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MLEKO ODZWIERZECE JAKO
POTENCJALNE ZRODLO BIOAKTYWNYCH
OLIGOSACHARYDOW

ANIMAL MILK AS A POTENTIAL SOURCE
OF BIOACTIVE OLIGOSACCHARIDES

Matgorzata Konieczna', Anna Koryszewska-Baginska', Zuzanna Piotrowska?,
Julia Radzka?, Adam Pedowski?, Olga Witkowska-Pitaszewicz’,
Bartosz Pawlinski’, Dominika Domanska®, Gabriela Oledzka'

Zaktad Biologii Medycznej, Wydzial Nauk o Zdrowiu, Warszawski Uniwersytet Medyczny
“Studenckie Kolo Naukowe AGAR przy Zakladzie Biologii Medycznej, Warszawski Uniwersytet Medyczny
SInstytut Medycyny Weteryvnaryjnej, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie: Oligosacharydy mleka ludzkiego (z ang. Human Milk Oligosaccharides — HMOs)
posiadajq wlasciwosci immunomodulacyjne, przeciwzapalne, prebiotyczne, a przede wszystkim
przeciwbakteryjne, co ma bezposredni wplyw na mikrobiote jelitowq, a tym samym zdrowie nie-
mowlqt i ich komfort zycia jako dorostych. Wiele kobiet, ktore nie mogq karmic piersiq, korzysta
z gotowych mieszanek, jednak ich sktad nie zapewnia tych samych wlasciwosci zdrowotnych, co
mleko matki. Dlatego poszukiwanie odpowiednich alternatyw, ktore sktadem bedq zblizone do
mleka kobiecego, odnalazto swoje zastosowanie w przemysle zywieniowym. Obecnie mozliwe
Jest syntetyzowanie tylko kilku sposrod 200 HMOs znajdujqcych sie w mleku matki. Celem pracy
bylo zbadanie wptywu HMO izolowanych z mleka koziego, wielblqdziego i klaczy na eradykacje
biofilmu Staphylococcus aureus.

W celu pozyskania oligosacharydow mleka zwierzece pozbawiono frakcji tuszczu oraz biatek
i zliofilizowano. Biofilm bakteryjny hodowano na podtozu LB z 2% glukozq, na plytkach poli-
styrenowych i traktowano oligo w stezeniach 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 i 0,3125 mg/ml. Dynamike
wzrostu bakterii oceniono metodq spektrofotometryczng.

Zaobserwowano widoczny wplyw biobdjczy oligosacharydow. Stezenia rozpoczynajqce si¢ od
0,625 mg/ml skutecznie eradykowaly biofilm S. aureus. Liczne doniesienia terapeutyczne ze sto-
sowania mlek zwierzecych na choroby przewlekie ukladu pokarmowego motywujq do dalszych
badan i lepszego poznawania ich potencjalnych wlasciwosci leczniczych, szczegolnie ze sq to
produkty naturalne i fatwo dostepne.

Stowa kluczowe: HMOs, oligosacharydy mleka kobiecego, oligosacharydy mleka klaczy,
oligosacharydy mleka koziego, oligosacharydy mleka wielbtadziego, gMO,
cMO, mMO, antybiotykoopornos¢

Abstract: Human Milk Oligosaccharides (HMOs) possess immunomodulatory, anti-inflam-
matory, prebiotic, and particularly antibacterial properties, which directly impact the gut
microbiota and consequently the health and well-being of infants both in their early stages and
as adults. Many women who are unable to breastfeed rely on commercial infant formulas, but
their composition does not provide the same health benefits as breast milk. Therefore, the search
for suitable alternatives that closely resemble human milk in terms of composition has found its
application in the food industry. Currently, only a few out of the 200 HMOs present in human
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milk can be synthesized. The aim of this study was to investigate the impact of HMOs isolated
from goat, camel, and mare milk on the eradication of Staphylococcus aureus biofilm.

To obtain the oligosaccharides, animal milk was defatted and deproteinized, followed by
lyophilization. The bacterial biofilm was cultivated on LB agar plates supplemented with 2%
glucose and treated with oligosaccharides at concentrations of 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, and
0.3125 mg/ml. Bacterial growth dynamics were assessed using spectrophotometric analysis.

A significant antibacterial effect of the oligosaccharides was observed. Concentrations starting
from 0.625 mg/ml effectively eradicated the S. aureus biofilm. Numerous therapeutic reports
on the use of animal milks for chronic gastrointestinal diseases provide motivation for further
research and better understanding of their potential medicinal properties, especially consider-
ing that these are natural and readily available products.

