatywanie to uwarunkowane jest wptywem
na dostepnos¢ mikroelementéw koniecznych dla prawidtowego funkcjonowania
tarczycy. Drugi mechanizm biorgcy udziat w tej zaleznosci to, powodowane dysbiozg
jelitowq, uszkodzenie bariery jelitowej, co skutkuje wzrostem jej przepuszczalnosci.
Sprzyja to przenikaniu antygenéw i nadmiernej aktywacji uktadu odpornosciowego,
skutkujgcego wyzwoleniem chordb autoimmunologicznych, wsrdd ktdrych wyrdznic¢
mozna choroby tarczycy. Zaleznos$ci pomiedzy mikrobiotg a czynnikami, takimi jak
zaburzenia pracy tarczycy, przedstawiono na rysunku 8. W dostepne;j literaturze nie ma

danych odnoszacych sie bezposrednio do zalezno$ci pomiedzy stanem klinicznym
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gruczotu tarczycy a sktadem mikrobiologicznym mleka kobiecego. W badaniach
dotyczacych niniejszej pracy, ze wzgledu na ograniczenia liczebnosci grupy kobiet,
w mleku ktorych zidentyfikowano bakterie nalezgce do Lactobacillaceae, nie
zaobserwowano znaczacych réznic pomiedzy grupami kobiet réznigcych sie obecnoscig

Lactobacillaceae w sktadzie mleka.

zamieszkania,——» MIKROBIOTA <_>Hormony
szerokos¢ piciowe

: georgaficzna .+ \ /
0s ol W|ek
podwzgodrze

rzysadka
B Otyfosc
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Rysunek 8. Zaleznosci pomigdzy mikrobiomem organizmu a réznorodnymi czynnikami, w tym funkcjonowaniem
tarczycy (modyfikacja wlasna na podstawie Fréhlich i Wahl, 2019)

e  Cukrzyca

W badaniach przeprowadzonych przez Wang i wsp. (2018) zaobserwowano
roznice miedzy mikrobiomem kobiet, ktdre cierpiaty na cukrzyce cigzowa, oraz
ich dzieci a mikrobiomem zdrowych kobiet oraz dzieci przez nie urodzonych.
Stwierdzono, ze wystepowanie cukrzycy cigzowej moze zmieni¢ mikrobiom kobiety
bedacej w cigzy, jak réwniez jej dziecka. W takim przypadku mozina przypuszczad,
ze obserwowana dysbioza jelitowa, powigzana z wystepowaniem choroby u kobiety
karmigcej piersig, moze oddziatywa¢ na mikrobiologiczny sktad mleka kobiecego.
Literatura dysponuje ograniczonymi danymi w tym zakresie. W badaniach
przeprowadzonych na potrzeby niniejszej pracy zaobserwowano wystepowanie

bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae tylko wsréd kobiet, ktdére nie cierpiaty
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na cukrzyce w trakcie cigzy. Wyniki te z uwagi na niska liczebnos¢ grupy nie bylty istotne

statystycznie.

7.2.2 Czynniki okotoporodowe
e Rodzaj porodu

Naukowcy, w przeprowadzanych badaniach, uzyskujg niejednoznaczne wyniki
dotyczace wptywu rodzaju porodu na sktad mikrobioty mleka kobiecego. Wyniki czesci
badan wskazujg, ze pordd sitami natury skorelowany jest z duzg réznorodnoscia
drobnoustrojow w mleku kobiecym, a takze wysoka czestotliwos$cia wystepowania
Bifidobacterium spp. i bakterii nalezacych do Lactobacillaceae w sktadzie mleka
kobiecego. Badania podjete przez Lyons i wsp. (2022) na grupie 80 kobiet karmigcych
piersig koncentrowaty sie na skladzie mikrobiologicznym mleka kobiecego oraz jego
ewolucjg w czasie od urodzenia dziecka do 6. miesigca po porodzie. W badaniu tym
nie odnotowano wptywu rodzaju porodu na mikrobiom mleka kobiecego za to
czynnikiem, ktéry istotnie przyczyniat sie do zmiany jego skfadu, byt etap laktacji.
Badania przeprowadzone przez Soto i wsp. (2014) wskazaty, ze przebycie ciecia
cesarskiego wigze sie z nizszg czestotliwoscia wystepowania bakterii nalezgcych do
Lactobacillaceae w mleku kobiecym, jednak wyniki te nie byly istotne statystycznie.
W badaniach wykonanych na potrzeby pracy doktorskiej nie zaobserwowano réznic
w wystepowaniu Lactobacillaceae w prébkach mleka kobiecego w zaleznosci

od sposobu porodu. Wyniki nie byty istotne statystycznie.

e Dokarmianie dziecka mlekiem modyfikowanym

Badania podjete przez Li i wsp. (2018) wskazaty na wptyw wytgcznego karmienia
piersig na sktad mikrobioty mleka kobiecego. Dominujacy udziat karmienia piersig
zwigzany byt z wiekszg liczebnoscig bakterii nalezacych do Corynebacteriaceae,
Lactobacillaceae oraz Rhodobacteraceae w pordwnaniu z mieszanym sposobem
karmienia dziecka. W badaniach przeprowadzonych na potrzeby niniejszej pracy
rowniez  zaobserwowano  czestsze  wystepowanie  bakterii  przynaleznych
do Lactobacillaceae w mleku kobiecym pochodzacym od matek, ktdérych dziecko
nie byto dokarmiane mlekiem modyfikowanym, chociaz wyniki nie byty istotne

statystycznie.
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e Czas karmienia piersig / dtugos¢ laktacji

W badaniach przeprowadzonych przez Lopez Leyva i wsp. (2021) bakterie nalezgce
do Lactobacilaceae wystepowaty w srodowisku mleka kobiecego w wiekszej ilosci
na etapie wczesnej laktacji niz w okresach pdzniejszych. W niniejszej pracy réwniez
zaobserwowano tendencje spadkowg w odniesieniu do prawdopodobienstw
wystgpienia bakterii nalezagcych do Lactobacillaceae w odniesieniu do czasu karmienia
piersig (dtugosci laktacji). Wraz z uptywem czasu prawodopodobierstwo
wystepowania bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae malato. Wyniki nie byty istotne

statystycznie.

7.2.3 Czynniki Srodowiskowe
e Dieta matki

W badaniu przprowadzonym przez Albesharat i wsp. (2011) izolowano bakterie
kwasu mlekowego z prébek katu kobiet karmigcych piersig mieszkajgcych w Syrii, katu
dzieci karmionych piersiaq w wieku niemowlecym, mleka kobiecego oraz
fermentowanej zywnosci spozywanej w Syrii. Za pomocg techniki MALDI-TOF/MS oraz
sekwencjonowania 16S rDNA zidentyfikowano trzydziesci szes¢ rdznych gatunkow

bakterii nalezagcych do Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Weissella

i Pediococcus.
Mieko
Matka
kobiece
L.animalis L.vaginalis
t E.durans
Str.australis L.cleohominis
Str.vestibularis f Str.gallolyticus L.oriy

- L-gasseri | 1 mucosae
L.helveticus L raan E.mundtii | 6o tutetiensis

E.hirae 5 E.faecium | [.rhamnosus

\ Pentosacens
L.bulgaricus i s E. faecalis | L.salivarius
Leuc.mesenteroides L.casei W.confusa kahesient
E.casseliflavus
Str.thermophilus Str.equinuy 5
Zywnos¢ E.saccharolyticus S ——
Str.infantarius L.murinus
fermentowana _
E.avium L.sobrius

Dziecko

Rysunek 9. ldentyfikacja drobnoustrojéw z réznych rodzajow materiatow: kat matki i dziecka, mleko kobiece i
Zywnos$é, z zaznaczeniem elementéw wspdlnych (modyfikacja na podstawie Albesharat i wsp., 2011)

111



Wyniki podjetych badan wskazaty, ze L. plantarum jest jedng z dominujacych
bakterii kwasu mlekowego w mikroflorze jelitowej spotecznosci syryjskiej.
Identyfikowano jg w prawie wszystkich prébkach katu poddanych badaniom.
Réwnoczesnie L. plantarum zidentyfikowano jako dominujgcy gatunek bakterii
nalezagcych do Lactobacillaceae w tradycyjnej fermentowanej zywnosci opartej
na materiale ro$linnym. Badacze doszli do wniosku, ze izolaty jelitowe pochodzity
prawdopodobnie z fermentowanych warzyw, stanowigcych duzy udziat diety
mieszkancéw Syrii. Badanie potwierdzito postawiong hipoteze, ze istnieje pionowy
transfer bakterii kwasu mlekowego z przewodu pokarmowego kobiety karmigcej
piersig do jej mleka, a przez nie do przewodu pokarmowego dziecka (Albesharat i wsp.,
2011). Na rysunku 9. przedstawiono bakterie identyfikowane z réznych materiatéw,
z zaznaczeniem elementéw wspdlnych.

