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Wykaz skrotow

ARA — Arachidonic Acid, kwas arachidonowy

CZDA — czysty do analizy

PZMK — preparat zastepujgcy mleko kobiece

DHA — Docosahexaenoic Acid, kwas dokozaheksaenowy

EGF — Epidermal Growth Factor, naskérkowy czynnik wzrostu

HMO — Human Milk Oligosaccharides, oligosacharydy mleka kobiecego

Ig — Immunoglobulin, immunoglobulina

IgA — Immunoglobulin A, immunoglobulina A

IGF-1 — Insulin-like Growth Factor |, insulinopodobny czynnik wzrostu |

IGF-Il = Insulin-like Growth Factor I, insulinopodobny czynnik wzrostu Il

IgG — Immunoglobulin G, immunoglobulina G

IgM — Immunoglobulin M, immunoglobulina M

IL-6 — Interleukin 6, interleukina 6

IL-8 — Interleukin 8, interleukina 8

IL-10 — Interleukin 10, interleukina 10

IL-13 — Interleukin 13, interleukina 13

jtk/mL — jednostek tworzacych kolonie na mililitr

KP — karmienie piersig

LAB — lactic acid bacteria, bakterie kwasu mlekowego

LC-PUFA - Long-Chain  Polyunsaturated  Fatty Acids, dtugotancuchowe
wielonienasycone kwasy ttuszczowe

LF — Lactoferrin, laktoferryna

MALDI-ToF MS — Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry, spektrometria mas z desorpcjag/jonizacjg laserowg wspomagang matryca
z analizatorem czasu przelotu

MK — mleko kobiece

MS — Mass Spectrometry, spektrometria mas

PUFA — Polyunsaturated Fatty Acids, wielonienasycone kwasy ttuszczowe

PZMK — preparaty zastepujgce mleko kobiece

slgA — Secretory Immunoglobulin A, wydzielnicza immunoglobulina A



slgG — Secretory Immunoglobulin G, wydzielnicza immunoglobulina G

gPCR — Quantitative real-time polymerase chain reaction, iloSciowa reakcja polimerazy
tancuchowej

UHPLC - Ultra-High-Performance Liquid Chromatography, ultrasprawna chromatografia
cieczowa

VEGF — Vascular Endothelial Growth Factor, czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego

WHO — World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia



1 WSTEP

1.1 Karmienie piersig: fizjologia, sktad mleka kobiecego, znaczenie zdrowotne oraz
sytuacja epidemiologiczna w Polsce i na Swiecie

1.1.1 Fizjologia laktacji

Karmienie piersig (KP) stanowi norme fizjologicznego i ewolucyjnie uwarunkowanego
sposobu zywienia niemowlat, zapewniajacy optymalne warunki wzrastania, rozwoju
immunologicznego oraz metabolicznego w okresie wczesnodzieciecym [1, 2]. Mleko kobiece
(MK) jest dynamicznym ptynem biologicznym, ktérego sktad ulega zmianom w zaleznosci
od etapu laktacji, pory dnia, potrzeb dziecka oraz czynnikdw Srodowiskowych. Zawiera ono
nie tylko makro- i mikrosktadniki odzywcze, lecz réwniez liczne komponenty bioaktywne.
Gtéwnymi aktywnymi sktadnikami mleka kobiecego sg immunoglobuliny gtéwnie IgA
(immunoglobulina A), laktoferyna, lizozym, cytokiny, hormony, komdrki odpornosciowe,
oligosacharydy mleka kobiecego (HMO, ang. Human Milk Oligosaccharide) oraz zywe
mikroorganizmy, ktére wspdlnie determinujg wtasciwosci ochronne i immunomodulacyjne
(3, 4].

Gruczof piersiowy sktada sie z rozgatezionego systemu przewoddéw wyprowadzajgcych
zbudowanych z komodrek nabtonkowych zakonczonych jednostkami  zrazikowo-
pecherzykowymi. Kazdy pecherzyk od strony swiatta wyscielony jest jednowarstwowym
nabtonkiem wydzielniczym, ktéry tworzg komorki — laktocyty, utozone na unaczynionym
podscielisku tkanki tgcznej. Jest to gtdéwne miejsce syntezy i sekrecji mleka. Od zewnetrznej
strony pecherzyk otoczony jest komdrkami mioepitelialnymi, ktére majg zdolno$é kurczenia

sie pod wptywem dziatania oksytocyny (Rysunek 1) [5-8].
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Rysunek 1. Budowa gruczotu piersiowego (opracowanie wtasne na podstawie [9])

Laktocyty w okresie laktacji s wysoko wyspecjalizowanymi komdrkami wydzielniczymi.
Ich cytoplazma jest wypetniona licznymi mitochondriami, rozlegta siateczka
Srodplazmatyczng i aktywnym aparatem Golgiego z pecherzykami wydzielniczymi
zawierajgcymi micele kazeinowe. Istniejg dwa gtéwne zrddta substancji wchodzacych w skfad
wydzielanego mleka. Syntetyzowane w laktocytach — sktadniki endogenne oraz sktadniki
egzogenne, gtdwnie pochodzgce z krwi. Do substancji endogennych, syntetyzowanych
w gruczole mlekowym, nalezg biatka mleka (gtéwnie kazeiny i biatka serwatkowe),
oligosacharydy i sktadniki odzywcze, takie jak laktoza, a takze lipidy, w tym trdjglicerydy
oraz biatka zwigzane z lipidami. Do sktadnikéw egzogennych transportowanych z surowicy
lub komérek podscieliska nalezg biatka surowicy (np.: albuminy, transferyna), hormony
(np.:insulina, prolaktyna, estrogen), immunoglobuliny (immunoglobulina M - IgM,
immunoglobulina E — IgE, wydzielnicza immunoglobulina A - sIgA [ang. Secretory
Immunoglobulin A], wydzielnicza immunoglobulina G — slgG [ang. Secretory Immunoglobulin

G]), cytokiny, lipaza lipoproteinowa, glukoza, aminokwasy i woda [5, 8, 10, 11].
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Prawidtowa laktacja rozpoczyna sie jeszcze w cigzy, od okoto 16 tygodnia cigzy i jest
to laktogeneza |. Pod wptywam estrogenu i progesteronu nastepuje dojrzewanie gruczotfu
mlekowego, co prowadzi do gromadzenia matych ilosci siary. Po narodzinach dziecka,
rozpoczyna sie laktogeneza Il. W wyniku spadku stezenia progesteronu nastepuje aktywacja
procesu wydzielniczego gruczotu mlekowego, a wydzielana prolaktyna i oksytocyna podczas
aktu karmienia piersia podtrzymuje synteze i wydzielanie mleka. Prolaktyna stymuluje
synteze mleka, natomiast oksytocyna odpowiada za jego wyptyw podczas karmienia piersig
[12, 13]. W pierwszym tygodniu po porodzie gruczof piersiowy wydziela siare (tac. colostrum)
— bogaty w sktadniki odzywcze pokarm, zawierajgcy wysokie stezenia przeciwciat i komorek
odpornosciowych. Laktogenezg lll rozpoczyna sie stabilizacja laktacji, ktéra ma miejsce
miedzy 7. a 14. dniem zycia noworodka. W tym czasie pojawia sie w mleko przejsciowe,
bedgce mieszankg siary i mleka dojrzatego. Po okoto 2 tygodniach rozpoczyna sie wydzielanie
mleka dojrzatego, ktdérego sktad jest stabilny, cho¢ badania potwierdzajg, ze ewoluuje
w kolejnych miesigcach po porodzie, wraz ze zmianami potrzeb dziecka, co podkresla

dynamiczng i adaptacyjng nature karmienia piersig [14, 15].

1.1.2 Sktad mleka kobiecego: makrosktadniki i mikrosktadniki oraz komponenty aktywne
biologicznie

Podstawowymi sktadnikami odzywczymi mleka kobiecego sg weglowodany, tfuszcze
oraz biatka, ktérych proporcje sg dopasowane do potrzeb zywieniowych karmionego dziecka
(Rysunek 2). Zawarto$¢ weglowodandw w mleku wynosi okoto 65-70 g/L, a ich gtéwnym
Zzrédtem jest laktoza. Stanowig podstawowe Zrédio energii, a osmolalno$é oraz stezenie
weglowodanow idealnie zaspokaja zapotrzebowanie energetyczne szybko rozwijajgcego sie
modzgu dziecka. Ponadto laktoza wspiera wchtanianie wapnia, zelaza i cynku. Wsréd
weglowodanow drugg grupg pod wzgledem ilosci sg oligosacharydy, wystepujgce w stezeniu
5-25 g/L, ktore petnig gtéwnie funkcje prebiotyczne i immunomodulacyjne [16, 17].

Ttuszcze stanowigce gtéwne Zrédto energii (okoto 45-55% wartosci energetycznej
mleka) i wystepujg w stezeniu Srednio 30-50 g/L. Lipidy mleka kobiecego zawierajg
tréjglicerydy, fosfolipidy, cholesterol oraz diugotaiicuchowe wielonienasycone kwasy
ttuszczowe, w tym kwas dokozaheksaenowy i arachidonowy, ktdre odgrywajg wazng role
w rozwoju moédzgu, siatkdwki oka i uktadu immunologicznego. Tiuszcz jest najbardziej

zmiennym makrosktadnikiem mleka kobiecego, ktorego $rednia warto$¢ waha sie od 21,6 g/L
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do 53,5 g/L i jest zalezna od: stopnia wypetnienia piersi, pory karmienia, okresu laktacji.
Jednym z czynnikdw wptywajacych na wahania zawartosci ttuszczéw jest ze stopnien
wypetnienia piersi. Stezenie ttuszczOw wzrasta wraz z postepem karmienia od 3,5 g/L przed
rozpoczeciem karmienia do 106 g/L po jego zakonczeniu [14, 18].

Biatko wystepuje w stezeniu okoto 14-25 g/L w siarze i wczesnym mleku, po czym spada
do 7-10 g/L w mleku dojrzatym. Nizsza zawartos¢ biatka w mleku kobiecym, w poréwnaniu
z mlekiem innych ssakéw, odzwierciedla wolniejsze tempo wzrostu wtasciwe dla gatunku
ludzkiego. W MK dominujg biatka serwatkowe (np. a-laktoalbumina, laktoferyna, lizozym,
immunoglobuliny) i kazeiny. Biatka mleka kobiecego cechujg sie wysoky biodostepnosciag
i zawierajg wszystkie niezbedne aminokwasy egzogenne, wptywajac na prawidtowy wzrost
i rozwdj niemowlat. Ponadto aktywne biatka MK o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, takie
jak laktoferyna i lizozym, zapewniajg ochrone przed infekcjami i stanami zapalnymi

oraz promujg homeostaze jelit [19, 20].

WEGLOWODANY TLUSZCZE BIALKA
7% 4% 1%

WODA 87-88

() ammin
Béoak vy x mm
| EL3

Rysunek 2. Odzyweczy i poza odzywczy sktad mleka kobiecego (opracowanie wtasne na podstawie przegladu literatury)

Mleko kobiece zawiera szeroki zakres mikrosktadnikéw, tj. wapn, fosfor, magnez, sdéd,
potas, zelazo, cynk, miedz i selen. Cho¢ stezenie niektorych pierwiastkdw (np. zelaza) jest
stosunkowo niskie, ich biodostepnos¢ pozostaje wysoka dzieki obecnosci czynnikdéw
transportowych, takich jak np. laktoferyna, ktéra wigze zelazo i utatwia jego wchtanianie.

Profil witamin obejmuje zaréwno witaminy rozpuszczalne w ttuszczach (A, D, E, K),
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jak i w wodzie (witamina C oraz witaminy z grupy B). Zawartos¢ niektorych witamin
i mineratéw, zwtaszcza witamin D i B12 oraz zelaza, moze zalezeé od stanu odzywienia matki
i jej diety [21].

Poza funkcjg odzywczg mleko kobiece zawiera liczne sktadniki aktywne biologiczne.
Bioaktywne skfadniki zywnosci to takie, ktére wptywajg na procesy biologiczne, a zatem majg
wptyw na funkcjonowanie organizmu. Wsrdd sktadnikéw bioaktywnych MK mozna wymienic
m.in.

a. przeciwciafa: gtéwnie wydzielnicza immunoglobulina A (slgA, ang. secretory
Immunoglobulin A) oraz wydzielnicza immunoglobulina G (slgG, ang. secretory
Immunoglobulin G),

b. czynniki wzrostu: naskérkowy czynnik wzrostu (EGF, ang. Epidermal Growth
Factor), insulinopodobny czynnik wzrostu | (IGF-1, ang. insulin-like growth
factor 1), insulinopodobny czynnik wzrostu Il (IGF-1l, ang. insulin-like growth
factor), naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF, ang. vascular
endothelial growth factor),

c. cytokiny (interleukiny: IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, intyerferon typu | i ll,
chemokiny) [22],

d. hormony (insulina, prolaktyna, estrogen, leptyna, grelina),

e. enzymy (laktaza, lipaza, proteaza),

f. mikrobiota (omdéwiono w rozdziale 1.2),

g. oligosacharydy (oméwiono w rozdziale 1.3)

h. laktoferyna (omoéwiona w rozdziale 1.4),

i. komorki krwi: leukocyty, komérki macierzyste, komorki T, makrofagi [23].

Wiekszos¢ sktadnikdw bioaktywnych (czynniki wzrostu, przeciwciata, cytokiny,
hormony, enzymy czy komorki jadrzaste) przenikajg bezposrednio z krwi matki, natomiast
oligosacharydy produkowane sg przez aparacie Golgiego w laktocytach. Bogactwo sktadnikéw
mleka kobiecego sprawia, ze MK uznawane jest w Srodowisku naukowym za zywag,
dynamiczng tkanke, zmieniajgca sktad podczas jednego karmienia, ale takie w czasie catej

laktacji [24, 25].
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1.1.3  Zmiennos¢ sktadu mleka kobiecego

Sktad mleka kobiecego ksztattowany jest przez wspétdziatanie czynnikéw genetycznych,
fizjologicznych oraz Srodowiskowych, a jego profil zmienia sie wraz z czasem trwania laktacji.
Czynniki matczyne wptywajgce na sktad mleka obejmujg diete, stan odzywienia, mase ciafa,
wiek, uwarunkowania genetyczne (np. status sekrecyjny determinujacy profil
oligosacharydoéw), stan zdrowia oraz mikrobiote matki. Czynniki sSrodowiskowe i fizjologiczne
obejmujg wiek cigzowy dziecka (np. mleko matek wczesniakdw ma wyisze stezenie biatka),
rytm dobowy, a takze stadium laktacji, czestotliwo$é karmien oraz réznice sktadu podczas
pojedynczego aktu karmienia. Sktad siary ulega znacznym zmianom podczas przejscia w mleko
dojrzate. Siara ma niska zawartos¢ laktozy, a bogata jest w biatko, immunoglobuliny i czynniki
immunomodulujgce [21]. Mleko dojrzate cechuje sie wzglednie stabilnym, usrednionym
profilem odzywczym, obejmujgcym okoto 7% laktozy, 3,5% ttuszczu oraz 1% biatka. Taki sktad
utrzymuje sie od okoto drugiego tygodnia po porodzie donoszonego noworodka do okoto 12.
miesigca zycia dziecka i obserwowany jest w populacjach na catym swiecie. Zmiany w sktadzie
odzywczym zachodzace w obrebie jednego karmienia obejmujg réznice pomiedzy mlekiem
poczatkowym, a koricowym. Frakcja poczatkowa zawiera relatywnie wiecej laktozy i mniej
ttuszczu, natomiast frakcja koricowa jest istotnie bogatsza w lipidy oraz wykazuje wyzsze
stezenie biatka [14, 18]. U matek w okresie przedtuzonej laktacji, czyli po okoto roku
od porodu, obserwuje sie kolejne istotne zmiany w sktadzie mleka. W tym czasie mleko
cechuje sie wzrostem zawartosci ttuszczu (Srednio do okoto 5%) i biatka (Srednio do 1,4%),
co odzwierciedla mechanizm adaptacyjny odpowiadajgcy zwiekszonemu zapotrzebowaniu

energetycznemu i budulcowemu rozwijajgcego sie dziecka [26, 27].

1.1.4 Znaczenie i korzysci karmienia piersig dla matki i dziecka

Karmienie piersig przynosi liczne korzysci zdrowotne zaréwno matce jak i dziecku.
W okresie bezposrednio poporodowym karmienie piersig u kobiety karmigcej stymuluje
wydzielanie oksytocyny, co sprzyja obkurczaniu macicy i zmniejsza ryzyko krwotoku
poporodowego. W dtuzszej perspektywie obserwuje sie obnizenie ryzyka raka piersi, raka
jajnika, cukrzycy typu 2, zespotu metabolicznego oraz chordb sercowo-naczyniowych.
Karmienie piersiag moze rowniez wspomagaé¢ powrdt do masy ciata sprzed cigzy poprzez
zwiekszony wydatek energetyczny zwigzany z produkcjg mleka [28, 29]. Z perspektywy

psychologicznej laktacja i bliski kontakt ,skora do skéry” sprzyja budowaniu wiezi
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emocjonalnej miedzy matkg a dzieckiem, a takie mogg zmniejsza¢ ryzyko depresji
poporodowej poprzez neurohormonalne dziatanie oksytocyny i prolaktyny. Oksytocyna,
okreslana jako ,,hormon wiezi”, odgrywa istotng role w ksztattowaniu relacji matka-dziecko
oraz w poprawie dobrostanu emocjonalnego zaréwno matki, jak i dziecka (Rysunek 3) [1, 30,

31].

) v Szybszy powrdt do formy sprzed cigzy
v'Szybsze obkurczanie macicy po porodzie i mniejsze ryzyko krwawier w czasie potogu
v'Nizsze ryzyko depresji poporodowej, budowanie silniejszej wiezi z dzieckiem
v Dlugoterminowo - nizsze ryzyko raka piersii jajnikdw, otyloéci, cukrzycy typu I,
nadcisnienia tetniczego

Matczyne

v'Wzmocnienie odpornoéci dzieki aktywnym skfadnikom mleka kobiecego (lg, HMQ,
mikrobiota)

v'Nizsze ryzyko infekcji uktadu pokarmowego, oddechowego oraz ucha srodkowego

v'Wsparcie trawienia w poczatkowym etapie laktacji

NIEF‘I"IDWIQCE ¥'Nizsze ryzyko naglej émierci (SIDS)

¥'Lepszy rozwdj uktadu szczekowo-twarzowego — prawidtowy rozwdj mowy
v'Lepszy rozwdj kognitywny

v'Lepszy rozwdj mikrobioty poprzez dostarczanie mikrobioty i HMO z mlekiem
L

Dzieciece | vWysisze poczucie bezpieczeristwa dziecka

v'Nizsze ryzyko otytosci, cukrzycy typu Il, zespotu metabolicznego
v'Nizsze ryzyko alergii, réwniez poprzez ksztaftowanie mikrobioty we wezesnym dziecifistwie
v'Niisze ryzyko chordb sercowo-naczyniowych

Dorostego

Rysunek 3. Korzysci ptyngce z karmienia piersig dla matki i dziecka od narodzin do dorostosci [32] (opracowanie wtasne)

Mleko kobiece dostarcza wszystkich niezbednych skfadnikéw odzywczych
w odpowiednich proporcjach oraz zawiera liczne substancje biologicznie aktywne wspierajgce
rozwdj uktadu odpornosciowego, pokarmowego i nerwowego dziecka. Karmienie piersig
odgrywa kluczowa role w budowaniu odpornosci wrodzonej i nabytej niemowlecia.

Dziecko rodzi sie z niedojrzatym uktadem immunologicznym, ktéry wymaga dalszego
rozwoju oraz odpowiedniego wsparcia w procesie ksztattowania prawidtowej odpowiedzi
odpornosciowej. Najliczniej wystepujgcymi przeciwciatami sg sekrecyjne immunoglobuliny

Ai G (slgA i slgG), ktére osiggajg najwyzisze stezenia w mleku poczatkowym — siarze.
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Przeciwciata te tworzg bariere ochronng na powierzchni bton $luzowych przewodu
pokarmowego i oddechowego, ograniczajgc adhezje patogendédw oraz ich translokacje.
Immunoglobuliny wykazujg bezposrednie dziatanie przeciwdrobnoustrojowe w jelitach,
wigzagc sie z toksynami bakteryjnymi, bakteriami i wirusami [33]. Ponadto, przeciwciata
produkowane przez matke w odpowiedzi kontakt z otaczajgcymi patogenami s3
przekazywane dziecku poprzez mleko wspierajgc jego odpornos¢ [34, 35].

Cytokiny, czynniki wzrostu oraz hormony sg biatkami regulujgcymi procesy biologiczne
takie jak stan zapalny, wzrost i rozwdj organizmu. Komérki jadrzaste w mleku kobiecym maja
réznorodne, swoiste funkcje. Makrofagi mleka kobiecego majg zdolnos¢ do réznicowania sie
w komérki dendrytyczne, ktdre pobudzajg aktywnos¢ limfocytdw niemowlecia. Dodatkowo,
limfocyty wydzielajg przeciwciata oraz cytokiny umozliwiajgce komunikacje miedzy
limfocytami. Ta zdolnos¢ zapewnia ochrone przed patogenami, jednoczesnie stymulujgc
rozwdj uktadu odpornosciowego niemowlecia. Skfad i wiasciwosci bioaktywnych sktadnikéw
nie s3 w petni poznane. Wciaz trwajg liczne badania w wielu osrodkach akademickich, by lepiej
poznad i zrozumie¢ sktad mleka kobiecego i jego wptyw na karmione dziecko [21-23, 36-39].

Laktoferyna jest biatkiem petnigcym liczne funkcje, m.in. wykazujac dziatanie
przeciwbakteryjne stanowigc pierwszg linie obrony przed patogenami [33, 40].
Oligosacharydy mleka kobiecego dziatajg jak prebiotyki, selektywnie stymulujgce wzrost
bakterii komensalnych i probiotycznych, gtéwnie z rodzaju Bifidobacterium. HMO petnig
funkcje receptoréw wabikowych (ang. decoy receptors), blokujgc wigzanie patogendw
z nabtonkiem bton $luzowych ukfadu pokarmowego dziecka [3]. Mikrobiota stanowi zywy
komponent MK, aktywnie kolonizujgc dostepng nisze bton sluzowych karmionego dziecka.
Transfer bakterii z mleka matki, wraz z prebiotycznym dziataniem HMO, sprzyja powstawaniu
mikrobioty o niskiej réznorodnosci, lecz wysokiej stabilnosci funkcjonalnej, co uznaje sie
za korzystny immunologicznie profil we wczesnym okresie zycia [41-44].

W licznych badaniach wykazano, ze dzieci karmione piersig rzadziej chorujg na infekcje
przewodu pokarmowego, zakazenia drog oddechowych, zapalenie ucha s$rodkowego
oraz choroby alergiczne. Dtugoterminowe korzysci dla dziecka obejmujg réwniez zmniejszone
ryzyko otytosci, cukrzycy typu 1 i 2, nadciSnienia tetniczego oraz niektérych chordb
autoimmunologicznych [18, 45, 46]. Karmienie piersig wigze sie z korzystnym wptywem
na rozwdj neurokognitywny, co czesciowo przypisuje sie obecnosci dtugotaricuchowych

wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (LC-PUFA, ang. long-chain polyunsaturated fatty
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acids), takich jak kwas dokozaheksaenowy (DHA, ang. docosahexaenoic acid) czy kwas

arachidonowy (ARA, ang. arachidonic acid) [45—-47].

1.1.5 Karmienie piersig w Polsce i na Swiecie

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) rekomenduje
wytgczne karmienie piersig przez pierwsze 6 miesiecy zycia dziecka, po czym kontynuacje
karmienia wraz z rozszerzaniem diety co najmniej do 2. roku zycia lub dituzej, zgodnie
z potrzebami matki i dziecka [32, 48]. Globalnie odsetek dzieci karmionych wyfgcznie piersig
do 6. miesigca zycia wynosi okoto 40-50%, przy czym obserwuje sie znaczne zrdznicowanie
regionalne. Najwyzsze wskazniki KP notuje sie w krajach Afryki Subsaharyjskiej i Azji
Potudniowej, natomiast najnizsze w krajach wysoko uprzemystowionych. W ujeciu globalnym,
karmienie piersig stanowi ratunek przed niedoborami zywieniowymi dzieci, a z drugiej strony
jest prewencjg przed otyloscia, co ma realne przetozenie na dobrostan dzieci,
a w konsekwencji  spoteczeistwa. Upowszechnienie  karmienia  piersia  zgodnie
z rekomendacjami WHO wspiera rozwdj dziecka oraz wigze sie z korzysciami ekonomicznymi
dla rodzin i spoteczenstwa, w tym z obnizeniem kosztow opieki zdrowotnej [32, 49-51].

W Polsce odsetek kobiet karmigcych piersig po porodzie jest stosunkowo wysoki —okoto
97% kobiet deklaruje che¢ karmienia piersig, a wiekszo$¢ z nich rozpoczyna karmienie
naturalne w pierwszych dobach zycia dziecka. Procent kobiet karmigcych wytgcznie piersia
wyraznie maleje w kolejnych miesigcach zycia niemowlecia. Szacuje sie, ze okoto 58% matek
kontynuuje karmienie piersig, jednak czesto ma ono charakter mieszany, z jednoczesnym
dokarmianiem mieszanka mlekozastepczg [52]. Nie ma doktadnych danych na temat dtugosci
karmienia piersig przez Polki, ale szacuje sie, ze okoto 30-40% niemowlat jest karmionych
wytgcznie piersig w wieku 3 miesiecy, natomiast w 6. miesigcu zycia odsetek ten spada
do kilku-kilkunastu procent. Gtéwnymi przyczynami przedwczesnego zakonczenia karmienia
piersig sg trudnosci laktacyjne — bél podczas karmienia, niewystarczajgca ilos¢ pokarmu oraz

niewystarczajgce profesjonalne wsparcie, czynniki spoteczne i zawodowe [53, 54].

1.2 Mikrobiota matki, dziecka i mleka kobiecego

Mikrobiota matki stanowi kluczowe Zrédio drobnoustrojéw uczestniczacych
w kolonizacji organizmu noworodka, a proces ten rozpoczyna sie juz w okresie

okotoporodowym i jest kontynuowany przez caty okres karmienia piersig. W ostatnich latach
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wykazano, ze mleko kobiece nie jest ptynem jatowym, lecz zawiera zréznicowang spotecznos¢
mikroorganizmdéw, obejmujacg miedzy innymi bakterie z rodzajow Streptococcus,
Staphylococcus, Bifidobacterium oraz bakterie kwasu mlekowego z rodziny Lactobacillaceae,
ktére moga uczestniczyé w ksztattowaniu mikrobioty przewodu pokarmowego i jamy ustnej
dziecka. Obecnie mikrobiota mleka kobiecego jest intensywnie badanym komponentem.
Niewatpliwe w pierwszych 6 miesigcach po narodzinach dziecka zachodzg najwieksze zmiany
w sktadzie mleka kobiecego, nie tylko w sktadzie odzywczym, ale takze w warstwie sktadnikow
czynnych biologicznie jak i mikrobiomie [55, 56]. Ostatnie badania, bazujgce
na sekwencjonowaniu nowej generacji, wskazujg na ,rdzen” mikrobioty mleka kobiecego,
w sktad ktérego wchodzg rodzaje: Staphylococcus, Streptococcus, Bifidobacterium,
Elizabethkingia, Variovorax, Flavobacterium, Pseudomonas,  Stenotrophomonas,

Brevundimonas, Chryseobacterium, Enterobacter oraz rodzina Lactobacillaceae [57].

1.2.1 Pochodzenie, sktad i zmiany mikrobioty mleka kobiecego

Pierwotne pochodzenie mikrobioty mleka kobiecego nie zostato jednoznacznie
wyjasnione, a dostepne dane wskazujg na jego wieloczynnikowy charakter. Zaproponowano
kilka hipotez dotyczacych potencjalnych Zrédet mikroorganizméw w mleku kobiecym
(Rysunek 4). W sktad mikrobioty MK wchodzg bakterie pochodzgce ze skéry matki oraz jamy
ustnej dziecka, ktére mogg przedostawac sie do gruczotu mlekowego drogg wstepujaca
i uczestniczy¢ w jego kolonizacji. Jednym z mechanizmdw tego procesu jest tzw. przeptyw
wsteczny $liny (ang. salivary backwash). Zjawisko to zachodzi podczas karmienia dziecka,
niewielka ilo$¢ sliny niemowlecia wraz z mlekiem cofa sie przez brodawke sutkowa
do przewoddéw mlecznych. W ten sposéb do gruczotu piersiowego mogg przedostawac sie
mikroorganizmy zaréwno ze skéry i brodawki matki, jak i z jamy ustnej oraz skéry dziecka [58,
59]. Inng proponowang hipotezg jest kolonizacja gruczotu piersiowego ,droga jelitowo-
piersiowg” (ang. “entero-mammary pathway”), zaktadajacg translokacje bakterii z jelit
do gruczotu piersiowego. W jelicie bakterie komensalne, szczegdlnie Bifidobacterium spp.,
Lactobacillaceae spp. oraz niektére Streptococcus spp., s3 wychwycone przez komérki uktadu
immunologicznego zwigzane z btong sluzowg (GALT — ang. gut-associated lymphoid tissue) tj.
monocyty, limfocyty i komodrki dendrytyczne. Komérki dendrytyczne wykazujg zdolnos¢
transportu bakterii przez nabtonek jelitowy za pomocg wypustek miedzy komérkowych, bez

koniecznosci klasycznej fagocytozy. Nastepnie komodrki immunologiczne migrujg droga

19



naczyn krwionosnych i limfatycznych, kierujgc bakterie do tkanki limfatycznej zwigzanej
z gruczotem piersiowym (MALT — ang. mammary-associated lymphoid tissue) oraz zrebu
i nabtonka przewoddéw mlecznych. W gruczole piersiowym bakterie sg uwalniane z komérek
immunologicznych i przeniesione do $wiatta przewoddéw mlecznych lub pozostajg zwigzane
z komdrkami np. leukocytami mleka. Proces ten ma miejsce w trakcie cigzy jak i laktacji,
umozliwiajgc kolonizacje dostepnych nisz w gruczole piersiowym. W ten sposdb, mikrobiota
jelita matki moze bezposrednio wptywaé na kolonizacje bton sluzowych dziecka karmionego
piersig [60—63]. Kolejna hipoteza zaktada kolonizacje ,, drogg ustno-piersiowg” (ang. “oro-
mammary pathway”), co wigze sie z obserwowanym podobieristwem mikrobiologicznym
siary do mikrobioty jamy ustnej dziecka. Mechanizm ten moze by¢ zblizony do ,,drogi jelitowo-
piersiowej”. Jednakze ze wzgledu na wieksze zainteresowanie badawcze koncepcja ,drogi
jelitowo-piersiowej”, hipoteza ,drogi ustno-piersiowej” jest rzadziej uwzgledniana
w badaniach [61, 62, 64]. Ksztattowanie mikrobioty mleka kobiecego to ztozony proces, ktory
rozpoczyna sie juz w trakcie trwania cigzy, a na ostateczny sktad wptywa wiele czynnikéw

matczyno-srodowiskowych (Rysunek 4).
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Rysunek 4. Hipotetyczne Sciezki transferu mikroorganizméw do gruczotu mlekowego kobiety. Droga 1. jelitowo-piersiowa, 2.
ustno-piersiowa, 3. przeptukiwanie wsteczne, 4. wymiana mikroorganizméw drogg kontaktu (opracowanie wtasne)

Mikrobiota siary charakteryzuje sie stosunkowo niskg réznorodnoscia, ale wysokim

udziatem bakterii o wtasciwosciach potencjalnie immunomodulujgcych, takich jak Weisella

spp., Leuconostoc spp.,
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oraz Lactobacillaceae spp. [65]. Co wiecej, badania Cabrera-Rubio i wspdtpracownikow
sugerujg, ze droga porodu wptywa na sktad mikrobiologiczny siary. U kobiet po porodzie
drogami natury obserwuje sie wyzszg zawartosciag bakterii Bifidobacterium spp.
i Lactobacillaceae spp., natomiast u kobiety po cieciu cesarskim stwierdza sie odmienny profil
mikrobiologiczny, z wiekszym udziatem bakterii skérnych z rodzaju Staphylococcus [66].
Pierwsze dni karmienia piersig odgrywajg kluczowa role w inicjacji kolonizacji przewodu
pokarmowego noworodka oraz w ksztattowaniu wczesnej odpowiedzi immunologicznej [67,
68]. W fazie mleka przejsciowego (2—4 tydzien laktacji) obserwuje sie wzrost réznorodnosci
mikrobiologicznej w mleku oraz stopniowe zmiany w strukturze spotecznosci bakteryjnych.
Badania wskazujg na zwiekszony udziat bakterii z rodzajéw Bifidobacterium i Veillonella,
a takze tych zwigzanych z jama ustng oraz skdrg — Staphylococcus spp i Streptococcus spp [69,
70]. Mleko dojrzate cechuje sie wzglednie stabilng, cho¢ nadal dynamiczng mikrobiotg. W tym
okresie obserwuje sie dalsze przesuniecie w kierunku mikrobioty zwigzanej z jama ustng
i skorg. Dominujgcymi rodzajami sg Streptococcus, Staphylococcus, Prevotella, Veillonella,
Lactobacillus i Leptotrichia [71]. Mleko dojrzate zawiera okoto 10° jtk/mL (jtk — jednostek
tworzgcych kolonie) bakterii, reprezentujgcych okoto 121 gatunkéw, m.in. Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium dentium, Lactobacillus rhamnosus
i Staphylococcus epidermidis oraz w mniejszym stopniu Escherichia coli, Tyzzerella nexilis,
Eggerthella lenta, Ruminococcus torques i Roseburia intestinalis [72, 73]. Nalezy jednak
podkresli¢, ze pod pojeciem mleko dojrzate moze kry¢ sie dtugi okres laktacji, w czasie ktérego
na sktad mikrobioty wptywajg czynniki srodowiskowe, zdrowie matki i dziecka, rozszerzenie
diety niemowlecia i.in. Zmiany mikrobioty mleka w trakcie laktacji majg istotne znaczenie
dla zdrowia dziecka, wptywajac na dojrzewanie organizmu oraz zmniejszajac ryzyko rozwoju
choréb alergicznych i metabolicznych. Zrozumienie tych dynamicznych proceséw moze
w przysztosci przyczynié sie do lepszego wsparcia zywienia niemowlgat, zwtaszcza w sytuacjach

klinicznych.

