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MLEKO ODZWIERZĘCE JAKO 
POTENCJALNE ŹRÓDŁO BIOAKTYWNYCH 

OLIGOSACHARYDÓW

ANIMAL MILK AS A POTENTIAL SOURCE 
OF BIOACTIVE OLIGOSACCHARIDES 

Małgorzata Konieczna1, Anna Koryszewska-Bagińska1, Zuzanna Piotrowska2, 
Julia Radzka2, Adam Pędowski2, Olga Witkowska-Piłaszewicz3, 
Bartosz Pawliński3, Dominika Domańska3, Gabriela Olędzka1

1Zakład Biologii Medycznej, Wydział Nauk o Zdrowiu, Warszawski Uniwersytet Medyczny 
2Studenckie Koło Naukowe AGAR przy Zakładzie Biologii Medycznej, Warszawski Uniwersytet Medyczny 
3Instytut Medycyny Weterynaryjnej, Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie: Oligosacharydy mleka ludzkiego (z ang. Human Milk Oligosaccharides – HMOs) 
posiadają właściwości immunomodulacyjne, przeciwzapalne, prebiotyczne, a przede wszystkim 
przeciwbakteryjne, co ma bezpośredni wpływ na mikrobiotę jelitową, a tym samym zdrowie nie-
mowląt i ich komfort życia jako dorosłych. Wiele kobiet, które nie mogą karmić piersią, korzysta 
z gotowych mieszanek, jednak ich skład nie zapewnia tych samych właściwości zdrowotnych, co 
mleko matki. Dlatego poszukiwanie odpowiednich alternatyw, które składem będą zbliżone do 
mleka kobiecego, odnalazło swoje zastosowanie w przemyśle żywieniowym. Obecnie możliwe 
jest syntetyzowanie tylko kilku spośród 200 HMOs znajdujących się w mleku matki. Celem pracy 
było zbadanie wpływu HMO izolowanych z mleka koziego, wielbłądziego i klaczy na eradykację 
biofilmu Staphylococcus aureus.
W celu pozyskania oligosacharydów mleka zwierzęce pozbawiono frakcji tłuszczu oraz białek 
i zliofilizowano. Biofilm bakteryjny hodowano na podłożu LB z 2% glukozą, na płytkach poli-
styrenowych i traktowano oligo w stężeniach 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 i 0,3125 mg/ml. Dynamikę 
wzrostu bakterii oceniono metodą spektrofotometryczną.
Zaobserwowano widoczny wpływ biobójczy oligosacharydów. Stężenia rozpoczynające się od 
0,625 mg/ml skutecznie eradykowały biofilm S. aureus. Liczne doniesienia terapeutyczne ze sto-
sowania mlek zwierzęcych na choroby przewlekłe układu pokarmowego motywują do dalszych 
badań i lepszego poznawania ich potencjalnych właściwości leczniczych, szczególnie że są to 
produkty naturalne i łatwo dostępne.

Słowa kluczowe: �HMOs, oligosacharydy mleka kobiecego, oligosacharydy mleka klaczy, 
oligosacharydy mleka koziego, oligosacharydy mleka wielbłądziego, gMO, 
cMO, mMO, antybiotykooporność

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 piersią jest istotne ze względu na korzyści zdrowotne, jakie przynosi 
niemowlętom. Zawartość składników bioaktywnych i odżywczych w mleku matki, 
szczególnie w pierwszych 6 miesiącach życia, zmniejsza ryzyko wystąpienia infekcji 
układu oddechowego, biegunek i nagłej śmierci łóżeczkowej (Quigley i in., 2007; 
Victora i in., 2016) oraz wspiera rozwój mózgu dziecka i zwiększa iloraz inteligen-
cji (Kramer i in., 2008; Lucas i in., 1992). Pozytywne efekty karmienia piersią nie 
ograniczają się tylko do początkowego okresu życia. Poprzez obniżenie ryzyka roz-
woju cywilizacyjnych chorób przewlekłych, takich jak otyłość oraz cukrzyca typu II 
(Bernardo i in., 2013), i zmniejszenie stresu psychicznego (Cable i in., 2012) stanowią 
istotny czynnik przyczyniający się do poprawy jakości życia w dorosłości.

