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SANTRAUKA

Pasterizacijos jtaka motinos pieno baltymams
Akvilé Voskaite
Magistro baigiamasis darbas

Darbas atliktas V§] VULSKF Vaiky ligoninéje nuo 2018 m. rugséjo mén. iki 2019 m. kovo
mén. Darbo apimtis: 50 puslapiy, jame panaudoti 58 literattiros Saltiniai ir 24 paveikslai.

Darbo tikslas: iSanalizuoti motiny, pagimdziusiy nei$neSiotus naujagimius (< 32 sav.
gestacinio amziaus, < 1500 g gimimo svorio) ir i$neSiotus naujagimius mikrobiologing pieno
sudétj, bei jame esanciy bioaktyviy baltymy laktoferino ir lizocimo koncentracijy skirtumus ir
jvertinti pasterizacijos jtakg Sioms medziagoms.

Darbo uzdaviniai:

1. [vertinti ar bakterijy augimas pieno méginiuose priklauso nuo kiidikio i$nesiojimo laiko.

2. lvertinti motinos piene esanciy baltymy sudéties skirtumus priklausomai nuo kidikio

iSnesiojimo laiko.

3. Nustatyti pasterizacijos jtakg laktoferino ir lizocimo koncentracijai motinos piene.

Tyrimo metodika: tyrimo metu buvo surinkti 42 pieno éminiai, tarp kuriy 22 buvo motiny,
pagimdziusiy nei$nesiotus naujagimius ir 20- pagimdziusiy iSnesiotus naujagimius. Tyrimo metu
buvo atlikti $iy méginiy mikrobiologiniai paséliai- iSsiaiskinti méginiuose esanciy bakterijy augima
ir jy korealiacijg su kudikio iSneSiojimo laiku. Toliau buvo nustatytos laktoferino ir lizocimo
koncentracijos, priklausomai nuo kiuidikio iSneSiojimo laiko, bei pasterizacijos jtaka jiems
naudojant imunofermentinj ELISA metoda, atliekant tyrimus su komerciniais Human Lactoferrin

ELISA ir CircuLex Human Lysozyme ELISA rinkiniais.

Rezultatai ir iSvados: pieno pasélyje iSaugo leistini kiekiai plazmos nekoaguliuojanéiy
Staphylococcus spp. (103-10* KSV/ml) ir Staphylococcus aureus (iki 10° KSV/ml) bakterijy. Jy
augimas néra susijes su kiidikio i$nesiojimo laiku. Laktoferino (p= 0,198) ir lizocimo (p= 0,375)
koncentracijos nepriklauso nuo naujagimio iSneSiojimo laiko. Pasterizacija reikSmingai sumazino
laktoferino ir lizocimo koncentracijas pieno méginiuose. Laktoferino sumazéjo- nuo 2,9 mg/ml iki
0,01 mg/ml (99%, p< 0,0001). Lizocimo- nuo 12,4 pg/ml, iki 7,8 pg/ml (37%, p< 0,0001).



SUMMARY

Impact of pasteurization on the proteins of breast milk
Akvilé Voskaité
Master‘s Thesis

Thesis was completed at V§] VULSKF Vaiky ligoniné from September of 2018 to March
of 2019. Volume of the work : 50 pages with 58 sources of literature used and 24 pictures included.
Aim of the work: to analyze microbiological content and concentrations of bioactive proteins—
lactoferrin and lysozyme of human milk in women who had a preterm birth (<32 weeks, <1500g
weight) and in women who had a term birth and to evaluate the impact of pasteurization on
analyzed proteins.

Objectives of the work:
1. Evaluate if bacterial growth in human milk depends on pregnancy duration.
2. To analyze differences between proteins of human milk depending on pregnancy duration.
3. To indicate the impact of pasteurization on lactoferrin and lysozyme concentrations in

human milk.

Methodology of the work: In this study 42 human milk samples were collected. 22 were from
mothers who gave preterm birth and 20 who gave term birth. Milk culture analysis was done to
evaluate bacterial growth and its correlation with pregnancy duration. After that concentration
dependance on prematurity of birth and impact of pasteurization on lactoferrin and lysozyme was
evaluated by using immunoenzymatic method with commercial Human Lactoferrin ELISA ir

CircuLex Human Lysozyme ELISA sets.

Results and conclusions: Accepted amount of milk cultures were colonized by coagulase-
negative Staphylococcus spp. (103-10* CFU/mI) and Staphylococcus aureus (<10° CFU/ml)
bacterias. Their growth does not correlate with pregnancy duration. Lactoferrin (p= 0,198) and
lysozyme (p= 0,375) concentrations do not correlate with prematurity of birth. Pasteurization of
human milk decreases both lactoferrin and lysozyme concentrations from 2,9 mg/ml to 0,01 mg/ml
(99%, p< 0,0001) and from 12,4 pg/ml to 7,8 pug/ml (37%, p< 0,0001) respectively.
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SANTRUMPOS

ALA- L- alaninas
APA- Amerikos pediatrijos akademija

ARA- arachidono rugstis

CMV- citomegalo virusas

DHA- dekozaheksaeno riigstis

HBV- hepatitas B

HCV- hepatitas C

HoP- Holder pasterizacija

HSV- Herpes simplex virusas

IgA- imunoglobulinas A

IGF- augimo faktorius

IL-1- interleukinas-1

IMBI- (angl. The International Milk Bankin Initiative. liet. Tarptautiné Pieno Banky Iniciatyva)
MP- motinos pienas

PRG- pieno-riebaly globulés

PRL- prolaktinas

PSO- Pasauliné Sveikatos Organizacija
slgA- sekrecinis imunoglobulinas A
VL- Vaiky ligoniné

Z1V- zmogaus imunodeficito virusas



IVADAS

Motinos pienas- tai vertingiausias maistas kaidikiui. Jo sudétis yra labai jvairi: maistinés
medziagos- riebalai, angliavandeniai, baltymai, taip pat bioaktyviis komponentai- imuniniai,
augimo faktoriai. Dél tokios jvairiapusiskos pieno sudéties, jis yra ne tik pagrindinis naujagimio
maistas, uZtikrinantis kudikio augimg ir vystymgsi, bet ir vaistas. Motinos piene esantys
oligosacharidai padeda suformuoti i$ sterilios aplinkos atéjusio vaiko Zarnyno mikroflorg. Tik
gimusiam naujagimiui motinos pienas suteikia imunitetg, kovoti su galimai pasitaikaniomis
bakterijomis ir virusais. Kudikiai, besimaitinantys motinos pienu, turi mazesng rizikg vélesniame
gyvenime susirgti antro tipo diabetu, Sirdies ligomis. Taip pat mazesné rizika pogimdyvinei sepsio
infekcijai. Vieni svarbiausiy motinos piene esan¢iy baltymy: laktoferinas ir lizocimas pasiZzymi
apsaugine funkcija. Jie veikdami tiek atskirai, tiek kartu, uztikrina kdikio organizmo apsauga nuo
patogeny: bakterijy, virusy, gryby bei uztikrina sveikg Zarnyno mikrobiotg. Visy $iy medziagy
koncentracijos motinos piene lyginant su kity zinduoliy pienu yra didziausios, taigi toks pienas
kiidikiui yra nepakei¢iamas maisto Saltinis.

2017 mety duomenimis pasaulyje i§ 10 naujagimiy vienas gimsta nei$neSiotas. Lietuvoje
Sie skaiciai siekia 6 kiidikius i§ 1000 gimstanc¢iyjy. NeiSnesioti naujagimiai- tai gim¢ anksciau negu
32 gestacinio amziaus savaité ir sveriantys maziau negu 1500 gramy. Tokiems kudikiams yra
reikalinga speciali priezitira ir mityba dél iki galo neiSsivys¢iusiy organizmo sistemy. Daznai pries
laikg gimdancios moterys patiria didZiulj stresg ir pieno sintezés pradzia uzsitesia, dél ko kudikis
negali gauti jo vystymuisi reikalingy medziagy. Tokiu atveju padeda sparciai populiar¢jantys pieno
bankai. Lietuvoje pirmasis pieno bankas atidarytas Kaune, 2016 metais, 0 2017 m.- Vilniuje. Pieno
banko tikslas yra apripinti neiSneSiotus ir sergancius naujagimius motinos pienu, kol gimdyveé
sulauks savojo pieno, arba jeigu dél tam tikry priezas¢iy motina negali maitinti pati. Kad donoriy
pienas bity saugus kudikiams, prie§ tai jis yra iStiriamas, apdorojamas- pasterizuojamas.
Pasterizacijos poveikis Siomis dienomis yra placiai aptarinéjama tema, d¢l galimo naudingyjy
medziagy koncentracijos sumazéjimo. Be pasterizuoto pieno sudéties pokyc¢iy, dar viena problema
susijusi su nei$neSioty naujagimiy mityba yra ta, kad nei savos motinos pienas, nei donorinis,
dazniausiai gaunamas kaip brandus pienas, nesuteikia kuadikiui reikiamo kiekio medziagy,
kompensuoti jo prieslaikinj gimimg ir medziagas, kuriy jis buty gaves per placentg. Todél
kudikiams j pieng yra pridedami papildomi medziagy komponentai. Taciau nezinant kiek ir kokiy

medziagy kiudikis suvartoja su motinos pienu yra nejmanoma nustatyti, ko jam triiksta iki
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pilnavertés mitybos. Atlikus motery pieno analiz¢, galima nustatyti pieno sudéties standarta,
jvertinti individualaus kudikio suvartojamy medziagy kiekj ir parinkti trikstamas papildomas
medziagas, taip praturtinant kiekvieno kadikio mityba, atsizvelgiant j jo poreikj ir padedant jam
augti bei formuoti jo imuning sistemg bei mikrobiotg. Kadangi vieni svarbiausiy baltymuy, susijusiy
su kudikiy apsisaugojimu nuo patogeny ir mikrofloros karimu yra laktoferinas ir lizocimas, as,
savo magistro baigiamajame darbe, sieksiu iSsiaiskinti jy koncentracijas motinos piene iSnesiojus
ir per anksti pagimdzius naujagimj, 0 taip pat pasterizacijos poveikj Sioms medziagoms.

Darbo tikslas: isanalizuoti motiny, pagimdziusiy nei$neSiotus naujagimius (< 32 sav.
gestacinio amziaus, < 1500 g gimimo svorio) ir iSneSiotus naujagimius mikrobiologing pieno
sudétj, bei jame esanciy bioaktyviy baltymy laktoferino ir lizocimo koncentracijy skirtumus ir
jvertinti pasterizacijos jtakg Sioms medziagoms.

Uzdaviniai:

1. Jvertinti ar bakterijy augimas pieno méginiuose priklauso nuo kiidikio i$neSiojimo
laiko.

2. [vertinti motinos piene esanciy baltymy sudéties skirtumus priklausomai nuo kadikio
iSnesiojimo laiko.

3. Nustatyti pasterizacijos jtaka laktoferino ir lizocimo koncentracijai motinos piene.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Motinos pienas

Motinos pienas — tai pieno liauky, esanciy moters krityse sekretas, kiidikiui maitintis.
Praéjus 2-5 dienoms po gimdymo iSsiskiria gelsvas, tirstas skystis vadinamas prieSpieniu. Jame yra
mazai mitybiniy, bet daug apsauginiy medziagy, vitaminy ir augimo faktoriy. Po jo seka skystesnis,
pereinamasis pienas su daug riebiyjy rigd¢iy, reikalingy nervy sistemos vystymuisi. Sio pieno
sudétis stabilizuojasi 2-3 savaite ir iki zindymo galo kitidikis maitinasi brandZiu motinos pienu su
visais apsauginiais ir brandinanciais faktoriais. Mazdaug 2-3 gyvenimo metais prasideda panaSaus
] prieSpienj pieno gaminimas, kuriame dominuoja tik apsauginiai faktoriai. Sveikai motinai per
para pasigamina 1,0-1,5 | pieno. 100 mililitry energetiné verté — 60-75kcal, 0,9- 1,2 g baltymy, 3,2-
3,6 griebaly ir 6,7- 7,8 g laktozes [1]. Svedy gydytojas Nils Rosen Rozenstein 1776 m. yra pasakes:
,,Vaikas turi gauti pakankama kiekj gero maisto, kad galéty gerai augti. Tinkamiausias maistas, be
abejo, yra motinos pienas. Jis geriau negu bet kas kitas skatina greitesnj mekonijaus i$siskyrima,
saugo vaikg nuo daugelio negalavimy ir padeda jgyti tikrg morale ir charakterj."

Pirmasis pasirodgs pienas yra vadinamas prieSpieniu. Nors jo mitybiné verté néra
svarbiausias Sio pieno bruoZas (tai parodo mazas laktozés kiekis), dél jame esan¢iy imunoglobuliny
A (IgA), augimo faktoriy, leukocity, laktoferino ir vitaminy, prieSpienis yra be galo svarbus
kudikiui formuoti imuniteta, ir apsisaugoti nuo jvairiy ligy. Be apsauginés funkcijos priespienis yra
svarbus salinant mekonijy. PrieSpienis skatina pasiSalinti pirmosioms naujagimio iSmatoms, ko
nepadarius kyla grésmé susirgti gelta [5]. Taip pat prieSpienyje yra epidermio augimag skatinancios
medziagos, jos svarbios apsaugant zarnynag bei prisidedant prie jo vystymosi. Lyginant su brandZiu
pienu, priespienyje yra daugiau natrio, chloridy ir magnio, taciau maziau kalio ir kalcio.