W badaniach podjetych w pracy doktorskiej nie wykazano zaleznosci pomiedzy
spozywaniem produktéw fermentowanych lub kiszonych a identyfikacjg bakterii
nalezgcych do Lactobacillaceae w mleku kobiecym.

Kolejnym aspektem zwigzanym z praktykami zywieniowymi kobiet karmigcych
piersig, podjetym w niniejszej pracy, bylta czestotliwos¢ spozywania zywnosci
wysokoprzetworzonej. Zywno$¢ ta obejmuje szeroka game produktéw spozywczych.
Obserwuje sie globalny trend wzrostu udziatu zywnosci wysokoprzetworzonej w diecie.
Spozywanie produktdw zaliczanych do tej kategorii wigze sie m.in. ze wzrostem ryzyka
wystgpienia chordb uktadu krazenia, nadwagi i otytosci, cukrzycy, choréb przewodu
pokarmowego czy tez choréb nowotworowych (Zhang i Giovannucci, 2022). Badania
przeprowadzone przez Esquivel-Veldzquez i wsp. (2022) wykazaty zalezno$¢ pomiedzy
spozywaniem stodzikdéw, bedacych czestym sktadnikiem Zywnosci
wysokoprzetworzonej, a  zmniejszong  koncentracjg  bakterii  nalezgcych
do Lactobacillaceae w siarze kobiet karmigcych piersiag. W niniejszych badaniach
nie odnotowano istotnych statystycznie réznic w czestotliwosci wystepowania
Lactobacollaceae w mleku kobiecym w zaleznosci od czestotliwosci spozywania
zywnosci wysokoprzetworzonej przez kobiety w okresie laktacji. Przyczyng moze

by¢ nierownomiernos¢ liczebna grup.
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e Stosowanie probiotykdéw w trakcie trwania cigy i w okresie laktacji

Badania przeprowadzone przez Abrahamsson i wsp. (2009) wskazujg,
ze szczepy bakterii probiotycznych przyjmowanych doustnie przez kobiety karmigce
piersig sg mozliwe réwniez do zidentyfikowania w sktadzie mikrobioty mleka kobiecego
pochodzacego od tych kobiet. Przedmiotem badan w tym wypadku byt szczep
L. reuteri, ktéry charakteryzuje sie wtasciwosciami probiotycznymi. Z kolei badania
prowadzone na modelu zwierzecym wykazaty zwigzek miedzy podazg probiotykéw
myszom ciezarnym i karmigcym a zwiekszong wykrywalnoscig mikroflory probiotyczne;j
zawartej w mleku tychze zwierzat (Reven i wsp., 2015). Badania przeprowadzone przez
Mastromarino i wsp. (2015) na grupie 66 kobiet, z ktérych 33 codziennie przyjmowato
probiotyk, a kolejne 33 placebo, wykazaty, ze ilo$¢ pateczek kwasu mlekowego oraz
bifidobakterii byty znacznie wyzsze w siarze oraz dojrzatym mleku kobiet przyjmujgcych
preparat probiotyczny. Wyniki badan uzyskane w niniejszej pracy nie wykazaty
tendencji do zwiekszonego prawdopodobieristwa wystepowania bakterii nalezgcych
do Lactobacillaceae, bedacych bakteriami kwasu mlekowego, w grupie kobiet
przyjmujacych preparaty probiotyczne w poréwnaniu z grupg, ktéra takich preparatéw

nie przyjmowata.

e Antybiotykoterapia w trakcie trwania cigzy i w okresie laktacji

Antybiotyki stosowane s3 w terapii 30 do 50% kobiet bedacych w cigzy lub
w okresie laktacji (Thomas i wsp., 2023). Badania przeprowadzone przez Soto i wsp.
(2014) na 66 prébkach mleka kobiecego wykazaty nizszg czestotliwos¢ wystepowania
bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae w prébkach mleka pochodzacych od kobiet
stosujacych antybiotykoterapie w trakcie cigzy lub w okresie laktacji. Hermansson
i wsp. (2019) odnotowali wzrost rdéznorodnosci gatunkowej mikrobioty mleka
kobiecego w przypadku zastosowania antybiotykoterapii w trakcie porodu. Padilha
i wsp. (2019) zbadali wptyw profilaktyki antybiotykowej w trakcie porodu na obecnos¢
bakterii Bifidobacterium spp. oraz catkowitg liczbe bakterii obecnych w mileku
kobiecym. Badania byty przeprowadzane w pierwszym tygodniu oraz po pierwszym
miesigcu od daty porodu. Uzyskane wyniki wskazujg, ze antybiotykoterapia w trakcie
porodu ma znaczacy wptyw na liczbe Bifidobacterium spp. zawartych w mleku

kobiecym w pierwszym tygodniu po porodzie. W prébkach mileka kobiecego
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pozyskanych od kobiet, ktérym podano antybiotyk w trakcie porodu, zaobserwowano
mniejszg zawartos$¢ Bifidobacterium spp. Po uptywie miesigca od daty porodu nie
obserwowano réznic w obecnosci Bifidobacterium spp. w probkach mleka pozyskanych
od kobiet poddanych i niepoddanych antybiotykoterapii.

W badaniu bedgcym czescig niniejszej pracy doktorskiej zaobserwowano
mniejszg czestotliwos¢ wystepowania Lactobacillaceae w mleku kobiet, ktore
przyjmowaty antybiotyki w czasie trwania cigzy w pordéwnaniu z grupg kobiet
niepoddanych antybiotykoterapii. Chociaz grupa 63 oséb wtaczonych w badanie jest
spora, to liczba 14 kobiet, u ktéorych zidentyfikowano bakterie nalezace
do Lactobacillaceae, nie jest wystarczajgco liczna, aby w sposdb wiarygodny wyznaczy¢

zachodzgace zaleznosci.

7.3 Sktad mleka kobiecego i jego wptyw na obecnos¢ bakterii nalezacych
do Lactobacillaceae w mleku kobiecym

W podjetych badaniach oceniono czestotliwosé¢ identyfikowania bakterii
nalezgcych do Lactobacillaceae w probkach mleka kobiecego w nawigzaniu do sktadu
pobranych préobek mleka kobiecego pod wzgledem makrosktadnikéow. Uzyskane wyniki
wskazaty na tendencje do czestszego wystepowania Lactobacillaceae w prdbkach
mleka kobiecego o wiekszym udziale ttuszczu, suchej masy, weglowodandw oraz
wyzsze] wartosci energetycznej. Zawarto$é biatka catkowitego i odzywczego byta
odwrotnie proporcjonalna do czestosci izolowania omawianych drobnoustrojéw.
Wyniki uzyskane w pracy doktorskiej nie sg istotne statystycznie. Dostepna literatura
dysponuje ograniczonymi danymi dotyczacymi wskazanych zaleznosci. Niemniej jednak
badania przeprowadzone przez Sun i wsp. (2019) wykazaty, ze szczep L. reuteri zawarty
w prébkach mleka kobiecego zwigzany byt z kuleczkami ttuszczu, co moze przektadac
sie na wiekszg zawartos¢ badanych drobnoustrojow w mileku o wiekszym udziale
ttuszczu w swoim skfadzie.

Badania sktadu prébek mleka kobiecego wtaczonych do badan daty jednak
obraz zmian w zawartosci makrosktadnikdw na przestrzeni poszczegdlnych etapéw
laktacji. Wyniki badan przeprowadzonych na potrzeby niniejszej pracy doktorskiej

wykazaty tendencje wzrostowg zawartosci ttuszczu, suchej masy oraz wartosci
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energetycznej przebadanych probek mleka kobiecego wraz z zaawansowaniem laktacji.
Podobne zmiany zaobserwowata Czosnykowska-tukacka i wsp. (2018). W tabeli 32.
przedstawiono przyktadowe poréwnanie wynikdw uzyskanych w niniejszej pracy

w odniesieniu do wartosci otrzymanych przez Czosnykowska-tukacka i wsp. (2018).

Tabela 32. Zawartosé makroskltadnikéw i energii w mleku kobiecym w poszczegdlnych etapach laktacji. Poréwnanie
wynikow wlasnych oraz Czosnykowska-Eukacka i wsp. (2018)

Weglowodany [g/100 mL]

1-12 mies. 12-18 mies. 18-24 mies. >24 mies.

