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Esipuhe

Tamd lisensiaattityd sisdltdd kirjallisuuskatsauksen, johon on koottu viimeisintd tietoa
didinmaidon koostumuksesta ja mikrobiologiasta. Pyrkimyksend oli tieteellisen tutkimuksen ohella
tehdd asiantuntijoille ja terveydenhuollon henkilokunnalle suunnattu selked suomenkielinen
yhteenveto didinmaitoon liittyvéstd tiedosta, silld viime vuosina on saatu runsaasti uutta tietoa
rinnan rakenteesta, maidon koostumuksesta ja mikrobiologiasta. Tavoitteena on my6hemmin
julkaista tdmdn pohjalta myds yleistajuinen teos didinmaidosta ja imetyksestd dideille ja kaikille
asiasta kiinnostuneille. Kirjoittaja on aiemmin tehnyt aiheesta yleistajuiset kirjoitukset Helsingin
Sanomien tiedesivuille (C13, 11.5.2002), Kaksplus-lehteen (sivut 6 - 10, 11/2002) ja Outi Gyldenin
toimittamaan "Suomalainen vauvakirja"-teokseen (sivut 247-250, Otava).

Lisensiaattityon kokeellinen osa, johon kirjallisuuskatsaus toimii samalla johdantona, perustuu
yhteen julkaistuun artikkeliin ja siihen liittyviin julkaisemattomiin jatkotutkimuksiin. Tekstissé

artikkeliin viitataan roomalaisella numerolla:

I Heikkild, M. ja Saris, P. 2003. Inhibition of Staphylococcus aureus by the commensal
bacteria of human milk. J. Appl. Microbiol. 95(3):471-478.

Julkaisemattomat jatkotutkimukset kasittavat Staphylococcus aureus-, Micrococcus luteus- ja
Listeria innocua -bakteereita vastaan antimikrobisia yhdisteitd tuottavien bakteerikantojen (n = 450)
sekd laktobasillien (n = 6) eristimisen &idinmaitondytteistdi (n = 141), osan isolaateista
tunnistamisen (n = 40), sekd inhibition testaamisen eri tavoin. Lisdksi kokeellisessa osassa on
kuvattu julkaisemattomat alustavat kokeet ja menetelmévertailut antimikrobisten yhdisteiden
konsentroimiseksi, puhdistamiseksi ja karakterisoimiseksi.

Tamd tutkimus tehtiin Helsingin yliopiston soveltavan kemian ja mikrobiologian laitoksella
vuosina 2000 — 2006 professori Per Sariksen ohjaamana. Vuosina 2002 — 2005 kirjoittaja tosin
hankki itselleen kenttdkokemusta kahden ditiysloman muodossa. Lisensiaattityon kirjoittaja
suunnitteli padosin artikkelissa (I) kuvatut kokeet ja teki laboratorioty6t, lukuun ottamatta Hemen
Ibrahimiltd, Anne-Marie Hollandilta ja Ossian Sarikselta saamaansa teknistd apua kantojen
eristdimisissd, inhibitiotestauksissa, DNA-eristyksissi, PCR-ajoissa ja RFLP-analyyseissa.
Kirjoittaja analysoi tulokset, kirjoitti artikkelin, suunnitteli padosin tdssa lisensiaattitydssd kuvatut
julkaisemattomat jatkotutkimukset ja teki laboratorioty6t lukuun ottamatta Anne-Marie Hollandilta

ja Hemen Ibrahimiltd saamaansa teknistd apua kantojen eristdmisissd, inhibitiotestauksissa, DNA-



eristyksissd ja PCR-ajoissa, sekd Matti Wahlstenilta saamaansa apua ja ohjeita CI18-
kiintedfaasiuutossa ja HPLC-menetelmén kaytossa.

Tutkimusta rahoittivat Helsingin yliopiston tutkimusrahasto, Suomen Akatemia, Viikki graduate
school for biosciences -tutkijakoulu, Jenny ja Antti Wihurin sdétio sekd Walter Ehrstromin sdtio,
joka mydnsi matka-apurahan. Tdmi tyd on osa Suomen Akatemian tieteelliseksi huippuyksikoksi

vuosina 2002 — 2007 valitun Mikrobivarantojen tutkimusryhmén toimintaa.

6. joulukuuta 2006

Mari Heikkila
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Tiivistelma

Aidinmaidon kemiallista koostumusta on viime vuosikymmenini tutkittu innokkaasti. Siiti on
16ydetty monia uusia yhdisteitd, jotka tuhoavat bakteereita ja viruksia, sekd edistdvét suoliston
toimintaa. Mikrobiologinen tutkimus sen sijaan on rajoittunut yksinomaan haitallisten ja tautia
aiheuttavien bakteerien ja virusten seulomiseen. Tdmé on tirkedd sairaaloiden didinmaitopankkien
kayttoturvallisuutta ajatellen, silld taudinaiheuttajat voivat olla vaarallisia etenkin keskosina
syntyneille vauvoille. Tosin rintamaidon aiheuttamat tulehdukset ovat harvinaisia.

Koska tdhdn mennessd tutkimukset ovat keskittyneet taudinaiheuttajien seulomiseen,
ithmismaidon luonnollista bakteerikoostumusta ei ole juurikaan selvitetty. Osittain timéd johtuu
pitkddn vallalla olleesta késityksestd, jonka mukaan didinmaito on steriilid. Vaikka maitondytteissa
on hyvin yleisesti, ja toisinaan erittdin runsaasti, harmittomia normaalibakteereita, niitd ei ole
pidetty kiinnostavina. Niiden on ajateltu pdédtyvin néytteisiin ulkopuolelta, 1dhinni rinnan iholta.

Tama tutkimus selvitti terveiden &itien rintamaidon normaalibakteeriston lajikoostumusta, sekd
niiden kykyé tuottaa antimikrobisia yhdisteitd taudinaiheuttajia vastaan. Satunnaisotannalla 40:std
didinmaitondytteestd eristetyistd 509:std anaerobisesti kasvaneesta bakteeri-isolaatista yli puolet oli
stafylokokkeja, ja ldhes kolmannes streptokokkeja. Mediaani-bakteeripitoisuus oli noin 600
pesdkettd muodostavaa yksikk6d millilitrassa. Yleisimmét lajit olivat tyypillinen ihobakteeri
Staphylococcus epidermidis sekd suubakteerit Streptococcus salivarius ja Streptococcus —mitis.
Viidestd nidytteestd 10ytyi maitohappobakteereita, Lactobacillus-, Lactococcus- ja Leuconostoc-
sukuisia lajeja, sekd kolmesta ndytteestdi enterokokkeja. Taudinaiheuttajista Streptococcus
agalactiae 10ytyi yhden, ja Staphylococcus aureus viiden &didin maidosta, mutta kaikkien vauvat
olivat terveiti. Aidinmaidossa mahdollisesti esiintyviit tautia aiheuttavat bakteerit eiviit siten
ndyttdisi aiheuttavan ongelmia terveelld vauvalla.

Keskeisin uusin 10ydos tdssd tutkimuksessa on, ettd didinmaidossa esiintyy yleisesti Staph.
aureus-, Listeria innocua- ja Micrococcus luteus -bakteerien kasvua estdvid normaalibakteereita.
Staph.  aureus on yleisin rintatulehdusbakteeri, joka voi aiheuttaa vakavia tulehduksia
vastasyntyneilld, kuten myds listeria. Bakteerikoostumuksen kartoittamisessa mukana olleista
ndytteistd noin 90 prosentissa esiintyi Staph. aureus -bakteerin kasvua hillitsevid, ja noin 40
prosentissa selvisti estdvid pesidkkeitd. Eristetyistd Staph. epidermidis -kannoista viidennes ja Str.
salivarius -kannoista puolet, sekd maitohappobakteereista ja enterokokeista kaikki estivét tai
hillitsivat Staph. aureus -bakteerin kasvua. Suuremmasta ndytemddrdstd (n=141) tehdyissa
jatkotutkimuksissa L. innocua-, Staph. aureus- ja M. luteus-bakteerien kasvua estdvid pesiakkeitéd

16ytyi vastaavasti 33, 41 ja 11 prosentista néytteita.



Viime vuosina ihmiselimiston normaalibakteeristo on noussut yleisesti kiinnostavaksi
tutkimusaiheeksi, silld sen on todettu torjuvan taudinaiheuttajia muun muassa suolistossa, suussa,
hengitysteissd, emaittimessd ja virsatichyissd. Tdmén tutkimuksen perusteella myds didinmaidon
bakteerit voivat estdd taudinaiheuttajia. Bakteeriterapiasta, jossa tautia aiheuttavat bakteerit
korvataan elimiston hyvilld normaalibakteereilla, toivotaan apuvilinettd erityisesti antibiooteille
vastustuskykyisten tulehdusbakteerien tuhoamiseen. Ideana on asettaa bakteerit sotimaan toisiaan
vastaan. Erityisen tehokkaita hoitoa ajatellen ovat bakteerikannat, jotka tuottavat taudinaiheuttajia
tappavia antimikrobisia yhdisteitd, kuten vetyperoksidia, bakteriosiineja tai happoja.

Téassd tutkimuksessa taudinaiheuttajia estdvistd didinmaidon isolaateista osa tuotti alustavien
kokeiden perusteella bakteriosiinien kaltaisia antimikrobisia yhdisteitd. Niistd kahden Lactococcus
lactis -maitohappobakteerikannan osoitettiin tuottavan nisiini-bakteriosiinia, jota kiytetdén yleisesti
elintarvikkeiden lisdaineena estdmissd mm. listeriabakteerien kasvua. Myods muiden bakteriosiinien
kaltaisten antimikrobisten yhdisteiden karakterisointi aloitettiin. Ty0ssd esitellddn tehtyjd alustavia
kokeita ja testattuja menetelmid, joiden avulla niitd yhdisteitd voidaan jatkossa tunnistaa.

Aidinmaito on maailman vanhin funktionaalinen eli terveysvaikutteinen elintarvike. TAma
tutkimus vahvistaa, etti se siséltdd myds probiootteja eli terveyttd edistivid bakteereita. Tami tyo
oli piddnavaus, jonka jdlkeen tutkijat ovat kiinnostuneet didinmaidon normaalibakteereista,

erityisesti maitohappobakteereista. Niille etsitdéin innokkaasti kdyttdd terveyden edistdjina.
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| Kirjallisuuskatsaus

1 Imetyksen anatomia

Murrosidssé naisen rinnat kasvavat (mammogenesis) sukupuolihormonien, estrogeenin ja proges-
teronin, ohjauksessa. Niihin muodostuvat jo tuolloin tyypilliset sisdrakenteet, puumaisesti haarau-
tuvat tichyet. Lopullisen kehityksen maitoa tuottavaksi rauhaseksi ja maitorakkuloiksi kdynnistavét

kuitenkin vasta raskauden aikaiset hormonaaliset muutokset (katsaus: Fendrick ym. 1998).

1.1 Rinnan ulkoiset osat

Rinnan ulkoiset osat ovat rinnasta kohoava néinni ja sitd ympérdivd tasainen ruskea ihoalue,
nénnipiha (kuva I.1). Nénnipiha ja ndnni tummuvat raskauden aikana, jolloin heikkondkdisen vasta-
syntyneen on helpompi 10ytdd imemiskohta.

Nénnipihassa on pienid, ympdrdivan ihon virisid kimmoisia nystyrditd, joita kutsutaan
Montgomeryn nystyiksi tai rauhasiksi. Ne kuuluvat ihon talirauhasiin. Montgomeryn nystyjé ei ole
16ydetty miehiltd. Nystyt ovat noin 1 — 2 mm kokoisia, niitd on 4 — 24 kehéssd ndnnin ympérilla
(Blech ym. 2004).

Montgomeryn nystyt kasvavat raskauden ja imetyksen aikana. Ne erittidvét liukastavaa 6ljymaisti
ainetta, joka suojaa imetyksen aikana ihoa ja pitdd sen joustavana ja kimmoisana. Niistd heruu myds
pieni midrd maitoa. Nystyjen toimintaa stimuloi luultavasti estrogeeni, toisin kuin muiden

talirauhasten, joiden kasvua kiihdyttda lahinni testosteroni (Blech ym. 2004).

NANNI N ANNIPIHA

MONTGOMERYN
NYSTYJA

Kuva 1.1 Valokuvassa rinnan ulkoiset osat: ninni ja sitd ympéroivd tumma ihoalue, ndnnipiha, seki

Montgomeryn nystyt.

11



1.2 Rinnan sisarakenteet

Naisen rinta, jota kutsutaan myds rintarauhaseksi tai nisdksi, koostuu maitoa tuottavista maito-

rauhasista ja rasvakudoksesta (kuva I.2). Sen alkuperd on sama kuin hikirauhasten.

Kuva 1.2 Valokuvaan piirrettynd imettdvin rinnan sisdrakenteet (Ramsayn ym., 2004 ja 2005
mukaan). Maito tuotetaan maitorauhasissa, joista se kulkeutuu maitotiehyitd pitkin nénniin.
Rasvakudosta on imetysaikana vdhemmén kuin normaalisti, silld suurentuneet maitorauhaset

tayttdvat rinnan. Maitorauhasten puumaisesti haaroittuva rakenne on esitelty tarkemmin kuvassa 1.3.

Maitorauhaset muodostavat rintaan 15-20 erillistd, itsendisesti toimivaa lohkoa, joiden vélilld on
sidekudosta ja rasvasoluja. Maitorauhasten rakenne muistuttaa haarautuvia puita, joissa runkoina ja
oksina ovat ndnnistd alkavat maitotichyet, ja lehtind ontelomaiset maitorakkulat eli alveolit (kuva
.3 D). Raskausaikana maitorauhaset kasvavat, jolloin koko rinta tdyttyy maidontuotantoon
tarvittavista yksikoistd (kuva 1.3). Samalla normaalisti rinnassa vallitsevien rasvasolujen miéra
viahenee. Vierotuksen jéilkeen apoptoosi eli ohjelmoitu solukuolema tuhoaa suurimman osan

maitorauhassoluista ja rasvasolut tulevat jélleen vallitseviksi (Cardiff ja Wellings 1999).
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Maitorakkuloiden sisédpinnalla on kerros erilaistuneita epiteelisoluja, jotka erittivdt maitoa
rakkulaan (kuva 1.3 D). Myoepiteelisolut verhoavat ulkopintaa. Ne supistuvat imetyksen aikana
lihassolujen tavoin, jolloin maito virtaa maitotiehyisiin (McManaman ja Neville 2003).

Myoepiteelisolujen ulkopuolella tyvikalvo ympérdi maitorakkulaa. Sen tehtdvénd on varmistaa,
etteivit erilaiset yhdisteet verisuonistosta ja soluvilitilasta padse maitoon. Rakkulan ulkopuolella on
hyvin kehittynyt vesisuoniverkosto ja tukirakenne, joka koostuu soluvéliaineen komponenteista,

sidekudossoluista (fibroblastit) sekd rasvasoluista (adiposyytit) (McManaman ja Neville 2003).

A) VERISUONISTO MYOEPITEELISOLU

/ |
D)
oo ®
'@ %
B) °e® .:': MAITO-| 75 v\ N\
w7 'O\
2 TIEHYT| " J 4y 6 RASVAHIUKKANEN (-
& \.. - EPITEELL |5
® e .s -

MAITOA

& N R AKKULA f ’\ TYVIKALVO

RASVASOLU SIDEKUDOSSOLU

Kuva 1.3 Maitorauhasen rakenne ja suurennos maitorakkulasta. A) Normaalisti maitorauhasen
tiehyet ovat inaktiivisia. B) Raskausaikana korkeat veren estrogeeni ja prolaktiinipitoisuudet saavat
solut jakautumaan aktiivisesti, jolloin maitotichyet haarautuvat lisdd ja maitorakkulat kehittyvat
pdihin. C) Imetysvaiheessa rakkulat tdyttyvdt maidosta. D) Maitorakkulaa esittdvassi
suurennoksessa nédkyvét sisdpinnan erikoistuneet epiteelisolut, jotka erittdvdt rakkulaan maidon
komponentteja, kuten proteiineja, laktoosia, kalsiumia ja rasvahiukkasia. Ulkopinnan myoepiteeli-
solut puristavat supistellessaan maidon eteenpdin maitotiehyisiin. Kuva on muokattu kirjan

Junqueira ja Carneiro (2003) ja artikkelin Cardiff ja Wellings (1999) kuvista.
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Imetyksen aikana maitorakkuloissa muodostunut maito kulkeutuu maitotichyiden kautta nanniin,
ja sieltd vauvan suuhun. Aiemmin on ajateltu, ettd maitotiehyissd on nénnipihan kohdalla erityisia
laajentumia, maitopoukamia, joissa on maitoa sdilossd imetyskertojen vélilli. Viimeisimmit
tutkimukset kuitenkin osoittavat toisin. Ramsayn ym. (2005) ultraddnitutkimukset paljastivat, etti
maitotichyet laajenevat tilapdisesti imetyksen yhteydessd, mutta palautuvat ennalleen sen jilkeen.
Maitoa ei varastoida ndnnin ldhelld olevissa isoissa tiehyissd, vaan se virtaa imetyksen loputtua
takaisin ylospdin pienempiin tiehyisiin. Anatomian kirjoissakin yleisesti kuvattuja maitopoukamia
ei siis ole olemassa.

Ramsay ym. (2004, 2005) pystyi myos hyvin tarkasti méérittdiméaan maitotichyiden méérin ja
rakenteen. Keskiméérin maitotiehyitd on yhdessd rinnassa 10, ja ne ovat noin 2 - 3 mm paksuja.

Maitotiehyet haaroittuvat hyvin nopeasti, jo ndnnipihan alueella, noin 8 mm pééssi nannista.

2 Imetyksen fysiologia

Maidontuotanto kdynnistyy kaksivaiheisesti. Alkuvaiheessa, joka tunnetaan myds nimelld
laktogeneesi I, rinnan solut valmistautuvat maidon tuottamiseen muuttamalla morfologiaansa eli
muotoa sekd metaboliaansa eli aineenvaihduntaa. Tuolloin maitorauhasissa muodostuvat
ensimmadiset maitopisarat, joita kutsutaan ternimaidoksi tai kolostrumiksi. Toinen vaihe,

laktogeneesi II, runsas maidontuotto, alkaa synnytyksen jalkeen.

2.1 Solujen erilaistuminen maidontuottoon (laktogeneesi I)

Laktogeneesin ensimméisen vaiheen morfologiset ja metaboliset muutokset alkavat jo
raskausaikana. Raskausajan hormonimuutokset, erityisesti korkeat veren estrogeeni- ja
prolaktiinipitoisuudet saavat maitorauhasten tichyiden ja rakkuloiden epiteelisolut jakautumaan
vilkkaasti. Tdmin seurauksena maitotichyet haarautuvat lisdd ja maitorakkuloiden méérd kasvaa
(kuva I.3 A-C) (McManaman ja Neville, 2003).

Hormonien ohella monet kasvutekijit sddtelevét raskausaikana maitorakkuloiden ja -tiechyiden
lisdéntymisti, epiteelisolujen jakautumista ja erilaistumista, sekd estidvit apoptoosia eli ohjelmoitua
solukuolemaa. Tiéllaisia ovat muun muassa epidermaaliset kasvutekijit (EGF), muuntavat
kasvutekijit (TGF), insuliinin kaltaiset kasvutekijit (IGF) ja tuumorinekroositekijit (TNFa)
(katsaus: Lamote ym. 2004).

Samaan aikaan morfologisten muutosten kanssa muuttuu myos maitorakkuloiden epiteelisolujen
aineenvaihdunta. Maitoproteiinien ja maidontuotannossa tarvittavien entsyymien geenien

ilmentyminen lisdéntyy, ja soluihin kertyy rasvaa. Rasvapisaroita, joita epiteelisolut erittavit
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imetysaikana maitoon, kertyy raskauden loppuvaiheessa niin paljon, ettd ne tdyttdvét solut ldhes
kokonaan (Neville ja Morton 2001).

Koska maitorakkuloiden epiteelisolut muuttuvat aktiivisesti erittdviksi, niiden solunsisdiset
organellit muuttuvat. Soluihin kehittyy runsaasti energiatehtaina toimivia mitokondrioita, seka
tehokasta eritystd varten laaja karkea endoplasmakalvosto, hyvin toimiva Golgin laite ja
eritysrakkuloita. Solut alkavat valmistaa maidon rasvoja sekd erittdd niitd ainutlaatuisen, vain
imetysaikana toimivan kuljetusreitin kautta. Myds muut eritysreitit kehittyvdt. Muutosten ansiosta
rinnasta tulee aktiivisesti erittdvd rauhanen (McManaman ja Neville 2003).