Brandusis pienas atsiranda 2-3 savaitg ir tesiasi iki zindymo galo. Kaip ir prieSpienyje,
brandZiame piene yra gausu imuniniy faktoriy, formuojanciy jo imunitetg. Mamos organizme
esantys antikiinai (AK) jai sergant ar persirgus kokia nors liga, pateks j pieng ir bus perduoti
mazyliui. Be imuniniy faktoriy ¢ia yra hormony, reikalingy reguliuoti organy veiklg ir daug
maistiniy medZiagy: riebaly, angliavandeniy, baltymy. Siy medziagy kiekis yra batent toks, kokio

reikia vaikui vystytis ir augti [6].
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1.2. Pieno gamybos ir sekrecijos refleksy lankai

Motinai pagimdzius kidikj, jos krities liaukiniame audinyje stimuliuojant hormonams,
pradeda gamintis pienas. Jis latakais teka iki prie$ spenelj esanciy alveoliy, kur yra kaupiamas.
Susikaupus pienui, jis teka iki spenelio mazy anguciy, atsiverianciy spenelio virSunéléje. Kad taip
nutikty, moters organizme veikia du reflekso lankai, kurie padeda atitekéti reikalingam pieno
kiekiui, reikiamu metu.

Vos tik kuidikis pradeda zjsti kriit, hipofizéje esantis hormonas prolaktinas (PRL) skatina
pieno gaminimgsi. Zindziant yra stimuliuojamos spenelyje esan¢ios nervinés galiinés, i Gia
nervinis impulsas keliauja j prieking hipofizés dalj, kur prasideda PRL gamyba. Prolaktinas
patenka j krauja, nukeliauja iki kraities, kur bus stimuliuojamas pieno gaminimas. Sis procesas yra
vadinamas pieno gamybos- prolaktino reflekso lanku. Antrasis, nemaZiau svarbu hormonas-
oksitocinas, yra atsakingas uz pieno tekéjimo skatinima. Raumeninés lastelés, esancios kriityje
aplink liaukutes, isspaudzia pieng. Joms susitraukti yra reikalingas oksitocinas, kuris pradedamas
gaminti kartu su PRL hipofizéje, sudirginus spenclyje esanCias nervines galtines. Hormonas
patenka j krauja, keliauja iki krities, kur suzadinamas pieno iSsiskyrimas. Susikaupgs pienas
alveolése yra stumiamas j latakus iki spenelio, kurj ZindZia kiidikis. Sis procesas vadinamas pieno
tekéjimo- oksitocino refleksu. Dar viena svarbi oksitocino funkcija yra gimdos raumeny
sutraukimas, kuris apsaugo moting nuo pogimdyvinio nukraujavimo. I8siskyrus oksitocinui yra
pastebimas kidikio zindymo greicio pasikeitimas. Kol oksitocinas nei$siskyres, kudikis Zindzia
greitais ir trumpais judesiais, kai Sie judesiai suletéja, yra zinoma, kad pradéjo tekéti pienas.
Kudikio laikas praleistas prie kriities nenurodo kiek pieno jis i§géré, nes tai priklauso nuo to, kiek
jvyko oksitocino refleksy. Kuo grei¢iau kudikis zindzia- tuo 1é¢iau teka pienas ir atvirkséiai. Jeigu
oksitocinas nesukels pieno tekéjimo, kiidikis negalés iStustinti krities ir laikui bégant pienas
nebesigamins [3]. Taip pat pieno tekéjimas priklauso ir nuo motinos nervinés sistemos, jai esant
pavargusiai, susinervinusiai ar jtampoje pienas gali likti kriityje nors ir kidikis zindZia [2].

1.3. Laktogenezés etapai

Laktogenezé- tai pieno gamyba ir kilme¢ apibtdinantis terminas. Kad bty paprasciau
i$siaiskinti nésc¢iyjy ir pogimdyviy hormony veikima bei pieno atsiradimo kelia, yra naudojami trys
laktogenezés etapai.

Pirmasis laktogenezés etapas prasideda likus mazdaug 3 ménesiams iki gimdymo. Tada

pieno gaminimasi lemia hormoning sistema. Pieno liaukos gamina prieSpienj ir kaupia jj alveolése-
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padidéja moters kriitiné. Dél auksto progesterono lygio, pieno gamyba yra slopinama iki pat
gimdymo, o pagimdzius progesterono ir estrogeno lygis krenta ir po 30-40 valandy prasideda
antrasis laktogenezés etapas. JOo metu prolaktino koncentracija kraujyje lieka auksta, tai skatina
pieno gamybg- laktacija. IS prieSpienio keiCiantis jo sudééiai, dél pagreitéjusios kraujotakos ir
apriipinimo maistinémis medziagomis, prasideda brandaus pieno gaminimas. Siame etape svarbu
padidinti prolaktino receptoriy kiekj, tai padaryti galima itin daznai Zindant kiadikj. Didesnis
prolaktino receptoriy kiekis turi jtakos tre¢iam laktogenezés etapui, kuris yra laktacija- brandaus
pieno susidarymas. Skirtingai nuo pirmojo etapo, kur pieno gamyba priklauso nuo hormoninés
sistemos, Cia viskas priklauso nuo to, kiek kudikis i$zjs pieno. Jeigu kudikis zjs mazai, pieno
sumazés, todél svarbu, kad nei$zjstas pienas biity iStrauktas, jog nesustoty pieno gamyba [4].

1.4. Motinos pieno sudétis

Motinos piene yra daugiau kaip 400 jvairiausiy medziagy, reikalingy kudikiy augimui ir
vystymuisi. Lyginant motinos pieng su ozkos ar karviy pienu yra pastebéta, kad galvijy piene yra
3 kartus maziau baltymy, pusantro karto maziau angliavandeniy, ozkos piene 4 kartus maziau
vitamino C, maziau kalcio ir natrio, bet daugiau monosociyjy ir poliso¢iyjy riebaly. Motinos pienas
naujagimiui yra nepakei¢iamas maisto Saltinis.

Nors brandaus motinos pieno sudétis yra ganétinai stabili ir vienoda, tafiau vis tiek yra
stebimi pieno kiekio ir medziagy koncentracijy skirtumai priklausomai nuo daugelio priezasciy.
Pirmiausiai, motinos pieno sudétis varijuoja priklausomai nuo kudikio lyties. Pasak dr. Artino
Liubsio, gimus berniukui, motinos pienas turi 25% daugiau kalorijy nei gimus mergaitei. Kiti pieno

skirtumy faktoriai yra [7] :

e NéStumo savaités (jei buvo gimdyta pries laika);
e Laktacijos periodo;

e Laiko tarp maitinimy, paros dalies;

e Genetiniy veiksniy;

e Motinos mitybos;

Per anksti gimusio kiidikio motinos pienas yra paruostas suteikti ktidikiui papildomy medziagy
JO augimui, vystymuisi ir apsaugai, kurias jis turéjo gauti motinos js¢iose, todél Siame piene yra
daugiau baltymy, mineraliniy medziagy. Kitas faktorius nuo ko priklauso pieno sudétis yra laikas

tarp maitinimy ir kiekis, kurj vaikas iStraukia. Maitinant kiidikj pirmoje dienos pusé¢je, o taip pat
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visada maitinimo pradzioje, pienas yra skystesnis, véliau jis tampa riebesniu. Taip yra dél piene
esanciy riebaly. Paskutiniai pieno lasai yra riebiausi, kiidikiui baigus zjsti ir po keliy valandy vél
pradéjus- pienas iStraukiamas skystas. Taip yra todél, kad likes riebesnis pienas yra praskiedZiamas
ka tik i$skirtu, skystesniu pienu, nes riebis like lasai slopina riebaly gamyba. Taciau pieno sudétis
taip pat skiriasi ir dél motinos organizmo rezervy, fermenty ir geny. Pasak dr. B. Stahlio: motinai
valgant maistg turintj daugiau baltymy, nereiks, kad jos piene bus daugiau baltymy, nes tai
priklauso nuo motinos geny, taciau kitaip yra su riebalais. Jeigu motina vartos daug maisto, turin¢io
omega-3 riebaly rugséiy, riebaly kiekis piene netrukus padidés. ProcentiSkai motinos piene yra 4%

riebaly, laktozés- 7%, baltymy- 1%, daugiausiai vandens- 88%, kitos medziagos sudaro 1% [8].
1.4.1. Motinos pieno riebalai

Riebalai yra pagrindinis energijos Saltinis motinos piene. 98% pieno riebaly sudaro
trigliceridai, 0,26-0,8%- fosfolipidai, 0,25-0,34%- sterolis (cholesterolis) [13]. Jie taip pat yra
svarbiis nepakei¢iamyjy riebaly rtgsciy gavimui, riebaluose tirpiems vitaminams pasisavinti bei
hormony sintezei vykdyti.

Motinos piene lipidy molekulés sudaro struktiirg, vadinama pieno-riebaly globules (PRG). Jy
branduolj sudaro trigliceridai, o membranos, vadinamos pieno riebaly globulés membranomis-
sudarytos i§ fosfolipidy, glikolipidy, cholesterolio ir baltymy (membranos transporteriai,
receptoriai ir fermentai). Tokia struktiira stabilizuoja lipidus piene, kurj sudaro 88% vandens. Dar
svarbiau yra tai, kad jie saugo naujagimj nuo infekcijy, pagerina lipidy vir§kinimg ir absorbcija
zarnyne [13]. Vykstant pieno sintezei, trigliceroliai sudaro lipidy laselius motinos pieno liauky
lasteliy endoplazminiame tinkle, juos apgaubia vienasluoksnis lipidy sluoksnis. Kad patekty i}
kriities alveoles, PRG turi pereiti pieno liauky membrang, taip juos apgaubia dar vienas sluoksnis
i$ angliavandeniy (glikoproteinai ir glikolipidai). Taigi i§ viso lipido molekulé turi 4 sluoksnius:
triglicerolis paciame viduryje, vidinis fosfolipidy vienasluoksnis, jsiterpes citoplazmos sluoksnis
ir iSorinis fosfolipidy dvisluoksnis su glikoproteinais ir cholesteroliu.

Per dieng naujagimis vidutiniSkai gauna apie 25g riebaly, tai sudaro beveik 50%
suvartojamos dienos energijos [9]. Pradzioje Zjsdamas pieng kudikis gauna skystesnj, maZiau
riebaly turintj pieng, su zindimo pabaiga pienas bina riebesnis 2-3 kartus [12]. Riebaly
koncentracija piene skiriasi priklausomai nuo to, kiek kiidikis iSgeria pieno. Jeigu jis geria daug,
tai motina turés daug pieno su maza koncentracija riebaly, jeigu iSgeria mazai- didelé koncentracija

ricbaly mazame kiekyje pieno. Taip pat riebaly koncentracija priklauso ir nuo dienos laiko.
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Didziausias kiekis riebaly yra randamas dienos metu, maziausias- naktj [10]. Taip pat yra svarbi ir
motinos mityba, jai suvartojus didesnj kiekj riebaly, ypatingai ilgagrandiniy polinesociyjy riebaly,
kuriy gausu zuvyje, kiauSiniuose- piene jy taip pat padaugés.

Trigliceridai sudaro didziaja dalj riebaly zmogaus piene, jie susidaro i$ glicerolio, kurio trys
riebaly rigstys yra esterifikuojamos (3 anglies atomai sn-1, sn-2, sn-3) [14]. Trigliceridai yra
gaunami su maistu arba yra susintetinami pieno liaukose. De novo sintetinami trigliceridai biina
vidutinio ilgio. Su maistu gaunamos trumpyjy grandiniy riebaly ragstys (n-6- omega-6 ir n-3-
omega-3). Kudikiams yra labai svarbu gauti reikiama kiekj nepakei¢iamyjy riebaly ragsciy:
omega-6 tai yra linolo rugsties (~4,4g/ per dieng) ir omega-3- a- linoleno rtigsties (~0,5g/ per
dieng). Tai yra substratas hormony, arachidono riigsties ir dokozaheksaeno riigSties sintezei.
Pastarosios riebaly riigStys yra svarbios tinklainés ir smegeny visapusiSskam vystymuisi taip pat
jeina ] lasteliy membrany sudét. Kita svarbi riebaly riigstis pieno sudétyje yra palmitino riigstis. Ji
prisideda prie kuidikio virS§kinimo, absorbcijos ir metabolizmo. Svarbu, kad kudikis gauty palmitino
rugstj esterifikuotg sn-2 pozicijoje (iS mamos pieno), kitokiu atveju (esterifikuota sn-1,3 pozicijose)
palmitino raigstis taps laisva, susijungs su kalcio ir magnio jonais, sudarys netirpius muilus ir
pasiSalins i§ kiidikio organizmo su iSmatomis [13].

Motinos piene esantys riebalai yra reikalingi hormony sintezei, vitaminy sintezei ir absorbcijai,
yra svarbiis metabolizmui bei neurologiniam vystymuisi. Kad kiidikis gauty pakankamg kiekj
riebaly rugs¢iy, yra patariama mamoms valgyt maista, turintj omega-3, omega-6 riebaly riigsciy,

arba vartoti maisto papildus, praturtintus Siais elementais.
1.4.2. Motinos pieno angliavandeniai

Visi angliavandeniai yra sintetinami motinos pieno liaukose. Kitaip nei riebaly,
angliavandeniy kiekybinés ir kokybinés charakteristikos priklauso nuo motinos genetiniy savybiy.
Svarbiausi genai yra 19 p13.3 chromosomoje (FUT3- Lewis genas) ir 19913.3, (FUT2- sekrecijos
genas). Taip pat ir nuo geografinés padéties, kur gyvena motina [19]. PrieSpienyje oligosacharidy
randama apie 20,9 g/l, o brandZiame piene apie 12,9 g/l. Zmogaus pieno oligosacharidai yra
sudaryti i$ 3-22 sacharidy vienoje molekuléje. Tai yra: gliukozé, galaktozé, N-acetilgliukozaminas,
fukozé ir sialo ruigsties monosacharidai besijungiantys tarpusavyje ir sudarantys apie 200 skirtingy
kompozicijy [18].