Key words: HMOs, human milk oligosaccharides, male’s milk oligosaccharides, goat
milkoligosaccharides, camel milk oligosaccharides, gMO, cMO, mMO,
antibiotics resistance

1. Wprowadzenie

Karmienie piersia jest istotne ze wzgledu na korzysci zdrowotne, jakie przynosi
niemowlegtom. Zawartos$¢ sktadnikéw bioaktywnych i odzywezych w mleku matki,
szczegolnie w pierwszych 6 miesigcach zycia, zmniejsza ryzyko wystapienia infekcji
uktadu oddechowego, biegunek i nagtej smierci t6zeczkowej (Quigley i in., 2007;
Victora i in., 2016) oraz wspiera rozwoj mozgu dziecka i zwicksza iloraz inteligen-
cji (Kramer i in., 2008; Lucas i in., 1992). Pozytywne efekty karmienia piersia nie
ograniczajg si¢ tylko do poczatkowego okresu zycia. Poprzez obnizenie ryzyka roz-
woju cywilizacyjnych chorob przewlektych, takich jak otyto$¢ oraz cukrzyca typu 11
(Bernardo i in., 2013), i zmniejszenie stresu psychicznego (Cable i in., 2012) stanowia
istotny czynnik przyczyniajacy si¢ do poprawy jakosci zycia w dorostosci.

Jednym z najistotniejszych bioaktywnych sktadnikéw mleka matki sa oligo-
sacharydy (z ang. Human Milk Oligosaccharides — HMOs), ktore stanowia trzeci
zaraz po laktozie i thuszczu najliczniej wystepujacy skladnik mleka kobiecego.
HMOs pod wzgledem budowy sa bardzo réznorodne. Sa to ztozone weglowodany,
ich szkielet stanowi laktoza, ktéra moze by¢ dodatkowo potaczona z N-acetylog-
lukozaming (GlcNAc), D-galaktoza (Gal), fukoza (Fuc) i/lub kwasem sjalowym
(NeuSAc). 11os¢ i rodzaj przytaczanych reszt cukrowych determinuje ich wlasciwo-
$ci chemiczne i biologiczne, na podstawie ktoérych wyrdézniamy trzy rézne grupy
oligosacharydow: obojetne, sjalowane oraz fukozylowane (Gabrielli i in., 2011;
Ruhaak i in., 2014). Cho¢ poczatkowo te niezwykle istotne skladniki uwazano za
bezwartosciowe produkty uboczne metabolizmu (Kunz i in., 2012), obecnie oligo-
sacharydy przyciagaja uwage naukowcow ze wzgledu na swoje funkcje biologiczne
oraz prozdrowotne korzysci. Z uwagi na to, iz nie ulegaja trawieniu w zotadku
ani jelicie cienkim czlowieka, dziatajac jako substancje prebiotyczne sprzy-
jaja wzrostowi i rozwojowi prawidtowego mikrobiomu jelitowego u niemowlat.
Poprzez stymulacje wzrostu korzystnych bakterii oligosacharydy przeciwdziataja
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kolonizacji jelit przez patogeny, co przektada si¢ na lepsze funkcjonowanie uktadu
trawiennego, zwigkszong absorpcje sktadnikéw odzywcezych oraz zmniejszone
ryzyko infekcji jelitowych (Asakuma, 2011; Yu i in., 2014).

HMOs odgrywajg takze role w modulacji uktadu odpornosciowego. Poprzez
interakcje z komorkami uktadu odpornosciowego, zmniejszajac stan zapalny, wpty-
waja na regulacje odpowiedzi immunologicznej oraz rozwoj wiasciwej tolerancji
immunologicznej. To przyczynia si¢ do zmniejszonego ryzyka wystgpienia alergii
1 chorob autoimmunologicznych w pdzniejszym zyciu (de Kivit i in., 2011).

Oligosacharydy moga réwniez ogranicza¢ rozwoj szkodliwych mikroorganizmoéw,
takich jak Escherichia coli (Coppa i in., 1996) czy Influenza virus (Kwon i in., 2017),
co znaczaco zmniegjsza ryzyko wystapienia infekcji uktadu oddechowego u niemowlat.

Niewatpliwie oligosacharydy wywieraja korzystny wptyw na rozwoj dzieci. Na pod-
stawie wieloletnich badan, uwaza si¢, ze dtugotrwate konsekwencje spozywania tych
zwiazkdéw sa nie tylko zwigzane z lepszym zdrowiem dziecka, ale rowniez z mniejszym
ryzykiem wystgpienia choréb przewlektych i alergii u dorostych (Sankar i in., 2015).
Z tego wzgledu ich stosowanie moze mie¢ wazne implikacje dla zdrowia publicznego.