Osa maitorakkulan soluista kykenee jo raskausaikana erittimdin tiettyjd maidon komponentteja,
mikd voidaan havaita muun muassa laktoosi- ja alfa-laktalbumiinipitoisuuksien kohoamisena
veressd ja virtsassa. Eritysmekanismit ovat kuitenkin tdlloin vield epdtdydellisid (McManaman ja
Neville 2003).

Veren korkea progesteronipitoisuus estdd maidontuotannon ennen synnytystd. Loppuraskaudessa
rinnassa kuitenkin muodostuvat jo ensimmdiiset maitopisarat. Tdma "ensimaito", kolostrumi, ei
kuitenkaan vield vastaa koostumukseltaan tavallista &didinmaitoa. Se koostuu pddosin
immunoglobuliineista ja muista veren proteiineista, jotka suojaavat vastasyntynyttd tartunnoilta

(Neville ja Morton 2001).

2.2 Runsaan maidonerityksen kadynnistyminen (laktogeneesi Il)

Maidoneritys kidynnistyy yleensa neljdn pdivan kuluessa synnytyksestd. Tuolloin tapahtuu suuria
muutoksia didin hormonituotannossa, maidon koostumuksessa ja mairéssd, sekd maitorakkuloiden

epiteelisoluissa.

2.2.1 Hormonaaliset muutokset

Progesteronipitoisuuden  lasku  synnytyksen yhteydessd  kdynnistdd maidonerityksen.
Progesteronia on runsaasti istukassa, joten maidoneritys kdynnistyy vasta kun istukka on kokonaan
poistunut. Pitoisuuden nopeaa putoamista kuvaa, ettd se on 48 tunnin jidlkeen synnytyksestd noin 6
ng/ml, mutta 7 pdivén jilkeen endd 0,7 ng/ml (Rasmussen ja Kjolhede 2004).

Maidonerityksen aloittamiseen ja sen ylldpitoon tarvitaan ainakin prolaktiinia ja kohtuullinen
médrd glukokortikoideja (Nguyen ym. 2001). Muita maidontuotannon kéynnistymiseen
mahdollisesti vaikuttavia hormoneja ovat istukan laktogeeni sekd insuliini, mutta niiden
vaikutusmekanismeja ei tunneta (Nguyen ym. 2001, Neville ja Morton 2001).

Prolaktiini, joka saa raskausaikana rinnat valmistautumaan imetykseen, on tirkein

maidontuotannon ylldpitohormoni. Sitd erittyy imetyksen yhteydessd &idin aivolisdkkeen
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etulohkosta. Se edistdd maitorakkuloiden toimintaa, tiiviiden liitosten sulkeutumista (2.2.4) ja
maitoproteiinien ja laktoosin synteesid (McManaman ja Neville 2003). Ylipainoisilla ja lihavilla
naisilla imetyksen aiheuttama prolaktiinivaste on heikompi, mikd saattaa selittdd niilld useammin
esiintyvét ongelmat imetyksessé ja maidontuotannon viivdstymisen (Rasmussen ja Kjolhede 2004).

Glukokortikoidien tiedetddn prolaktiinin ohella olevan valttimattomid maidoneritykselle. Niiden
tarkkaa merkitystd ei tunneta, mutta niiden arvellaan olevan tirkeitd tiiviiden liitosten
sulkeutumiselle imetyksen alussa. Korkeatkaan glukortikoidien pitoisuudet eivdt kuitenkaan
yksinédédn edistd maidontuotantoa (Nguyen ym. 2001).

Oksitosiinihormoni on tarpeellinen maidon herumiselle. Sitd vapautuu &didin aivolisdkkeen
takalohkosta, kun vauva imee tai ndnnid stimuloidaan lypsdmalld. Se supistaa maitorakkuloiden ja
-tiechyiden myoepiteelisoluja, ja kdynnistdd siten maidon herumisen. Supistus alkaa keskimédirin
minuutin kuluttua imetyksen alkamisesta. Aiti kokee herumisen alkaessa usein nipistelyd, paineen
tunnetta rinnassa ja janoa (Ramsay ym. 2004).

Oksitosiinia vapautuu imetyksen aikana pulsseina vereen noin minuutin vilein. Ramsayn ym.
(2004) tutkimuksen mukaan useimmilla heruminen kdynnistyy imetyksen aikana moneen kertaan,
vaikka 4iti ei sitd tunnekaan. Imetyskerralla nautittu maitomaard on tilloin keskimddrdistd suurempi.

Tédma ei kuitenkaan vaikuta vauvan nauttimaan péivittdiseen maitomaaréan.

2.2.2 Maidon koostumuksen ja maaran muutokset imetyksen alkuvaiheessa

Imetyksen alussa maidon koostumus muuttuu muutamassa pidivdssd kolostrumista valmiiksi
maidoksi (kuva 1.4). Valmis maito sisiltdd paljon enemmaén laktoosia ja kaliumia, mutta vihemman
immunoglobuliinia, natriumia, kloridia ja seerumin proteiineja kuin kolostrumi. Suurin osa
muutoksista tapahtuu 72 tunnin kuluessa synnytyksestd (Neville ym. 1991).

Laktoosin méérd nousee vélittomasti syntymén jélkeen ja lopullinen valmiin maidon pitoisuus
saavutetaan 72 tunnin jilkeen synnytyksestd (kuva 1.4). Erittyvin immunoglobuliini A:n ja
laktoferriinin pitoisuudet kasvavat merkittdvisti synnytyksen jdlkeen ja pysyvét korkealla
ensimmaiset 48 tuntia, minka jélkeen ne laskevat nopeasti. Ndiden proteiinien méddrd on kuitenkin
koko imetysajan merkittdvi, noin 2 - 3 grammaa pdivéssi (eli 800 ml:ssa didinmaitoa) kumpaakin.
My0s oligosakkaridipitoisuudet ovat korkeat imetyksen alkuvaiheessa, jopa yli 20 g/l neljian pdivin
kuluttua synnytyksestd. Pitoisuus laskee kuitenkin kuukaudessa arviolta 14 grammaan litrassa
(Neville & Morton, 2001). Néiden yhdisteiden korkea méérd juuri imetyksen alkuvaiheessa on
mielekéstd, silld immunoglobuliinit, laktoferriini ja oligosakkaridit suojelevat vastasyntynytté

bakteeri- ja virustartunnoilta (Newburg ym. 2005, May 1984).
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Kuva 1.4 Muutokset maidon tilavuudessa ja eri ravinteiden méddrissd imetyksen alkuvaiheessa,

ensimmadisten 8 vuorokauden aikana. Muokattu artikkelin Neville ym. (1991) kuvasta.

Maidon méird muuttuu jyrkdsti imetyksen alkuvaiheessa varsinaisen maidontuotannon alettua.
Ensimmaéisend pdivdnd synnytyksestd maidon mdird on alle 100 ml, mutta se nousee arviolta 500
millilitraan neljdssd pdivissd. Ensimmaéisen kuukauden kuluessa midrd tasaantuu tyypilliseksi

imevén vauvan noin 800 millilitran pdivdannokseksi (Kent ym. 2006).

2.2.3 Maitorakkulan epiteelisolujen eritysreitit

Maitorakkkuloiden epiteelisolut tuottavat yhdisteitd maitoon viittd eri eritysreittid pitkin, mutta
niistd parasellulaarinen (kappale 2.2.4) on suljettuna imetyksen aikana (katsaus aiheeseen:
McManaman ja Neville 2003).

Epiteelisolut erittavit pddosan maidon vesiliukoisista yhdisteisté, kuten keskeiset maitoproteiinit,
veden, laktoosin, olikosakkaridit, fosfaatin, kalsiumin ja sitraatin eksosytoosilla (kuva L.5, reitti I).
Eksosytoosieritys tapahtuu samalla tavoin kuin muissakin soluissa eli yhdisteet pakataan Golgin
laitteessa eritysrakkuloihin ja kuljetetaan solukalvolle, josta ne kuroutuvat irti.

Epiteelisoluilla on ainutlaatuinen kuljetusreitti maitorasvoille (kuva 1.5, reitti II). Rasvat
valmistetaan siledlld endoplasmakalvostolla ja pakataan vilittomaésti pieneen proteiinikalvoon. Niin
muodostuneet maitorasvapisarat kuljetetaan solukalvolle, jossa ne erittyvit silmikoitumalla

solukalvosta.
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Epiteelisolut kuljettavat, paitsi edelld kuvattuja itse valmistamiaan yhdisteitd, my6s monia aineita
solujen ulkopuolelta veresti ja soluvilitilasta. Proteiinit ja muut makromolekyylit voidaan kuljettaa
solun ldpi (transsytoosi) nielaisemalla ne ensin sisdin rakkulassa (endosytoosi) ja sylkdisemilld
sitten jdlleen ulos (eksosytoosi) (kuva L.5, reitti III). Epiteelisolujen ldpi kulkevat tilld tavoin, ja
mahdollisesti myds jollain vield tuntemattomalla mekanismilla, veren proteiinit, kuten
immunoglobuliinit, albumiini ja transferriini, hormonit, kuten insuliini, prolaktiini ja estrogeeni,
sekd soluvilitilan yhdisteet, kuten immunoglobuliini A, sytokiinit ja lipoproteiini lipaasi
(McManaman ja Neville 2003).

Solukalvon erilaiset kuljetuskanavat (kuva 1.5, reitti IV) vievét pienid molekyylejé ja ioneja solun
lapi. Ioneille, kuten natriumille, kaliumille ja kloridille, on omat kuljetuskanavansa solukalvossa.
Glukoosille ja aminohapoille on niin ikddn l0ydetty erityiset kuljetusreitit solukalvosta

(McManaman ja Neville 2003).

2.2.4 Tiiviiden liitosten sulkeutuminen

Suuret muutokset maidon koostumuksessa imetyksen alkuvaiheessa (kappale 2.2.2) heijastavat
maidon méérdn kasvua, mutta selittyvét osittain maitorakkuloiden epiteelisolujen vilisten tiiviiden
liitosten  sulkeutumisella.  Tiiviit  liitokset, jotka koostuvat soluvilitilan tukkivista
titvisliitosproteiineista, estdvit niin sanotun parasellulaarisen reitin eli yhdisteiden vuotamisen
epiteelisolujen vélistd maitoon (kuva 1.5, V).

Raskausaikana parasellulaarinen reitti on vield auki. Siksi kolostrumissa on erityisen paljon
verestd tulleita proteiineja ja valkosoluja. Reitin sulkeutumisen jilkeen maitoon padsee yhdisteitd
ainoastaan epiteelisolujen kautta, eli transsellulaarisesti.

Tiiviit liitokset rakoilevat vieroituksen ja rintatulehduksen aikana. Tulehduksen aikana liitosten
vilistd padsee valkosoluja ja muita veren yhdisteitd maitoon. Tdmai ldpdisevyyden lisdéntyminen on
luultavasti syyni siihen, ettd esimerkiksi HIV tarttuu normaalia helpommin juuri rintatulehduksen

aikana &idistd vauvaan (katsaus aiheeseen: Dorosko 2005).
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Kuva 1.5 Maidoneritys maitorakkulan epiteelisoluista. Epiteelisolut erittdvdt maitorakkulaan
maidon komponentteja useita reittejd pitkin (I - V). Reitti I kuvaa maidon proteiinien, laktoosin,
kalsiumin ja muiden vesiliukoisten yhdisteiden erittymistd eksosytoosissa. Reitti II kuvaa
maitorasvan erittymistd solukalvoon sitoutuneina rasvapisaroina. Reitti III havainnollistaa
soluvilitilan ja seerumin yhdisteiden, kuten immunoglobuliinien, albumiinin, transferriinin,
insuliinin, prolaktiinin ja estrogeenin, kuljetusta solujen sisélld kulkevissa rakkuloissa. Reitti IV
puolestaan nédyttdd nuolilla ionien ja pienten molekyylien, kuten veden, glukoosin ja aminohappojen,
suoran siirtymisen solukalvon ldpi erilaisten kuljetuskanavien kautta. Reitti V osoittaa
parasellulaarista reittid, joka on avoin kulkuvdyld epiteelisolujen vélilld. Se on kuitenkin kuvassa
suljettu, silli se on avoinna vain raskauden, vieroituksen ja rintatulehduksen aikana. Sen kautta
padsevit soluvilitilan ja seerumin yhdisteet sekd valkosolut kulkeutumaan suoraan maitoon.
Muokattu artikkelin McManaman & Neville (2003) kuvasta. Maitorakkulan rakenne on esitetty

tarkemmin kuvassa 1.3.

3 Maidon koostumus ja maara

Rintamaito on parasta ravintoa vastasyntyneelle, eli kuten sanotaan “breast is best”. Aidinmaito
on koostumukseltaan ainutlaatuista, silld se on kehittynyt juuri ihmislapsen kasvua varten. Se

poikkeaa selvisti koostumukseltaan muiden nisdkkdiden maidosta (taulukko I.1).
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Ravinteiden lisdksi &didinmaidossa on runsaasti vasta-aineita ja antimikrobisia yhdisteitd,
proteiineja, oligosakkarideja ja lipidejd, jotka estévit taudinaiheuttajia (kappale 3.2). Toisaalta siind
on myds hyddyllisen suolistobakteeriston, kuten bifidobakteerien, kasvua tukevia yhdisteitd.
Rintamaito siis aktiivisesti suosii "hyvid" bakteereita ja tappaa "pahoja". Liséksi didinmaidossa
vauva saa aimo annoksen normaalibakteereita, joilla on luultavasti merkitystd taudinaiheuttajien
ehkdisysséd (kappale 4, tdmi tutkimus). Voidaan siis hyvilld syylld puhua maailman vanhimmasta

funktionaalisesta elintarvikkeesta.

Taulukko 1.1 Tiettyjen yhdisteiden keskimédérdiset pitoisuudet eri nisdkéslajien maidoissa

(Mepham 1987).

Laji Laktoosi (mM) Rasva (g/1) Kaseiini (g/1) Heraproteiinit (g/l) Kalsium (mM)
ithminen 192 38 4 6 7

lehma 133 37 28 6 30

vuohi 114 45 25 4 22

lammas 133 74 46 9 58

sika 153 68 28 20 104

hevonen 172 19 13 12 17

rotta 90 103 64 20 80

marsu 83 39 66 15 41

kani 60 183 104 32 214

Aidinmaito imeytyy erittiin tehokkaasti vauvan suolistossa. Monet mineraalit, kuten rauta,
imeytyvét huomattavasti paremmin rintamaidosta kuin didinmaidonkorvikkeista. Siksi niitd lisdtdan
korvikkeisiin suurempia pitoisuuksia (taulukko 1.2). Kun korvikkeen syomisen jidlkeen vauvan

suolisto tyhjenee 3-4 tunnissa, imetyksen jilkeen tyhjentyminen on puolet nopeampaa (Newton

2004).

Taulukko 1.2 Esimerkki didinmaidon, lehmédnmaidon ja korvikkeen peruskoostumuksista desilitraa

kohti (Newton 2004, NAN1-didinmaidonkorvikepakkaus).

Aidinmaito Lehméinmaito *NANI-korvike
energiaa (kcal/dl) 65 65 67
proteiineja (g/dl) 0,9 3,7 1,2
rasvaa (g/dl) 3,8 3,7 3,5
laktoosia (g/dl) 6,8 4.8 7.5
muita oligosakkarideja 1,3 - -
mineraaleja (mg/dl) 200 700 185
heraproteiini:kaseiini-suhde 60:40 20:80

* Korvikepakkauksessa ilmoitettujen pitoisuuksien mukaan (NAN didinmaidonkorvike, Nestle)
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Imetyksen alkuvaiheessa maidon koostumus muuttuu rajusti ensimmaéisen kuukauden aikana
(kappale 2.2.2), mutta sdilyy timén jilkeen samanlaisena mikéli imetysta jatketaan vuoden ikdiseksi,
tai jopa 2-3-vuotiaaksi (Boediman ym. 1979). Yli vuoden imettineilld didinmaidon rasvapitoisuus
ja sitd kautta saatava energiamééri tosin kasvaa merkittavésti (Mandel ym. 2005).

Aidinmaidon koostumus riippuu  myds  yksilollisistd  tekijoistd. Esimerkiksi maidon
rasvapitoisuuden ja rasvahappokoostumuksen sekd rasvaliukoisten vitamiinien miirdn on havaittu
riippuvan didin ravitsemuksesta (Rocquelin ym. 1998a ja 1998b, Olafsdottir ym. 2001).

Keskimiirin vauva nauttii didinmaitoa vuorokaudessa noin 800 millilitraa. Kentin ym. (2006)
tutkimuksessa imetystahti 1 - 6 kk ikiisilldi vauvoilla (n = 71) oli keskimddrin 11 kertaa
vuorokaudessa, imetysvéli hieman yli 2 tuntia ja maitomddrd kullakin rintaruokinnalla noin 70
grammaa. Suurin osa vauvoista (64 %) s61 myds muutaman kerran yolla.

Kentin ym. (2006) tutkimuksessa maidonkulutus kuukauden ikiisilli vauvoilla oli ldhes
samansuuruinen kuin puolivuotiailla. Pienet vauvat (1 - 3 kk) kasvavat nopeammin kuin isommat (4
- 6 kk) ja tarvitsevat energiaa aineenvaihduntaan suhteessa enemmaén. Pienilld vauvoilla ravintoa
kuluu my0s suhteellisesti huomattavasti enemmaén ruumiinlimmon ylldpitdmiseen (Kent ym. 2006).

Vauvan pdivittdin nauttimaan maitoméaédrddn vaikuttaa 1dhinnd vauvan kasvunopeus. Yleisesti
poikavauvat syovit suurempia kerta-annoksia ja kasvavat nopeammin kuin tyttdvauvat. Suurimman
maitomédrdn yhdelld imetyskerralla vauva nauttii Gisin tai aamuisin. Vuorokauden
kokonaismaitomaird ei kuitenkaan riipu siitd, syoko yolla vai ei. SyOmistavat riippuvat 1dhinna
vauvan mieltymyksistd ja ruoansulatuksesta. Jotkut vauvat syodvit sddnnéllisesti pienid annoksia
pitkin pdivad, toiset epidsddnndllisid isoja annoksia (Kent ym. 2006). Imetyksen alkuvaiheessa
tiheiden imetysvélien merkitys on myds suojella vastasyntynyttd uhkaavalta hypotermialta eli
alilimpoisyydeltd (Huffman ym. 2001).

Toisin kuin on aiemmin ajateltu, vauva ei imetyksessé tyhjennd rintoja, vaan nauttii keskimééarin
vain kaksi kolmasosaa rinnassa kulloinkin tarjolla olevasta maitomiérastd. Kentin ym. (2006)
mukaan ei ole vilid mitéi rintaa tarjotaan ensin tai syotetddnko yhdelld imetyskerralla kummastakin
rinnasta vai vain toisesta. Vauva itse pééttdd, miten paljon maitoa nauttii. Oikea rinta on useimmilla

naisilla (76 %) selvésti tuotteliaampi kuin vasen (Kent ym. 2006).

3.1 Ravinteet

Aidinmaidon pésikomponentti on vesi. Kuiva-aineista eniten on laktoosia ja lipideji. Ne toimivat
vauvan pddasiallisina energianldhteind. Monimutkaisia oligosakkarideja, jotka ovat kolmanneksi

yleisin komponentti, didinmaidossa on muihin maitoihin verrattuna erityisen paljon.
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Terve vastasyntynyt saa didinmaidosta kaikki tarvitsemansa kivenndiset ja vitamiinit, mutta
Suomessa on talvella vidhidisen auringonvalon vuoksi D-vitamiinilisd tarpeen. Lisdksi K-
vitamiinipistos annetaan verenvuototaudin estimiseksi Suomen synnytyssairaaloissa kaikille
vastasyntyneille.

Toisin kuin tdysiaikaisina syntyneille, keskosvauvoille ravinne- ja vitamiinilisit ovat
didinmaidon ohella usein tarpeellisia, silld elimistoon sikidaikana muodostuneet varastot ovat

pienemmiit ja ravinteiden tarve suurempi (Ford ym. 1983).

3.1.1 Laktoosi

Aidinmaidossa on erittiin paljon laktoosia, noin 7 g/dl (taulukko 1.2). Se on maidon pisasiallinen
kuiva-aine.

Maitorakkuloiden epiteelisolujen laktoosisyntetaasi, joka koostuu B-1,4-
galaktosyylitransferaasista ja a-laktalbumiinista, valmistaa laktoosin galaktoosista ja glukoosista
(Ramakrishnan ja Qasba 2001). Maidossa on vain jiénteitd vapaasta glukoosista (14 mg/dl) ja
galaktoosista (12 mg/dl) (Newton 2004).