Czosnykowska-
7,09 +0,43 7,03 £0,56 6,56 +0,93 6,29 +0,99
tukacka i wsp. (2018)
Badania wtasne 7,7 £0,8 8,0 £0,2 8,2 £0,3 8,1+0,6
Tluszcz [g/100 mL]
Czosnykowska-

46 £0,87 4,91 £2,04 77 2,2 7,95 2,4
tukacka i wsp. (2018) 34608 ’ 0 2 28 /95 £2,48
Badania witasne 4,0+1,4 4,2 +1,4 45+2,1 7,5+1,4

Biatko ogdlne [g/100 mL]

Czosnykowska-

1,08 £0,25 1,04 0,38 1,24 £0,64 1,85 £0,87
tukacka i wsp. (2018)
Badania witasne 1,5 0,6 1,2 0,2 1,2 £0,2 1,7 £0,4

Biatko odzywcze [g/100 mL]
Czosnykowska-
0,86 0,2 0,83 £0,32 10,52 1,51 £0,71
tukacka i wsp. (2018)
Badania wtasne 1,2 £0,5 0,9 £0,2 1,0 £0,2 1,3 0,3
Sucha masa [g/100mL]

Czosnykowska-

11,86 £0.95 13,19 £2,21 13,82 £2 16,28 £2,59
tukacka i wsp. (2018)
Badania wtasne 13,5+1,8 13,8 1,6 14,0 £2,3 17,4 £1,6

Wartos¢ energetyczna [kcal/100 mL]
Czosnykowska- 106,5

+ + +

tukacka i wsp. (2018) 65,76 £7,92 78,34 £21,72 85,78 +20,07 £23 46
Badania wtasne 75,4 £14,5 76,6 £13,9 79,2 £19,9 109,0 £13,6

7.4 Ocena wrazliwosci wyizolowanych szczepdw na wybrane antybiotyki

Ocena antybiotykoopornosci bakterii nalezagcych do Lactobacillaceae nie jest
prostym zadaniem. Ogdlne wytyczne EUCAST (The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) dotyczace badania antybiotykoopornosci
z wykorzystaniem krgzkéw antybiotykowych kategoryzujg otrzymywane wyniki na trzy

grupy przypisane trzem kategoriom wrazliwosci:
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e S — wrazliwy, standardowe dawkowanie: okreélenie to ma zastosowanie, kiedy
istnieje  wysokie prawdopodobienstwo skutecznosci dziatania przy uzyciu
standardowego schematu dawkowania danego leku,

e | — wrazliwy, zwiekszona ekspozycja (Sredniowrazliwy): dotyczy
drobnoustrojow, w przypadku ktdrych istnieje wysokie prawdopodobieristwo
skutecznosci zastosowania antybiotyku przy zwiekszeniu dawki

® R — oporny: dotyczy drobnoustrojow, w przypadku ktérych istnieje wysokie
prawdopodobieistwo niepowodzenia terapeutycznego nawet przy zwiekszeniu
ekspozycji na dany antybiotyk.

Ogélne wytyczne dotyczace podziatu badanych drobnoustrojow okreslaja
nastepujace wielkosci stref zahamowania wzrostu:

e S—Jdrednica strefy zahamowania wzrostu wieksza lub réwnna 22 mm,

e R —3drednica strefy mniejsza niz 18 mm

e | — strefa zahamowania wzrostu pomiedzy 18 a 21 mm (Hryniewicz i Zabicka,
2021).

Dla beztlenowych bakterii Gram-dodatnich, do ktdérych nalezg bakterie
Lactobacillaceae, EUCAST nie wyznacza wartosci granicznych stref zahamowania
wzrostu. Metoda badania wrazliwosci drobnoustrojow na srodki
przeciwdrobnoustrojowe mikroorganizmoéw nalezgcych do Lactobacillaceae nie zostata
wystandaryzowana, nie ma zatem zatwierdzonych wytycznych dotyczacych
interpretacji wynikow badan. Niemniej jednak w dostepnej literaturze odnalezé mozna
wiele pozycji odnoszacych sie do metody krazkowo-dyfuzyjnej, chociaz autorzy rdznig
sie miedzy sobg przyjmowanymi kryteriami oceny wyniku (Sharma i wsp. 2017;
Faghfoori i wsp., 2017; Anisimova i wsp., 2022). Ze wzgledu na rdznice w sposobie
przeprowadzania badan, atakie kryteria dotyczace oceny uzyskanych wynikdw,
publikacje te sg trudne do poréwnania (Mayrhofer i wsp., 2008).

W niniejszej pracy wykonano badania dotyczace okreslenia stref
zahamowania wzrostu drobnoustrojow nalezgcych do Lactobacillaceae z uwagi
na prébe poréwnania wynikéw z pracami innych autoréw zajmujgcych sie okreslaniem
wiasciwosci omawianych drobnoustrojow, majac na uwadze ograniczenia tej metody.

Standardowym podtozem mikrobiologicznym zalecanym do przeprowadzania badania
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lekowrazliwosci jest podtoze Mueller-Hinton. Ze wzgledu na staby wzrost bakterii
nalezacych do Lactobacillaceae na ww. podtozu mikrobiologicznym wielu badaczy
wybiera inne podtoza, stwarzajace lepsze warunki wzrostu drobnoustrojéw podczas
inkubacji. Prowadzone badania poréwnawcze wykazaty, Zze wyniki uzyskane
z zastosowaniem podtoza Mueller-Hinton oraz innych rodzajéw pozywek
mikrobiologicznych réznig sie miedzy sobg. Z tego wzgledu trudno o ocene wrazliwosci
na antybiotyk, kierujgc sie wytycznymi dedykowanymi standardowej procedurze oceny
antybiotykoopornosci z zastosowaniem podfoza Mueller-Hinton (Ocafia i wsp., 2006).
Niemniej jednak badanie z zastosowaniem pozywki sprzyjajgcej wzrostowi bakterii
nalezacych do Lactobacillaceae moze znalei¢ zastosowanie przy poréwnywaniu
wrazliwosci poszczegdlnych badanych szczepdw wzgledem antybiotykéw w warunkach
in vitro.

Badania przeprowadzone przez Sharma i wsp. (2017) wykazaty, ze wszystkie
badane izolaty bakterii kwasu mlekowego, wyizolowane w badaniu ze $rodowiska
mleka kobiecego, charakteryzowaty sie wrazliwoscia na pB-laktamy, imipenem,
meropenem oraz gentamycyne. Wiekszos¢ szczepdéw wrazliwa byta réwniez
na ampicyline, chloramfenikol oraz erytromycyne. Wszystkie wyizolowane szczepy
wykazywaty opornos¢ na metycyline oraz oksacyline, glikopeptydy (do ktérych nalezy
wankomycyna) i chinolony. W przypadku penicyliny, cefalosporyn, klindamycyny,
kwasu fusydowego, tetracykliny oraz trimetoprimu wrazliwos¢ szczepdw byta
zréznicowana.

Wedtug badania przeprowadzonego przez Rajoka i wsp. (2017) wiekszos¢
szczepow wyizolowanych z mleka kobiecego byta oporna na streptomycyne,
ampicyline, gentamycyne, kanamycyne, penicylineg, cefaleksyne i cyprofloksacyne.

Wyniki badania przeprowadzonego przez Mohammadi i wsp. (2018) wykazaty,
ze 94% testowanych izolatow nalezacych do éwczesnego rodzaju Lactobacillus byto
opornych na streptomycyne (10 pg) oraz wankomycyne (30 pg). Dodatkowo 88% byto
opornych na kanamycyne (30 pg), a 12% na gentamycyne (120 ug).

Badania wykonane przez Zhou i wsp. (2005) wykazaty wrazliwo$é szczepow
nalezgcych do Lactobacillaceae wzgledem ampicyliny (10 pg), tetracykliny (30 ug),

erytromycyny (15 pg) oraz oporno$é w stosunku do gentamycyny (10 pg), kanamycyny
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(30 pg), streptomycyny (10 ug). Badane szczepy charakteryzowaty sie zréznicowana
wrazliwoscig na wankomycyne (30 pg).

Badania wrazliwosci na antybiotyki przeprowadzone przez Meiling Jiang i wsp.
(2016) wykazaty, ze szczep L. plantarum, wyizolowany ze srodowiska mleka kobiecego,
byt wrazliwy na 8 1z 14 testowanych antybiotykdw (m.in. erytromycyne
i nitrofurantoine) oraz oporny na 6 z pozostatych chemioterapeutykéw
(m.in. kanamycyne i bacytracyne).

Wrazliwos¢ na antybiotyki bakterii nalezagcych do Lactobacillaceae wykazuje
duze rdznice zalezne od gatunku (Salminen wsp., 2006).

Interpretacja otrzymanych wynikéw badaid rézini sie wsrdd autordw.
Przyktadowo wartosci przyjete przez Han i wsp. (2015), dotyczace przyporzadkowania
badanych drobnoustrojow do wrazliwych, sredniowrazliwych badZz opornych

na dziatanie chemioterapeutyku, zostaty zestawione w tabeli 33.