Jednym z najistotniejszych bioaktywnych składników mleka matki są oligo-
sacharydy (z ang. Human Milk Oligosaccharides – HMOs), które stanowią trzeci 
zaraz po laktozie i tłuszczu najliczniej występujący składnik mleka kobiecego. 
HMOs pod względem budowy są bardzo różnorodne. Są to złożone węglowodany, 
ich szkielet stanowi laktoza, która może być dodatkowo połączona z N-acetylog-
lukozaminą (GlcNAc), D-galaktozą (Gal), fukozą (Fuc) i/lub kwasem sjalowym 
(Neu5Ac). Ilość i rodzaj przyłączanych reszt cukrowych determinuje ich właściwo-
ści chemiczne i biologiczne, na podstawie których wyróżniamy trzy różne grupy 
oligosacharydów: obojętne, sjalowane oraz fukozylowane (Gabrielli i in., 2011; 
Ruhaak i in., 2014). Choć początkowo te niezwykle istotne składniki uważano za 
bezwartościowe produkty uboczne metabolizmu (Kunz i in., 2012), obecnie oligo-
sacharydy przyciągają uwagę naukowców ze względu na swoje funkcje biologiczne 
oraz prozdrowotne korzyści. Z uwagi na to, iż nie ulegają trawieniu w żołądku 
ani jelicie cienkim człowieka, działając jako substancje prebiotyczne sprzy-
jają wzrostowi i rozwojowi prawidłowego mikrobiomu jelitowego u niemowląt. 
Poprzez stymulację wzrostu korzystnych bakterii oligosacharydy przeciwdziałają 
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kolonizacji jelit przez patogeny, co przekłada się na lepsze funkcjonowanie układu 
trawiennego, zwiększoną absorpcję składników odżywczych oraz zmniejszone 
ryzyko infekcji jelitowych (Asakuma, 2011; Yu i in., 2014). 

HMOs odgrywają także rolę w modulacji układu odpornościowego. Poprzez 
interakcje z komórkami układu odpornościowego, zmniejszając stan zapalny, wpły-
wają na regulację odpowiedzi immunologicznej oraz rozwój właściwej tolerancji 
immunologicznej. To przyczynia się do zmniejszonego ryzyka wystąpienia alergii 
i chorób autoimmunologicznych w późniejszym życiu (de Kivit i in., 2011).

Oligosacharydy mogą również ograniczać rozwój szkodliwych mikroorganizmów, 
takich jak Escherichia coli (Coppa i in., 1996) czy Influenza virus (Kwon i in., 2017), 
co znacząco zmniejsza ryzyko wystąpienia infekcji układu oddechowego u niemowląt.

Niewątpliwie oligosacharydy wywierają korzystny wpływ na rozwój dzieci. Na pod-
stawie wieloletnich badań, uważa się, że długotrwałe konsekwencje spożywania tych 
związków są nie tylko związane z lepszym zdrowiem dziecka, ale również z mniejszym 
ryzykiem wystąpienia chorób przewlekłych i alergii u dorosłych (Sankar i in., 2015). 
Z tego względu ich stosowanie może mieć ważne implikacje dla zdrowia publicznego.