Vastasyntynyt tarvitsee paljon laktoosia kasvuun seki aivojen ja keskushermoston kehittymiseen.
Laktoosi on, rasvojen ohella, pédasiallinen vastasyntyneen energianldhde. Sen madrd eri
nisdkkdiden maidossa heijastaa kyseisen lajin aivojen kokoa (taulukko I.1). Thmiselld on suhteessa
laajat aivot ja my0s laktoosia on enemmén kuin muiden lajien maidoissa (Newton 2004).

Laktoosin toinen tirke# tehtivi on sitoa vesimolekyyleji, jotka erittyviit maitoon. Aidinmaito
riittdd ainoaksi juomaksi terveelle vauvalle jopa kuumissa ilmasto-olosuhteissa (Almroth 1978).

Laktoosi hajoitetaan vauvan suolistossa laktaasi-entsyymin avulla jélleen monosakkarideiksi.
Imeytyminen suoliston seindmédn ldpi on kuitenkin hidasta, joten sokerit ovat pitkdén
suolistomikrobien kéytossd. Mikrobit tuottavat fermentoidessaan maitohappoa, joka laskee
suoliston pH:n. Happamuus estdd monien haitallisten bakteerien kasvua ja ylldpitdd suoliston
asidofiilistd mikrobistoa (Mepham 1987). Liséksi laktoosi auttaa magnesiumin ja kalsiumin
imeytymistd suolistossa, mikd on tirkedd, silld kyseisten mineraalien pitoisuudet ovat

ihmismaidossa muihin lajeihin verrattuna matalat (Darby ja Loughead 1996).

3.1.2 Lipidit

Lipidit muodostavat maaréltddn didinmaidon toiseksi suurimman kuiva-aineen (~ 4 g/dl). Suurin
osa, noin 98 % lipideistd on triglyseridejd, noin 0,7 % on fosfolipidejd ja 0,5 % kolesterolia.
Palmitiinihappo (C16:0), oleiinihappo eli 6ljyhappo (C18:1) ja linoleenihappo (18:2) muodostavat

noin 60 % &idinmaidon rasvahapoista. Lehmidnmaidossa ja didinmaidonkorvikkeissa on vihemmain
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nditd rasvahappoja, mutta enemmin lyhytketjuisia rasvahappoja, kuten C10:0, C12:0 ja C14:0
(Newton 2004).

Lipidit ovat tdrked energianldhde. Niistd muodostuu yli 50 % vauvan saamista kaloreista.
Lipidien hajoamistuotteena suolistossa syntyneet rasvahapot ja monoglyseridit estavét
virusinfektioita ja parasiitteja, kuten Giardia lamblia. Ne my6s muodostavat fosfolipidien ja
kolesterolin kanssa keskeiset kudosten ja keskushermoston kasvulle tarvittavat yhdisteet. Linoli- ja
linoleenihapot ovat vilttdiméttomid kasvulle ja muiden rasvahappojen, kuten pitkdketjuisten
monityydyttyméttomien rasvahappojen (LCPUFA), valmistamiselle. Pddosa (70%) didinmaidon
linoli- ja linoleenihapoista tulee didin rasvakudoksesta (Newton 2004).

Aidinmaidossa on paljon pitkiketjuisia monityydyttymittdmii rasvahappoja, erityisesti
terveellistd omega-3 rasvahappoa, dokosaheksaeenihappoa (C22:6). Nama rasvahapot ovat tirkeiti
hermokudoksen muodostumiselle ja toiminnalle. Esimerkiksi arakidonihappo (C20:4, omega-6) ja
dokosaheksaeenihappo (C22:6) ovat tyypillisid aivojen harmaalle aineelle ja C20:1 sekd C24:1
hermosoluja  suojavalle myeliinille. Néaiden vélttimittomien rasvahappojen tarve on
vastasyntyneelld valtava. Ensimmaéisen elinvuoden aikana aivojen koko ldhes kolminkertaistuu.
Eniten, 85 %, kasvavat isot aivot, joiden kudoksesta 60 % muodostuu lipideistd (Newton 2004).

Lipidit ovat didinmaidossa 1-10 pm:n kokoisina pisaroina, joista suurin osa on noin 1 pm:n
kokoisia. Koska pisaroiden kokonaispinta-ala on niiden pienen koon vuoksi suuri (4,5 m?dl),
didinmaidon ja suoliston lipaasit pystyvit sitoutumaan ja hajottamaan ne helposti, jolloin
imeytyminen on tehokasta (Newton 2004).

Aidinmaidon rasvapitoisuus muuttuu imetyksen aikana. Imetyksen alussa vauvan nauttima ns.
etumaito on viharasvaisempaa kuin loppuvaiheen ns. takamaito, silld maidon rasvapitoisuus on sité
suurempi, mitd tyhjempi rinta on. Imetystiheydelld tai silld, miten tyhjéksi vauva rinnan imee, ei
kuitenkaan ole merkitystd vauvan pdivittdin saamaan rasvamiérdadan. Mikili rinta jd4 puolityhjiksi
edelliseltd imetyskerralta, etumaidossa on vastaavasti seuraavalla kerralla enemmén rasvaa (Kent

ym. 2006).

3.1.3 Oligosakkaridit

Oligosakkaridit ovat méaréllisesti kolmanneksi suurin ravinneyhdiste rintamaidossa. Niitd on
16ydetty rakenteeltaan yli 100 erilaista (katsaus: Kunz ym. 2000). Arviot mééristd vaihtelevat 5-8
g/l (Kunz ym. 2000) ja 12-14 g/l (Urashima ym. 2001) vililld. Kolostrumissa niitd on vield
enemmaén, arviolta 21-24 g/l (Urashima ym. 2001).

Aidinmaidon oligosakkaridien on todettu estivin suolistotulehduksia aiheuttavia bakteereita

(katsaus: Newburg ym. 2005) ja toimivan prebiootteina eli edistivin hyddyllisten
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suolistobakteerien kasvua (Coppa ym. 2004). Tarkkaa prebioottista vaikutusmekanismia ei tunneta,
mutta ndyttdisi siltd, ettd osa suoliston mikrobeista, kuten Bifidobacterium infantis, pystyy
kayttdimddn oligosakkarideja ravintonaan (Ward ym. 2006). Koska oligosakkarideja on
didinmaidossa  runsaasti, vaikutus bakteerikoostumukseen on luultavasti  merkittdva.
Oligosakkariden ajatellaan myos olevan tirkeitd aivojen kehittymiselle (katsaus: Kunz ym. 2000).

Aidinmaidon oligosakkaridien erikoispiirre on, etti ne eivit hajoa vastasyntyneen suolen seinin
erittdmilld entsyymeilld, kuten laktaasilla. Ne kulkeutuvat siten vauvan ohutsuolesta imeytymaétté
paksusuoleen, jossa bakteerit kédyttdvat niitd ravintonaan (Coppa ym. 2004, Ward ym. 2006).

Lisdksi oligosakkarideja poistuu, varsinkin imetyksen alkuvaiheessa, ulosteen mukana, seké hieman
my®os virtsan kautta (Kunz ym. 2000).

Kunzin ym. (2000) mukaan on mahdollista, ettd oligosakkaridit kiertdvat vauvan verenkierrossa
jonkin aikaa ennen erittymistdéin virtsaan. Siten niilld voi olla hyddyllisid vaikutuksia muun muassa
vauvan puolustusjdrjestelmédn toimintaan.

Oligosakkaridit  valmistetaan = maitorauhasessa  glykosyylitransferaasientsyymien  avulla.
Entsyymit lisddvét asteittain monosakkarideja (galaktoosi, fukoosi, N-asetyyliglukosamiini,
siaalihappo) laktoosiin, jolloin muodostuu monimutkaisia oligosakkarideja (Coppa ym. 2004).

Pitkd&n ajateltiin, ettd ihmismaidossa esiintyy ainutlaatuisen paljon monimutkaisia
oligosakkarideja, silld muun muassa lehmanmaidossa oligosakkarideja on vain hyvin pienid maéria
(taulukko 1.2). Hiljattain on kuitenkin loydetty korkeita oligosakkaridipitoisuuksia myos muiden
nisdkkéiden, kuten norsujen, pussieldinten ja karhujen maidoista (katsaus aiheeseen: Urashima ym.
2001). On piitelty, ettd didinmaidon oligosakkaridit ovat tarkeitd aivojen kehittymiselle. Niité
esiintyy é&idinmaidossa erityisesti hitaasti kasvavilla eldimilld, joilla on laaja, pddosin vasta
syntyman jilkeen kehittyva keskushermosto (Kunz ym. 2000).

Lakto-N-tetraoosi (LNT) on didinmaidossa médrillisesti runsain oligosakkaridi (0.5-1.5 g/l), joka
johdannaisineen muodostaa ~50-70 % rintamaidon kaikista oligosakkarideista. Toiseksi yleisimpié
ovat lakto-N-fukopentaoosit. Sialyloiduista oligosakkarideista yleisimpid ovat NeuAca2-6Lac ja
NeuAca2-3Lac, joita on yhteensd noin 1 g/l. Monia oligosakkarideja on siis &didinmaidossa
suhteellisen suuria pitoisuuksia, usein vastaavia médrid kuin esimerkiksi laktoferriinid, alfa-

laktalbumiinia ja erittyvdé IgA:ta (Kunz ym. 2000).

3.1.4 Proteiinit

Aidinmaidon kokonaisproteiinipitoisuus on keskimi#rin noin 9 g/l, mutta se vaihtelee imetyksen
eri vaiheissa. Alkuvaiheessa pitoisuus on noin 14-16 g/, 3—4 kuukauden idssd noin 810 g/l ja

puolivuotiaana ja sitd myohemmin noin 7-8 g/l. Suurimman osan proteiineista tuottavat
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maitorakkulan epiteelisolut, mutta muutamia poikkeuksia on, kuten verenkierrosta epiteelin lapi
erittyva albumiini (katsaus: Lonnerdal 2003).

Monet proteiineista imeytyvdt ohutsuolessa ja toimivat siten hyvin tasapainotettuna
aminohappolidhteend nopeasti kasvavalle vauvalle. Osa proteiineista auttaa muiden ravinteiden
imeytymistd ja hyddyntdmistd. Useilla, kuten lysotsyymilld ja laktoferriinilld, on antimikrobista
aktiivisuutta. Ne suojelevat imevdisikéistd tautia-aiheuttavilta mikrobeilta. Osa toimii myds
prebioottisesti edistdmélld suoliston bifidobakteerien ja laktobasillien kasvua. Jotkut kykenevit
muokkaamaan vastasyntyneen puolustusjirjestelmidd suoliston pinnalla ja muissa elimissé
(Lonnerdal 2003).

Maidon proteiinit voidaan luokitella kolmeen ryhmiddn: heraproteiineihin, kaseiineihin ja
musiineihin. Heraproteiinit ja kaseiinit ovat &didinmaidon pééproteiineja. Musiinit, jotka
muodostavat kalvon rasvan ympérille maitorasvapisaroissa, edustavat vain pientd osaa
kokonaisproteiineista (Lonnerdal 2003).

Kaseiinien ja heraproteiinien mairdt muuttuvat nopeasti imetyksen alkuvaiheessa. Ensimmaéisiné
pdivind heraproteiineja on paljon ja kaseiinia hyvin vdhin, jos ollenkaan. My6hemmin kaseiinien
méiird kasvaa ja heraproteiinien vdhenee, osittain johtuen maidon médrin voimakkaasta kasvusta
(Lonnerdal 2003). Keskimiérin valmiissa maidossa on noin 60—70 % heraproteiineja ja 30—40 %
kaseiineja (Newton 2004).

Ihmismaidon kaseiini sisdltdd esterisidoksellisia fosfaattiryhmid ja silld on korkea
proliinipitoisuus. Se muodostaa, toisin kuin lehminmaidon kaseiini, vauvan vatsassa pienid,
pehmeitd kertymid, jotka imeytyvit helposti ja joissa kalsium on helposti imeytyvéssd muodossa
(Newton 2004).

Aidinmaidon aminohappokoostumus on erilainen kuin lehmidnmaidon, johtuen erilaisista
kaseiinien ja heraproteiinien koostumuksista. Yleisesti, metioniinin ja kysteiinin suhde
didinmaidossa on 1:1, kun se lehmdnmaidossa on 2—3:1. Rintamaidossa on myds korkea pitoisuus
tauriinia, joka on tirkedd aivojen ja verkkokalvon toiminnalle. Tauriinia lisdtddnkin siksi myds
korvikemaitoihin (Newton 2004).

Aidinmaidossa on yli 20 aktiivista entsyymii, jotka auttavat maitorauhasen toiminnassa
(laktoosisyntetaasi), ravinteiden imeytymisessd (amylaasi, lipaasit, proteaasit), tulehdusten
estdmisessi (lysotsyymi, peroksidaasi, laktoferriini), raudan imeytymisessa (latoferriini) ja edistavét
vauvan kasvua (alkaalinen fosfataasi, ksantiinioksidaasi). Alfa-laktalbumiinia, laktoferriinid ja

lysotsyymié on didinmaidossa paljon enemmaén kuin lehmé@nmaidossa (Newton 2004).
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3.1.5 Kivennaisaineet

Aidinmaidon kivenniisainekoostumus ei ole vakio, vaan se riippuu vauvan iisti ja
imetysvaiheesta. Joidenkin mineraalien méiéardén vaikuttaa my0s didin ruokavalio (Karra ym. 1988).
Tamén vuoksi niiden arviointi on vaikeaa. Kokonaisuudessaan didinmaidossa on noin 0,15-0,28
painoprosenttia mineraaleja (Dorea 2000b).

Péivittdin vauva saa didinmaidosta keskimddrin noin 280 mg kalsiumia ja 120 mg fosforia
(Newton 2004). Kyseiset kivenndisaineet ovat valttamattomid luiden ja hampaiden kehittymiselle.
Kalsiumia tarvitaan myos veren hyytymiseen, hermosolujen viestinvélitykseen ja lihassupistuksiin.
Fosforia tarvitaan luiden lisdksi B-vitamiinien imeytymiseen, energiantuotantoon (ATP), solujen
rakenteisiin (fosfolipidit, DNA, RNA) ja moniin entsyymeihin.

Kaliumia ja natriumia vauva saa didinmaidosta paivittdin noin 460 mg ja 120 mg (taulukko 1.3).
Niiden avulla elimistd sditelee verenpainetta ja estdd yliméardisen nesteen kertymisen elimistoon.
Kalium on lisdksi vilttdmiton solujen ja hermokudoksen toiminnalle, ja se aktivoi useita
entsyymejé sekd auttaa hermoimpulssien vélityksessa.

Muita elimistolle tirkeitd, mutta madrdltddn védhdisempid, didinmaidon kivenndisaineita ovat
magnesium, kupari, rauta ja sinkki. Magnesiumia on didinmaidossa keskiméddrin 30 mg/l (Dorea
2000c) eli péivittdinen vauvan annos (800 ml &idinmaitoa) on noin 25 mg. Magnesium on
vélttdimiton solujen korjaamismekanismeille, hormoneille, hermojen ja lihasten toiminnalle seké
sdadannolliselle syddmen toiminnalle. Se aktivoi entsyymeji kidyttimadn veren sokereita, proteiineja
ja hiilihydraatteja ja on valttdimédton luiden kasvulle ja epédsuorasti riittdvdlle kalsiumin

imeytymiselle.

Taulukko 1.3 Tiettyjen kivenndisaineiden keskimédardinen pitoisuus erilaisissa maidoissa 800 ml:aa

kohti (keskimidrdinen vauvan pdivittdin nauttima maitomadrd) (Newton 2004):

Kivenniisaine Aidinmaito Lehméanmaito Korvike = *RDA
kalsium (mg) 280 1040 368 400
fosfori (mg) 120 960 272 300
natrium (mg) 120 464 168 250
kalium (mg) 456 1160 568 637
sinkki (mg) 1,2 - 4,0 5
kupari (ug) 320 112 472 400
rauta (mg) 0,8 0,56 1,08 6

*RDA = Yhdysvaltain ravitsemusneuvoston antama péivittidinen saantisuositus.
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Sinkkid vauva saa péivittdin didinmaidosta noin 1,2 mg. Se tukee immuunijirjestelmén toimintaa,
normaalia proteiinisynteesid ja on tiarkedd sukupuolielinten terveydelle.

Rautaa vauva saa didinmaidon kautta pdivittdin noin 0,8 mg (Newton 2004). Silld on tirked
tehtdvd hemoglobiinin biosynteesissd. Se toimii happea kantavana osana. Sité tarvitaan myos solun
energiantuotannossa, hermovilittdjdaineiden serotoniinin ja dopamiinin valmistuksessa, kollageenin
muodostuksessa ja puolustusjdrjestelmén toiminnassa.

Kuparia vauva saa &idinmaidosta pdivittdin noin 320 pg. Se auttaa estimdin sydédn- ja
verisuonisairauksia sekd aivohalvauksia ja on hyvéksi luille ja immuunijdrjestelmille. Se toimii
raudan tavoin myos useiden entsyymien tirkednd kofaktorina.

Aidin ruokavalio ndyttdisi vaikuttavan erdiden kivenndisaineiden, kuten sinkin méirdin.
Kalsiumin ja magnesiumin méérdt didinmaidossa eivit kuitenkaan muutu, vaikka &iti soisi niitd
normaalia enemmaén (Karra ym. 1988).

Vaikka kivenniisaineita on &didinmaidossa usein vdhemmidn kuin suositellaan ohjearvoissa
vastasyntyneelle kasvun ja kehityksen turvaamiseksi (taulukko 1.3), ei didinmaidon ole todettu
aitheuttavan puutoksia niiden méérissd. Vastasyntyneelld on nimittdin kivenndisainevarastoja, jotka
ovat kertyneet sikidaikana, erityisesti raskauden viimeiselld kolmanneksella. Niitd varastojaan,
kuten rauta- ja kuparivarastoja, vastasyntynyt kayttdd tehokkaasti hyvikseen. Liséksi didinmaidossa
kivenndisaineet ovat helposti hyddynnettdvdssd muodossa, joten puutostiloja ei rintaruokituille

yleensd synny (Dorea 2000b).

3.1.6 Vitamiinit

Aidinmaito sisiltdd yleisesti terveen tdysiaikaisena syntyneen vauvan kasvuun tarvittavat
ravinteet ja vitamiinit (taulukot 1.4 ja 1.5), ainoastaan D- ja K-vitamiineja suositellaan annettavaksi
rintamaidon lisdksi.

Keho tuottaa D-vitamiinia auringon ultravioletti B-siteilyn vaikutuksesta. Aidinmaidossa sitd on
vain suhteellisen pieni mairéd (taulukko 1.4, Lammi-Keefe ja Jensen 1984). Se on tirked vitamiini
luille ja hampaille, silld se edistdd kalsiumin imeytymistd. Koska Suomessa, kuten muissakin
pohjoismaissa, auringonvaloa on talviaikaan vain vdhén, D-vitamiinia pitdéd lisdtd ruokavalioon.
Sosiaali- ja terveysministerid suosittelee, ettd 0—3-vuotiaille annetaan D-vitamiinilisdd 5-10 pg
paivittdin, riippuen muusta ravitsemuksesta. Nykyisin Suomessa lisdtdin myds maitojuomiin 0,5
pg/dl D-vitamiinia. Aiemmin D-vitamiinipuutteen aiheuttama riisitauti oli yleinen lapsuusidn tauti,
etenkin talviaikaan.

Aidinmaidon K-vitamiinipitoisuutta pidetiin liian pieneni vastasyntyneelle (Canfield ym. 1991).

K-vitamiini on tdrkedd veren hyytymiselle. Sen puute aiheuttaa verenvuototaudin, jota esiintyy
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yhdelld lapsella 200-400:sta vastasyntyneestd, jos ndille ei anneta K-vitamiinilisdd. Suomessa
vastasyntyneet saavat rutiinisti 1 mg:n K-vitamiinipistoksen synnytyssairaalassa (Sosiaali- ja

terveysministerion suositus).

Taulukko 1.4 Rasvaliukoisten vitamiinien méérien vertailu erilaisissa maidonldhteissd (Newton

2004). Vitamiinipitoisuus mikrogrammoina 800 millilitraa kohti:

Vitamiini Aidinmaito Lehméinmaito Korvike RDA
A (ug RE) 535 328 320 395
Betakaroteeni (p1g) 138 ? ? ?

D (ug) 0.45 0.16 8 7.5
E (ng) 2.0 0.56 7.5 3

K (ng) 12 48 43 5

RDA = Yhdysvaltain ravitsemusneuvoston antama paivittdinen saantisuositus.