Swiatowa Organizacja Zdrowia (z ang. World Health Organization — WHO) oraz
Amerykanska Akademia Pediatryczna (z ang. American Academic of Pediatrics
— AAP), majac na uwadze pozytywne aspekty wynikajgce z karmienia piersig, zale-
cajg takie karmienie nawet do drugiego roku zycia (Meek i in., 2012; WHO, 2023).
W przypadkach, gdy matki nie mogg karmi¢ piersia, istnieje konieczno$¢ poszukiwa-
nia alternatywnych rozwigzan. W takich sytuacjach korzysta si¢ z pomocy Bankow
Mileka, ktore gromadzg mleko od zdrowych dawczyn i umozliwiajg dostarczenie go
potrzebujacym dzieciom. Inicjatywa tworzenia Bankéw Mleka jest niezwykle istotna,
jednak nie zawsze sg one dostepne dla wszystkich ze wzgledu na ograniczony zasob,
ktory nie jest w stanie zaspokoi¢ globalnych potrzeb. Przez te ograniczenia mleko
kobiece z banku dostarczane jest w pierwszej kolejno$ci niemowlgtom urodzonym
przedwczesnie, ciezko chorym lub wymagajacym intensywne;j terapii (Bank Mleka,
2023). Matki niemowlat, ktére z réznych przyczyn nie sa w stanie karmic piersia,
muszg siegna¢ po alternatywne rozwigzanie w postaci mleka modyfikowanego.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze mimo podejmowanych staran majacych na celu zblize-
nie sktadu mleka modyfikowanego do naturalnego mleka matki, nadal ma ono nizsza
warto$¢ odzywcezg. Istnieje kilka czynnikéw odpowiedzialnych za ten stan, a jednym
z glownych jest brak w mleku modyfikowanym bioaktywnych komponentow, w tym
oligosacharydow, ktdre sg obecne w mleku matki. Przepisy regulujace sktad gotowych
mieszanek mleka modyfikowanego nie wymagaja obecnosci substancji bioaktywnych,
takich jak oligosacharydy (Abrams i in., 2023; FDA, 2023), jednakze niektorzy produ-
cenci decydujg si¢ wzbogaca¢ dostepne na rynku produkty o te sktadniki. Poczatkowo
do mleka modyfikowanego zamiast HMOs dodawano ich tanszg alternatywe — fruk-
tooligosacharydy (FOS) i galaktooligosacharydy (GOS) w proporcji 9:1 (EFSA, 2014;
Dz.U. L 25z 2.2.2016, s. 15). FOS to polimery fruktozy o dziataniu stodzagcym niewy-
stepujace w mleku kobiecym (Barile i in., 2013). W niewielkich ilosciach w pokarmie
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kobiecym wystepuje 3’-GL (GOS), ale przeprowadzone badania wykazaly, ze GOS
dziatajg prebiotycznie tylko wzgledem Bifidobacterium (Maathuis i in., 2012). Sktad-
niki te nie maja tak ztozonej struktury jak oligosacharydy naturalnie wystepujace
w mleku matki, ktore dodatkowo poddawane sa roznym modyfikacjom wplywajacym
na ich bioaktywno$¢ (fukozylacja i sjalizacja).

Dodatek specyficznych oligosacharydéw (OSs) do mleka modyfikowanego moze
sprawié, ze bedzie ono sktadem bardziej zblizone do mleka matki. Suplementacja,
np. disialylolakto-N-tetrozg (DSLNT), moze zapobiega¢ lub wspomagaé leczenie
martwiczego zapalenia jelit u niemowlat (z ang. Necrotizing Enterocolitis — NEC)
(Jantserr-Krenn i in., 2011; Shi i in., 2021). Z kolei w innym badaniu (Puccio i in.,
2017) wykazano, ze niemowleta karmione mlekiem wzbogaconym o 2’-fukozylo-
laktoze (2°-FL) i Lakto-N-neotetroz¢ (LNnT) rzadziej przechodzity infekcje drog
oddechowych i1 nie wymagaty tak czestego podawania antybiotyku, w poréwnaniu
do dzieci karmionych zwykta mieszanka. W odpowiedzi na te obserwacje producenci
mieszanek modyfikowanych zacze¢li dodawa¢ wyzej wymienione dwusktadnikowe
oligosacharydy do swoich produktow. Badania przeprowadzone przez Alliet i in.
(2016) wykazaty, ze u dzieci karmionych takimi mieszankami dodatek tych dwu-
sktadnikowych oligosacharydow prowadzit do kolonizacji mikrobiomu w sposéb
podobny jak u dzieci karmionych naturalnie piersig.