Światowa Organizacja Zdrowia (z ang. World Health Organization – WHO) oraz 
Amerykańska Akademia Pediatryczna (z ang. American Academic of Pediatrics 
– AAP), mając na uwadze pozytywne aspekty wynikające z karmienia piersią, zale-
cają takie karmienie nawet do drugiego roku życia (Meek i in., 2012; WHO, 2023). 
W przypadkach, gdy matki nie mogą karmić piersią, istnieje konieczność poszukiwa-
nia alternatywnych rozwiązań. W takich sytuacjach korzysta się z pomocy Banków 
Mleka, które gromadzą mleko od zdrowych dawczyń i umożliwiają dostarczenie go 
potrzebującym dzieciom. Inicjatywa tworzenia Banków Mleka jest niezwykle istotna, 
jednak nie zawsze są one dostępne dla wszystkich ze względu na ograniczony zasób, 
który nie jest w stanie zaspokoić globalnych potrzeb. Przez te ograniczenia mleko 
kobiece z banku dostarczane jest w pierwszej kolejności niemowlętom urodzonym 
przedwcześnie, ciężko chorym lub wymagającym intensywnej terapii (Bank Mleka, 
2023). Matki niemowląt, które z różnych przyczyn nie są w stanie karmić piersią, 
muszą sięgnąć po alternatywne rozwiązanie w postaci mleka modyfikowanego. 
Należy jednak zauważyć, że mimo podejmowanych starań mających na celu zbliże-
nie składu mleka modyfikowanego do naturalnego mleka matki, nadal ma ono niższą 
wartość odżywczą. Istnieje kilka czynników odpowiedzialnych za ten stan, a jednym 
z głównych jest brak w mleku modyfikowanym bioaktywnych komponentów, w tym 
oligosacharydów, które są obecne w mleku matki. Przepisy regulujące skład gotowych 
mieszanek mleka modyfikowanego nie wymagają obecności substancji bioaktywnych, 
takich jak oligosacharydy (Abrams i in., 2023; FDA, 2023), jednakże niektórzy produ-
cenci decydują się wzbogacać dostępne na rynku produkty o te składniki. Początkowo 
do mleka modyfikowanego zamiast HMOs dodawano ich tańszą alternatywę – fruk-
tooligosacharydy (FOS) i galaktooligosacharydy (GOS) w proporcji 9:1 (EFSA, 2014; 
Dz.U. L 25 z 2.2.2016, s. 15). FOS to polimery fruktozy o działaniu słodzącym niewy-
stępujące w mleku kobiecym (Barile i in., 2013). W niewielkich ilościach w pokarmie 
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kobiecym występuje 3’-GL (GOS), ale przeprowadzone badania wykazały, że GOS 
działają prebiotycznie tylko względem Bifidobacterium (Maathuis i in., 2012). Skład-
niki te nie mają tak złożonej struktury jak oligosacharydy naturalnie występujące 
w mleku matki, które dodatkowo poddawane są różnym modyfikacjom wpływającym 
na ich bioaktywność (fukozylacja i sjalizacja). 

Dodatek specyficznych oligosacharydów (OSs) do mleka modyfikowanego może 
sprawić, że będzie ono składem bardziej zbliżone do mleka matki. Suplementacja, 
np. disialylolakto-N-tetrozą (DSLNT), może zapobiegać lub wspomagać leczenie 
martwiczego zapalenia jelit u niemowląt (z ang. Necrotizing Enterocolitis – NEC) 
(Jantserr-Krenn i in., 2011; Shi i in., 2021). Z kolei w innym badaniu (Puccio i in., 
2017) wykazano, że niemowlęta karmione mlekiem wzbogaconym o 2’-fukozylo-
laktozę (2’-FL) i Lakto-N-neotetrozę (LNnT) rzadziej przechodziły infekcje dróg 
oddechowych i nie wymagały tak częstego podawania antybiotyku, w porównaniu 
do dzieci karmionych zwykłą mieszanką. W odpowiedzi na te obserwacje producenci 
mieszanek modyfikowanych zaczęli dodawać wyżej wymienione dwuskładnikowe 
oligosacharydy do swoich produktów. Badania przeprowadzone przez Alliet i in. 
(2016) wykazały, że u dzieci karmionych takimi mieszankami dodatek tych dwu-
składnikowych oligosacharydów prowadził do kolonizacji mikrobiomu w sposób 
podobny jak u dzieci karmionych naturalnie piersią.

Obecnie firma Nestle oferuje produkty zawierające 2’-FL, LNnT, DFL, 3’-SL, 
6’-SL. Niestety produkcja OSs o bardziej złożonej budowie jest utrudniona ze względu 
na wysokie koszty oraz skomplikowane procesy syntezy. Niektóre oligosacharydy 
udało się zsyntetyzować na większą skalę (Agoston i in., 2019), jednak procedura ich 
pozyskiwania nie spełniła wymagań uzyskania certyfikatu GRAS (z ang. Generally 
Recognized as Safe) przez FDA oraz nie została dopuszczona jako metoda produkcji 
mieszanek dla niemowląt (Perez i in., 2020). Z tego powodu poszukiwanie alternatyw-
nych źródeł pozyskiwania oligosacharydów jest niezwykle istotne.

Badania nad różnymi rodzajami mleka zwierzęcego, takimi jak mleko klaczy, 
wielbłąda i kozy, wykazały, że mają one właściwości podobne do mleka ludzkiego. 
Istnieje szczegółowa charakterystyka biochemiczna tych rodzajów mleka (Daddaoua 
i in., 2006; Karav i in., 2018; Langlois i in., 2011; Le parc i in., 2014; Musaev i in., 
2021; Oliveira i in., 2012; Swelum i in., 2021; van Leeuven i in., 2020; Zou i in., 
2022), a prowadzone badania potwierdziły ich potencjalne korzyści prozdrowotne.