Pagrindinis motinos pieno angliavandenis yra laktozé, ji piene sudaro apie 7% Vvisos pieno

sudéties, didZiausia jos koncentracija yra valgymo pradZioje. Laktozés kaip ir kity medZiagy
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koncentracijos keiciasi su laktacijos periodu. Didziausia koncentracija randama brandziame piene
67-70 g/l, mazesné priespienyje 30-50 g/l. Si cukraus riisis yra randama tik piene. Laktozé- tai
disacharidas, kuris suskyla j gliukozg ir galaktoze. Gliukoze kiidikis naudoja kaip energijos Saltinj
ir kalorijas augimui ir vystymuisi, o galaktozé yra svarbi centrinés nervy sistemos vystymuisi.
Laktozé padeda jsisavinti mineralus, tai pat prisideda prie smegeny vystymosi [15]. Laktozé svarbi
palaikant osmosinj slégj piene, taip pat padeda absorbuoti kalc;.

Priec laktozés daznai biina prisijunge oligosacharidai. Oligosacharidai- tai keli sujungti
monosacharidai, svarby vaidmenj atliekantys virskinimo trakte, saugant jj nuo infekcijy, kovojant
su virusais, mikroorganizmais. Oligosacharidai yra atsakingi uz geryjy bakterijy augimg kidikio
anaerobiniy bakterijy (Bifidobacteria, Clostridia ir Bacteriodes) kolonizacija. Bakterijy
kolonizacija priklauso nuo gimdymo raiies, higienos ir kiidikio maitinimo. Mamos piene esantys
oligosacharidai yra kaip mitybiné medzZiaga gerosioms bakterijoms, uztikrinantys kudikio
mikrobiotos formavimasi. Karev et al. 2016 m. atliktame tyrime buvo jrodyta oligosacharidy ir
Bifidobacteria augimo korealiacija. Ji yra svarbi, nes mazas kiekis S$iy bakterijy vélesniame
gyvenimo laikotarpyje yra asocijuotas su atopinémis ligomis. Lactobacilli augimas taip pat yra
susijes su oligosacharidy vartojimu [18] (2 pav.). Dar viena svarbi oligosacharidy funkcija yra ta,
kad jie elgiasi kaip zarnyno epitelio receptoriy analogai, apgaudami patogenus, Kurie Siaip jungiasi
prie zarnyno epitelio lasteliy (glikokalikso) (2 pav.). Campylobacter jejuni yra bakterija, sukelianti
viduriavima, nuo kurio kiidikiai gali mirti. Si bakterija yra vienas i§ pavyzdZiy, kurios prisijungia
prie oligosacharidy ir pereina per zarnyng, neprikimbant prie zarnyno gleivinés [17].

Kitaip tariant, oligosacharidai tai prebiotikai- atrenkantys, kurios bakterijos gali augti
organizme, o kuriy augima reikia slopinti. Formuoja zarnyno mikrobiota kadikiui gimus i$ sterilios

aplinkos j chaotiska, pilng bakterijy pasaulj.
1.4.3. Motinos pieno mikroorganizmai ir kiidikio imuniné sistema

Ne tik gimdymo btdas ir motinos piene esantys oligosacharidai prisideda prie kudikio
mikrobiotos formavimosi. Dar didesne jtaka turi MP bakterijos, kuriy yra daugiau nei 200 rasiy.
Pirmiausiai naujagimio mikrobiota yra sudaryta i§ fakultatyviniy anaeroby, tokiy kaip
Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus ir Enterobacteriaceae, kurie sunaudodami deguon;j

paruosia virSkinimo traktg obligatiniams anacrobams, tokiems kaip: Bifidobacterium, Bacteroides,
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ir Clostridium [55]. MP sukuria prading zarnyno mikrobiota naujagimiams ir vaidina svarby
vaidmenj kuriant ir darant jtaka jy imuninei sistemai.

Nors specifiniai mechanizmai formuojantys MP mikrobiotg néra Zinomi, kelios hipotezés
paaiSkinancios tam tikry mikroorganizmy, pvz.: Streptococcus spp. ir Staphylococcus spp.
atsiradimg piene yra numanomos. Laktacijos metu nuo motinos odos ir kiidikio burnos
mikroorganizmai gali patekti atgal j kraities liaukas. Taip pat MP yra randamos zarnyno bakterijos,
kuriy atsiradimas yra aiSkinamas jy pernaSa dendritiniy ir CD18+ lgsteliy pagalba i§ zarnyno |
kraties liaukas. [54] DazZniausiai MP aptinkamos bakterijos yra: plazmos nekoaguliuojantys
stafilokokai: Staph. epidermidis, Staph. hominis, taip pat Strep. salivarius, Strep. mitis. Taip pat
randama Propionibacterium ir Enterococcus spp. M.P. Heikkil& ir P.E.J. Saris tyrime iS 509
izoliaty i§ 40 MP méginiy- 1/5 Staph. epidermidis ir 1/2 Strep. salivarius geryjy bakterijy i$ izoliaty
sumazino patogeniniy Staph. aureus augima. Taip pat Staph. aureus augimg mazino: Enterococci
(Ent. faecalis) bei Lactobacillus rhamnosus, Lact. crispatus, Lactococcus lactis, Leuconoctoc
mesenteroides [56]. Dar vienas tyrimas jrodes $iy, geryjy bakterijy naudg gaunamg su MP yra
atliktas 2015 metais Ted Jost et al., kur buvo jrodytas susijes, mazéjantis patogeniniy bakterijy
augimas: Bacillus, Clostridium, Cronobacter, Escherichia, Klebsiella, Listeria, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella, Shigella [57]. Visy $iy pagrindiniy mikroorganizmy patekimas iS MP |
kiidikio zarnyng formuoja jo trumpalaike mikrobiotg ir stipriai prisideda prie jo imuninés sistemos
formavimosi ir apsaugos nuo infekcijy.

Jvairs tyrimai rodo, kad MP besimaitinantys naujagimiai turi stabilesne Zarnyno bakterijy
populiacijg ir geriau subalansuotg gleivinés imuninj atsakg nei tie, kurie yra maitinami pieno
miiniais. Zarnyno bakterijos i§ MP prisideda prie limfoidiniy elementy stimuliacijos ir jgyto bei

]jgimto imuniteto formavimosi:

e B limfocity vystymasis;

e T limfocity diferenciacija ir Th1, Th2 Igsteliy balanso palaikymas (citotoksiniy Thl
lasteliy stimuliacija kovai su infekcijomis; Th2 Iasteliy iSskiriami I1L4, IL6, IL21-
uztikrinantys humoralinj imunitetg);

e Gleivinés SIgA gamyba, kuris susijungia su maisto antigenais ir apsaugo kiidikj nuo
patogeniniy virusy ir mikroorganizmy adhezijos prie Zarnyno gleivinés,

e Bakterijy ligandy saveika su gleivinés imuninés sistemos receptoriais, sumazinant

patogeny prasiskverbimg pro Zarnyno gleiving;
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e Laktacijos metu pro burng patenkanciy Ag tolerancijos uztikrinimas, apsaugai nuo

alerginiy ligy, kvépavimo bei Zarnyno infekcijy kudikystéje [54].
1.4.4. Motinos pieno baltymai

Kaip ir kitos maistinés medziagos motinos piene, baltymai yra svarbis kiidikio augimui
ir vystymuisi. Nors jy koncentracija piene siekia tik apie 1%, jie apsaugo naujagimj nuo ligy.
Daugiausiai baltymy randama priesSpienyje, pereinant j brandyjj piena, Siy medziagy kiekis mazéja.
Pagrindiniai baltymy tipai piene yra kazeinas ir iSruigy baltymai, bei baltymai randami lipidy
frakcijoje (membrany baltymai riebaly globulése pvz.: mucinai).

Motinos piene baltymy kiekis ne tik mazéja su laiku (15,8 g/l prieSpienyje ir sumazéja
laktogenezés eigoje iki 9,0 g/l brandziame piene), bet ir keiciasi jy tipy koncentracijos. PrieSpienyje
randame 70% isriigy baltymy ir 30% kazeino. Brandziame piene jy koncentracija pakinta: 50%
iSragy, 50% kazeino [22]. Israigy baltymai: antikiinai, laktoferinas, lizocimas, jy funkcija kadikio
organizme yra apsaugoti ji nuo jvairiy infekcijy ir ligy. Kazeino baltymai yra kompleksinés, didelés
molekulés, kurias suvirskinti yra sunkiau. VirSkinant, baltymai skyla iki aminortgsciy, tokiy kaip:
glutamo ragstis, cisteinas, lizinas, fenilanlaninas, tirozinas, metioninas, taurinas. Viena svarbiausiy
aminorigS¢iy yra taurinas. Kartu su tulzies ragsStimi, jis prisideda prie smegeny ir regéjimo
vystymosi. Taurino nerasime karvés piene, todél yra svarbu, kad kiidikis gauty jo i§ motinos pieno.
Glutaminas yra laisva aminortigstis, kurios kiekis motinos piene yra vienas didziausiy. BrandZiame
piene jo yra net 20 karty daugiau negu priespienyje. Si aminoriigtis yra svarbi teikiant ketoglutaro
ragstj, kurios reikia askorbo riigsties ciklui. Yra manoma, kad askorbo ragstis veikia kaip
neurotransmiteris smegenyse ir yra energijos Saltinis Zarnyno lasteléms. [22]

Pagrindiniai iSrtigy baltymai yra alfa-laktalbuminas, laktoferinas ir sekrecinis IgA. Alfa-
laktalbuminas yra sintetinamas pieno liaukose ir prisideda prie galimo kalcio bei cinko jony
suriSimo [25]. Isragy baltymy sudétyje jo yra labai daug- 20-25%. Plonosiose Zarnose jis dalinai
virskinamas |} jvairius peptidus, jie kurj laikg yra bioaktyvis, bet galiausiai yra suskaidomi iki
amino riigsciy. Tai yra létas skaidymas su tarpiniai produktais, atlickanciais svarbias funkcijas
kudikio organizme pvz.: apsaugant nuo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococci, ir Candida albicans [25]. Motino pieno
imunoglobuliny, kuriy i$rigy baltymuose yra net 10-15%, didziaja dalj (90%) sudaro sekreciniai
IgA (slgA), taip pat yra 1gG ir IgM ir IgA, IgE, IgD. Jeigu motina kontaktavo su virusais ir
bakterijomis, jos organizme pasigaming antikiinai pereis | pieng ir taip juos gaus ir mazylis. IgA
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yra bitent tas antikiinas, kuris jau po keliy valandy po kantakto yra iSskiriamas j motinos piena.
slgA- tai tokie imunoglobulinai, kurie yra atspariis zarnyno fermentams ir prisitvirtina prie
bakterijy ar virusy antigeny ir veikia neleisdami jiems prisitvirtinti prie gleivinés [26]. Sie antikiinai
kiadikio organizme pradeda gamintis tik nuo 4-6 savaités, todél pradZioje yra svarbu gauti juos su
pienu. Taip vaikas yra apsaugomas nuo Escherichia coli, Vibrio cholerae, Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae, Clostridium difficile ir Salmonella bakterijy, nuo virusy: rotaviruso,
citomegalo viruso, ZIV, gripo viruso ir kovoja pries Candida albicans grybus [25]. slgA yra
nevirskinamas, jj galime rasti kudikio iSmatose. Nors kitas svarbus baltymas laktoferinas yra
suvirSkinamas, taciau dalis jo, prisijungusi prie laktoferino receptoriy ant zarnyno lasteliy gali
patekti j Iasteliy vidy ir likti zarnyne. Laktoferinas yra sintetinamas pieno liaukose ir yra svarbus
transportuojant gelezj organizme, uzkertant kelig patogenams plisti kiidikio organizme ir sukelti
jvairias ligas. Fermentai, tokie kaip lizocimas, lipazé taip pat yra iSriigy baltymai, jie randami ir
motinos piene. Lipazé sudaro 1-2% visy baltymy, randama tik Zmogaus piene, nei vieno galvijo
pieno sudétis neturi Sio fermento. Zarnyne lipazé hidrolizuoja pieno riebalus tokius kaip:
trigliceridus, digliceridus, monogliceridus, taip pat vitamino A esterius, cholesterolio esterius.
Lizocimas- didelés koncentracijos antibakterinis fermentas motinos piene. Patekes j bakterijg jis
suardo B,1-4 glikozidinius rysius ir inaktyvuoja bakterija.