Obecnie firma Nestle oferuje produkty zawierajace 2’-FL, LNnT, DFL, 3’-SL,
6’-SL. Niestety produkcja OSs o bardziej ztozonej budowie jest utrudniona ze wzgledu
na wysokie koszty oraz skomplikowane procesy syntezy. Niektore oligosacharydy
udato si¢ zsyntetyzowaé na wigksza skale (Agoston i in., 2019), jednak procedura ich
pozyskiwania nie spetnita wymagan uzyskania certyfikatu GRAS (z ang. Generally
Recognized as Safe) przez FDA oraz nie zostala dopuszczona jako metoda produkcji
mieszanek dla niemowlat (Perez i in., 2020). Z tego powodu poszukiwanie alternatyw-
nych zrodet pozyskiwania oligosacharyddw jest niezwykle istotne.

Badania nad réznymi rodzajami mleka zwierzgcego, takimi jak mleko klaczy,
wielbtada i kozy, wykazaty, ze majg one wlasciwosci podobne do mleka ludzkiego.
Istnieje szczegdtowa charakterystyka biochemiczna tych rodzajow mleka (Daddaoua
i 1in., 2006; Karav i in., 2018; Langlois i in., 2011; Le parc i in., 2014; Musaev i in.,
2021; Oliveira 1 in., 2012; Swelum 1 in., 2021; van Leeuven 1 in., 2020; Zou 1 in.,
2022), a prowadzone badania potwierdzity ich potencjalne korzys$ci prozdrowotne.

Mileko klaczy cechuje si¢ mniejszg zawartoscig thuszczu w porownaniu do mleka
ludzkiego, koziego i wielbladziego (Elbagermi i in., 2014; Prosser i in., 2021), jednak
nadal stanowi warto$ciowe zrodto kwaséw thuszczowych, takich jak kwas alfa-linole-
nowy (ALA) i kwas linolowy (LA) (Musaev i in., 2021). Warto rowniez zaznaczy¢, ze
mleko klaczy, podobnie jak i wielbladzie, zawiera znacznie mniejszg ilo$¢ kazeiny niz
mleko krowie, co sugeruje nizszy potencjat reakcji alergicznych (Dall’Oglio i in., 2018;
Musaev i in., 2021). Dodatkowo, mleka ssakow zawieraja rowniez wolne sacharydy,
ktore moga wykazywac bioaktywno$¢ podobng do mleka ludzkiego. Badania dotyczace
zawartosci oligosacharydow w mleku dojrzatym i siarze pochodzacych od roéznych
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zwierzat pokazaly, ze mleko kozie, klaczy oraz wielbtadzie zawierato wigkszg ilos¢ oli-
gosacharydow w poréwnaniu do pozostalych gatunkow zwierzat (Albrecht i in., 2014).
Sposréd ponad 200 odkrytych struktur oligosacharydow w mleku ludzkim (Urashima
1 in., 2018) zidentyfikowano odpowiednio 40, 40 i 45 réznych oligo w mleku kozim,
klaczy 1 wielbtadzim, dodatkowo na tle mleka ludzkiego mleka odzwierzece wyrdzniajg
si¢ odmiennym stosunkiem poszczeg6lnych grup oligosacharydow. W mleku kobiecym
oligo obojetne, fukozylowane i1 sjalowane wystepujg w proporcji 1:3:1 (Chen, 2015).
W mleku kozim i wielbtagdzim proporcja wynosi 3:1:2, gdzie widocznie zmniejszyta
si¢ pula oligo fukozylowanych na korzy$¢ wzbogacenia frakcji oligo obojetnych i sja-
lowanych (Fukuda i in., 2010; Shi i in., 2021). Mleko klaczy, z podobna proporcjg 6:1:3,
wyroznia si¢ zwigkszong iloscig oligosacharydow obojetnych (Karav i in., 2018). Oli-
gosacharydy pochodzenia zwierzecego nie odzwierciedlajg ani sktadem, ani proporcja
oligosacharydéw znajdujacych si¢ w mleku ludzkim, jednakze cze$¢ z nich struktural-
nie jest niemalze identyczna, co ma odzwierciedlenie w petnionych przez nie funkcjach
biologicznych (Albrecht i in., 2014). W zwigzku z powyzszym nalezy zwrdci¢ uwage na
to, ze by¢ moze to nie ilos¢, a podobienstwo struktur moze przesagdzac o potencjalnym
wykorzystaniu mlek zwierzgcych jako substytutu mleka ludzkiego. Podobienstwo nie-
ktorych oligo zwierzecych do ludzkich przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Zréznicowanie zawartos$ci oligosacharyddéw zwierzecych w mleku