Mleko klaczy cechuje się mniejszą zawartością tłuszczu w porównaniu do mleka 
ludzkiego, koziego i wielbłądziego (Elbagermi i in., 2014; Prosser i in., 2021), jednak 
nadal stanowi wartościowe źródło kwasów tłuszczowych, takich jak kwas alfa-linole-
nowy (ALA) i kwas linolowy (LA) (Musaev i in., 2021). Warto również zaznaczyć, że 
mleko klaczy, podobnie jak i wielbłądzie, zawiera znacznie mniejszą ilość kazeiny niż 
mleko krowie, co sugeruje niższy potencjał reakcji alergicznych (Dall’Oglio i in., 2018; 
Musaev i in., 2021). Dodatkowo, mleka ssaków zawierają również wolne sacharydy, 
które mogą wykazywać bioaktywność podobną do mleka ludzkiego. Badania dotyczące 
zawartości oligosacharydów w mleku dojrzałym i siarze pochodzących od różnych 
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zwierząt pokazały, że mleko kozie, klaczy oraz wielbłądzie zawierało większą ilość oli-
gosacharydów w porównaniu do pozostałych gatunków zwierząt (Albrecht i in., 2014). 
Spośród ponad 200 odkrytych struktur oligosacharydów w mleku ludzkim (Urashima 
i in., 2018) zidentyfikowano odpowiednio 40, 40 i 45 różnych oligo w mleku kozim, 
klaczy i wielbłądzim, dodatkowo na tle mleka ludzkiego mleka odzwierzęce wyróżniają 
się odmiennym stosunkiem poszczególnych grup oligosacharydów. W mleku kobiecym 
oligo obojętne, fukozylowane i sjalowane występują w proporcji 1:3:1 (Chen, 2015). 
W mleku kozim i wielbłądzim proporcja wynosi 3:1:2, gdzie widocznie zmniejszyła 
się pula oligo fukozylowanych na korzyść wzbogacenia frakcji oligo obojętnych i sja-
lowanych (Fukuda i in., 2010; Shi i in., 2021). Mleko klaczy, z podobną proporcją 6:1:3, 
wyróżnia się zwiększoną ilością oligosacharydów obojętnych (Karav i in., 2018). Oli-
gosacharydy pochodzenia zwierzęcego nie odzwierciedlają ani składem, ani proporcją 
oligosacharydów znajdujących się w mleku ludzkim, jednakże część z nich struktural-
nie jest niemalże identyczna, co ma odzwierciedlenie w pełnionych przez nie funkcjach 
biologicznych (Albrecht i in., 2014). W związku z powyższym należy zwrócić uwagę na 
to, że być może to nie ilość, a podobieństwo struktur może przesądzać o potencjalnym 
wykorzystaniu mlek zwierzęcych jako substytutu mleka ludzkiego. Podobieństwo nie-
których oligo zwierzęcych do ludzkich przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Zróżnicowanie zawartości oligosacharydów zwierzęcych w mleku

Oligosacharydy Obecność w mleku: (+) obecne; (–) nieobecne
Ludzkie Kozie Wielbłądzie 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 c (LST c) + – – –
Disialylo-N-tetroza (DS-LNT) + – – +
Disialylolaktoza (DSL) + + – +

Źródło: opracowano na podstawie (Shi i in., 2021; Karav i in., 2018; Albrecht i in., 2014; van Leeuwen 
i in., 2020).
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Mleko zwierząt udomowionych może być potencjalnie interesującym źród-
łem bioaktywnych oligosacharydów, które po odpowiedniej ekstrakcji mogą 
znaleźć zastosowanie w przemyśle spożywczym. Aby uzasadnić ich wykorzystanie, 
konieczne są jednak dalsze badania dotyczące ich biologicznych funkcji oraz poten-
cjalnych korzyści zdrowotnych.