Tabela 33. Wybrane kryteria oceny stref zahamowania wzrostu dla Lactobacillaceae wg Han i wsp., 2015

Antybiotyk Stezenie Srednica strefy

zahamowania wzrostu (mm)

oporny sredniowrazliwy  wrazliwy
Wankomycyna 30 pg <9 10-11 212
Ampicylina 10 pg <21 22-28 >29
Kanamycyna 30 ug <13 14-17 218
Tetracyklina 30 pg <11 12-14 215
Gentamycyna 10 pg <12 13-14 >15

Nieco inne kryteria zostaty przyjete przez Charteris wsp. (1998). Wartosci,
na podstawie ktérych klasyfikowano badane szczepy, zostaty zawarte w tabeli 34.
Rdéznice w zestawieniu przyjetych wartosci dotyczg oceny strefy zahamowania wzrostu

w przypadku wankomycyny, ampicyliny, tetracykliny oraz gentamycyny.
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Tabela 34. Wybrane kryteria oceny stref zahamowania wzrostu dla Lactobacillaceae wg Charteris i wsp., 1998

Antybiotyk Stezenie Srednica strefy
zahamowania wzrostu (mm)

oporny Sredniowrazliwy  wrazliwy
Wankomycyna 30 ug <14 15-16 217
Ampicylina 10 pg <12 13-15 216
Streptomycyna 10 pg <11 12-14 215
Kanamycyna 30 pg <13 14-17 >18
Tetracyklina 30 pg <14 15-18 >19
Gentamycyna 10 pg <12 - >13

Badania przeprowadzone na potrzeby niniejszej pracy wykazaty zréznicowana
antybiotykoopornos¢ poszczegdlnych szczepdw bakteryjnych. Przyjeto podziat
wrazliwosci szczepow  bakteryjnych na antybiotyki oparty na wartosciach
zastosowanych przez Sharma i wsp. (2017):

e izolaty oporne (R) — strefa zahamowania wzrostu mniejsza lub réwna 14 mm,
e izobaty wrazliwe (S) — strefa zahamowania wieksza niz 20 mm,
e posrednie (M) — strefa zahamowania wzrostu miedzy 15 a 19 mm.

Przebadane szczepy wykazywaly opornos¢ wzgledem kanamycyny oraz,
w przypadku  zastosowania podtoza MRS,  gentamycyny. Rédwnoczesnie
charakteryzowaty sie wrazliwosciag wzgledem erytromycyny, tetracykliny oraz
ampicyliny. Najwieksze rdznice, miedzy dwiema wersjami badania z zastosowaniem
odmiennych podtozy mikrobiologicznych, zaobserwowano w przypadku szczepu
L. fermentum. W badaniu z zastosowaniem podtoza Mueller-Hinton szczep
charakteryzowat sie umiarkowang wrazliwoscig wzgledem erytromycyny i tetracykliny,
podczas gdy w badaniu z zastosowaniem podtoza MRS wykazywat wrazliwos$é
wzgledem wymienionych antybiotykdw. Makrolidy, tetracykliny oraz antybiotyki
B-laktamowe w badaniach wywarty hamujacy wptyw wzgledem szczepdw nalezgcych
do Lactobacillaceae i moga niekorzystnie wptywa¢ na mikrobiom matki, a przez
to takze na mikrobiom mleka kobiecego. Ich stosowanie powinno by¢ zatem

ograniczone w przypadku kobiet bedgcych w okresie cigzy badz laktacji.
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W  przypadku okreslania minimalnego stezenia hamujgcego (MIC)
dla beztlenowych bakterii Gram-dodatnich EUCAST okresla wartosci dotyczace

niektorych antybiotykdw. W tabeli 35. przedstawiono wybrane przyjete wartosci.

Tabela 35. Wykaz wybranych wartosci granicznych EUCAST dla beztlenowych bakterii Gram-dodatnich
(modyfikacja na podstawie Hryniewicz i Zabicka, 2021)

Antybiotyk Wartosc¢ graniczna MIC (mg/L)
S< R >
Benzylopenicylina 0,25 0,5
Ampicylina 4 8
Amoksycylina 4 8
Imipenem 2 4
Erytromycyna Istnieje zbyt mato dowoddw potwierdzajgcych, ze lek

wykazuje aktywnos¢ wobec tej grupy drobnoustrojow

Klindamycyna 4 4

Wyznaczanie warto$ci minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) podlega
wahaniom, co wigze sie z duzg niepewnoscig pomiaru. Przyktadowo wynik oznaczania
MIC réwny 1 powinien by¢ traktowany jako warto$¢ w przedziale pomiedzy
0,5 a2 mg/L (Hryniewicz i Zabicka, 2021). Z tego wzgledu poréwnywanie wynikéw
badan uzyskiwanych przez poszczegdlnych autoréw jest dodatkowo utrudnione.

Badania polegajace na wyznaczeniu MIC przeprowadzone przez Charteris
i wsp. (2001), wykonane na podfozu MRS, wykazaty, ze wszystkie testowane szczepy
L.rhamnosus byty oporne na wankomycyne (MIC90 256 g/mL), kotrimoksazol (MIC90
32 g/ml), metronidazol (MIC90 32 g/mL), gentamycyne (MIC90 128 g/mL) oraz
streptomycyne (MIC90 256 g/mL). ROwnoczesnie szczepy te charakteryzowaty
sie wrazliwoscig na apenicyline G (MIC90 0,375 g/mL), ampicyline (MIC90 0,750g/mL),
ryfampicyne (MIC90 0,375 g/mlL), tetracykline (MIC90 1,5 g/mL), chloramfenikol
(MIC90 8 g/mL) i erytromycyne (MIC90 2 g/mL).

Badania z zastosowaniem ETEST-Ow przeprowadzone przez Danielsen i Wind
(2003) dowiodty, ze wrazliwos¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe jest zaleina

od rodzaju, gatunku oraz indywidualnych cech danego szczepu bakteryjnego.
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W przypadku nastepujacych s$rodkéw przeciwdrobnoustrojowych: wankomycyny,
teikoplaniny, tetracykliny, norfloksacyny, cyprofloksacyny, kwasu fusydowego oraz
klindamycyny, uzyskane wyniki wskazywaty na duze rdznice w poziomie wrazliwosci
badanych szczepdw bakteryjnych (Danielsen i Wind, 2003).

Badania przeprowadzone na potrzeby niniejszej pracy doktorskiej wskazaty
na znaczng wrazliwos¢ badanych szczepdéw wzgledem zastosowanych antybiotykow
(amoksycyliny, ampicyliny, benzylpenicyliny G, klindamycyny oraz imipenemu).
Dodatkowym aspektem pracy bylo wskazanie rdéznic w otrzymywanych wynikach
badan wrazliwosci na dziatanie chemioterapeutykdw, stosujgc réine rozwigzania
w zakresie podtozy mikrobiologicznych. Rekomendowane do badania wrazliwosci
na antybiotyki podtoze Mueller-Hinton nie zaspokaja w petni wymagan odzywczych
drobnoustrojow nalezgcych do Lactobacillaceae, przez co wzrost omawianych bakterii
moze by¢ niewystarczajgcy do swobodnego odczytu wyniku badania. Z kolei podtoze
zalecane do hodowli bakterii nalezacych do Lactobacillaceae — MRS, zapewnia
optymalny wzrost drobnoustrojow, wptywajac réwnoczesnie na wynik doswiadczenia.
Potrzebne sg bardziej wnikliwe badania z zastosowaniem duzej grupy badanej
szczepOw nalezacych do Lactobacillacea, aby méc zdefiniowaé najbardziej korzystne
warunki prowadzenia eksperymentu, ktére nie beda niekorzystnie oddziatywaty

na jego rezultaty.

7.5 Ocena przezywalnosci badanych izolatéw w warunkach obnizonej
temperatury

e Przechowywanie chtodnicze

Przechowywanie mleka kobiecego w warunkach obnizonej temperatury jest
praktykg powszechnie stosowang przez kobiety karmigce piersig, odciggajace porcje
mleka na potrzeby wiasnego dziecka, ale takze procedurg stosowang przez banki
mleka kobiecego.

Literatura dotyczgca przezywalnosci bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae
w Srodowisku mleka kobiecego w zaleznosci od sposobu przechowywania jest
ograniczona. W doswiadczeniach przeprowadzonych przez Zarebe (2008) badano

przezywalnos$é bakterii Lactobacillus acidophilus w srodowisku mleka pochodzenia
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zwierzecego, zaréwno fermentowanego, jak i niepoddanego procesowi fermentacji.
W mleku niefermentowanym, w drugim tygodniu przechowywania chtodniczego (6°C),
zaobserwowano obnizenie liczby bakterii o 3 cykle logarytmiczne. Po czterech
tygodniach od poczatku doswiadczenia wynik badania mikrobiologicznego wskazat
na brak zywych komédrek bakteryjnych w badanym materiale.

e Zamrazanie

Proces mrozenia (w tym powstawanie krysztatkow lodu) moze wywierac
niekorzystny wptyw na przezywalnos¢ komorek bakteryjnych. Badania dotyczace
przezywalnosci mikroorganizméw zawartych w mleku kobiecym, przechowywanego
w warunkach zamrazalniczych, prowadzita Rosiak i wsp. (2020). Badania te dotyczyty
ogolnej liczby drobnoustrojéw tlenowych zawartych w analizowanych préobkach mleka
kobiecego. Zaobserwowano znaczgcg redukcje ilosci drobnoustrojow po okresie
przechowywania w temperaturze —20°C, trwajgcym trzy tygodnie. Zaobserwowany
spadek ilosci bakterii mégt by¢ spowodowany niekorzystnymi warunkami z punktu
widzenia metabolizmu komdérek bakteryjnych. Wptyw procesu zamrazania
na mikrobiote mleka kobiecego byt rowniez przedmiotem badan prowadzonych przez
Marin i wsp. (2009). Prébki mleka kobiecego przechowywano przez okres 6 tygodni
w temperaturze —20°C. Autorzy nie odnotowali istotnego statystycznie obnizenia liczby
badanych drobnoustrojow.