Taulukko 1.5 Vesiliukoisten vitamiinien méarien vertailu erilaisissa maidonldhteissa (Newton

2004). Vitamiinipitoisuus 800 millilitraa kohti:

Vitamiini Aidinmaito Lehménmaito Korvike RDA
tiamiini (B;) (1g) 160 344 67 300
riboflaviini (B,) (ng) 280 1160 100 400
niasiini (pg) (Bs3) 120 656 503 500
pyridoksiini (Bg) (ng) 120 512 42 300
pantoteenihappo (Bs) (mg) 2.0 2.7 1.7 2
biotiini (ng) 56 2.8 1.5 10
foolihappo (ng) 65 0.13 6.7 25
syanokobalamiini (B;;) (ng) 0.8 4.8 1.5 0.3
askorbiinihappo (C) 40 8.8 5.7 30

RDA = Yhdysvaltain ravitsemusneuvoston antama paivittdinen saantisuositus.
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3.2 Antimikrobiset yhdisteet ja valkosolut

Vauva on herkkd infektoille, silli puolustusjirjestelmd on vield kehittymdton, hankittu
immuniteetti heikko ja suoliston normaalimikrobisto vaillinainen (Newburg, 2005). Lisdksi pieni
vauva rydmii maassa ja laittaa mielelldén tavaroita suuhunsa, jolloin mikrobialtistus on voimakas.

Aidinmaidosta on 18ydetty useita yhdisteiti, kuten immunoglobuliineja, valkosoluja ja
oligosakkarideja, jotka tukevat vauvan puolustusjérjestelmid (kuva 1.6). Lisdksi monet didinmaidon

ravinteet estdvit tulehduksia (Newburg 2005).

AIDINMAIDON BIOAKTHVISET YHDISTEET

RAVINTEET SUOJELEVAT TEKIJAT

e N

Hankittu immuniteetti  Synnynndinen puolustusjarjestelma

Humoraalinen: Prebiootit (edistivit mm. bifidobakteerien kasvua)
slgA Monivaikutteiset maidon komponentit
muut immunoglobuliinit rasvat > rasvahapot, monoglyseridit

laktoferriini = antibakteeriset peptidit

Soluvalitteinen: a-laktalbumiini ~HAMLET (syopid estdvit kompleksit)
makrofaagit Epiteelisolun pinnan reseptorihomologit,
neutrofiilit a kaaan it (estévit patogeenien kiinnittymistd)
lymfosyytit Puolustusjarjestelmaa muokkaavat tekijat:
nukleiinihapot
sytokiinit

liukoiset sytokiinireseptorit

antioksidantit

Kuva 1.6 Aidinmaidon bioaktiivisia yhdisteiti. Monien #idinmaidon komponenttien tiedetdin
olevan antipatogeenisia, kuvassa joitain esimerkkejd. Osa voidaan luokitella ns. synnynndiseen
puolustusjirjestelmiin, jonka avulla #iti suojelee vastasyntynytti patogeeneilta. Aidinmaidosta
16ydetiin jatkuvasti uusia antimikrobisia yhdisteitd, mutta maidon komponentit vaikuttavat monella
tapaa myds vauvan suolistossa, muun muassa mikrobistoon. Muokattu artikkelin Newburg (2005)

kuvasta.
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Viime vuosisadan alussa todettiin, ettd imetettyjen lasten sairastuvuus ja kuolleisuus
tulehdustauteihin oli pienempi kuin korvikeruokittujen (katsaus: Newburg 2005). Nykyisin
hygieniaolosuhteet ovat ldnsimaissa hyvit ja korvikkeet vastaavat aiempaa paremmin didinmaidon
koostumusta, joten imetys ei ole “eldmin ja kuoleman kysymys”. Maailmanlaajuisesti imetyksen
kuitenkin arvioidaan yhé estdvdn kehitysmaissa miljoonia vauvoja kuolemasta tulehdustauteihin
vuosittain (Humphrey ja Iliff 2001). Kehitysmaissa hygieniaolot ovat puutteelliset ja jauhemainen

korvike saatetaan sekoittaa saastuneeseen veteen.

3.2.1 Vasta-aineet

Ensimmdiseksi didinmaidon patogeeneja tuhoavista yhdisteistd 16ydettiin 1900-luvun alussa
vasta-aineet, immunoglobuliinit. Niiden uskotaan olevan tirkein suoja suolistoinfektoita vastaan
vauvaidssi (katsaus: Newburg ym. 2005).

Immunoglobuliini A (sIgA) muodostaa arviolta 90 % &didinmaidon immunoglobuliineista.
Muitakin immunoglobuliineja (G, M, E, D) esiintyy, mutta huomattavasti vihemmén. Vasta-aineita
on loydetty didinmaidosta mm. Streptococcus mutans, Str. pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Escherichia coli, Campylobacter diarrhoea, C. jejuni, Salmonella, Shigella flexneri, Shigella
dysenteriae, Plesiomonas shigelloides, Yersinia enterocolitica, Bordetella pertussis, Neisseria
meningitidis -bakteereita sekd difteriaa, B-ryhmin streptokokkeja ja pneumokokkeja vastaan.
Liséksi niiden on todettu estdvédn viruksia, kuten HIV, rotavirus, hepatiitti-B, poliovirus, VZV,

CMV, herpes simplex ja RSV (Katsaus: May 1994).

3.2.2 Valkosolut

Aidinmaidon valkosolujen miird vaihtelee imetyksen eri vaiheissa. Alkuvaiheen ternimaidossa
valkosoluja on enemmin (~4 x 10°/) kuin mydhéisemmissi imetyksen vaiheessa (~10°~107/1).
Niiden uskotaan auttavan vauvan puolustusjirjestelmén kehittymisessd. Eldvid &didinmaidon
valkosoluja on pystytty eristimién myds vauvan ulosteesta (Katsaus: Field 2005).

Makrofaageja on didinmaidossa valkosoluista eniten (55-60 %), ja niiden uskotaan aktivoivan
vauvan T- ja B-solujen toimintaa. Lisdksi ne ovat aktiivisia solunsydjid, kantavat mukanaan vasta-
ainemolekyylejé (sIgA), seki erittdvit puolustusjirjestelmid sdételevid tekijoitd. Neutrofiilien (30—
40 % maidon valkosoluista) sen sijaan arvellaan ldhinnd suojelevan ditid rintatulehduksilta, silld ne
ovat maidossa vain heikosti aktiivisia (Field 2005).

Lymfosyyteistd (5-10 % maidon valkosoluista) suurin osa on T-soluja (>80 %). Ne ovat
aktiivisia tappajasoluja, joiden arvellaan kompensoivan vastasyntyneen kehittyméttomén

puolustusjérjestelmédn toimintaa, ja edistdvin vauvan omien T-solujen kypsymistd. Field (2005)
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arvelee, ettd tima selittdd miksi rintaruokituilla vauvoilla on havaittu kateenkorvan olevan kooltaan
kaksinkertainen verrattuna korvikeruokittuihin (Hasselbalch ym. 1999). Kateenkorvan tiedetdén

toimivan T-solujen kypsymispaikkana.

3.2.3 Ravinteet antimikrobisina yhdisteina

Monet didinmaidon yhdisteet estdvit mikrobeja, mutta toimivat samalla my&s vauvan ravintona.
Esimerkiksi lysotsyymi ja laktoferriini, jotka kuuluvat maidon piiasiallisiin proteiinildhteisiin,
estiavit myos bakteerien kasvua tai tappavat niitd (Lonnerdal 2003).

Suoran estovaikutuksen liséksi useat didinmaidon ravintokomponentit tuottavat antimikrobisia
yhdisteitd hajotessaan vauvan vatsassa. Téllaisia ovat muun muassa didinmaidon triglyseridit,
joiden hajoamistuotteina syntyneet vapaat rasvahapot ja monoglyseridit estivét useiden bakteerien,
virusten ja alkueldinten kasvua. Myo0s laktoferriinin, kaseiinin ja maidon muiden proteiinien
osittaisessa hajoamisessa syntyvit peptidit ovat merkittdvid patogeenien estdjid. Niitd on kutsuttu
myo6s peptidiantibiooteiksi (Liepke ym. 2001). Antimikrobisten vaikutusten liséksi didinmaidon
yhden yleisimmén proteiinin, alfa-laktalbumiinin on todettu vauvan vatsassa muodostavan myds
syopid estidvid ns. HAMLET-yhdisteitd (Human Alpha-lactalbumin Made LEthal to Tumor cells)
(Katsaus: Newburg 2005).

3.2.4 Oligosakkaridit ja muut glykaanit

Aidinmaidossa on yli sadan erilaisen oligosakkaridin lisiksi glykokonjugaatteja, joissa
monimutkaiset hiilihydraattirakenteet ovat sitoutuneet lipidimolekyyleihin (glykolipidit), tai muihin
makromolekyyleihin, muodostaen glykopeptidejd, glykoproteiineja, glykosaminoglykaaneja tai
musiineja. Nditd kaikkia kutsutaan yhteisnimelld glykaaneiksi (taulukko 1.6). Newburgin ym. (2005)
mukaan glykaanit saattavat olla jopa ensisijainen patogeenien torjuntamekanismi rintamaitoa
nauttivalla vauvalla. Niiden on nimittdin havaittu estdvdn patogeenien kiinnittymistd isdntdsolun
reseptoriin, mikd on ratkaiseva vaihe infektiossa. Tédmén arvellaan tapahtuvan siten, ettd
oligosakkaridit toimivat reseptorianalogeina eli kilpailevat bakteerien kanssa kiinnittymispaikoista
suoliston epiteelin pinnalla (Kunz ym. 2000).

Oligosakkaridit ovat erittdin pysyvid vauvan suolistossa, joissain tutkimuksissa noin 90 % niista
kulkeutui suoliston ldpi muuttumattomina, ja 1 % poistui virtsan mukana. Kulkeutuminen
ulosteeseen ja virtsaan kuitenkin riippuu myd0s siitd, miten paljon vauvan suolistobakteeristo kayttda
niitd ravintonaan (Ward ym. 2006). Newburgin ym. (2005) mukaan oligosakkaridien méérd on

vauvan ulosteessa noin kymmenkertainen didinmaitoon verrattuna eli ne vikevoityvét suolistossa.

31



Oligosakkarideissa on, paitsi patogeeneja estdvid yhdisteitd, mahdollisesti myos bifidobakteerien

kasvua edistdvid yhdisteitd, "bifidotekijoitd". Yksi téllainen yhdiste on luultavasti gynolaktoosi,

joka on noin kymmenen oligosakkaridin seos (Katsaus: Kunz ym. 2000).

Taulukko 1.6 Aidinmaidon glykaaneja, jotka inhiboivat patogeeneja (Newburg ym. 2005).

Glykaani Patogeeni/toksiini Tyypillinen konsentraatio
GM1 Labiilitoksiini, koleratoksiini 180 pg/l
GM3 Enteropatogeeninen E. coli (EPEC) 13 mg/l
Gb; Shigatoksiini 100-150 pg/l
Sulfatiidi HIV 100 pg/l
Kondrotiinisulfaatti HIV 6 mg/1
Laktadheriini Rotavirus 100 pg/l
Musiini E. coli 1g/l
Mannosyloitu Enterohemorraginen E. coli (EHEC) 60 mg/1
glykopeptidi
Oligosakkaridit Streptococcus pneumoniae 0,2-10 g/l
EPEC 3g/1
Listeria monocytogenes 3 g/
Fukosyloidut Campylobacter jejuni 1-25 mg/1
oligosakkaridit Vibrio cholerae 1-25 mg/l
ST-toksiini 40 pg/l
Makromolekyyleihin Norovirukset 370 mg/1
sitoutuneet glykaanit Pseudomonas aeruginosa
Sialyylilaktoosi Koleratoksiini 200 mg/l
E. coli

P. aeruginosa

Aspergillus fumigatus -itiot
Influenza virus
Polyomavirus

Helicobacter pylori

4 Aidinmaidon mikrobit

Vaikka &didinmaito sisdltddkin monia antimikrobisia yhdisteitd, se ei ole steriilid. Bakteerien

alkuperdd ei kuitenkaan tarkkaan tiedeta.

Aiemmat &didinmaidon mikrobiologiset tutkimukset ovat keskittyneet tautia-aiheuttavien

bakteerien ja virusten etsimiseen maitondytteistd (Caroll ym. 1979, Eidelman ja Szilagyi 1979, Law

ym. 1989, Bingen ym. 1992, El-Mohandes ym. 1993a ja 1993b, Wright ja Feeney 1998, Novak ym.

2000, LeThomas ym. 2001). Tima on ymmaérrettdvii, silld patogeenisten mikrobien torjuminen on
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tarkedd sairaaloiden didinmaitopankeissa. Niihin kerdtddn maitoa varastoon annettavaksi keskosina
syntyneille vauvoille ja sellaisille, joiden didit eivdt vield imetyksen alkuvaiheessa tuota sitd
riittdvisti.

Viime vuosina tutkijat ovat kiinnostuneet didinmaidon "hyvidstd" luontaisesta bakteeristosta
(Tama tutkimus, Beasley ja Saris 2004, Martin ym. 2003, 2005, 2006). Normaalibakteeriston eli
"normaaliflooran" on todettu estivin taudinaiheuttajia mm. suolistossa (Mikelsaar ym. 2004),
suussa (Uehara ym. 2001), ylemmissd hengitysteissd (Brook 2005) sekd virtsa- ja sukuelinten
alueella (Larsen ja Monif 2001). Tdmén vuoksi bakteeriterapiasta, jossa tautia-aiheuttavat bakteerit
korvataan elimiston normaaleilla, "hyvilld" bakteereilla, toivotaan asetta taudinaiheuttajia vastaan.
Erityisesti antibiooteille vastustuskykyisten bakteerien tuhoamiseen bakteeriterapia tarjoaa uusia
keinoja (Huovinen 2001).

Tdmi tutkimus (tulokset tyon loppuosassa) oli ensimmdinen laaja &didinmaidon
anaerobisen/fakultatiivisesti anaerobisen bakteeriston kartoitus (Heikkild ja Saris 2003). On
kuitenkin huomioitava, ettd tutkimuksessa kadytettiin viljelymenetelmid, jotka valikoivat vain
kyseisissd olosuhteissa (anaerobia, MRS- tai LBS-kasvualusta, 37°C) kasvavat bakteerit.
Viljelymenetelmilld ei koskaan saada tdydellistd kuvaa bakteerilajistosta.

Tutkimuksen kuluessa on ilmestynyt tutkimuksia &didinmaidon mahdollisesti probioottisista
bakteerikannoista (Martin ym. 2003, 2005, 2006). Erityisesti maitohappobakteerit ovat olleet
kiinnostuksen kohteena, silld niitd pidetidin yleisesti turvallisina.

Vaikka tietoa d&idinmaidon bakteeristosta on nyt aiempaa enemmédn, normaaliflooran
merkityksestd patogeenien estossa ei juuri tiedetd. Viitteitd on siitd, ettd rintamaidon bakteerit

kykenevit estiméén taudinaiheuttajien kasvua (tima tutkimus, Martin ym. 2005, 2006).

4.1 Bakteerien alkupera

Vield ei tarkkaan tiedetd, miten mikrobit péddtyvdt didinmaitoon. On myds hdmérdn peitossa,
miten paljon bakteereita on rinnan sisélld maitotichyissd tai maitorakkuloissa, vai onko niité, silld
aseptinen ndytteenotto rinnan sisdltd on hankalaa. Erilaisia olettamuksia bakteerien padtymisesté
didinmaitoon on kuitenkin esitetty useita. Vanhimman teorian mukaan pddosa bakteereista,
stafylokokkeja, tulee maitoon nédytteenoton yhteydessd ninnin iholta (West ym. 1979). Eidelman &
Szilagyi (1979) osoittivat, ettd didin ndnnin pinnalla ja maidossa esiintyy lajistoltaan samankaltaisia
bakteereita. Lisdksi osa bakteereista, oraalisia streptokokkeja, siirtyy luultavasti vauvan suusta tai
nendstd didin rinnan iholle ja sitd kautta maitoon (West ym. 1979). Yhtend mahdollisena
didinmaidon bakteerildhteend pidetddn myds synnytyskanavaa, josta vauva voi ottaa tullessaan

bakteereita suuhunsa ja siirtdd ne maitoon imetyksen aikana (Atkins ym. 1998).
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Viime vuosina on kehitetty my0s uusia teorioita selittiméan didinmaidon bakteerien alkuperdi.
Niiden mukaan bakteereita pddsee kulkeutumaan rintamaitoon myds elimiston sisdisid reittejd,
verenkiertoa ja imuteitd, pitkin (Qutaishat ym. 2003 ja Martin ym. 2004). Tama hypoteettinen reitti
on esitetty kuvassa 1.7.

Uusi reittivaihtoehto tukeutuu havaintoon, jonka mukaan useat patogeeniset bakteerit, kuten
salmonella, pystyvit tunkeutumaan elimistoon ohutsuolen seindmdn ldpi nk. M-solujen kautta
(Katsaus: Lu ja Walker 2001). M-solut ovat erilaistuneita epiteelisoluja, jotka sijaitsevat seindmén
imukerdssikermissd, nk. Peyerin levyissd. Kun bakteeri tunkeutuu suolen seindmin ldpi,
puolustusjirjestelmin fagosyyttinen valkosolu, kuten makrofaagi, syo sen. Patogeeni ei kuitenkaan
hajoa, vaan kykenee jopa lisddntymddn makrofaagin sisdlld. Sitd kautta se péddsee myos
kulkeutumaan imuteihin ja verenkiertoon. Qutaishat ym. (2003) uskovat, ettd Salmonella enterica
Typhimurium DT104 siirtyi didin suolistosta rintamaitoon juuri edelld kuvattua reittid, ja aiheutti
infektion vastasyntyneilld kaksosilla.

Padstdkseen elimistoon M-solujen kautta bakteerilla tiytyy olla erityisid invaasiogeeneji, joiden
koodaamat proteiinit auttavat patogeenia tunkeutumaan elimistoon. Toisaalta on kuitenkin havaittu,
ettd ilman niitéd kyseisid geenejakin Salmonella typhimurium voi péistéi suolistosta pernaan (Galan
ja Curtiss 1989). Tdmain ilmion saattaa selittdd Rescignon ym. (2001) kuvaama vaihtoehtoinen reitti,
joka kulkee nk. dendriittisolujen kautta. N&itd puolustusjirjestelmin fagosytoottisia valkosoluja
esiintyy eri kudosrakenteissa, muun muassa suolen epiteelin tuntumassa. Dendriittisolut kykenevét
aukaisemaan tilapdisesti epiteelisolujen vilisen tiiviin liitoksen ja nappaamaan bakteeri- ja
antigeenindytteitd. Niiden tehtdvd on kuljettaa néytteet imusolmukkeeseen ja esitelld ne
puolustusjarjestelmin T-soluille. Tdma puolustusmekanismi voi kuitenkin toimia my0ds patogeenin
tunkeutumisreittind, mikéli bakteeri selvidd ja kykenee lisdéntymaéan solujen sisilla.

Martin ym. (2004) uskovat, ettd kyseiselldi mekanismilla myds pieni madrd didin suoliston
normaalibakteeristoa voi kulkeutua imuteitse rinnan limakalvolle. Heiddn mukaansa tdmi voisi
selittdd didin suolistosta 1dhtdisin olevien maitohappobakteerien esiintymisen maidossa. Lisdksi se
selittdisi Martinin ym. (2004) alustavasti havaitseman &didinmaidolle tyypillisten bakteerien
esiintymisen kolostrumissa jo ennen imetystd. Sama ryhmd on myos tutkinut istukkaverta ja
lapsivettd ja uskoo, ettd myos niihin pdisee bakteereita verenkierron ja imuteiden kautta (Jimenez

ym. 2005). Lisdtutkimuksia timén reitin olemassaolosta kuitenkin tarvitaan.
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Kuva 1.7 Martinin ym. kuvaama (2004) hypoteettinen malli didin suoliston maitohappobakteerien
siirtymisestd sikion ja vauvan suolistoon. A) Immuunijérjestelméin dendriittisolut voivat ldpiista
suolen epiteelin ja ottaa maitohappobakteereja suoraan suolikanavasta (Rescigno ym. 2001). B)
Dendriittisolun sisdlld maitohappobakteeri piddsee imukudokseen, josta se voi kulkeutua imuteité
pitkin muun muassa rintarauhasen limakalvoille. Toinen mahdollinen reitti, jota suolistosta
tunkeutuvien patogeenien tiedetddn kayttdvin, kulkee M-solujen kautta. Ne ovat erilaistuneita

epiteelisoluja, joita on ohutsuolen seindmén laajoissa imukeréssikermissé, ns. Peyerin levyissé (PL).