Oligosacharydy Obecnos¢ w mleku: (+) obecne; (—) nieobecne
Ludzkie Kozie Wielbladzie Klaczy

Laktoza + + + +
Lakto-N-tetroza (LNT) + — + —
Lakto-N-neotetroza (LNnT) + + + +
3'-galaktozylolaktoza (3'-GL) + + + +
6'-galaktozylolaktoza (6'GL) + + + -
LaktN-novopentoza I (LNnP) + + + +
Lakto-N-fukopentoza I (LNFP I) + — - —
Lakto-N-fukopentoza II (LNFP II) + - - -
Lakto-N-fukopentoza III (LNFP III) + — + -
Lakto-N-difukoheksoza I (LDFH II) + - — -
2'-Fukozylolaktoza (2'-FL) + + + -
3'-Fukozylolaktoza (3'-FL) + + + +
Difukozylolaktoza (DFL) + - - —
3'-Sialylolaktoza (3'-SL) + + + +
6'-Sialylolaktoza (6'-SL) + + + +
Sialylo-N-tetroza a (LST a) + - + -
Sialylo-N-tetroza ¢ (LST c) + — — -
Disialylo-N-tetroza (DS-LNT) + - — +
Disialylolaktoza (DSL) + + - +

Zrédio: opracowano na podstawie (Shi i in., 2021; Karav i in., 2018, Albrecht i in., 2014; van Leeuwen
iin., 2020).
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Mleko zwierzat udomowionych moze by¢ potencjalnie interesujacym zrod-
tem bioaktywnych oligosacharydéw, ktéore po odpowiedniej ekstrakcji mogag
znalez¢ zastosowanie w przemysle spozywczym. Aby uzasadni¢ ich wykorzystanie,
konieczne sa jednak dalsze badania dotyczace ich biologicznych funkcji oraz poten-
cjalnych korzys$ci zdrowotnych.

Przeprowadzono nie tylko badania dotyczace wtasciwosci prebiotycznych
1 immunomodulacyjnych oligosacharydow, ale réwniez ich potencjatu bakterioboj-
czego (Jarzynka i in., 2022, Moore i in., 2023, Ackerman i in., 2018). Ten aspekt ich
dziatania jest szczegoélnie istotny ze wzgledu na rosngcg problematyke opornosci bak-
terii na antybiotyki, ktéora w zwigzku z coraz wigkszym stosowaniem antybiotykow
przez ludzi stanowi globalne zagrozenie. Szczegdlne wyzwanie w ochronie zdrowia
stanowi zwalczanie biofilmow bakteryjnych, ze wzgledu na ich strukturalng ztozo-
nos$¢ i odpornos¢ na tradycyjne metody dezynfekceji. Biofilmy to ztozone skupiska
drobnoustrojow, osadzone w wytworzonej przez siebie macierzy pozakomoérkowe;j
zlozonej z polisacharydéw, DNA i innych sktadnikéw. W porownaniu z komoérkami
planktonowymi (komodrki w zawiesinie) komorki w biofilmie sg czesto znacznie bar-
dziej oporne, nawet tysigckrotnie, na srodki przeciwbakteryjne (Sharma i in., 2019).
Jednym z gatunkéw tworzacych biofilm, bedacym przyczyna zakazen szpitalnych,
jest MRSA (z ang. methycillin resistant Staphylococcus aureus) (Nowakowicz i in.,
2016; cde.gov.pl). Swiatowa Organizacja Zdrowia wskazuje, Ze oporno$é na antybio-
tyki stanowi jedno z gltownych zagrozen dla zdrowia globalnego, bezpieczenstwa
zywnosci 1 rozwoju spotecznego (WHO, 2020). Problem ten nie dotyczy juz tylko
braku odpowiednich alternatyw dla karmienia piersia.

W niniejszej pracy postanowiono przeprowadzi¢ wstepne badania potencjatu bio-
bojczego oligosacharydow pozyskanych z mleka koziego, wielbtadziego i klaczy na
biofilm Staphylococcus aureus.

2. Metodyka

Mileko zwierzece

Mleko spulowane pochodzace od 58 klaczy wys$cigowych zostalo dostarczone przez
Instytut Medycyny Weterynaryjnej, Katedr¢ Chorob Duzych Zwierzat i Klinike
Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Mleko wielbtadzie z hodowli wielbtadéw jednogarbnych Camelus dromadarius
zakupiono w Gospodarstwie Rolnym Monika Szymanska (ul. Sanie 17, 55-140 Zmi-
grod, Polska).