Wyniki przeprowadzone na potrzeby niniejszej pracy wskazujg na nieznaczny
spadek ilosci bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae w czterodniowym okresie
przechowywania chtodniczego. llos¢ komoérek bakteryjnych, ktére przezyty okres
przechowywania w temp. 4°C, pozostat wysoki (Srednia 81,4%) i w przypadku bakterii
o charakterze probiotycznym jest w stanie zapewni¢ efekt prozdrowotny
dla organizmu.

Badanie dotyczace zaszczepiania prébek mileka kobiecego poddawanego
pasteryzacji, a nastepnie okreslenia przezywalnosci bakterii o charakterze
probiotycznym w warunkach przechowywania chtodniczego dostarcza informacji
na temat potencjalnej mozliwosci uzupetniania sktadu pasteryzowanego mleka
kobiecego o mikroorganizmy probiotyczne. Na podstawie wstepnych wynikéw badan
mozna whnioskowacé, ze spadek zawartosci komoérek bakteryjnych nie bedzie miat

istotnego znaczenia dla korzysci zdrowotnych dla dziecka spozywajacego
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pasteryzowane, suplementowane w bakterie probiotyczne mleko kobiece. Badania
wykonane na potrzeby niniejszej pracy majg charakter pilotazowy, oceniajgcym
przydatnos¢ szczepdw wyizolowanych z mleka kobiecego do zastosowania w postaci
suplementéw mleka kobiecego pochodzgcych z BMK. Szczepy, ktére potencjalnie
miatyby zosta¢ zastosowane w takim celu, muszg przejs¢ szereg badan oceniajgcych
bezpieczenstwo ich stosowania. Niemniej jednak uzyskane wyniki badan pozwalajg
stwierdzié¢, ze zaszczepione porcje mleka kobiecego przechowywane w warunkach
zarébwno chtodniczych, jak i zamrazalniczych, utrzymujg wysoka zawartosc¢

wprowadzonych do nich komérek bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae.

7.6  Ocena wptywu metabolitéw postbiotycznych pochodzacych ze szczepéw
bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae, wyizolowanych z mleka kobiecego,
na komdrki nowotworu piersi linii MCF-7 w warunkach in vitro
Choroby nowotworowe stanowia jeden z najpowazniejszych problemoéw

zwigzanych ze zdrowiem na catym swiecie. W 2020 r. na swiecie odnotowano 19,3 min

nowych przypadkéw choréb nowotworowych, a takze 10,0 min zgondw, ktdrych
przyczyng byta choroba nowotworowa. Wsrdd réznych rodzajow  chordb
nowotworowych nowotwor piersi stanowi 6,9% w ujeciu globalnym (Sung i wsp.,

2020). Etiologia nowotworu piersi jest ztozona i w duzej mierze uwarunkowana

genetycznie. Przyjmuje sie jednak, ze 30% przypadkow powodowanych jest przez

czynniki ryzyka, takie jak: nadmierna masa ciata, brak aktywnosci fizycznej
czy stosowanie uzywek (Giaquinto i wsp., 2022). W zwigzku z narastajgcym problemem
zdrowotnym, ale takze spofecznym i ekonomicznym, wywotanym przez choroby
nowotworowe, stale poszukiwane s3 nowe skuteczne terapie i leki. Godnymi uwagi
sg mikroorganizmy probiotyczne, ktére mogg okaza¢ sie pomocne w prewencji

i wspomaganiu terapii choréb nowotworowych (Slizewska i wsp., 2021). W badaniach

bedacych tematem niniejszej pracy doktorskiej uwzgledniono okreslenie wptywu

metabolitéw postbiotycznych, pochodzgcych z bakterii wyizolowanych ze srodowiska
mleka kobiecego, na komodrki nowotworu piersi. W tym celu wykorzystano linie
komodrkowg MCF-7, ktéra od wielu lat stosowana jest w badaniach in vitro (Comsa

i wsp., 2015).
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Substancje postbiotyczne sg metabolitami uwalnianymi przez mikroorganizmy
podczas wzrostu lub po lizie komérki bakteryjnej. Do wytwarzania tych biologicznie
aktywnych zwigzkéw dochodzi podczas fermentacji sktadnikow odzywczych. Proces ten
moze zachodzi¢ w hodowli mikrobiologicznej, srodowisku produktu spozywczego,
w ktérym funkcjonujg drobnoustroje, lub w przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzat,
gdzie bakterie te wchodzg w sktad mikrobioty jelitowej (Moradi i wsp., 2021).

Dziatanie substancji postbiotycznych budzi duze zainteresowanie naukowcéw
ze wzgledu na swoje potencjalne wifasciwosci wspomagajgce  terapie
przeciwnowotworowe. Rajoka i wsp. (2019) w przeprowadzonych badaniach wykazali
dziatanie cytotoksyczne supernatantu pochodzgcego ze szczepdw L. rhamnosus,
wyizolowanych z mleka kobiecego, w stosunku do komérek raka szyjki macicy.
Przebadano aktywnos¢ cytotoksyczng supernatantéw pozyskanych z trzech szczepow
L. rhamnosus wyizolowanych z mileka kobiecego i wykazano znaczacg aktywnosc
przeciwnowotworowg wzgledem komodrek nowotworu szyjki macicy (Hela) poprzez
cytotoksyczno$¢ oraz indukcje apoptozy. Dzieki zastosowanej analizie RT-qPCR
i technice western blot wykazano, ze indukcja apoptozy zostata osiggnieta poprzez
regulacje biatek proapoptotycznych z rodziny Bcl-2, m.in. BAD, BAX, kaspaz biorgcych
udziat w indukowaniu apaptozy, oraz regulacje genéw BCL-2 w komédrkach Hela.
Poddawany badaniom supernatant wykazywat réwniez dziatanie przeciwutleniajace.
Wyniki badan przeprowadzonych przez Rajoka i wsp. wskazujg na potencjalne
wiasciwosci przeciwnowotworowe przebadanych szczepow bakteryjnych. Badania
przeprowadzone przez Pourbaferani i wsp. (2021), prowadzone na czesciowo
oczyszczonych biatkach wydzielanych przez komérki szczepu L. brevis MKO5, wykazaty
zalezny od czasu i dawki wptyw na indukowanie apoptozy komdrek nowotworowych.
Zaobserwowano spadek wskaznika przezywalnosci komérek MCF-7 przy dawkach
réwnych i wyzszych od 0,5 mg/ml po uptywie 48 godzin oddziatywania. Badacze doszli
do wniosku, ze probiotyki oraz ich metabolity o wfasciwosciach cytotoksycznych
w stosunku do komoérek nowotworowych mogg petnic w przysztosci role
wspomagajgcqg w profilaktyce i leczeniu nowotworu piersi poprzez rézne mechanizmy
dziatania, np. regulacje odpowiedzi immunologicznej, modyfikacje mikrobioty gruczotu

piersiowego oraz zdolnos¢ indukcji apoptozy komdrek nowotworowych.
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Tan i wsp. (2015). uzyskali wyniki pozwalajace na stwierdzenie, ze metabolity
postbiotyczne pochodzace z poddanego badaniu L. plantarum 1-UL4 mogg potencjalnie
znalez¢ zastosowanie jako suplementy o dziataniu przeciwnowotworowym. W badaniu
tym oznaczono ICsp, ktére wyniosto 10,83 ug po 72 godzinach inkubacji.