1.2.2 Sktad, pochodzenie i rozwdj mikrobioty dziecka

Ksztattowanie i sktad mikrobioty u nowonarodzonego dziecka jest scisle zwigzane
z matczyng mikrobiotg, a ta zalezna jest od szeregu czynnikdéw, takich jak: wiek matki, stan
zdrowia, styl zycia, dieta, stosowanie antybiotykow czy S$rodkéow dezynfekujgcych

w otoczeniu. Juz w srodowisku in utero ksztattujgcy sie ptéd ma kontakt z mikroorganizmami
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(m.in. z typu Firmicutes, Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroidetes czy Fusobacteria), ktére
w przysztosci bedg wchodzi¢ w skfad jego wiasnej mikrobioty [74-76]. Po urodzeniu,
w mikrobiocie jamy ustnej noworodka dominujg bakterie z rodziny Streptococcaceae,
Staphylococcaceae, Gemellaceae, Pasteurellaceae i Lactobacillaceae [77, 78]. KP sprzyja
namnazaniu korzystnych bakterii, takich jak: Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis,
Bifidobacteria spp. czy Lactobacilliaceae spp., ktore wspierajg utrzymanie rownowagi
mikrobiologicznej oraz petnig funkcje ochronng przed patogenami. Poczatkowy sktad
mikrobioty bton $luzowych dziecka zalezy od sposobu narodzin. Dzieci urodzone drogami
natury wykazujg bardziej ztozong mikrobiote, z liczniejszym udziatem rodzaju Lactobacillus
w pordéwnaniu z dzie¢mi urodzonymi drogg ciecia cesarskiego [79, 80]. Poréd drogami natury
bedzie zwigzany z kolonizacjg dziecka bakteriami drég rodnych i okolic, m.in. z rodzajow
Lactobacillus oraz Prevotella. Poréd droga ciecia cesarskiego ogranicza kontakt fizyczny
dziecka z matkg, nie ma miejsca przechodzenie przez kanat rodny matki, co naraza dziecko
na kolonizacje szpitalnymi mikroorganizmami Srodowiskowymi oraz mikrobiotg skérng matki
i personelu medycznego. Badania naukowe wskazujg na mniejszg roznorodnosé mikrobioty
jelitowej u dzieci urodzonych cieciem cesarskim w pierwszych dniach zycia. Co wiecej, u dzieci
po cieciu cesarskim rzadziej wystepujg bakterie z rodzajéw Bifidobacterium i Bacterioides,
przy jednoczesnym czestszym wystepowaniem bakterii z rodzaju Clostridioides w mikrobiocie
jelitowej. Natomiast praca przeglagdowa Steward i wsp. wynika, ze KP wptywa na obecno$é
Bifodobacterium spp. w przewodzie pokarmowym karmionego piersig dziecka na kazdym
etapie karmienia piersig [73]. Takie bogactwo pre- i probiotyczne sprawia, ze wytgczne
karmienie mlekiem kobiecym moze zniwelowac zubozenie mikrobiologiczne po porodzie
drogg ciecia cesarskiego, jak réwniez po okresie karmienia dziecka preparatami zastepujgcymi
mleko kobiece, lub w sposéb mieszany [81, 82].

Rdéznice w skfadzie mikrobioty z czasem zmniejszajg sie, jednakze heterogenicznosé
mikrobioty ze wzgledu na rodzaj porodu moze utrzymywac sie nawet do 12 miesiecy zycia
dziecka [83-87]. Po narodzinach poczatkowy sktad mikrobiologiczny bton $luzowych jamy
ustnej dziecka zdominowany jest bakterie z rodzaju Streptococcus i Staphylococcus.
W kolejnych miesigcach kolonizacja bton sluzowych niemowlecia coraz silniej zwigzana jest
z czynnikami $rodowiskowymi. Stanowig one przede wszystkim sposéb karmienia, szeroko

pojety stan zdrowia matki i dziecka, stosowanie antybiotykdw, obecnos¢ zwierzat
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i rodzenstwa w otoczeniu dziecka, jak réwniez sposdb sprawowania opieki — domowa
(indywidualna) czy w placéwce opiekunczej (np. ztobki) [76, 88-91].

W okresie niemowlecym sktad mikrobiologiczny bton sluzowych jamy ustnej wzbogaca
sie o kolejne gatunki mikroorganizmdéw, a badania naukowe wskazuja na wzrost
réznorodnosci od narodzin do szdéstego miesigca zycia, co moze stanowié krytyczny okres dla
rozwoju mikrobioty niemowlecia. Od rozpoczecia drugiego poétrocza, wraz z rozszerzaniem
diety oraz wiekszej mobilnosci dziecka, mikrobiota jest coraz intensywnej wzbogacana
o mikroorganizmy pochodzace ze $srodowiska. Proces jej ksztattowania trwa kolejne lata,
a po uptywie okoto 3. roku zycia stabilizuje sie i przypomina mikrobiote osoby dorostej [92—

94].
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Rysunek 5. Schematyczne przedstawienie rozwoju mikrobioty u dzieci w pierwszych latach zycia, z uwzglednieniem zmian
dominujgcych rodzajow bakterii oraz wzrostu réznorodnosci alfa i beta (rysunek na podstawie [95], z wtasnymi
modyfikacjami)

Réznorodnosé mikrobiologiczng ocenia sie za pomocg wspdtczynnikow alfa i beta
(Rysunek 5). Wspdtczynnik réznorodnosci alfa mowi o zréznicowaniu mikrobioty u jednego
osobnika (dziecka) w konkretnym momencie. W okresie noworodkowym do okoto széstego
miesigca zycia dziecka fizjologicznie wystepuje niski wspoétczynnik alfa, po czym nastepuje
gwattowny wzrost, ktéry stabilizuje sie okoto 2—-3 roku zycia. Wspodtczynnik réznorodnosci
beta opisuje réznice mikrobioty miedzy osobnikami (dzie¢mi) w tym samym wieku lub u tej
samej osoby, ale w réznym czasie. We wczesnym okresie zycia wystepuje bardzo duza
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réoznorodnosé pomiedzy poszczegdlnymi dzie¢mi, poniewaz mikrobiota osobnicza zalezna jest
od indywidualnych czynnikéw srodowiskowych. Z czasem wspdtczynnik beta maleje miedzy
dzie¢mi, az w trzecim roku zycia sktad mikrobioty dzieci jest podobny do sktadu dorostych
i charakteryzuje sie gtéwnie dwoma gtdwnymi typami: Bacteroidetes i Firmicutes.
Réznorodnosé alfa i beta razem stanowig ogdlng réznorodnos¢ lub heterogenicznosé
mikrobiologiczng badanych zbiorowisk [61, 75, 96]. Rysunek 4 przedstawia ogdlne zmiany

w sktadzie mikrobioty rosngcego dziecka z uwzglednieniem zmian réznorodnosci alfa i bata.

1.2.3  Znaczenie mikrobioty dziecka

Mikrobiota jamy ustnej i bton sluzowych jelit nowonarodzonego dziecka ma istotne
znaczenie dla zdrowia rozwijajacego sie organizmu. Oprdocz wyzej opisanej funkcji ochronnej
przed czynnikami patogennymi, bakterie jelitowe majg umiejetnos¢ syntezy waznych
dlazdrowia molekut. Szczegdlne znaczenie w tym procesie przypisuje sie bakteriom
probiotycznym, zwtaszcza z rodzaju Bifidobacterium oraz Lactobacillus [75, 97, 98].
Probiotyczne bakterie jelitowe sg zdolne do fermentacji HMO, wytwarzajgc przy tym
krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA, ang. Short-chain fatty acids). W sktad SCFA
wchodzg m.in. kwas octowy (C2), kwas propionowy (C3), kwas mastowy (C4), kwas
izomastowy (iC4), kwas 2-metylomastowy (mC4), kwas walerianowy (C5) i kwas
izowalerianowy (iC5). SCFA odgrywaja istotng role w dojrzewaniu bariery jelitowej i ochronie
przed patogenami. Stanowig réwniez mediatory komunikacji miedzy mikrobiotg jelitows,
uktadem odpornosciowym a osrodkowym uktadem nerwowym. Poprzez modulacje
odpowiedzi immunologicznej wptywajg na utrzymanie réwnowagi miedzy odpowiedzig pro-
i przeciwzapalng, a takze indukujg rdéznicowanie limfocytow T regulatorowych.
W konsekwencji  dziatania te wspierajg ksztattowanie adekwatnej odpowiedzi
immunologicznej, co ma istotne znaczenie w kontakcie rozwoju mtodego organizmu i jego

uktadow fizjologicznych [99-103].
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Rysunek 6. Wptyw karmienia piersig na ksztattowanie mikrobioty jamy ustnej i przewodu pokarmowego niemowlecia
(opracowanie wtasne na podstawie przegladu literatury)

Wczesny rozwdj mikrobioty jelitowej ma szczegdlne znaczenie dla zdrowia
w pdzniejszych etapach zycia. Karmienie piersig wspiera prawidtowa kolonizacje jamy ustnej
i przewodu pokarmowego niemowlecia, co wigze sie ze zmniejszonym ryzykiem infekcji
oraz nizszg predyspozycjg do prochnicy, otytosci, schorzen sercowo-naczyniowych, choréb
o podfozu zapalnym, alergicznym i autoimmunologicznym [92-94, 104]. Dodatkowo,
mikrobiota jelitowa uczestniczy w regulacji osi jelito-mdzg, co sugeruje istnienie
potencjalnego zwigzku pomiedzy wczesnym sposobem zywienia a rozwojem funkcji
neuropsychicznych (Rysunek 6) [105-107].

Jakosciowe badania opisujgce dtugoterminowe zmiany mikrobioty oraz wptyw
czynnikdw zewnetrznych sg nieliczne lub obarczone istotnymi ograniczeniami
metodologicznymi [73, 94, 108]. W zwigzku z tym istnieje potrzeba pogtebienia wiedzy
na temat dtugoterminowych czynnikdw ksztattujgcych mikrobiote oraz jej wptyw na zdrowie

rozwijajgcego sie organizmu.

1.2.4 Wptyw sposobu zywienia i podawania pokarmu na mikrobiote bton sluzowych
niemowlecia

Jama ustna, obok jelit stanowi jedno z najbogatszych w mikroorganizmy siedlisk
ludzkiego  organizmu. Ksztattowanie mikrobioty jest procesem dynamicznym,

rozpoczynajgcym sie we wczesnym okresie zycia i zaleznym od wielu czynnikow. Wsréd nich
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szczegblne znaczenie przypisuje sie wczesnym praktykom zywieniowym. Wczesne praktyki
zywieniowe to sposob podawania pokarmu — karmienie piersig, karmienie mlekiem kobiecym
butelka, karmienie mieszane lub karmienie preparatami zastepujgce mleko kobiece (PZMK),
a w dalszej perspektywie, rozszerzenie diety niemowleciu [77]. Dostepne badania wskazuja,
ze dzieci karmione piersig wykazujg wyzsze wskazniki réznorodnosci mikrobiologicznej jamy
ustnej w poréwnaniu do dzieci karmionych PZMK [108, 109].

W jamie ustnej u dwumiesiecznych dzieci karmionych piersig w poréwnaniu z dzieémi
karmionymi PZMK obserwuje sie wiekszg obecnos¢ bakterii z rodzaju Streptococcus i mniejszg
liczebnos¢ bakterii z rodzaju Veillonella [77, 109, 110]. W wieku trzech miesiecy, bakterie
z rodzaju Lactobacillus obserwuje sie wytgcznie u dzieci karmionych wyfacznie lub czesciowo
piersig [109, 111]. Badanie Butler i. in. wskazuje istotnie wyzszg réznorodnos¢ bakteryjna
u dwumiesiecznych niemowlat karmionych PZMK, zwigzang ze zwiekszong liczebnoscig
bakterii z rodzaju Veillonella i gatunkdw z typu Bacteroidetes w poréwnaniu z niemowletami
karmionymi piersig. Réznice te, prawdopodobnie odzwierciedlajg role pro- i prebiotyczng
mleka matki w selekcji mikroorganizmoéw zasiedlajgcych jame ustng we wczesnym okresie
zycia [97, 111]. Bakterie z rodzaju Streptococcus (w szczegdlnosci Streptococcus salivarius
i Streptococcus mitis), dominujgce u dzieci karmionych mlekiem kobiecym, sg uwazane
za korzystne dla zdrowia gospodarza. Wynika to z ich wifasciwosci immunomodulujgcych
oraz zdolnosci do ograniczania kolonizacji drobnoustrojow patogennych. Ponadto obecno$é
Lactiplantibacillus  plantarum, Lactobacillus  gasseri i Limosilactobacillus  vaginalis
w mikrobiocie jamy ustnej dziata hamujgco na selekcje i wzrost bakterii préchnicznych

Streptococcus mutans (Rysunek 7) [111, 112].
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Rysunek 7. Wptyw sposobu karmienia na kolonizacje karmionego dziecka na wczesnym etapie zycia (opracowanie wtasne
stworzone na bazie przegladu literatury)

Mikrobiota jamy ustnej dzieci karmionych wyfgcznie PZMK charakteryzuje sie
zmniejszong réznorodnoscia mikrobiologiczng oraz zwiekszong kolonizacjg bakterii
potencjalnie patogennych, tj. Staphylococcus aureus czy z rodzaju Enterobacteriaceae.
Rdznice te prawdopodobnie odzwierciedlajg role pro- i prebiotyczng mleka matki w selekgji
mikroorganizmow zasiedlajgcych jame ustng we wczesnym okresie zycia. Zjawisko to moze
wigzaé sie takze z rdinicami w zawartosci oraz pochodzenia sktadnikow bioaktywnych
wzgledem mleka kobiecego. W przypadku karmienia mieszanego, mikrobiota jamy ustnej
wykazuje cechy posrednie — wystepujg zarowno bakterie charakterystyczne dla dzieci

karmionych piersig jak i typowych dla dzieci karmionych PZMK [113, 114].

1.3 Oligosacharydy w mleku kobiecym

Oligosacharydy (od greckiego OAiyog oligos, ,kilka” i ocdkyxap sacchar, ,cukier”)
to krotkotaricuchowe polimery sacharydéw, zbudowane zazwyczaj 3-22 podjednostek
monosacharydéw. Aktualne badania wskazujg, ze HMO stanowig trzeci pod wzgledem ilosci
sktadnik mleka kobiecego (po laktozie i ttuszczach), osiggajac stezenie 5-25 g/L. Stezenie HMO
zmienia sie w zaleznosci od etapu laktacji. W siarze osigga najwyzsze wartosci i wynosi okoto
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20-25 g/L (srednio 9-22 g/L). W mleku dojrzatym obniza sie do 8-19 g/L ($srednio 10-15 g/L),
natomiast po 6 miesigcach laktacji spada do okoto 4—6 g/L. Mleko kobiet, ktére urodzity dzieci
przedwczesnie wykazuje wyzszg koncentracje HMO niz mleko matek, ktére urodzity o czasie
[115]. Szacuje sie, ze donoszone niemowle spozywajgce okoto 800 mL mleka kobiecego
dziennie przyjmuje przecietnie okoto 10 g HMO na dobe [43]. Wykazano ponadto, ze mleko
kobiece zawiera od 100 do 1000 razy wieksze stezenie oligosacharydéw w pordéwnaniu

z mlekiem pochodzgcym od innych ssakéw [44].

1.3.1 Budowa i znaczenie oligosacharydéw mleka kobiecego

W wyniku intensywnego rozwoju badan z zakresu glikomiki dotychczas
scharakteryzowano ponad 200 odrebnych struktur HMO. Oligosacharydy mleka kobiecego
sktadajg sie z 5 podstawowych cukrowych komponentéw budulcowych wystepujacych
w heterogenicznych sekwencjach i orientacjach. Sa to: galaktoza (Gal), glukoza (Glc),
N-acetyloglukozamina (GIcNAc), fukoza (Fuc) i pochodna kwasu sjalowego (Sia) — kwasu
N-acetyloneuraminowego (NeuAc) [116, 117].

Oligosacharydy mleka kobiecego sg zbudowane na szkielecie laktozy, ktéry ulega
dalszym modyfikacjom poprzez przytaczanie reszt fukozy, N-acetylolaktozaminy lub/i kwasu
sjalowego. Po przytaczeniu do laktozy fukozy na korcu Gal w wigzaniu al-2 powstaje
2'-fukozylolaktoza (2°-FL), natomiast dotgczenie Fuc na koncu redukujagcym Glc w wigzaniu
al-3 tworzy 3-fukozylolaktoze (3°-FL) (Rysunek 8 A). Inng opcja modyfikacji laktozy jest
wydtuzenie konica redukujgcego Gal poprzez dodanie N-acetylolaktozaminy (GalB1-3GIcNAc
lub GalB1-4GIcNAc) potaczonej wigzaniem B1-3 lub B1-4. Powstaje wowczas odpowiednio
lakto-N-tetraoza (LNT) lub lakto-N-neotetraoza (LNnT) (Rysunek 8 B). Alternatywnie laktoze
mozna zmodyfikowa¢ poprzez wiaczenie kwasu sjalowego na terminalnym koncu Gal
w wigzaniu a2-3 lub a2-6, tworzac odpowiednio 3'-sjalilolaktoze (3'-SL) i 6'-sjalilolaktoze (6'-
SL) (Rysunek 8 C). Efektem tych modyfikacji jest podziat HMO na trzy kategorie:

1. neutralne fukozylowane,
2. neutralne,
3. sjalizowane.

Gtéwnymi oligosacharydami w mleku kobiecym sg neutralne fukozylowane HMO

stanowigce 50-70% ogdlnej frakcji. Neutralne stanowig 20-35%, a sjalowane 10-15%

wszystkich oligosacharyddéw mleka kobiecego [118].
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Rysunek 8. Podstawowe struktury oligosacharydéw (na podstawie [118] z wtasnymi modyfikacjami)

HMO Woykazujg réznorodne witasciwosci zalezne od struktury i budowy [119]. S3
to wiagzki w duzej mierze oporne na trawienie w przewodzie pokarmowym niemowlecia.
Jedynie ok. 1% HMO jest wchtaniana do krwiobiegu, podczas gdy reszta jest metabolizowana
przez bakterie jelitowe lub wydalana z katem [120]. HMO stuzg gtédwnie jako funkcjonalny
prebiotyk, stymulujgc wzrost niektérych korzystnych szczepdw bakterii, takich jak
Bifidobacterium infantis [42], co sprzyja utrzymaniu réwnowagi mikrobioty jelitowe;.
Obecnos¢ w mleku oligosacharydéw wspiera dojrzewanie bariery jelitowe] dziecka,
zmniejszajac ryzyko chordb zapalnych jelita ograniczajg kolonizacje patogendéw [116, 117].
HMO wykazujg podobienstwo strukturalne do glikokaliksu nabtonka jelitowego, ktéry stanowi
miejsce przyczepiania sie wielu patogendéw do Sciany jelita. Dzieki temu mikroorganizmy
chorobotwércze wigzg sie z HMO zamiast z komdrkami nabtonka. Nastepnie s3 usuwane
z organizmu wraz z trescig pokarmowa, nie powodujac zakazenia. Badania naukowe wykazujg
zmniejszenie ryzyka czestos$ci wystepowania biegunki zwigzanej z infekcjg Caplylobacter spp.
u dzieci karmionych piersig [121-124]. Norowirusy i rotawirusy sg przyktadami patogendw,
ktore wykorzystujg glikany glikokaliksu nabtonka jelitowego do adhezji i zakazenia,
w analogicznym mechanizmie co patogeny bakteryjne. Oligosacharydy mleka kobiecego
mogg dziata¢ jako receptory-wabiki, ograniczajgc wigzanie wiruséw do komédrek gospodarza

i zmniejszajgc ryzyko infekcji u niemowlat karmionych piersig [124].
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Oligosacharydy mleka kobiecego majg réwniez zdolnos¢ modulowania uktadu
immunologicznego dziecka. Obecny w Swietle jelita lipopolisacharyd bakteryjny (LPS) moze
aktywowac komorki uktadu immunologicznego, tj. limfocyty o makrofagi indukujac produkcje
cytokin i nasilajac reakcje zapalng, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do uszkodzenia btony
Sluzowej jelita. Wykazano, Zze sjalilowane HMO ograniczaja te odpowiedZ poprzez

zmniejszenie ekspresji cytokin prozapalnych — IL-18 i IL-6 [117, 125].

1.3.2  Zmiennos¢ sktadu oligosacharyddéw w mleku kobiecym

Dotychczasowe badania wykazaty indywidualne rdznice w stezeniu oraz profilu
oligosacharydéw mleka kobiecego, ktére nie wynikaja wytacznie z etapu laktacji. Na ich
zroznicowanie wptywa wiele czynnikdw matczynych i okotoporodowych, ale takze czynniki
demograficzne i Srodowiskowe. Wsrdd najistotniejszych wymienia sie: rase, pochodzenie
etniczne, region geograficzny zamieszkania czy pory roku. Ponadto profil HMO moze by¢
modulowany przez diete matki, jej stan fizjologiczny, liczbe przebytych porodéw, wiek
cigzowy noworodka oraz sposéb zakoniczenia cigzy (poréd drogami natury lub ciecie
cesarskie) [119, 126]. Ponadto istotnym czynnikiem determinujgcym sktad oligosacharydéw
mleka kobiecego, jest profil genetyczny matki zwigzany ze statusem sekrecyjnym oraz fenotyp
grupy krwi. System antygendw Lewisa stanowi ludzki uktad grup krwi uwarunkowany przez
geny zlokalizowane na chromosomie 19: w regionie 19p13.3 (gen FUT3, ang.
fucosyltransferase 3, okreslany jako gen Lewisa — Le) oraz 19q913.3 (gen FUT2, ang.
fucosyltransferase 2, tzw. gen sekrecyjny — Se). W zaleznosci od aktywnosci genéw FUT2
i FUT3 wyrdznia sie cztery gtéwne fenotypowe wzorce HMO: Se*le*, Se Le*, Se*le”
oraz Se"Le”. Oba geny ulegajg ekspresji w komdrkach nabtonka gruczotu mlekowego. Allele
dominujgce gendéw kodujgcych fukozylotransferazy (FUT) determinujg synteze
funkcjonalnych enzymoéw o zachowanej aktywnosci biologicznej. Allele recesywne s3
niefunkcjonalne, co prowadzi do braku lub istotnego obnizenia aktywnosci enzymatyczne;j.
Szacuje sie, ze okoto 20% kobiet wykazuje brak funkcjonalnej aktywnosci enzymu FUT2
(fenotyp niesekrecyjny). Skutkuje to wytwarzaniem mleka o obnizonej zawartosci niektérych
oligosacharydéw, w szczegdlnosci pozbawionego struktur al,2-fukozylowanych, takich jak
2'-fukozylolaktoza (2'FL) oraz lakto-N-fukopentaoza | (LNFP I) [127-129].

llosciowe i jakosciowe oznaczanie oligosacharydéw mileka kobiecego stanowi istotne

wyzwanie analityczne ze wzgledu na ich znaczng zmienno$é¢ biologiczng, zardwno
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miedzyosobniczg, jak i wewnatrzosobniczg. Dodatkowym utrudnieniem analiz jest wysoka
ztozonosc sktadu mleka kobiecego oraz skomplikowana struktura tych zwigzkéw oraz szeroki
zakres stezen poszczegdlnych komponentéw. Niemniej jednak obiecujgce perspektywy dla
pogtebienia wiedzy na temat HMO stwarzajg badania z zakresu glikomiki. Sg to analizy oparte
na zaawansowanych technikach spektrometrii mas, w szczegdlnosci sprzezonych
z wysokosprawng chromatografiag cieczowg (LC-MS, ang. liquid chromatography-mass
spectrometry), ktére umozliwiajg coraz bardziej precyzyjng charakterystyke jakosciowa

i ilosciowg profilu HMO [130].

1.4 Laktoferyna w mleku kobiecym

Laktoferyna (lub laktotransferyna, LF, ang. lactoferrin) to glikoproteina o barwie
od czerwonej do tososiowo-rézowej z rodziny biatek transferyn bedgca nosnikiem
i magazynem jonow zelaza. Najwyzsze stezenie osigga w siarze i wynosi 5-7 g/L, w mleku
dojrzatym spada do 1-3 g/L. Niemniej jednak wysokie stezenie laktoferyny w mleku sprawia,
ze jest drugim po kazeinie najczesciej wystepujgcym biatkiem mleka kobiecego, stanowigc
okoto 20% wszystkich biatek [131, 132]. Glikoproteina ta jest wydzielana przez komorki
nabtonkowe bton Sluzowych, co sprawia, ze jest powszechnie wystepujgcym biatkiem, nie
tylko w mleku kobiecym. Obecnos¢ LF wykazano w licznych wydzielinach bton $luzowych,
tj. tzach, S$linie, wydzielinie pochwowej, nasieniu, wydzielinie nosowej i oskrzelowej

oraz ptynach zotgdkowo-jelitowych [133, 134].

1.4.1 Budowa chemiczna i znacznie laktoferyny

Laktoferyna zostata po raz pierwszy zidentyfikowana w 1939 roku w mleku krowim,
natomiast jej izolacji dokonano w 1960 roku. Od tego czasu obserwuje sie dynamiczny rozwdj
badain nad tym biatkiem, czego efektem jest poznanie szerokiego spektrum funkcji
biologicznych. Laktoferyna jest glikoproteing o masie czgsteczkowej wynoszgcej okoto 80 kDa,
zbudowang z ponad 700 reszt aminokwasowych [135]. Punkt izoelektryczny LF wynosi 8,0—
8,5, co oznacza, ze przy fizjologicznym pH 7,4 jest natadowana dodatnio [136]. W 1984 roku
szczegbtowo scharakteryzowano strukture molekularng oraz sekwencje aminokwasowa
ludzkiej laktoferyny. Czasteczka laktoferyny zbudowana jest z dwdch ptatow o zblizonej

konformacji przestrzennej. Kazdy z ptatéw zawiera specyficzne miejsce wigzania jondw zelaza
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(Fe3*), zlokalizowane w szczelinie pomiedzy dwoma poddomenami (Rysunek 9). Stabilizacje
kompleksu zapewnia anion towarzyszacy, najczesciej weglanowy (COs?). Laktoferyna ma
odwracalng zdolnos¢ wigzania jonéw Zzelaza, a tréjwymiarowa konformacja LF zmienia sie
zaleznie od wystepowania zwigzanego zelaza w czasteczce. Przytgczenie do LF jondw zelaza
powoduje zmiane budowy przestrzennej czasteczki z formy otwartej (apo-laktoferyna)
do formy zamknietej (holo-laktoferyna). Forma holo-laktoferyny zwieksza stabilnosé

czgsteczki oraz jej odporno$é na proteolize [134, 136, 136, 137].

Miejsce wigzania jondw Fe3*

Rysunek 9. Tréjwymiarowa struktura laktoferyny zwigzana z jonem zelaza — pomaranczowa kulka w centrum obu ptatéw
laktoferyny (modyfikacja na podstawie [137])

Specyficzna budowa czgsteczki laktoferyny wykazujgca wielokierunkowg aktywnos¢
biologiczng oraz wysokie stezenia mleku kobiecym sprawia, ze LF stanowi jeden z kluczowych
sktadnikdw biatkowych MK. LF wykazuje znaczng odpornosci na degradacje proteolityczng
w przewodzie pokarmowym dziecka karmionego mlekiem kobiecym. Potwierdza to obecnos¢

biologicznie aktywnej, niezmienionej formy LF w stolcu noworodkdw i niemowlat. Jako jeden
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z kluczowych czynnikéw immunologicznych mleka kobiecego, LF odgrywa istotng role
w ochronie dziecka przed zakazeniami wykazujgc liczne mechanizmy
przeciwdrobnoustrojowe, immunomodulujgce i przeciwzapalne [135, 138, 139]. Jednym
z takich mechanizmow jest wigzanie jondw zelaza w ognisku zakazenia przez LF, co ogranicza
dostepnos¢ tego pierwiastka dla bakterii patogennych. Prowadzi to do zahamowania
namnazania sie mikroorganizmoéw poprzez efekt bakteriostatyczny. Innym mechanizmem jest
bezposrednie oddziatywanie czasteczki LF z patogenem. Dodatnio natadowane reszty
aminokwasowe obecne w strukturze laktoferyny mogag oddziatywaé elektrostatycznie
z ujemnie natadowanymi sktadnikami powierzchniowymi drobnoustrojow. Przyktadami
takich struktur sg kwas lipotejchojowy, lipopolisacharydy czy inne anionowe komponenty
Sciany komorkowej bakterii, a takze struktury powierzchniowe wiruséw, grzybdow
i pasozytow. Interakcje te prowadzg do destabilizacji integralnosci bton i Scian komérkowych
patogendéw, zwiekszajgc ich podatnosé na uszkodzenia oraz powodujac lize komérkows,
m.in. poprzez nasilenie dziatania enzymoéw hydrolitycznych, takich jak lizozym [137, 140, 141].
Z drugiej strony badania in vitro sugerujg korzystny wptyw LF na wzrost Bifidobacterium,
stymulujac wzrost tych probiotycznych bakterii, natomiast w badaniach in vivo, nie wykazano

jednoznacznie takiego efektu [138].
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2 CEL PRACY

Badania nad mlekiem kobiecym majg istotne znaczenie naukowe, kliniczne i spoteczne,
odgrywajac kluczowg role w rozwoju wiedzy z zakresu zywienia i zdrowia niemowlat. Badania
poszczegdlnych sktadnikdw oraz ich funkcji pozwalajg lepiej zrozumie¢ mechanizmy
odpowiedzialne za ochronne dziatanie karmienia piersig, a takze stanowi podstawe
do opracowywania strategii zywieniowych stosowanych we wczesnym okresie zycia.
Na etapie projektowania niniejszego badania stwierdzono luke badawczg dotyczaca
wzajemnych zaleznos$ci pomiedzy sktadem mikrobiologicznym a zawartoscia oligosacharydow
oraz laktoferyny, a takie wptywu tych sktadnikdéw na kolonizacje jamy ustnej dziecka
karmionego piersig. Stad wydaje sie, ze przedstawione badanie stanowi cenne uzupetnienie
dostepnej literatury, poniewaz tgczy ocene mikrobiologiczng zardwno mleka, jak i jamy ustnej
karmionego dziecka, a takze analize zawartosci oligosacharydéw oraz laktoferyny w mleku

kobiecym.

2.1 Hipotezy badawcze

Analiza dostepnej literatury naukowej wskazuje, ze sktad mleka kobiecego, zaréwno
mikrobiologiczny, jak i biochemiczny, ma wptyw na kolonizacje mikrobiologiczng organizmu
dziecka, w tym jamy ustnej i przewodu pokarmowego [41]. Na podstawie aktualnych danych
naukowych dotyczgcych mikrobiomu mleka kobiecego, mikrobiomu jamy ustnej niemowlat
karmionych piersig, laktoferyny oraz oligosacharydéw mleka kobiecego, mozna
zaproponowac nastepujgce hipotezy:

1. Mleko kobiece zawiera mikroorganizmy stanowigce zrédto bakterii komensalnych dla
ksztattujgcej sie mikrobioty karmionego piersig dziecka.

2. Sktad jakosciowy mikrobioty mleka kobiecego koreluje ze sktadem mikrobioty jamy
ustnej niemowlat karmionych piersia.

3. Réznorodnos¢ mikrobiologiczna mleka kobiecego wptywa na rdznorodnosé
mikrobiologiczng jamy ustnej niemowlecia.

4. Stezenie laktoferyny w mleku kobiecym zmienia sie w trakcie laktacji i wptywa
na zmiany sktadu mikrobioty jamy ustnej dziecka.

5. Catkowite stezenie HMO w mleku kobiecym zmienia sie w trakcie laktacji i wptywa

na zmiany sktadu mikrobioty jamy ustnej dziecka.
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6. Na sktad mikrobiologiczny badanych materiatdw oraz stezenia laktoferyny i HMO

wptywaja czynniki kliniczne i sSrodowiskowe.

2.2 0godlne cele badawcze

Celem niniejszego badania byta wielowymiarowa charakterystyka mikrobiomu mleka
kobiecego oraz mikrobiomu jamy ustnej niemowlecia z uwzglednieniem ich wzajemnych
zaleznosci. Analizy przedstawiono w kontekscie sktadu mikrobiologicznego mleka, w tym
zawartosci — oligosacharydéw mleka kobiecego oraz laktoferyny w odniesieniu do wybranych
zmiennych klinicznych i demograficznych matki oraz dziecka. Zmienne kliniczne
i demograficzne uwzglednione w analizie wybrano na podstawie przegladu dostepnej
literatury jako czynniki potencjalnie wptywajgce na ksztattowanie sie badanej mikrobioty
matki i dziecka. Badanie miato charakter prospektywny i obserwacyjny oraz obejmowato dwa
punkty pomiarowe (I pobdér materiatu badanego oraz Il pobdér, po okoto miesigcu

od pierwszego spotkania), co umozliwito analize zmian w czasie w obrebie tej samej kohorty.

2.3 Cele szczegodtowe

Sformutowano nastepujace cele szczegdtowe niniejszej pracy:

1. Charakterystyke socjo-demograficzng grupy badane;.

2. Analize zmian ilosciowych bakterii mikrobioty mleka kobiecego pomiedzy pierwszym
a drugim poborem materiatu biologicznego.

3. Identyfikacje sktadu gatunkowego mikrobioty mleka oraz jamy ustnej karmionego
dziecka, a takze ocene stopnia podobieristwa i naktadania sie mikrobiot w obrebie pary
matka-dziecko.

4. Ocene alfa- i beta- réznorodnosci gatunkowej badanych materiatéw.

5. Oznaczenie i ocene stezen oligosacharydéw mleka kobiecego i laktoferyny w badanych
prébkach.

6. Analize korelacji pomiedzy skfadem ilosciowym mikrobioty mleka kobiecego
astezeniami  poszczegdlnych  frakcji  oligosacharyddw  mleka  kobiecego
oraz laktoferyny.

7. Identyfikacje zaleznosci miedzy wystepowaniem poszczegdlnych gatunkdéw bakterii

a profilem biochemicznym mleka kobiecego.
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8. Ocene wptywu etapu laktacji (zdefiniowanego na podstawie wieku dziecka) na sktad
gatunkowy mikrobioty, stezenia laktoferyny i profilu HMO w mleku kobiecym.

9. Pordéwnanie profili biochemicznych i mikrobiologicznych mleka kobiecego pomiedzy
podgrupami wyodrebnionymi ze wzgledu na wybrane zmienne kliniczne, tj. na BMI
przed cigza, metode porodu, suplementacje i inne zmienne kliniczne.

10. Analize dynamiki zmian w czasie sktadu mikrobioty mleka kobiecego oraz stezen HMO

i laktoferyny pomiedzy |i Il punktem pomiarowym.



3 MATERIAtY

3.1 Projekt badania, uczestnicy oraz materiat badawczy

Badanie zaprojektowano jako prospektywne badanie obserwacyjne o charakterze
przekrojowo-podtuznym (ang. prospective observational study with repeated measures),
obejmujgce kohorte kobiet karmigcych piersia oraz ich niemowlat. Kazdg uczestniczke
oceniano w dwdch punktach czasowych: podczas pierwszego spotkania (I pobdr: materiat
biologiczny: mleko, wymaz zjamy ustnej dziecka oraz ankieta) oraz podczas drugiego
spotkania, przeprowadzonego po okoto miesigcu (Il pobdr: ten sam materiat biologiczny
i ankieta) (Rysunek 11).