Kuva on muokattu artikkelista Martin ym. (2004).
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4.2 Tyypillinen bakteeristo

Yleisimmin didinmaidossa esiintyviksi lajeiksi on useissa tutkimuksissa todettu normaaliflooran
stafylokokit ja alfahemolyyttiset streptokokit, joita on 10ydetty yleensd my0s maaréllisesti eniten
(West ym. 1979, Eidelman ja Szilagyi 1979, Law ym. 1989). Monia muitakin lajeja didinmaidosta
on 1dydetty, mutta niiden esiintyminen on ollut harvinaisempaa, ja vaihdellut riippuen kaytetyista
viljelymenetelmisté (taulukko 1.7). Tarkemmin, lajitasolle asti, ei didinmaidon normaalibakteeristoa
ole ennen tétd tutkimusta tunnistettu, silld kiinnostus on ollut 1dhinnd patogeenien seulonnassa.
Liséksi suurin osa tutkimuksista on tehty aikana, jolloin ei vield ollut kdytossd molekyylibiologisia

menetelmia bakteerien tunnistamiseksi.

Taulukko 1.7 Aidinmaidon hygieenisen laadun seuloinnoissa yleisimmin maidosta 16ydetyt
bakteerilajit. Taulukossa on prosentteina monessako &didinmaitondytteessd tutkituista kyseinen
bakteerilaji/-ryhma esiintyi. Sarakkeissa on lihavoituna tutkimuksessa mukana olleiden ditien méara
ja suluissa tutkittujen néytteiden kokonaisméérd. Tyhjiksi jddneet kohdat kertovat, ettei kyseisti

bakteeria/bakteeriryhméé ole erikseen tutkittu.

917 (348) ¥ 95 (95) 9 30 (30) ¥ 96 (7610) ?44 (44) P 40 (108) & 70 (207) ™ 21 (21
2

Acinetobacter sp. 13 33 18 9
Bacillus sp. 5 3 5
Diphteria sp. 8 6 13 5
Enterobacter sp. 1 18 7 5
Enterococcus sp. 0,3 14 5 13
Escherichia coli 9 26 6 2 5
Flavobacterium sp. 1 2 14
Klebsiella sp. 14 6 2 1
Micrococcus sp. 96 29
Moraxella sp. 4 33
Pseudomonas sp. 1 19 14
Staphylococcus
aureus/koagulaasiposit. 19 7 21 20 13 13 24
epidermidis/koagulaasinegat. 45 77 95 98 95 95
Streptococcus
alfahemolyyttiset/viridans 21 40 43 27 43
beta-hemolyyttiset 1 2
ei-hemolyyttiset 30 12 29

Lahteet: a) Wright ja Feeney 1998, b) Wright 1947, ¢) Ajusi 1989, d) Law ym. 1989, e) Eidelman ja Szilagyi 1979, f) EI-Mohandes
ym. 1993, g) Carrol ym. 1979, h) West ym. 1979.

4.2.1 Stafylokokit

Aidinmaidon p#iryhmi, stafylokokit, on luokiteltu aiemmissa tutkimuksissa karkeasti,
koagulaasinegatiivisiin ja -positiivisiin. Erityisen yleiseksi &didinmaidon lajiksi on useissa
tutkimuksissa mainittu koagulaasinegatiiviset stafylokokit, erityisesti Staphylococcus epidermidis

(West ym. 1979, Eidelman ja Szilagyi 1979). Se on potentiaalisesti patogeeninen laji, mutta
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didinmaidon kannat ovat yleensd todettu harmittomiksi. Koagulaasipositiivinen Staphylococcus
aureus-bakteeri on ollut erityisen kiinnostuksen kohteena, silld se voi aiheuttaa vastasyntyneelle
vakavia tulehduksia seké &idille rintatulehduksia. Bakteeria on esiintynyt noin 7-24 prosentissa eri

dideilti saaduista maitondytteistd (taulukko I.7). Muita stafylokokkilajeja ei ole erikseen tunnistettu.

4.2.2 Streptokokit

Aidinmaitoniytteiden streptokokit on aiemmissa tutkimuksissa luokiteltu metabolisin testein
Streptococcus viridans -ryhméian eli normaaliflooran streptokokkeihin kuuluviksi, tai veriagarin
hemolyysireaktion perusteella alfa- ja betahemolyyttisiin, sekd ei-hemolyyttisiin. Tarkemmasta

lajikoostumuksesta ei ole ollut tietoa ennen tétd tutkimusta.

4.2.3 Maitohappobakteerit

"Perinteisistd"  Lactobacillus-,  Lactococcus-,  Leuconostoc-,  Pediococcus-sukuisista
maitohappobakteereista oli, ennen tdtd tutkimusta, eristetty didinmaidosta ainoastaan laktobasilleja.
Streptokokkeja ja enterokokkeja, jotka myds luetaan maitohappobakteereihin, sen sijaan oli havaittu
yleisesti rintamaidossa (taulukko 1.7).

Wright ym. (1947) 16ysivét didinmaidosta anaerobisessa kasvatuksessa yhden laktobasillin (ei
lajitunnistusta) ja West ym. (1979) yhdestd nédytteestd Lactobacillus plantarum -bakteerin.
Suomessa on Ingmanilla kiytossd meijerituotteissa probioottina (Rela) alunperin didinmaidosta
eristetty Lb. reuteri MM53/SD2112 -kanta (Reid 1999). Aiemmissa tutkimuksissa 1dydettyjen
maitohappobakteerien vdhdinen méédrd johtuu luultavasti siitd, ettei niitd ole varsinaisesti etsitty
didinmaidosta, eivitkd kaytetyt kasvualustat ja aerobiset olosuhteet ole suosineet niiden kasvua.

Tamén tutkimuksen osajulkaisun (Heikkild ja Saris, 2003) ilmestymisen jdlkeen useat tutkijat
ovat kiinnostuneet rintamaidon maitohappobakteereista (Martin ym. 2003, 2005, 2006, Olivares ym.
2006, Sinkiewicz ja Nordstrom 2005). Martin ym. (2003) 16ysivit kaikista (n = 8) tutkimistaan
didinmaitondytteistd Lactobacillus gasseri- ja Enterococcus faecium-bakteereita. Lisdksi he eristivét
yhden Lb. fermentum -kannan ja mydhemmin yhden Lb. salivarius -kannan (Martin ym. 2006).
Naistd didinmaidon laktobasilleista Puleva Biotech -niminen yritys kehittdd uusia probioottisia
maitohappobakteerivalmisteita (Olivares ym. 2006).

Sinkiewicz ja Nordstrom (2005) I10ysivdt alustavissa tutkimuksissaan 12 prosentista
didinmaitondytteistd (n = 226) Lb. reuteri -bakteereja. Naytteet olivat eri puolilta maailmaa. He
havaitsivat eroja laktobasillien esiintymisessd rintamaidossa eri maissa seké riippuen siitd, asuiko
diti maaseudulla vai kaupungissa. Puolessa maaseudulta ja noin viidenneksessd kaupunkialueelta

saaduista ndytteistd esiintyi laktobasilleja. Bifidobakteereita he 10ysivét ldhes kaikista Japanin ja
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Korean maaseudulta saaduista naytteistd, toisin kuin Tanskasta, Perusta ja Ruotsista, joissa kyseisié
bakteereita esiintyi maidossa vain vdhin tai ei ollenkaan.
Beasley ja Saris (2004) 16ysivat kuudesta eri didiltd saadusta maitondytteestd (n = 20) L. lactis -

kantoja, yhteensd 20 kantaa. Ndistd seitsemén kantaa tuotti bakteriosiinia, nisiinié.

4.3 Patogeenit

Aidinmaidossa voi esiintyi patogeeneja, jotka voivat olla vaarallisia vastasyntyneelle. Imetyksen
edut ovat kuitenkin yleisesti niin paljon suuremmat kuin riskit, ettei tdmidn vuoksi suositella
imetyksestd luopumista. Virusten ja bakteerien siirtyminen didinmaidon kautta on yleisesti ottaen

harvinaista. Ainoastaan erityistapauksissa, kuten HIV-positiivisilla dideilld, imetysti ei suositella.

4.3.1 Patogeeniset bakteerit

Aidinmaidon aiheuttamat bakteeritulehdukset ovat harvinaisia, tutkimukset kuvaavat lihinni
joitain yksittdistapauksia. Terveelle vastasyntyneelle didinmaidon bakteerit, vaikka joukossa olisi
patogeenejakin, eivét yleensd aiheuta oireita. Keskoset ovat kuitenkin riskiryhméssd. Suurin osa
osoitetuista tartunnoista onkin todettu keskosvauvoilla. Muun muassa Staphylococcus aureus-,
Streptococcus agalactiae-, Salmonella- ja Klebsiella pneumoniae —bakteerien on todettu siirtyneen

ja aiheuttaneen tulehduksia vauvalle didinmaidon kautta.

Staphylococcus aureus

Staphyloccus aureus voi aiheuttaa useita erilaisia tulehduksia, joista vastasyntyneille vakavimpia
ovat verenmyrkytys ja keuhkokuume. Arviot bakteerin esiintymisestd &didinmaidossa ovat
vaihdelleet noin 15-20 prosentin valilld (taulukko 1.7). Wrightin ym. (1947) tutkimuksessa Staph.
aureus 16ytyi 18:ssa néytteestd 95:std, Law ym. (1989) l0ysivit sen puolestaan 20:ssa ndytteessa
96:sta ja West ym. (1979) viidessd 21:std. Vaikka se oli siis suhteellisen yleinen didinmaidossa,
tulehdukset maidon kautta ovat harvinaisia.

Le Thomas ym. (2001) osoitti Panton-Valentine-leukosidiinia (PVL) tuotavan Staph. aureus -
kannan aiheuttaneen didinmaidon kautta keuhkokuumeen vauvalle. Behari ym. (2004) puolestaan
osoittivat pahamaineisen MRSA:n eli metisilliiniresistentin Staph. aureus -kannan siirtyneen
maidon kautta ja aiheuttaneen verenmyrkytyksen ja sidekalvotulehduksen keskosina syntyneille
kaksosille. Myos Gastelum ym. (2005) totesivat MRSA:n siirtyneen pumpatun didinmaidon kautta
keskosina syntyneille nelosille, joista yksi menehtyi verenmyrkytykseen. Kawada ym. (2003)
osoittivat, etti MRSA voi siirtyd tdysin oireettomilta dideiltd maidon mukana aiheuttamatta oireita

terveille vauvoille.
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Ryhman B streptokokit eli Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae  on yleisin  vastasyntyneiden vakavien tulehdusten, kuten
verenmyrkytysten, aiheuttaja. Useimmiten, noin 90 prosentissa tapauksista, se tarttuu sikidveden
vilitykselld tai synnytyskanavasta ja ilmenee 12 tunnin kuluessa syntymaésti (Hickman ym. 1999).
Rintamaito on vain harvoin tartuntalihde. Keskosina syntyneet ovat kuitenkin herkempid
tulehduksille, ja maidon kautta onkin siirtynyt tartuntoja didistd keskosvauvalle (Godambe ym.
2005, Olver ym. 2000, Atkins ym. 1998, Bingen ym. 1992). Tutkimuksissa olleet didit olivat

yleensd itse tdysin oireettomia.

Salmonella

Useiden salmonella-lajien on todettu siirtyneen didinmaidon kautta. Tapauksia on kuitenkin
véhdn. Salmonella kottbus on aiheuttanut ongelmia erityisesti sairaalojen didinmaitopankeissa, S.
senftenberg ja S. enterica serotyypit Typhimurium ja Panama ovat siirtyneet imetettiessd terveelta
aidiltd vauvalle (Qutaishat ym. 2003, Chen ym. 2005). Bakteerit ovat aiheuttaneet muun muassa

suolisto- ja verenmyrkytysoireita.

Klebsiella pneumoniae
Keuhkokuumetta  aiheuttava  Klebsiella ~pneumoniae  on  aiheuttanut  harvinaisina
yksittdistapauksina verenmyrkytyksid didinmaitopankkeihin luovutetun maidon kautta (Donowitz

ym. 1981) sekd imetyksessd keskosvauvoille (Godambe ym. 2005).

Muut patogeeniset bakteerit

Edelld mainittujen lisdksi didinmaidon on havaittu, harvinaisina yksittiistapauksina, aiheuttaneen
mm. Mycobacterium tuberculosis-, Escherichia coli-, Listeria monocytogenes- ja Coxiella burnetii -
tartuntoja (Katsaus: Jones 2001).

4.3.2 Virukset

Melko useat virusinfektiot voivat siirtyd didinmaidon kautta. Useimmiten virus joko infektoi
rinnan epiteelisoluja tai didinmaitoon erittyvid puolustusjirjestelmén valkosoluja, monosyytteja.
Niiden kautta se pdfsee maitoon joko vapaina viruspartikkeleina tai valkosolujen sisilla.
Rintatulehduksen on todettu lisddvan virusten kulkeutumista (kappale 4.4).

Tavallisimmat didinmaidon kautta tarttuvat virukset ovat HIV, CMV (sytomegalovirus) ja HTLV

(T-soluleukemiavirus). Muita didinmaidon kautta mahdollisesti harvinaisesti tarttuvia viruksia ovat
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muun muassa rubella (vihurirokko), herpes simplex, hepatiitti-B (maksatulehdus), EBV (Epstein-
Barr-virus, mononukleoosi) ja HHV6 (vauvarokko). Arvioiden mukaan tartunta-asteet ovat
sytomegalovirukselle 40-76 % , rubellavirukselle 25-50 %, HTLV-1 -virukselle 80 % ja HIV-1 -
virukselle 5-66 % (Katsaus: Michie ja Gilmour 2001). Vaihteluvéli on laaja, mikd osoittaa

tartuntaldhteen selvittimisen vaikeutta.

HIV

HI-viruksen (Human Immuno-deficiency virus) siirtyminen &idinmaidon kautta on ollut jo
useiden vuosien ajan yksi tirked tutkimusaihe virologiassa (Katsaukset: Humprey ja Iliff 2001,
Dorosko 2005). Vuonna 2004 noin 640 000 alle 15-vuotiasta lasta sai HIV-tartunnan ja noin puoli
miljoonaa kuoli AIDSiin. Tartunta siirtyy useimmiten didiltd lapselle istukan, synnytyskanavan tai
rintaruokinnan kautta. Aidinmaidon kautta on arvioitu siirtyvdin kolmanneksen tai jopa puolet
infektioista, eli arviolta 200 000—300 000 tartuntaa vuosittain (Humprey ja Iliff 2001).

Linsimaissa ja muissa kehittyneissd maissa HIV-positiivisia naisia kehoitetaan pidattdytymaan
kokonaan imettdmisestd. Kdyhissd kolmansissa maissa tilanne on kuitenkin monimutkaisempi.
Mikaili vauvaa ei imetetd, riski kuolla ripuliin tai hengitystieinfektioihin arviolta kuusinkertaistuu,
silld puhtaan veden saatavuus ja hygieniaolosuhteet ovat heikot (WHO 2004).

Maailman terveysjarjeston (WHO) ja Yhdistyneiden kansakuntien (UNAIDS ja UNICEF)
nykyisen suosituksen mukaan HIV-positiivinen &idille pitdd kertoa molemmat vaihtoehdot ja kertoa
tartuntariskistd. Jos korvikemaidon kdyttd on turvallista, puhdasta vetti on saatavilla ja
hygieniaolosuhteet riittdvdn hyvét, suositellaan imetyksen vélttdmistd. Muussa tapauksessa
suositellaan tdysimetystd ensimmdisten elinkuukausien aikana. Osittaisimetys lisdd tartuntoja.
Liséksi tulee pyrkié estimain rintatulehduksia (WHO 2004).

HIV-tartuntoja pystytddn jonkin verran védhentimddn antamalla &idille ennen synnytystd ja
vauvalle syntymin jidlkeen anti-retroviruslddketti (nevirapiini). Nevirapiini laskee didinmaidon HI-

virusten mééraa ja siten tartuntatodennékoisyys laskee (Katsaus: McIntyre 2006).

Sytomegalovirus

Sytomegaloviruksen on jo 1960-luvulla todettu yleisesti tarttuvan didinmaidon kautta. Se on yksi
yleisimmistd vastasyntyneen vauvan infektioista. Sen esiintymistd maidossa on tutkittu laajasti
(Katsaus: Schleiss 2006), mutta ladketieteellisiin seuraamuksiin on kiinnitetty vain vihén huomiota,
silld terveelld vastasyntyneelld tartunta on ldhes aina oireeton.

Tietyissd tapauksissa, etenkin keskosvauvoille, tartunta didinmaidon kautta voi kuitenkin olla

vaarallinen. Se voi aiheuttaa muun muassa verenmyrkytyksen tyyppisen oireyhtymén, syddmen
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hidaslyontisyyttd, suolipullistumia seké valkosolujen ja verihiukkasten mairdn vihenemisti. Suurin
osa, 6693 % , seropositiivisista dideistd erittdd virusta rintamaitoon. Tartunnan virusta sisaltavasti
rintamaidosta saa noin 10-76 % vauvoista (Schleiss 2006, Michie ja Gilmour 2001).

Tartuntaa pystytdén estimédn joko kuumentamalla rintamaito tai pakastamalla se ennen vauvalle
antamista. Tavallinen toimenpide on antaa pienipainoisille keskosille vasta-ainevalmistetta CMV:n
torjumiseksi. Antiviraalinen ladkitys (ganciclovir) voi auttaa verenmyrkytysoireista kérsivid

keskosvauvoja (Schleiss 2006).

HTLV

IThmisen T-soluleukemiaa aiheuttava HTL-virus (Human T-lymphotropic virus) siirtyy didistd
lapseen piddasiallisesti rintamaidon kautta. Virus esiintyy endeemisend tietyilld alueilla Eteld- ja
Pohjois-Amerikassa, Eteld-Afrikassa, Uudessa-Seelannissa, Karibialla ja Japanissa, jossa se on
erityisen yleinen. Muualle maailmaan se on kulkeutunut ldhinnd siirtolaisten mukana. Japanissa
tietyilld alueilla seropositiivisia on 637 %. Euroopassa virus on harvinainen, esiintyvyys on vain
muutaman promillen luokkaa (Katsaus: Fujino ja Nagata 2000).

Viruksen aiheuttama aikuisen T-soluleukemia on vakava verisolusyopéd ja ennuste on huono.
Diagnoosin jédlkeen potilas kuolee keskiméérin 8 kuukaudessa, kemoterapia ei tehoa. Kuoleman
aiheuttaa yleenséd vakava hengitystieinfektio tai hyperkalsemia. Onneksi HTLV-tartunnan saaneista
vain pieni osa, 3—5 % sairastuu. Lisdksi virustartunnan jélkeinen latentti vaihe on erittdin pitk,
usein vuosikymmenié, minki vuoksi tauti puhkeaa vasta aikuisidlld (Bazarbachi ym. 2004).

Seropositiivisten ditien aiheuttamaa vauvan tartuntariskid voidaan alentaa rajoittamalla
rintaruokinnan kesto alle puoleen vuoteen. Myds maidon pakastaminen poistaa virusten

tartuntakyvyn (Fujino ja Nagata 2000).

4.3.3 Parasiitit

Yleisesti didin loisinfektio ei aiheuta riskid imetyksen yhteydessd vauvalle. Ainoastaan yhdessi
tutkimuksessa on epdilty parasiitin, Toxoplasma gondiin aiheuttaman kuumetaudin, kulkeutuneen
didinmaidon kautta vauvalle. Témén vuoksi ei kuitenkaan kehoiteta ditejé, joilla on toksoplasmoosi,

pidéttdytymaédn imetyksestd (Katsaus: Jones 2001).

4.4 Rintatulehdus

Mastiitti eli rintatulehdus on maitorakkuloiden vilisen sidekudoksen tulehdus. Oireena on korkea
kuume (38,5 °C tai enemméin), maidontuotannon vdheneminen, flunssantyyppiset kivut ja

véristykset, sekd punainen, arka, kuuma ja turvonnut alue rinnassa. Arviolta 11 prosentilla
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rintatulehduksen saaneista maidontuotanto tyrehtyy kokonaan, mutta se on harvinaista
ensimmadisten kuuden viikon jdlkeen (Jonsson ja Pulkkinen 1994).