Svarbiausi kazeinai motinos piene yra B-kazeinas ir k-kazeinas. - kazeinas pasizymi
aminorigs§ciy fosforilinimo poveikiu. Gauti mazi kazeino fosfopeptidai palengvina kalcio
jsisavinimg. k- kazeinas Kkartu su sIgA veikia kaip bakterijy adhezijos inhibitorius (pvz.:
Helicobacter pylori) [26]. Sis kazeinas turi panasia struktiira kaip gleivinés lasteliy angliavandeniai

virskinimo trakte, todél gali apgauti patogenus.
1.4.4.1. Motinos pieno baltymas laktoferinas

Laktoferinas- tai daugiafunkcis baltymas, priklausantis gelezj suriSantiems glikoproteinams.
Jis yra viena i§ priezasCiy, kodél kiidikiai absorbuoja gelezj i§ motinos pieno, ta gelezis, kuri néra
pasisavinama kudikio, prisijungia prie laktoferino, nepaliekant gelezies reikalaujantiems
patogenams iSgyvenamumo. Moliné laktoferino koncentracija brandziame motinos piene yra ~25
uM, tai penkis kartus didesné koncentracija nei gelezies- ~5 UM. Beto, laktoferinas gali
prisijungti dvi gelezies molekules, taigi jo gelezies surisSimo galia yra ~50 uM [37]. Tai yra du
kartus didesné galia nei transferino. Pagal jsotinimg gelezimi laktoferinas yra trijy rasiy:

apolaktoferinas- neturintys gelezies, monomerinis laktoferinas- prisijungges vieng gelezies jong ir
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hololaktoferinas- prisijunges du Fe* jonus. Nei pieno misiniuose, nei karvés piene laktoferino
koncentracija néra tokia didelé kaip motinos piene, todél kiidikio mityboje turi biiti motinos
pieno.

Pirmiausiai laktoferinas buvo iskirtas i§ motinos pieno, ¢ia jis sudaro apie 15-20% visy
piene esanciy baltymy. Véliau iSskirtas ir i§ kity sekrety, tokiy kaip seilés, kasos sultys, nosies,
gimdos sekretas, aSaros ir taip pat i§ kraujo, kur laktoferinas patenka iSsilaisvines i§ specifiniy
granuliy neutrofiluose. Glikoproteinas taip pat randamas Slapime, iSmatose, bet ¢ia jo
koncentracijos gana mazos.

Glikoproteinas pasizymi jvairiomis funkcijomis: gelezies metabolizmas, antibakterinio,
antivirusinio, antiparazitinio aktyvumo palaikymas, jis yra atsakingas uz lasteliy proliferacija ir
diferenciacijg. Jau 1970 metais laktoferinas buvo jvardintas kaip baltymas, turintis bakteriostatinj
poveikj pries Escherichia coli, dél gelezies suris§imo ir neprieinamumo bakterijai. Lukas Christen
su kolegomis 2013 metais atliktame tyrime jrodé statistiSkai reikSmingus rezultatus atvirkstinei
korealicijai tarp E. coli ir S. aureus kiekio pieno méginiuose ir laktoferino (p<0,001) bei lizocimo
(p= 0,019) koncentracijos [23]. Taip pat yra Zinoma, kad laktoferinas kovoja su bakterijomis ir
tiesiogiai prisijungdamas prie Gram neigiamy organizmy lastelés pavirSiaus lipopolisacharidy ir
lizuodamas jos sienelg (1 pav.). Be antibakterinio poveikio laktoferinas pasizymi ir antivirusiniu
poveikiu pries citomegalo virusa (CMV), Herpes simplex virusa (HSV), zmogaus imunodeficito
virusa (ZIV), hepatita C (HCV), ir hepatita B (HBV). O neseniai atrasta laktoferino nauda
kovojant ir su gripo, perSalimo virusais, taip pat ir gastroenterito virusais [41]. Seniai yra Zinoma,
kad laktoferinas sumazina rizika iSsivystyti sepsiui, yra atlikta daugiau nei 11 tyrimy su 6000
naujagimiy. Dauguma tyrimy yra atlikti naudojant galvijy laktofering, dozuojant ji priklausomai
nuo naujagimio svorio (150-300mg/kg/dienai), duodant fiksuotg kiekj arba dozuojant 1mg/100ml
pieno. Gydymo trukmei priklausant nuo kadikio amziaus po gimimo (4-8 savaités) arba nuo
gestacinio amziaus (34-36 savaités). Gauti rezultatai tyrimuose rodo aisky sepsio infekcijos
rizikos sumazgjima (5,9% serganciyjy gydant laktoferinu su 17,3%- serganciyjy negydant),
mirciy skaiciaus sumazéjimag (0-0,7% gydant su 4,8% negydant). Itin mazo svorio naujagimiams
(<1000g) gydymas laktoferinu turi didZiausig naudg [27]. Taip pat yra atlickami tyrimai dél
laktoferino naudos kovoje su viduriavimg sukelianéiais mikroorganizmais. Yra Zinoma, kad
laktoferinas apsaugo nuo Shigella, Salmonella, E. coli, rota viruso ir tokiy parazity kaip: Giardia,
Entamoeba histolytica. Japonijoje Egashira et al. tyré 298 vaikus, sergancius roto virusu. Grupei,

gaunanciai laktoferino turincius produktus, reiau ir maziau pasireiSké vémimas ir viduriavimas.
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Peru atliktame tyrime su dehidratavusiais ir viduriuojanciais vaikais, rekombinantinio laktoferino
ir lizocimo vartojimas sutrumpino viduriavimo laikg (3,67/ 5,21 dienos). O kitame, Peru
vykusiame tyrime, kur dalyvavo 555 vaikai, laktoferino vartojimas sumazino viduriavimo trukme
(4,8/ 5,3 dienos, p=0,046), viduriavimo sunkumg ir pasikartojimag (1,0%/ 2,6%, p=0,045) [55].
Prie daugiafunkcio poveikio laktoferinas prisideda apsaugoje ir nuo Candida albicans ir Kity
Candida rusies gryby.

“ Laktoferinas

Lipopolisacharidas _ o
ot Lizocimas

Peptidoglikanas

Plazminé membrana

Gram neigiama bakterija

1 pav. Laktoferino prisijungimas prie lipopolisacharidy [44]

Dar viena laktoferino funkcija yra susijusi su epitelio proliferacija ir diferenciacija. Didelé
koncentracija laktoferino padidina proliferacija, o maza koncentracija padidina lasteliy
diferenciacija. Nors tai néra patvirtinta in vivo tyrimais, tac¢iau mechanizmas atitinka biologing
realybe: neseniai pagimdziusios motinos piene yra daugiau laktoferino, tai reisSkias jo daugiau ir
pas kudikj, o tuo laiku vaiko Zarnynas formuojasi, auga. Po kiek laiko, brandZiame piene
laktoferino koncentracija mazéja, o kadangi kudikis jau buina Siek tiek paauges, baltymy
virskinimas efektyvesnis, dél ko suaktyvéja epitelio diferenciacija [23], kurios metu sumazéja
lasteliy apoptozé ir padidéja Sarminés fosfatazés bei aminopeptidazés aktyvumas [58].

D¢l laktoferino galimybés pereiti  lastelés vidy (2 pav.), jis gali buti kaip transkripcijos
faktorius ir reguliuoti citokiny (IL-1) ir augimo faktoriy ekspresijg [26].
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Apikaliné membrana

I_.llllllllu‘lll\ll

/\3

Bazolateraline membrana

2 pav. Laktoferino patekimas j Igstele [45]

Be naudingy laktoferino savybiy reikia Zinoti ir nuo ko priklauso jo koncentracija motinos
piene. Pirmiausia- tai nuo laktacijos stadijos. ISanalizavus 2724 motiny duomenis, buvo
patvirtinta, kad didziausia laktoferino koncentracija yra prieSpienyje, o su ji laiku mazéja [28].
Tuomet kyla klausimas ar motinos mityba prisideda prie Sio baltymo kiekio piene. Kol kas
laktoferino koncentracijos ir motinos mitybos rysio paneigti negalima, taciau didzioji dalis atlikty
tyrimy neranda jokios priklausomybeés nei padidinus motinos suvartojamy baltymy kiekj, nei
padidinus suvartojamy kalorijy skai¢iy, ar vartojant maisto papildus ir probiotikus. Motinos
infekcijy (gripo, ZIV, vir§kinimo, $lapimo taky, akiy ar ausy) ir laktoferino koncentracijos
poky¢iy sarySio nerasta. Tyrimai rodo, kad pagrindinis faktorius, turintis jtakos laktoferino

koncentracijai motinos piene yra laktacijos stadija.
1.4.3.2 Motinos pieno baltymas lizocimas

Lizocimas buvo atrastas kaip medziaga, lizuojanti tam tikro tipo bakterijas iS nosies
sekreto ir buvo pavadintas biitent pagal savo funkcija- ,,fermentas, lizuojantis bakterijas*. Dar
kitaip yra vadinamas- muramidazé ar N-acetilmuramidazé glikanhidrolazé kaip vienas i$
lizosominiy fermenty, hidrolizuojan¢iy mukopolisacharidus.

Lizocimas taip pat jeina j motinos pieno sudétj ir yra svarbus antibakterinis fermentas,
prisidedantis prie zarnyno mikrofloros kiirimo. Motinos priespienyje jo koncentracija yra didesné

nei brandziame piene. Galvijy piene lizocimo koncentracija yra Zymiai mazesné nei moters piene.
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Tai reiSkia, kad ir veikimas silpnesnis [29]. Kad kuidikiai gauty pakankama kiekj lizocimo, daznai
jis yra dedamas ir naudojamas kaip priedas kudikiy mityboje.

Pagrindinis lizocimo veikimas pasireiSkia katalizuojant p,1-4 glikozidinio rysio tarp N-
acetilmuramo ragsties ir N-acetil-D-glukozamino nutraukimu Gram teigiamos bakterijos sieneléje.
Taip pat yra atlikti in vitro tyrimai lizocimo veikimo Kkartu su laktoferinu, kur laktoferinas
prisitvirtina prie bakterijos iSorinés membranos, sukuria intarpus, per kuriuos lizocimas patenka j
patogeng ir taip sunaikina Gram neigiamas bakterijas (3 pav.). Be tiesioginio bakterijy naikinimo,
lizocimas prisideda ir prie uzdegiminio atsako formavimo bei mikrofloros kiirimo. Atlikus tyrima
maitinant kiaules Zmogaus pienu, turtingu lizocimu, buvo pastebétas prieSuzdegiminio citokinus
transformuojanc¢io augimo faktoriaus TGF-B1 didé¢jimas, zarnyne atsiradusios su Zarnyno
mikrofloros gerinimu susijusios Bifidobacteriacea ir Lactobacillacea populiacijos ir ligas
sukelian¢iy Mycobacteriaceae ir Campylobacterales populiacijy sumazéjimas [42]. Naikindamas
bloggsias bakterijas ir prisidédamas prie geryjy augimo, lizocimas sukuria tinkama mikrobiotg

kudikio Zarnyne.

Lipopolisacharidy

! Lizocimas ) sluoksnis

Peptidoglikano

sluoksnis

Bakterijos vidus

3 pav. Lizocimo patekimas j bakterijg [26]
1.4.4. Motinos pieno vitaminai, biologiskai aktyviis ir imunologiniai faktoriai

Motinos piene be maistiniy medziagy yra randama ir daugiau komponenty, tokiy kaip:
vitaminai (A, B1, B2, B6, B12, E, D, K), augimo faktoriai, imunologiniai faktoriai. Vitaminai ir
augimo faktoriai prisideda prie pilnavercio kudikio vystymosi, imunologiniai faktoriai apsaugo
ir kuria naujagimio imuning sistemg. Vieni bioaktyviis faktoriai yra gaunami su maistu, kiti
atneSami piene esanciy lasteliy, dar kiti sintezuojami pieno liauky. Taciau visy jy bendras tikslas

yra naujagimio sveikata.
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Visy vitaminy ir mineraly esanciy piene pakanka mazylio vystymuisi, iSskyrus vitamino
K ir D. Kitaip negu dauguma makromedziagy, mikromedziagy koncentracija priklauso nuo
motinos mitybos ir jos organizmo sankaupy. Mityba didesne jtakg lemia vandenyje tirpiems
vitaminams.

Vitamino K kiekis motinos piene yra itin mazas, tod¢l Amerikos Pediatry akademija pataria
suleisti jo doze naujagimiui taip jj apsaugant nuo galimy hemoraginiy ligy [30]. Vitamino D
koncentracija taip pat néra didel¢, tad yra patariama vartoti vitamino D papildus motinos pienu
besimaitinantiem kadikiams, kad neatsirasty kaulinio audinio mineralizacijos arba rachito [1].
Gelezies kudikiai gauna 0,2 —0,4 mg/l, tai néra daug, taCiau iSneSioti naujagimiai turi gelezies
atsargy, gauty i§ mamos, kuriy uztenka 4-6 ménesiams [31]. Vitamino A, ypac beta karotino,
priedpienyje yra randama dvigubai daugiau nei brandZiame piene. Sio vitamino geram regéjimo
vystymuisi motinos piene yra pakankamai. Vitamino C taip pat yra pakankamai, nebent jeigu
motina yra riikkanti, $is faktorius mazina vitamino lygj.

Kita svarbi grupé medziagy, esanciy piene, yra biologiskai aktyvis faktoriai tokie kaip:

e Epidermio augimo faktorius;

e IGF (insulino augimo faktorius);

e Neurony augimo faktorius;

e Kraujagysliy augimo faktorius;

e Eritropoetinas;

e Kalcitoninas ir somatostatinas;

Epidermio augimo faktorius ir IGF yra didZiausi piene esantys baltyminiai augimo faktoriai.
Priespienyje jy koncentracija yra didZiausia ir su laiku krenta. Epidermio augimo faktorius- svarbus
Zarnyno gleivinés gyjimui. Jis atsparus riigStiniams pH ir virSkinimo fermentams, todél i§ skrandzio
pereina | zarnyna, kur stimuliuoja enterocitus, kad padidinty DNR sintezg, lasteliy dalijimasi,
vandens ir gliukozés pasisavinima ir baltymy sintez¢. Epidermio augimo faktorius yra atsakingas
uz augimg, diferenciavimasi epiteliniuose audiniuose, o neurony augimo faktorius atsakingas uz
simpatiniy neurony iSgyvenamumg ir vystymasi.