Mleko kozie czesciowo odttuszczone BIO pochodzenia hiszpanskiego zostato
zakupione przez stron¢ organic24.pl od producenta CANTERO DE LETUR.

Mleka klaczy, koziego oraz wielbladziego nie poddano procesowi pasteryzacji.
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Szczep bakteryjny

W badaniu wykorzystano szczep laboratoryjny Staphylococcus aureus (typ MRSA,
z ang. meticilin-resistant S. aureus) o numerze 6538, pozyskany od American Type
Culture Collection (ATCC). Szczep przechowywano w 10% roztworze glicerolu
w temperaturze —80°C. Przed kazdym badaniem bakterie przez noc hodowano na
bulionie BHI (z ang. Brain-Heart Infusion) w temperaturze 37°C, a nastgpnie dopro-
wadzano do 0,5 OD (z ang. optic density; rownowartos¢ 10’1038 CFU/ml) w bulionie
LB z dodatkiem 2% glukozy.

Eradykacja biofilmu bakteryjnego

W celu wytworzenia biofilmu naniesiono po 200 pl hodowli Staphylococcus aureus
na 96-dotkowa plytke i inkubowano przez 48 godzin bez wytrzasania w temperaturze
37°C. Nastepnie supernatanty usunieto, a biofilmy ostroznie przemyto 200 pl wody
jatowej. Na wytworzone biofilmy naniesiono 200 pl seryjnie rozcienczonych oligo (5,
10, 20, 50 i 100 mg/ml) lub laktozy (4, 8, 16, 40 i 80 mg/ml) w bulionie MH (z ang.
Mueller-Hinton) i inkubowano przez 24 godziny. Kontrolg eksperymentu byt czysty
bulion MH (0 mg/ml). Po czasie supernatanty usunieto, biofilmy dwukrotnie prze-
myto i naniesiono po 100 pl 0,15% fioletu krystalicznego. Po trzykrotnym plukaniu
zabarwione komorki zawieszono w 96% alkoholu etylowym i analizowano spektrofo-
tometrycznie przy dtugosci fali 570 nm (BioTek Synergy HTX Reader).

Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako $rednig z odchyleniami standardowymi. Wszystkie dane
poddano analizie statystycznej z dwoch niezaleznych eksperymentow. Do poroéwnania
aktywnosci frakcji HMOs zastosowano test Kruskala-Wallisa dla probek nieparame-
trycznych. Wartosci p < 0,05 uznano za wskazujace na istotno$¢ statystyczna.

3. Wyniki i dyskusja

Calkowite frakcje oligosacharydow mlek zwierzecych badano pod katem ich aktyw-
nosci przeciwdrobnoustrojowej wobec gatunku Staphylococcus aureus ATCC 6538
(tab. 2). Biofilm bakteryjny hodowano przez 48 godzin, aby nastepnie potraktowac
go przez 24 godziny oligo uzyskanymi z mlek zwierzgcych. Dla poréwnania, aby
wykluczy¢ mozliwy wpltyw na do§wiadczenie, w ten sam sposéb zbadano réwno-
wazne st¢zenia laktozy, ktora stanowi ok. 80% sacharydow w mleku. Efekt zalezny
od stezenia oceniono bazujgc na biofilmie traktowanym wylgcznie bulionem MH
(0 mg/ml). Wytworzone biofilmy byly silne, o wysokiej absorbancji (1,36 +0,4;
1,21 £0,09; 0,601 £0,091). W przypadku proby z cMO wytworzone biofilmy z dwoch
eksperymentoéw roznity si¢ masa, w zwigzku z tym wykonano dwie osobne analizy.
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Tabela 2. Stopien wytworzenia biofilmu MRSA ATCC 6538, po 24 h inkubacji z oligosacha-
rydami (w stezeniu 10, 5, 2,5, 1,25 oraz 0,625 mg/ml) i laktoza (w stezeniu 0,8, 0,4, 0,2, 0,1
oraz 0,05 mg/ml). Kontrole stanowit bulion MH (0 mg/ml). Tworzenie biofilmu oceniano spek-
trofometrycznie przy absorbancji A = 570 nm, wyniki przedstawiono jako $rednig absorbancje
+ odchylenie standardowe probki. Wyniki istotne statystycznie (p < 0,5) oznaczono*.