Ze wzgledu na charakter badan sformutowano istotne czynniki wtgczenia i wykluczenia
dla zgtaszajgcych sie uczestniczek i ich dzieci.

Kryteria wigczenia dla uczestniczek badania byty:

v' Petnoletno$é i wiek rozrodczy (1845 lat);

v Prawidtowy stan zdrowia i odzywiania;

v' Karmienie mlekiem kobiecym (bezposrednio z piersi lub odciggnietym mlekiem
podawanym butelki); dopuszczano karmienie mieszane oraz zywienie dziecka
w okresie rozszerzania diety;

v" Mozliwo$¢ pozyskania minimum 10-30 mL mleka do badania;

v' Wyrazenie pisemnej zgody na udziat w badaniu oraz zgody na ponowny kontakt
w celu ustalenia drugiego poboru materiatu biologicznego.

Kryteriami wtgczenia wobec dziecka byty:

v' Dobry stan zdrowia rozumiany jako brak rozpoznanych wad wrodzonych
i choréb przewlektych;

v' Masa urodzeniowa odpowiednia do wieku cigzowego;

v' Prawidtowy rozwdj odpowiedni do wieku dziecka.

Kryteriami wykluczenia wobec matki byty:

v' Aktywna choroba zakazna, w tym zapalenie piersi w okresie kwalifikacji
do badania;
v" Antybiotykoterapia w dniu poboru materiatu do badania lub w okresie

co najmniej jednego miesigca przed borem materiatu badania;
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v' Stosowanie uzywek, w tym palenie tytoniu, spozywanie alkoholu oraz innych
substancji psychoaktywnych;
v Poréd powiktany infekcjami okotoporodowymi.

Kryteriami wykluczenia wobec dziecka byty:

v' Aktywna choroba zakaZna, infekcje w obrebie jamy ustnej oraz przewodu
pokarmowego;

v' Antybiotykoterapia w dniu poboru materiatu do badania lub w okresie
co najmniej jednego miesigca przed borem materiatu badania;

v Hospitalizacja oraz istotne interwencje medyczne w okresie co najmniej jednego
miesigca przed borem materiatu badania.

Na realizacje badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu przy Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy (decyzja
z dnia 23.03.2021, nr KB 196/2021).

Przed kwalifikacjg wszystkie uczestniczki zostaty poinformowane o celu oraz przebiegu
projektu, a nastepnie wyrazity Swiadomg, pisemng zgode na udziat w badaniu. Badane byty
rekrutowane do projektu w odpowiedzi na ogtoszenia informacyjne publikowane
na tematycznych forach w mediach spotecznosciowych. Po uzyskaniu pisemnej zgody
kierownikéw Oddziatu Klinicznego Potoznictwa, Choréb Kobiecych i Ginekologii Onkologicznej
oraz Banku Mleka Kobiecego Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego im. L. Rydygiera
w Toruniu, na bezposredni kontakt z pacjentkami z ww. jednostkami szpitalnymi, uczestniczki
badania pozyskiwano réwniez w/w jednostkach.

Dane wrazliwe zebrane w trakcie realizacji badania objeto zasadami poufnosci
i przetwarzano zgodnie z obowigzujgcymi przepisami dotyczacymi ochrony danych
osobowych, w tym z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679
(RODO), zapewniajgc odpowiedni poziom bezpieczenstwa oraz ochrony informacji.

Ze wzgledu na zmiennosc¢ sktadu mleka kobiecego oraz dynamiczny rozwdj mikrobioty
jamy ustnej niemowlat, pary matka-dziecko zostaty podzielone na 3 grupy wiekowe:

v" noworodki — dzieci do ukoriczenia 6. tygodnia zycia (siara, mleko wczesne)
v" niemowleta do ukoriczenia 5. miesigca zycia (mleko dojrzate)
v" niemowleta oraz mate dzieci od 6. miesigca zycia (mleko przedtuzonej laktacji)

Materiat badawczy stanowity probki mleka kobiecego pobrane w godzinach porannych

na roznych etapach laktacji — od pierwszych dni po porodzie (siara), poprzez mleko
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przejsciowe, az do mleka dojrzatego. Analizg objeto réwniez prébki pochodzgce od kobiet
w przedtuzonej laktacji, tj. karmigcych piersig powyzej szesciu miesiecy od urodzenia dziecka.
Przed przystgpieniem do poboru materiatu biologicznego, uczestniczka zostata szczegétowo
poinstruowana w zakresie procedury higienicznego odciggania mleka oraz o sposobie
pobrania wymazu z jamy ustnej dziecka. Objetos¢ pobieranej probki mleka kobiecego
(10-50 ml) nie wptywata na realizacje biezgcych potrzeb zywieniowych dziecka. Mleko
do badania pozyskiwane byto do jatowych, jednorazowych pojemnikéw do mleka (Medela,
Szwajcaria), laktatorem klasy szpitalnej Symphony (Medela, Szwajcaria, Rysunek 10)
z zastosowaniem jatowych, jednorazowych koncéwek kompatybilnych do laktatora (Ready-
to-use One-day-set, Medela, Szwajcaria). W tym samym czasie pobierano wymaz z btony
$luzowe] jamy ustnej dziecka, z okolicy miedzy policzkiem a dzigstami, przy uzyciu jatowej
wymazowki mikrobiologicznej, ktérg nastepnie umieszczano w probdwce zawierajgcej
podtoze transportowe AMIES (Deltalab, Hiszpania). Zastosowany zestaw przeznaczony jest
do bezpiecznego pobierania i transportu bakterii tlenowych, beztlenowych oraz grzybdéw.
Podtoze umozliwia zachowanie zywotnosci mikroorganizméw w pobranym materiale przez
okres do 72 godzin. Prébki mleka kobiecego oraz wymazy transportowano w warunkach
chtodniczych (temperatura 2-8°C) do laboratorium celem wykonania posiewu
mikrobiologicznego i zdeponowania pozostatej ilosci pozyskanego mleka.

Do wykonania petnego posiewu mikrobiologicznego mleka kobiecego na zestaw
podtozy agarowych wykorzystywano 3 mL mleka. Po wykonaniu posiewu mikrobiologicznego
pozostatg czes¢ mleka podzielono na dwie jatowe probdwki, a nastepnie przechowywano
w temperaturze -80°C do czasu przeprowadzenia dalszych analiz. Minimum 0,5 mL préobki MK
wykorzystywano do oznaczenia stezenia laktoferyny, natomiast minimum 4 mL do oznaczenia

profilu i stezen oligosacharyddw mileka kobiecego.
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Rysunek 10. Laktator klasy szpitalnej Medela Symphony i indywidualny, jednorazowy zestaw do odciggania mleka (zrédto
medela.com)

Podczas obu spotkan, oprécz pobrania materiatu biologicznego, uczestniczki badania
wypetnialy kwestionariusz sktadajgcy sie z 22 pytan oraz tabele zawierajagcg dane
socjodemograficzne. Kwestionariusz ankietowy opracowano na podstawie przegladu
literatury naukowej dotyczacej czynnikow wptywajgcych na mikrobiote matki i dziecka.
Uwzgledniono w nim m.in. informacje dotyczgce ogdlnego stanu zdrowia matki i dziecka,
przebiegu cigzy, porodu, pierwszych dni po porodzie, diety, przyjmowanych lekéw
i suplementodw, ze szczegdlnym uwzglednieniem antybiotykoterapii (takze w przebiegu cigzy)
oraz produktéw fermentowanych. Przed wdrozeniem do badania kwestionariusz zostat
poddany konsultacjom eksperckim przez mikrobiologa, doradce laktacyjnego oraz technologa
zywienia oraz walidacji poprzez badanie pilotazowe w grupie kobiet w okresie laktacji (N=9).

Wszystkie kobiety wyrazity zgode na ponowny kontakt celem umdwienia sie na kolejne
spotkanie. Nie wszystkie uczestniczki ukoniczyly drugi etap badania. Powody utraty
uczestnikdw obejmowaty miedzy innymi czynniki zdrowotne, zakoriczenie karmienia mlekiem
kobiecym, wprowadzenie PZMK, co uniemozliwiato pozyskanie odpowiedniej ilosci mleka
do badania. Na podstawie danych literaturowych wskazujgcych mniejszg dynamike zmian
w sktadzie mikrobiologicznym mleka kobiecego oraz mikrobioty jamy ustnej dziecka,
zrezygnowano z kwalifikacji do drugiego etapu badan uczestniczek, ktérych dziecko podczas

pierwszego spotkania miato ukonczone 18 miesiecy.
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Materiat biologiczny oraz dane ankietowe do badania pozyskiwano od czerwca
do pazdziernika 2021 r. oraz od listopada 2022 r. do grudnia 2023 r. W ramach badania
pozyskano 53 zestawy prébek (mleka kobiecego i wymazéw z jamy ustnej dziecka) podczas
pierwszego poboru oraz 32 zestawy (mleko + wymaz z jamy ustnej) z drugiego spotkania,

co sumarycznie daje 170 przebadanych prébek biologicznych (Rysunek 11).
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SCHEMAT BADANIA

-------------------------- i Utrata obserwacji: |

ETAP I i Nie zakwalifikowano: i ETAPII i N = 21 par : i
(nabér poczatkowy) | N= 11 par | (po 1 miesigcu) | (brak kontaktu z i
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N
J
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*  Analizyitesty statystyczne

SKROTY: CA - Columbia Agar; MC — MacConkey Agar; MRS - de Man, Rogosa and Sharpe Agar, SAB - Sabouraud Agarz
chloramfenikolem; MYP - agar mannitol-egg yolk-polymyxin; MALDI-TOF MS - spektrometria masowa z
jonizacjg/desorpcjg laserowa; MK + W — mleko kobiece + wymaz; ELISA - enzyme-linked immunesorbent assay; HMO -
oligosa charydy mleka ludzkiego; WHPLC - ultra high performance liguid chromatogra phy

Rysunek 11. Schemat badania (opracowanie wtasne)




4 METODY

4.1 Odczynniki

4.1.1 Odczynniki mikrobiologiczne

Hodowla mikrobiologiczna:

e agar Columbia z dodatkiem 5% odwitdknionej krwi baraniej (CA, gotowe podtoze agarowe,
GRASO Biotech, Polska)

e agar MacConkey’a (MC, granulat do przygotowania podfoza, GRASO Biotech, Polska)

e agar Sabourauda (S, granulat do przygotowania podtoza, GRASO Biotech, Polska)

e agar de Man, Rogosa i Shrpe (MRS, granulat do przygotowania podtoza, bioMérieux,
Francja)

e agar MYP z ang. Mannitol, egg Yolk, Polymyxin (MYP, podtoze agarowe state, GRASO
Biotech, Polska)

e buforowany roztwor peptonowo-sodowy — Saline 0,85% Solution Tubes (Thermo Fisher
Scientific, Niemcy)

e GENbag, GENbox anaer — system do inkubacji w warunkach beztlenowych (bioMérieux,
Francja)

Identyfikacia MALDI-ToF MS:

e matryca HCCA - wystandaryzowany roztwér zawierajagcy kwas a-cyjano-4-
hydroksycynamonowy (ang. a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) w rozpuszczalniku
organicznym zawierajgcy 50% acetonitrylu i 2,5% kwasu trifluorooctowego

e BTS (ang. Bacterial Test Standard) — mikrobiologiczny wzorzec, stanowigcy
wewnatrzlaboratoryjng kontrole jakosci odczytu

e 70% kwas mrowkowy — odczynnik stosowany do lizy $ciany komodrkowej
mikroorganizmoéw

Oznaczanie laktoferyny:

e Human Lactoferrin ELISA kit — zestaw do oznaczania LF metoda ELISA (ABCAM, Wielka
Brytania)
e woda destylowana

Oznaczanie oligosacharydéw mleka kobiecego:

e woda ultraczysta (Milli-Q, USA)
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etanol czysty do analizy (CZDA), (Merck, Niemcy)
acetonitryl CZDA (Merck, Niemcy)

metanol CZDA (Merck, Niemcy)

kwas mrowkowy 85% CZDA (Merck, Niemcy)
kwas octowy CZDA (Merck, Niemcy)

bufor amonowy

standardy analityczne oligosacharydéw mleka kobiecego:
2’-Fucosyllactose (2’-FL)

3’-Sialyllactose (3'SL)

6’-Sialyllactose (6’-SL)

lacto-N-tetraose (LNT)

difucosyllactose (DFL)

4.1.2 Aparaturaiwyposazenie
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lodowki (4°C), zamrazarki (—20°C), (Liebherr, Szwajcaria)

zamrazarki gtebokiego mrozenia (-80°C), (New Brunswick Eppendorf, Niemcy)
laktator klasy szpitalnej Medela Symphony (Medela, Szwajcaria)

wymazowki mikrobiologiczne z podtozem transportowym AMIES (deltalab, Hiszpania)
mikroprobdki Eppendorf o pojemnosci 2 mL, 5 mL, (Eppendorf, Niemcy)
miniwirowki laboratoryjne (Eppendorf, Niemcy)

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

wiréwka laboratoryjna z chtodzeniem (Eppendorf, Niemcy)

komory laminarne, (Thermo Fisher Scientific, Niemcy)

autoklaw laboratoryjny (Enbio Technology,Polska)

czytnik mikroptytek ELISA (Biogenet, Polska)

inkubatory laboratoryjne (Binder, Niemcy)

spektrometr mas MALDI-ToF MS Microflex LT Biotyper (Bruker, Niemcy).
96-dotkowa ptytka systemu MALDI Biotyper

jednorazowe aplikatory do naktadania kolonii bakteryjnych na 96-dotkowa ptytke

pipety automatyczne (Eppendorf, Niemcy)



o wysokorozdzielczy spektrometr mas Q Exactive TM Focus quadrupole-Orbitrap (LC-Q-
Orbitrap-MS/MS), (Thermo Fisher Scientific, Niemcy)

e system odparowywania prézniowego RapidVap, (Labconco, Polska)

e system chromatografii cieczowej Ultimate 3000 UHPLC, (Thermo ScientificTM, Dionex,
San Jose, CA, Stany Zjednoczone)

e kolumna chromatograficzna ACQUITY Glycoprotein BEH Amid (Waters Corporation, Stany
Zjednoczone)

e wytrzgsarka laboratoryjna (Heidolph, Niemcy).

4.1.3 Badanie mikrobioty mleka kobiecego oraz wymazow z jam ustnych dzieci metoda
powierzchniowa

Badanie mikrobioty mleka kobiecego oraz wymazéw z jamy ustnej dzieci
przeprowadzono metodg posiewu powierzchniowego na zestaw podtozy statych: agar

Columbia (1), agar MYP (2), agar MC (3), agar MRS (4), agar Sabourauda (5), (Zdjecie 1).

B v R R

Zdjecie 1. Zestaw podfozy stosowanych do posiewu zebranego materiatu biologicznego — pojedynczej probki mleka —
szereg gorny i wymazy — szereg dolny (opracowanie wtasne)

Przed przystgpieniem do posiewu, z prébek mleka przygotowywano szereg rozcieficzen
107", 1072 oraz 1073 (Rysunek 13). Rozciericzenia wykonane byty z zastosowaniem gotowego,
buforowanego roztworu peptonu chlorku sodu (Saline 0,85% Solution Tubes, Thermo Fisher
Scientific, Niemcy) w proporcji 1:9, tj. 1 mL mleka do 9 mL buforu. Po przygotowaniu mleka

oraz rozcienczen pomoca pipety automatycznej nanoszono na podtoza 100 pL mleka i jego
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roztworéw, a nastepnie rozprowadzano jatowg, jednorazowg ezg w trzech pfaszczyznach.
Przygotowane serie rozcienczen probek mleka stuzyty do oznaczenia liczby zywych i wyrostych

bakterii w 1 mL mleka kobiecego (jtk/mL), zamiennie stosowano okreslenia miano.

10° 10” 1072 1073
(1)
+1mL +1mL
z poprzedniej z poprzedniej
+ 1 mL mleka probdwki probdéwki
_— — _—

\/

10 mL mleka 9 mL buforu 9 mL buforu 9 mL buforu

Rysunek 12. Schemat szeregu rozcienczen prébek mleka (opracowanie wtasne)

Wymaz z jamy ustnej dziecka posiano metody posiewu powierzchniowego,
redukcyjnego bezposrednio z wymazowki na ten sam zestaw podtozy mikrobiologicznych jak
w przypadku prébek mleka. Redukcje materiatu wykonywano przy uzyciu jatowej,
jednorazowej ezy.

Po wykonaniu posiewu materiatu biologicznego podtoza umieszczano w cieplarce
i inkubowano w temperaturze 36°C przez 48-72 godziny. Standardowy czas hodowli
mikrobiologicznej w warunkach tlenowych wynosi 24 godziny [142, 143]. W przypadku
bakterii, m.in. z rodzaju Streptococcus oraz Lactobacillus, czas inkubacji podtozy Columbia,
MC i MYP wydtuzono do 48 godzin. W przypadku podtozy MRS oraz Sabouraud inkubacja
prowadzono przez 72 godziny. Hodowle na podtozach agar Columbia, MacConkey
oraz Sabouraud prowadzono w warunkach tlenowych. Podtoza MRS i MYP inkubowano
w warunkach beztlenowych, uzyskiwanych z wykorzystaniem zestawdw GENbag i GENbox

(bioMérieux, Francja) (Zdjecie 2).
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A - zestaw GENbag

C - zestaw GENbox po inkubacji

Zdjecie 2. System do hodowli w warunkach beztlenowych (opracowanie wtasne)

Przyktadowy wzrost wyhodowanych mikroorganizmoéw wyizolowanych z mleka
kobiecego na podtozu Columbia po 48 godzinach inkubacji przedstawiono na Zdjeciu 3.

Préobke posiano metodg powierzchniowg w szeregu rozciericzen.

100 puL MK  100pL10' MK

.

100 L 102 MK

Zdjecie 3. Posiew powierzchniowy szeregu rozciericzen mleka kobiecego (opracowanie wtasne)
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Przyktadowy zestaw podtozy po inkubacji probek mleka kobiecego (gdérny szereg) oraz

wymazu z jam ustnych dzieci (dolny szereg) przedstawia Zdjecie 4.

Zdjecie 4. Zestaw podtozy agarowych z widocznymi koloniami bakteryjnymi. Gorny szereg przedstawia posiew mleka
kobiecego. Dolny szereg przedstawia posiew redukcyjny wymazu jamy ustnej dziecka (opracowanie wtasne)

4.1.4 Identyfikacja mikrobiomu metodg MALDI TOF MS Microflex

Wyroste kolonie, gtéwnie bakteryjne, byty poddane identyfikacji na spektrometrze
masowym typu MALDI-TOF MS Microflex LT Biotyper (Bruker Daltonics GmbH, Niemcy).
Identyfikacje zostaty przeprowadzone w Zakfadzie Diagnostyki Mikrobiologicznej

Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego w Toruniu (Zdjecie 5).

Zdjecie 5. Zestaw MALDI TOF MS Microflex LT Biotyper w Zaktadzie Diagnostyki Mikrobiologicznej Wojewddzkiego Szpitala
Zespolonego im. L. Rydygiera w Toruniu (zdjecie wtasne)
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W celu identyfikacji pojedynczg kolonie mikroorganizmu nanoszono na odpowiedni
dotek ptytki do analizy metodg MALDI-TOF MS (Zdjecie 6). Nastepnie na kazdy dotek ptytki
z materiatem bakteryjnym nanoszono 1 pL 70% kwasu mrowkowego, a po wyschnieciu kwasu

dodawano 1 pL matrycy HCCA.

| SR REBTEE 3
g A
- e o

(1110

Zdjecie 6. A — 96-dotkowa wielorazowa ptytka do analizy spektrometrem MALDI-TOF MS; B — nanoszenie masy bakteryjnej
na ptytke (zdjecia wtasne)

Po natozeniu na ptytke wszystkich analitéw i ich wyschnieciu, ptytke wprowadzano
do komory analizatora MALDI-TOF MS Microflex, ktéra po zamknieciu wytwarza préznie. We
wewnetrzu komory, pod wptywem impulséw laserowych nastepuje desorpcja (uwalnianie
do stanu gazowego) i jonizacja biatek rybosomalnych badanego mikroorganizmu. W tym
procesie kluczowa jest matryca, ktéra pochtania energie lasera, umozliwiajgc przejscie
czgsteczkom biatkowym w stan gazowy. Jednoczesnie poprzez przekazanie lub odebranie
protonu HCCA prowadzi do jonizacji analitu. Powstate jony biatkowe sg przyspieszane w polu
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elektrycznym kolumny i rozdzielane na podstawie stosunku masy do fadunku czgsteczek
(m/z). Detektor rejestruje czas przelotu (TOF, ang. ,time-of-flight) tworzac unikalne widma
charakterystyczne dla danego gatunku na podstawie budowy biatek rybosomalnych

mikroorganizmu, odczytujgc “biatkowy odcisk palca” drobnoustroju (Rysunek 14).

0 Przygotowanie probki e Matryca e Desorpcja i jonizacja
y /\ . Laser (&) O
/ a8 “ 7 e
) i > — - \ . g ->
/ .0’.00.,\ ¢ e
W Matryca absorbuje < e N
energie lasera, > "_:,//
Nanoszenie kolonii umozliwia desorpcje
bakterii, kwasu i jonizacje badanych Energia impulsu lasera
mréwkowego i matrycy biatek rybosomalnych powoduje desorpcje i
na ptytke MALDI mikroorganizmu jonizacje matrycy i biatek

0 Analiza w TOF e Widmo mas

Analizator czasu przelotu (TOF)

|

r‘n (+] ) O\

o O} -0 o

Intensywnos¢

9 (4] | o 6
y
]
Detektor m/z
Zjonizowanie czasteczki s3 Detektor rejestruje
przyspieszane w polu sygnat i tworzy widmo.
elektrycznym kolumny. Rozdziat Lzejsze biatka —»
zalezy od m/z krotszy czas—»

mniejsze m/z

Rysunek 13. Zasada dziatania spektrometru MALDI-TOF MS (na podstawie [144] z wtasnymi modyfikacjami)

Dedykowana aplikacja do spektrometru ,,BRUKER MALDI Biotyper Compass IVD”
odczytuje uzyskane widma, a nastepnie automatycznie poréwnuje je z bibliotekg widm
referencyjnych, dokonujac ich interpretacji i identyfikacji badanego mikroorganizmu
(Rysunek 15). Prawdopodobienistwo poprawnej identyfikacji drobnoustroju w systemie

MALDI Biotyper wyrazane jest w postaci tzw. wskaZznika punktowego Score mieszczgcego sie
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w zakresie od 0,00 do 3,00, okreslajgcego stopien podobienstwa do widm referencyjnych.
Wyniki identyfikacji oznaczane kolorem zielonym, mieszczace sie w zakresie od 2,00 do 3,00,
okreslane sg jako wysoko prawdopodobna identyfikacja do gatunku. Identyfikacje oznaczone
na z6tto, w zakresie 1,70 — 1,99, oznaczajg pewng identyfikacja do rodzaju i prawdopodobng
do gatunku. Kolorem czerwonym oznaczane sg wyniki identyfikacji z punktacja ponizej 1,70
i oznaczajg brak wiarygodnej identyfikacji mikroorganizmu i wymagajg powtérzenia analizy
[144-147]. Do opracowania wynikow identyfikacyjnych mikroorganizméw uwzgledniono
wyniki ze Score 21,70 oraz Score 22,00, gdzie przyjeto prog Score 21,70 dla klasyfikacji

rodzajowej oraz 22,00 dla klasyfikacji gatunkowej.
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Rysunek 14. Widok aplikacji do obstugi MALDI-TOF MS wraz z wykonanymi identyfikacjami oraz przyktadowe widmo MS
(rycina wtasna — screen aplikacji BRUKER MBT Compass 1VD)

4.1.5 Oznaczanie oligosacharydow metodg wysokosprawng chromatografie cieczowa
(UHPLC)

Badanie iloSciowe i jakosciowe oligosacharydéw (HMO) zostato przeprowadzone
w Katedrze Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnosci Politechniki Gdarskiej. Identyfikacja
i oznaczanie oligosacharydéw w mleku kobiecym zostato przeprowadzone wysokosprawng

chromatografie cieczcowg (UHPLC, ang. ultrahigh-performance liquid chromatography)
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sprzezong z wysokorozdzielczg spektrometria mas (HRMS, ang. high-resolution mass
spectrometry). Badaniom poddano 29 prébek mleka kobiecego z pierwszego poboru oraz
25 z drugiego. Przed oznaczeniem oligosacharydéw prébki mleka poddano procesowi
odttuszczenia, stracania biatek oraz odparowania zawartej w mleku wody.

Odttuszczanie prébek przeprowadzono poprzez ich odwirowanie (12000 obrotéw/min,
4°C, 15 min) 1,8 mL mleka. Po wirowaniu usunieto gérne frakcje, zawierajgce gtéwnie ttuszcz,
natomiast 1,2 mL supernatantu (fazy wodnej) przeniesiono do nowej probdéwki typu
eppendorf. Do pozostatego w probdwce osadu dodano 1 mL 99% etanolu, po czym proébki
doktadnie wymieszano i odwirowano w (12000 obrotéw/min, 15 min, 20°C). Po zakonczeniu
wirowania uzyskany supernatant zebrano i pofaczono z wczesniej pobrang frakcjg
supernatantu. Pofgczone frakcje uzupetniono etanolem do objetosci 3 mL, a nastepnie
pozostawiono w temperaturze 4°C przez 24 godziny, co umozliwito wytrgcenie pozostatych w
roztworze biatek. Wytrgcone biatka oddzielono przez wirowanie (12000 obrotéw/min, 15
min, 20°C). Powstaty supernatant zawierajgcy weglowodany zebrano do probéwek typu
eppendorf i odparowano do sucha przy uzyciu systemu odparowywania prdézniowego
RapidVap (Labconco, Wtochy). Otrzymane sacharydy w postaci proszku zwazono, a nastepnie
przechowywano w temperaturze —80°C do dalszych analiz.

Przed analizg przygotowywano roztwoér sacharydéw w roztworze acetonitryl: woda
(50:50, v:v). Po przygotowaniu prébki oligosacharydy zostaty poddane analizie UHPLC
z wykorzystaniem System Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Scientific TM, USA) sprzezonym
ze spektrometrem masowym Q Exactive ™ Focus kwadrupol-Orbitrap
(LC-Q-OrbitrapMS/MS, Thermo  Fisher  Scientific, Niemcy) z podgrzewanym
elektrorozpylaniem (Zdjecie 7). Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie
ACQUITY Glycoprotein BEH Amid (300 A 1,7 pum, 2,1 mm x 150 mm, Waters Corporation,
USA) w temperaturze 25°C.
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Na faze ruchomg sktadato sie:
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.
Proces elucji zaprogramowano w nastepujacy sposoéb:
e 2 min izokratyczny 95% B
e min gradient liniowy do 80% B
e 30 min gradient liniowy od 80% do 50% B
e 3 min ptukania kolumny gradientem liniowym od 50% do 2% B i rGwnowazenia kolumny
od 2% do 95% B w ciggu 5 min.

Objetos¢ wstrzykniecia wynosita 10 plL. Czas akwizycji wynidst 45 minut, a faza
ruchoma przeptywata z predkoscia ok. 200 uL/min. Jako wzorcow w badaniu uzyto
komercyjnie dostepnych standardéw oligosacharydow mleka, w tym izomery
niefukozylowane, fukozylowane i sjalowane.

Detekcja elektrorozpylania MS zostata przeprowadzona w trybie detekcji dodatniej
i ujemnej przy:
e napieciu zrodta jondw ustawionym na 13,5 kV;
e temperaturze gazu suszgcego 350° C;

skanowaniu od 200 do 2000 m/z;

rozdzielczosci 280 000;

e temperaturze kapilarnej 250°C.
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Zdjecie 7. UltiMate 3000 HPLC and UHPLC Systems, Politechnika Gdanska, Katedra Chemii, Technologii i Biotechﬁologii
Zywnoéci (zdjecie wtasne)

Piki zidentyfikowano poprzez poréwnanie widm MS zarejestrowanych dla badanych
probek z widmami standardéw referencyjnych (2’°FL, 3’SL, 6’SL, DFL i LNT) oraz z danymi
opisanymi w literaturze naukowej [148, 149]. lloSciowe oznaczenie HMO przeprowadzono
z wykorzystaniem zewnetrznych krzywych kalibracyjnych, ktére sporzgdzono na podstawie
integracji powierzchni pikdw MS uzyskanych dla wzorcéw referencyjnych. Kazda prébke
poddano dwém niezaleznym, rownoleglym ekstrakcjom oraz analizom, aby zwiekszy¢

wiarygodnos$é wynikow.

4.1.6 Oznaczanie laktoferyny w mleku kobiecym metodg immunoenzymatyczng ELISA
Oznaczenie laktoferyny metoda immunoenzymatyczng przeprowadzono
z zastosowaniem testu Human Lactoferrin ELISA kit (ab200015, ABCAM, Wielka Brytania)
zgodnie z protokotem producenta. Test umozliwia iloSciowe oznaczanie ludzkiej laktoferyny
w probkach mleka kobiecego. Analize wykonano na odttuszczonym mileku kobiecym,
uzyskanym dwuetapowo. Pierwsze wirowanie wykonano przez 15 min w 4°C, 1500
obrotéw/min, po czym usunieto warstwe ttuszczu pozostajgcej na powierzchni mleka

po wirowaniu. A nastepnie wykonano ponowne wirowanie przez 15 min w 4 °C, 10000
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obrotéw/min. Po przygotowaniu buforu ptuczacego, roztworu przeciwciat, standardéw oraz
probek mleka przystgpiono do analizy.

Do ramki z mikrodotkami nalano po 50 uL wzorcéw, odczynnikdw do krzywej
kalibracyjnej i préobek mleka. Nastepnie dodano 50 uL roztworu przeciwciat, zamknieto
szczelnie ptytke i pozostawiona na 1 godzine inkubacji w temperaturze pokojowej
na wytrzgsarce. Nastepnie trzykrotnie przeptukano kazdg studzienke roztworem ptuczacym.
Do przeptukanych i osuszonych studzienek dodano 100 pL chromogen TMB Development
Solution, wizualizujacy wyniki reakcji, ktéry inkubowano 15 min w ciemnosci. W ostatnim
kroku dodano 100 puL roztworu ,stop” (Stop Solution), ktéry zmienit uzyskany niebieski kolor
na z6tty i jednoczes$nie wzmocnit sygnat odczytu. Tak przeprowadzong reakcje odczytano
na spektrofotometrze SPECTROstar Nano (BMG LABOTECH, Germany; zdjecie 8) przy dtugosci
fali 450 nm. Korzystajgc z krzywej wzorcowej przeliczono uzyskane wyniki absorbancji

laktoferyny w préobkach na stezenie laktoferyny zawartej w mleku.

Zdjecie 8. Spektrofotometr SPECTROstar Nano (BMG LABOTECH, Germany), Katedra Fizjologii i Toksykologii (zdjecie
wtasne)
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4.2 Analiza statystyczna

Do wykonania analizy statystycznej wykorzystano nastepujace testy:
1. Poziom istotnosci i strategia kontroli btedu | rodzaju

Dla wszystkich hipotez gtéwnych przyjeto poziom istotnosci @ = 0,05. W przypadku
wielokrotnych testdw w ramach jednej analizy (np. 15 korelacji HMO x miano) zastosowano
procedure Benjaminiego-Hochberga [150] kontrolujacg odsetek fatszywych odkry¢ (ang. False
Discovery Rate, FDR) na poziomie g = 0,05. Dla testéow post hoc stosowano korekte Holma
[151].
2. Statystyki opisowe

Zmienne ciggte opisano za pomocga: mediany (Me), rozstepu miedzykwartylowego (IQR:
Qi1—Qz), wartosci minimalnej i maksymalnej, a w przypadku rozktadu normalnego — $redniej
arytmetycznej (M) i odchylenia standardowego (SD). Normalno$¢ weryfikowano testem
Shapiro-Wilka [152]. Zmienne kategoryczne przedstawiono jako liczebnosci bezwzgledne (N)
i odsetki (%).
3. Poréwnanie miana bakterii miedzy poborem | a Il

Poréwnanie logio(miano bakterii) miedzy | a Il poborem oparto na tescie rang ze
znakami Wilcoxona (Wilcoxon signed-rank test) dla préb zaleznych z przedziatem ufnosci 95%
Cl.
4. Analiza sktadu gatunkowego mikrobiomu

Dla kazdej uczestniczki i kazdej wizyty obliczono wskazniki naktadania sie zbioréw
gatunkéw:
e Indeks Jaccarda
e Indeks Sorensena-Dice’a

Gatunki wspdlne i unikalne wizualizowano diagramami Venna.
5. Alfa-réznorodnos¢ mikrobiomu

Wskazniki alfa-réznorodnosci obliczono per uczestniczka, per zrédio materiatu
(mleko / wymaz), per wizyta, na podstawie macierzy obecnosci:
e Bogactwo gatunkowe S — liczba unikalnych gatunkow.

Indeks Shannona

Indeks Simpsona

6. Beta-roznorodnos¢ i mapowanie PCoA
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Rdznorodnos¢ struktury mikrobiomu miedzy probkami obliczono za pomocg odlegtosci
Braya-Curtisa [153]. Rozmieszczenie probek wykonano w analizie PCoA (PCoA, ang. Principal
Coordinates Analysis) [154]. Wptyw czynnikéw klinicznych (metoda porodu, etap laktacji,
dieta w cigzy) na strukture beta-réznorodnosci oceniono za pomocg wielowymiarowej analizy
wariancji PERMANOVA [155].

7. Korelacje miana bakterii z HMO i laktoferyng: analizy przekrojowe

Korelacje miedzy log;o(miano) a stezeniem kazdej frakcji HMO oraz laktoferyny
obliczono oddzielnie dla | i Il poboru za pomocag wspdtczynnika korelacji rang Spearmana
p[156], z korekta FDR.

8. Screening zaleznosci gatunek x HMO

Dla kazdego gatunku wystepujgcego u = 10% uczestniczek przeprowadzono test
Manna-Whitneya-Wilcoxona poréwnujacy stezenie kazdej frakcji HMO miedzy grupga

uczestniczek z danym gatunkiem (obecnos¢ = 1) a grupg bez (obecnosé = 0), z korekty FDR.

9. Korelacje z wiekiem dziecka, matki i BMI

Korelacje Spearmana obliczono dla par: [HMOx x wiek dziecka], [HMOk x wiek matki],
[HMOk x BMI], [laktoferyna x wiek dziecka/matki/BMI], [logio(miano) x wiek dziecka],
[Shannon H’ x wiek dziecka], z korektg FDR. Poréwnania miedzy trzema etapami laktacji
przeprowadzono testem Kruskala-Wallisa z post hoc Dunna (korekta Holma).
10. Zmiany longitudinalne HMO i laktoferyny

Do poréwnania stezenia kazdej frakcji HMO i laktoferyny miedzy | a Il poborem (N par =
25-29 zaleznie od frakcji) zastosowano Test Wilcoxona dla préb zaleznych, z korektg FDR.