Przeprowadzono nie tylko badania dotyczące właściwości prebiotycznych 
i immunomodulacyjnych oligosacharydów, ale również ich potencjału bakteriobój-
czego (Jarzynka i in., 2022, Moore i in., 2023, Ackerman i in., 2018). Ten aspekt ich 
działania jest szczególnie istotny ze względu na rosnącą problematykę oporności bak-
terii na antybiotyki, która w związku z coraz większym stosowaniem antybiotyków 
przez ludzi stanowi globalne zagrożenie. Szczególne wyzwanie w ochronie zdrowia 
stanowi zwalczanie biofilmów bakteryjnych, ze względu na ich strukturalną złożo-
ność i odporność na tradycyjne metody dezynfekcji. Biofilmy to złożone skupiska 
drobnoustrojów, osadzone w wytworzonej przez siebie macierzy pozakomórkowej 
złożonej z polisacharydów, DNA i innych składników. W porównaniu z komórkami 
planktonowymi (komórki w zawiesinie) komórki w biofilmie są często znacznie bar-
dziej oporne, nawet tysiąckrotnie, na środki przeciwbakteryjne (Sharma i in., 2019). 
Jednym z gatunków tworzących biofilm, będącym przyczyną zakażeń szpitalnych, 
jest MRSA (z ang. methycillin resistant Staphylococcus aureus) (Nowakowicz i in., 
2016; cdc.gov.pl). Światowa Organizacja Zdrowia wskazuje, że oporność na antybio-
tyki stanowi jedno z głównych zagrożeń dla zdrowia globalnego, bezpieczeństwa 
żywności i rozwoju społecznego (WHO, 2020). Problem ten nie dotyczy już tylko 
braku odpowiednich alternatyw dla karmienia piersią.

W niniejszej pracy postanowiono przeprowadzić wstępne badania potencjału bio-
bójczego oligosacharydów pozyskanych z mleka koziego, wielbłądziego i klaczy na 
biofilm Staphylococcus aureus.

2. Metodyka

Mleko zwierzęce
Mleko spulowane pochodzące od 58 klaczy wyścigowych zostało dostarczone przez 
Instytut Medycyny Weterynaryjnej, Katedrę Chorób Dużych Zwierząt i Klinikę 
Szkoły Głównej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Mleko wielbłądzie z hodowli wielbłądów jednogarbnych Camelus dromadarius 
zakupiono w Gospodarstwie Rolnym Monika Szymańska (ul. Sanie 17, 55-140 Żmi-
gród, Polska).

Mleko kozie częściowo odtłuszczone BIO pochodzenia hiszpańskiego zostało 
zakupione przez stronę organic24.pl od producenta CANTERO DE LETUR.

Mleka klaczy, koziego oraz wielbłądziego 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 każdym badaniem bakterie przez noc hodowano na 
bulionie BHI (z ang. Brain-Heart Infusion) w temperaturze 37°C, a następnie dopro-
wadzano do 0,5 OD (z ang. optic density; równowartość 107–108 CFU/ml) w bulionie 
LB z dodatkiem 2% glukozy.

Eradykacja biofilmu bakteryjnego
W celu wytworzenia biofilmu naniesiono po 200 μl hodowli Staphylococcus aureus 
na 96-dołkową płytkę i inkubowano przez 48 godzin bez wytrząsania w temperaturze 
37°C. Następnie supernatanty usunięto, a biofilmy ostrożnie przemyto 200 μl wody 
jałowej. Na wytworzone biofilmy naniesiono 200 μl seryjnie rozcieńczonych 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. Kontrolą eksperymentu był czysty 
bulion MH (0 mg/ml). Po czasie supernatanty usunięto, biofilmy dwukrotnie prze-
myto i naniesiono po 100 μl 0,15% fioletu krystalicznego. Po trzykrotnym płukaniu 
zabarwione komórki zawieszono w 96% alkoholu etylowym i analizowano spektrofo-
tometrycznie przy długości fali 570 nm (BioTek Synergy HTX Reader).

Analiza statystyczna
Wyniki przedstawiono jako średnią z odchyleniami standardowymi. Wszystkie dane 
poddano analizie statystycznej z dwóch niezależnych eksperymentów. Do porównania 
aktywności frakcji HMOs zastosowano test Kruskala-Wallisa dla próbek nieparame-
trycznych. Wartości p ≤ 0,05 uznano za wskazujące na istotność statystyczną.