Rintatulehdus on melko yleinen imettdvilld naisilla, arviot yleisyydestd vaihtelevat viiden ja 33
prosentin vélilld (Katsaus: Michie ym. 2003). Suomessa esiintyvyydeksi on arvioitu 24 %
imettdvistd dideistd (Jonsson ja Pulkkinen 1994). Useimmiten (74-95 %) rintatulehdus havaitaan
ensimmadisten kolmen kuukauden aikana synnytyksestd. Joillain dideilld tulehdus voi my0s uusiutua.

Tavallisin rintatulehduksen syy on maidon pakkautuminen rintaan. Tiehyttukos voi jo
yksistdédnkin, ilman bakteeritulehdusta, aiheuttaa kipua ja kuumetta. Perinteiseen hoitoon kuuluu
hierontaa, yrttejd ja kylpyjd, joiden avulla rinta pyritddn tyhjentimdin. Tiehyttukosten lisdksi
rintatulehdusten syntya edistdvit muun muassa ihon haavaumat ja vaurioituminen, huono hygienia,
vauvan tehoton imutekniikka, sekd maidon alhainen valkosolujen, laktoferriinin ja lysotsyymin
maiiré (Katsaus: Michie ym. 2003).

Staphylococcus aureus on yleisin rintatulehdusbakteeri, aiheuttaen ainakin 50 % Xkliinisisté
rintatulehduksista. Streptokokkeja, gram-negatiivisia sauvabakteereja, kuten Escherichia coli, ja
sekakasvustoa havaitaan my0s usein tulehdusten yhteydessd. Harvinaisempia rintatulehdusten
aiheuttajia ovat salmonellat, mykobakteerit (M. tuberculosis) sekd Candida- ja Cryptococcus-
sukuiset hiivat (Michie ym. 2003). Maidossa esiintyvistd bakteereista huolimatta rintatulehdus ei
tavallisesti atheuta ongelmia imeville vauvalle ja imetysti suositellaan jatkettavan koko ajan, myds
antibioottihoidon aikana (Jones 2001).

Rintatulehduksen aikana bakteerien ja tulehdussolujen vaikutuksesta maitorakkkuloiden
epiteelisolujen tiiviit liitokset (kappale 2.2.4) rakoilevat. Tdlloin maitoon pédsee normaalia
enemmin muun muassa natriumia ja veren valkosoluja. Mastiitin aikana maidossa on mm.
puolustusjarjestelmén dendriittisoluja, jotka voivat kuljettaa viruksia sisélldén. Virusten siirtyminen
onkin todennékoisempdd rintatulehduksen aikana, esim. HIV tarttuu 2—4 kertaa helpommin (Michie
ym. 2003).

Edelld kuvatun kliinisen rintatulehduksen lisdksi ithmisilld, kuten lehmilldkin, on todettu ns.
subkliinistd mastiittia, joka voi olla ldhes krooninen. Sen arvellaan olevan yleisempi kuin kliinisen
mastiitin, mutta esiintyvyyttd on vaikea todeta, silld tyypilliset oireet puuttuvat. Kéytdnnossé
subkliininen mastiitti havaitaan lehmilld ja ihmisilli muun muassa pitkdaikaisena maidon médrin
vidhenemisend sekd maidon normaalia korkeampina natrium-, immunoglobuliini-, lysotsyymi- ja
laktoferriinipitoisuuksina (Katsaus: Filteau 2003).

Se, miten tulehdusta aiheuttava bakteeri pddsee maitorakkuloihin, on yhd epéselvdd. Useita
erilaisia reittivaihtoehtoja on esitetty: maitotichyité pitkin nannistd, verenkierron kautta tai ndnnin

haavaumasta/halkeamasta imuteitse. Nidnnin haavaumien on todettu lisddvan rintatulehdusriskia,
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joten ne muodostavat luultavasti ainakin yhden infektioreitin (Katsaus: WHO 2000). Martin ym.
(2004) uskovat, ettd bakteerit pystyvit elimistossd kulkemaan verenkierron kautta rintamaitoon.

Lisédtutkimukset ovat kuitenkin tarpeen.

5 Vauvan suolistomikrobisto

Perinteisesti on ajateltu, ettd vauva on steriili ennen syntymdd. Bakteerien kolonisaation
ajatellaan alkavan synnytyksen yhteydessi, jolloin vauva saa synnytyskanavasta tullessaan didin
eméttimen ja suoliston bakteereita (Harmsen ym. 2000).

Jimenez ym. (2005) sen sijaan uskovat, ettd didiltd voi siirtyd normaalibakteeristoa tiysiaikaiselle
siki6lle jo ennen syntymdd. Ryhma eristi yhdeksdn didin istukkaverestd (n = 20) Enterococcus-,
Streptococcus-, Staphylococcus- ja Propionibacterium-sukuisia bakteerilajeja. Tdméa ryhma osoitti
lisdksi, ettd Enterococcus faecium —bakteeri siirtyi tiineelld hiirelld suun kautta nautittuna
sikidveteen. Jimenezin ym. (2005) mukaan on todennikoistd, ettei tiysiaikainen sikio ole steriili,

vaan bakteerien kolonisaatio alkaa jo ennen syntymaa.

5.1 Ensimmaiset elinviikot

Ensimmdisind elinpdivind syntymétapa ja ympdristd vaikuttavat eniten vauvan suoliston
bakteerilajistoon. Hollantilaistutkimuksessa keisarinleikkauksella syntyneilld oli vdhemmaén
bifidobakteereita ja Bacteroides-sukuisia bakteereita kuin alateitse syntyneilld (Penders ym. 2006).
Lisiksi keskoisuus, sairaalassaolo ja antibioottikuurit vaikuttivat merkittdvasti bakteerilajistoon.

Vauvan suoliston bakteerilajisto muuttuu ensimmaisind elinpdivind nopeasti. Bakteereita alkaa
erittyd muutaman tunnin kuluttua syntymdstd ulosteeseen. Ensin suolisto kolonisoituu
fakultatiivisilla aerobeilla. Kun ndmé ovat kuluttaneet hapen, nousevat valtalajeiksi ehdottomat
anaerobit.

Hyvin pian syntymén jidlkeen ravinnosta tulee keskeisin suolistomikrobiston koostumukseen
vaikuttava tekija. Harmsenin ym. (2000) mukaan didinmaidon bifidobakteerien kasvua suosivat
oligosakkaridit vaikuttavat voimakkaasti vauvan suoliston lajistoon verrattuna korvikeruokittuihin.
Vaikutusta voi olla myds rintaruokittujen vauvojen tyypillisesti matalammalla ulosteen pH:lla.

Harmsenin ym. (2000) tutkimuksessa rintaruokituilla vauvoilla (n = 6) esiintyi 20 ensimmaéisena
elinpdivanddn ulosteessa pédasiallisesti bifidobakteereita. Bifidobakteereista tuli valtalaji (>60 %
kaikista bakteereista) viikon sisélld syntymdstd, mikéli vauva sai yksinomaan rintamaitoa.
Korvikeruokituilla vauvoilla (n = 6) esiintyi ulosteessa yhtd paljon Bacteroides-sukuisia bakteereita

kuin bifidobakteereita, seka lisdksi enemmaén klostrideja, stafylokokkeja ja kolibakteereita.

43



Rintaruokituilla oli Harmsenin ym. (2000) mukaan bifidobakteerien lisdksi huomattava maara
streptokokkeja, kuten Streptococcus anginosus, Streptococcus agalactiae ja Streptococcus
salivarius, ja laktobasilleja, kuten Lactobacillus casei, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus plantarum ja Lactobacillus fermentum. Lisdksi
FISH-menetelma paljasti, ettd maidossa esiintyi myds runsaasti ei-viljeltdvissa olevia Bacteroides-

sukuisia lajeja.

5.2 Suolistomikrobisto kuukauden iassa

Pendersin ym. (2006) laajassa tutkimuksessa (n = 1032) kuukauden ikédisten rintaruokittujen
vauvojen ulosteista madritetty suolistobakteeristo koostui pddosin bifidobakteereista.
Korvikeruokituilla oli merkittavasti enemman Escherichia coli-, Clostridium difficile-, Bacteroides-
sukuisia bakteereita ja laktobasilleja. Laktobasillien suurempi midrd korvikeruokituilla johtui
luultavasti hollantilaisiin korvikkeisiin yleisesti lisdtyistd prebioottisista oligosakkarideista, joiden
tiedetédn lisdévin maitohappobakteerien ja bifidobakteerien midraa suolistossa.

Pendersin ym. (2006) tutkimuksessa vertailtiin 1032 vauvan suolistomikrobistoa ja tutkittiin
muun muassa synnytystavan (sektio tai alatiesynnytys), ruokinnan (rintaruokinta tai korvike),
synnytyspaikan (sairaala tai koti) ja antibioottihoidon vaikutusta lajistoon. Kuukauden idssd
suotuisin suolistomikrobisto, eli eniten bifidobakteereita ja vahiten Clostridium difficile- ja

Escherichia coli —kantoja, oli alateitse kotona syntyneilld rintaruokituilla vauvoilla.

5.3 Vieroituksen jalkeen

Kirjavaisen ym. (2001) mukaan imetyksen loppumisen jidlkeen bifidobakteerien maara
suolistossa putoaa. Vieroitus alentaa myos bakteerien kokonaismddrdd. Kun vauva alkaa syoda
samaa ravintoa kuin aikuiset, my0s bakteerikoostumus alkaa muistuttaa aikuisen suoliston
bakteerikoostumusta.

Aikuisen suolistossa on huomattava mééra bakteereita, noin kilon verran. Lajeja on enemmain
kuin tuhat (Zoetendal ym. 2006). Tunnettuja bakteerilajeja ovat anaerobiset bakteerit:
bifidobakteerit, eubakteerit, laktobasillit, anaerobiset kokit ja bakteroidit. Ndiden valtalajien lisdksi
suolistossa esiintyy pienemmmissd maarin fakultatiivisesti aerobisia lajeja, kuten enterobakteereita,
stafylokokkeja, streptokokkeja, enterokokkeja, klostrideja ja hiivoja. Suolistobakteeristo vaihtelee
aikuisidssd yksilollisesti johtuen mm. ravitsemuksellisista, maantieteellisistd ja hygieenisistd eroista
(Mikelsaar ym. 2003).

Aikuisen suolistossa on lisdksi runsaasti bakteereita, joita ei vield ole kyetty tunnistamaan tai

joita on tutkittu vasta vdhdn. Tdma johtuu siitd, ettd aikuisen suoliston bakteereista pddosa on
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ehdottoman anaerobisia, ja yli puolet sellaisia, joita ei pystytd kasvattamaan laboratorio-oloissa

(Tlaskalova-Hogenova ym. 2004).

6 Bakteriosiinit

Bakteriosiinit ovat pienid (yleensd 30 — 60 aminohappoa) polypeptidejd, joiden avulla bakteerit
estdvdt muiden, kilpailevien bakteerien kasvua. Niitd on kutsuttu myos peptidiantibiooteiksi tai
antimikrobisiksi peptideiksi. Osa tutkijoista kuitenkin haluaa vilttdd antibiootti-sanaa, silld
bakteriosiineja kéytetddn elintarvikkeissa sdilontdaineena. Lisdksi, toisin kuin klassiset
peptidiantibiootit, esimerkiksi gramisidiinit ja polyketiinit, bakteriosiinit tuotetaan ribosomaalisesti,
eikd erillisten entsyymikompleksien avulla (Katsaus: Jack ja Jung, 2000).

Ensimmaiseksi bakteriosiineista kuvattiin gram-negatiivisen Escherichia coli V:n tuottama
kolisiini. Se 16ydettiin dialysoitavana, kuumakestoisena antimikrobisena yhdisteend jo vuonna 1925.
Yleinen termi "bakteriosiini" médritettiin vuonna 1953 kolisiinin tyyppisend proteiiniantibioottina,
jolla oli antimikrobisia ominaisuuksia ja kyky kiinnittyd solun pinnan reseptoriin (Historiakatsaus:
Jack ym., 1995).

Nykyisin tiedetdin, ettd bakteriosiineja tuottavat hyvin monet erilaiset bakteerit, ehki jopa suurin
osa bakteereista (Jenssen ym., 2006). Tutkimukset ovat kuitenkin voimakkaasti keskittyneet gram-
positiivisten  bakteerien, erityisesti maitohappobakteerien, tuottamiin  bakteriosiineihin.
Maitohappobakteereita pidetddn yleisesti turvallisina, ja niitd voidaan sen vuoksi kayttda
elintarviketeollisuudessa ja probiootteina. Lactococcus lactis -bakteerin tuottamaa nisiini-
bakteriosiinia kiytetddn sdilontdaineena (E234) elintarvikkeissa yli 50 maassa (Delves-Broughton
ym., 1996).

Bakteriosiinit tehoavat yleensd vain tuottajalle itselleen ldheistd sukua oleviin lajeihin.
Esimerkiksi gram-positiivisten bakteerien tuottamat bakteriosiinit tappavat yleensd vain muita
gram-positiivisia bakteereita. Tdmd on ymmarrettdvid, silld sukulaislajit luultavasti kilpailevat
samasta ekologisesta lokerosta, ruoasta ja tilasta, keskendén. Toisinaan inhibitiokyky on erittdin
suppea, ja bakteriosiini tappaa vain saman lajin eri kantoja tai vain ldheistd sukua olevia saman
bakteeriperheen jasenid.

Bakteriosiinigeenit ovat yleensd plasmideissa, mutta ne voivat olla myds kromosomissa. Usein
niiden tuottoon tarvitaan useita geenejd, joiden koodaamat proteiinit osallistuvat translaation
jélkeisiin muutoksiin, translokaatioon eli kuljettamiseen solun ulkopuolelle, transkription sdételyyn
ja itseimmuniteettiin (Katsaus: Jack ym., 1995). Esimerkiksi biologisesti aktiivisen nisiinin tuottoon

vaaditaan 11 geenid (nisA/Z/QBTCIPRK ja nisFEG).
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6.1 Bakteriosiinien luokittelu

Bakteriosiineja tunnetaan yli sata erilaista, ja mddrd kasvaa jatkuvasti (taulukko I.8). Ne
jaotellaan nykyisin neljddn eri luokkaan: lantibiootit, muokkaamattomat peptidit, isot proteiinit ja

sykliset peptidit (kuva 1.8).

I Lantibiootit I Muokkamattomat peptidit 111 Isot proteiinit
Ia Lineaariset ITa Pediosiinin tyyppiset IITa Bakteriolyyttiset
Ib Globulaariset IIb Sekalaiset IIIb Ei-lyyttiset

Ic Moniosaiset IIc Moniosaiset

IV Sykliset peptidit

Kuva 1.8 Bakteriosiinien luokittelu Cotterin ym. (2005, 2006) mukaan.

Ensimmaéiseen luokkaan, lantibiootteihin, kuuluu pienid, lampokestoisia peptidejd (19 - 38 aa),
joilla on tyypillisesti lantioniinirenkaita rakenteessaan. Taillaisia ovat esimerkiksi nisiini,
mersasidiini ja laktisiini 481.

Toinen luokka sisdltdd pienid (<10 kDa) lampokestoisia peptidejd, joita ei, toisin kuin
lantibiootteja, juuri muokata translaation jilkeen. Ryhmédidn kuuluu sekalainen joukko pienid
peptidejd, joista osa on “Listeria-aktiivisia”, kuten pediosiini ja leukosiini A.

Kolmas luokka sisdltdd isoja bakteriosiineja, kuten lysostafiini ja enterolysiini A. Neljds
puolestaan syklisid, translaation jidlkeen muokattavia peptidejd, kuten enterosiini AS48 ja mikrosiini

J25.

Taulukko 1.8 Tunnettuja bakteriosiineja. Tiedot keratty artikkeleista: Pag ja Sahl (2002), Ennahar
ym. (2000), Sahl & Bierbaum (1998), Jack ym. (1995), Guinane ym. (2005), Kawai ym. (2004),
Kemperman ym. (2003), Wirawan ym. (2006), Zendo ym. (2003).

Bakteriosiini Tuottava bakteerilaji Molekyylipaino (Da)
Luokka I: L antibiootit

Nisiini A/Z/Q Lactococcus lactis 3352/3330/3327
Nisiini U Streptococcus uberis 3172

Subtiliini Bacillus subtilis 3317

Epidermiini Staphylococcus epidermidis 2164
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Bakteriosiini

Tuottava bakteerilaji

Molekyylipaino (Da)

Gallidermiini

(Vall, Leu6)-epidermiini
Stafylokokkiini T
Mutasiini B-Ny266/1140/1/111
Pep5

Episidiini 280
Epilansiini K7

Laktosiini S
Streptokokkiini A-FF22
Laktisiini 481
Salivarisiini A

(Lys2, Phe7)-Salivarisiini A
Variasiini

Kypemysiini
Plantarisiini C
Kinnamysiini
Duramysiini
Duramysiini B
Duramysiini C
Ankoveniini
Mersasidiini

Aktagardiini

Staphylococcus gallinarum
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus cohnii
Streptococcus mutans
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Lactobacillus sake
Streptococcus pyogenes
Lactococcus lactis
Streptococcus salivarius
Streptococcus salivarius
Micrococcus varians
Streptomyces spp
Lactobacillus plantarum
Streptomyces cinnamoneus
Streptomyces cinnamoneus
Streptoverticillium ssp
Streptomyces griseoluteus
Streptomyces spp

Bacillus ssp

Actinoplanes ssp

Kahdesta peptidistd muodostuvat lantibiootit:

Sytolysiini L1/L.2
Mutasiini T8
Karnosiini UI49

Enterococcus faecalis
Streptococcus mutans

Carnobacterium piscicola

Luokka I1: Muokkaamattomat peptidit

Leukosiini A
Leukosiini B-Talla
Mesenterisiini Y105
Diversiini V41
Carnobacteriocin B2/BM1
Piskikosiini /Via/126
Mundtisiini
Enterosiini A/P
Pediosiini PA-1
Pediosiini AcH
Kurvasiini A

Sakasiini A/P

Leuconostoc gelidum
Leuconostoc carnosum
Leuconostoc mesenteroides
Carnobacterium divergens
Carnobacterium piscicola
Carnobacterium piscicola
Enterococcus mundtii
Enterococcus faecium
Pediococcus parvulus
Pediococcus acidilactici
Lactobacillus curvatus

Lactobacillus sake
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2164
2151
2166
2270/2263/2364/2266
3488
3133
3032
3764
2795
2901
2315
2321
2658
2094
2880
2042
2014
1951
2008
1959
1825
1890

4164/2631
3245
4635

3390

3390

3868

4509

4967
4416/4526/?
4287
4829/4493
4623

4623

?

4306/4434



Bakteriosiini

Tuottava bakteerilaji

Molekyylipaino (Da)

Bavarisiini A/MN Lactobacillus sake 3500-4000/?
Laktokokkiini G Lactococcus lactis ?
Laktasiini F Lactobacillus acidophilus ?
Luokka Il1: Isot proteiinit

Helvetisiini J/V-1829 Lactobacillus helveticus 3751172
Asidofilusiini A Lactobacillus acidophilus ?
Laktasiini B Lactobacillus acidophilus ?
Enterolysiini A Enterococcus faecalis 35000
Termofiliini ST-1 Streptococcus thermophilus ?
Linosiini M18 Brevibacterium linens 31000
Luokka IV: Sykliset peptidit

Enterosiini AS48 Enterococcus faecalis 7149
MikrosiiniJ25 Escherichia coli 2107
Reuteriini 6 Lactobacillus reuteri ?
Gasserisiini A Lactobacillus gasseri ?
Sirkulariini A Clostridium beijerinckii ?
Klostisiini 574 Clostridium tyrobutyricum ?

6.2 Toimintatapa

Suurin osa bakteriosiineista tappaa vaikuttamalla solukalvon ldpdisyvyyteen tai solun
entsyymitoimintaan. Monien vaikutusmekanismi on kuitenkin vield selvittimatta.

Ryhmén I bakteriosiineista, lantibiooteista, nisiinin vaikutusmekanismia on tutkittu eniten. Sen
tiedetddn tuhoavan soluja sitoutumalla solukalvoon kiinnittyneisiin lipidill-molekyyleihin, joita
tarvitaan soluseinidn rakentamisessa. Nisiinin vaikutuksesta peptidoglykaanin synteesi estyy ja
solukalvoon muodostuu reikid. Globulaariset lantibiootit, kuten mersasidiini, puolestaan estivit
entsyymien toimintaa (Katsaus: Cotter ym. 2005).