Wizualizacja: wykresy parowane (spaghetti plot) z liniami per uczestniczka.

4.2.1 Oprogramowanie i odtwarzalnos¢

Wszystkie analizy przeprowadzono w Srodowisku R 4.5.2 (Windows 11 Pro 64-bit). Do
analiz statystycznych wykorzystano gtownie pakiety: rstatix, coin, Ime4, ImerTest, MuMIn,
vegan, phyloseq, microbiome oraz cluster. Wizualizacje wykonano z uzyciem ggplot2 i
rozszerzen (ggpubr, patchwork, corrplot, pheatmap). Analize brakéw danych
przeprowadzono pakietami naniar i mice, a tabele, wykresy, ryciny i eksport wynikdéw

przygotowano z uzyciem gtsummary, flextable, officer i openxlsx, MS office (2019).
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5 WYNIKI

5.1 Charakterystyka grupy badanej

W badaniu, podczas pierwszego spotkania, wziety udziat 53 pary matka-dziecko. Drugie
spotkanie byto wizytg follow-up przeprowadzong po miesigcu, wziety w nim udziat 32 pary.
Sredni wiek matek wynosit M = 32,49 lat (SD = 3,59), przy $rednim BMI sprzed cigzy 23,40 +
4,05 kg/m?. Wiekszos$¢ uczestniczek (77,4%) mieszkata w miastach powyzej 100 tysiecy
mieszkancow (Tabela 1A).

Wiek dzieci w pierwszym etapie obejmowat szeroka rozpietos¢: od 2 dni do 20 miesiecy
po porodzie (M = 5,74 m). Zakres wieku dzieci podczas drugiego spotkania wynosit 1,5-15
miesigca (M = 5,09). Na podstawie wieku dzieci i etapu laktacji wyodrebniono trzy grupy
badane obejmujace: siare i mleko wczesne (<1,5 m), mleko dojrzate (2—5 m) oraz mleko matek
dtugokarmigcych (=6 m) (Tabela 1B).

Niemal potowa noworodkdéw urodzita sie drogg porodu naturalnego (49,1%). Wiekszos¢
porodéw odbyta sie o czasie, tj. miedzy 37. a 42. tygodniem cigzy. Pordd przedwczesny, tj.
miedzy 28. a 36. tygodniem cigzy, dotyczyt 15,38% badanych dzieci. W przypadku 69,8%

noworodkdéw bezposrednio po porodzie zapewniono kontakt skdra do skéry (Tabela 1C)

Tabela 1. Charakterystyka demograficzna i kliniczna uczestniczek badania

Panel A. Zmienne ciagte

Zmienna N M £ SD Me (IQR) Zakres 95% CI
Wiek matki (lata) 53 32,49 £ 3,59 33,00 (30,00-35,00) 24-40 32-33
Wiek dziecka — | pobor 53 5,74 £ 5,50 4,00 (0,30-10,50) 0,1-20,0 4,2-7,3
(miesigce)

Wiek dziecka — Il pobér 32 5,09 + 3,87 4,00 (1,75-8,25) 0,5-15,0 3,7-6,5
(miesigce)

Tydzien cigzy podczas 53 38,30+2,82 39,00 (38,00-40,00) 27-42 38-39
porodu

Masa urodzeniowa 53 3224+790 3360(2990-3710) 850-4740 3006 -
dziecka (g) 3441

BMI kobiet przed cigza 53 23,40+4,05 22,68(20,32-25,78) 17,0-37,5 22-25
(kg/m?)
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Panel B. Etap laktacji

Etap laktacji

I pobor (N =53)

Il pobor (N=32)

N (%) 95% Cl N (%) 95% CI
Siara / mleko wczesne 19 (35,8%) 23%-50% 8(25,0%) 12%-44%
(21,5 miesigca)
Mleko dojrzate (2—5 miesiac) 10 (18,9%) 9,9%-32% 11(34,4%)  19%-53%
Mleko dtugiego karmienia 24 (45,3%) 32%-59% 13 (40,6%)  24%-59%

(26 miesiecy)

Panel C. Sposdb karmienia dziecka i suplementacja kobiet oraz zmienne kliniczne

Zmienna

Kategoria

| pobér: N (%)

Il pobér: N (%)

Sposdb karmienia dziecka

Karmienie wytgcznie piersig

Karmienie piersig +
rozszerzenie diety

Karmienie piersig + mieszanka
modyfikowana

26 (49,1%)
22 (41,5%)

5(9,4%)

17 (53,1%)
11 (34,4%)

4 (12,5%)

Suplementy diety Tak 38 (71,7%) 24 (46,2%)
(jakiekolwiek)
Probiotyki Tak 2 (3,8%) 1(1,9%)
Antybiotyki (ostatnie 2 Tak 5(9,4%) 0 (0,0%)
miesigce)
Zmienna Kategoria N (%) 95% ClI
Metoda porodu Ciecie cesarskie 27 (50,9%) 37%-65%
Pordd naturalny 26 (49,1%) 35%-63%
Dieta w cigzy Dieta ogdlna 40 (75,5%) 61%-86%
Dieta cukrzycowa 10 (18,9%) 9,9%-32%
Dieta wegetarianska 2 (3,8%) 0,7%-14%
Dieta bezglutenowa 1(1,9%) 0,1%-11%
Kontakt skéra-do-skory Tak 37 (69,8%) 55%-81%
Nie 16 (30,2%) 19%-45%
Hospitalizacja w cigzy Nie 37 (69,8%) 55%-81%
(>6 dni) Tak 16 (30,2%) 19%-45%

N =53 pary matka-dziecko; dane z Il poboru dostepne dla N = 32 uczestniczek (kompletnos¢ follow-up dla danych
biochemicznych: 60,4%). M = srednia arytmetyczna; SD = odchylenie standardowe; Me = mediana; IQR = rozstep
miedzykwartylowy (Q1-Q3). 95% Cl = przedziat ufnosci

5.2 Pordwnanie miana mikrobioty mleka miedzy | a Il zbidrkg materiatdéw badanych

Badanie szacunkowej liczby zywych mikroorganizméw (miano) w mleku kobiecym byty

okreslone dla wszystkich uczestniczek w obu pobraniach. Wyniki wykazaty w pierwszym

poborze nizsze wartosci sredniej i mediany oraz rozpietosci liczby bakterii w poréwnaniu z
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drugim poborem (Tabela 2). Mediana miana pierwszego poboru wynosita 7100 Jtk/mL oraz
9200 Jtk/mL w drugim poborze. Analiza poréwnawcza logarytmicznego miana bakterii
[logio(miano)] w prébkach mleka wykazata podobne wartosci pomiedzy pierwszym a drugim
poborem (Me = 3,851 vs Me = 3,964) oraz szeroki zakres warto$ci w obu poborach (okoto

2-6 logio Jtk/mL), Tabela 3).

Tabela 2. Poréwnanie parowane miana bakterii w mleku miedzy | a Il poborem

Zmienna Pobor N % Me (IQR) M+ SD Zakres 95% ClI
brakow
Miano I 53 0,0% 7 100 54271 + 147 120- 6 950-
bakterii (1 600-42 000) 779 1 000 000 33 000
(Jtk/mL)
Il 32 39,6% 9200 34 456 + 91 989 60- 6 200-
(2 000-21 150) 500 000 22 000
logio(miano) | 53 0,0% 3,851 3,895+0,914 2,079-6,000 3,6-4,2
(3,204-4,623)
I 32 39,6% 3,964 3,769 +0,917 1,778-5,699 3,4-4,1
(3,300-4,325)

N =53 pary matka-dziecko. Me = mediana; IQR = rozstep miedzykwartylowy (Q1-Q3); M = $rednia arytmetyczna;
SD = odchylenie standardowe. 95% Cl = przedziat ufnosci (test Wilcoxona). % brakéw = odsetek probek bez
dostepnych danych w odniesieniu do catej grupy badanej z | poboru (N = 53)

Analiza poréwnawcza miana bakterii oraz logio(miano) pomiedzy pierwszym a drugim
poborem, przeprowadzona wsrdd uczestniczek biorgcych udziat w obu spotkaniach, nie
wykazata istotnych réznic statystycznych (p = 0,977). Ocena danych sparowanych wskazata
na duzg zmiennos$¢ indywidualng uczestniczek. Wykres skrzynkowy obrazuje zaréwno
wzrosty, jak i spadki miana bakterii miedzy pobraniami, bez wyraznego trendu na poziomie

grupy (Wykres 1).

Tabela 3. Poréwnanie miana bakterii w mleku miedzy | a Il poborem uczestniczek z danymi o mianie bakterii w obu
pobraniach

Parametr | pobér Il pobér
Miano bakterii, Me (IQR), 6 700 9200
(1 600-28 500) (2 050-21 125)
logio(miano), Me (IQR) 3,826 3,964
(3,204-4,455) (3,312-4,325)

N = 32; Me = mediana; IQR = rozstep miedzykwartylowy (Q1-Q3)
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Miano bakterii: I vs II pobdr (parowane)
n =32 par | Wilcoxon signed-rank | log10
6 p = 0,977 (ns)
S-
g
£
S
w 4+
S,
o
o
(=]
2
3-
2 B
Pobér

Wykres 1. Poréwnanie logarytmicznej liczby bakterii w | i Il poborze. Analiza danych sparowanych z liniami tgczgcymi
pomiary tej samej uczestniczki

5.3 Ocena sktadu gatunkowego mleka oraz wymazdéw oraz stopnia nakfadania sie
mikrobioty mleka matki z mikrobiotg jamy ustnej dziecka (o$ matka-dziecko)

W trakcie badan nad sktadem mikrobiologicznym, tgcznie wykonano 3303 oznaczenia
identyfikacyjne mikroorganizmow, z czego 1891 dotyczyto prébek z pierwszego spotkania,
a 1412 z drugiego. Wyniki identyfikacji mikroorganizmoéw z wykorzystaniem techniki MALDI-
TOF MS dla prébek mleka i wymazow z dwdch pomiaréw — przedstawiono w Tabeli 3. Mleko
kobiece charakteryzowato sie wyziszym odsetkiem niepowodzenn identyfikacyjnych.
Najwiekszg skutecznos¢ identyfikacji do poziomu gatunku uzyskano w przypadku wymazéw

z pierwszego poboru (Tabela 4, Wykres 2).
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Tabela 4. Liczba oznaczen oraz jakosci identyfikacji na MALDI TOF MS

Mieko | poboér Wymaz | pobér Mieko Il pobér Wymaz Il pobér
Score N ID = 1086 N ID = 805 NID =791 N ID =621
<1,70 138 62 105 73
22,00 551 494 400 351
N ID - liczba identyfikacji; <1,70 wynik niewiarygodny; wiarygodna identyfikacja na poziomie

rodzaju; 22,00 pewna identyfikacja na poziomie gatunku

MLEKO | POBOR WYMAZ | POBOR
LICZBA IDENTYFIKACJI = 1086 LICZBA IDENTYFIKACJI = 805
<1,70 <1,70
13% 8%
1,70-1,99
22,00 31%
51%
1,70-1,99 22,00
5% 61%
MLEKO 11 POBOR WYMAZ Il POBOR
LICZBA IDENTYFIKACII = 791 LICZBA IDENTYFIKACII = 621
<1,70 <1,70
13% 12%
22,00
51% 22,00 1,70-1,99
1,70-1,99 56% 2%
5%

Wykres 2. Rozktad procentowy wartosci Score identyfikacji bakteryjnych w prébkach mleka oraz wymazdéw z jamy ustnej
podczas | i Il poboru

Najczesciej w probkach mleka kobiecego i wymazdéw jam ustnych dzieci identyfikowano
gatunki z rodzaju Staphylococcus oraz Streptococcus. W prébkach mleka dominowat
Staphylococcus spp., natomiast w prébkach wymazéw Streptococcus spp. Kolejnymi, czesto
wystepujgcymi rodzajami mleka byty Acinetobacter, Corynebacterium, Rothia, Enterococcus

oraz gatunki z rodziny Lactobacillaceae. Z kolei w probkach z wymazdéw czesto obserwowano
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rodzaje Gemella, Neisseria, Rothia, Acinetobacter oraz gatunki z rodziny Lactobacillaceae

(Wykres 3i 4).

A Corynebacterium _Enterococcus B P % .
I 2 Gemella Lactobacillaceae
Pozostafe Pt 29 - 2%
— Neisseria
Rothia 4%
3%
_Rothia
6%
/ Staphylococcus
Streptococcus Staphylococcus 21%
35% 40% Streptococeus
46%

Wykres 3. Poréwnanie najczesciej wystepujacych rodzajow w prébkach mleka kobiecego (A) i wymazdw z jamy ustnej
dzieci (B) z poboru |

W prébkach z pierwszego punktu czasowego zidentyfikowano tacznie 30 i 28 rodzajéw
mikroorganizmow, odpowiednio w préobkach mileka kobiecego i wymazéw. Natomiast

w drugim punkcie czasowym odpowiednio 31 i 26 rodzajéw.

Pozostate .
Acinetobacter 7% B .
A " Acinetobacter 3%
1% - Corynebacterium 3% Pozostafe Gemella 4%
: Lactobacillus 3% 99
" Micrococcus actobacillaceae 10%
2%
Rothia
5%
Rothia 10%
Streptococcus
32%
| / Staphylococcus
| Staphylococcus Streptococcus / 13%
33% 51%

Wykres 4. Poréwnanie najczesciej wystepujacych rodzajow w prébkach mleka kobiecego i wymazdw z jamy ustnej dzieci
z poboru Il

W | poborze sktad gatunkowy mikrobioty mleka obejmowat 107 unikalnych gatunkdw
zidentyfikowanych w 53 prébkach mleka oraz 63 gatunki obecne w wymazach z jamy ustne;j.
W pojedynczej prébce mleka wykrywano srednio 8,94 gatunku mikroorganizmoéw (zakres:

4-28), w wymazach z jamy ustnej Srednio 6,69 gatunku (zakres: 2—-12).

64




W Il poborze stwierdzono obecnos¢ 84 gatunkdéw w 32 prébkach mleka oraz 52
gatunkéw w wymazach z jamy ustnej. Srednia liczba gatunkéw przypadajacych na pojedyncza

probke mleka wynosita 10,42 (zakres: 2—15), w wymazach $rednio 8,73 gatunku (zakres: 3-15)

(Wykres 5).
Rdéznorodnosé gatunkowa
120
107
100
84
80
63

60 52
40
20
0

MLEKO I (N = 53) WYMAZ | (N =53) MLEKO Il (N = 32) WYMAZ Il (N =32)
Wykres 5. Poréwnanie liczby zidentyfikowanych gatunkéw bakterii w préobkach mleka i wymazow z jamy ustnej podczas | i

Il poboru

W mleku kobiecym zidentyfikowano z obu pobran 47 gatunkéw wspdlnych, przy
jednoczesnej obecnosci 60 gatunkéw wytgcznych dla | poboru oraz 37 dla Il poboru.
W wymazach z jamy ustnej liczba gatunkéw wspdlnych wynosita 30, natomiast unikatowych

zidentyfikowano 33 i 22 dla l'i Il poboru (Wykres 6).
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A. Gatunki B. Gatunki

identyfikowane z mleka identyfikowane z wymazéw
Mieko Mileko Wymaz j.u. Wymaz j.u.
I pobé6r II pobor I pobér II pobér
47 30
wspélne wspélne

Wykres 6. Diagramy Venna obrazujgce naktadanie sie wspdlnych rodzajow bakterii w préobkach mleka oraz wymazéw
z jamy ustnej pomiedzy pierwszym i drugim poborem (j.u. = jama ustna)

Najczestszym gatunkiem wchodzgacym w sktad mikrobioty mleka byt Staphylococcus
epidermidis, identyfikowany u 88,7% uczestniczek w pierwszym punkcie czasowym oraz
u 90,6% w drugim. Kolejne pod wzgledem czestosci wystepowania byly: Streptococcus mitis
(1-—64,2%; 11 —62,5%), Streptococcus parasanguinis (I —43,4%; 1l —31,2%), Streptococcus oralis
(I—41,5%; Il — 21,9%) oraz Streptococcus vestibularis (1 —41,5%; Il — 56,2%) (Tabela 5, Wykres
7).

W przypadku Rothia mucilaginosa, odnotowano wzrost czestosci wystepowania w |l
poborze zaréwno w mleku (26,4% = 40,6%, +14,2 pp.) jak i wymazach (35,8% = 65,6%, +29,8
pp.) (Tabela 5i 6).
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Tabela 5. Dwadziescia najczesciej identyfikowanych gatunkéw w mleku — i [l pobdr

Poz. Mieko | pobér Il pobér Zmiana
Gatunek (N=53) (N=32)
N % N %
1 Staphylococcus epidermidis 47 88,7 29 90,6 =
2 Streptococcus mitis 34 64,2 20 62,5 =
3 Streptococcus parasanguinis 23 434 10 31,2 J
4 Streptococcus oralis 22 41,5 7 21,9 NP
5 Streptococcus vestibularis 22 415 18 56,2 T
6 Streptococcus salivarius 18 34,0 13 40,6 T
7 Staphylococcus hominis 17 321 6 18,8 NP
8 Rothia mucilaginosa 14 26,4 13 40,6 T
9 Gemella haemolysans 13 24,5 6 18,8 NP
10 Streptococcus pneumoniae 13 24,5 7 21,9 =
11 Corynebacterium tuberculostearicum 11 20,8 6 18,8 =
12 Streptococcus peroris 9 17,0 9 28,1 N
13 Neisseria subflava 8 15,1 - - -
14  Corynebacterium kroppenstedtii 6 11,3 5 15,6 =
15 Kocuria rhizophila 6 11,3 3 9,4 =
16  Staphylococcus warneri 6 11,3 5 15,6 =
17 Actinomyces oris 5 9,4 - - -
18  Lactobacillus gasseri 5 9,4 4 12,5 =
19  Micrococcus luteus 5 9,4 8 25,0 ™
20  Staphylococcus aureus 5 9,4 4 12,5 =
- Rothia dentocariosa ® - - 3 9,4 nowy
- Acinetobacter pittii ® - - 3 9,4 nowy

Poz. = pozycja w rankingu czestosci (I pobdr). N = liczba uczestniczek, u ktérych zidentyfikowano dany
gatunek; % = odsetek uczestniczek z danym gatunkiem. Zmiana: * wzrost odsetka = 5 pp.; T wzrost

> 15 pp.; { spadek = 5 pp.; = stabilny (zmiana < 5 pp.); — gatunek nieobecny
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Wykres 7. Podsumowanie dwudziestu najczesciej identyfikowanych gatunkéw w mleku —I'i Il pobor

W materiale z wymazow jamy ustnej dzieci, pobranym w obu punktach czasowych,
dominowaty paciorkowce z gatunkdéw Streptococcus mitis (81,1% vs. 81,2%), Streptococcus
oralis (67,9% vs. 53,1%) oraz Streptococcus vestibularis (49,1% vs. 56,2%). Do czesto
identyfikowanych gatunkdéw nalezaty takze Staphylococcus epidermidis (47,2% vs. 56,2%) oraz

Gemella haemolysans (45,3% vs. 28,1%.) (Tabela 6, Wykres 8).
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Tabela 6. Dwadziescia najczesciej identyfikowanych gatunkéw w wymazach z jamy ustnej dzieci — | i |l pobor

Wymazy | pobér Il pobér
Poz. Gatunek (N=53) (N=32) Zmiana
N % N %
1 Streptococcus mitis 43 81,1 26 81,2 =
2 Streptococcus oralis 36 67,9 17 53,1 NP
3 Streptococcus vestibularis 26 49,1 18 56,2 T
4 Staphylococcus epidermidis 25 47,2 18 56,2 ™
5 Gemella haemolysans 24 45,3 9 28,1 NP
6 Rothia mucilaginosa 19 35,8 21 65,6 ™
7 Staphylococcus hominis 19 35,8 13 40,6 =
8 Streptococcus salivarius 18 34,0 12 37,5 =
9 Neisseria subflava 13 24,5 - - -
10 Streptococcus parasanguinis 11 20,8 8 25,0 =
11 Streptococcus pneumoniae 9 17,0 11 34,4 N
12 Staphylococcus aureus 8 15,1 3 9,4 Np
13 Neisseria cinerea 7 13,2 - - -
14 Lactobacillus gasseri 6 11,3 8 25,0 ™
15 Rothia dentocariosa 6 11,3 - - -
16 Actinomyces oris 5 9,4 - - -
17 Staphylococcus haemolyticus 5 9,4 - - -
18 Streptococcus peroris 5 9,4 4 12,5 =
19 Streptococcus sanguinis 5 9,4 - - -
20 Staphylococcus lugdunensis 4 7,5 - - -
- Escherichia coli ® - - 3 9,4 nowy
- Lactobacillus fermentum ° - - 3 9,4 nowy
Poz. = pozycja w rankingu czestosci (I pobor). N = liczba uczestniczek, u ktdrych zidentyfikowano dany
gatunek; % — odsetek uczestniczek z danym gatunkiem. Zmiana: dwadziescia najczesciej
identyfikowanych gatunkdéw w mleku — I i Il pobdr. I wzrost odsetka > 5 pp.; ™ wzrost > 15 pp.; ¢

spadek > 5 pp.; = stabilny (zmiana < 5 pp.); — gatunek nieobecny
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Wykres 8. Podsumowanie dwudziestu najczesciej identyfikowanych gatunkdw w wymazach — i Il pobér

Poréwnanie najczesciej identyfikowanych gatunkéw bakterii w mleku i w wymazach
zjamy ustnej, wykazato obecno$¢ 10 gatunkéw wspdlnych dla obu typéw materiatu
(Tabela 7,8). Jednoczesnie obserwowano zrdznicowang czesto$¢ wystepowania
dominujgcych gatunkéw. W mleku dominowat S. epidermidis (88,7%), natomiast w wymazach
czesciej identyfikowano paciorkowce, takie jak S. mitis (64,2% vs. 81,1%), S.oralis (41,5% vs.

67,9%) oraz S. vestibularis (41,5% vs. 49,1%) (Tabela 7).
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Tabela 7. Gatunki dominujgce wspdlne dla mleka i wymazu z poboru | (rdzen mikrobiomu osi matka-dziecko)

Gatunek

Staphylococcus
epidermidis

Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Streptococcus vestibularis
Streptococcus salivarius
Staphylococcus hominis
Rothia mucilaginosa
Gemella haemolysans

Streptococcus
pneumoniae

Streptococcus
parasanguinis

Mileko |
(%)
88,7

64,2
41,5
41,5
34,0
32,1
26,4
24,5
24,5

43,4

Wymaz |
(%)
47,2

81,1
67,9
49,1
34,0
35,8
35,8
45,3
17,0

20,8

Obecny w obu typach materiatu
biologicznego

tak

tak
tak
tak
tak
tak
tak
tak
tak

tak

W |l poborze zaobserwowano podobny ogdlny rozktad identyfikacji bakteryjnych jak

w | poborze (Tabela 7). S. epidermidis obecny byt w obu badanych materiatach, ale czesciej

identyfikowano go w mleku (90,6% vs. 56,2%). Natomiast w wymazach, podobnie jak

w przypadku identyfikacji z pierwszego poboru, dominowaty paciorkowce —S. mitis (62,5% vs.

81,2%), S. oralis (21,9% vs. 53,2%) S. vestibularis (odpowiednio 56,2% vs. 56,2%), (Tabela 8).

Tabela 8. Gatunki dominujgce wspdlne dla mleka i wymazu z poboru Il (rdzen mikrobiomu osi matka-dziecko)

Mieko Il Wymaz Il Obecny w obu typach materiatu
Gatunek (%) (%) biologicznego
Staphylococcus 90,6 56,2 tak
epidermidis
Streptococcus mitis 62,5 81,2 tak
Streptococcus oralis 21,9 53,1 tak
Streptococcus vestibularis 56,2 56,2 tak
Streptococcus 31,2 25,5 tak
parasanguinis
Streptococcus salivarius 40,6 37,5 tak
Staphylococcus hominis 18,8 40,6 tak
Rothia mucilaginosa 40,6 65,6 tak
Gemella haemolysans 18,8 28,1 tak
Streptococcus 21,9 34,1 tak
pneumoniae
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Analiza podobienstwa sktadu mikrobioty mleka matki i wymazdow z jamy ustnej dziecka,
oceniano za pomocg indeksu Jaccarda, ktéra wykazata zmniejszenie stopnia naktadania sie
sktadu gatunkowego pomiedzy poborami. W | poborze mediana indeksu wynosita 0,39 (IQR:
0,29-0,53), co odpowiadato srednio 39% gatunkéw wspdlnych dla obu typéw prébek. W I
poborze wartos¢ mediany obnizyta sie do 0,26, a wiekszo$¢ analizowanych par prébek

wykazywata trend spadkowy (Wykres 9).

Jaccard: mleko~wymaz (I vs II pobér)
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Wykres 9. Parowany wykres indeksu Jaccarda naktadania sie mikrobiomu mleka i wymazu jamy ustnej: | vs Il pobor

W celu oceny stabilnosci sktadu gatunkowego mikrobioty pomiedzy | i Il poborem mleka
przeprowadzono analize zmian czesto$ci wystepowania 17 najczesciej identyfikowanych
gatunkéw bakterii mleka kobiecego z wykorzystaniem testu McNemara. Badanie obejmowato
32 pary prébek mleka pobranych od tych samych uczestniczek.

Analiza nie wykazata istotnych zmian czestosci wystepowania dla zadnego z badanych
gatunkdéw bakterii po korekcji FDR (wszystkie pror 2 0,167). Dla czesci gatunkéw obserwowano
zmiany czestosci wystepowania, ale miaty one charakter umiarkowany i nie tworzyty spdjnego
wzorca zmian na poziomie catej badanej grupy. Stad uzyskane wyniki wykazujg wysoka

stabilnos¢ sktadu gatunkowego mikrobioty mleka pomiedzy poborami.
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Najwiekszg bezwzgledng zmiane odnotowano dla S. oralis, ktérego odsetek zmniejszyt

sie z34,0% w | poborze do 13,2% w Il poborze (praw = 0,010). Mimo, ze wynik ten nie osiggnat

istotnosci po korekcji, stanowit najsilniejszy obserwowany sygnat zmian w czasie. Drugg co do

wielkosci redukcje zaobserwowano dla S. hominis (24,5% vs 11,3%; praw = 0,070).

Wsrod gatunkéw wykazujgcych tendencje wzrostowg wyrdzniaty sie: M. luteus (5,7% vs

15,1%; praw = 0,182), R. mucilaginosa (17,0% vs 24,5%; praw = 0,423) oraz S. vestibularis (26,4%

VS 34,0%, praw = 0,423)

Najwiekszg stabilnos¢ wykazywaty S. epidermidis (54,7% w obu pobraniach) oraz

S. salivarius (24,5% w obu pobraniach) (Tabela 9).

Tabela 9. Zmiany czestosci wystepowania najczesciej identyfikowanych gatunkéw bakterii pomiedzy | i Il poborem mleka
ocenione testem McNemara uporzgdkowane rosngco wg praw (N = 32 pary)

Zmiana
Gatunek N\ (%) Ny (%) (pp.) chi? paw  Pror  Kierunek
Streptococcus oralis 18 (34,0%) 7 (13,2%) -20,8 6,67 0,010 0,167 spadek
Staphylococcus hominis 13 (24,5%) 6(11,3%) -13,2 3,27 0,070 0,599 spadek
Gemella haemolysans 10 (18,9%) 6(11,3%) -7,5 1,13 0,289 1,000 spadek
Micrococcus luteus 3(5,7%) 8 (15,1%) +9,4 1,78 0,182 1,000 wzrost
Streptococcus 15(28,3%) 10 (18,9%) 9,4 1,07 0,302 1,000 spadek
parasanguinis
Rothia mucilaginosa 9(17,0%) 13 (24,5%) +7,5 0,64 0,423 1,000 wzrost
Streptococcus 14 (26,4%) 18 (34,0%) +7,5 0,64 0,423 1,000 wzrost
vestibularis
Corynebacterium 3(5,7%) 5(9,4%) +3,8 0,50 0,480 1,000 wzrost
kroppenstedtii
Streptococcus mitis 22 (41,5%) 20(37,7%) -3,8 0,08 0,773 1,000 stabilny
Staphylococcus 29 (54,7%) 29 (54,7%) 0,0 <0,01 1,000 1,000 stabilny
epidermidis
Streptococcus salivarius 13 (24,5%) 13 (24,5%) 0,0 <0,01 1,000 1,000 stabilny
Streptococcus 8 (15,1%) 7 (13,2%) -1,9 <0,01 1,000 1,000 stabilny
pneumoniae
Streptococcus peroris 8 (15,1%) 9(17,0%) +1,9 <0,01 1,000 1,000 stabilny
Staphylococcus warneri 4 (7,5%) 5(9,4%) +1,9 <0,01 1,000 1,000 stabilny
C. tuberculostearicum 5(9,4%) 6(11,3%) +1,9 <0,01 1,000 1,000 stabilny
Kocuria rhizophila 2 (3,8%) 3(5,7%) +1,9 <0,01 1,000 1,000 stabilny
Neisseria subflava 3(5,7%) 2 (3,8%) -1,9 <0,01 1,000 1,000 stabilny
Test McNemara; N;, Ny = liczba uczestniczek z danym gatunkiem w | i Il poborze. Zmiana (pp.) = rdéznica w punktach

procentowych (%) - %)). chi2 = statystyka McNemara; pror = korekta Benjaminiego-Hochberga; Kierunek: wzrost > +5 pp.;

spadek <-5 pp.; stabilny <5 pp.
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5.4 Alfa-ibeta- réznorodnos¢ mikrobioty mleka kobiecego oraz wymazéw z jamy
ustnej dzieci
Wskazniki alfa-réoznorodnosci mikrobiomu mleka oraz wymazéw z jamy ustnej byty
zblizone zaréwno pomiedzy badanymi materiatami, jak i pomiedzy pobraniami (Tabela 10;
Wykres 10). Mediana indeksu Shannona dla mleka w | poborze wynosita 1,95 (IQR: 1,61-2,30)
oraz 2,01 (IQR: 1,75-2,22) w |l poborze; bez istotnych statystycznie réznic (test Wilcoxona:
p = 0,809). Bogactwo gatunkowe byto nieznacznie wyzsze w mleku (Me = 7,0; IQR: 5,0-10,0)

niz w wymazach (Me = 6,0; IQR: 5,0-8,0). Wartosci indeksu Shannona miescity sie w zakresie

1,6-2,3.

Tabela 10. Wskazniki alfa-réznorodnosci mikrobiomu mleka i wymazu jamy ustnej w | i Il poborze
Zrédto materiatu Pobor N Bogactwo S, Me (IQR) Shannon H’, Me (IQR)
Mleko | 53 7,0 (5,0-10,0) 1,95 (1,61-2,30)
Mleko Il 32 7,5 (5,8-9,2) 2,01 (1,75-2,22)
Wymaz j.u. I 53 6,0 (5,0-8,0) 1,79 (1,61-2,08)
Wymaz j.u. Il 32 7,0 (5,0-8,2) 1,95 (1,61-2,11)
Wilcoxon p=0,809
(mleko I vs 1)

Me = mediana; IQR = rozstep miedzykwartylowy. S = bogactwo gatunkowe H’ = indeks Shannona. Poréwnanie
parowane (I vs Il pobdr): test Wilcoxona. j.u. = jama ustna.

74



Alfa-réznorodnos¢ mikrobiomu
Mleko i wymaz, 1i Il pobor
Bogactwo gatunkowe (S) Indeks Shannona (H')
)
3 -
. °

— | 201
w
s 24
g 8
w . @
W
- : y
g 101

o 1=

©
(=)
0 o 0 O
of ot of ot ot ot ot of
o/\9°° g 1,\9°“ o o/\\>°“ o 1/\9°° 3 9%
1

‘,j\\e\k w\e\“o \“\’“\3 \N‘i«\a \J\\ey\ w\e\‘ko \N\i‘(\a \N\;(“al

Wykres 10. Poréwnanie wskaznikéw alfa-réznorodnosci mikrobiomu miedzy czterema kombinacjami materiatu i czasu
poboru (bogactwo gatunkowe oraz indeks Shannona)

Badanie rdéznic w sktadzie mikrobioty pomiedzy probkami (analiza PERMANOVA
na macierzy Braya-Curtisa) wykazata, ze etap laktacji jest czynnikiem istotnie wyptywajgcym
na strukture beta-réznorodnosci mikrobiomu mleka (R? = 0,067, pseudo-F = 1,83, p= 0,009),
(Tabela 11). Metoda porodu oraz dieta stosowana w cigzy nie byty istotnie zwigzane

ze zmianami w sktadzie mikrobioty mleka (R?> = 0,024, p = 0,195 vs. R = 0,059, p = 0,331).
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Tabela 11. Wielowymiarowa analiza réznic miedzy grupami klinicznymi: wptyw czynnikéw klinicznych w strukture
beta-réznorodnosci mikrobioty mleka (I pobdr, N = 53)

Czynnik Suma kwadratéw R? p

Etap laktacji (3 kategorie) 0,93 0,067 0,009
Metoda porodu (2 kategorie) 0,33 0,024 0,195
Dieta w ciazy (4 kategorie) 0,82 0,059 0,331

R? = frakcja catkowitej wariancji odlegtosci Braya-Curtisa wyjasniona przez dany czynnik; p = warto$¢
p permutacyjna. Etapy laktacji kategorie: siara / mleko wczesne (<1,5 mies., N = 19), mleko dojrzate
(2—5 mies., N = 10), mleko dtugiego karmienia (26 mies., N=24); metoda porodu kategorie: drogami
natury (N = 26), ciecie cesarskie (N = 27); Dieta w cigzy kategorie: ogdlna (N = 40), cukrzycowa (N =
10), wegetarianska (N = 2), bezglutenowa (N = 1)

Rozmieszczenie probek w analizie PCoA mapowana wg etapu laktacji (Wykres 11),
ujawnita tendencje do separacji grupy prébek siary/mleka wczesnego od grupy prébek mleka
przedtuzonej laktacji wzdtuz osi PC1. Naktadanie sie elips w 80% Cl wskazuje na znaczne

podobienstwo miedzy grupami prébek, jednoczesnie wykazujgc heterogenicznos¢ pomiedzy

probkami (brak wyraznie odrebnych klastréw).

PCoA (Bray-Curtis): mleko I pobdr — etap laktacji
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Wykres 11. Wykres analizy PCoA (na macierzy Bray-Curtis) mikrobioty mleka mapowana wg etapu laktacji (I pobor)
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5.5 Ocena zawartosci oligosacharydow i laktoferyny

Ocenie sktadu oligosacharydéw mleka kobiecego wykonano w 29 prébek pochodzacych
z pierwszego oraz 25 prébek z drugiego poboru, co stanowito odpowiednio 54,7% i 78,1%
dostepnych prébek. Z przeprowadzonych analiz mleka kobiecego zidentyfikowano 13 typow
(HMO) przedstawionych w Tabeli 11. Mediana catkowitego stezenia oligosacharydéw
w pierwszym i drugim poborze wynosita odpowiednio 2,49 mg/mL (zakres 0,85 — 100,48)
2,43 mg/mL (0,77 — 72,78) (Tabela 12).

