Bakterie z rodziny Lactobacillaceae

w mleku kobiecym

Streszczenie

Karmienie piersig jest zlotym standardem w zywieniu dzieci, co potwierdzaja
wiodace organizacje opiniotworcze, takie jak Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO)
i Amerykanska Akademia Pediatrii (AAP). Wsérod skladnikéw bioaktywnych mozna
wymieni¢ mikrobiot¢ mleka kobiecego. Na szczegdlng uwage zastluguja mikroorganizmy
0 potencjalnym charakterze probiotycznym. Badania podj¢te w niniejszej pracy miaty na celu
scharakteryzowanie, w polskiej populacji kobiet karmigcych piersig, czg¢stosci wystgpowania
w mleku kobiecym bakterii nalezacych do Lactobacillaceae o potencjalnej aktywnos$ci
probiotycznej. Przeanalizowano ich wtasciwosci, takie jak przezywalno$¢ w warunkach
niskiej temperatury, oporno$¢ na antybiotyki czy mozliwy wptyw na komorki raka piersi
MCEF-7 oraz korelacj¢ z zawarto$cig makrosktadnikéw. Przebadano probki mleka kobiecego
pochodzace od 63 kobiet karmigcych piersia bedacych na roéznych etapach laktacji.
Réwnoczesnie z pobraniem probek mleka, kobiety biorgce udziat w badaniu zostaly
poproszone o wypehienie przygotowanego kwestionariusza. W ankiecie znalazty si¢ pytania
dotyczace m.in.: okoliczno$ci porodu, stanu zdrowia matki, przyjmowanych lekow
i suplementow oraz stosowanej diety. Pytania miaty na celu scharakteryzowanie badanej
populacji oraz wskazanie potencjalnych zaleznos$ci pomiedzy sktadem mikrobiologicznym
mleka kobiecego a wskazanymi czynnikami. Badanie uzyskato zgode lokalnej komisji
bioetycznej o numerze KB921/2018. W celu identyfikacji bakterii nalezacych
do Lactobacillaceae zastosowano metode hodowli na pozywce mikrobiologicznej MRS,
a nastgpnie identyfikacj¢ wyrostych kolonii za pomoca spektrometrii masowej MALDI-
TOF/MS oraz techniki reakcji tancuchowej polimerazy (PCR). Badania wykazaly obecno$é¢
bakterii nalezacych do Lactobacillaceae w 22,2% probek mleka kobiecego wiaczonych
do badania. Niektore ze zidentyfikowanych szczepéw zostaly wyizolowane i poddane
dalszym badaniom.

Badanie wrazliwos$ci na antybiotyki przeprowadzono metoda dyfuzji krazkéw oraz
paskow antybiotykowych (ETEST). Badanie wykazalo wrazliwo$¢ izolatow bakteryjnych na
ampicyling (10 pg), tetracykling (10 pg) i erytromycyne (15 pg), a takze oporno$¢ na
kanamycyne (30 pg) i gentamycyne (10 pg). Wrazliwos¢ na wankomycyne (30 pg) wsrod



badanych szczepdéw byta rézna. Uzyskane wyniki badan koreluja z wynikami uzyskanymi
przez innych autorow.

Kolejnym zadaniem podjgtym w pracy bylo scharakteryzowanie przezywalnosci
badanych szczepéw w $rodowisku pasteryzowanego mleka kobiecego przechowywanego
w warunkach chlodniczych oraz zamrazalniczych. Proces pasteryzacji ma na celu
zapewnienie bezpieczenstwa mikrobiologicznego noworodkom korzystajacym z mleka
pochodzacego z bankéw mleka. Niestety, zastosowanie tej techniki wplywa niekorzystnie na
jakos¢ produktu. Wysoka temperatura (62,5 °C) powoduje unicestwienie zarowno
potencjalnych patogenow jak i mikroorganizmow o potencjalnie probiotycznym charakterze.
Przeprowadzone badania wykazaty, Ze badane szczepy bakterii nalezacych
do Lactobacillaceae  charakteryzuja si¢ dobrag przezywalno$cia w  $rodowisku
pasteryzowanego mleka kobiecego przechowywanego w obnizonej temperaturze (co ma
miejsce rowniez w bankach mleka), co umozliwia wykorzystanie omawianych szczepow
bakteryjnych jako suplementu mleka kobiecego poddanego dziataniu wysokiej temperatury.

W innym badaniu przeprowadzonym w ramach niniejszej pracy doktorskiej oceniano
cytotoksyczne dziatanie metabolitow postbiotycznych szczepow bakterii nalezacych
do Lactobacillaceae, wyizolowanych z mleka kobiecego, wzgledem komodrek nowotworu
piersi linii MCF-7. Do analiz zastosowano test MTT, w ktorym wykorzystano supernatanty
zawierajace postbiotyczne metabolity badanych szczepow bakteryjnych. Efekt sprawdzano po
24, 48 i 72 godzinach inkubacji. Wyniki wskazaty, ze metabolity postbiotyczne pochodzace z
niektorych szczepow bakterii wyizolowanych z mleka kobiecego moga mie¢ dziatanie
cytotoksyczne w odpowiednim stezeniu.

Ostatnim zagadnieniem podjetym w pracy doktorskiej byto scharakteryzowanie
profilu oligosacharydéw w badanych probkach mleka kobiecego. Oznaczenia te wykonano
we wspolpracy z Politechnika Gdanska, gdzie przeprowadzono analiz¢ HMO zawartych
w probkach mleka kobiecego. Wyniki skorelowano z obecnos$cia mikroorganizmow
nalezacych do Lactobacillaceae oraz informacjami uzyskanymi z wypeklionych
kwestionariuszy.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze mleko kobiece pochodzace od polskich kobiet
karmigcych piersig moze by¢ zrodtem bakterii nalezacych do Lactobacillaceae. Nie wszystkie
probki mleka kobiecego zawieraja omawiane bakterie, co nie oznacza, ze sg one catkowicie
pozbawione mikrobioty probiotycznej, do ktorej nalezy wiele rodzajéw mikroorganizmow.
Przeprowadzone badania stanowig podstawe do dalszych badan nad wykorzystaniem w

praktyce szczepow bakterii wyizolowanych ze srodowiska mleka kobiecego.