Ryhmin II bakteriosiinit muuttavat solukalvon ldpdisevyyttd ja aiheuttavat hallitsematonta
molekyylien vuotamista bakteerisolusta. Mahdollinen kohdemolekyyli pediosiinin tyyppisilld
bakteriosiineilla on mannoosipermeaasi. Kahdesta peptidistd koostuvat bakteriosiinit tarvitsevat
toimiakseen kumpaakin peptidid. Myods ne vaikuttavat solukalvon ldpdisevyyteen, mutta
mekanismia ei kunnolla tunneta (Cotter ym., 2005).

Ryhmén III isot bakteriosiinit toimivat muista bakteriosiineista poikkeavasti. Ne saavat aikaan
soluseinén hydrolyysid ja aiheuttavat silld tavoin solujen hajoamisen (Cotter ym., 2005).

Ryhmén IV sykliset peptidit toimivat useilla tavoilla: esimerkiksi enterosiini AS-48 poraa reidn

solukalvoon ja mikrosiini J25 héiritsee solun jakautumista (Trabi ja Craik, 2002).
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6.3 Kaytto elintarvikkeissa ja ladkeaineina

Bakteriosiineja on loydetty ja kuvattu paljon, mutta vain osaa on testattu niiden mahdollista
kayttod varten elintarvikkeissa tai lddkkeind. Yhéd edelleen nisiini on ainoa elintarvikkeiden
lisdaineeksi  hyvéksytty bakteriosiini (E234), jota hyddynnetddn 1dhinnd juustoissa,
sdilykevihanneksissa, pastoroiduissa hapanmaitotuotteissa, nestemdisissdé munavalmisteissa ja
salaatinkastikkeissa. Sen avulla torjutaan erityisesti listeriaa ja klostrideja. Se on hyviksytty
kayttoon yli 50 maassa (Delves-Broughton ym., 1996).

Elintarvikekdyttod varten tutkittuja bakteriosiineja ovat, nisiinin ohella, muun muassa pediosiini
PA-1 ja laktisiini 3147. Pediosiini PA-1 on jo patentoitu elintarvikkeiden lisdaineena Amerikassa ja
Euroopassa. Siti sisiltdvi fermentointituote Alta™ on kaupallisesti saatavilla, ja sitd kéytetdin
estimadn erityisesti Listeria monocytogenes -bakteerin kasvua valmiissa liharuuissa. Laktisiini
3147:1le etsitddn kayttod vihemmin happamissa ruoissa, silld se sdilyttdd niissd aktiivisuutensa
paremmin kuin nisiini (Chen ja Hoover, 2003).

Puhdistettujen bakteriosiinien liséksi itse tuottajakantoja on pyritty kidyttiméan suojaviljelmina
ruoissa. Esimerkiksi bakteriosiinia tuottavia Lactobacillus sake-, Lb. bavaricus-, Pediococcus
acidilactici-, Staphylococcus xylosus-, Lactobacillus plantarum -bakteerikantoja on kéytetty
lihatuotteissa ja makkaroissa (Katsaus: Chen ja Hoover, 2003).

Ladkekayttod bakteriosiineille on kaavailtu muun muassa antibiooteille resistenttien bakteerien,
kuten metisilliinille resistenttien Staphylococcus aureus -kantojen (MRSA) ja vankomysiinille
resistenttien enterokokkien (VRE) tuhoamiseksi (Katsaus: Pag ja Sahl, 2002). Lupaavimmat
terapeuttiset sovellukset liittyvit mersasidiinin, aktagardiinin ja mutasiinin kdyttoon. Mersasidiinin
on havaittu eldinkokeissa sekd parantavan systeemisid MRSA-infektioita ettd estivdn bakteerin
kolonisoitumista nendédn (Kruszewska ym., 2004). Mutasiinin on todettu estivén vatsakalvon kautta
annettuna hiirilldi MRSA-bakteeria, sekd patogeenisia E. coli- ja enterokokkikantoja (Mota-Meira
ym. 2005). Kliiniset eli ihmisilld saadut tulokset kuitenkin vield puuttuvat.

Bakteriosiineille on suunniteltu monia muitakin l4édketieteellisid sovelluksia. Tutkimukset ovat
kuitenkin vasta alkuvaiheessa ja kliiniset kokeet vield tekeméttd. Muun muassa nisiinid kaavaillaan
vatsahaavojen hoitoon, silld se estdd Helicobacteri pylori -infektioita. Epidermiini, ja sen variantti
gallidermiini, ovat puolestaan tehokkaita estimaén Propionibacterium acnes -bakteeria, joten niité
voitaisiin mahdollisesti kdyttdd aknen hoidossa (Pag ja Sahl, 2002). Pep5:n ja epidermiinin on
puolestaan todettu estdvdan Staphylcoccus epidermidis -bakteerin kiinnittymistd katetreihin, joten

niille toivotaan kayttoad sairaaloissa hyvin yleisten katetritulehdusten estossa (Fontana ym., 2006).
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Sovelluksia etsitddn myos eldinlddkintddn. Esimerkiksi lehmien utaretulehdusten estdmiseksi on
tehty laktisiini 3147 -bakteriosiinia sisédltivd umpituubi, jonka on todettu torjuvan Streptococcus
dysgalactiae- ja Staph. aureus -bakteerien aiheuttamia utaretulehduksia (Crispie ym., 2005). Lisdksi
markkinoilla on utareen puhdistukseen tarkoitettuja nisiinid siséltdvid vedinpyyhkeitd ja —kastoja,
joiden on todettu drsyttdvin vahemmaén ihoa kuin esimerkiksi jodipitoisten puhdistusliuosten (Sears
ym. 1992).

Bakteriosiineja tuottavia bakteerikantoja on tuotu markkinoille myds rohdosvalmisteina,
ravinnelisdnd. Muun muassa Uudessa-Seelannissa on markkinoilla Streptococcus salivarius K12 -
valmiste, joka on suunnattu estimiin nielutulehduksia ja poistamaan pahanhajuista hengitysta. Sité
on myyty jo viiden vuoden ajan, yhteensd noin 150 000 annosta (Burton ym., 2006). Kyseisen
kannan on todettu tuottavan kahta lantibioottia: salivarisiini A:ta ja B:td (Tagg, 2004).

Probioottisia maitohappobakteerivalmisteita on ravintolisind tai luontaistuotteina runsaasti
markkinoilla, mutta useimmista ei tiedetd, tuottavatko ne bakteriosiinia. Suomessa on myynnissé
probioottikapseleita, kuten Gefilus (Lactobacillus rhamnosus GG), Rela (Lactobacillus reuteri)
Biophilus (Lb. rhamnosus LCR35), Bifolac (Lb. rhamnosus, Bifidobacterium longum), Trevis (Lb.
acidophilus, B. lactis, Lb. bulgaricus, Str. thermophilus), PanAcido (Ent. faecium SF68) ja Idioform
(Ent. faecium SF68, B. longum Bb-46). Liséksi tarjolla on Symbioflor I -tippoja (Ent. faecalis -
autolysaatti) ja Lactophilus-jauhetta (Lb. rhamnosus Lcr35). Osa tuotteista myyddéan ravintolising,
osa rohdosvalmisteina. Yksi valmiste on rekisterdity lddkkeeksi (Lactophilus). Myos eméittimen
bakteeritulehduksiin on probioottivalmisteita, kuten emétinpuikkoja Gynophilus (Lb. rhamnosus
Lcr35) ja Vivag (Lb. acidophilus).

Edelldi mainituista probiooteista Lb. rhamnosus GG -bakteerin tiedetddn tuottavan
pienimolekyylisid, ldmmonkestdvid antimikrobisia yhdisteitd (Silva ym., 1987). My6s monien
muiden kaupallisten probioottien tiedetdéin tuottavan antimikrobisia yhdisteitd, mutta ne ovat vield
pitkélti karakterisoimatta (Katsaus: Servin, 2004).

Myos didinmaidosta on 16ydetty bakteriosiinintuottajia, nisiinid tuottavia Lactococcus lactis -
kantoja (Tami tutkimus, Beasley ja Saris 2004). Koska nimé estdvit tehokkaasti muun muassa
Staphylococcus aureus -bakteeria, niilld voisi olla kayttod rintatulehdusten ja vauvojen

suolistotulehdusten estossa.
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Il Kokeellisen tutkimuksen tavoitteet

Tamén tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd didinmaidon bakteerien lajikoostumusta, bakteerien
kykyd estdd taudinaiheuttajia, sekd etsid didinmaidosta bakteriosiineja tuottavia bakteerikantoja.

Yksityiskohtaiset tutkimustavoitteet olivat:

1. Selvittdd terveiden ditien rintamaidon anaerobinen ja fakultatiivisesti anaerobinen
bakteerikoostumus, erityisesti maitohappobakteerien esiintyminen, eristien maljoilta pesdkkeitd

satunnaisotannalla ja kdyttden molekyylibiologisia tunnistusmenetelmia.

2. Tutkia miten yleisesti didinmaidosta anaerobisesti kasvaneet bakteeripesikkeet kykenevit
estaimddan Staphylococcus aureus -bakteerin kasvua, sekd miten suuri osa satunnaisotannalla

eristetyistd isolaateista, ja mitka lajit, estdvét kyseisen bakteerin kasvua puhdasviljelmina.
3. Etsid didinmaidosta Staph. aureus-, Listeria innocua- ja Micrococcus luteus -bakteerien kasvua

estavid bakteerikantoja, ja tutkia tuottavatko ne bakteriosiineja. Karakterisoida ldydettyjen

bakteerikantojen tuottamia antibakteerisia yhdisteita.
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[Il Materiaalit ja menetelmat

1 Naytteet

Téssé tutkimuksessa analysoidut didinmaitondytteet (n = 141) saatiin kahden neuvolan Kauhavan
neuvola ja Helsingin Itidkeskuksen neuvola sekd Imetyksen tuki ry:n tapaamisten, HYKSin
didinmaitokeskuksen ja yksityishenkildiden kautta. Néytteet sdilytettiin tarvittaessa -20 °C:ssa
pakastimessa ennen viljelyja.

Néytteitd antavia ditejd kehoitettiin pesemddn rinta ennen ndytteenottoa ja ndytteet kerittiin
tamén jdlkeen joko kidsin lypsdamalld tai steriililld rintapumpulla. Niytemadarit olivat yleensd 1-2

millilitraa.

2 Bakteerikannat

Aidinmaidon bakteeridiversiteetin mé#rittimistd varten niytteisti (n = 40) eristettiin
satunnaispesikkeitd (n = 509) MRS-maljalta kuten on kuvattu artikkelissa (I).

Testiorganismien kasvua estidvid bakteereita, potentiaalisia bakteriosiinintuottajia, etsittiin
kaikista saaduista didinmaitonéytteistd (n = 141). Tétd varten 100 ul maitondytettd levitettiin MRS-
agarmaljalle (Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, USA), kasvatettiin 48 tuntia
anaerobisesti (Anaerocult A, Merck KgaA, Darmstadt, Saksa) 37°C:ssa, ja valettiin pdélle 5 ml LB-
kasvualustaa (Luria Bertani), johon oli ympétty 0,2 ml yon yli kasvanutta M. luteus ATCC 10240, S.
aureus ATCC 12600 tai Listeria innocua ATCC 51742 -bakteeriviljelmad. Mikali maljalla ndkyi
kasvatusten jdlkeen selvidsti testiorganismin kasvua inhiboivia pesdkkeitd, ne poimittiin ja
puhdistettiin siirrostamalla 0,1 % (w/v) glukoosia sisiltdville M17-maljalle (= M17G) (Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Englanti) tai MRS-maljalle (Oxoid Ltd., Basingstoke, Englanti). Puhdistuksen jilkeen
isolaatit sdilGttiin ja tunnistettiin 16S rRNA -sekvensoinnilla, kuten on kuvattu artikkelissa (I).

Laktobasilleja eristettiin  kdyttdmalla selektiivistdi LBS-kasvualustaa (Becton Dickinson
Microbiology Systems, Cockeysville, USA). Maitondytettd levitettiin 100 pl LBS-agarmaljalle ja
kasvatettiin 48 tuntia anaerobisesti 37°C:ssa. Maljoilta eristettiin kaikki pesikkeet puhdasviljelmiksi
MRS-maljoille.

Kaikki bakteeri-isolaatit sailottiin -70°C:ssa kyseisille kannoille sopivissa kasvualustoissa, joihin
oli lisdtty 30 % (v/v) steriilid glyserolia (Merck KgaA, Darmstadt, Saksa).

Taulukossa III.1 on lueteltu tutkimuksessa kiytetyt vertailukannat. Vertailukannat saatiin

Soveltavan kemian ja mikrobiologian laitoksen mikrobiologian osaston HAMBI-kantakokoelmasta
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(Helsingin yliopisto), National Collection of Industrial and Marine Bacteria -kantakokoelmasta

(Aberdeen, Englanti), Christian Hansenin laboratoriosta (Tanska) ja Valiolta.

Taulukko I11.1 Tutkimuksessa kdytetyt vertailukannat.

Bakteerikanta Lahde ATCC-numero
Lactobacillus curvatus SAA263 Christian Hansen, Tanska

Lactobacillus plantarum SAA260 Christian Hansen, Tanska

Lactobacillus rhamnosus GG Valio

Lactococcus lactis LAC280 Beasley ja Saris (2004)

Lactococcus lactis N8 Valio

Listeria innocua H 2316 Hambi 51742
Micrococcus luteus SAAS AL NCIMB 8166 10240
Staphylococcus aureus subsp. aureus H 66 Hambi 12600

3 Bakteerien tunnistaminen

Aidinmaidosta eristetyt bakteerikannat tunnistettin = 16S rRNA -geenin osittaisella

sekvensoinnilla tai stafylokokit gap-RFLP-menetelmalld kuten on tarkemmin kuvattu artikkelissa

).
4 Antimikrobisen aktiivisuuden mittaaminen

4.1 Kerrosagarmenetelma

Aidinmaidon bakteeripesiikkeiden antimikrobista aktiivisuutta mitattiin kerrosagarmenetelmalli

kuten on kuvattu artikkelissa (I).

4.2 Taplakokeet

Aidinmaidosta eristettyjen ja tunnistettujen kantojen antimikrobista aktiivisuutta testattiin
taplidkokeella kuten on kuvattu artikkelissa (I). Siini testattavan kannan yon yli kasvanutta viljelmaa
siirrostettiin 1-2 pl:n tdpld MRS- tai M17G-maljalle, annettiin kasvaa yon yli, ja valettiin pédlle
testiorganismi (S. aureus ATCC 12600 tai M. luteus ATCC 10240) kuten edelld. Inhibitio

tarkastettiin vuorokauden inkuboinnin jilkeen.
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Téapldkokeen toisessa versiossa sekotettiin 200 pl yon yli kasvanutta tai glyseroliin sdilottyd M.
luteus (ATCC 10240) -viljelmda yhteen millilitraan steriilid tislattua vettd. Seos levitettiin tasaisesti
LB-agarmaljalle kallistelemalla maljaa puolelta toiselle. Ylimdardinen neste pipetoitiin varovasti
reunan kautta pois ja maljan annettiin kuivahtaa laminaarivirtauskaapissa. Tdmain jdlkeen pipetoitiin
testattavaa bakteeriviljelmdd 1-3 pl maljalle ja annettiin tdplan kuivaa. Maljoja inkuboitiin yon yli

30°C:ssa ja sitten tarkasteltiin inhibitiota.

4.3 Kuoppakoe

Antimikrobista aktiivisuutta mitattiin pastoroiduista kasvuliemistd kuoppakokeella. Siind
levitettiin testiorganismi (M. luteus ATCC 10240) ensin LB-maljalle kuten tdplakokeessakin, ja
annettiin maljan kuivaa. Tdmin jélkeen maljalle tehtiin steriilien pipetinkédrkien (200 plin kérki)
isomman padn avulla kuopat, joihin pipetoitiin maksimissaan 2 x 50 ul (vilill kuivatus) pastoroitua

(80 °C 10 min) kasvuliemisupernatanttia.

5 Proteinaasi- ja katalaasikasittelyt

Proteinaasi K- ja trypsiinikdsittelyilli pyrittiln saamaan selville, onko kasvuliemessi
mahdollisesti inhibitiota aiheuttava yhdiste proteiini tai peptidi eli hajoaako se
proteinaasikasittelyssa.

Entsyymikésittelyjd varten kasvuliemisupernatantit pastoroitiin. Tédmén jilkeen 200 pl:aan
supernatanttia lisdttiin joko a) 10 ul proteinaasi K:ta (20 mg/ml valmis liuos, Finnzymes), b) 4 ul
trypsiinid (50 mg/ml vesiliuos, Sigma) tai c) 2 pl katalaasia (50 mg/ml vesiliuos, Sigma) ja sitten
inkuboitiin  37°C:ssa 4 tuntia. Inhibitio testattiin tdmén jédlkeen alkuperdisestd ja

proteinaasikasitellysté liuoksesta kuoppakokeella.

6 Nisiinintuoton maaritys

Aidinmaidosta eristettyjen L. lactis -kantojen kyky tuottaa nisiinid mitattiin vihre#fluoresoivien
proteiinien mittaamiseen perustuvalla biomenetelmalld (Reunanen & Saris, 2003) kuten on kuvattu

artikkelissa (I).

7 Bakteriosiinien vakevointi

Bakteriosiineja vdkevditiin niiden puhdistamista ja karakterisoimista varten kasvuliemesti
kolmella erilaisella menetelmédlld: ammoniumsulfaattisaostuksella, C18-kiintedfaasiuutolla ja

resiinilld (StrataClean).
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7.1 Ammoniumsulfaattisaostus

Ammoniumsulfaattisuolasaostus perustuu siihen, ettd suola riistdd vesimolekyylit proteiineilta,
jolloin niiden hydrofobiset alueet paljastuvat ja tarttuvat toisiinsa. Talloin muodostuu proteiinisakka,
johon proteiinit saostuvat hydrofobisuutensa mukaisessa jarjestyksessd ammoniumsulfaattiméédran
kasvaessa.

Tassé tutkimuksessa ammoniumsulfaattisaostukset tehtiin 0 °C jdavesihauteessa kdyttiden hyviksi
kirjan Data for Biochemical Research (Dawson ym. 1969) taulukkoa. Tutkittavaa didinmaidosta
eristettyd Str. peroris MH 201 -kantaa kasvatettiin 50 ml:ssa M17G-kasvulientd y6n yli 30 °C:ssa.
Tédmin jélkeen kasvuliemi sentrifugoitiin (SA-600, 11 000 rpm, 15 min), supernatantti otettiin
talteen, ja jdahdytettiin jddvesihauteessa (0 °C). 35 ml:aan kasvulientd liséttiin 13,9 g
ammoniumsulfaattia (= 65 % saostus) tunnin kuluessa pienind méérind kerrallaan ja lasisauvalla
hyvin sekoittaen. Tdmén jilkeen seoksen annettiin vield seistd tunnin verran jddvesihauteessa valilla
sekoittaen. Vertailukannoille Lb. curvatus SAA263 ja Lb. plantarum SAA260 65 % -saostukset
tehtiin vastaavasti, mutta kasvulienti oli 7,5 ml, ja siithen liséttiin 3 g ammoniumsulfaattia. Pelkét
kasvuliemet M17G ja MRS saostettiin vastaavalla tavalla. Tadmén jélkeen ndytteet sentrifugoitiin

(4°C, SA600 14 000 rpm, 20 min) ja proteiinisakat liuotettiin noin 300 pl:aan steriilid tislattua vetta.

7.2 C-18-kiinteafaasiuutto

C-18-kiintedfaasiuutto perustuu proteiinien tarttumiseen kiinteddn, pylvddseen pakattuun
polymeerifaasiin. Proteiinit tarttuvat pylvdédn hydrofobisiin hiiliketjuihin ja ne voidaan eluoida
orgaanisella liuottimella, kuten metanolilla ja asetonitriililla.

Aidinmaidosta eristettyjen Staph. epidermidis MH7- ja Ent. faecalis —kantojen kasvuliemisti,
sekd nisiinid tuottavan L. lactis LAC280 - referenssikannan kasvuliemistd eristettiin proteiineja
StrataX-pylvadlld (Strata III SP C18, 1 g/12 ml, Phenomenex). Pylvés laitettiin vesi-imuun ja
huuhdeltiin ensin 10 ml:lla steriilid tislattua vettd. Sitten sen ldpi laitettiin vahitellen lisdten
tutkittavaa kasvuliemisupernatanttia yhteensd 15 ml. Lopuksi pylvis pestiin 10 ml:lla tislattua vettad

ja eluoitiin proteiinit pylvadstd 6 ml:1la 100 % metanolia.