Tabela 12. Zidentyfikowane HMO w badanych prébkach mleka

Masa
czasteczkowa
Lp.  Petna nazwa Skrot Wzor [u]
1 2'-Fucosyllactose 2FL C1gH32015 488,17
2 3-Fucosyllactose 3FL Ci8H3,045 488,17
3  3'-Sialyllactose 3SL C23H39NO4, 633,21
4  6'-Sialyllactose 6SL C,3H39NO4, 633,21
5 Difucosyllactose DFL C24H42049 634,58
6 Lacto-N-difucohexaose LNDFH CssHesNO,q 999,36
7  Lacto-N-tetraose LNT C26HasNO34 707,25
8 Disialyllacto-N-tetraose DSLNT CisH79N303, 1289,44
9 Sialyllacto-N-hexaose SLNH Cs1HgsN3Oso 1363,48
10 Lacto-sialyl-tetrasaccharide LST C37He2N2049 998,34
11 Difucosyl-lacto-N-hexaose DFLNH Cs,HgsN,O36 1364,50
12  Fucosyl-lacto-N-hexaose FLNH C46H75N2035 1219,12
13 Lacto-N-fucopentaose LNFP C;3,HssNO,s 853,31

Oznaczenie stezenia laktoferyny wykonano w 50 prdbkach mleka z | poboru oraz
29 rébek z Il poboru, co odpowiadato 94,3% i 90,6% zebranego materiatu biologicznego obu
zbidrek. Mediana LF | i Il zbidrki wyniosta 2,535 mg/mL (zakres 1,240 — 14,268) oraz 2,805
mg/mL (1,376 — 14,454) (Tabela 13).

Rdznice w liczbie analizowanych danych byty zalezne od dostepnosci materiatu
biologicznego.

Nie stwierdzono istotnych réznic statystycznych pomiedzy pierwszym a drugim

poborem dla badanych parametréw biochemicznych.
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Tabela 13. Charakterystyka statystyczna stezern HMO i laktoferyny (i Il pobdr)

Zmienna Pobér N % brakéow Me (IQR) M+ SD Zakres 95% ClI
Total HMO I 29 45,3% 2,49 (1,45-3,49) 9,74 + 21,65 0,85-100,48 1,9-6,0
mg/mL
(sumai3 25 21,9% 2,43 (1,87-4,10) 7,78+16,48  0,77-72,78 2,153
frakeji)

Laktoferyna | 50 5,7% 2,535 4,022 £3,264  1,240- 2,4-4,6
(mg/mL) (1,910-5,161) 14,268
I 29 9,4% 2,805 3,959+3,019 1,376- 2,6-4,3
(2,236-4,390) 14,454

N = liczba préb; Me = mediana; IQR = rozstep miedzykwartylowy (Q1-Q3); M = s$rednia arytmetyczna; SD =
odchylenie standardowe; 95% Cl = przedziat ufnosci (test Wilcoxona); % brakdw = odsetek prébek bez
dostepnych danych w odniesieniu do sumy zebranego materiatu biologicznego

Najwyzsze mediany stezen odnotowano dla 2'-FL zaréwno w | poborze (1,17 mg/mL),
jak i w 1l poborze (1,21 mg/mL). Wysokie wartosci obserwowano réowniez dla 3-FL, ktérego
mediana wynosita odpowiednio 0,83 mg/mLi 0,89 mg/mL.

Wiekszos¢ analizowanych frakcji HMO charakteryzowata sie zblizonymi medianami
stezen pomiedzy prébkami mleka z | i Il poboru. Niewielki wzrost mediany w Il poborze
obserwowano dla LNT, SLNH oraz FLNH, natomiast nizsze wartosci odnotowano dla DFL.

Analizowane frakcje HMO wykazaty znaczng zmienno$¢ indywidualng, co potwierdzaja
szerokie zakresy wartosci oraz wysokie odchylenia standardowe dla czesci oznaczanych
oligosacharydéw. Najwiekszg rozpietos¢ wynikdéw stwierdzono m.in. dla 6’-SL, LNT oraz LNFP

(Tabela 14).
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Tabela 14. Charakterystyka statystyczna stezern HMO - frakcje indywidualne HMO (I i Il pobor)

Frakcja HMO

mg/mL Pobor N Me (IQR), M t SD Zakres 95% ClI

2'-FL (2 | 29 1,17 (0,55-2,21)  1,51%1,25 0,11-5,3 0,93-1,8
fukozylolaktoza) I 25 1,21(0,59-2,23) 1,611,551 0,15-7,25 0,90-1,9
3'-SL (3 | 29 0,10 (0,08-0,13) 0,70£2,05  0,05-10,65 0,09-0,26
sialilolaktoza) I 25 0,12 (0,08-0,16) 0,49 +1,11 0,06-4,93 0,10-0,28
6'-SL (6'- | 29 0,08 (0,07-0,14) 1,31+3,99  0,05-18,96 0,08-0,62
sialilolaktoza) I 25 0,08 (0,07-0,18) 0,80+2,32  0,06-10,92 0,08-0,25
DFL | 28 0,15(0,09-0,18) 0,64 + 1,85 0,05-9,64 0,12-0,19
(difukozylolaktoza) I 25 0,14 (0,10-0,21) 0,80+2,16 0,06-8,89 0,12-0,40
LNDFH (lakto-N- | 29 0,08 (0,07-0,09) 0,65 + 1,88 0,05-8,55 0,07-0,14
difukoheksoza) I 24 0,08(0,07-0,14) 0,631,883  0,05-7,831 0,07-0,15
LNT (lakto-N- | 29 0,12 (0,08-0,17) 1,10£3,13  0,06-13,09 0,10-0,63
tetraoza) I 25 0,14 (0,08-0,34) 1,09 2,92 0,06-13,13 0,11-0,65
DSLNT | 29 0,08 (0,07-0,09) 1,06+2,65  0,05-10,59 0,07-0,13
(disialilolakto-N- I 25 0,08(0,07-0,13) 0,56 + 1,49 0,05-6,47 0,07-0,13

tetraoza)

SLNH (sialilolakto-N- | 12 0,08 (0,07-0,81) 0,47 £ 0,65 0,05-1,82 0,07-0,94
heksoza) I 9 0,13(0,09-0,24)  0,23+0,22 0,06-0,67 0,09-0,40

LST (lakto-sialil- | 24 0,08 (0,07-0,12) 1,05+ 2,40 0,06-8,90 0,07-1,5
tetrasacharyd) I 21 0,09 (0,07-0,14) 0,36 + 0,90 0,05-4,09 0,08-0,25
DFLNH (difukozyl- | 11 0,08 (0,07-1,35) 0,60 +0,78 0,05-2,13 0,07-1,1
lakto-N-heksoza) I 10 0,09 (0,07-0,23) 0,29 % 0,40 0,07-1,14 0,07-0,60
FLNH (fukozyl-lakto- | 9 0,24 (0,21-0,27)  0,72+1,0 0,16-2,93 0,21-1,6
N-heksoza) I 9 0,39 (0,24-0,41)  0,69%0,78 0,20-2,34 0,24-1,4
LNFP (lakto-N- | 28 0,16 (0,14-0,20) 1,21+3,15  0,10-13,35 0,15-0,66
fukopentaoza) I 23 0,16 (0,13-0,26) 1,01 +2,80 0,11-12,20 0,15-0,27
3-FL (3- | 4 0,83(0,29-1,28) 0,79 +0,59 0,12-1,37 0,12-1,4
fukozylolaktoza) I 3 0,89 (0,49-1,22) 0,87 0,37 0,49-1,22 0,49-1,2

N = liczba préb; Me = mediana; IQR = rozstep miedzykwartylowy (Q1-Q3); M = $rednia arytmetyczna;
SD = odchylenie standardowe; 95% Cl = przedziat ufnosci (test Wilcoxona)
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Najwiekszg bezwzgledng zmiane mediany odnotowano dla catkowitego stezenia HMO,
ktérego mediana wzrosta z 2,21 do 2,43 mg/mL (AMe = 0,329), ale rdznica nie byta istotna
statystycznie (p = 0,647). Mediana laktoferyny wzrosta nieznacznie z 2,535 do 2,748 mg/mL
(AMe = 0,165), jednak réowniez ta zmiana nie osiggneta istotnosci statystycznej (p = 0,882).

Mediana stezenia 2'-FL wzrosta z 0,97 do 1,21 mg/mL (AMe = 0,024), uzyskujgc najnizszg
niekorygowang wartos$¢ p = 0,501. Podobny kierunek zmian obserwowano dla wiekszosci

analizowanych sktadnikéw, bez istotnosci statystycznej (Tabela 14).

Wykres 12 przedstawia parowane poréwnanie catkowitego stezenia HMO (Total HMO)
pomiedzy pierwszym i drugim poborem mleka. Kazda linia tgczy dwa pomiary pochodzace
od tej samej uczestniczki, umozliwiajagc ocene indywidualnych zmian w czasie. Analiza
wizualna wskazuje na wystepowanie wyraznych rdznic u pojedynczych uczestniczek, nie miaty
one wyraznego trendu wzrostowego lub spadkowego i nie przetozyty sie na istotne rdznice
dla catej grupy. Indywidualne zmiany stezen koncentrowaty sie wokdt mediany wynoszacej
okoto 2—4 mg/mL. Wykres potwierdza wyniki analizy statystycznej przedstawione w Tabeli 14.
Wykazujg one stabilne stezenie HMO w mleku kobiecym pomiedzy poborami, potwierdzajgc

niewielka tendencje wzrostowg stezen catkowitej ilosci HMO w Il poborze.

Total HMO [mg/100 mL]

Pobdr

Wykres 12. Indywidualne zmiany catkowitego stezenia HMO pomiedzy | i Il poborem mleka (analiza parowana)
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Wykres 13 przedstawia zaleznos$¢ pomiedzy wiekiem dziecka a catkowitym stezeniem
HMO (panel A) oraz stezeniem laktoferyny (panel B) w mleku kobiecym, w formie wykreséw
rozrzutu z oznaczeniem metody porodu (zielony — pordd naturalny, fioletowy — ciecie
cesarskie). Linia ciggta przedstawia wygtadzony trend zmian, natomiast zacieniowany obszar
odpowiada 95% przedziatowi ufnosci. Pionowe linie przerywane wyznaczajg granice
pomiedzy kolejnymi etapami laktacji.

Panel lewy wykazuje najwyzsze stezenie oligosacharyddéw w pierwszym miesigcu zycia,
podczas ktérego nastepuje tagodny spadek z szerokim rozproszeniem obserwacji.
Po poczatkowym okresie wysokich wartosci, nastepowata szybka redukcja stezenia i jego
stabilizacja na relatywnie niskim poziomie. Wykres uwidacznia znaczng zmiennos¢
miedzyosobniczg, zwtaszcza w najwczesniejszym okresie laktacji, gdzie odnotowano
pojedyncze prébki o bardzo wysokich stezeniach HMO (Wykres 13A).

Stezenie laktoferyny w mleku wykazuje najwyzsze stezenie w pierwszych tygodniach
zycia dziecka, po czym nastepuje wyrazny spadek. Po czym krzywa opada gwattownie okoto
4-5 miesigca, nastepnie uwidacznia sie stabilizacja na nizszym poziomie, a po okoto
12 miesigcu laktacji uwidacznia sie trend wzrostowy (Wykres 13B).

Metoda porodu nie wskazuje na rdézinice pomiedzy kobietami po cieciu cesarskim
a rodzgcymi drogg naturalng. Punkty reprezentujgce obie grupy sg rozmieszczone podobnie

w catym zakresie wieku dziecka (Wykres 13).
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Wykres 13. Zaleznos¢ catkowitego stezenia HMO (A) oraz stezenia laktoferyny (B) od wieku dziecka z uwzglednieniem
metody porodu (I pobdr)

5.6 Korelacja miana bakterii mleka kobiecego z oligosacharydami i laktoferyna

Analiza korelacji Spearmana wykazata wytgcznie umiarkowanie dodatnie zaleznosci
pomiedzy logarytmem liczby bakterii (mianem) mleka, a wybranymi sktadnikami mleka.

Wykresy rozrzutu potwierdzity brak wyraznego trendu pomiedzy logarytmem miana
bakterii stezeniem oligosacharydéw mleka kobiecego (Total HMO). Znaczne rozproszenie
naniesionych danych oraz szerokie przedziaty ufnosci wokot linii wskazujg na duzg zmiennosé
badanych parametrow (Wykres 14). Wartos¢ wspoétczynnika korelacji Spearmana wskazuje
na bardzo stabg dodatnia zalezno$¢ pomiedzy log miana bakterii a stezeniem
oligosacharydéw mleka kobiecego (Total HMO) w | i Il poborze (rho = 0,164; rho = 0,09). Nie
stwierdzono istotnej korelacji pomiedzy mianem bakterii a catkowitym stezeniem HMO ani

w pierwszym, ani w drugim poborze mleka (p = 0,396; p = 0,684).
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logse(miano) x total HMO

PobérI Pobér I1
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Wykres 14. Wykresy rozrzutu: logio(miano bakterii) a stezenie Total HMO (I i Il pobér, skala logarytmiczna)

Graficzna prezentacja zaleznosci pomiedzy stezeniem laktoferyny a logarytmem miana
bakterii wykazywata dodatni trend korelacji badanych parametréw. W pierwszym poborze
zaleznos$¢ miedzy stezeniem laktoferyny a logarytmem liczebnosci bakterii stwierdzono staba
dodatnig korelacje (rho = 0,211), ktéra nie uzyskata istotnosci statystycznej (p = 0,141).
W drugim poborze zaobserwowano umiarkowang dodatnig korelacje (rho = 0,47; p = 0,010),
wskazujgca na tendencje wzrostu liczebnos$ci bakterii wraz ze wzrostem stezenia laktoferyny,

ktéra potwierdzita istotnos¢ statystyczng (Wykres 15).
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logio(miano) X laktoferyna
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Wykres 15. Wykresy rozrzutu: logio(miano bakterii) a stezenie laktoferyny (Ii Il pobor, skala logarytmiczna)

5.7 Zwigzek gatunkow bakterii z oligosacharydami i laktoferyna

Wykonano jednoczynnikowg analize przesiewowa majgca na celu ocene zwigzku
obecnosci poszczegdlnych gatunkdéw bakterii mleka kobiecego a stezeniem oligosacharydéw
mleka kobiecego i laktoferyny w prébkach mleka z | poboru. Tabela 15 przedstawia dwanascie
par gatunek — HMO/laktoferyna wykazujgcych najsilniejsze zaleznosci. Analiza wykazata, ze
w probkach mleka, w ktérych zidentyfikowano obecnos¢ Rothia mucilaginosa, stezenia
wybranych oligosacharydéw byty istotnie nizsze w porédwnaniu z prébkami, w ktérych tego
gatunku nie wykryto. Dotyczyto to 2’-FL (Me: 0,44 vs 1,43 mg/mL; praw = 0,006), DFLNH (Me:
0,067 vs. 0,969 mg/mL; praw = 0,012) i SLNH (Me: 0,068 vs. 0,106 mg/mL; praw = 0,018).

Obecnos¢ w mleku Staphylococcus hominis wigzata sie z istotnie statystycznym wyzszym
stezeniem laktoferyny w poréwnaniu z probkami mleka, w ktérych nie wykryto obecnosci
tego gatunku bakterii (Me = 2,830 vs 2,410 mg/ml; praw = 0,029). Byta to jedyna dodatnia

zaleznos$z wykazana w przeprowadzonej analizie (Tabela 15).
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Tabela 15. Jednoczynnikowa analiza zaleznos$ci pomiedzy obecnoscig wybranych gatunkéw bakterii a stezeniem HMO i
laktoferyny w mleku kobiecym (12 najbardziej istotnych statystycznie wynikow z | poboru)

Gatunek HMO/laktoferyna N. N- Me. Me- Kierunek  praw
Rothia mucilaginosa 2’-FL 7 22 0,442 1,427 - 0,006
Rothia mucilaginosa DFLNH 4 7 0,067 0,969 - 0,012
Rothia mucilaginosa SLNH 3 9 0,068 0,106 - 0,018
Staphylococcus hominis Laktoferyna 17 33 2,830 2,410 + 0,029
Rothia mucilaginosa FLNH 3 6 0,206 0,272 - 0,048
Rothia mucilaginosa Total HMO 7 22 1,454 2,594 - 0,048
Rothia mucilaginosa DFL 6 22 0,093 0,157 - 0,052
Rothia mucilaginosa Laktoferyna 14 36 2,385 2,800 - 0,062
Rothia mucilaginosa LNDFH 7 22 0,069 0,080 - 0,062
Streptococcus parasanguinis FLNH 5 4 0,209 1,116 - 0,064
Staphylococcus epidermidis LNT 26 3 0,208 0,191 - 0,081
Rothia mucilaginosa 3’-SL 7 22 0,088 0,113 - 0,088
Test Manna-Whitneya-Wilcoxona; N.,. = liczba obecnego/nieobecnego gatunku; Me = mediana stezenia [mg/mL dla HMO;
mg/mL dla laktoferyny]; pogrubione: pr.w < 0,05; Kierunek (,+“/,,—") wskazuje wyzsze/nizsze stezenie u uczestniczek z

obecnoscig danego gatunku

Wykres 16 przedstawia serie wykresdw skrzynkowych ilustrujgcych réznice
w stezeniach wybranych oligosacharydéw mleka kobiecego oraz laktoferyny w zaleznosci
od obecnosci wybranych gatunkéw bakterii w prébkach mleka. Wykresy stanowig graficzna
prezentacje danych z Tabeli 15. Najczesciej wystepujacym gatunkiem byta R. mucilaginosa,
uwzgledniona na dziewieciu wykresach i wykazujgca najsilniejsze zaleznosci badanych
parametréw. Obecnos$¢ tego gatunku byta zwigzana z nizszymi stezeniami wiekszosci
analizowanych HMO w pordwnaniu z probkami, w ktérych gatunek ten nie wystepowat.
Najbardziej wyrazng réznice odnotowano dla 2’-FL (praw = 0,006), DFLNH (praw = 0,018) oraz
SLNH (praw = 0,027).

Obecnos¢ S. hominis wigzata sie z istotnie statystycznie wyzszym stezeniem laktoferyny
w poréwnaniu z prébkami mleka bez niniejszego gatunku bakterii (praw = 0,029).
Wystepowanie S. parasanguinis byta zwigzana z nizszymi stezeniami FLNH (praw = 0,066),
natomiast dla S. epidermidis obserwowano tendencje do nizszych stezen LNT (praw = 0,079).
W obu przypadkach wartosci p nie osiggnety jednak progu istotnosci statystycznej (Wykres
16).
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Wykres 16. Wykresy skrzynkowe: stezenia HMO wg obecnosci najsilniej zasocjowanych gatunkow bakterii

5.8 Profil mikrobiologiczny i biochemiczny mleka kobiecego a etap laktacji. Korelacje
oligosacharydow i laktoferyny z wiekiem badanych i BMI

Wykonano analize korelacji rang Spearmana miedzy 17 biomarkerami mleka (HMO i LF)

a trzema zmiennymi ciggtymi (wiekiem dziecka, wiekiem matki oraz BMI przed cigzg). Wyniki
wskazaty, ze zaréwno wyzszy wiek matki i dziecka (odzwierciedlajacy etap laktacji) wigzg sie

z tendencjg do obnizania stezern HMO oraz laktoferyny w mleku kobiecym. Jednoczesnie nie




stwierdzono istotnych statystycznie korelacji pomiedzy stezeniami HMO i LF a wartoscig BMI
matki przed cigzg oraz sposobem porodu (Tabela 16, 17, 18).

Tabela 16 przedstawia wyniki analizy korelacji rang Spearmana pomiedzy stezeniami
HMO, laktoferyny, mianem bakterii oraz wskaznikami réznorodnosci mikrobiomu a wiekiem
dziecka wyrazonym w miesigcach. Analiza wykazat przewage ujemnych zaleznosci (rho),
wskazujgcych na zmniejszenie sie czesci sktadnikdw biochemicznych mleka wraz z wiekiem
dziecka.

Najsilniejsze korelacje odnotowano dla laktoferyny, ktéra wykazata silng ujemna
korelacje, istotng statystycznie (rho = —0,629; pror < 0,001). Wskazuje to na spadek stezenia
LF wraz z wiekiem dziecka, tym samym postepem laktacji.

Nie stwierdzono istotnych zaleznosci pomiedzy wiekiem dziecka a catkowitym

stezeniem HMO, logarytmem miana bakterii ani wskaznikami réznorodnosci mikrobiomu.

Tabela 16. Korelacje rang Spearmana pomiedzy stezeniami HMO, laktoferyny, mianem bakterii oraz wskaznikami
réznorodnosci mikrobiomu mleka a wiekiem dziecka wyrazonym w miesigcach (I pobér)

Biomarker N rho Praw ProR Sita®

DFLNH 11 -0,773 0,005 0,035 Silna

FLNH 9 -0,678 0,045 0,135 Silna

SLNH 12 -0,631 0,028 0,102 Silna
Laktoferyna 50 -0,629 < 0,001 < 0,001 Silna

6’-SL 29 -0,592 0,001 0,009 Silna

DSLNT 29 -0,503 0,005 0,035 Silna

LNDFH 29 -0,452 0,014 0,059 Umiarkowana
LNFP 28 -0,436 0,020 0,080 Umiarkowana
LST 24 -0,426 0,038 0,129 Umiarkowana
LNT 29 -0,375 0,045 0,135 Umiarkowana
3’-SL 29 -0,343 0,069 0,195 Umiarkowana
Total HMO 29  -0,290 0,127 0,308 Staba

DFL 28 -0,202 0,302 0,548 Staba
Shannon H' mleka 53 40,193 0,167 0,369 Staba
Bogactwo S 53 +0,193 0,167 0,369 Staba
logio(miano) 53 -0,075 0,592 0,839 Pomijalna
2’-FL 29 -0,071 0,713 0,887 Pomijalna

rho = wspodtczynnik korelacji rang Spearmana. praw = dwustronna warto$¢ p nieskorygowana. pror = korekta
Benjaminiego-Hochberga; Sita® Interpretacja sity korelacji; Wyniki uporzgdkowane wg. rho. Pogrubione: pror <
0,05

87



Tabela 17 przedstawia wyniki analizy korelacji rang Spearmana pomiedzy stezeniami
HMO, laktoferyny, mianem bakterii oraz wskaznikami réznorodnosci mikrobiomu a wiekiem
matki. Wyniki wskazuja na dominacje ujemnych korelacji, wskazujgce na tendencje
do obnizania sie stezen badanych parametréw wraz ze wzrostem wieku matki.

Najsilniejszg zalezno$¢ odnotowano dla LST (rho = —0,651; pror = 0,009), co wskazuje
na silng ujemna korelacje pomiedzy wiekiem matki a stezeniem tej frakcji HMO. Silne i istotne
po korekcji FDR korelacje stwierdzono réwniez dla DSLNT (rho = —0,613; pror = 0,009), LNFP
(rho = -0,529; pror = 0,035), 3'-SL (rho = —0,512; pror = 0,035) oraz 6'-SL (rho = —0,483;
pror = 0,045). Wyniki te sugerujg, ze wyzszy wiek matki wigze sie ze stopniowym obnizaniem
stezen kilku frakcji oligosacharydéw mleka kobiecego.

Nie stwierdzono istotnych korelacji pomiedzy wiekiem matki a laktoferyna
(rho =-0,163; pror = 0,529). Catkowite stezenie HMO takze nie wykazywato zwigzku z wiekiem
matki (p = —0,184; pFDR = 0,550), podobnie jak miano bakterii i wskazniki réznorodnosci

mikrobiologiczej (Tabela 17).

Tabela 17. Korelacje rang Spearmana pomiedzy stezeniami HMO, laktoferyny, mianem bakterii oraz wskaznikami
réznorodnosci mikrobiomu mleka a wiekiem matki (I pobdr)

Biomarker N rho Praw PrOR Sita®

LST 24 -0,651 0,001 0,009 Silna

DSLNT 29 -0,613 < 0,001 0,009 Silna

LNFP 28 -0,529 0,004 0,035 Silna

3’-SL 29 -0,512 0,005 0,035 Silna

6’-SL 29 -0,483 0,008 0,045 Umiarkowana
LNDFH 29 -0,461 0,012 0,059 Umiarkowana
LNT 29 -0,454 0,013 0,059 Umiarkowana
DFLNH 11 -0,426 0,191 0,407 Umiarkowana
FLNH 9 -0,333 0,381 0,588 Umiarkowana
SLNH 12 -0,237 0,459 0,675 Staba

DFL 28 -0,198 0,312 0,548 Staba

Total HMO 29 -0,184 0,341 0,550 Staba
Laktoferyna 50 -0,163 0,260 0,529 Staba
logio(miano) 53 -0,062 0,661 0,878 Pomijalna
2’-FL 29  +0,027 0,888 0,957 Pomijalna
Shannon H' mleka 53 40,132 0,345 0,550 Staba
Bogactwo S 53 +0,132 0,345 0,550 Staba

rho = wspdtczynnik korelacji rang Spearmana. praw = dwustronna wartos$c p nieskorygowana. pepg = korekta Benjaminiego-
Hochberga. Sita?- Interpretacja sity korelacji. Wyniki uporzagdkowano wg. rho. Pogrubione: pgpr < 0,05
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BMI przed cigza nie wykazato istotnych korelacji z zadnym z 17 biomarkerdow po korekcji
FDR (Tabela 18). Najsilniejsza korelacja — LST (rho =—0,358; prpor = 0,230) — nie osiggneta progu
istotno$ci. W badanej kohorcie stan odzywienia sprzed cigzy nie wptywat istotnie

statystycznie na profil biochemiczny i mikrobiologiczny mleka kobiecego.

Tabela 18. Korelacje rang Spearmana: frakcje HMO, laktoferyna, miano bakterii i wskazniki réznorodnosci mikrobiomu
a BMI kobiet (I pobor)

Biomarker n rho Praw PFDR

LST 24 -0,358 0,086 0,230
logio(miano) 53 +0,217 0,119 0,304
Shannon H' mleka 53 +0,143 0,308 0,548

rho = wspodtczynnik korelacji rang Spearmana. praw = dwustronna wartos¢ p nieskorygowana. prpr = korekta Benjaminiego-
Hochberga; przedstawiono wytgcznie korelacje z prpr < 0,55 (3 z 17). Wyniki uporzagdkowano wg. rho.

5.9 Woptyw etapu laktacji na sktad mikrobiologiczny oraz biochemiczny

Oceniono wptyw czasu trwania laktacji na sktad mleka kobiecego. Prébki mleka
z pierwszego poboru podzielono wedtug wieku dziecka na trzy biologicznie uzasadnione etapy
laktacji: siare i mleko wczesne (< 1,5 miesigca; Ny = 19), mleko dojrzate
(2-5 miesiecy; Ny = 10) oraz mleko z przedtuzonej laktacji (> 6 miesiecy; Ny = 24). Analize
przeprowadzono dla 18 markeréw z wykorzystaniem testu Kruskala-Wallisa, gdzie
poréwnano stezenia HMO, laktoferyny, miano bakterii oraz wskazniki réznorodnosci
mikrobiomu pomiedzy etapami, co pozwolito na ocene dynamiki zmian tych parametrow wraz
postepem czasu laktacji (Tabela 19).

Laktoferyna wykazata najwieksze rdéznice stezen w poszczegdlnych etapach laktacji
badanego mleka, uzyskujac duzg wielko$é efektu (H = 21,85; epsilon? = 0,42) i byta jedyna
zmienng, dla ktérej stwierdzono istotny statystycznie réznice (pror < 0,001).

Wsrod analizowanych oligosacharydéw, 6’-sialilolaktoza wykazata najsilniejszy efekt
statystyczny sposréd wszystkich 18 biomarkeréw (H = 9,53; epsilon? = 0,29; pror = 0,077).
Pozostate frakcje HMO oraz catkowita zawartos¢ HMO wykazata umiarkowany lub duzy efekt,
lecz nieistotne statystycznie. Nie stwierdzono réwniez istotnych statystycznie rdznic

pomiedzy etapami laktacji dla miana bakterii (pror = 0,154), catkowitej rdéznorodnosci
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mikrobiomu mierzonej indeksem Shannona (pror = 0,163) ani bogactwa gatunkowego S (pror

=0,163) (Tabela 19).

Tabela 19. Poréwnanie stezen HMO, laktoferyny, miana bakterii i wskaznikéw réznorodnosci miedzy etapami laktacji,
analiza testem Kruskala-Wallisa (I pobdr)

Biomarker N N Ny Npy H epsilon? Pxw PEDR
Laktoferyna (mg/mL) 50 18 9 23 21,848 0,422 <0,001 <0,001

6’-SL (mg/mL) 29 11 8 10 9,530 0,290 0,009 0,077
LNDFH (mg/mL) 29 11 8 10 7,784 0,222 0,020 0,122
DSLNT (mg/mL) 29 11 8 10 6,834 0,186 0,033 0,126
LNFP (mg/mL) 28 10 8 10 6,707 0,188 0,035 0,126
logio(miano) 53 19 10 24 5,935 0,079 0,051 0,154
DFLNH (mg/mL) 11 6 2 3 5,636 0,455 0,060 0,154
LNT (mg/mL) 29 11 8 10 5,074 0,118 0,079 0,163
Shannon H’ mleka 53 19 10 24 4,700 0,054 0,095 0,163
Bogactwo S 53 19 10 24 4,700 0,054 0,095 0,163
3’-SL (mg/mL) 29 11 8 10 4,489 0,096 0,106 0,163

H = statystyka testowa Kruskala-Wallisa, epsilon? = rozmiar efektu: < 0,01 pomijalny, 0,01 — 0,06 maty, 0,06 — 0,14
umiarkowany, > 0,14 duzy. pepr = korekta Benjaminiego-Hochberga. Wyniki przedstawiono po korekgji dla prpr < 0,20;
pogrubione: prpr < 0,10

Przeprowadzono analize poréwnawczg z wykorzystaniem wykreséow skrzynkowych z
naniesionymi pojedynczymi obserwacjami dla trzech etapoéw laktacji. Analizowano catkowite
stezenie HMO, laktoferyny, 6'-SL oraz 2'-FL, bedgcego oligosacharydem wystepujgcym w
najwyzszym stezeniu w mleku kobiecym (Wykres 17).

Stezenie catkowitych HMO byto najwyzsze w siarze i mleku wczesnym, jednak rdznice
pomiedzy badanymi grupami nie osiggnety istotnosci statystycznej (p = 0,218) (Wykres 17A).

Stezenie laktoferyny byto istotnie wyzsze w siarze i mleku wczesnym w poréwnaniu z
pozostatymi dwoma etapami laktacji uzyskujgc istotnos$¢ statystyczng (p = <0,001). Wysokie
stezenia LF w siarze wraz z postepem laktacji ulega wyraznemu obnizeniu i stabilizacji w
probkach mleka z pdzniejszych okreséw karmienia piersig (Wykres 17B).

Stezenie 6'-SL rdznito sie istotnie pomiedzy grupami (p = 0,009). Najwyzsze wartosci
obserwowano w siarze i mleku wczesnym, natomiast w mleku dojrzatym i podczas dtugiej

laktacji stezenia wykazujg tendencje spadkowa (Wykres 17C).
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W przypadku najobficiej wystepujacej w mleku 2'-fukozylolaktoza nie wykazano

istotnych rdznic statystycznych (p = 0,64), jednak uwidoczniono trend spadkowy wskazujgcy

na roznice miedzy skrajnymi etapami laktacji (Wykres 17D).
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Wykres 17. Wptyw etapu laktacji na stezenie HMO, laktoferyny, 6’SL oraz 2’FL
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Na wykresach skrzypcowych (violin plots) z natozonymi wykresami pudetkowymi oraz
pojedynczymi punktami obserwacji przedstawiono pordwnanie wskaznikdw alfa-
réznorodnosci mikrobiomu mleka (Bogactwo gatunkowe S, indeks Shannona H' oraz indeks
Simpsona) pomiedzy trzema etapami laktacji. Analiza testem Kruskala-Wallisa nie wykazata
istotnych statystycznie réznic dla zadnego z analizowanych wskaznikéw (p = 0,095). Pomimo
braku istotnosci statystycznej, wykresy wskazujg na tendencje sugerujaca, ze réznorodnosé
mikrobiomu mleka pozostaje na zblizonym poziomie w siarze i mleku dojrzatym, natomiast

wzrasta w okresie diugiej laktacji (Wykres 18).

Alfa-réinorodnoi mleka wg etapu laktacji
Bagactwo (5) - Shannon H' Simpson (1-D)
o000 p= 0,085 100 g 0.095
. . 9 Q
151 ﬁ -
R
=
=
z 1 /
=
=2
5
5,
-]
L]
Etap laktacji

Wykres 18. Alfa-réznorodnos¢ mikrobiomu mleka kobiecego w zaleznosci od etapu laktacji (wykres skrzypcowy, | pobdr)

Na Wykresie 19 przedstawiono zaleznos¢ pomiedzy wiekiem dziecka a wartoscia
indeksu Shannona mikrobiomu mleka. Krzywa wygtadzajaca LOESS wskazuje na niewielki
spadek rdznorodnosci mikrobiologicznej w pierwszych miesigcach laktacji, po ktérym
nastepuje stopniowy wzrost i stabilizacja wartosci indeksu na poziomie okoto 2,0 — 2,1 w
pdZniejszym okresie karmienia. Mimo znacznego rozproszenia pojedynczych obserwacji nie
obserwuje sie wyraznej liniowej zaleznosci pomiedzy wiekiem dziecka a alfa-réznorodnoscia
mikrobiomu mleka. Metoda rozwigzania cigzy réwniez nie wykazuje zaleznosci pomiedzy

wiekiem dziecka a réznorodno$cig mikrobiologiczna.
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Wykres 19. Zalezno$¢ pomiedzy wiekiem dziecka a indeksem Shannona mikrobiomu mleka. Punkty przedstawiajg
pojedyncze probki, kolory oznaczajg metode porodu, linia LOESS obrazuje trend zmian alfa-réznorodnosci w czasie laktacji,
pionowe linie odzwierciedlajg etapy laktacji

Rycina 16 przedstawia heatmape obrazujgcg wzorce wspétwystepowania 20 najczesciej
identyfikowanych gatunkéw bakterii w probkach mleka kobiecego pobranych podczas
pierwszego poboru. Najczesciej wykrywanymi gatunkami byty Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus vestibularis, Streptococcus mitis oraz Streptococcus oralis, ktére tworzyty
wzglednie rGwnomierne rozmieszczenie w zbiorze probek stanowigc rdzei mikrobioty mleka,
niezalezny od etapu laktacji. Rzadziej wystepujgce gatunki takie jak R. mucilaginosa, N.
subflava, C. kroppenstedtii, S. hominis czy G. hamolysans wykazujg na heatmapie bardziej
mozaikowy charakter, sugerujgcy osobniczg zmiennos¢ lub wptyw czynnikéw zewnetrznych.