3. Wyniki i dyskusja
Całkowite frakcje oligosacharydów mlek zwierzęcych badano pod kątem ich aktyw-
ności przeciwdrobnoustrojowej wobec gatunku Staphylococcus aureus ATCC 6538 
(tab. 2). Biofilm bakteryjny hodowano przez 48 godzin, aby następnie potraktować 
go przez 24 godziny oligo uzyskanymi z mlek zwierzęcych. Dla porównania, aby 
wykluczyć możliwy wpływ na doświadczenie, w ten sam sposób zbadano równo-
ważne stężenia laktozy, która stanowi ok. 80% sacharydów w mleku. Efekt zależny 
od stężenia oceniono bazując na biofilmie traktowanym wyłącznie bulionem MH 
(0 mg/ml). Wytworzone biofilmy były silne, o wysokiej absorbancji (1,36 ±0,4; 
1,21 ±0,09; 0,601 ±0,091). W przypadku próby z cMO wytworzone biofilmy z dwóch 
eksperymentów różniły się masą, w związku z tym wykonano dwie osobne analizy. 
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Tabela 2. Stopień wytworzenia biofilmu MRSA ATCC 6538, po 24 h inkubacji z oligosacha-
rydami (w stężeniu 10, 5, 2,5, 1,25 oraz 0,625 mg/ml) i laktozą (w stężeniu 0,8, 0,4, 0,2, 0,1 
oraz 0,05 mg/ml). Kontrolę stanowił bulion MH (0 mg/ml). Tworzenie biofilmu oceniano spek-
trofometrycznie przy absorbancji A = 570 nm, wyniki przedstawiono jako średnią absorbancję 
± odchylenie standardowe próbki. Wyniki istotne statystycznie (p ≤ 0,5) oznaczono*.

Stężenie (mg/ml)
Mleko kozie Mleko wielbłądzie Mleko klaczy

(n) A570 (n) A570 (n) A570

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

Objaśnienia: MO – oligosacharydy; LAK – laktoza; (n) – liczba dołków poddanych pomiarom.

Źródło: opracowanie własne.

W obu przypadkach tendencja zmian była istotnie podobna, szczególnie dla stężeń 
oligo 10 i 5 mg/ml oraz zawartości laktozy odpowiadającej tym stężeniom (rys. 1 A). 
Masa biofilmu zmniejszyła się o 1/3 po traktowaniu mMO i gMO, jednakże takie 
same obserwacje były również w przypadku traktowania laktozą (rys. 1 A, B).

Badania nad biofilmami bakteryjnymi skupiają się na poszukiwaniu alternatyw-
nych metod ich hamowania, tworzenia i rozwoju. Oligosacharydy mleka kobiecego 
(HMOs) zostały zidentyfikowane jako potencjalne substancje o takim działaniu. 
Wykazują one zdolność hamowania i tworzenia biofilmu bakteryjnego poprzez różne 
mechanizmy, jak konkurencja o receptory na powierzchni komórek bakteryjnych, 
wpływ na adhezję bakterii do powierzchni oraz modyfikację składu mikrobioty jeli-
towej (Moore i in., 2023). Dodatkowo, HMOs wykazują właściwości przeciwzapalne 
i wpływają na odpowiedź immunologiczną organizmu (de Kivit i in., 2011). Istnieje 
również udokumentowany potencjał synergistycznego działania HMOs z antybioty-
kami (Lin i in., 2017).

Oligosacharydy mleka klaczy, wielbłądziego i koziego mogą wykazywać 
potencjalnie podobne właściwości przeciwbakteryjne i wpływać na modyfikację 
struktury biofilmu, destabilizując go i osłabiając. Dotychczas przeprowadzone bada-
nia potwierdziły działanie antyadhezyjne oligosacharydów kozich wobec Escherichia 
coli i Salmonella spp. (Leong i in., 2019). Z kolei badania dotyczące mleka wiel-
błądziego skupiały się głównie na innych substancjach przeciwdrobnoustrojowych, 
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Rysunek 1. Porównanie działania oligosacharydów zwierzęcych na wrażliwości biofilmu 
MRSA ATCC 6538: 

A – po traktowaniu oligosacharydami; B – po traktowaniu laktozą 
Rozwinięcie skrótów: cMO – camel milk oligosaccharides (oligosacharydy mleka wielbłądziego);  
mMO – mare milk oligosaccharides (oligosacharydy mleka klaczy);  
gMO – goat milk oligosaccharides (oligosacharydy mleka koziego).

Źródło: opracowanie własne.