W badaniach, dotyczagcych oceny aktywnosci przeciwnowotworowej
supernatantéw pochodzgcych z hodowli L. plantarum wzgledem rdézinych komodrek
nowotworowych, przeprowadzonych przez Chuah i wsp. (2019) uzyskano wyniki
wskazujgce na selektywne, zalezne od szczepu i typu komodrek nowotworowych
dziatanie cytotoksyczne. Badacze w prowadzonych doswiadczeniach wykorzystali
metabolity postbiotyczne wytwarzane przez szes¢ szczepdw L. plantarum (dawna
nomenklatura). Metabolity przebadano pod katem dziatania antyproliferacyjnego
i cytotoksycznego wzgledem ludzkich komdrek niezmienionych nowotworowo, linii
komérkowej nowotworu piersi, jelita grubego, szyjki macicy, watroby i biataczki
za pomocg testu MTT. W stosunku do komdrek nowotworowych MCF-7 dziatanie
to zaobserwowano przy stezeniu 30% (v/v) po 72 godzinach inkubacji. Zaden
z przebadanych metabolitéw nie powodowat hemolizy czerwonych krwinek
pochodzacych od cztowieka, psa, krélika ani kury i nie wykazywat cytotoksycznosci
w stosunku do prawidtowych komérek.

Réwniez badania przeprowadzone na potrzeby niniejszej pracy wskazujg
na aktywnos¢ cytotoksyczng metabolitéw postbiotycznych wytwarzanych przez
bakterie nalezagce do Lactobacillaceae. Zaobserwowano efekt cytotoksyczny
po uptywie 48 godzin oddziatywania na komérki nowotworowe w przypadku
supernatantu pochodzgcego ze szczepu L. paracasei oraz L. rhamnosus. W przypadku
ww. szczepow dziatanie cytotoksyczne supernatantéw, zawierajgcych metabolity
postbiotyczne, zaobserwowano przy stezeniu (v/v) odpowiednio: 48,1 i 42,6%.
Po uptywie 72 godzin wspdlnej inkubacji z komodrkami linii MCF-7 dziatanie
cytotoksyczne byto udziatem czterech z dziesieciu przebadanych szczepdéw. Nalezaty do
nich: L. paracasei, L. rhamnosus, L. vaginalis oraz L. fermentum. Stezenia wywotujgce
efekt cytotoksyczny wyniosty odpowiednio: 41,2%, 37,4%, 42,3% oraz 48,6%.

Dotychczasowe badania wskazujg na potencjat metabolitéw postbiotycznych

pochodzacych z bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae, w tym bakterii pozyskanych
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ze srodowiska mleka kobiecego, jako suplementu funkcjonalnego i wspomagajgcego

leczenie nowotworoéw.

7.7 Ocena wystepowania oligosacharyddéw

Oligosacharydy sg waznym skfadnikiem mleka kobiecego, wykazujac szereg

wtasciwosci prozdrowotnych. Stanowig trzeci co do ilosci staty sktadnik mleka
kobiecego, a ich zawartosc¢ i zréznicowanie podlegaja wptywowi réznych czynnikow.
Do determinant najsilniej wptywajgcych na zawarto$¢ HMO w mleku kobiecym nalezy
etap laktacji, jak réwniez wiek urodzeniowy dziecka (Gabrielli i wsp., 2011; Smilowitz
i wsp., 2013). Udowodniono, ze mleko kobiet, ktdére urodzity przedwczesnie,
charakteryzuje sie wyzszg koncentracjg HMO niz w przypadku kobiet rodzgcych dziecko
w przewidywanym terminie porodu. Do innych czynnikéw, wptywajgcych na profil
HMO mleka kobiecego, nalezg m.in.: sposéb porodu, jej stan odzywienia oraz
stosowana przez kobiete karmigca piersig dieta (Sanchez i wsp., 2021).

Waznym aspektem zwigzanym z zawartoscig HMO w sktadzie mleka kobiecego
jest zrdéinicowanie uwarunkowane miejscem zamieszkania. W badaniach
przeprowadzonych przez Vinjamuri i wsp. (2022) szerokos$¢ geograficzne okazata
sie by¢ waznym czynnikiem wptywajgcym na poziom HMO w skfadzie mleka kobiecego.
Badaniu poddano prébki mleka kobiecego pochodzacego od kobiet w okresie laktacji
mieszkajgcych w 15 krajach nalezgcych do 6 kontynentéw. Zaobserwowano rdine
wzorce obnizania sie poziomu HMO w mleku kobiecym na przestrzeni laktacji.
W prdébkach pochodzgcych z Peru oraz Indii zawartos¢ HMO obnizata sie w trzecim
miesigcu laktacji, po czym utrzymywata sie na wzglednie statym poziomie,
w odrdznieniu od probek pozyskanych m.in. z Brazylii, Standw Zjednoczonych oraz
Republiki Poftudniowej Afryki, gdzie poziom HMO obnizat sie jednostajnie.
Dodatkowym aspektem pracy bylo wykazanie zaleznosci pomiedzy poziomem HMO
w mleku kobiecym a statusem spoteczno-gospodarczym ocenianym na podstawie
wartosci PKB. W krajach charakteryzujgcych sie wysokim PKB oznaczano wyzsze
poziomy catkowitej zawartosci oligosacharyddw niz w mleku pochodzgcym od kobiet
z krajéw o nizszym wskazniku.

Na zréznicowanie zawartosci oraz roznorodnosci strukturalnej HMO w mleku
kobiecym wptywa tez czynnik genetyczny, ktdéry moze by¢é powigzany z miejscem
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zamieszkania. Duze znaczenie ma tutaj status wydzielniczy matki (Se). Aktywnosé genu
FUT2 kodujgcego al-2-fukozylotransferaze, ktéra przytgcza czasteczke fukozy
wigzaniem al-2-glikozydowym do struktury oligosacharydu. Badania dowodzg,
ze status wydzielniczy Se+ zwigzany jest z wyzszym poziomem HMO w mleku
kobiecym. W badaniach przeprowadzonych przez Totten i wsp. (2012),
przeprowadzonych na préobkach mleka kobiecego pochodzgcych od 60 kobiet,
wykazano nizszg tgczng zawartosé oligosacharydow w mleku kobiecym w przypadku
statusu niewydzielniczego (Se-). Populacja europejska w ok. 70% wykazuje profil
(Se+/L+). Badania przeprowadzone przez Wang i wsp. (2020) wykazaty 76,7% udziat
matek o profilu Se+/Le+; 17,2% Se-/Le+; 4,3% Se+/Le- oraz 1,7% Se-/Le-. W badaniach
przeprowadzonych na potrzeby niniejszej pracy, uwzgledniajagc zawartos¢ 2’-FL,
uzyskano wyniki wskazujgce na 100% przynaleznos¢ kobiet biorgcych udziat w badaniu
do profilu sekrecyjnego Se+. Na rysunku 10. przedstawiono wyniki dotyczace

czestotliwosci  wystepowania typu wydzielniczego Se+ oraz niewydzielniczego

Se- wsrdd kobiet karmigcych piersig w réznych rejonach swiata.
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Rysunek 10. Proporcje wystgpowania typu wydzielniczego Se+ i niewydzielniczego Se- wsrod kobiet karmigcych
piersiq (modyfikacja na podstawie Vinjamuri i wsp., 2022)

Pomiary oligosacharydow, zawartych w mleku kobiecym, przysparzajg duzo
trudnosci ze wzgledu na zmienno$¢ biologiczng, rdéznorodnosé wtasciwosci

hydrofilowych i jonizacyjnych (Wicinski i in. 2020). W niniejszej pracy zawartosc¢
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poszczegblnych oligosacharydéw oszacowano na podstawie pola powierzchni
zarejestrowanych pikéw, biorgc pod uwage mase czasteczkowg poszczegdlnych HMO.
Tabela 36. przedstawia zawarto$¢ poszczegdlnych HMO zidentyfikowang przez
innych autorow w pordéwnaniu z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy. Wyniki
te korelujg ze sobg, wskazujgc na rodzaje HMO wystepujgce w najwiekszej ilosci

w sktadzie mleka kobiecego.