Klastrowanie hierarchiczne préobek wytonito istnienie kilku grup o podobnym profilu

mikrobiologicznym, jednak bez wyraznych powigzan z etapem laktacji czy metodg porodu.
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5.10 Poréwnania miedzygrupowe: metoda porodu i suplementacja

Analizy poréwnawcze profilu biochemicznego i mikrobiologicznego mleka miedzy
podgrupami klinicznymi nie wykazaty istotnych statystycznie réznic po korekcji FDR dla zadne;j
z badanych zmiennych grupujacych. Metoda porodu, ciecie cesarskie (n = 27) vs. pordd
naturalny (n = 26), nie réznicowata istotnie stezen zadnej z frakcji HMO, laktoferyny, miana
bakterii ani wskaznikéw réznorodnosci mikrobiomu. Najsilniejsze réznice obserwowano dla

LNDFH (praw = 0,056), LNFP (praw = 0,072) | DSLNT (praw = 0,083) (Tabela 23).

Tabela 20. Poréwnania stezen biomarkerdw mleka miedzy podgrupami klinicznymi: metoda porodu — ciecie cesarskie n =
27 vs pordd naturalny n = 26 (1 pobdr)

Biomarker w Praw r PFDR

LNDFH 148 0,056 0,35 0,499
LNFP 137 0,072 0,34 0,499
DSLNT 144 0,083 0,32 0,499
logio(miano) 437 0,128 0,21 0,511
6’-SL 138 0,142 0,27 0,511
LNT 135 0,181 0,25 0,543
Shannon H’ 410 0,298 0,14 0,557
DFL 112 0,472 0,14 0,607
Total HMO 115 0,645 0,09 0,774
Laktoferyna 320 0,900 0,02 0,979
2’-FL 105 0,983 <0,01 0,983

test Manna-Whitneya-Wilcoxona; W = statystyka testowa; r = rozmiar efektu: < 0,10 pomijalny, 0,10 — 0,30 maty, 0,30 —
0,50 umiarkowany, > 0,50 duzy. Przedstawiono wytgcznie biomarkery z praw < 0,70

Wykonano pordwnanie wybranych biomarkeréw mleka kobiecego pomiedzy
kobietami, ktére urodzity drogg naturalng, a kobietami po cieciu cesarskim. Analizie poddano
stezenie 2'-FL, laktoferyny, catkowitego HMO oraz catkowite miano bakterii.

Nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniach 2'-FL, laktoferyny, catkowitego HMO ani
w catkowitym mianie bakterii pomiedzy kobietami po porodzie naturalnym i po cieciu
cesarskim. Wyniki wskazujg, ze metoda porodu nie wptywata istotnie na analizowane

biomarkery mleka kobiecego w pierwszym poborze (Wykres 20).
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Wykres 20. Wykresy skrzynkowe prezentujg poréwnanie biomarkeréw mleka miedzy kobietami po porodzie naturalnym a

cieciem cesarskim (I pobdr). Skrét ns (ang. not significant) oznacza brak istotnych statystycznie réznic
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6 DYSKUSJA

Wyniki niniejszej pracy potwierdzajg, ze mleko kobiece jest ztozonym i dynamicznie
zmieniajgcym sie pokarmem, zawierajgcym zywe mikroorganizmy oraz sktadniki bioaktywne.
Istotno$¢ niniejszych badan wynika przede wszystkim z wielowymiarowej oceny sktadu
mikrobiologicznego mleka kobiecego oraz mikrobioty jamy ustnej dzieci karmionych piersig
w odniesieniu do konkretnej populacji regionalnej. Taka analiza ma szczegdlne znaczenie,
poniewaz pozwala spojrzeé¢ na karmienie piersig nie tylko jako proces zywienia, ale takze
element ksztattowania mikrobioty karmionego piersig dziecka. Obecnos$¢ wspdlnych
gatunkéw bakterii w mleku oraz wymazach moze wskazywaé na powigzanie ekosystemu
mikrobiologicznego pomiedzy matkg a karmionym piersig dzieckiem. Dostepne dane
literaturowe wskazujg, ze sktad mikrobioty mleka kobiecego oraz stezenia jego sktadnikéw
bioaktywnych mogg by¢ modulowane przez czynniki osobnicze, Srodowiskowe, zywieniowe
i okotoporodowe. Analiza przeprowadzona w lokalnej grupy matek i dzieci stanowi istotne
uzupetnienie wiedzy dotyczacej profilu mikrobiologicznego i biochemicznego mleka
kobiecego oraz pozwalajg na poréwnanie z wynikami badan publikowanych w literaturze
Swiatowej. Ocena ilosciowa laktoferyny oraz jakosciowa i ilosciowa oligosacharydéw
dostarczajg dodatkowych informacji zwigzanych z czynnikami moggcymi wptywac
na ksztattowanie sie sktadu mikrobiologicznego mleka. Zestawienie badanych parametréow
z danymi pozyskanymi z wywiadu ankietowego pozwalajg na szerszg interpretacje skfadu
mleka kobiecego oraz jego wptywu w ksztattowaniu wczesnej mikrobioty dziecka.

Elementem zwiekszajgcym wartosc niniejszej pracy jest zastosowanie nowoczesnych
technik analitycznych. Zastosowanie zestawu podtozy hodowlanych o komplementarnych
wiasciwosciach, w potaczeniu z identyfikacja drobnoustrojow metodg MALDI-TOF MS,
umozliwito szybka i wiarygodng analize sktadu mikrobiologicznego na poziomie gatunkowym.
Podejscie to stanowi jeden z wyznacznikdw nowoczesnej mikrobiologii i upowszechnito sie
w drugiej dekadzie XXI wieku, wraz z rozwojem kulturomiki. Metoda ta tgczy klasyczne
techniki hodowlane z wysokoprzepustowg identyfikacjg mikroorganizmoéw opartg na analizie
ich profili biatkowych (proteomiky), spektometriag mas MALDI-TOF [157]. Zastosowanie
metody ELISA z uzyciem testu dedykowanego do iloSciowego oznaczania laktoferyny w mleku
kobiecym umozliwito precyzyjng iloSciowg ocene stezenia LF. Analiza oligosacharyddw mleka

kobiecego z wykorzystaniem UHPLC-MS umozliwito precyzyjng charakterystyke frakcji HMO

97



w badanych prdbkach. Wykorzystanie zaawansowanych metod badawczych, szczegdétowa
analiza statystyczna uzyskanych wynikédw umozliwito ocene mleka kobiecego jako

dynamicznego uktadu biologicznego majgcego wptyw na karmione dziecko.

6.1 Mleko kobiece jako srodowisko mikrobiologiczne i jego wptyw na karmione

piersig dziecko

Dotychczasowe badania mikrobioty mleka kobiecego ewoluowaty, historycznie mleko
kobiece uwazano za pokarm wolny od bakterii. Obecnos¢ drobnoustrojow w mleku kojarzono
ze stanem zapalnym gruczotu piersiowego (mastitis), skazeniem wynikajgcym
z nieprawidtowego pozyskiwania mleka lub przechowywania [11, 158]. Badania z poczatku XX
wieku sporadycznie donosity o obecnosci bakterii w mleku, ale prace te czesto odrzucano,
traktujgc obecnos¢ bakterii w mleku jako btgd wynikajacy z niewtasciwej techniki aseptycznej
posiewu lub zewnetrznego skazenia. Intensywne badania nad sktadem mikrobiologicznym
mleka kobiecego ewoluowaty i wspodtczesnie wskazujag na wystepowanie ogromnej
bioréznorodnosci mikroorganizmdéw komensalnych oraz probiotycznych [159]. Zawarto$é
bakterii w przeliczeniu na mililitr mleka kobiecego jest zréznicowana i wedtug réznych zrodet
waha sie od okoto 10! do 107 jtk/mL. Rdznice w szacunkach ilo$ci mikroorganizméw w mleku
w duzej mierze wynikajg z metody badawczej oraz etapu laktacji. Metody szacujgce licznosé
bakterii w mleku bazujace na hodowli mikrobiologicznej wskazujg zwykle nizsze wartosci niz
te uzyskane metoda biologii molekularnej. Badanie Jost i wsp. bazujgce na metodzie
hodowlanej wskazuje liczbe bakterii na 10*— 10 jtk/mL [160]. Damaceno i wsp. w badaniu
opartym na kulturomice, na prébkach mleka pochodzacych od 47 kobiet uzyskali miano
w zakresie 101 — 10° jtk/mL, $rednio 10* jtk/mL [161]. Natomiast Boix-Amoros i wsp. badata
mleko kobiece metodg biologii molekularnej, gPCR (quantitative real-time polymerase chain
reaction, ilosciowa reakcja polimerazy tancuchowej), ktéra wykazata obecnos¢ bakterii
na poziomie okoto 10° jtk/mL, z zakresem od 10° do 108 jtk/mL [162]. W niniejszym badaniu
liczebno$¢ bakterii w mleku kobiecym wynosita srednio 10* jtk/mL i miescita sie w zakresie
od 10% do 108 jtk/mL, co niemalze pokrywaja sie z badaniem Jost i wsp oraz Damaceno i wsp.
Jest to naturalna konsekwencja zastosowania analogicznych metod badawczych oraz
uniwersalnosci mikrobiologicznej mleka kobiecego, ktdra przektada sie podobienstwo
w uzyskanych wynikach, niezaleznie od regionu $wiata. Ponadto nalezy podkreslic,

ze w metodzie opartej na klasycznej hodowli szacowana jest liczba bakterii, ktére wyrosty

98



w okreslonych warunkach hodowlanych. Trzeba wzig¢ pod uwage, ze czes¢ bakterii i grzybow
moze by¢ niehodowalna w standardowych warunkach inkubacji, a cze$¢ mikroorganizmow
moze nie wzrasta¢ na zastosowanych podtozach mikrobiologicznych. Dodatkowo liczba
wyrostych kolonii zalezy od szeregu czynnikow, m.in. od metody pobrania materiatu, czasu
transportu, ewentualnego przechowywania prébki, jakosci podtoza oraz warunkéw inkubacji.
Z tego wzgledu w klasycznej metodzie mikrobiologicznej moze dochodzi¢ do pewnego
niedoszacowania faktycznej liczby mikroorganizméw. Natomiast metody biologii
molekularnej stanowig czutg metode, umozliwiajagcg oznaczenie obecnosci materiatu
genetycznego mikroorganizméw (np. rybosomalnego 16S RNA). Rozpowszechnienie
wysokoprzepustowych metod sekwencjonowania, z mozliwoscig sekwencjonowania catego
genomu w badanym materiale umozliwito na szersze ujecie taksonomiczne i funkcjonalne
[163, 164]. Nalezy jednak doda¢, ze identyfikacja bakteryjnego materiatu genetycznego nie
zawsze $Swiadczy o obecnosci zywych komodrek zdolnych do zasiedlenia danego srodowiska.
Ponadto sporym problemem w tak czutych metodach s3 zanieczyszczenia ze $srodowiska
zewnetrznego [159, 165].

Zastosowanie kulturomiki wydaje sie szczegdlnie cenne w kontekscie badania zywej
mikrobioty mleka kobiecego, ktéra moze skolonizowaé karmione piersig dziecko. Niniejsze
badanie dostarczyto szczegétowych informacji dotyczgcych sktadu mikrobiologicznego
badanych materiatéw. Bazujgc na kulturomice, w mleku kobiecym zidentyfikowano 107
roznych  gatunkéw, reprezentujgce 30 rodzajéw. Najczesciej  wystepujgcym
mikroorganizmami mleka kobiecego byty kolejno Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Corynebacterium spp., rodzina Lactobacillaceae spp., Rothia spp., Gemella spp.,
Acinetobacter spp., oraz Enterococcus spp. Przeglady systematyczne raportujg ponad 1300
gatunkéw dotychczas zidentyfikowanych w mleku kobiecym [166]. Swiadczy to o bogactwie
gatunkowym mleka kobiecego. Liczne publikacje wskazujg, ze najczesciej identyfikowane
gatunki reprezentujg rodzaje: Staphylococcus, Streptococcus Lactobacillus, Pseudomonas,
Bifidobacterium, Corynebacterium, Acinetobacter, Enterococcus, Acinetobacter, Rothia,
Cutibacterium, z przewazajgcg dominacjg rodzaju Staphylococcus, Streptococcus [165-171].
Przeglad systematyczny Fitzstevens i wsp. podkresla, Zze rodzaje Staphylococcus
i Streptococcus stanowig uniwersalny i dominujacy rdzer mleka kobiecego wystepujgcy w 80—
92% badanych probek MK niezaleznie od metody identyfikacyjnej, etapu laktacji czy

szerokosci geograficznej przeprowadzonego badania [172]. Zblizong czesto$¢ wystepowania
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wykazano dla bakterii z rodzajow Staphylococcus spp. i Streptococcus spp. W niniejszym
badaniu. Siedem najczesciej izolowanych gatunkéw nalezato do tych dwéch rodzajéw,
co wskazuje, ze w kazdej analizowanej prébce mleka kobiecego stwierdzono obecnos¢
co najmniej jednego gatunku reprezentujacego Staphylococcus if/lub Streptococcus
(Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mitis, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus
oralis, Streptococcus vestibularis, Streptococcus salivarius, Staphylococcus hominis).

W wymazach z jamy ustnej identyfikowano 63 rézine gatunki reprezentujgce
28 rodzajow. Gtéwnymi sktadnikami mikrobioty jamy ustnej dzieci karmionych piersig byty
kolejno: S. mitis, S. oralis, S. vestibularis oraz S. epidermidis. Wysokie podobieristwo
gatunkowe obu badanych materiatéw biologicznych sugeruje transfer mikrobiologiczny
pomiedzy matka a karmionym piersig dzieckiem, na co wskazuje opisywany w literaturze
przeptyw wsteczny mleka podczas aktu karmienia piersig [165, 173, 174]. Wczesna kolonizacja
jamy ustnej dziecka jest zdominowana przez bakterie z rodzajow Staphylococcus,
Streptococcus, Lactobacillus, Gemella, Neisseria, Rothia i Acinetobacter, co w duzym stopniu
pokrywa sie z dominujacymi taksonami identyfikowanymi w mleku kobiecym. Zaleznos¢ te
odzwierciedla liczba wspdlnych gatunkéw zidentyfikowanych w mleku kobiecym oraz
wymazach z jamy ustnej dzieci, ktéra wynosita odpowiednio 47 podczas | poboru oraz
30 podczas Il poboru materiatu biologicznego. W odniesieniu do najczesciej identyfikowanych
gatunkéw w probkach mleka kobiecego i wymazach z jamy ustnej dzieci wykazano, ze podczas
| poboru S. epidermidis wystepowat odpowiednio w 89% i 48% wszystkich prébek, S. mitis
w 64% i 81%, natomiast S. oralis w 42% i 68%. Analogicznie, podczas Il poboru materiatu
biologicznego czestos¢ wystepowania w mleku kobiecym i wymazach wynosita odpowiednio
91% i 56% dla S. epidermidis, 63% i 81% dla S. mitis oraz po 56% dla S. vestibularis. Badanie
Biagi i wsp., obejmujgce m.in. ocene transferu mikroorganizméw oraz podobieristwa
gatunkowego miedzy mlekiem kobiecym, jamg ustng dzieci i ich katem, wykazato
wspotdzielenie gatunkdw na poziomie od 80% do 97% pomiedzy analizowanymi materiatami
[175]. Poréwnanie wynikdw obu badan, prowadzonych przy zblizonych zatozeniach
eksperymentalnych w odniesieniu do niniejszej pracy, wskazuje na znaczny stopien
wspotdzielenia mikrobioty pomiedzy mlekiem kobiecym a jamg ustng dziecka karmionego
piersig. Uzyskane rezultaty mogg Swiadczy¢ o istotnej roli karmienia piersig w ksztattowaniu
wczesnej kolonizacji mikrobiologicznej dziecka. Przytoczone badanie wnioskuje, ze jama ustna

dziecka, jako miejsce posredniczgce miedzy piersig matki a poczatkiem uktadu pokarmowego,
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moze odgrywac wazng role w ksztattowaniu mikrobioty mleka matki jak i tworzeniu wtasnej
mikrobioty jelitowej [175]. Nalezy jednak doda¢, ze wysoka zgodnos$é gatunkowa nie daje
jednoznacznej informacji o stopniu i kierunku transferu mikrobioty.

Ksztattowanie sie mikrobioty jelitowej noworodkéw niemowlat jest tematem budzacym
ogromne zainteresowanie zaréwno ze strony srodowiska naukowego, jak i klinicznego. Wsrdéd
czynnikow o potwierdzonym wptywie na ksztattowanie sie i sktad mikrobiomu niemowlat jako
te o najwiekszym wptywie wskazywano: wiek cigzowy dziecka w momencie porodu, sposéb
porodu oraz rodzaj zywienia (mleko matki vs. mleko dawczyni vs. mleko modyfikowane) [176,
177]. Badanie Pannaraj i wsp. wykazato, ze posrod wyzej wskazanych czynnikéw, bakterie
mleka kobiecego skutecznie zasiedlajg btony $luzowe uktadu pokarmowego karmionego
dziecka, co podkresla znaczenie MK w zywieniu noworodkdéw i niemowlat. Co wiecej, Pannaraj
i wsp. wskazujg, ze spotecznosci mikroorganizmow jelitowych niemowlat byty bardziej
podobne do mikrobioty mleka wiasnej matki oraz skéry otoczki brodawki piersiowej niz do
mikrobioty mleka i skéry losowo wybranej, niespokrewnionej matki. Podobieristwo
mikrobiologiczne pomiedzy matkg a dzieckiem byto powigzane z porcjg dziennego spozycia
mleka matki —im wiecej mleka matki w diecie dziecka, tym powigzanie mikrobiologiczne byto
wieksze, nawet po wprowadzeniu pokarmdéw uzupetniajgcych [178]. Wysoki stopien
podobienstwa gatunkowego pomiedzy mlekiem kobiecym i wymazami z jam ustnych dzieci
wykazany w niniejszej pracy potwierdza wyniki badan Pannaraj i wsp. i podkresla ogromne
znaczenie MK w ksztattowaniu sie fizjologicznej mikrobioty karmionego piersig dziecka.

Podczas analiz sktadu mikrobiologicznego mleka kobiecego na szczegdlng uwage
zastugujg bakterie kwasu mlekowego (LAB, ang. lactic acid bacteria), uwazane za bakterie
probiotyczne, majgce pozytywny wptyw na zdrowie cztowieka. Pomimo zastosowania
w niniejszym badaniu podfoza mikrobiologicznego sprzyjajgcego wzrostowi LAB (MRS agar),
uzyskano identyfikacje bakterii kwasu mlekowego w MK tylko w co dziesigtej badanej prdbce.
Badanie Sinkiewicz i wsp. na 220 prébkach MK metodg hodowlang na podtozu MRS wskazuje
obecnos$¢ Lactobacillus reuteri w 15% badanych préobkach mleka kobiecego [179]. Natomiast
badanie Soto i wsp. wykazato obecnosé¢ Lactobacillus sp. w 41% oraz Bfidobacteria sp. w 11%
z 66 przebadanych prébek mleka [180]. W badaniu tubiech i wsp. zidentyfikowano LAB w 22%
badanych prébek MK pochodzacych od 63 kobiet na réznych etapach laktacji [181]. Taka
rozbieznos¢ uzyskanych wynikow moze wynikaé z wysublimowanych zmian osobniczych,

geograficznych badZ metodologicznych. Choé wszystkie wymienione prace bazowaty
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na klasycznej hodowli z zastosowaniem agaru mikrobiologicznego MRS, ktéry jest
dedykowany LAB, to niewielkie réznice w sktadzie pozywki w obrebie producentéow podtozy
moze wptywac na zdolnos$¢ wzrostu bardziej wymagajgcych gatunkéw LAB.

Analiza podobienistwa sktadu mikrobioty dla obu materiatéw biologicznych wykazato
zmniejszenie stopnia nakfadania sie sktadu gatunkowego pomiedzy poborami. Moze
to wynika¢ ze zmniejszenia liczby prébek podczas Il poboru, co przektada sie na mniejsza
liczbe uzyskanych identyfikacji. Natomiast dla oceny stabilnosci sktadu gatunkowego
mikrobioty badanych materiatéw przeprowadzono test McNemara tylko par prébek mleka
kobiet uczestniczagcych w obu poborach. Wyniki nie wykazaty istotnych zmian ogdlnych,
jedynie w obrebie pojedynczych gatunkéw nastapity zmiany pomiedzy poborami. Swiadczy to

o stosunkowo duzej stabilnosci sktadu mikrobiologicznego mleka kobiecego.

6.2 Roéznorodnosé gatunkowa mleka kobiecego i wymazdéw z jamy ustnej dzieci oraz
zmiany mikrobioty mleka w czasie

Uzyskane w niniejszej pracy wskazniki alfa-réznorodnosci nie wykazaty istotnych
statystycznie rdéznic ani pomiedzy badanymi materiatami, ani pomiedzy kolejnymi
pobraniami. Zaréwno bogactwo gatunkowe, jak i wartosci indeksu Shannona byty jednak
nieznacznie wyzsze w prébkach mleka kobiecego niz w wymazach z jamy ustnej dzieci w obu
poborach (Me = 1,95/2,01 vs. 1,79/1,95). Podobny kierunek zaleznosci zaobserwowali Biagi
i wsp., ktérzy poréwnali mikrobiote mleka kobiecego, jamy ustnej oraz katu niemowlat
za pomocg sekwencjonowania regionu genu 16S rRNA. W badaniu tym mikrobiota mleka
charakteryzowata sie istotnie wiekszg alfa-réznorodnoscig, wyrazong $rednig wartosciag
indeksu Shannona wynoszacg 4,9 + 1,1, niz mikrobiota jamy ustnej, dla ktérej wartosc
ta wynosita 2,3 + 0,6 [177]. Mniejsze zréznicowanie mikrobioty jamy ustnej mogto by¢
zwigzane z wyrazng dominacjg przez rodzaj Streptococcus, ktdry stanowit najliczniejszy rodzaj
w 94% badanych prébek. W mleku kobiecym struktura spotecznosci byfta bardziej
rownomierna: $redni udziat Streptococcaceae wynosit 24,5%, natomiast Staphylococcaceae
stanowity 11,1% analizowanej mikrobioty. Obecnos$¢ gronkowcéw jako istotnego sktadnika
mikrobioty mleka pozostaje zgodna z wynikami niniejszej pracy, w ktérej Staphylococcus
epidermidis nalezat do najczesciej identyfikowanych gatunkéw. Wieksza réznorodnosé¢ mleka
moze zatem wynikaé nie tylko z obecnosci wiekszej liczby taksondéw, lecz rowniez z bardziej

rownomiernego udziatu poszczegdlnych grup bakterii, podczas gdy mikrobiota jamy ustnej
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jest w wiekszym stopniu zdominowana przez paciorkowce. Porownujgc wyniki badan
wiasnych oraz Biagi i wsp., nalezy jednak uwzgledni¢ rdznice metodologiczne.
Sekwencjonowanie zastosowane przez Biagi i wsp. umozliwia wykrycie znacznie szerszego
spektrum taksondéw, w tym bakterii niehodowalnych oraz wystepujacych w niewielkiej
liczebnosci. Metoda hodowlana potaczona z identyfikacja MALDI-TOF MS, zastosowana
W niniejszej pracy, obejmuje natomiast przede wszystkim zywe mikroorganizmy zdolne
do wzrostu w okreslonych warunkach hodowlanych. Z tego wzgledu bezposrednie
porownywanie wartosci indeksu Shannona pomiedzy badaniami jest ograniczone, jednak
zgodny kierunek obserwowanych zaleznosci potwierdza, ze mleko kobiece moze stanowic
bardziej ztozone i zréznicowane srodowisko mikrobiologiczne niz jama ustna karmionego
piersig dziecka.

Sposréd analizowanych czynnikéw etap laktacji wykazywat najsilniejszy i istotny
statystycznie zwigzek z beta-réznorodnoscia mikrobioty mleka kobiecego. Nie stwierdzono
natomiast istotnych zaleznos$ci miedzy ogdlng strukturg spotecznosci mikroorganizmoéw
a sposobem porodu lub dietg matki w okresie cigzy. Wyniki analizy PERMANOVA wskazujg
zatem, ze wraz z przebiegiem laktacji sktad mikrobioty mleka ulega zmianom, jednak
stosunkowo niewielka wartos¢ wspotczynnika R? $wiadczy o ograniczonym udziale tego
czynnika w wyjasnianiu catkowitej zmiennosci miedzy prébkami. Znaczne, 80-procentowe,
naktadanie sie elips na wykresie PCoA potwierdza, ze réznice miedzy etapami laktacji nie
prowadzity do wyraznego rozdzielenia prébek i wystepowaty na tle duzej zmiennosci
osobniczej. Wyniki te mogg wskazywaé, ze mikrobiota mleka kobiecego zachowuje cze$é
wzglednie statych taksondéw, tworzacych jej potencjalny rdzen, a jednoczesnie wykazuje
dynamiczne zmiany w ogodlnej strukturze spotecznosci mikroorganizmow wraz z przebiegiem
laktacji. Obserwowane w niniejszej pracy zmiany beta-réznorodnosci przy jednoczesnym
braku istotnych rdéznic w zakresie alfa-réznorodnosci znajdujg czesSciowe potwierdzenie
w badaniu Pannaraj i wsp. Autorzy, analizujgc metoda sekwencjonowania genu 16S rRNA
probki mleka kobiecego pobierane w pierwszym roku zycia dziecka, nie stwierdzili istotnych
zmian alfa-réznorodnosci mikrobioty mleka wraz z wiekiem niemowlecia. Wykazali natomiast,
ze zrdinicowanie sktadu mikrobioty mleka pomiedzy kobietami zwiekszato sie w ciggu
pierwszych szesciu miesiecy laktacji, po czym ulegato zmniejszeniu [178]. Wyniki te wskazuja,
ze wzgledna stabilno$¢ roznorodnosci, tworzaca rdzen mikrobiologiczny, wewnatrz

poszczegblnych prébek nie wyklucza zachodzenia zmian w ogdlnej strukturze spotecznosci
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mikroorganizmow oraz nasilania sie réznic miedzyosobniczych. Obserwacje Pannaraj i wsp.
pozostajg zgodne z wynikami niniejszej pracy, w ktorej etap laktacji wykazywat istotny zwigzek
z beta-réznorodnoscig mikrobioty mleka, mimo znacznego naktadania sie elips na wykresie
PCoA. Moze to swiadczy¢ o wystepowaniu stopniowych i stosunkowo subtelnych zmian
w sktadzie spotecznosci mikroorganizmoéw, zachodzacych na tle duzej zmiennosci osobniczej,
a nie o powstawaniu wyraznie odrebnych profili mikrobiologicznych wtasciwych
dla poszczegdlnych etapéw laktacji. Jednoczesnie brak istotnej zaleznosci pomiedzy
sposobem porodu a mikrobiotg mleka w badaniu Pannaraj i wsp. jest zbiezny z wynikami
uzyskanymi w niniejszej pracy. Co wiecej, przeglad literatury Koynova-Tenchov wskazuje,
ze siara moze charakteryzowac sie najwiekszg liczebnoscia mikroorganizmoéw, ktoéra
nastepnie zmniejsza sie wraz z dojrzewaniem mleka. Jednoczesnie autorzy cytowanych badan
opisywali zmiany zréznicowania sktadu spotecznosci mikroorganizméw pomiedzy kolejnymi
etapami laktacji [159]. Obserwacje te nie sg w petni zgodne z wynikami niniejszej pracy,
co moze czesciowo wynikac¢ z odmiennego sposobu klasyfikacji probek. W badaniu wtasnym,
probki siary potgczono z mlekiem wczesnym, pobranym do ukonczenia przez dziecko
1,5 miesigca zycia. Takie grupowanie mogto ograniczy¢ mozliwos¢ wyodrebnienia cech
mikrobiologicznych charakterystycznych wytgcznie dla siary, zwtaszcza ze przejscie od siary
do mleka przejsciowego wigze sie ze stosunkowo szybkimi zmianami jego sktadu. Odmienny
kierunek zmian réznorodnos$ci mikrobioty w czasie laktacji opisali LaTuga i wsp., ktérzy
w przegladzie dostepnych badan wskazali, ze siara moze wykazywac wieksze zréznicowanie
bakterii zwigzanych ze skérg i przewodem pokarmowym matki. Wraz z postepem laktacji
réznorodnos$¢ mikrobioty mleka miata sie zmniejsza¢, przy jednoczesnym zwiekszaniu udziatu
bakterii zwigzanych z jamg ustng i skérg niemowlecia. Zjawisko to moze odzwierciedla¢
rosnace znaczenie kontaktu matka-dziecko oraz potencjalnego wstecznego przeptywu tresci
z jamy ustnej niemowlecia do przewoddéw mlecznych podczas karmienia [169]. Rozbieznosci
pomiedzy poszczegdlnymi badaniami mogg takie wynika¢ z zastosowanych metod
identyfikacji mikroorganizmow, odmiennych granic etapow laktacji, liczebnosci grup oraz

duzej zmienno$ci osobniczej mikrobioty mleka kobiecego.

6.3 Oligosacharydy i laktoferyna w mleku kobiecym

Z danych literaturowych wynika, ze zawartos$¢ oligosacharydéw mleka kobiecego jest
najwyzsza na poczatku laktacji, w siarze, a catkowita zawartos¢ tych weglowodandéw w mleku
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jest wyzsza niz biatek [182]. HMO stanowig roznorodng grupe czasteczek, zainteresowanie
nimi wsrdd naukowcdw wynika z wtasciwosci i wptywu na zdrowie karmionych piersig dzieci.
W badaniu wtasnym posrdod wszystkich przeanalizowanych prébek (N = 54) pod katem
zawarto$ci HMO udato sie wyizolowaé trzynascie réznych typow HMO. Catkowita, srednia
zawartos¢ HMO wyniosta 9,74 mg/mL w | poborze i 7,78 mg/mL w Il poborze prébek,
co wskazuje na tendencje spadkowg stezenia pomiedzy poborami. Jednak co istotniejsze,
najwyzsze stezenia oligosacharydéw w MK, wynoszace okoto 16 mg/mL, osiggniete zostaty
w prébkach z poczatkowej laktacji do konca 1. miesigca zycia dziecka, nastepnie ulegato
obnizeniu i utrzymywato sie na stosunkowo statym, srednim poziomie okoto 2 mg/mL.
W pracy Samuel i wsp. wykazano, ze catkowita ilos¢ HMO istotnie zmniejszata sie
w pierwszych czterech miesigcach laktacji, od $redniej zawartosci 13,138 mg/mL w drugiej
dobie do 6,650 mg/mL w studwudziestej dobie [183]. Przeglad systematyczny Dinleyici i wsp.
wykazuje, ze stezenie HMO w siarze waha sie od 20 do 25 mg/mL (Srednio 9—22 mg/mL),
w mleku dojrzatym do 10-15 mg/mL (Srednio 8—19 mg/mL) oraz w MK w przedtuzonej laktacji
po szesciu miesigcach wynosi 4—6 mg/mL [184]. Przedstawione dane obu autoréw
korespondujg z uzyskanymi wynikami badania wiasnego.

W badaniu wtasnym, wiekszos¢ poszczegdlnych frakcji HMO byta najwyzisza
na wczesnych etapach laktacji i nastepnie malata. Wyjatek stanowita 3-FL, ktdrej stezenie
wzrastato w czasie. Najwyzsze $rednie stezenie podczas obu poboréw w oznaczanych
préobkach osiggneta 2’-fukozylolaktoza (1,51 vs. 1,61 mg/mL), 6’-sjalilolaktoza (1,31 vs.
0,80 mg/mL) oraz lakto-N-fukopentaoza (1,21 vs. 1,01 mg/mL), natomiast pozostate
analizowane oligosacharydy, w tym 3’-SL, 6’-SL, DFL, LNT, DSLNT, LST czy LNFP, wystepowaty
zwykle w nizszych stezeniach. Jednoczes$nie dla wielu frakcji widoczny byt szeroki zakres
wartosci oraz wysokie odchylenia standardowe, co wskazuje na obecnos$¢ prébek o wyraznie
podwyzszonych stezeniach wybranych HMO.

Taki obraz jest podobny z obserwacjami Samuel i wsp., oraz Spevacek i wsp., ktérzy
podkreslajg, ze sktad HMO jest silnie zréznicowany miedzy kobietami i zalezy miedzy innymi
od aktywnosci enzyméw FUT2 i FUT3, determinujgcych tzw. grupy mleka zalezne od statusu
Secretor i Lewis [183, 185]. Ewentualne rdznice miedzy wynikami wtasnymi a obserwacjami
Samuel i wsp. mogg wynika¢ przede wszystkim z projektu badania, a konkretnie liczby
przeanalizowanych prdobek. W cytowanej pracy Samuela analizowano duzg, wieloosrodkowg
kohorte europejska, obejmujacg 290 kobiet z siedmiu krajow, z préobkami pobieranymi
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w scisle okreslonych punktach czasowych od 2. do 120. dnia laktacji. W badaniu Spevacek
i wsp. badano mata grupe kobiet — 15 matek, ktore urodzity o czasie oraz 13 matek dzieci
urodzonych przedwczesnie. Prébki zbierane byty w trzech punktach czasowych, w pierwszym
tygodniu po porodzie, drugim tygodniu oraz po miesigcu w jednym ze szpitali uniwersyteckich
w Kalifornii. W badaniu wtasnym liczba analizowanych prébek byta wieksza niz w jednym
z cytowanych badan, lecz mniejsza niz w drugim. Jednoczesnie badana grupa
charakteryzowata sie wiekszym zréznicowaniem pod wzgledem wieku dzieci i etapu laktacji,
co mogto ogranicza¢ mozliwo$¢ uchwycenia wyraznych trendéw czasowych w stezeniach
poszczegblnych HMO. Ponadto Il pobér nastgpit po krétszym odstepie czasu, dlatego zmiany
miedzy pobraniami mogg by¢ subtelniejsze niz w badaniach obejmujacych pierwsze cztery
miesigce laktacji.