Kaip ir makromedziagos, taip ir Sios varijuoja priklausomai nuo maitinimo trukmés,
laktogenezes stadijos, koncentracijos taip pat yra skirtingos tarp motiny ir populiacijy. Tai yra

privalumas prisitaikant prie naujagimio poreikio, taiau taip pat ir sunkumas norint pritaikyti
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mityba neisnesiotiems naujagimiams, kad $ie gauty reikiama kiekj visy medziagy. Siai problemai

iSspresti pasaulyje yra kuriami pieno bankai.
1.5. Pieno bankai pasaulyje ir Lietuvoje

Zmogaus pieno bankas — tai jstaiga, uztikrinanti pieno i§ kraties tiekima ir jo prieZidra
medicininiams tikslams. Jis uztikrina donorinio motinos pieno— ne biologinés motinos pieno i$
kraties tieckima. Pieno bankai buvo pradéti kurti XX a. pradzioje. Pirmasis pieno bankas atidarytas
1909 metais Vienoje, Austrijoje. Véliau atidaryti ir kitose Salyse: JAV, Pranciizijoje, Italijoje.
Pieno banky skai¢ius didéjo iki kol 1980-aisiais metais buvo nustatyta, kad ZIV infekcija gali biti
perduodama kiidikiui per motinos pieng. Sis faktas paskatino uzdaryti nemaza dalj pieno banky.
Tik po daug mety ir daugelio tyrimy buvo jrodyta, kad motinos pienas yra nepakeiCiamas ir
reikalingas auganciam vaikui. Pasauliné Sveikatos Organizacija (PSO) ir Amerikos Pediatrijos
Akademija (APA) paskelbé, kad gimdyvei negalint maitinti kadikio savu pienu, geriausia
alternatyva yra donorinis motinos pienas.

2005 metais paskelbta Tarptautiné Pieno Banky Iniciatyva (angl. The International Milk
Banking Initiative - IMBI), i kurig prisijungé 33 pasaulio Salys, uZztikrinancios, kad realizuos
donorinio motinos pieno banky jsteigimg. Butent nuo ty mety pieno bankai ir vél pradéjo kurtis
daugelyje Saliy.

Viena daugiausiai donorinio pieno surenkanciy Saliy yra Brazilija. Joje gyvuoja 210 pieno
banky, surenkanc¢iy 165 000 litry pieno, i§ 166 000 motiny. Yra pastebéta, kad pieno banky ir kity
priemoniy déka Salis sumazino kiidikiy mirtinguma nuo 1990 mety iki 73%. Europoje 2017 metais
donoriniy pieno banky buvo 212, tarp kuriy daugiausiai jy Pranciizijoje (36), Italijoje (30),
Svedijoje (27), Suomijoje (17), Vokietijoje (16), DidZiojoje Britanijoje (15). Australijoje 2014
metais- 5 pieno bankai, Siaurés Amerikoje- 20. Lietuvoje pirmasis pieno bankas buvo jkurtas

Kaune, 2016 mety gruodzio ménesj, antrasis- 2017 m. kovo ménesj- Vilniuje.
1.5.1 Donorinis motinos pienas- antro pasirinkimo maistas

Kad donorinis motinos pienas pasiekty naujagimj, pirmiausiai jis turi biiti saugus. Moterys
donorés yra itiriamos dél galimy infekcijy, pavyzdziui ZIV, hepatito. Jeigu moteris yra sveika, ji
gali dovanoti savo pieng. Toliau pieno banko uZduotis yra istirti pieno maisting sudétj, bakterijy
skai€iy, rusis. Tuomet pienas yra pasterizuojamas, sunaikinant jame esancius virusus, bakterijas ir

skiriamas neisnesiotiems kuidikiams, kuriuos pagimdziusios mamos neturi arba turi neuztektinai
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savo pieno. Taip pat maitinami iSneSioti, taciau sunkiai sergantys naujagimiai, kidikiai po
chirurginio zarnyno gydymo. Donorinis motinos pienas gali biiti uzsaldomas (-40°C ), tokiu biidu
yra iSsaugomos jo sudétinés dalys, bei uztikrinamas sterilumas. Taip paruoStas pienas gali bati
saugomas iki 6 ménesiy. (4 pav.)

Donorinis motinos pienas yra skiriamas neisnesiotiems naujagimiams, mamy, kuriy
laktacija neprasidéjo dél prieslaikinio gimdymo ar kity priezas¢iy, pavyzdziui ZIV infekcijos arba
kai iSskiriamos motinos pieno nepakanka kuidikiui pamaitinti. Taip pat Sis pienas yra skiriamas ir
sunkiai sergantiems iS$neSiotiems naujagimiams. Ateityje, esant didesnéms donorinio pieno
atsargoms, bus Zadama piena sifilyti ir namuose augantiems naujagimiams. Siuo metu pieno bankui
yra ypac svarbu pasiriipinti nei$neSiotais kiidikiais dél jy zarnyno nebrandumo bei imuninés
sistemos silpnumo. Tokie vaikai sunkiai virskina ir pasisavina pieno misinius, o taip pat vartojant
motinos pieng yra galimybé iSvengti nekrozinio enterokolito, dél geresnio baltymy, riebaly ir
angliavandeniy pasisavinimo. Donorinio pieno banko jkiirimo vienas i§ tiksly yra sumazinti
naujagimiy sergamumg zarnyno uzdegimu, zarnyno operacijy, taip pat sumazinti ilgalaikj
parenterinj maitinima. Pasak gydytojo A. Liubsio, neiSneSioty kiidikiy Zarnynas néra pasiruoSes
priimti ir virSkinti motinos pieno, todél daznai tenka pradéti maitinimg parenteriniu badu, duodant
po kelis lasus motinos arba donorinio pieno. Ir taip didinti lasy skaiciy ir atsisakyti maitinimo j
veng. Pasak PSO, butent donorinis motinos pienas neisnesSiotiems (<1500 g) naujagimiams yra

antro pasirikimo maistas, jeigu néra galimybés zindyti savos motinos pienu.
1.5.2. Donorinio pieno kelias

1. Pieno nutraukimas:

Pieng, kad jis buty tinkamas donorystei, geriausiai iStraukti elektriniu pientraukiu,
Rankomis nutraukti nerekomenduotina, nes nutraukiama maziau pieno, su maziau riebaly, 0 pieno,
kuris iSsiskiria savaime kol zindoma ar nutraukus kit kratj- donuoti negalima. Savaime iSsiskyres
pienas turi nedaug riebaly ir baltymy ir taip pat didéja rizika bakteriniam uzterSimui. Higienos
taisyklés- Kiekviena donoré gauna vienkartinius pieno surinkimo ir laikymo indelius. Pagal
galimybes donorés taip pat gauna ir elektrinius pientraukius. Motinos, norin¢ios donuoti piena, turi
susipazinti su taisyklémis (1 priedas).

2. Pieno surinkimas ir laikymas
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Donorinis pienas renkamas j vienkartinius indelius arba Saldymo maiSelius, paliekant
mazdaug 2 cm iki virSaus, kad pienui Sglant, jis turéty vietos pléstis. Surinktas pienas yra laikomas
Saldytuve ir tik jam atvésus maiSomas su anksciau surinktu pienu. Donorinis pienas laikomas
Saldytuve 24 valandas ir tada dedamas j Saldiklj (-20°C) iki pasterizavimo.

3. Pieno apdorojimas

Pienas, patekes | pieno bankg visada yra patikrinami dél mikrobiologinés tar$os. Jeigu
pienas uZzterStas- jis yra utilizuojamas. NeuZterStas donorinis pienas yra iSpilstomas j specialius
indus ir uzkoduojamas. Tada pienas keliauja | pasterizatoriy, ir merkiamas | 62,5°C kar$cio
pasterizatoriaus vandens vonig 30 minuciy, kompiuteris davikliy déka stebi ir kontroliuoja
pasterizavimo procesa (5 pav.). Jam pasibaigus pienas yra greitai atSaldomas iki 4°C temperatiiros
ir antrg kartg uzSaldomas Saldiklyje. Tokiu btudu yra uztikrinama, jog pasterizacijos metu
patogeniniai mikroorganizmai buvo sunaikinti, o dél dvigubo uzSaldymo sunaikinamas ir

citomegalo virusas (CMV). Toks pienas laikomas —40°C temperatiiroje ne ilgiau kaip 6 mén.

4 pav. Pieno pasterizacija [46]

1.6. Pieno pasterizacija

Donorinis pienas yra geriausia iSeitis per anksti gimusiems kuidikiams, kol motina dar
neturi savo pieno. Kadangi Svieziu pienu naujagimj maitinti galima tik trumpa laika, donorinis

pienas yra pasterizuojamas, kad biity iSvengiamas bakterijy ir virusy perdavimas.
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Holder pasterizacija (HoP), yra pieno pasterizavimo btidas naudojamas pieno bankuose.

Pieno buteliukai yra Sildomi vandens voneléje 62,5°C 30 minuciy, o tada greitai atSsaldomi iki 4°C.
HoP procesas vykta taip:

1. Greito uzkaitinimo fazé
2. Pastovios temperatiiros palaikymo fazé

3. Q@reito atvésinimo fazé

2015 metais S. Landers ir K. Updegrove atliko tyrima, nustatyti piene esanc¢iy bakterijy augimag
mitybinése terpése. Tyrime dalyvavo 1213 pieno éminiy, kurie buvo paséti j dvi leksteles: pirmoji-
pasterizuotas pienas, antroji- pienas pries pasterizacija. Tokios 1ékstelés inkubuotos 48 valandas,
leidziant bakterijoms augti. Tik 7% i§ pasterizuoto pieno méginiy iSaugino jvairias bakerijy
kultiras, kai tuo tarpu 87% nepasterizuoto pieno méginiuose iSaugo Staphylococcus (4%
Staphylococcus aureus) kolonijos. 7% iSaugusiy bakterijy kolonijy pasterizuotame piene priklausé
Bacillus cereus, kuriy iSskiriami toksinai yra nepavojingi zmogui. [43]. Virusai HOP pasterizacija
taip pat yra sékmingai sunaikinami. Tai jrodé italy mokslininké M. Donalisio ityrus kaip ZIV,
CMV, ZPV degraduoja pasterizavus piena. [43] Pieno pasterizacija yra biitina, norint suteikti saugy

maistg kiidikiams, taciau pasterizacija galimai turi ir neigiamg efekta.

Yra atlikta nemazai tyrimy, siekiant iSsiaiskinti pasterizacijos jtaka pieno sudéciai, taciau
gaunama labai jvairiis rezultatai. Stai Michelle L. Baack ir jos kolegy atliktame tyrime JAV, stebint
ar pasikeicia riebaly rigséiy koncentracija po pasterizacijos, gauti rezultatai parodé tik ALA
rigsties sumazéjimg 3%. Nei ARA nei DHA poky¢iy nebuvo pastebéta [33]. Kitas, panasus tyrimas
nustatyti pasterizacijos jtaka pieno sudéciai, tiksliau angliavandeniams, atliktas Segura ir kolegy
taip pat nerodé¢ jokiy pokyciy [34]. Matuojant sIgA koncentracija daugiau tyrimy nurodé
koncentracijos sumazéjimg pO pasterizacijos, nors kartais tai ir nebuvo statistiSkai reikSmingi
rezultatai. Kity klasiy antikiiny koncentracijos, tokiy kaip IgM, IgG po pasterizacijos stipriai
sumazgjo, kartais net iSnykdavo. Laktoferino pokyciai tyrimuose matuoti jvairiais metodais ir
dauguma parodé jo 35%- 90% sumazéjima pasterizavus pieng. Lizocimas taip pat daugeliu atveju
sumazéjo nuo 20% iki 85% skirtinguose tyrimuose [35]. Sunku tiksliai ir vienareikSmiskai pasakyti
kokig jtakg pasterizacija daro pieno medziagoms dél tyrimams naudojamy skirtingy pasterizacijos

biudy bei metody iSmatuoti medziagy koncentracijas.
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5 pav. Pieno bankas Vilniuje [46]

1.7. NeiSneSioty naujagimiy mityba

Pries laikg gimusiy kadikiy mitybos, imuninés sistemos poreikiai yra kitokie. Jie taip pat yra
didesnéje rizikos grupéje vystymosi ir augimo sutrikimams atsirasti, bei susirgti sepsiu. O juos
pagimdziusioms motinoms, pienas pradeda gamintis pieno liaukoms galutinai nesubrendus, tad yra
manoma, kad tai gali turéti jtakos pieno sintezei ir sekrecijai, dél ko gali skirtis baltymy kiekis ir
fermentinis aktyvumas lyginant su laiku pagimdziusiomis moterimis.

Pries laika pagimdziusiy (<37 savaifiy) motery piene yra didesné koncentracija baltymy,
riebaly, daugiau natrio, magnio, gelezies, maziau kalcio. Baltymy, riebaly koncentracijos po keliy
savaiCiy susivienodina su laiku gimdziusiy piene esanéiy medziagy koncentracijomis. PrieSingali
yra su laktozés koncentracija: pragjus kelioms savaitéms po gimdymo ji labai stipriai iSauga.
Bioaktyviy molekuliy, tokiy kaip citokiny, augimo faktoriy koncentracijos neisnesioty kidikiy
motinos piene yra didesnés, ypac prieSpienyje, o po 4 savai¢iy susivienodina su laiku gimdziusiyjy
[38]. Toks medziagy sudéties skirtumas lemia ir didesnj démesj neisnesioty kiidikiy mikrobiotali,
kadangi jy zarnyne yra labai daug Proteobacteria, Enterobacteriaceae, nemazai fakultatyviniy
anaeroby, taCiau nedaug Bifidobacterium ir Bacteroides jiems yra ypa¢ svarbu gauti visas
medZziagas, reikalingas suformuoti sveikg mikrobiota.