128



Tabela 36. Zestawienie zawartosci HMO w mleku kobiecym uzyskane przez réznych autoréw

Alderete i wsp., McGuire i wsp., Badania na potrzeby niniejszej pracy
2015 2017 doktorskiej
pg/mL % pg/mL % pg/mL %

2'FL 2431 23,04 3906 29,26 28429 29,11
3'FL 515,7 4,89 206 1,54 320,3 3,28
3'SL 1125,4 10,67 607 4,55 1022,8 10,47
6'SL 1422,6 13,48 504 3,78 103,0 1,06
DFLac 0,00 307 2,30 245,2 2,51
LNT 1226,5 11,62 1570 11,76 1258,8 12,89
LNnT 105,3 1,00 548 4,10 232,9 2,39
LNFP | 437,9 4,15 1056 7,91

LNFP Il 1616,1 15,32 2001 14,99 1616,6 16,56
LNFP Il 161,4 1,53 32 0,24

LSTb 148,9 1,41 105 0,79 53,8 0,55
LSTc 76,8 0,73 72 0,54 116,4 1,19
LNH 0,00 58 0,43 17,8 0,18
DFLNT 901,8 8,55 1406 10,53 1301,0 13,32
DFLNH 41 0,39 115 0,86 58,0 0,59
FLNH 68 0,64 83 0,62 98,9 1,01
FDSLNH 45,3 0,43 314 2,35 46,4 0,48
DSLNT 183,7 1,74 357 2,67 377,8 3,87
DSLNH 43,6 0,41 103 0,77 36,6 0,37
TFpLNH - - - -

(TFpLNH a) 71 0,07
GL - - - - 7,2 0,07
LN-Tri - - - - 1,6 0,02
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Wykres 36. przedstawia zawarto$¢ wybranych HMO identyfikowanych
w skfadzie mleka kobiecego. Poréwnano wyniki uzyskane w niniejszej pracy z wynikami
innych autoréw badajgcych sktad mleka kobiecego pod wzgledem oligosacharyddw.
Wyniki wskazuja na dominujacy udziat oligosacharydu 2’-FL w kompozycji HMO mleka
kobiecego. Obserwowane s3 pewne rodznice w zawartosci poszczegdlnych

oligosacharydow, jednak widoczne jest takze podobienstwo uzyskanych wynikéw.
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Wykres 36. Zawartos¢ HMO w mleku kobiecym

W niniejszej pracy skoncentrowano sie na HMO najczesciej wystepujgcych
w skfadzie mleka kobiecego. Zidentyfikowano 20 réznych oligosacharyddéw. Wyniki
przedstawiono jako dane dotyczace badanej populacji, a takze poréwnano zawartos¢
HMO w dwéch wyréznionych grupach przebadanych prébek. Pierwszg stanowity
préobki mleka kobiecego, w ktérych, na wczesniejszych etapach badani, nie
zidentyfikowano bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae. Drugg grupe stanowity
probki, gdzie omawiane drobnoustroje byty obecne w sktadzie mikrobiologicznym
mleka. W odniesieniu do zaleznosci kompozycji oligosacharydéw wzgledem zawartosci
bakterii o charakterze probiotycznym uzyskane wyniki wskazujg na wyzszg zawarto$é
2’FL, oligosacharydu dominujgcego w kompozycji HMO mleka kobiecego, w grupie
probek dodatnich pod wzgledem obecnosci bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae.
Zawarto$¢ pozostatych, oznaczonych HMO, nie réznita sie istotnie w obu omawianych

grupach. Ogdlna zawarto$s¢ HMO byta wyzsza w prébkach mleka kobiecego, w ktérych
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zidentyfikowano bakterie nalezgce do Lactobacillaceae. Odnotowano réwniez wyzsza
zawarto$¢ LNNnT w grupie prébek dodatnich pod wzgledem obecnosci bakterii
Lactobacillaceae w poréwnaniu do grupy ujemnej pod wzgledem obecnosci
Lactobacillaceae. Jest to oligosacharyd dostepny dla niektérych bakterii kwasu
mlekowego. Wiekszos$¢ bakterii Lactobacillaceae nie jest zdolna do wykorzystywania
ztozonych HMO. Wyniki badan wskazujg, Zze poszczegdlne szczepy bakterii
o charakterze probiotycznym obecne w mleku kobiecym majg zréznicowane zdolnosci
do fermentacji poszczegdlnych rodzajéow HMO. Przyktadowo bakterie Lactobacillus
delbrueckii ssp. lactis posiadajg umiarkowane mozliwosci wykorzystywania
fukozylowanych i sialilowanych HMO, L. casei BL23 wykorzystuje HMO typu |, L. casei,
L. acidophilus i L. plantarum posiadajg enzymy zdolne do hydrolizy HMO, ale nie
zawsze wptywa to stymulujgco na ich wzrost (Thongaram i wsp., 2017). Z tego wzgledu
bakterie kwasu mlekowego zalezne sg od obecnosci Bifidobakterii oraz innych
mikroorganizméw zdolnych do hydrolizy HMO iuwalniania z nich skfadnikéw
monosacharydowych, dostepnych dla Lactobacillaceae (Schwabi Géanzle, 2011).
Tak wiec wysoka koncentracja HMO w mleku kobiecym moze wptywaé bezposrednio
oraz posrednio na wspieranie populacji bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae.
Cabrera-Rubio i wsp. zaobserwowali, ze wieksza zawartos¢ bakterii z rodzaju
Lactobacillus byta skorelowana z wyiszg catkowita zawartoscig oligosacharydéw
w mleku kobiecym oraz wysokim poziomem neutralnych HMO, podczas gdy wyziszy
poziom zawartosci bakterii Staphylococcus byt zwigzany z nizszym poziomem zaréwno
ogolnej ilosci HMO, jak i neutralnych HMO w prdébkach siary. Wedtug autoréw pracy
wyzsze poziomy bakterii Lactobacillus byly powigzane z wyzszym stezeniem 2’FL
w siarze oraz w dojrzatym mleku. Zawarto$é bakterii Lactobacillus w dojrzatym mleku
byta rowniez zwigzana z wyzszymi stezeniami LNFP | i laktodifukotetraozy oraz nizszymi
poziomami LNFP Il oraz LNDFH Il (Cabrera-Rubio i wsp., 2019). Badania te potwierdzajg
wptyw statusu wydzielniczego matki, uwarunkowanego genetycznie, na profil

mikrobiologiczny mleka kobiecego.
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8 Podsumowanie

Kolonizacja przewodu pokarmowego dziecka uwarunkowana jest wieloma
czynnikami, z ktérych w okresie pourodzeniowym najbardziej znaczagcym jest sposdb
zywienia. Mleko kobiece stanowi nie tylko Zzrédto mikroorganizméw o potencjalnym
znaczeniu probiotycznym wptywajacych korzystnie na stan zdrowia dziecka, ale takze
zawiera szereg sktadnikdw wspierajgcych te populacje. Wiedza na temat interakcji
wystepujgcych  pomiedzy oligosacharydami  zawartymi w mleku kobiecym
a drobnoustrojami moze by¢ pomocna w zrozumieniu synergistycznego dziatania,
komponentdéw prebiotycznych oraz probiotycznych.

Mikroorganizmy o charakterze probiotycznym mogg stanowi¢ wartosciowe
uzupetnienie diety dziecka, ktére z réinych wzgledéw nie jest karmione mlekiem
matki. Dotyczy¢ to moze nie tylko dzieci, ktdrych dieta oparta jest na mleku
modyfikowanym, ale takze dzieci bedacych beneficjentami mleka dawczyn, ktére
ze wzgledu na obowigzujace procedury moze wykazywac¢ obnizong warto$¢ pod
wzgledem sktadnikdw bioaktywnych. BezpieczeAstwo stosowania szczepdw
pochodzacych z mleka kobiecego musi by¢ poddane badaniom. Takg procedure
przeszedt szczep L. fermentum CECT5716 pozyskany z mleka kobiecego.
W przeprowadzonych badaniach potwierdzono bezpieczedstwo i skutecznosé
preparatéw do dalszego zywienia niemowlagt uzupetnionych szczepem L. fermentum,
ktore charakteryzowaty sie dobrg tolerancjg (Lopez-Huertas, 2014). Warte uwagi jest
poszukiwanie kolejnych szczepdw bakterii o charakterze probiotycznym, ktére
charakteryzujg sie korzystnym wptywem na stan zdrowia, ale takie wykazujg szereg
wiasciwosci umozliwiajgcych ich wykorzystanie w postaci suplementacji.

Kolejnym aspektem wykorzystania prozdrowotnych witasciwosci bakterii
Lactobacillaceae, pozyskanych ze sSrodowiska mleka kobiecego, mogg by¢ ich
wiasciwosci cytotoksyczne wzgledem komoérek nowotworowych. Potrzeba dalszych
badan nad mozliwoscig praktycznego zastosowania metabolitdw postbiotycznych
omawianych bakterii.

Niniejsze badania szerokiego spektrum wifasciwosci bakterii nalezgcych

do Lactobacillaceae wyizolowanych z mleka kobiecego sg nie tylko Zzréodtem wiedzy
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o statusie mikrobiologicznym mleka kobiecego badanej populacji, ale takze stanowia
podwaliny dalszych etapéw badarn nad mikroorganizmami, ktére mogg zostaé
wykorzystane w zywieniu niemowlat, a takze suplementacji wspomagajacej terapie

chordéb o charakterze nowotworowym.
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Mleko kobiece moze by¢ Zrédtem bakterii o charakterze probiotycznym

nalezacych do Lactobacillaceae.

Bakterie nalezgce do Lactobacillaceae nie wystepujag w mleku kobiecym

wszystkich kobiet karmigcych piersia.

Bakterie nalezgce do Lactobacillaceae wystepujg w mleku kobiecym najczesciej

pojedynczo (tylko jeden rodzaj i gatunek).

Postbiotyczne metabolity  wytwarzane przez bakterie nalezgce
do Lactobacillaceae wywierajg selektywne dziatanie cytotoksyczne wzgledem

komoérek nowotworowych MCF-7.