Laktoferyna mleka kobiecego jest jednym z gtéwnych biatek mleka kobiecego. Zmiany
jej stezenia sg dos¢ dobrze opisane literaturze, gdzie najwyzisze stezenia osigga w siarze,
po czym istotnie spada utrzymujgc na statym poziomie w mleku dojrzatym [186]. LF oznaczona
w niniejszym badaniu wykazata srednie stezenie na poziomie 4,00 mg/mL. Analiza stezen tego
biatka z uwzglednieniem etapdw laktacji wykazata wyraznie zréznicowanie w zaleznosci
od czasu trwania laktacji. Najwyzisze stezenie laktoferyny obserwowano w mleku
poczgtkowym, gdzie srednia wyniosta 6,30 mg/mL, a maksymalne stezenie osiggneto ponad
14,00 mg/mL. Po pierwszym miesigcu laktacji zawartos¢ LF wyraznie obnizyta sie, stabilizujac
na poziomie okoto 2,5 mg/mL. Po ukonczeniu 1. roku laktacji zaobserwowano ponowny
wzrost stezania LF, osiggajgcy wartosci powyzej 5,00 mg/mL. Takie zmiany stezen wydajg sie
by¢ charakterystyczne i pozostajg zgodne z danymi literaturowymi. W przegladzie
systematycznym Rai i wsp., obejmujgcym 52 badania i 2724 kobiety wykazano, ze najwyzisze
stezenie LF wystepuje we wczesnej laktacji, po czym spada i pozostaje wzglednie stabilny,
niezaleznie od regionu Swiata. Autorzy podali, ze $rednie stezenie LF w mleku wczesnym
wynosito 4,91 mg/mL, natomiast w mleku dojrzatym 2,10 mg/mL [187]. Podobny kierunek
zmian opisali Czosnykowska-tukacka i wsp., ktérzy analizowali mleko kobiet karmigcych od 1.
do 48. miesigca po porodzie. Autorzy wykazali, ze najnizsze srednie stezenie LF wystepowato
w okresie 1-12 miesiecy laktacji i wynosito 3,39 + 1,43 mg/mL, natomiast w okresie 13—-18
miesiecy istotnie wzrastato do 5,55 * 4,00 mg/mL. W kolejnych etapach przedtuzonej laktacji
stezenie utrzymywato sie na porownywalnym poziomie: 5,02 + 2,97 mg/mL miedzy 19. a 24.
miesigcem oraz 4,90 + 3,18 mg/mL po 24. miesigcu [188]. Dane te korespondujg z wynikami
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witasnymi, w ktérych po ukonczeniu pierwszego roku laktacji stezenie laktoferyny ponownie
przekraczato 5,00 mg/mL. Podobne do powyzszych wynikéw przestawia badanie Sinkiewicz-
Darol i wsp., ktére rowniez wykazato, ze zawartos¢ LF po 12. miesigcu karmienia jest wyzsze,
w poréwnaniu z dojrzatym mlekiem matek miedzy 3. a 6. tygodniem laktacji [189]. Zakres
stezen LF wyniodst okoto 1,5 + 0,43 mg/mL, natomiast rdznica w wartosci oznaczanej
laktoferyny mogta wynikac z zastosowania réznych metod analitycznych badania wtasnego
i przytoczonego (ELISA vs. RP-HPLC z detekcjg UV-VIS). Czosnykowska-tukacka i wsp. oraz
Sinkiewicz-Darol i wsp., interpretujg wysokie stezenia laktoferyny w mleku po 12 miesigcu
jako oznake wysokiego potencjatu immunologicznego mleka w okresie przedtuzonego
karmienia, a uzyskane wartos$ci poréwnujg do stezen obserwowanych w siarze. Co wiecej,
autorzy obu prac podkreslajg, ze przedtfuzona laktacja nie wigze sie z obnizeniem wartosci
biologicznej mleka kobiecego. Przeciwnie, takie po 12. miesigcu karmienia piersiag mleko
zachowuje istotng wartos¢ odzywczg i bioaktywna.

Uzyskane wyniki potwierdzajg etapowg zmiennos¢ stezen oligosacharydow
i laktoferyny w mleku kobiecym. Najwyzsze wartosci obserwowano w poczgtkowym okresie
laktacji. Jest to zgodne z ochronng funkcjg tych sktadnikéw w pierwszych dniach zycia dziecka.
W tym okresie uktad immunologiczny i bariery sluzéwkowe s3 jeszcze niedojrzate, a dziecko
jest intensywnie eksponowane na mikroorganizmy srodowiskowe. Skfadniki bioaktywne
mleka wspierajg wiec ochrone immunologiczng oraz ksztattowanie wczesnej mikrobioty
dziecka. Spadek i stabilizacja w mleku dojrzatym moze by¢ pozorny, poniewaz ilos¢
spozywanego mleka w przeliczeniu na dobe jest duzy i osigga okoto 700 mL —800mL na dobe
[190], co sprawia, Zze sumaryczna zawartos¢ spozywanych sktadnikdw odzywczych
i biologicznie aktywnych pozostaje na wysokim poziomie. Ponowny wzrost zawartosci HMO
i LF po pierwszym roku laktacji moze natomiast wskazywac na utrzymywanie sie istotne;j roli
immunomodulacyjnej mleka kobiecego w okresie przedtuzonego karmienia. Dziecko rozwija
sie, staje sie aktywne, ponadto przyjmuje state pokarmy, stad zapotrzebowanie na MK spada
i stanowi uzupetnienie diety. Stagd odpowiedzig, na zmieniajgce sie zapotrzebowanie dziecka
wydaje sie by¢ wyrazna zmiana sktadu mleka kobiecego i wzrost zawartosci poszczegdlnych
sktadnikdw. Wyniki te sg zgodne z koncepcjg mleka kobiecego jako dynamicznego ptynu
biologicznego, ktérego kompozycja zmienia sie wraz z czasem laktacji i prawdopodobnie

dostosowuje sie do zmieniajgcych sie potrzeb dziecka.
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6.4 Zwigzek pomiedzy sktadem mikrobiologicznym a oligosacharydami i laktoferyna

Badania dotyczace wptywu sktadnikdw mleka kobiecego na ksztattowanie kompozycji
mikrobiologicznej mleka oraz mikrobioty dziecka wskazujg na istotng role oligosacharydéw
mleka kobiecego i laktoferyny. Potwierdzajg to dostepne badania oryginalne oraz
przeglagdowe publikacje. Badania Cabrera-Rubio i wsp., Aakko i wsp., LeMay-Nedjelski i wsp.
oraz Ge i wsp. wykazaty korelacje miedzy stezeniami wybranych oligosacharydéw lub grup
HMO a obecnoscig okreslonych taksondw bakteryjnych w mleku. Autorzy opisywali m.in.
dodatnig korelacje miedzy catkowitym stezeniem HMO a obecnoscig Bifidobacterium spp.
i Lactobacillaceae spp., co wskazuje na prebiotyczne wtasciwosci oligosacharydéw wzgledem
mikrobioty mleka kobiecego oraz docelowo ukfadu pokarmowego karmionego piersig
dziecka. Z kolei praca Seferovic i wsp. sugeruje, ze niektére bakterie mleka, w tym
przedstawiciele rodzajow Streptococcus i Staphylococcus, mogg wykorzystywac¢ wybrane
HMO lub by¢ przez nie selektywnie modulowane [191-194].

W zwigzku z powyzszymi przestankami, niniejsze badanie zaprojektowano tak, aby
mozliwe byto nie tylko oznaczenie stezen HMO i laktoferyny, lecz takze ocena zaleznosci
pomiedzy tymi sktadnikami a profilem mikrobiologicznym mleka kobiecego. W badaniu
wtasnym nie wykazano zwigzku pomiedzy stezeniami HMO a obecnoscia bakterii z rodzajow
LAB i Bifidobacterium. Wynik ten moze czeSciowo wynikaé z ograniczen zastosowanej metody
hodowlanej, poniewaz bakterie LAB oraz Bifidobacterium spp., charakteryzujg sie wysokimi
wymaganiami wzrostowymi i mogg byé trudne do izolacji z mleka kobiecego. Wykazano
natomiast, ze obecno$¢ R. mucilaginosa byta istotnie zwigzana z zawartosciag wybranych
oligosacharydéw w badanych préobkach. W mileku, z ktérego wyizolowano Rothia
mucilaginosa, stwierdzono istotnie nizsze stezenia 2'-FL, DFLNH i SLNH niz w prébkach,
w ktorych gatunku tego nie wykryto. Z kolei obecnos¢ Staphylococcus hominis wigzata sie
z istotnie wyzszym stezeniem laktoferyny. Ze wzgledu na obserwacyjny charakter badania
zaleznosci te nie pozwalajg jednak na wnioskowanie o bezposrednim wptywie wymienionych
bakterii na stezenia HMO lub laktoferyny.

R. mucilaginosa stanowi naturalng mikrobiote gornych drdg oddechowych, skad
poprzez bezposredni kontakt podczas aktu karmienia przedostawaé sie do gruczotu
piersiowego. Jest to gatunek rzadko izolowany z zakazen, w literaturze podkresla sie jego

udziat w zakazeniach u o0sdéb z immunosupresjg. Natomiast obecnos¢ tego gatunku moze
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wptywacé na sktad MK poprzez wykorzystywanie wybranych sktadnikow na wtasne potrzeby.
Szczegblnie HMO, ktore stanowig ,,pozywke cukrowa” dla mikrobioty. Badacze z Chin, ktérzy
badali korelacje pomiedzy mikrobiotg, wskazujg na zmiane sktadu oligosacharydéw pod
wptywem obecnosci niektdrych gatunkéw bakterii [195]. Obecnos$¢ gatunkéw z rodzaju
Staphylococcus, Corynebacterium, Anaerococcus, Rothia, Gemella, Neisseria, Acinetobacter
i Haemophilus byta ujemnie skorelowana z zawartoscig niektérych frakcji HMO. Potwierdzaja
to czesciowo wilasne obserwacje zwigzane z obnizeniem stezenia HMO w prébkach mleka
z obecnoscig R. mucilagonosa. Ponadto obecnos¢ R. mucilaginosa nie pozostaje obojetna
na stan btony sluzowej gérnych drég oddechowych. Badanie Rigauts i wsp. na modelu mysim
wykazato, ze obecno$¢ R. mucilaginosa wptywa na stan zapalny $luzéwki w drogach
oddechowych, co moze sprzyjaé¢ przewlektym chorobom uktadu oddechowego [196]. Takie
wiasciwosci immunomodulujgce nie muszg mieé¢ negatywnego wptywu na stan zdrowotny
osoby skolonizowanej, natomiast wykazujg niezwykle skomplikowany charakter interakcji
miedzy mikrobiotg, sktadnikami bioaktywnymi MK, a potencjalng odpowiedzig
immunologiczng gospodarza.

S. hominis réwniez stanowi naturalny sktadnik bton $luzowych oraz skéry cztowieka, nie
stanowigc zwiekszonego ryzyka zakazen, z wyjatkiem oséb z obnizong odpornoscig. Wyzsze
stezenie laktoferyny w mleku moze by¢ wynikiem lokalnego stanu zapalnego, co sugeruje
badanie Ito i wsp. [197]. Wyisze stezenie LF w mleku z obecnym S. hominis, moze by¢
zwigzane z wyzszg aktywnoscig prozapalng gronkowcoéw w gruczole piersiowym i wptywac na
zwiekszong przepuszczalnos¢ naczyn gruczotu, a w efekcie zwiekszone stezenie LF w mleku.
Drugi aspekt moze by¢ zwigzany z powinowactwem LF do jonéw zelaza, niezbednych
do wzrostu bakterii. Poprzez zwiekszong zawartos¢ laktoferyny w gruczole eliminuje sie pule
wolnego zelazo, zmniejszajgc ryzyko nadmiernego wzrostu bakterii i rozwoju mastitis [197].
Innym potencjalnym wyjasnieniem obserwowanej korelacji miedzy wyzszym stezeniem LF
a obecnoscig S. hominis jest zdolno$é laktoferyny do modulowania sktadu mikrobioty.
Zwiekszone stezenie LF moze sprzyjac¢ selekcji drobnoustrojow lepiej przystosowanych
do srodowiska bogatego w laktoferyne, takich jak S. hominis. Obserwowany wynik moze
wskazywaé na wzajemne powigzanie mikrobioty mleka z lokalnymi mechanizmami
odpornosciowymi gruczotu piersiowego. Potwierdzeniem takiego zatozenia jest praca
Mastromarino i wsp., ktorzy badali interakcje pomiedzy stezeniem laktoferyny, a liczebnoscig

bakterii probiotycznych z rodzajow Lactobacillus i Bifidobacterium [198]. Na podstawie
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uzyskanych wynikow autorzy postawili hipoteze zaktadajgcy, ze dzieki swoim witasciwosciom
przeciwdrobnoustrojowym i immunomodulujgcym LF moze stanowi¢ wazny element
wsparcia rozwoju jelit i odpornosci niemowlecia. Jednak takie wnioski nalezy odnosié
do wtasnych wynikdw z duzg ostroznosciag. W dostepnej literaturze nie znaleziono dotychczas
badan potwierdzajacych bezposrednia zaleznos¢ pomiedzy obecnoscia S. hominis a stezeniem
laktoferyny w mleku kobiecym. Stad omawiany wynik wtasny ma charakter obserwacyjny
i moze stanowi¢ nowga zalezno$¢ wymagajgcg potwierdzenia z uwzglednieniem miana
bakterii, etapu laktacji, markeréw zapalnych oraz powtarzanych pomiaréw u tych samych

kobiet.

6.5 Wptyw czynnikdéw srodowiskowych na sktad mikrobiologiczny mleka kobiecego
oraz sktadnikéw biochemicznych

6.5.1 Metoda porodu

W niniejszym badaniu nie wykazano istotnego zwigzku pomiedzy sposobem porodu
a sktadem mikrobiologicznym ani profilem biochemicznym mleka kobiecego. Analiza
krzywych LOESS nie wskazata na wystepowanie odmiennego przebiegu zmian réznorodnosci
mikrobiologicznej wraz z etapem laktacji u kobiet po porodzie drogami natury i po cieciu
cesarskim. Rowniez klastrowanie hierarchiczne przedstawione na mapie cieplnej,
obejmujgcej 20 najczesciej identyfikowanych gatunkdéw bakterii, nie ujawnito wyraznego
grupowania prébek w zaleznosci od sposobu zakonczenia cigzy. Wyniki te potwierdzity analizy
poréwnawcze profilu mikrobiologicznego i biochemicznego mleka. Po zastosowaniu korekgji
FDR nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomiedzy kobietami po cieciu cesarskim
a kobietami po porodzie drogami natury w zakresie stezen poszczegdélnych frakcji HMO,
laktoferyny, miana bakterii ani wskaznikdw alfa-réznorodnosci. Oznacza to, ze w badanej
grupie sposOb rozwigzania cigzy nie stanowit czynnika istotnie réznicujgcego analizowane
wiasciwosci mleka kobiecego. Brak wykazanej zaleznosci nie wyklucza jednak mozliwosci
wystepowania subtelnych réznic dotyczgcych pojedynczych taksondéw lub krétkotrwatych
zmian obserwowanych np. we wczesnym okresie poporodowym, co w niniejszym badaniu
byto trudne do uchwycenia ze wzgledu na duzg rozpietos¢ okresu poporodowego grupy
badanej. Potencjalny wptyw sposobu porodu moze by¢ takze modyfikowany przez inne
czynniki, takie jak antybiotykoterapia okoftoporodowa, kontakt skdra do skory, czas

rozpoczecia karmienia piersig, etap laktacji oraz indywidualne cechy matki i dziecka.
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Brak zaleznosci sktadu mikrobiologicznego i biochemiczny MK od sposobu porodu w
niniejszym badaniu, nie oznacza jednoznacznie, ze sposdb rozwigzania cigzy nie ma wptywu
na kompozycje mleka. Badania Khodayar-Pardo i wsp., Cabrera-Rubio i wsp., Toscano i wsp.
wskazujg na zwigzek sposobu porodu z ogélng strukturg spotecznosci mikroorganizmaow, ich
réznorodnoscia lub liczebnoscig wybranych rodzajéw bakterii [199-202]. Zaleznosci te byty
jednak obserwowane przede wszystkim w siarze lub w pierwszym miesigcu laktacji. Natomiast
wyniki Urbaniak i wsp. i Lyonsi wsp. wykazujg brak wptywu sposobu porodu na sktad mleka,
jednoczes$nie podkreslajac etap laktacji jako gtéwny czynnik wptywajacy na kompozycje MK
[203, 204]. Dane literaturowe dotyczace wptywu sposobu porodu na sktad mleka kobiecego
pozostajg niejednoznaczne, co moze znaczy¢, ze metoda rozwigzania cigzy jest czynnikiem

wptywajgcym w niewielkim stopniu lub/i krétkotrwale na kompozycje mleka kobiecego.

6.5.2  Wiek matki

Analiza korelacji rang Spearmana pomiedzy stezeniami HMO, laktoferyny, mianem
bakterii oraz wskaznikami réznorodnosci mikrobiomu a wiekiem matki wykazata tendencje
ujemnych korelacji wskazujgcych obnizenie kilku frakcji HMO wraz z wiekiem, bez wiekszego
wplywu na pozostate parametry MK. Najsilniejszg ujemnga korelacje odnotowano dla frakgji
HMO, tj. LST, DSLNT, LNFP i 6’-SL, natomiast dla LNDHF i LNT uzyskano umiarkowang ujemng
korelacje wraz z wiekiem badanych kobiet. Stezenie catkowite HMO i LF, miano oraz
réznorodnos$¢ mikrobiologiczna nie wykazata zwigzku z wiekiem matek.

W badaniu Xu i wsp. wykazato brak zwigzku miedzy wiekiem matki a sktadem
mikrobiologicznym mleka [205]. Natomiast badanie Padilha i wsp. analizujgce wptyw
suplementacji fruktooligosacharyddw na sktad mikrobioty MK wykazato korzystne zmiany
w sktadzie mikrobiologicznym bakterii uznawanych za probiotyczne u kobiet poddanych
suplementacji w poréwnaniu z grupg placebo. Dodatkowo zbadano te zalezno$é w kontekscie
wieku kobiet biorgcych udziat w badaniu i wykazato, ze lepszy efekt niniejszej suplementac;ji
uzyskano u miodszych kobiet (ponizej 30. r.z). Mozliwe jest zatem wptywanie na mikrobiote
mleka kobiecego za pomocg prebiotykéw, a wiek matki moze wptywaé na te odpowiedz [206].

Wang i wsp. poddali analizie wptywu czynnikdéw matczynych na sktad oligosacharydow
mleka od poczatkowej laktacji do ukoriczenia 6. miesigca zycia dziecka. W badaniu wykazano,
ze wiek matki byt negatywnie powigzany z m.in. LNT, LNnT, LNFP, LNDFH i DFLNH. Natomiast

badanie Azad i wsp. nie odnotowato zadnych zmian w sktadzie HMO w korelacji z wiekiem
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badanych uczestniczek [207]. Eksperyment Wang i wsp. potwierdza wyniki badania wtasnego
i sugeruje tendencje do obnizenia stezen niektérych frakcji HMO w mleku kobiecym wraz
z wiekiem matek. Jednakze wyniki te wymagajg dalszych analiz i potwierdzenia ze wzgledu na
brak jednoznacznych wynikow.

Stezenie laktoferyny w mleku kobiecym jest przede wszystkim zwigzane z etapem
laktacji. Zalezno$¢ te wykazali Cai i wsp., ktérzy dodatkowo zaobserwowali, ze u kobiet
powyzej 30. roku zycia Srednie stezenie laktoferyny byto nizsze w poréwnaniu z mtodszymi
uczestniczkami [208]. Natomiast badanie Kulesza-Broiczyk nie odnotowato korelacji

pomiedzy zawartoscig LF a wiekiem matki [209].

6.5.3 BMI

W badaniu wtasnym wartos¢ BMI uczestniczek przed cigzg nie wptyneto na zawartos¢
analizowanych parametréw (bioréznorodnos¢ i miano mikrobioty, HMO, LF). Przeglad
piSmiennictwa wskazuje, ze BMI matki moze wptywac na sktad mleka kobiecego, jednak
zaleznos¢ ta nie jest jednoznaczna, a sam wskaznik BMI nie stanowi wystarczajgcego
predyktora okreslajgcego wtasciwosci odzywcze i biochemiczne MK. Wyniki badania
opisujacych wptyw matczynego BMI na sktad mleka nie sg spdjne i wymagajg dalszych analiz.
Cabrera-Rubio wsp. badali w kolejnych etapach laktacji 18 kobiet i wykazali, ze mleko kobiet
z BMI powyzej 30 charakteryzowato sie odmiennym i mniej zréznicowanym profilem
mikrobiologicznym niz mleko kobiet z prawidtowag masg ciata [210]. Collado i wsp. badali
kompozycje mikrobioty MK i kobiet z prawidtowg masg ciata i otytos$cig. U kobiet z otytoscig
odnotowano wyzsze miano rodzaju Staphylococcus, przy jednoczesnej mniejszej zawartosci
Bifidobacterium spp.

Analiza Azad i wsp. nie wykazata korelacji pomiedzy BMI sprzed cigzy a zawartoscia
HMO [207], natomiast Wang i wsp. uzyskali dodatnig korelacje BMI z niektérymi frakcjami
HMO (LNH, LNnH, IFLNH-I i DFLNH)[211]. Kulesza-Bronczyk i wsp. wskazuje, ze wzrost BMI
koreluje z nizszg zawartoscig laktoferyny [209]. Nalezy jednak podkresli¢, ze wyzej
przytoczone wyniki nie oznaczajg jednoznacznego wptywu wyzszego BMI na zmniejszenie
bioréznorodnosci mikrobioty lub spadek stezenia LF. Zwigzek ten moze wskazywac jedynie na
wspotwystepowanie obu zjawisk w badanej grupie. Rozbieznosci pomiedzy zacytowanymi

publikacjami mogg wynika¢ z réznego momentu oceny BMI, etapu laktacji, sposobu karmienia
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i pobierania mleka, antybiotykoterapii, przyrostu masy ciata w cigzy, gospodarki glukozowej

oraz zastosowanych metod analitycznych.
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7 WNIOSKI

1.

Duza zmienno$¢ wewnatrzosobnicza miana bakterii wskazuje, ze pojedyncza prébka
mleka nie jest wystarczajgca do wiarygodnej oceny indywidualnego poziomu
kolonizacji. W przysztych badaniach nalezy uwzglednié wielokrotne pobrania prébek
oraz zastosowanie wieloczynnikowych modeli statystycznych.

W mleku kobiecym i jamie ustnej niemowlat wykazano wspdlny rdzeh obejmujacy
10 gatunkdéw bakterii. Wynik ten wspiera hipoteze o transferze mikroorganizméw
podczas karmienia piersig, ale nie pozwala jednoznacznie okresli¢ jego kierunku.

Etap laktacji byt jedynym sposrdd analizowanych czynnikéw klinicznych istotnie
zwigzanym ze strukturg mikrobioty mleka kobiecego oraz jednym z gtéwnych
czynnikdéw rdznicujacych stezenia laktoferyny i wybranych HMO. Nie wykazano
natomiast istotnego wptywu sposobu porodu, diety i suplementacji w okresie cigzy ani
miejsca zamieszkania.

Obecnos¢ Rothia mucilaginosa byta zwigzana z nizszymi stezeniami wybranych
fukozylowanych HMO, co wskazuje na mozliwe powigzanie tego gatunku
srodowiskiem biochemicznym mleka, lecz wymaga potwierdzenia w badaniach
eksperymentalnych.

Poszczegdlne frakcje HMO wykazywaty odmienne zaleznosci z mianem bakterii.
Dodatnie korelacje dotyczyly przede wszystkim 3’-SL i DSLNT, natomiast FLNH
wykazywat ujemny zwigzek z liczebnoscia mikroorganizméw. Wskazuje
to na frakcjozalezny charakter interakcji pomiedzy HMO a mikrobiotg mleka.
Dodatnia zaleznos¢ pomiedzy laktoferyng a mianem bakterii sugeruje zwigzek
zmiejscowg odpowiedziag immunologiczng gruczofu piersiowego, jednak

obserwacyjny charakter badania nie pozwala na okreslenie kierunku tej zaleznosci.

Pomimo ograniczen wynikajgcych z niekompletnosci danych, liczebnosSci proby

i zastosowania metod hodowlanych uzyskane wyniki wskazujg, ze mleko kobiece jest

dynamicznym ekosystemem, w ktérym sktadniki bioaktywne i mikroorganizmy tworzg

ztozong sie¢ wzajemnych zaleznosci. Podsumowujac, niniejsze badanie dostarcza dowoddw

na to, etap laktacji odgrywa kluczowg role w ksztattowaniu zaréwno profilu biochemicznego,

jak i mikrobiologicznego mleka, natomiast oligosacharydy mleka kobiecego uczestnicza

w zréznicowanych, frakcjozaleznych interakcjach z mikrobiotg. Obecnos¢ stabilnego rdzenia
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gatunkéw wspdlnych dla mleka i jamy ustnej niemowlecia wspiera hipoteze o biologicznym
znaczeniu transmisji mikroorganizméw miedzy matka a dzieckiem w ksztattowaniu

wczesnego mikrobiomu jamy ustne;j.
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8 STRESZCZENIE

Mleko kobiece stanowi optymalny sposéb zywienia noworodkéw i niemowlat
zapewniajgc wszystkie niezbedne sktadniki do wzrostu i rozwoju karmionego piersig dziecka.
Oprocz sktadnikdw odzywczych zawiera liczne sktadniki aktywne majgce znaczenie zdrowotne
dla dziecka, takie jak immunoglobuliny, cytokiny, laktoferyne, witaminy, hormony,
oligosacharydy czy zywe mikroorganizmy.

Celem badania byta charakterystyka mikrobiomu mleka kobiecego oraz jamy ustnej
karmionego piersig dziecka z uwzglednieniem danych socjo-demogarficznych uczestnikéw
badania. Ponadto oznaczono ilosciowg zawartos¢ laktoferyny (LF) oraz jakosciowa i ilosciowg
zawarto$¢ oligosacharydéw mleka kobiecego (HMO). Na badanie uzyskano zgode Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika w Toruniu Collegium Medicum w Bydgoszczy
nr KB196/2021. Badanie obejmowato dwa etapy, podczas ktdrych od tych samych par matka-
dziecko pobrano prébki mleka kobiecego, wymazy z jamy ustnej dzieci oraz uzyskano dane
ankietowe (N1 =53, N2 =32). Zebrane materiaty biologiczne posiano metodg powierzchniowa
na zestaw podtozy mikrobiologicznych — agar z 5% krwig baranig, agar MacConkey’a, agar
Sabourauda, agar de Man, Rogosa i Shrpe, agar MYP. Podtoza mikrobiologiczne inkubowano
w 36°C przez 48 — 72h. Wyroste kolonie poddano identyfikacji na spektrometrze masowym
typu MALDI-TOF MS. Oznaczanie ilosciowe laktoferyny wykonano metoda
immunoenzymatyczng (ELISA), a badanie oligosacharydéw zostato przeprowadzone
wysokosprawng chromatografig cieczcowg (UHPLC).

Mediana szacunkowej zawartosci zywych mikroorganizméw w mleku wyniosta 7100
jtk/mL podczas pierwszego oraz 9200 jtk/mL podczas drugiego poboru prébek mleka.
Dominujgcymi rodzajami mleka kobiecego byly Staphylococcus, Streptococcus,
Corynebacterium, Rothia, Enterococcus, Acinetobacter oraz gatunki z rodziny
Lactobacillaceae. Z wymazdéw najczesciej idetyfikowano rodzaje Streptococcus,
Staphylococcus, Gemella, Neisseria, Rothia, Acinetobacter oraz gatunki z rodziny
Lactobacillaceae. Najczestszym gatunkiem wchodzgcym w sktad mikrobioty mleka byt
Staphylococcus epidermidis, identyfikowany u 88,7% uczestniczek w pierwszym punkcie
czasowym oraz u 90,6% w drugim. Kolejne pod wzgledem czestosci wystepowania byty:
Streptococcus mitis (64,2% vs. 62,5%), Streptococcus parasanguinis (43,4% vs. 31,2%),

Streptococcus oralis (41,5% vs. 21,9%) oraz Streptococcus vestibularis (41,5% vs. 56,2%).
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W materiale z wymazow jamy ustnej dzieci, pobranym w obu punktach czasowych,
dominowaty gatunki: Streptococcus mitis (81,1% vs. 81,2%), Streptococcus oralis (67,9% vs.
53,1%), Streptococcus vestibularis (49,1% vs. 56,2%), Staphylococcus epidermidis (47,2% vs.
56,2%) oraz Gemella haemolysans (45,3% vs. 28,1%). Mediana laktoferyny z | i Il zbidrki
wyniosta 2,535 mg/mL (zakres 1,240-14,268) oraz 2,805 mg/mL (1,376—14,454). Mediana
catkowitego stezenia oligosacharydéw w pierwszym i drugim poborze wynosita odpowiednio
2,49 mg/mL (zakres 0,85-100,48) vs 2,43 mg/mL (0,77-72,78). Najwyzsze stezenie LF oraz
HMO uzyskano z probek mleka z poczagtkowych etapow laktacji, do ukonczenia pierwszego
miesigca zycia dziecka.

Niniejsze badanie wskazuje, ze mleko kobiece stanowi dynamiczny mikrobiologicznie
i biochemicznie ukfad, gdzie etap laktacji stanowi jeden z gtdwnych czynnikdw regulujgcych
zawarto$¢ badanych sktadnikdw. Transmisja mikrobioty miedzy matka a dzieckiem opiera sie
na wspoélnym rdzeniu gatunkowym bakterii, ktéore moga uczestniczy¢ w ksztattowaniu

wczesnego mikrobiomu jamy ustnej niemowlecia.
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9 ABSTRACT

Human milk is considered the optimal form of nutrition for newborns and infants,
providing all essential nutrients required for the growth and development of breastfed
children. In addition to nutrients, it contains numerous biologically active components with
health-promoting effects, including immunoglobulins, cytokines, lactoferrin, vitamins,
hormones, oligosaccharides, and viable microorganisms.

The aim of the study was to characterize the microbiota of human milk and the oral
cavity of breastfed children, taking into account the sociodemographic characteristics of the
study participants. In addition, lactoferrin (LF) concentration and the qualitative and
guantitative composition of human milk oligosaccharides (HMOs) were determined. The
study was approved by the Bioethics Committee of Nicolaus Copernicus University in Torun,
Collegium Medicum in Bydgoszcz (approval no. KB 196/2021). The study comprised two
stages, during which human milk samples and oral swabs from children were collected from
the same mother—child pairs, together with questionnaire data (N1 = 53, N2 = 32). The
collected biological materials were inoculated using the surface plating method onto a set of
microbiological media: agar supplemented with 5% sheep blood, MacConkey agar, Sabouraud
agar, de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar, and MYP agar. The microbiological media were
incubated at 36°C for 48—72 h. The resulting colonies were identified using MALDI-TOF mass
spectrometry. Lactoferrin concentration was determined using an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), whereas oligosaccharides were analyzed using ultra-high-
performance liquid chromatography (UHPLC).

The median estimated concentration of viable microorganisms in human milk was 7,100
CFU/mL at the first sampling and 9,200 CFU/mL at the second sampling. The predominant
genera identified in human milk were Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium,
Rothia, Enterococcus, and Acinetobacter, together with members of the family
Lactobacillaceae. In oral swab samples, the most frequently identified genera were
Streptococcus, Staphylococcus, Gemella, Neisseria, Rothia, and Acinetobacter, as well as
members of the family Lactobacillaceae. The most prevalent species in the human milk
microbiota was Staphylococcus epidermidis, identified in 88.7% of participants at the first
sampling point and 90.6% at the second. The next most frequently detected species were

Streptococcus mitis (64,2% vs. 62,5%), Streptococcus parasanguinis (43,4% vs. 31,2%),
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Streptococcus oralis (41,5% vs. 21,9%), and Streptococcus vestibularis (41,5% vs. 56,2%). In
oral swab samples collected from children at both sampling points, the predominant species
were Streptococcus mitis (81,1% vs. 81,2%), Streptococcus oralis (67,9% vs. 53,1%),
Streptococcus vestibularis (49,1% vs. 56,2%), Staphylococcus epidermidis (47,2% vs. 56,2%),
and Gemella haemolysans (45,3% vs. 28,1%). The median lactoferrin concentration at the first
and second sampling points was 2,535 mg/mL (range 1,240-14,268) and 2,805 mg/mL (range
1,376-14,454), respectively. The median total HMO concentration at the first and second
sampling points was 2,49 mg/mL (range 0,85-100,48) and 2,43 mg/mL (range 0,77-72,78),
respectively. The highest LF and HMO concentrations were observed in milk samples collected
during the early stages of lactation, within the first month of the child’s life.

The present study indicates that human milk is a microbiologically and biochemically
dynamic system in which the stage of lactation is one of the major factors determining the
levels of the analyzed components. Microbiota transmission between mother and child is
associated with a shared core of bacterial species that may contribute to shaping the early

oral microbiota of the infant.
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15.1 Whniosek i zgoda Komisji Bioetycznej

Zalgeznik do zarzgdzenia nr 4 Rektora UMK
z dnia 14 stycznia 2014 r,

Nr wniosku i ERMKAW

(wypeinia Komisja Bioetyczna Uniwersytetu

Data zlozenia Wniosku .........ceceeeevevererenereroson,

WNIOSEK
do Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu
przy Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
o0 zgod¢ na prowadzenie eksperymentu medycznego / badania naukowego

Wniosek nalezy ztozy¢ do Sekretariatu Komisji co najmniej 2 tygodnie przed planowanym posiedzeniem Komisji.
1. Charakter badan: eksperyment leczniczy 0, eksperyment badawczy [, inne JJj

2. Jednostka organizacyjna (w badaniach wieloosrodkowych wymieni¢ wszystkie osrodki):
'Katedra Fizjologii i Toksykologii, Wydziat Nauk Biologicznych

20ddziat Kliniczny Potoznictwa, Choréb Kobiecych i Ginekologii Onkologicznej
Wojewodzkiego Szpitala Zespolonego im. L. Rydygiera w Toruniu

3. Kierownik samodzielnej jednostki organizacyjnej:
'prof. dr hab. inz. Jan Grajewski
%lek. med. Waldemar Didkowski

4. Kierownik tematu badawczego (imie, nazwisko, tytut i stopien naukowy, specjalizacja, telefon
i/lub e-mail kontaktowy):

dr hab. Magdalena Twaruzek, prof. Uczelni
tel. 52 34 19 193 twarmag@ukw.edu.pl

5. Czlonkowie zespolu badawczego (imiona, nazwiska, tytuly i stopnie naukowe, specjalizacje,
stanowiska  stuzbowe) ze wskazaniem osoby odpowiedzialnej za gromadzenie
i przechowywanie dokumentacji badania:

dr hab. Magdalena Twaruzek, prof. nadzw. UKW

prof. dr hab. inz. Jan Grajewski — kierownik Katedry Fizjologii i Toksykologii UKW

mgr Iwona Adamczyk - doktorantka w Katedrze Fizjologii i Toksykologii UKW osoba
odpowiedzialna za gromadzenie i przechowywanie dokumentacji badania

dr n. med. Elena Sinkiewicz-Darol - biotechnolog, Kierownik Banku Mleka Kobiecego
Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego im. L. Rydygiera w Toruniu

lek. wet. Katarzyna Lubiech — asystent badawczo-dydaktyczny, doktorantka w Katedrze
Fizjologii i Toksykologii UKW

lek. med. Waldemar Didkowski - koordynator Oddziatu Klinicznego Potoznictwa, Choréb
Kobiecych i Ginekologii ~Onkologicznej Wojewddzkiego  Szpitala Zespolonego
im. L. Rydygiera w Toruniu

lek. med. Ewa Chodakowska - lekarz neonatolog, koordynator Oddzialu Noworodkéw
iIntensywnej  Terapii  Neonatologicznej Wojewddzkiego  Szpitala  Zespolonego
im. L. Rydygiera w Toruniu
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lek. med. Urszula Bernatowicz-Fojko - lekarz neonatolog, Konsultant Kliniczny Banku
Mieka Kobiecego Wojew6dzkiego Szpitala Zespolonego im. L. Rydygiera w Toruniu

mgr Katarzyna Kaczmarek - potozna, doradca laktacyjny w Banku Mleka Kobiecego
Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego im. L. Rydygiera w Toruniu

6. Temat badan:

Mikrobiota matki a niemowlecia - identyfikacja, korelacja, cytotoksycznogé.