Motinos pienas yra pagrindinis maisto Saltinis, apriipinti neiSneSiota kudikj reikiamomis
maisto medziagomis ir uzkertant kelig galimiems sveikatos sutrikimams. Jeigu néra galimybés
maitinti kiidikj savos motinos pienu, donorinis pienas yra puiki iseitis. Ta¢iau mokslas jrodé, kad

nei motinos pieno, nei donorinio pieno, dél dazniausiai donuojamo jau subrendusio pieno, kuris
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skiriasi savo sudétimi, nepakanka labai mazo svorio (<1500 g) naujagimiams pilnai aprapinti
maistinémis medziagomis ir mikroelementais. Kai to nepakanka, naujagimio galvyté vystosi ir
auga léciau kaip ir pats naujagimis, dél skurdZzios mitybos galimi prastesni psichomotoriniai
geb¢jimai, neurologiniai sutrikimai, cerebrinis paralyZiu ir autizmas. Dél mineraliniy medziagy
trikumo galimi skeleto augimo ir kauléjimo sutrikimai. Barkerio hipotez¢ teigia, kad mazo svorio
naujagimiai taip pat yra didesn¢je rizikos grupéje susirgti koronarinémis Sirdies ligomis,
hipertenzija ir antro tipo diabetu, vélesniame gyvenime [39]. Norint uzkirsti tam kelig, jy mityboje
turi atsirasti ir papildai, praturtinantys pieng. Papildomos medziagos yra gaunamos i$ karvés pieno
arba motinos pieno, milteliniu arba skystu pavidalu. Jie yra ypac¢ reikalingi besimaitinantiems
donoriniu pienu, kuris biina ne toks kaloringas, turintis maziau baltymy, mineraly. Kol néra
zinoma pieno sudétis, negalime tiksliai pasakyti ko reikia, kad naujagimio mityba baty pilnaverté.
Negalime zinoti kokiy maistiniy medziagy yra per mazai, o kokiy per daug. Dél to iSsivysciusiose
pasaulio Salyse yra taikomas individualus motinos pieno praturtinimas priklausomai nuo atliktos
pieno sudéties analizes.

2016 metais VS] VULSKF VL Neonatologijos centre pradétas naudoti motinos pieno
sudéties analizatorius ,,Miris*, veikiantis infraraudonosios spektrofotometrijos principu. Siuo
analizatoriumi yra tiriamas pieno maistiniy medziagy kiekis bei jo energetiné verté.
Neonatologijos skyriuje taip pat yra gydomi pries laika gime¢ kudikiai, su kuriais guli ir jy mamos.
Todél yra puiki galimybé tirti pries laikg pagimdziusiyjy motiny piena, taip sudarant galimybes
ateityje sukurti Lietuvos motery pieno sudéties ,standartg”, pamatyti medziagy kiekiy
désningumus, bei patikrinti ar kiidikiams skiriamas maitinimas atitinka jy mitybos poreikius. Nors
pasaulyje tokios analizés atlickamos gana seniai, Lietuvoje tai yra naujové, tad prisidédama prie
Sio biomedicininio tyrimo, savo baigiamuoju magistro darbu sieksiu nustatyti prie§ laika
pagimdziusiy motiny pieno baltymy- laktoferino ir lizocimo koncentracijy skirtumus lyginant su
laiku pagimdZiusiy motiny. Taip pat nustatysiu ar pasterizacija paveikia ir kaip paveikia jy
koncentracijas tiek iSnesiotus, tiek nei$nesiotus kiidikius pagimdziusiy motiny piene. Tokiu biidu
padedant issiaiskinti, kaip individualiai praturtinti kiidikio mityba, norint uzkirsti kelig ligoms ir

padéti jiems tinkamai vystytis.
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2. Tiriamoji medziaga ir metodai

2.1. Tyrimo objektas, vieta ir laikas

Tyrimo vieta- V§] VUL Santaros kliniky filialas, Vaiky ligoniné (VL).
Tyrimo laikotarpis- 2018 m. rugsé¢jo meén. iki 2019 m. kovo mén.

Tyrimo populiacija- neiSneSiotus (< 32 sav., gimimo svoris < 15009) naujagimius

pagimdziusios ir savu pienu maitinan¢ios moterys, kuriy naujagimiai gydomi VS] VL

Neonatologijos centre. Ir iSneSiotus naujagimius (> 37 sav.) pagimdZiusios ir savu pienu

maitinancios moterys.

Tyrimo metodas- kiekybinis stebéjimo.

Tyrimo objektas- motinos ir jy pieno méginiai.

2.2. Tyrimo Kkriterijai

Itraukimo j tyrimg kriterijai:

1.

Moterys, pagimdziusios < 32 sav. gestacinio amziaus ir < 1500 g svorio neiSneSiotus
naujagimius;

Moterys, pagimdziusios normalaus svorio pagal esamg néStumo trukme naujagimius, kai
néstumas truko >37 savaites;

Moterys, galin€ios nutraukti pieng daZniau nei 4 kartus per para.

Neijtraukimo j tyrima kriterijai:

1.

Moterys sergancios mastitu, I ir II tipo cukriniu diabetu, onkologinémis ligomis, 1étinémis
infekcinémis ligomis (hepatitas B, C, 71V, tuberkulioze);

Daugiavaisio néStumo atvejai,

Nepatvirtinty diety besilaikan¢ios moterys;

Motinos, kurios negali nutraukti pieno dazniau nei 4 Kartus per para;
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2.3. Tyrimo metodai

1. Pirmiausiai buvo siekiama nustatyti motinos pieno mikroorganizmy jvairove, tai buvo
padaryta kiekybiniu mikrobiologiniu pasélio metodu. Pieno éminys kalibruota mikrobiologine
kilpele iSs¢jamas ant mitybiniy terpiy pavirSiaus. Po inkubacijos skai¢iuojamos iSaugusios
kolonijos ir identifikuojami mikroorganizmai.

2. Laktoferino ir lizocimo koncentracijoms motinos piene nustatyti buvo naudojamas
imunofermentinis ELISA metodas panaudojant komercinius Human Lactoferrin  ELISA
(BIOVendor, Cekija) ir CircuLex Human Lysozyme ELISA (MBL, Japonija) rinkinius.

ELISA metodo esmé- susidare Ag- Ak imuniniai kompleksai yra zymimi fermentu zymétu
rusiai specifiniu izotopiniu antiktinu (konjugatu). Po inkubacijos pridedamas substratas. Fermentas
skaido substrata, d¢l ko matome spalving reakcija, kuri jvertinama matuojant reakcijos tirpalo
optinj tankj. Spalvos intensyvumas yra proporcingas antigenui specifiniy antikiiny koncentracijai
meéginyje. ELISA atliekama specialiose mikroplokstelése, turinCiose 96 Sulinélius, todél reikalingi
nedideli reakcijos komponenty kiekiai. Yra keletas ELISA varianty: netiesioginé, tiesioging,
»sumustinio”“ (angl. sandwich) tipo. Lizocimas ir laktoferinas motinos piene yra nustatomi
imunofermentiniu ELISA ,,sumustinio” tipo metodu. Sio metodo metu imobilizavus pirminj Ak,
pridedamas Ag, specifinis méginyje esanciam Ak. Nuplovus Ag pertékliy pridedamas konjuguotas
Ak, specifinis pries tai jdétam Ag. Pakartotinai nuplovus pertekliy, galiausiai idedamas substratas,
kuris bus skaldomas fermento ir priklausomai nuo susidariusio imuninio komplekso kiekio, bus

matoma spalviné reakcija.

Pirminio Ak Ag Konjuguoto Ak  Substrato jdéjimas,
imobilizavimas pridéjimas pridéjimas signalo detektavimas
P P AN 2N
S \ \/ \/ .
< £ 7 - “\\ - E
< N 'Z\; S & ) S E
P P P I = £
-~ \ l \, 1 \, ¢ Analyte Concentration

Plovimas Plovimas

6 pav. ELISA sumustinio tipo metodas [47]
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2.4. Eminiy paruo$imas

2.4.1. Pieno éminiy paruoSimas

» Pieno paséliui atlikti prie§ paimant éminj, motina $iltu vandeniu ir muilu nusiplauna rankas
ir kruops¢iai apiplauna kriities spenelius, i§ kuriy bus imamas pienas. Eminys steriliame
vienkartiniame inde transportuojamas i laboratorija, kur sutikrinus duomenis galima pradéti
tyrimg.

» Pieno baltymy bei pasterizacijos jtakai tirti méginiai:

a) Pieno éminiai < 10 ml atneSami j laboratorija ant ledo, nucentrifuguojami 500 x g 4°C
15 min. Supernatantas uzSaldomas -80° C iki tyrimo. (7 pav.)
b) Prie§ tyrimg méginiai yra at$ildomi ir dar kartg nucentrifuguojami 800 x g 10 min.

Tyrimams surinkama skystoji frakcija, kilpele nugriebiant susidariusj rieby virSutinj

sluoksnj. (8 pav.)

7. pav. Pieno éminiai

32



8 pav. Pieno méginiy paruoSimas

a) PraskiedZiame pieno méginius:

I.  Laktoferino koncentracijai nustatyti naudotas praskiedimas- 100 000x:

A- 4 pL méginio + 396 uL. skiedimo buferio (100x);
B- 4 uL A méginio + 396 pL. skiedimo buferio (100x);
C- 24 uL B méginio + 216 uL skiedimo buferio (10x);

Il.  Lizocimo koncentracijai nustatyti naudotas praskiedimas - 500 000x:

A- 2 pl méginio + 48 pul skiedimo buferio (25x)
B- 2 pl A méginio + 198 pl skiedimo buferio (100x)
C- 1 pl B méginio + 199 ul skiedimo buferio (200x)

2.4.2. Laktoferino standartiniy méginiy paruoSimas

1 lentelé. Laktoferino standartiniy méginiy paruoSimas

Standartinio méginio kiekis Skiediklio kiekis Koncentracija
Turimas kiekis - 80 ng/ml
250uL turimo kiekio 250uL 40 ng/ml
250uLis 40ng/ml 250uL 20 ng/ml
250uL is 20 ng/ml 250uL 10 ng/ml
250uL is 10 ng/ml 250uL 5 ng/ml
250uL i$ 2,5 ng/ml 250uL 2,5 ng/ml
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2.4.3. Lizocimo standartiniy méginiy paruoSimas

2 lentelé. Lizocimo standartiniy méginiy paruoSimas

Standartinio méginio Skiediklio Koncentracija
kiekis kiekis
Std.0 50 pL standarto (128 200 puL 25,6 ng.ml
ng/ml)
Std.1 60 uL Std. 0 (25,6 pg/ml) 540 pL 2560 pg/ml
Std.2 300 uL Std. 1 (2,560pg/ml) 300 pL 1280 pg/ml
Std.3 300 pL Std. 2 (1,280pg/ml) 300 puL 640 pg/ml
Std.4 300 pL Std. 3 (640pg/ml) 300 pL 320 pg/mi
Std.5 300 pL Std. 4 (320pg/ml) 300 pL 160 pg/ml
Std.6 300 pL Std. 5 (160pg/ml) 300 puL 80 pg/ml
Std.7 300 pL Std. 6 (80pg/ml) 300 pL 40 pg/ml
Tus¢ias 300 uL 0 pg/mi

1. Pieno pasélio tyrimui reagentai ir mitybinés terpés yra paruosti naudojimui.

2.4.4. Reagenty paruoSimas

2. Laktoferino nustatymui reikia pasiruosti:

a) Biotinu zyméta antikiiny tirpalg (1 plokstelés stulpeliui: 10 uL biotinu Zyméto antikiiny

koncentratot+ 990 pL biotino-Ak tirpalo, 6 stulpeliams- 60 pL biotinu zyméto antikiiny

koncentratot 5,940 uL biotino-AK tirpalo).

b) Plovimo buferj (900ml distiliuoto vandens+ 100ml plovimo tirpalo koncentrato).

3. Lizocimo nustatymui reikia paruosti:

a) Plovimo buferj (900ml distiliuoto vandens+ 100ml plovimo tirpalo koncentrato).

a) Isséjimas:

2.5.  Tyrimo atlikimas

2.5.1. Pieno pasélio tyrimo eiga ir vertinimas:
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- sterili 1l mikrobiologiné kilpelé panardinama j indg su éminiu, kuris gerai iSmaiSomas;

- vienas lasas éminio kilpele uzneSamas ant 5% kraujo agaro terpés, braukiant bruksnj per

visg Petri 1¢kstelés diametrg nuo virsaus iki apacios;

- nuo briik$nio virSaus skresiniais judesiais éminio lasas i$sklaidomas per visg lékstelg; (9

pav.)

- tuo paciu metodu uzs¢jamos MacConkey ir Manitolio-druskos agaro lékstelés.

b) Léksteliy inkubavimas:

==

|

=

=

9 pav. S¢jimo biidas

3 lentelé. Léeksteliy inkubavimas

Inkubavimo salygos
Terpés pavadinimas
Temperatiira Trukmeé
5% kraujo agaras +35 °C, CO2 atmosferoje 24-48 val.
MacConkey agaras +35 °C 18-24 val.
Manitolio-druskos agaras +35 °C 24-48 val.

C) Mikroorganizmy identifikavimas:

- po inkubacijos apzitrimos 1ékstelés, vertinamas bakterijy augimas, tepinélis dazomas

Gramo budu, vertinamas:

e Gram(+) judriy lazdeliy kolonijos su nedidele beta-hemolize ant kraujo agaro

leidzia jtarti Listeria monocytogenes, kurios duoda teigiamg katalazés reakcija.