Stezeni / Mleko kozie Mleko wielbladzie Mieko klaczy
erenic (me/mb W[ Ay W] A, @ Ay
KONTROLA 14 0,14 +0,11 12 0,36 +0,16 16 0,06 £0,007
BIOFILM 14 1,36 0,4 12 1,21 +£0,09* 16 0,60 +0,09
BIOFILM + MO 10 14 0,74 +£0,22 12 0,39 +£0,06* 16 0,50 +0,11
BIOFILM + MO 5 14 0,79 +0,12 12 0,59 +0,04* 16 0,44 +0,05
BIOFILM + MO 2.5 14 0,80 +0,2 12 0,71 0,13 16 0,36 0,10
BIOFILM + MO 1.25 14 0,85 +0,19 12 0,82 +0,11 16 0,38 +0,08
BIOFILM + MO 0.625 14 0,85 +0,19 12 1,09 +£0,09 16 0,50 +0,19
BIOFILM + LAK 0.8 14 0,90 +£0,09 12 1,04 +0,09* 16 0,532 +0,079
BIOFILM + LAK 0.4 14 0,90 £0,25 12 1,05 +£0,07* 16 0,461 +£0,068
BIOFILM + LAK 0.2 14 0,91 +0,12 12 1,06 +£0,09 16 0,495 +0,085
BIOFILM + LAK 0.1 14 0,91 +0,09 12 1,20 +0,09 16 0,393 +£0,062
BIOFILM + LAK 0.05 14 1,00 +£0,13 12 1.03 £0,09 16 0,511 +0,15

Objasnienia: MO — oligosacharydy; LAK — laktoza; (n) — liczba dotkéw poddanych pomiarom.

Zrodlo: opracowanie wlasne.

W obu przypadkach tendencja zmian byla istotnie podobna, szczegdlnie dla stezen
oligo 10 i 5 mg/ml oraz zawartosci laktozy odpowiadajacej tym stezeniom (rys. 1 A).
Masa biofilmu zmniejszyla si¢ o 1/3 po traktowaniu mMO i gMO, jednakze takie
same obserwacje byty rowniez w przypadku traktowania laktoza (rys. 1 A, B).

Badania nad biofilmami bakteryjnymi skupiaja si¢ na poszukiwaniu alternatyw-
nych metod ich hamowania, tworzenia i rozwoju. Oligosacharydy mleka kobiecego
(HMOs) zostaty zidentyfikowane jako potencjalne substancje o takim dzialaniu.
Wykazuja one zdolno$¢ hamowania i tworzenia biofilmu bakteryjnego poprzez rézne
mechanizmy, jak konkurencja o receptory na powierzchni komorek bakteryjnych,
wplyw na adhezje bakterii do powierzchni oraz modyfikacje sktadu mikrobioty jeli-
towej (Moore i in., 2023). Dodatkowo, HMOs wykazuja wtasciwos$ci przeciwzapalne
i wptywaja na odpowiedz immunologiczng organizmu (de Kivit i in., 2011). Istnieje
rowniez udokumentowany potencjat synergistycznego dziatania HMOs z antybioty-
kami (Lin i in., 2017).

Oligosacharydy mleka klaczy, wielbtadziego i1 koziego moga wykazywac
potencjalnie podobne wtasciwosci przeciwbakteryjne i wpltywaé na modyfikacje
struktury biofilmu, destabilizujac go i ostabiajac. Dotychczas przeprowadzone bada-
nia potwierdzity dziatanie antyadhezyjne oligosacharydéw kozich wobec Escherichia
coli i Salmonella spp. (Leong i in., 2019). Z kolei badania dotyczace mleka wiel-
btadziego skupiaty si¢ gtéwnie na innych substancjach przeciwdrobnoustrojowych,
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Rysunek 1. Poréownanie dziatania oligosacharydow zwierzgcych na wrazliwosci biofilmu
MRSA ATCC 6538:

A — po traktowaniu oligosacharydami; B — po traktowaniu laktoza

Rozwinigcie skrotow: cMO — camel milk oligosaccharides (oligosacharydy mleka wielbtadziego);
mMO — mare milk oligosaccharides (oligosacharydy mleka klaczy);

gMO — goat milk oligosaccharides (oligosacharydy mleka koziego).