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

Wyniki przeprowadzonych badań wskazują na wrażliwość biofilmu Staphylo-
coccus aureus ATCC 6538 na działanie zwierzęcych oligosacharydów. Największe 
właściwości antybakteryjne zaobserwowano przy stężeniu oligosacharydów w oko-
licach 10–5 mg/ml, co jest zgodne z wcześniejszymi doniesieniami Ackerman i in. 
(2018), którzy przeprowadzili podobne badania na innym szczepie S. aureus, gdzie 
biobójcze działanie oligosacharydów mleka kobiecego było widoczne przy podobnym 
stężeniu (5 mg/ml). Z kolei w pracy Jarzynki i in. (2022) zauważono widoczne dzia-
łanie biobójcze już przy stężeniu 1 mg/ml. Oligosacharydy z mleka wielbłądziego 
wykazywały istotne statystycznie działanie biobójcze w stężeniu już od 2,5 mg/ml. 
W próbach z biofilmem po traktowaniu oligo kozimi i klaczy masa biofilmu zmniej-
szyła się, jednak wprost proporcjonalnie w próbach po traktowaniu laktozą.

Obecne badania kliniczne dotyczące bioaktywnych efektów oligosacharydów 
(OSs) w mleku dla niemowląt skupiały się głównie na Fuc-OSs, zwłaszcza 2'-Fukozy-
lolaktozie (2'-FL). Dodatek 2'-FL do mleka modyfikowanego został szeroko zbadany 
i wykazano, że ma on potencjał do zmniejszania różnic we wzroście, w rozwoju i sta-
nie zdrowia między niemowlętami karmionymi mieszankami a karmionymi piersią 
(Goehring i in., 2016; Marriage i in., 2015; Ramirez-Farias i in., 2021). Wciąż niewiele 
badań dotyczyło innych oligosacharydów. Zawartość Fuc-OSs w mleku zwierzęcym 
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nie przewyższa jej zawartości w mleku ludzkim, ale zawartość sjalowanych OSs 
w mleku zwierzęcym jest porównywalna lub nawet większa. Mleko zwierzęce może 
zatem stanowić potencjalny substytut naturalnego źródła sjalowanych OSs, szczegól-
nie w przypadku, gdy mleko ludzkie jest niedostępne lub trudno je pozyskać.

4. Podsumowanie
Należy zaznaczyć, że przedstawione badania stanowią wstępne eksploracje doty-
czące biobójczości oligosacharydów zwierzęcych. Obecnie nie można porównać 
uzyskanych wyników z wynikami innych praca naukowych. W pierwotnym bada-
niu uwzględniono nie tylko wpływ oligosacharydów, ale także wpływ laktozy na 
zmiany masy biofilmu. W rezultacie zaobserwowano działanie eradykacyjne bio-
filmu po traktowaniu oligosacharydami zarówno wielbłąda, jak i klaczy oraz kozy. 
W związku z tym konieczne jest skupienie uwagi na tym aspekcie. W celu dalszego 
potwierdzenia i ugruntowania tych obserwacji należałoby powtórzyć eksperyment 
oraz zwiększyć dawki stosowanych oligosacharydów.

Badania nad stałym ulepszaniem gotowych mieszanek przeznaczonych do 
karmienia niemowląt nadal są prowadzone. Przemysł żywienia niemowląt stale 
poszukuje nowych rozwiązań, aby zbliżyć skład i właściwości mieszanek do mleka 
matki. Osiągnięto ważny milowy krok, wprowadzając dodatkowe składniki, takie 
jak 2'-FL i LNnT (Ramirez-Farias i in., 2021), które mają udowodnione właściwo-
ści bioaktywne (Jarzynka i in., 2022; EFSA, 2014). Istnieje potrzeba rozważenia 
poszerzenia asortymentu mlek modyfikowanych o większą różnorodność oligo-
sacharydów, szczególnie tych o właściwościach biobójczych, które mogą wspierać 
zdrowie mikrobiomu niemowląt. Biorąc pod uwagę trudności z dostępem do mleka 
ludzkiego i ograniczenia w pozyskiwaniu oligosacharydów na skalę globalną, warto 
zwrócić uwagę na potencjał mleka zwierzęcego. Wzbogacenie mlek modyfikowanych 
w oligosacharydy pochodzące z mleka koziego, wielbłądziego i klaczy, po przepro-
wadzeniu dalszych badań dotyczących ich potencjalnych właściwości biobójczych, 
może przyciągnąć zainteresowanie producentów i prowadzić do ich implementacji 
w przyszłości.

Badania zostały sfinansowane ze środków Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego 
w ramach konkursu Minigrant studencki (Z/MG/10/22) 
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