Ant Oksfordo listerijy agaro jos auga juodomis kolonijomis. Galutinis bakterijy

kultoros patvirtinimas atliekamas mikrobiologiniu analizatoriumi VITEK 2;

e Gram(-) lazdeliy augimas ant MacConkey ir kraujo agaro rodo, kad jos

priklauso Enterobacteriaceae Seimai;

e Gram(+) koky kolonijos su nedidele beta hemolize ant kraujo agaro leidzia jtarti

B grupés streptokokus;
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e (Gram(+) koky augimas ant Manitolio druskos ir kraujo agaro leidzia jtarti
stafilokokus.
- nustacius mikroorganizma, atlickamas jautrumo antibiotikams nustatymas;
d) Kolonijy skaiciavimas:
Rezultatas iSreiSkiamas kolonijas sudaranéiais vienetais 1-ame mililitre (KSV/ml):
- jei 1éksteléje yra < 6 kolonijos, tai atitinka < 10 000 (10® KSV/ml arba 105 KSV/I);
- jei léksteléje yra nuo 6 iki 60 kolonijy, tai atitinka 10 000 — 100 000 (10*-10° KSV/ml
arba 107-108 KSV/I);
- jei léksteléje yra > 60 kolonijy, tai atitinka >100 000 KSV/ml (>10° KSV/ml arba >108
KSV/I).
e) Tyrimo laikas:
- Neigiamy pieno paséliy atsakymai atiduodami po 48 val. nuo tyrimo pradzios, teigiamy
po 48 -72 val.
f)  Rezultaty vertinimas:
e Motinos piene neturi biiti jokiy patogeniniy bakterijy, tokiy kaip B grupés streptokoky,
listerijy ar salmoneliy.
e Klinikai svarbu, kai S. aureus augimas >10° KSV/ml arba >108 KSV/I.
e Neéra apribojimy bakterijy skaiciui, jei auga vien tik normali odos mikroflora (plazmos
nekoaguliuojantis stafilokokas ar alfa-hemolizinis streptokokas).
e Klinidkai svarbu, kai Enterobacteriaceae bakterijy augimas >10° KSV/ml arba >10°
KSVI/I.

2.5.2. Laktoferino ir lizocimo tyrimo eiga

Laktoferino ir lizocimo tyrimui yra naudojamos plokstelés su 96 Sulinéliais, padengtais
monokloniniais antikiinais. Viena plokstel¢ yra padengta antikiinais, specifiniais Zmogaus
lizocimui, kita- laktoferinui. Standartai ir méginiai yra jpilami j Sulinélius. Juose esantys antikiinai
sukimba su Ag Sulinélivose. Toliau yra nuplaunamos nesulipusios medziagos ir pridedamas
konjugatas, specifinis antiktinui, sukibusiam su Ag. Vykdomas plovimas, paSalinti neprikibusj
konjugata. | likusj méginj pridedama H202-tetrametilbenzidino substrato (10 pav.). Reakcija
sustabdoma pridedant riig§taus tirpalo. Gautas produktas yra matuojamas 450 nm bangos ilgio
sugertyje (11 pav.) (priedas 2). Sviesos absorbcija yra proporcinga lizocimo/laktoferino
koncentracijai.
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10 pav. Méginiy paruoSimas

Ipilti po 100pL méginio j Sulinélius
Inkubuoti 60min kambario temperattiroje

Nuplauti Sulinélius
Pridéti 100uL streptavidino-HRP (angl. horseradish peroxidase) konjugato lizocimui/

biotinu Zyméta Ak tirpala — laktoferinui
l Inkubuoti 60min kambario temperatiiroje

Nuplauti Sulinélius

l Inkubuoti 10-20 min. kambario temperatiiroje

Pridéti 100uL substrato

l

Pridéti 100uL stop reagento

Matuoti absorbcijg prie 450nm.
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Suaertis. 450 nm

11 pav. Absorbcijos matavimas

Nustatyti méginiy koncentracijas yra braizoma standartiné kreivé, atidedant absorbcijos (Y)

ir lizocimo/laktoferino standartiniy méginiy koncentracijy reiksmes (X). (12 pav.)

Laktoferino standartiné kreivé Lizocimo standartiné kreivé

25

an -
20 /
15 /

Sugertis, 450 nm

L0 f’
0. /
0.5
oE /r
o e S o.u-'./'
1 [ 100 [} 500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000
Laktoferino koncentracija (ng/mL) Lizocimo koncentracija (pg/mL)

12 pav. Standartinés kreivés [56, 57]

2.6. Tyrimo glaudumo jvertinimas

Tyrimo metu buvo matuojamas tyrimo glaudumas dienoje ir tarp dieny. Glaudumas- tai

nepriklausomy tyrimy rezultaty tarpusavio atitikties artumas, gautas nurodytomis salygomis.
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Glaudumas dienoje jvertintas atliekant 5 méginiy koncentracijy matavimus dublikate.
Glaudumas tarp dieny jvertintas atlickant pakartotinj 5 méginiy koncentracijos nustatyma
skirtingomis dienomis. Tyrimo, nustatancio laktoferino koncentracijg, glaudumas dienoje (angl.
Intra-assay Precision) — 3,1 %, tyrimo glaudumas tarp dieny (angl. Inter-assay Precision) — 5,6
%. Pagal nurodytas reikSmes tyrimo metodikoje (dienoje- 3,2-3,4%; tarp dieny: 4,5-6,2%),
rezultatai atitiko reikalavimus. Tyrimo, nustatan¢io lizocimo koncentracijg, jvertintas
glaudumas dienoje (angl. Intra-assay Precision) — 5,7 %, tyrimo glaudumas tarp dieny (angl.
Inter-assay Precision) — 6,0 %. Palyginus su duotomis glaudumo ribomis tyrimo metodikoje

(dienoje: 4,7-8,2%; tarp dieny: 4,1-6,1%), rezultatai atitiko rekomendacijas.

2.7. Statistiné duomeny analizé

Tyrimo duomeny ir rezultaty analizei buvo naudota statistiné R commander programa (3.5.2
versija, 2018 metai). Visi duomenys laikyti statistiSkai reikSmingi, kai p< 0,05.

Medziagy koncentracijy pasiskirstymui pavaizduoti buvo pasirinktos staciakampés (angl. box
plot) ir taskinés (angl. dot plot) diagramos. Staciakampiy diagramy horizontalioje aSyje yra
nurodomos tiriamyjy grupés, vertikalioje- kiekybinio kintamojo reik§mes. Sta¢iakampe diagrama
sudaro staciakampis, apimantis 50% reikSmiy aplink mediang ir besitesian¢ios vertikalios linijos,
kurios parodo visas reikSmes nuo maziausios iki didziausios. Staciakampio pradzia yra pirmasis
kintamojo reikSmiy kvartilis, pabaiga- treciasis kvartilis. Horizontali linija sta¢iakampyje nurodo
medianos reik§me- antrajj kvartilj. Uz staciakampés diagramos vertikaliy linijy esantys taskai yra
vadinami isskirtimis.

Palyginti laktoferino ir lizocimo koncentracijoms tarp I ir II grupés motinos pieno buvo
pasirinktas neparametrinis Mano-Vitnio-Vilkoksono rangy sumy kriterijus (angl. two sample
Wilcoxon test). Sis testas atliktas dél duomeny pasiskirstymo ne pagal normaluyjj skirstin;.

Korealiacijai tarp laktoferino ir lizocimo iSmatuoti buvo pasirinktas Spirmeno (angl. Spearman)
korealiacijos koeficientas. Sis koeficientas naudojamas matuoti ry3io stiprumui tarp kintamyjuy,
kurie netenkina normalumo salygy. Grafiniam korealiacijos vaizdavimui nubraizyta taskiné
korealiacijos diagrama (angl. scatter plot). Pagal Sig diagramg galima nustatyt] kintamyjy rysj:
koreliacija yra neigiama, kai taskai i$sidésto grupuojantis i$ virsutinio kairiojo kampo link apatinio
deSiniojo. Korealiacija teigiama- kai taSkai grupuojasi i$ apatinio kairiojo- j virSutinj desinjjj
kampa. Korealiacijos stiprumas vertinamas pagal koeficienta r, 0 jo statistinis reikSmingumas pagal

p reikSme.
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3. TYRIMO REZULTATAI

3.1. Tiriamyju grupiy ypatybés

Tyrimo metu buvo surinkti 42 motinos pieno méginiai, kurie tolimesniems tyrimams buvo
suskirstyti:
1) 1gr. motinos, pagimdziusios neiSnesiotus naujagimius(<32 sav) ir jy pieno éminiai (n= 22); 1l
gr. motinos, pagimdZiusios iSnesiotus naujagimius ir jy pieno éminiai (n= 20) (13 pav.)

2) Pagal pasterizacijg: prie§ pasterizacija/ po pasterizacijos.

Pieno eminiai

Il grupe
48%

Wl grupe

M |l grupé

13 pav. Pieno éminiy grupés

3.2. Pieno mikrobiotos nustatymas

Atlikus pieno pasélio prie$ pasterizacija tyrimg, buvo rasta: plazmos nekoaguliuojancios

Staphylococcus spp. bakterijos ir Staphylococcus aureus. (14 pav.)
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Staphylococcus spp. Staphylococcus aureus

14 pav. Mikroorganizmy rasys pieno méginiuose

Sugrupavus pieno méginius j dvi grupes, I grupéje buvo rasta 15 méginiy su plazmos
nekoaguliuojan¢iom Staphylococcus spp. bakterijom ir 1 méginys su Staphylococcus aureus. 11
grupéje buvo rasta 9 méginiai Su plazmos nekoaguliuojan¢iom Staphylococcus spp. bakterijomis
ir 3 méginiai su Staphylococcus aureus.(15 pav.)

15
H Staphylococcus spp
M Staphylococcus aureus
9
3
: -

| grupe Il grupé
grup Grupés grup

16

14

12

10

Pieno méginiai (vnt.)
(o)} (o)

S

N

15 pav. Mikroorganizmy nustatymas I ir II grupése

Pieno pasélio rezultatai buvo jvertinti ir KiekybiSkai. Rezultatai parodé, kad i§ méginiy,
turin¢iy plazmos nekoaguliuojancias Staphylococcus spp. bakterijas, augimas buvo jvertintas arba
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10% KSV/ml, arba 10* KSV/ml. Méginiy su 10* KSV/ml augimu i viso buvo 16, is jy- 11 priklausé
I grupei, 5- II grupei. Méginiy su bakterijy augimu jvertintu 10* KSV/ml i§ viso buvo 8, tarp jy- 4
I grupés ir 4 11 grupés. (16 pav.)

12

10

Pieno méginiai (vnt.)
[e)]

| grupeé Il grupe

Grupés
16 pav. Plazmos nekoaguliuojanciy Staphylococcus spp. bakterijy augimas

S. aureus isaugo 4 méginiuose: 2 i3 jy buvo jvertinti augimu 10® KSV/ml ir 2- 10* KSV/ml,
pastarieji abu priklausé II grupei, o jvertinty 103 KSV/ml, vienas méginys I grupés, vienas- Il

grupés. (17 pav.)

2,5
2
2
£ 15
= M 10*3
? !
£ M 10*4
o
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2
a
0,5
0
0
| grupe Il grupé
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Apskaiciavus bendrg bakterijy augimg pieno méginiuose buvo gauta, kad 57% visy méginiy
pries pasterizacijg turéjo plazmos nekoaguliuojanc¢ias Staphylococcus spp. bakterijas. IS jy 62%
buvo I grupés pieno méginiuose ir 38%- II grupés. 9,5% pieno méginiy iSaugo S. aureus bakterijos.
IS ju 75% buvo II grupés pieno méginiuose, 25%- [ grupés. KiekybiSkai plazmos
nekoaguliuojancios Staphylococcus spp. bakterijy augimas 10* KSV/ml sudaré ~33% visy
Staphylococcus spp. bakterijas iSauginusiy méginiy, o 103 KSV/ml ~67%. S. aureus augimas
pasiskirsté po lygiai: 50% 10 KSV/ml ir 50% 10* KSV/m.

Korealiacijos tarp mikrobiologinio bakterijy augimo pieno méginiuose ir kidikio

iISneSiojimo laiko nerasta- r= 0,234 , kai p=0,1359.

3.3. Laktoferino koncentracijos nustatymas

IStyrus laktoferino koncentracija pieno méginiuose buvo nustatyta, kad I grupés méginiuose
laktoferino koncentracija yra didesné nei II grupés. Taciau duomenys statistiSkai reikSmingai
nesiskyré (p=0,198). I grupéje laktoferino koncentracija svyravo nuo 0,7 iki 4,5 mg/ml, kai

mediana- 3,0 mg/ml. II grupéje- 0,9- 4,3 mg/ml, kai mediana- 2,4 mg/ml. (18 pav.)

| grupé Il grupe

L

Laktoferino koncentracija [mg/ml)
[
L

Laktoferino koncentracija {mg/ml)
L]

18 pav. Laktoferino koncentracija pries pasterizacija

IStyrus pieno méginius po pasterizacijos buvo nustatyta, kad II grupés méginiuose
laktoferino liko 0,001- 0,06 mg/ml, kai mediana 0,01 mg/ml. I grupés méginiuose svyravo nuo
0,001iki 0,1 mg/ml, mediana- 0,015 mg/ml (19 pav.). Duomeny skirstinys tarp laktoferino
koncentracijy statistiSkai reikSmingai nesiskiria (p= 0.297).