Zrodlo: opracowanie wiasne.

jak laktoferyna, lizozym czy laktoperoksydaza (Ahamad i in., 2017). Dotychczas nie
przeprowadzono badan nad oligosacharydami mleka klaczy, co czyni je obszarem
badan o charakterze pionierskim.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na wrazliwo$¢ biofilmu Staphylo-
coccus aureus ATCC 6538 na dziatanie zwierzecych oligosacharydow. Najwicksze
wiasciwosci antybakteryjne zaobserwowano przy stezeniu oligosacharydow w oko-
licach 10-5 mg/ml, co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami Ackerman i in.
(2018), ktorzy przeprowadzili podobne badania na innym szczepie S. aureus, gdzie
biobojcze dziatanie oligosacharydéw mleka kobiecego byto widoczne przy podobnym
stezeniu (5 mg/ml). Z kolei w pracy Jarzynki i in. (2022) zauwazono widoczne dzia-
fanie biobdjcze juz przy stezeniu 1 mg/ml. Oligosacharydy z mleka wielbtadziego
wykazywaty istotne statystycznie dziatanie biobdjcze w stezeniu juz od 2,5 mg/ml.
W prébach z biofilmem po traktowaniu oligo kozimi i klaczy masa biofilmu zmniej-
szyla sig, jednak wprost proporcjonalnie w probach po traktowaniu laktoza.

Obecne badania kliniczne dotyczace bioaktywnych efektéw oligosacharydow
(OSs) w mleku dla niemowlat skupiaty sie glownie na Fuc-OSs, zwlaszcza 2'-Fukozy-
lolaktozie (2'-FL). Dodatek 2'-FL do mleka modyfikowanego zostat szeroko zbadany
i wykazano, ze ma on potencjat do zmniejszania r6znic we wzroscie, w rozwoju i sta-
nie zdrowia migdzy niemowletami karmionymi mieszankami a karmionymi piersia
(Goehring i in., 2016; Marriage i in., 2015; Ramirez-Farias i in., 2021). Wcigz niewiele
badan dotyczyto innych oligosacharydow. Zawarto$¢ Fuc-OSs w mleku zwierzgcym
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nie przewyzsza jej zawartosci w mleku ludzkim, ale zawarto$¢ sjalowanych OSs
w mleku zwierzecym jest porownywalna lub nawet wicksza. Mleko zwierzece moze
zatem stanowi¢ potencjalny substytut naturalnego zrodta sjalowanych OSs, szczegdl-
nie w przypadku, gdy mleko ludzkie jest niedostepne lub trudno je pozyskac.

4. Podsumowanie

Nalezy zaznaczy¢, ze przedstawione badania stanowig wstepne eksploracje doty-
czace biobojczosci oligosacharyddéw zwierzgcych. Obecnie nie mozna porownac
uzyskanych wynikéw z wynikami innych praca naukowych. W pierwotnym bada-
niu uwzgledniono nie tylko wptyw oligosacharydéw, ale takze wptyw laktozy na
zmiany masy biofilmu. W rezultacie zaobserwowano dziatanie eradykacyjne bio-
filmu po traktowaniu oligosacharydami zaréwno wielbtada, jak i klaczy oraz kozy.
W zwiagzku z tym konieczne jest skupienie uwagi na tym aspekcie. W celu dalszego
potwierdzenia i ugruntowania tych obserwacji nalezatoby powtorzy¢ eksperyment
oraz zwickszy¢ dawki stosowanych oligosacharydéw.

Badania nad statym ulepszaniem gotowych mieszanek przeznaczonych do
karmienia niemowlat nadal sa prowadzone. Przemyst zywienia niemowlat stale
poszukuje nowych rozwigzan, aby zblizy¢ sktad i wlasciwosci mieszanek do mleka
matki. Osiggnieto wazny milowy krok, wprowadzajac dodatkowe sktadniki, takie
jak 2'-FL 1 LNnT (Ramirez-Farias i in., 2021), ktére majag udowodnione witasciwo-
$ci bioaktywne (Jarzynka i in., 2022; EFSA, 2014). Istnieje potrzeba rozwazenia
poszerzenia asortymentu mlek modyfikowanych o wigkszg réznorodnos$¢ oligo-
sacharydéw, szczegolnie tych o wilasciwosciach biobdjczych, ktére mogg wspierad
zdrowie mikrobiomu niemowlat. Biorac pod uwage trudnosci z dostepem do mleka
ludzkiego i ograniczenia w pozyskiwaniu oligosacharydéw na skale globalng, warto
zwréci¢ uwage na potencjat mleka zwierzecego. Wzbogacenie mlek modyfikowanych
w oligosacharydy pochodzace z mleka koziego, wielbladziego i klaczy, po przepro-
wadzeniu dalszych badan dotyczacych ich potencjalnych wiasciwosci biobdjczych,
moze przyciagna¢ zainteresowanie producentéw i prowadzi¢ do ich implementacji
w przysztosci.

Badania zostaly sfinansowane ze S$rodkéw Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
w ramach konkursu Minigrant studencki (Z/MG/10/22)
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