Bakterie nalezagce do Lactobacillaceae charakteryzujg sie  wysoka
przezywalnoscia w pasteryzowanym mleku kobiecym przechowywanym

w warunkach chtodniczych oraz zamrazalniczych.

Bakterie nalezagce do Lactobacillaceae wykazujg zréinicowang wrazliwosc

wzgledem antybiotykdéw.

Obecnos¢ bakterii nalezacych do Lactobacillaceae skorelowana jest z wyzsza

zawartoscig HMO w sktadzie mleka kobiecego.

Obecnos¢ bakterii nalezgcych do Lactobacillaceae skorelowana jest z wyzszg

zawartoscig oligosacharydu 2’-FL.
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KLAUZULA INFORMACYJNA

Zgodnie z art. 13 Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 z dnia 27 kwietnia
2016 r. w sprawie ochrony oséb fizycznych w zwigzku z przetwarzaniem danych osobowych i w sprawie
swobodnego przeptywu takich danych oraz uchylenia dyrektywy 95/46/WE, informujemy, ze:

1) administratorem Pani danych osobowych jest Uniwersytet Kazimierza Wielkiego (Wydziat Nauk
Biologicznych) z siedzibg przy ul. Chodkiewicza 30, 85-064 Bydgoszcz,

2) administrator danych osobowych powotat Inspektora Ochrony Danych nadzorujgcego
prawidtowos¢ przetwarzania danych osobowych, z ktéorym mozna skontaktowaé sie za
posrednictwem adresu e-mail: iod@ukw.edu.pl,

3) Pani dane bedg przetwarzane w celu uczestnictwa w badaniach w ramach projektu badawczego
»Bakterie zrodzaju Lactobacillus w mleku kobiet karmigcych piersiag i mleku pochodzacym z
bankéw mleka kobiecego”,

4) podstawg prawng przetwarzania jest Pani zgoda,

5) nie zamierzamy przekazywa¢ Pani danych osobowych innym podmiotom, jak réwniez nie
zamierzamy przekazywac Pani danych do panstw trzecich (tj. niebedacych cztonkami UE) lub
organizacji miedzynarodowych,

6) Pani dane bedg przechowywane do czasu zakornczenia badan, tj. nie dtuzej niz do 31.12.2023 lub
do czasu odwotania przez Panig zgody na dalsze przetwarzanie,

7) przystuguje Pani prawo do cofniecia zgody w dowolnym momencie bez wptywu na zgodno$¢ z
prawem przetwarzania, ktérego dokonano na podstawie zgody przed jej cofnieciem,

8) ma Pani prawo zadania od administratora danych dostepu do swoich danych osobowych, ich
sprostowania oraz prawo zgdania zaprzestania przetwarzania danych,

9) ma Pani prawo wniesienia skargi do organu nadzorczego; organem nadzorczym jest Prezes
Urzedu Ochrony Danych Osobowych,

10) podanie przez Panig danych jest dobrowolne, jednak ich niepodanie uniemozliwi udziat
w badaniach,

11) nie zamierzamy na podstawie Pani danych realizowa¢ zautomatyzowanego podejmowania
decyzji ani profilowania.

ZGODA NA PRZETWARZANIE DANYCH OSOBOWYCH

imie i nazwisko

Oswiadczam, Ze podaje dobrowolnie moje dane osobowe i wyrazam zgode na ich przetwarzanie
przez Uniwersytet Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy w celu uczestnictwa w badaniach w ramach
projektu badawczego ,Bakterie z rodzaju Lactobacillus w mleku kobiet karmigcych piersiq i mleku

pochodzgcym z bankéw mleka kobiecego”.

data i podpis
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Zgoda na udzial w badaniu

,,Bakterie 7 rodzaju Lactobacillus w mleku kobiet karmigcych piersiq i
mleku pochodzgcym z bankow mleka kobiecego”

imi¢ i nazwisko osoby badane;j

17S] (<3 0] o VA PP
adres

ZAMICSZKANIA. ... .o

Ja, nize] podpisana ..........oiiiiii e oswiadczam, ze
zostatam poinformowana Przez ..........ooeevuiiriitiitiit et eieeaeaeeans o celu

powyzszego badania, sposobie jego przeprowadzenia, oczekiwanych korzysciach,
ewentualnym zagrozeniu i ryzyku, wszelkich niedogodnos$ciach zwigzanych z udzialem w
badaniu oraz moich prawach i obowigzkach.

Przeczytalam tez i zrozumiatam tre$¢ formularza informacyjnego na temat badania.
Poinformowano mnie, ze dodatkowe pytania dotyczace badania moge kierowac
bezposrednio do osoby prowadzacej badania i ze uzyskam na nie wyczerpujaca
odpowiedz.

Oswiadczam, ze wszelkie podane przeze mnie informacje sg zgodne z prawda.

Jestem $wiadoma przyshugujacego mi prawa do odstgpienia od udzialu w badaniu na
kazdym jego etapie, bez podania przyczyny. Otrzymatam do rak wlasnych formularz
informacyjny na temat badania oraz formularz zgody na udziat w badaniu.

Niniejszym wyrazam pelna, Swiadomg i dobrowolnga zgode na udzial w tym badaniu
oraz na anonimowe przetwarzanie, udost¢pnianie i na publikacj¢ wynikéw moich
badan.

podpis

miejscowos¢ 1 data
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Kwestionariusz na potrzeby badan:

,Bakterie z rodzaju Lactobacillus w mleku kobiet karmiacych piersia i
mleku pochodzacym z bankéw mleka kobiecego”

1. Numer identyfikacyjny osoby biorgcej udziat w badaniach:

3. Miejsce zamieszkania:

wies miasto

4, Czy pracuje Pani zawodowo?

TAK NIE

5. Wiek dziecka (w miesigcach):

..........................................................................................

6. Ple¢ dziecka:

dziewczynka chlopiec

7. Ktore to Pani dziecko?

pierwsze drugie trzecie

8. Czy karmi Pani piersig starsze dziecko (karmienie w tandemie)?

TAK NIE nie mam
wiek starszego dziecka: starszych dzieci

.............................
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9. Rodzaj porodu:

sitami natury
sitami natury indukowany cigcie cesarskie
oksytocyng

10. Kontakt ,,skora do skory”:

Tak, z matka Tak, z ojcem
czas trwania: czas trwania: Nie

11. Czy dziecko byto dokarmiane mlekiem modyfikowanym?

TAK NIE

12. W ktoérym tygodniu cigzy urodzito si¢ dziecko — wiek cigzowy
dziecka w dniu porodu (Hbd)?

..........................................................................................

13. Waga urodzeniowa dziecka:

<1000 g 1000-2000 g | 2000-3000 g | 3000-4000 g | >4000 g

14. Schorzenia matki w trakcie cigzy:

cukrzyca nadci$nienie inne:
cigzowa tOINICZE | | | i

15. Obecne schorzenia matki:
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16. Leki stosowane w trakcie cigzy:

19. Stosowana przez Panig dieta:

wegetarianska | weganska | dieta dla inna: nie stosuje
diabetykow | .................. zadne;j

specjalnej
diety

20. Jak czgsto spozywa Pani mleczne produkty fermentowane
(np. kefir, jogurt)?

codziennie kilka razy w kilka razy w nie spozywam
tygodniu miesigcu

21. Jak czesto spozywa Pani zywno$¢ wysokoprzetworzong
(np. zZywnos¢ instant)?

codziennie kilka razy w kilka razy w nie spozywa
tygodniu miesigcu

22. Jak czesto spozywa Pani produkty kiszone?
(np. kapusta kiszona, ogorki kiszone):

codziennie kilka razy w kilka razy w nie spozywam
tygodniu miesigcu
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23. Czy w trakcie cigzy stosowata Pani antybiotykoterapie?

TAK

okres stosowania (w dniach):

NIE

24. Czy w trakcie laktacji stosowata Pani antybiotykoterapi¢?

TAK
okres stosowania (w dniach):

NIE

25. Czy w trakcie cigzy stosowala Pani probiotyki?

TAK
okres stosowania (w dniach):

....................................

NIE

26. Czy w trakcie laktacji stosowata Pani probiotyki?

TAK
okres stosowania (w dniach):

....................................

NIE

27. Czy w trakcie laktacji stosowata Pani suplementy diety? Jezeli tak,

to jakie:

TAK
okres stosowania (w dniach):

NIE

28. Czy w trakcie cigzy stosowata Pani suplementy diety? Jezeli tak, to

jakie:

TAK
okres stosowania (w dniach):

....................................

NIE

29. Jaki jest Pani obecny sposob karmienia dziecka?

wylgcznie karmienie
piersig

karmienie mieszane
piersig 1 mlekiem

modyfikowanym

dziecko ma juz
rozszerzong dietg —

mleko kobiece + posi
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30. Srednia ilo$é karmien w ciagu doby:
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