7. Miejsce prowadzenia badan:

! Katedra Fizjologii i Toksykologii, Wydziat Nauk Biologicznych, Uniwersytet Kaziemierza
Wielkiego w Bydgoszczy

20ddziat Kliniczny Poloznictwa, Chor6b Kobiecych i Ginekologii Onkologiczne;j
Wojewédzkiego Szpitala Zespolonego im. L. Rydygiera w Toruniu

*0ddziat Noworodkéw i Intensywnej Terapii Neonatologicznej Wojewodzkiego Szpitala
Zespolonego im. L. Rydygiera w Toruniu

8. Okres badan:
marzec 2021- grudzien 2023r.

9. Informacje o badaniach:

Mikrobiota jest calo$ciag mikroorganizméw wystgpujacych na danym organizmie.
Sg fizjologicznym i koniecznym elementem prawidlowo funkcjonujacego organizmu.
Na mikrobiom skiadajg si¢ bakterie, grzyby, pierwotniaki i wirusy. Wpltyw mikrobiomu na
organizm czlowieka ma istotne znaczenie dla budowy odpowiedzi immunologicznej,
produkcji witamin, hormonéw czy neuroprzekaznikéw, co niewatpliwie oddziatuje
na funkcjonowanie i zdrowie. Drobnoustroje zasiedlajace cialo czlowieka w sprzyjajacych
warunkach mogg sta¢ si¢ zrédiem zakazen, dlatego niezwykle wazna jest réwnowaga
mikrobiomu nie tylko w jelitach, ale w calym ciele, co wplywa korzystnie i chroni przed
chorobami. Pierwsze w zasiedlenie cztowieka drobnoustrojami ma miejsce juz w czasie zycia
plodowego, lecz szczegblnym, wrecz kluczowym momentem budujacym prawidiows
mikrobiote jest pordd i okres okotoporodowy (w tym karmienie piersia), choé na ostateczny
caloksztatt mikrobiomu dziecka ma wplyw wigcej czynnikéw, m.in. dieta matki, stosowanie
antybiotykéw przez matke, czynniki $rodowiskowe czy nawet szeroko$¢ geograficzna.
W zaleznosci od przebiegu porodu, sposobu karmienia w pierwszych dniach zycia noworodka
skolonizujg drobnoustroje, z ktérymi dziecko bedzie miato kontakt, co moze byé istotnym
elementem ksztaltowania mikrobioty w dlaszym zyciu dziecka. Jak do tej pory nie ma
polskich badari dotyczacych sktadu mikrobioty w mleku kobiecym oraz jamy ustnej i katu
dziecka tejze matki, a takze wptywu porodu, sposobu karmienia czy kontaktu skéra do skéry
na mikrobiom dziecka. Celem badania bedzie zbadanie mikrobioty mleka kobiecego
w pierwszych dniach po porodzie oraz skorelowanie z mikrobiota jamy ustnej i katu dziecka.

Sugeruje sig, by informacje o badaniach poda¢ wg nastgpujacych punktow:
1) zatozenia badan:
a) okresli¢ czy badania wnosza bezposrednia korzy$é dla zdrowia leczonego,
a jezeli tak to jaka,

Badanie nie wnosi bezposredniej korzysci dla uczestnikéw badania.
b) uzasadni¢ nieskuteczno$é lub malg skuteczno$¢ dotychczas stosowanych metod

badZ procedur medycznych oraz poda¢ informacje na temat wynikéw wczesniej
prowadzonych w tym zakresie badan,
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W zaplanowanym badaniu bedg pobrane prébki mleka od matek oraz wymaz z jamy ustnej
dziecka tejze matki oraz prébki katu dziecka, po czym materiat biologiczny bedzie poddany
hodowli mikrobiologicznej na odpowiednich podiozach mikrobiologicznych, po czym
inkubowany. Identyfikacja mikrobiomu mleka kobiecego oraz jamy jamy ustnej i katu
dziecka ustnej noworodka prowadzona bedzie za pomocg nowatorskiej metody spektrometrii
mass — MALDI — TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass
Spectrometry). Aktualnie jest to najdokfadniejsza oraz najszybsza automatyczna metoda
analizy drobnoustrojéw umozliwiajaca precyzyjna identyfikacj¢ do gatunku pojedynczej
kolonii bez konieczno$ci namnazania bakterii. Dotychczas pojawito si¢ niewiele publikacji z
zastosowaniem identyfikacji za pomocg technologii spektrometrii mass, jak réwniez nie
zostaly opublikowane zadne tego typu badania prowadzone na terenie Polski
w populacji polskich kobiet i ich dzieci.

c) poda¢ w jakim zakresie wykonane badanie wplynie na rozszerzenie wiedzy medycznej
w przedmiotowym temacie,

Mikrobiom organizmu ludzkiego, jego ksztaltowanie, funkcjonowanie, wplyw zmian jest
jeszcze stabo poznanym, ale szeroko badanym zagadnieniem w $wiecie naukowym. Zbadanie
struktury mikrobiomu mleka kobiecego oraz noworodkéw i malych dzieci w populacji
polskich kobiet moze przynies¢ nowe informacje. Zaplanowane badania dotyczace
identyfikacji sktadu mikrobiomu na réznych etapach po porodzie w mleku matki oraz u ich
dzieci pozwolg przeanalizowaé zmiany w skiadzie mikrobiomu zachodzace w czasie oraz
korelacje pomigdzy mikrobiomem matki i dziecka. W momencie pobierania materiatu
zostanie przeprowadzony wywiad ankietowy z matka, gdzie zostang uwzglednione czynniki
srodowiskowe, leki, przebieg cigzy czy stan zdrowia matki i dziecka. Zebrane dane
przyczynig si¢ do rozszerzenia wiedzy na temat skiadu mikrobioty oraz czynnikéw
wplywajacych na jej sktad. Sktad mikrobioty $cisle zwigzany jest z ogélnym stanem zdrowia
czlowieka. Pojawia si¢ coraz wigcej doniesier wskazujacych na mikrobiom jako czynnik
ryzyka choréb oraz predyktor stanu zdrowia organizmu. Dlatego wazne jest poznanie
i okreslenie sktadu mikrobioty, zwlaszcza u tak szczegblnej grupy badanej jak noworodki

i niemowlgta oraz mleko ich matek. Dotychczas nie opublikowano badan z Polski z tego
zakresu.

d) oceni¢ stopien ryzyka os6b bioracych udziat w eksperymencie medycznym,
Nie ma ryzyka dla 0s6b biorgcych udziat w badaniu.

€) poda¢ korzysci ptyngce z proponowanego eksperymentu medycznego i okreslié
czy mozliwe do osiagnigcia korzysci z przeprowadzonego eksperymentu
nie pozostajg w dysproporcji do ponoszonego przez badanego ryzyka,

Materialem do badania b¢dzie probka mleka kobiecego w objetosci okoto 1ml oraz wymaz z
jamy ustnej oraz probka katu dziecka. Materiat ten zostanie pobrany w sposéb nieinwazyjny,
przez wykwalifikowany personel medyczny, od oséb ktérych stan zdrowia pozwoli
na przeprowadzenie rozmowy i ankiety. Pobranie prébki mleka od kobiet nie wplynie
W zaden spos6b na przebieg laktacji oraz stan odzywienia dziecka. Zatem uczestnicy badania
nie ryzykuja biorac udzial w badaniu, a zebrane dane moga si¢ istotnie przyczyni¢ do rozwoju
wiedzy z obszaru mikrobioty.

f) w odniesieniu do 0s6b matoletnich podaé przyczyny odstapienia od prowadzenia
eksperymentu badawczego z udzialem osoby posiadajacej peing zdolnosé
do czynnosci prawnych,

Badanie zaklada ocen¢ zmian i ksztaltowanie sig mikrobioty, wplywu czynnikéw
$rodowiskowych mleka kobiecego i dziecka karmionego pokarmem kobiecym. W zwiazku
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z tym badanie bedzie dotyczylo os6b penoletnich — kobiet, ktére wyraza $wiadoma zgode na
udzial w badaniu oraz ich dzieci, noworodkéw i niemowlat, bez ktérych zalozone cele
badania nie moglyby byé zrealizowane. Material bedzie pobrany w spos6b nie inwazyjny,
za zgodg i w obecnosci matki.

g) zlozyé oswiadczenie, ze osoby uczestniczgce w eksperymencie badawczym nie sg
ubezwiasnowolnione, nie sg zolnierzami shizby zasadniczej, nie sg osobami
pozbawionymi wolnosci, nie pozostaja w zaleznosci stuzbowej lub innej
z prowadzgcym badanie;

Oswiadczam, ze osoby uczestniczace w eksperymencie badawczym nie sg
ubezwlasnowolnione, nie sg zomierzami stuzby zasadniczej, nie s3 osobami pozbawionymi
wolnosci, nie pozostajg w zaleznosci stuzbowej lub innej z prowadzacym badanie.

2) poda¢ szczegbtowo metodyke badan (w przypadku badan ankietowych nalezy podaé
czy jest to badanie anonimowe czy za zgoda badanego itp.)
UWAGA: W badaniach anonimowych nalezy wykazaé, w jaki spos6b zapewnione
bedzie w peni anonimowe rozprowadzanie i gromadzenie ankiet.

Cale badanie ztozone jest z 3 etapéw. Pierwszym etapem bedzie rekrutcja pary matka-dziecko
i pobranie materiatu do badania, czyli prébka mleka od matki z mozliwoscig odciagnigcia 1-
2ml mleka, wymaz zjamy ustnej dziecka oraz probka katu dziecka, a takze wywiad
ankietowy z matkg. Wywiad bedzie obejmowat informacje dotyczace przebiegu cigzy,
przyrostu masy ciala kobiety w czasie cigzy, diagnostyki cukrzycy cigzowej zaburzen
hormonalnych, a takze czynnikéw $rodowiskowych majacych wplyw na mikrobiote (np.
BMI, dieta, przyjmowane leki), czasu hospitalizacji przed porodem, przebiegu porodu,
antybiotykoterapii w trakcie cigzy oraz porodu, stanu zdrowia matki i dziecka po porodzie.
Kazdy ze wskazanych materialéw biologicznych mozna pozyskaé nieinwazyjnie, bez
przerwania ciggtosci skéry czy blon $luzowych. Odciagniecie wskazanej objetosci mleka na
zadnym z etapéw laktacji nie wplynie na przebieg laktacji ani nie spowoduje brakow
zywieniowych u dziecka. Material zostanie pobrany przez wykwalifikowany personel
medyczny, po poinformowaniu matki na czym badanie bedzie polega¢ oraz po uzyskaniu
Swiadomej zgody przez matke na pobranie materialu od niej oraz od jej dziecka. Aby
zminimalizowa¢ wplyw czynnik6w $rodowiskowych pierwsze pobranie materialu zostanie
zrealizowany podczas pobytu poloznicy w szpitalu - Oddziat Kliniczny Potoznictwa, Chor6b
Kobiecych i Ginekologii Onkologicznej Wojewédzkiego Szpitala Zespolonego im. L.
Rydygiera w Toruniu. Po miesigcu od hospitalizacji zostanie podj¢ta préba ponownego
kontaktu z matka, w celu zebrania wywiadu ankietowego oceniajacego stan zdrowie matki i
dziecka, a jesli sytuacja epidemiczna na to pozwoli takze spotkanie z matkg i dzieckiem w
celu pobrania dodatkowej prébek materiatlu badanego. Jesli bedzie taka mozliwosé i zgoda
matki, takie spotkanie w warunkach domowych miatoby miejsce dwa razy, po miesigcu oraz
dwéch miesigcach od wyjsécia matki ze szpitala.

Drugim etapem begdzie wykonanie posiewu mikrobiologicznego zebranego materialu na
podoza mikrobiologiczne — agar z krwig barania, MacConkey’a, Sabourauda, MRS, MYP.
Podloza te umozliwiajg wzrost wigkszo§¢ drobnoustrojéw powszechnych w $rodowisku
czlowieka, jak réwniez tych bardziej wymagajacych, jak Lactobacillus spp. czy Bacillus
cereus. Po posiewie materiatu biologicznego, podioza beds inkubowane przez 24-72h w
warunkach tlenowych i beztlenowych w zaleznosci od podioza i wymagan badanych
drobnoustrojéw. W ten sposéb wyhodowane drobnoustroje beda identyfikowane
bezposrednio z podtoza metoda automatyczng z zastosowaniem analizatora MALDI — TOF
MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry).
Trzecim etapem projektu bedzie zbadanie wplywu, wiasciwosci niektérych szczepéw
drobnoustrojéw na okreslone linie komérkowe adekwatne do profilu badan. Linie komérkowe
bedg poddane standardowej hodowli w warunkach laboratoryjnych- podwyzszona wilgotnosé
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atmosfery oraz stezenia CO2 do 5%, oraz temperatura 34-37°C w zaleznosci od linii
komérkowe;.

Zebrane dane poddane zostang analizie statystycznej i skorelowane z danymi zebranymi w
kwestionariuszu,

3) poda¢ czy badania prowadzone sg na: zdrowych, chorych, dzieciach, kobietach
cigzarnych;

Badanie przeprowadzone bedzie na zdrowych kobietach po porodzie oraz ich dzieciach,
ktérych stan zdrowia pozwoli na przeprowadzeniu wywiadu ankietowego oraz pobranie
prébek materiatu do badania.

4) okresli¢ liczebnos¢ grupy badanej;
Do badania zostanie zebrany materiat od okoto 150 par matka-dziecko.

5) poda¢ dane odnosnie grupy kontrolnej;
Nie dotyczy.
6) poda¢ spos6b rekrutacji uczestnikéw badania.

Ochotnicy do badania bedg rekrutowane w czasie hospitalizacji na Oddziale Klinicznym
Poloznictwa, Choréb Kobiecych i Ginekologii Onkologiczne Wojew6dzkiego Szpitala
Zespolonego w Toruniu.

10. Wzér informacji dla uczestnika badania powinien zawiera¢:

informacje o celu, sposobach i warunkach przeprowadzenia eksperymentu, spodziewanych
korzysciach leczniczych i poznawczych, ryzyku i mozliwosci wystgpienia ewentualnych
powiklan, jak i o warunkach ubezpieczenia. Uczestnik badania powinien by¢ poinformowany
0 mozliwosci rezygnacji z uczestnictwa na kazdym etapie badania. Jednak w przypadku,
gdyby natychmiastowe przerwanie eksperymentu moglto spowodowaé niebezpieczenstwo
dla zycia lub zdrowia uczestnika badania badacz prowadzacy badanie ma obowigzek
poinformowa¢ go o tym fakcie. O ile badanie nie jest anonimowe, informacja dla uczestnika
badania powinna zawieraé date oraz podpis badanego.

11. Wzér zgody na udzial w badaniu powinien zawieraé:

1) miejsce na czytelne wpisanie imienia i nazwiska osoby badanej;

2) $wiadomg dobrowolna zgode uczestnika badania na udziat w eksperymencie;

3) potwierdzenie ~mozliwosci zadawania  pytan prowadzacemu  eksperyment
lub badanie i otrzymania odpowiedzi na te pytania;

4) informacj¢ o mozliwo$ci odstapienia od udzialu w eksperymencie lub badaniu
w kazdym jego stadium;

5) akceptacje warunkéw ubezpieczenia oraz zgodg, w formie o$wiadczenia,
na przetwarzanie przez osobg lub podmiot przeprowadzajgcy eksperyment medyczny
danych zwigzanych z udzialem w badaniu;

6) numer historii choroby, w przypadku gdy eksperyment prowadzony jest w zakladzie
opieki zdrowotnej;

7) miejscowosé i date;

8) podpis badanego i jego adres.

W przypadku, gdyby zachodzila mozliwosé identyfikacji osoby biorgcej udzial
w eksperymencie, uczestnik badania winien wyrazi¢ réwniez zgod¢ na ujawnienie tego
faktu.
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UWAGA: Zgody na udziat w badaniu nie stosuje sie w badaniach anonimowych.

12. Jednostki  organizacyjne  Uniwersytetu uprawnione do wykonywania badaf
sponsorowanych przez firmy farmaceutyczne mogg prowadzi¢ badania wylacznie
PO zawarciu umowy pomigdzy zlecajacym badanie a odpowiednim zakladem opieki
zdrowotnej i dodatkowo winny podaé informacije wymagane w pkt 13 niniejszego
wniosku oraz dotaczy¢ do wniosku kserokopie polisy ubezpieczeniowej z aktualng datg
ubezpieczenia, sumg ubezpieczenia i ogélnymi warunkami ubezpieczenia.

13.**Informacje o instytucji lub innym podmiocie finansujgcym badania (doktadny adres
wraz z numerem NIP i REGON platnika):
Nie dotyczy.

14. Do wniosku, wypelnionego komputerowo lub maszynowo, dolgczono dokumenty:

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

5) wzér informacji dla uczestnika badania w jezyku polskim;

6) wzér formularza §wiadomej zgody na udziat w badaniu w Jjezyku polskim;

7) kartg obserwacji klinicznej;

8) informacj¢ o ubezpieczeniu badanych (kserokopia aktualnej polisy ubezpieczeniowej
W jezyku polskim) z aktualng datg ubezpieczenia, sumg ubezpieczenia oraz ogélnymi
warunkami ubezpieczenia;

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

15. Oswiadczam, ze podczas eksperymentu / badania umozliwi¢ przeprowadzenie kontroli
badan i dokumentacji oraz udostepnie:
1) wszelkie informacje dotyczace zmian w protokole (aneksy), mogace mie¢ wplyw
na przebieg oraz ocen¢ eksperymentu;
2) wszystkie informacje o przypadkach zdarzen niepozadanych;
3) zawiadomienie o przyczynie przedwczesnego zakoficzenia badania;
apo zakox’kiﬁ{gwwma dostarczg Komisji Bioetycznej Uniwersytetu raport koncowy.

&
2 hab. Magdalena Twarciek, prf oo
Kierownik badania

KIEROWNIK

Fizjologii i Toksykologii

Kierownik placdvki, na terenie ktorej
planowane jest prowadzenie badar

hdb. inz. Jan Oujewski

** Dotyczy dodatkowo badari sponsorowanych przez firmy farmaceu

UWAGA!

Whiosek nalezy wypelni¢ komputerowo zgodnie z instrukcjami w nim zawartymi.
W przypadku  watpliwosci prosimy o kontakt w  godzinach dyzurnych
od poniedziatku do $rody w godzinach 9:00-12:00 lub w czwartki w godzinach 12:00-15:00,
pod nr tel. 52-585-3563 lub na adres mailowy:



Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszczy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 196/2021 Bydgoszcz, 23.03.2021 r.

Dzialajac na podstawie art.29 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U. z 1997 r.
Nr 28 poz. 152 (wraz z pozniejszymi zmianami), rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej z dnia
11 maja 1999 r. w sprawie szczegotowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji
bioetycznych (Dz.U. Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzenia Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z pozn. zm. w
sprawie powolania oraz zasad dziatania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w ICH — GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

(sklad podano w zalaczeniu), na posiedzeniu w dniu 23.03.2021 r. przeanalizowala wniosck.
ktory ztozyta kierownik badania:

dr hab. Magdalena Twaruzek
Katedra Fizjologii i Toksykologii
Uniwersytet Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy

z zespotem w skladzie

dr hab. Magdalena Twaruzek, prof. dr. hab. inz. Jan Grajewski, mgr Iwona
Adamczyk, dr n. med. Elena Sinkiewicz-Darol, lek. wet. Katarzyna Lubiech, lek. med.
Waldemar Didkowski, lek. med. Ewa Chodakowska, lek. med. Urszula Bernatowicz-
Lojko, mgr Katarzyna Kaczmarek

w sprawie badania:
»Mikrobiota matki a niemowlgcia - identyfikacja, korelacja, cytotoksycznosé.”
Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
tajnego Komisja podjeta
Uchwal¢ o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku

W sprawie przeprowadzenia badan, w zakresie okreslonym we wniosku pod warunkiem:

* poinformowania na pi$mie uczestnikéw badania o celu oraz zakresie badan i uzyskania od kazdego z nich
osobnej, pisemnej, $wiadomej zgody na udzial w badaniu, zgodnie z obowiazujacymi przepisami, datowanej
najpézniej na moment rozpoczecia badania a nie wezesniej niz data uzyskania z Komisji Bioetycznej
pozytywnej opinii o badaniu ;

* zachowania tajemnicy wszystkich danych, w tym danych osobowych uczestnikéw badania,
umozliwiajacych ich identyfikacje w ewentualnych publikacjach

*  zapewnienia, ze osoby uczestniczace w eksperymencie badawczym nie sa ubezwlasnowolnione, nie sa
zolnierzami stuzby zasadniczej, nie sa osobami pozbawionymi wolnosci, nie pozostaja w zaleznosci
stuzbowej, dydaktycznej lub innej z prowadzacym badanie;

® sugerujemy uzyskanie podpisu uczestnika badania pod informacja o badaniu, lub sporzadzenie formularza
informacji i $wiadomej zgody na udziat w badaniu w ramach jednego dokumentu.

Jednoczesnie informujemy, iz ,,Zgoda na udzial w badaniu” winna zawiera¢ m.in.: imie i nazwisko badanej

osoby; adres zamieszkania lub PESEL lub nr historii choroby pacjenta (L.ks.gl. Oddziatu/Poradni) oraz date i
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2
podpis badanej osoby, a takze klauzule, ze uczestnik badania wyraza zgode na przetwarzanie danych osobowych

dotyczacych realizacji tematu badawczego, zgodnie z obowiazujacym prawem (RODO).

Kierownik badania zobowiazany jest do przechowywania wszystkich dokumentéw dotyczacych badania przez

okres dwudziestu lat.

Zgoda obowigzuje od daty podjecia uchwaly (23.03.2021 r.) do korica 2023 r.

Wydana opinia dotyezy tylko rozpatrywanego wniosku z uwzglednieniem przedstawionego projektu;
kazda zmiana i modyfikacia wymaga uzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawca zobowigzany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, ktére moglyby mie¢ wplyw na opini¢ Komisji oraz poinformowania o
zakonczeniu badania.

Od niniejszej uchwaly podmiot zamierzajqcy przeprowadzié¢ eksperyment medyczny, kierownik zakladu
opicki zdrowotnej, w ktorej eksperyment medyczny ma byé przeprowadzony, mogq wniesé¢ odwolanie do
Odwolawczej Komisji Bioetycznej przy Ministrze Zdrowia, za posrednictwem Komisji Bioetycznej przy
Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, w terminie 14 dni od daty otrzymania niniejszej Uchwaly.

Prof. dr hab. med.‘KaroI Sliwka

\
PrzeWO({\p’r{:z'qcy Komisji )Bioetycznej
Otrzymuje:
dr hab. Magdalena Twaruzek
Katedra Fizjologii i Toksykologii
Uniwersytet Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy



Lista obecno$ci

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

w dniu 23.03.2021 r.

Lp. Imig i nazwisko Funkcja/ Specjalizacja Podpis
s Prof. dr hab. med. Karol Sliwka medycyna sqdowa
PYLEM)QI:'\‘(;‘,O\ (_,\a, 04’_\
=
2 Mgr prawa Joanna Potetek-Zygas prawniczka

2050 Peo. PrRew N0

pediatra, alergologia i

3. | Prof. drhab. med. Mieczystawa Czerwionka-Szaflarska
gastroenterologia dziecigca
2N
. poloznictwo,

4. Prof. dr hab. med. Marek Grabiec

ginekologia onkologiczna

. choroby wewnetrzne,
5. Prof. dr hab. n med. Maria Kiopocka el ¢
gastroenterologia ] ©:
L chirurgia ogélna,

6. Prof. dr hab. med. Zbigniew Wiodarczyk

transplantologia kliniczna—

. . chirurgia ogélna,

& Dr hab. n. med. Maciej Stupski, prof. UMK

transplantologia kliniczna

anestezjologia
3. Dr hab. n. med. Katarzyna Sierakowska, prof. UMK ) R M\W
i intensywna terapia /

9. Ks. dr hab. Wojciech Szukalski, prof. UAM duchowny QM dm
10. Dr n. med. Radostawa Staszak-Kowalska pediatria, choroby ptuc L\)
11. Mgr prawa Patrycja Brzezicka prawniczka
12 Mgr farm. Aleksandra Adamczyk farmaceutka M
13. Megr Lidia Iwinska-Tarczykowska pielegniarka

s/

~heilo

T
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15.2 Formularz swiadomej zgody uczestniczki badania

INFORMACIJE DLA UCZESTNIKA BADANIA NAUKOWEGO

pt.: Mikrobiota matki a niemowlecia - identyfikacja, korelacja,

cytotoksycznosc

Mikrobiota to zespdt mikroorganizméw zasiedlajgcych dany organizm. Na mikrobiom
sktadajg sie bakterie, grzyby, pierwotniaki i wirusy. Wptyw mikrobiomu na organizm cztowieka
ma istotne znaczenie dla budowy odpowiedzi immunologicznej, produkcji witamin,
hormondéw czy neuroprzekaznikdw, co niewatpliwie oddziatywuje na funkcjonowanie i
zdrowie.

Najbardziej obfitujgcym w rdéznorodne mikroorganizmy siedliskiem organizmu
cztowieka jest przewdd pokarmowy cztowieka. Jednakze réwnowaga mikrobiomu nie tylko w
jelitach, ale w catym ciele wptywa korzystnie i chroni przed chorobami. Na sktad mikrobioty
dziecka, a potem dorostego cztowieka, ma wptyw szereg czynnikdéw, a coraz czesciej badania
podkreslajg kluczowa role w przebiegu cigzy, sposobu porodu i karmienia w pierwszych
miesigcach i latach na mikrobiom dorostego cztowieka i jego zdrowie.

Jak do tej pory nie ma polskich badan dotyczgcych sktadu mikrobioty w mleku kobiecym
i wptywu porodu, sposobu karmienia czy kontaktu skdra do skéry na mikrobiom dziecka.
Celem badania bedzie zbadanie i przeanalizowanie mikrobioty mleka kobiecego w pierwszych
dniach po porodzie, a takze mikrobioty jamy ustne;j i katu dziecka oraz powtérzenie pobrania
materiatu do badania w kolejnych miesigcach po porodzie.

Udziat Pani w badaniu bedzie polegat na oddaniu prébki mleka ok. 0,5-1ml, wyrazeniu
zgody na pobranie wymazu z jamy ustnej oraz katu Pani dziecka, w ktérych zostang droga
hodowli mikrobiologicznej zidentyfikowane mikroorganizmy oraz na wypetnieniu ankiety.

Badanie nie wigze sie z dodatkowym ryzykiem dla osoby badanej. Udziat w badaniu jest
dobrowolny i nieodptatny. W kazdej chwili istnieje mozliwos¢ odmowy i rezygnacji z
uczestnictwa w tym badaniu bez koniecznosci podania przyczyny i bez jakichkolwiek
konsekwencji.

Dane osobowe 0sdb biorgcych udziat w programie podane bedg jedynie do wiadomosci
osoby przeprowadzajacej badania, zas uzyskane wyniki opublikowane zostang w sposdb

uniemozliwiajacy identyfikacje oséb w nim uczestniczacych (dane zostang zanonimizowane).

DODATKOWE INFORMACJE MOZNA UZYSKAC POD NUMEREM TELEFONU: 785828477
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ZGODA NA UDZIAt W BADANIU NAUKOWYM
»Mikrobiota matki a niemowlecia — identyfikacja, korelacja, cytotoksycznosé”

NQZWISKO 1 IMI@ ..ot sttt e et s tesaeee e eesaes e e e seeseesneerneees

Rok urodzenia ........cooveeviiecieeieceeeeeeeees

Niniejszym o$wiadczam, ze zostatam poinformowana o celu zamierzonych badan i
sposobie ich przeprowadzenia. Rozumiem, na czym majg one polegac i do czego potrzebna
jest moja zgoda. Zostatam poinformowana, ze moge odmowié zgody na udziat w badaniach
lub cofnac¢ jg w kazdej chwili bez jakichkolwiek konsekwencji.

Oswiadczam ponadto, ze nie jestem ubezwtasnowolniona, nie jestem osobg
pozbawiong wolnosci, nie pozostaje w zaleznosci stuzbowej lub innej z prowadzgcym badanie.

Wyrazam petng i swiadoma zgode na udziat w badaniu mojg oraz mojego dziecka,
ktérego jestem prawnym opiekunem oraz wykorzystanie materiatu badanego do badan

naukowych.

czytelny podpis uczestnika badania

miejscowos¢ / data
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KLAUZULA INFORMACYINA
Badanie naukowe ,,Mikrobiota matki a niemowlecia - identyfikacja, korelacja, cytotoksycznosc”

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 (Katedra Fizjologii
i Toksykologii Wydziatu Nauk Biologicznych) z siedzibg przy ul. Chodkiewicza 30, 85-064 Bydgoszcz,

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

3) Pani dane beda przetwarzane w celu uczestnictwa w badaniu naukowym ,Mikrobiota matki a
niemowlecia - identyfikacja, korelacja, cytotoksycznos¢”,

4) podstawg prawng przetwarzania jest Pani zgoda,

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

6) Pani dane bedg przechowywane przez rok od czasu przeprowadzenia badania, ale nie dtuzej, niz do
31.12.2023 r. lub do czasu odwotania przez Panig zgody na dalsze przetwarzanie,

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

8) ma Pani prawo zgdania od administratora danych dostepu do swoich danych osobowych, ich
sprostowania, usuniecia, ograniczenia przetwarzania, przenoszenia danych 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 badaniu,

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

ZGODA NA PRZETWARZANIE DANYCH OSOBOWYCH
imie i nazwisko
Oswiadczam, ze podaje dobrowolnie moje dane osobowe | wyrazam zgode na ich
przetwarzanie przez Uniwersytet Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy w celu uczestnictwa w badaniu

naukowym ,Mikrobiota matki a niemowlecia - identyfikacja, korelacja, cytotoksycznosc”.

data i podpis

15.3 Kwestionariusz osobowy i ankieta

Ankieta
na potrzeby badan pracy doktorskiej
Mikrobiota matki a niemowlecia - identyfikacja, korelacja, cytotoksycznos¢.
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NR:

DATA
IMIE NAZWISKO

ADRES/MIEJSCE
ZAMIESZKANIA

NR TELEFONU
E-MAIL
DATA URODZENIA

WYKSZTALCENIE

WZROST

MASA CIAtA

PANI DZIECI Ptec

Data urodzenia Tydzien cigzy w
momencie
rozwigzania

Masa i dfugos¢

dziecka
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. PRZEBIEG CIAZY:

1. Czy w trakcie cigzy wystepowatly jakie$ dolegliwos$ci/choroby (np. cukrzyca cigzowa,
infekcje):

2. Czy w trakcie cigzy brala pani jakie$ leki (ze szczegdlnym uwzglednieniem antybiotykow):
3. Czy w czasie cigzy miala miejsce hospitalizacja? Tak / nie*
Jesli tak to jak dlugo i czy miata miejsce w tym czasie antybiotykotykoterapia?
4. Czy w trakcie cigzy brata pani jakie$ suplementy diety, probiotyki:
5. Dieta stosowana w czasie ciazy:
Ogolna wegetarianska weganska

eliminacyjna (jaka?) inna (jaka?)*

6. Jak czesto w czasie cigzy spozywala pani produkty kiszone/fermentowane (np. Jogurty /
kefiry / kiszone ogdrki / zakwas buraczany €tC)..........cccververereeeriiiesnieenieeseeesree e senens

7. Masa ciata (kg) 1 wzrost (cm) W 1 trymeStrze ClaZY.......ccververeerereeneerienieeeeeeeeeeeseeeseeennes
8. Masa ciala (kg) i wzrost (cm) w podczas ostatniej wizyty przed rozwigzaniem

II. POROD oraz hospitalizacja po porodzie:
1. Pordd zakonczony: drogami natury cigciem cesarskim

2. Czy przed rozwigzaniem cigzy miala miejsce czynnos¢ skurczowa?
TAK / NIE*

3. Czy w trakcie porodu pekt pecherz ptodowy/zostat przebity?
Tak / nie*

4. Czy w trakcie porodu byta stosowana profilaktyka antybiotykowa (np. W przypadku badania
dodatniego wyniku GBS)

5. Czy po porodzie miato miejsce kangurowanie / kontakt skora do skory? Tak / nie*
Jesli tak to w jakim czasie PO POTOAZIC? .......cc.eeiiiiiieeiieeieeiie ettt ettt et e s ee e e eeenseeeneea
JaK QRUZO tIWAL? oo et a e et e e tb e e e rtae e rraeertaeennreeas
Czy przed kontaktem skora do skory miaty miejsce jakies procedury medyczne?..........cccoeevveenennnnee.
6. Po jakim czasie od narodzin dziecka nastgpito pierwsze karmienie piersia?...........ccc.cceeeuenneen.
7. Czy w ciagu pierwszych dni po porodzie miato miejsce dokarmienie mieszanka
mlekozastgpczg? Tak / nie*

Jesli tak to w jakim czasie 0d POTOAU? .......c.ecovieiiiiciiiiiieieeeeee et seeste e e reeseeeseeesase e s e eseees

8. Czy w ciagu pierwszych dni po porodzie miato miejsce dokarmienie mlekiem z Banku
Mleka Kobiecego? Tak / nie*

9. Czy po porodzie dziecko byto zdrowe? (Jesli nie, prosz¢ podac¢ chorobe¢/podejrzenie
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1. schorzenia)

2. Czy aktualnie czuje si¢ Pani dobrze?

3. Czy w ostatnich 2 tygodniach brata Pani jakie$ leki/antybiotyki? tak/nie
Jesli tak, to jakie?

4. Czy w ostatnich 2 tygodniach brata Pani jakie$ suplementy diety/probiotyki? Tak/Nie
Jesli tak, to jakie?

AKTUALNY STAN ZDROWIA (podczas kolejnego spotkania w warunkach domowych):
7. Czy aktualnie czuje si¢ dobrze?

8. Czy w ostatnich 2 miesigcach brata Pani jakie$ leki/antybiotyki? tak/nie
Jesli tak, to jakie?

9. Czy w ostatnich 2 miesigcach brata 2 tygodniach Pani jakie$ suplementy diety/probiotyki?
tak/nie
Jesli tak, to jakie?

14. Czy byta konieczno$¢ podawanie mieszanki mlekozastepczej? Tak/nie
Jesli tak, to od kiedy i jak czesto podawane jest mieszanka mlekozastepcza?
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