43



| grupé Il grupé

:% 012 _. 007
E o1 o o i’ 0.06 °
R L L4 < 005 ° °
S 008 ° ey
.g 2 0.04 ®
S 0.06 { ] =
o L] S 003 .
c 004 L ] g
= P g 002 ° °
=]
£ 0.02 ° ° e ° 2 o001 ° ° ° e o
= 0 . 0%e® eoe % o L® e ® o e e o o
= 0 5 10 15 20 25 = 0 5 10 15 20 25
5 o i [
Méginio numeris - Méginio numeris

19 pav. Laktoferino koncentracija po pasterizacijos

Tyrimo metu gauti rezultatai jrodé, kad pasterizacija daro jtakg laktoferino koncentracijai
(20 pav.). Palyginus laktoferino koncentracijas prie$ pasterizacijg ir po, neiSskiriant kadikio
iISneSiojimo laiko, matomi rezultatai, jrodantys stipry ir statistiSkai reikSminga (p<0,0001)
koncentracijos sumaz¢jimg po pieno pasterizavimo. Nuo medianos 2,9 mg/ml pries pasterizavimg

iki 0,01 mg/ml po pasterizavimo. Laktoferino koncentracija po pasterizacijos sumazéjo 99%.
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20 pav. Laktoferino koncentracija iSnesioty ir neiSnesioty naujagimiy motinos piene

3.4. Lizocimo koncentracijos nustatymas

Atsizvelgiant | kudikiy i$neSiojimo laikg buvo istirta ir lizocimo koncentracija motinos
piene. Motiny, i$nesSiojusiy kidikius piene lizocimo koncentracija varijuoja nuo 4,4-77,3 pug/mi,
kai mediana- 13,65 pg/ml. Neisnesiojusiy kudikiy- 5,4-84,5 pg/ml. Mediana- 11,9 pg/ml. (21 pav.)
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Lizocimo koncentracijos ribos | grupés méginiuose yra Siek tiek didesnés, nei Il grupés, nors

rezultatas néra statistiSkai reikSmingas (p= 0, 3751).
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21 pav. Lizocimo koncentracija pries pasterizacija

Pasterizavus pieng, lizocimo koncentracija sumazéjo. Pateiktoje (22 pav.) diagramoje
matoma, kad i$neSiojusiy kadikius motiny piene jo buvo rasta- 4,5- 39,8 pg/ml, mediana- 8,8
pg/ml. Neisnesiojusiy- 3,7- 69,5 pg/ml. Mediana- 7,20 pg/ml.
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22 pav. Lizocimo koncentracija po pasterizacijos

Tyrimo duomenimis pasterizacija sumazino ir lizocimo koncentracija motinos piene. IS
gauty rezultaty (23 pav.) matoma, kad mediana nepasterizuotame piene yra 12,4 pg/ml, o po
pasterizacijos sumazéja iki 7,8 pg/ml. Skirtumai tarp koncentracijy yra statistiSkai reikSmingi

(p<0,001), taigi galime teigti, kad dél pasterizacijos piene lizocimo koncentracija sumazéja 37%.
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23 pav. Lizocimo koncentracija iSnesioty ir nei$neSioty naujagimiy motinos piene

Taip pat tyrime buvo matuota koreliacija tarp nepasterizuoty I1 grupés méginiy laktoferino
ir lizocimo koncentracijy. r= 0,237, kai p= 0,1357 (statistinés reikSmés neturi). Koreliacijos néra.
(24 pav.)
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24 pav. Lizocimo ir laktoferino korealiacija
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4. REZULTATU APTARIMAS

Tyrimo metu buvo siekiama nustatyti kokios bakterijos kolonizuoja motinos pieng ir ar jy
augimas priklauso nuo kudikio iSneSiojimo laiko. Ar pasterizacija daro jtaka motinos pieno
baltymy laktoferino ir lizocimo koncentracijai. Taip pat nustatyti $iy baltymy kiekybinius
skirtumus i8$neSiotus ir neiSnesSiotus naujagimius pagimdziusiy motiny piene. Suskirs¢ius éminius
j dvi grupes: | gr.- motinos, pagimdziusios neiSneSiotus naujagimius (<32 sav.) ir jy pieno méginiai
ir Il gr.- motinos, pagimdziusios iSneSiotus naujagimius ir jy pieno méginiai, medziagy
koncentracijoms iSmatuoti buvo panaudotas imunofermentinis ELISA metodas (Human
Lactoferrin ELISA ir CircuLex Human Lysozyme ELISA), bakterijy augimui jvertinti-
mikrobiologinis pasélio tyrimas.

Atlikus pieno pasélio tyrima, buvo rastos: plazmos nekoaguliuojancios Staphylococcus spp.
ir Staphylococcus aureus bakterijos. Jy augimas varijavo leistinose ribose: Staphylococcus spp.
103-10* KSV/ml, o S. aureus iki 10° KSV/ml. Kity autoriy tyrimuose pvz.: Ted Jost tyrime apie
mikroorganizmy perdavimg kuidikiui per motinos pieng ir M.P. Heikkild ir P.E.J. Saris tyrime apie
Staphylococcus aureus augimo pieno méginiuose slopinimg jrodyta, jog sveikos motinos piene
daugiausiai ir dazniausiai yra randamos Staph. epidermidis, Strep. salivarius, Strep. mitis,
Propionibacterium bei Enterococcus spp. bakterijos. Misy gauti rezultatai sutampa su kity
mokslininky tyrimais [53, 54]. Apskai¢iavus korealiacijos koeficientg tarp $iy bakterijy augimo ir
naujagimio iSnesiojimo laiko korealiacijos rasta nebuvo (p= 0,1359).

Neisnesiotus naujagimius pagimdziusiy motiny piene (I gr.) rasta laktoferino koncentracija
svyravo nuo 0,7 iki 4,5 mg/ml, kai mediana- 3,0 mg/ml. ISneSiotus naujagimius pagimdziusiy
motiny piene (II gr.)- 0,9- 4,3 mg/ml, kai mediana- 2,4 mg/ml. Rezultatai rodo tendencijg j didesng
laktoferino koncentracijg I grupés meginiuose, nei I grupés, tafiau Sie duomenys nebuvo
statistiSkai reikSmingi (p= 0,198). Panasis rezultatai gaunami ir kity mokslininky tyrimuose, pvz.:
Christie G. Turin, et al. tyrime apie laktoferino koncentracija, motiny pagimdziusiy mazo svorio
naujagimius. Cia i$neSiotus naujagimius pagimdZiusiy motiny piene laktoferino koncentracija
buvo 2,10+0,87 mg/ml. O nei$nesioty naujagimiy motinos piene- 3,55£0,90 mg/ml. Koncentracijy
skirtumai taip pat nebuvo statistiSkai reikSmingi (p= 0,49), tadiau didesnés koncentracijos
tendencija taip pat matoma [51].

ISmatavus lizocimo koncentracijg I ir II grupiy méginiuose gauti rezultatai: neiSnesioty

naujagimiy motinos piene jo koncentracija buvo 5,4-84,5 pg/ml, mediana- 11,9 pg/ml.
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Pagimdziusiy i$neSiotus naujagimius- 4,4-77,3 pg/ml, kai mediana- 13,65 pg/ml. Kadikio
iSnesiojimo laikas nedaro jtakos lizocimo koncentracijai (p=0,375). Palyginus gautus rezultatus su
kity mokslininky tyrimais, rezultatai buvo panass. Ya-Chi Hsu atliktame tyrime apie pokyc¢ius per
anksti gimusiy naujagimiy motinos piene buvo gauta, jog lizocimo koncentracija prie§ laika
gimdziusiy piene- 18,03 £ 7,88 pg/ml, laiku gimdziusiy- 15,71 £+ 7,78 pg/ml. Rezultatas taip pat
nebuvo statistiSkai reikSmingas (p= 0,468). [52]

Kad biity sunaikintos pieno méginiuose rastos bakterijos ir pienas biity saugus, jis buvo
pasterizuotas ir tada iSmatuoti laktoferino ir lizocimo kiekiai. Pasterizacijos poveikis laktoferinui
buvo stiprus: prie§ pasterizacija mediana buvo 2,9 mg/ml, po pasterizacijos- 0,01 mg/ml.
Duomenys buvo statistiSkai reikSmingi (p< 0,0001) ir parodé 99% laktoferino sumazéjimag
pasterizavus méginius. Taip pat pasterizavus pieno méginius lizocimo koncentracija sumazéjo nuo
12,4 pg/ml, iki 7,8 pg/ml, tai yra 37% (p< 0,001). Kiti duomeny Saltiniai, tokie kaip L. Christen
tyrimas 2013 m. Australijoje, parode, jog dél pasterizacijos lizocimo koncentracija sumazéjo 75%,
tai reiSkia, kad sumazéjo dvigubai daugiau, nei misy tyrime. Tuo tarpu laktoferino koncentracija
sumaz€jo iki 90% [32]. Skirtumas tarp Sio tyrimo ir L. Christen galimas dél skirtingo imties dydzio
ir motinos laktacijos periodo. Tacdiau abiejy tyrimy atsakymai rodo stipry koncentracijos

sumazéjima.
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5. ISVADOS

1. Bakterijy augimas nesusijes su kiidikio iSneSiojimo laiku. Pieno éminiuose pries
pasterizacija buvo rastos plazmos nekoaguliuojan¢ios Staphylococcus spp. ir
Staphylococcus aureus bakterijos. Jy kiekiai méginiuose nevirSyjo leistinos ribos:
Staphylococcus spp. 10%-10* KSV/ml, S. aureus iki 10° KSV/ml.

2. Laktoferino ir lizocimo koncentracija nepriklauso nuo naujagimio isneSiojimo laiko.

3. Pasterizacija reikSmingai sumazino laktoferino ir lizocimo koncentracijas pieno
méginiuose. Laktoferino koncentracija sumazéjo- nuo 2,9 mg/ml iki 0,01 mg/ml (99%, p<
0,0001). Lizocimo- nuo 12,4 pg/ml, iki 7,8 pg/ml (37%, p< 0,001).
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6. REKOMENDACIJOS

Motinos pienas - nepamainomas maistas ktudikiui. Jame esantys mikroorganizmai yra svarbiis
kiidikio vystymuisi, imuninés sistemos formavimuisi, o pats Zindymas teigiamai veikia ir moting.
Nesant galimybei maitinti kiidikj savu pienu, yra skiriamas donorinis motinos pienas. Kad pienas
buty mikrobiologiSkai saugus jis turi biiti pasterizuotas. Savo darbe nustaciau, kad dél
pasterizacijos poveikio reikSmingai sumazéja laktoferino ir lizocimo koncentracijos. Nepaisant
kiekio sumazéjimo, Siy baltymy piene lieka- lizocimo net iki 63%. Tad tiek likes laktoferinas, tiek
lizocimas, kaip buvo aptarta anksc¢iau, prisideda prie jvairiy patogeniniy mikroorganizmy augimo
slopinimo, geryjy Zarnyno bakterijy dauginimosi, imuninés sistemos kiirimo. Nors ir baltymy
koncentracijos sumazéja, yra zinoma, jog pasterizuotas pienas yra saugus naujagimiui maitinti, o
likusios medziagos po pasterizacijos veikia naujagimio naudai. Todé¢l kudikio zindymas, arba

maitinimas donoriniu motinos pienu yra skatinamas.
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PRIEDAS Nr.1

Kas gali dovanoti pieng?

Visos sveikos, per pirmus 6 laktacijos ménesius, pieng gaminanc¢ios moterys gali tapti motinos

pieno donorémis, i§skyrus Siuos atvejus:

Ritkymas ar kity tabako gaminiy vartojimas, nepriklausomai nuo kiekio.

Alkoholio vartojimas.

Narkotiky vartojimas.

Vartojant medikamentus, tinkamumas tapti donore svarstomas kiekvienu atveju

individualiai.

UZpildzZius sveikatos deklaracijg ir sutikimg tapti motinos pieno donore, laboratorijoje atliksime

Jusy kraujo iStyrimga deél infekeijy.

Moterys negali buiti motinos pieno donorémis, jei:

vartoja ar vartojo narkotines medziagas;

per paskutinius 12 ménesiy buvo perpiltas kraujas ar kraujo produktai;

per paskutinius 12 ménesiy buvo atlikta organy ar audiniy transplantacija;

per paskutinius 12 ménesiy yra pasidarg tatuiruote ar jsivérusios auskary (iSskyrus auskarus
1 ausis);

per paskutinius 12 ménesiy turéjo seksualiniy santykiy su galimais ZIV, ZTLV ar hepatito
nesiotojais, asmenimis, kurie naudojo SvirkStus nelegaliems narkotiniams preparatams
leistis ar serganciais hemofilija;

yra létiniy infekcijy nesiotojos, tokiy kaip ZIV, ZTLV, hepatitas B ar C, maliarija ar aktyvi
tuberkuliozé;

serga véziniais susirgimais;

maitinasi pagal nepatvirtintas dietas, kuriose triiksta svarbiy pagrindiniy maisto produkty.
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PRIEDAS Nr.2

Assay Procedure Summary

Antibody Coated Mcroliter Plale

Diue samples

Add Btandands and samples

:

100 ul
Prepare Wash Solution | I Ineubate st 37°C for 1 hour
> | Wash 5 |
Prepare Biotin Labeled
Antibody solution s
#&4d Biotin Labelied Antibody solulion
1IN 00
U ol & 37 C for 1 howr
| Wash 50 |

!

A Streptavidin HRP Conjugate
100

LY.

Incubse &1 37 C for 30 min

‘Wash fx

it Substrate Solution
100

=

al AT 'l 10 mim

At Stop Salution
100 i

il

Read absorbance and caioulate resulls
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