7.3 Vakevointi hartsiin

Bakteriosiinit ~ védkevoitiin - kasvuliemisupernatantista  trisiini-SDS-PAGE-geelid ~ varten
StrataClean-hartsilla (Stratagene) valmistajan ohjetta mukaillen. Hartsi sitoo tehokkaasti proteiineja
ja muodostaa huokoisen piidioksidin eli silikan kanssa liukenemattoman sakan. Proteiinit saadaan

erotettua hartsista elektroforeesissa.
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Tatd varten 2 ml kasvuliemisupernatanttia ja 30 pl StrataClean-resiinid sekoitettiin hyvin
koeputkisekoittajalla. Seos sentrifugoitiin, supernatantti hyléttiin ja joukkoon sekoitettiin jdlleen 2
ml kasvuliemisupernatanttia. Lopuksi liuos taas sentrifugoitiin, supernatantti hyléttiin ja sakkaan

sekoitettiin 20 pl 2 x Laemmlipuskuria (Sambrook ym. 1989).

8 Trisiini-SDS-PAGE

Trisiini-SDS-PAGE (Tricine-Sodium Dodecyl Sulfate -Polyacrylamide Gel Electrophoresis) on
proteiinigeelielektroforeesin muunnos, joka on tarkoitettu erityisesti pienten proteiinien erotteluun
(Schigger & von Jagow, 1987). SDS-PAGE:ssa proteiinit denaturoidaan ja ne kulkevat
negatiivisesti varautuneina geelielektroforeesissa kokonsa mukaisessa jarjestyksessd, pienet
proteiinit edelld. Glysiini-SDS-PAGE-menetelmalld alle 20 kDa proteiinit erottuvat heikosti ja vain
osittain. Koska trisiinipohjainen menetelmd erottelee proteiineja vélilld 1-100 kDa ja suurin osa

bakteriosiineista on kooltaan 2-5 kDa, niiden erotteluun kéytettiin trisiini-SDS-PAGE-menetelmaa.

8.1 Naytteiden valmistus

Naytteet vikevoitiin kasvuliemisupernatantista geelielektroforeesia varten StrataClean-hartsilla
kuten edelld kuvattiin. Ennen niytteiden pipetointia geeliin néytettd pidettiin kiehuvassa
vesihauteessa neljdn minuutin ajan, sentrifugoitiin nopeasti ja noin 20 pl supernatanttia pipetoitiin
valittomasti geeliin. Molekyylipainostandardi Rainbow low MW marker (GE Healthcare Ltd., Little
Chalfont, England) késiteltiin kuten ndyte ja sitd pipetoitiin 5 ul geeliin.

8.2 Geelin valmistus, ajo-olosuhteet ja varjays

Trisiini-SDS-PAGE-geeli ja geeliajoon tarvittavat puskurit valmistettiin kuten Schagger & Jagow
(1987) kuvaavat. Bakteriosiinien erottelua varten tehtiin 16,5 % T, 6 % C -vahvuinen geeli. Geelié
ajettiin ensin 1,5 tuntia 30 V jénnitteelld ja timin jalkeen 1,5-3 tuntia 90 V jannitteell.

Geeli vérattiin ajon jidlkeen Coomassie-menetelmélld kuten Schigger & von Jagow (1987)
kuvasivat. Virjddmisen jilkeen geeli huuhdeltiin runsaassa tislatussa vedessd ja jdtettiin
huuhtoutumaan yo6n yli inhibitiotestauksia varten.

Molekyylipainostandardina oli Rainbow low MW marker (Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, Englanti) ja vertailundytteend puhdistettu nisiini A (Aplin & Barrett Ltd., Beaminister,
Englanti).
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8.3 Inhibitiotestaukset

Coomassie-varjatyn geelin bakteriosiinien inhibitio tutkittiin soveltamalla Yildirimin &
Johnsonin (1998) menetelmii. Steriilissa tislatussa vedessd huuhdeltu geeli asetettiin LB-maljalle ja
pédlle valettiin 15 ml LB-pehmytagaria (0,75 % agar), jossa oli 0,4 ml M. luteus -bakteerin yon yli
kasvanutta viljelmdd. Maljoja inkuboitiin 30°C:ssa yon yli ja tarkastettiin inhibitio. Positiivisena

vertailuniytteend kaytettiin puhdistettua nisiinid (Aplin & Barrett Ltd., Beaminister, Englanti).

9 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia eli HPLC

HPLC-menetelméssi proteiinit johdatetaan kromatografiapylvéén lipi, jolloin ne erottuvat mm.
hydrofobisuutensa sekd polaaristen/ionisten ominaisuuksiensa perusteella. Kromatografiapylvaita
on erilaisia, mutta useimmissa niissd on silikapartikkeleihin (halkaisijaltaan tavallisimmin 5 pm)
liittyneend erilaisia faasiaineita, kuten C18, C8, C6 -hiiliketjuja, jotka sitovat hydrofobisia
proteiineja. Mitd pidempi hiiliketju, sitd voimakkaammin hydrofobiset komponentit sitoutuvat
kyseiseen pylvéddseen. Liuottimina kéytetdén yleensd vesipohjaista liuotinta, johon on lisétty suoloja
tai esimerkiksi trifluorietikkahappoa (TFA) parantamaan erotuskykyd, sekd erilaisia orgaanisia
livottimia (esim. metanoli, asetonitriili, isopropanoli).

Kainteisfaasikromatografiassa eli RP-HPLC:ssd, joka on nykyisin vallitseva menetelma,
kdytetddn yleensd lineaarista gradienttia orgaanisen liuottimen suhteen. Téallin hydrofiiliset
komponentit eluoituvat ensin ja hydrofobiset vasta korkeammassa orgaanisen liuottimen
pitoisuudessa. Liuottimen, lisdaineiden ja gradientin valinnat vaativat usein optimointia.
Tavoitteena on mahdollisimman terévit ja hyvin toisistaan erottuvat piikit kromatogrammissa.

Tassd tutkimuksessa kokeiltiin aluksi erilaisia HPLC-ajo-olosuhteita, pylviditd ja liuottimia
kiyttamalld ndytteend puhdasta nisiinid (Aplin & Barrett Ltd., Beaminister, England) ja nisiini
tuottavan L. lactis LAC280 -referenssikannan kasvulientd (ei kuvaa). Néiden tulosten perusteella
HPLC-ajoihin  valittiin  virtaus 0,6 ml/min ja 20 minuutin lineaarinen 5-100 %
isopropanoligradientti 0,05 % trifluorietikkahapossa. Pylvis oli Zorbax Eclipse XDB-C8, 5 um, 4,6
x 150 mm (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) ja kéytossd oli Agilent 1100 HPLC-laitteisto
varustettuna diodirivi-ilmaisimella ja fraktionkerdimelld (Agilent Techonologies, Palo Alto, USA).
Ajo-ohjelma oli seuraava: 2,5 min kohdalla isopropanolipitoisuus 5 %, minkd jdlkeen se nousi
lineaarisesti ja oli 20 minuutin kohdalla 100 %. Tdméan jidlkeen ajo jatkui vield 5 minuuttia

(jilkiaika).
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Bakteriosiinit detektoitiin 220 nm:n aallonpituudella, jolla peptidisidokset absorboivat
voimakkaasti. Tdtd aallonpituutta kdytetddn sellaisten peptidien detektoinnissa, jotka eivit sisdlla
aromaattisia sivuketjuja.

Aktiivisuuden toteamiseksi ja nisiinipiikin paikantamiseksi L. lactis LAC280 -referenssikannan
HPLC-ajosta kerittiin 25 sekunnin fraktioita mikrotiitterilevylle. Fraktiot haihdutettiin HETO-
vakuumisentrifugilla (Heto Lab Equipment, Allerod, Tanska) ja liuotettiin 10 pl:aan steriilid
tislattua vettd, jonka pH:ksi oli sdddetty 2,5 suolahapon avulla. Tdmin jilkeen fraktioiden inhibitiot

testattiin tédplidkokeella (1 pl) kiyttden M. luteus -bakteeria testiorganismina.

IV Tulokset

1 Aidinmaidon bakteeridiversiteetti

Aidinmaidon bakteeridiversiteetin selvittimiseksi viljeltiin 40 maitoniytetts, joista eristettiin
satunnaisotannalla tunnistettaviksi 509 mikrobi-isolaattia, 10-21 isolaattia/ndyte. Mediaani
anaerobinen pesikemaird didinmaitondytteissa oli 5,6 x 10° pmy/ml, ja suurin osa pesikeméristd
oli vililli 1 x 10% ja 1 x 10° pmy/ml. Suurin osa bakteereista oli stafylokokkeja ja oraalisia
streptokokkeja. Lisdksi osassa niytteistd esiintyi maitohappobakteereita ja enterokokkeja.

Bakteerilajisto on esitetty artikkelin (I) taulukossa 1.

2 Bakteerien kyky estéda Staph. aureus -bakteerin kasvua

2.1 Pesakeinhibitio

Tutkimuksessa selvitettiin, miten yleisesti didinmaidosta viljelymaljalle kasvaneet pesidkkeet
estivit tulehduksia aiheuttavan Staph. aureus -bakteerin kasvua. Téatd varten maitondytteet (n = 40)
viljeltiin anaerobisesti MRS-maljalle ja pesdkkeiden péélle valettiin Staph. aureus kanta ATCC
12600. Kasvatusten jdlkeen maljoilta tarkasteltiin estokehien kokoa ja inhiboivien pesidkkeiden
suhteellista osuutta (kuva IV.1). Artikkelin (I) kuvassa 1 on tarkemmin esitelty erilaiset

inhibitiotyypit.
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A) B)

Kuva IV.1 Aidinmaidosta MRS-maljalle anaerobisesti kasvaneiden pesikkeiden kyky estid Staph.
aureus ATCC 12600 -bakteerin kasvua. Esimerkkeja maljoista: kuvassa A) nékyy sekd pesidkkeita,
joilla on heikko, diffuusi inhibitio ettd selvésti inhiboivia pesédkkeita (kirkas inhibitiokehd). Kuvassa
B) inhibitio pesdkkeiden ympdrilld on diffuusia eli testiorganismin kasvu estynyt vain osittain.

Erilaiset estokehit on esitelty tarkemmin artikkelin (I) kuvassa 1.

Tulokset didinmaidon pesédkkeiden inhibitiosta on esitetty artikkelin (I) taulukossa 2. Estokehia
tuottaneita pesikkeitd esiintyi didinmaidossa yleisesti, 90 prosentissa ndytteistd. Niiden osuus
kokonaispesdkemddristd ja inhibition voimakkuus vaihtelivat ndytekohtaisesti. Keskiméérin 40 %
pesdkkeistd inhiboi lievésti eli testiorganismin kasvu estyi vain osittain. Pesédkkeitd, jotka saivat
aikaan kirkkaan estokehdn ympdrilleen, oli yleensd muutama prosentti. Ndytekohtaiset erot olivat
kuitenkin suuria. Joissain inhiboivia pesikkeitd oli noin kymmenesosa kaikista pesdkkeistd, kun

taas yhdessé niytteessa kaikki pesdkkeet inhiboivat.

2.2 Satunnaisotannan bakteeri-isolaattien inhibitiokyky

Aidinmaidosta satunnaisotannalla eristettyjen, ja molekyylibiologisin menetelmin tunnistettujen
kantojen (n = 443) kykyé estdd Staph. aureus -bakteerin kasvua tutkittiin tdplakokeella. Tulokset on
esitetty artikkelin (I) taulukossa 3. Yhteensd yli neljannes eristetyistd kannoista esti Staph. aureus -

bakteerin kasvua ja 7 % sai aikaan kirkkaan estokehdn ymparilleen.

3 Laktobasillit

Aidinmaidoista (n =141) 16ytyi laktobasilleja kun kiytettiin selektiivistdi LBS-kasvualustaa
(taulukko IV.1). Kasvualusta toimi hyvin, eikd maljoille tullut muiden sukujen pesikkeiti.

Selektiivisind tekijoind kasvualustassa on ammoniumsitraattia ja natriumasetaattia. Lisdksi matala
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pH 5.4 rajoittaa tiettyjen bakteerien kasvua. Laktobasilleja 16ydettiin LBS-maljalta kolmesta eri
ndytteestd yhteensd kuusi isolaattia.

Edelld kuvattujen LBS-maljalta eristettyjen lajien lisdksi satunnaisotannassa eristettiin viisi Lb.
rhamnosus -isolaattia kahdesta eri ndytteesti MRS-maljalta (artikkelin (I) taulukko 1) ja inhibition

perusteella eristettiin kolme Lb. rhamnosus -isolaattia kahdesta eri néytteesté (taulukko 1V.4).

Taulukko V.1 Aidinmaitoniytteisti (n = 141) selektiiviselld kasvualustalla eristetyt ja 16S rRNA -

sekvensoinnilla tunnistetut laktobasillit.

Naytekoodi Lajitunnistus (kantojen lukumé&ara)

PL1 Lactobacillus sp. (1), Lactobacillus crispatus (2)
Y81 Lactobacillus gasseri (1)

CAM Lactobacillus rhamnosus (2)

Kuoppakokeessa kaikkien laktobasillikantojen pastoroidut MRS-kasvuliemet (50 — 100
ul/kuoppa) inhiboivat lievasti (diffuusi inhibitiokehd) M. luteus -bakteerin kasvua. LBS-liemessé
kasvatuksen jélkeen kannat inhiboivat voimakkaammin, mutta ilmid johtui luultavasti siitd, ettd
my0s pelkkd LBS-kasvuliemi heikensi hieman testibakteerin kasvua. Havaittu inhibitio MRS-
maljalla johtui mahdollisesti happojen tai vetyperoksidin tuotosta, silld proteinaasikasittelyt
(trypsiini, proteinaasi K) eivit vaikuttaneet inhibitioon. Proteinaasikisittelyjen toimivuudesta ei
kuitenkaan voi olla tdysin varma, silld kasvulienten pH:ta ei sdddetty ennen késittelyd. Toisaalta,
vastaavasti kdsitellylld nisiinid tuottavalla referenssikannalla proteinaasi K —kasittely esti inhibition.

Yhdelta dideistd (ndytekoodi CAM taulukossa IV.1), jonka rintamaidosta eristettiin Lactobacillus
rhamnosus -kantoja, saatiin ndyte myos vauvan ulosteesta. Vauva oli ndyttenottohetkelld kuuden
vuorokauden ikdinen ja sdi yksinomaan rintamaitoa. Aiti kertoi nauttineensa kaupallista Lb.
rhamnosus GG -maitohappobakteerivalmistetta (Valio) ja antaneensa sitd myds vauvalle
didinmaitoon sekoitettuna.

Vauvan ulosteessa oli laktobasilleja LBS-maljalla noin 5 x 10° pmy/ml. Aidinmaidossa oli
vastaavasti noin 2 x 10 pmy/ml. Kummastakin niytteestd eristetyt isolaatit (2 kpl) tunnistettiin 16S
rRNA -sekvensoinnissa Lb. rhamnosus —lajiin kuuluviksi. Aidinmaitokannat lihetettiin Valiolle,

jossa ne osoittautuivat RAPD -menetelmaélla identtisiksi Lb. rhamnosus GG -kannan kanssa.
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4 Potentiaalisten bakteriosiinintuottajien eristaminen

Tutkimuksessa pyrittiin eristiméén didinmaidosta muiden bakteerien kasvua estévid bakteereita,
mahdollisia bakteriosiinintuottajia. Erityisesti oltiin kiinnostuneita maitohappobakteereista, joita
voidaan helposti hyddyntdd elintarvikkeissa ja lddkevalmisteissa, silld niitd pidetddn yleisesti
turvallisina.

Tutkimuksessa etsittiin M. luteus ATCC 10240-, S. aureus ATCC 12600- ja L. innocua ATCC
51742 -bakteereja estdvid mikrobeja yhteensd 141:std didinmaitondytteestd. Naitd kaikkia inhiboivia
isolaatteja 10ytyi didinmaitondytteistd (taulukko IV.2). Yhteensi inhiboivia isolaatteja eristettiin 450.
Niistd suurin osa (46 %, 206 isolaattia) eristettiin Staphylococcus aureus -bakteerin kasvun eston
perusteella. Listeria innocua -bakteerin kasvua estdvind eristettiin 39 % (174) ja Micrococcus luteus

-bakteerin kasvua estdvind 16 % (70) isolaateista.

Taulukko 1V.2 Aidinmaidon isolaattien inhibition voimakkuus alkuperiiselld eristysmaljalla.
Taulukon luvut ovat eristettyjen isolaattien mairid ja suluissa prosenttiosuus kaikista kyseistd

testibakteeria vastaan inhiboivista isolaateista.

Inhibition voimakkuus
Testiorganismi voimakas _kohtalainen heikko yhteensa
M. luteus ATCC 10240 5 (7 %) 26(37%) 39(56%) 70
S.aureus ATCC 12600 13 (6 %) 110 (53 %) 83 (40%) 206
L. innocua ATCC 51742 9 (5 %) 78(45%) 87(50%) 174

Taulukossa IV.2 on esitetty isolaattien inhibition voimakkuus maljalla, josta ne alunperin
eristettiin. Taulukossa ilmaistu "voimakas" inhibitio ndkyi kirkkaana (> 1 mm) kehéné,
"kohtalainen" inhibitio kirkkaana (< 1 mm) kehdnd ja "heikko" inhibitio diffuusina kehdna
pesdkkeen ympdrilld. Inhibition voimakkuuden tarkka kuvaaminen oli kuitenkin vaikeaa, silld
pesdkkeiden koko, testiorganismin kasvun voimakkuus sekd inhibitiokehdn kirkkaus ja
selvérajaisuus vaihtelivat. Tdmin vuoksi tuloksia inhibition voimakkuudesta voidaan pitdé ldhinna

suuntaa antavina.
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4.1 Antibakteeristen pesakkeiden yleisyys maitonaytteissa

Kaikkiaan 141:std tutkitusta didinmaitondytteestd noin puolesta (71 niytettd) l0ytyi jotain
kaytettyd testibakteeria selkedsti inhiboivia pesdkkeiti. Muissa néytteissd ei ollut inhiboivia
pesékkeit tai inhibitio oli erittdin diffuusia, heikkoa ja tulkinnanvaraista.

Yleisimmin 16ytyi Staphylococcus aureus -bakteeria inhiboivia isolaatteja. Kohtalaisesti tai
lievasti kyseistd kantaa inhiboivia pesikkeitd esiintyi 41 prosentissa ja voimakkaasti inhiboivia 5
prosentissa ndytteitd. Noin kolmanneksessa maitondytteitd esiintyi Listeria innocua ja
kymmenesosassa Micrococcus luteus -aktiivisia isolaatteja. Kuten taulukosta IV.3 nikyy,

voimakkaasti inhiboivia pesédkkeitd esiintyi harvemmin, muutamassa prosentissa ndytteita.

Taulukko 1V.3 Testibakteerien kasvua inhiboivien pesdkkeiden esiintyvyys didinmaitondytteissa.

Testibakteeri voimakas inhibitio kohtalainen/heikko inhibitio
M. luteus ATCC 10240 2 (1 %) 16 (11 %)
S. aureus ATCC 12600 7 (5 %) 58 (41 %)
L. innocua ATCC 51742 3 (2 %) 47 (33 %)

4.2 Inhiboivien bakteerikantojen tunnistus

Inhiboivista bakteereista tunnistettiin 40 isolaattia 16S rRNA -sekvensoinnilla (taulukko 1V.4).
Tunnistukseen valittiin isolaatteja, jotka kasvoivat ja olivat edelleen selvisti inhibitiokykyisid. Moni
isolaatti menetti jatkosiirrostuksissa inhibitiokykynsi tai kuoli.

Jatkoviljelyvaiheessa inhiboivia kantoja tutkittiin  mikroskooppisesti  vaihevastakohta-
valaistuksessa ja pyrittiin 10ytdmédn tunnistettavaksi ketjumaisina muodostelmina esiintyvié
mahdollisia maitohappobakteereita. Suurin osa mikroskoopilla tarkastelluista isolaateista oli
rypdlemdisind solukimppuina esiintyvid kokkeja, eli mahdollisia stafylokokkeja. Mikroskopoinnin
ohella osalle isolaateista tehtiin katalaasitesti, silld stafylokokit ovat katalaasipositiivisia, ja
maitohappobakteerit negatiivisia.

Isolaateista 75 (n = 450) lakkasi kasvamasta heti ensimmadisissd jatkoviljelyissd. Monet
puolestaan menettivdt inhibitiokykynsd puhdasviljelmind. Alkuperdinen maljalla ndhty pesdkkeen
inhibition voimakkuus (taulukko IV.3) ei siten korreloinut puhdasviljelmén inhibitiokyvyn kanssa.
Ongelma paheni, mitd pidempéin jatkoviljelyja jatkettiin. My6s sdilytys (-70 °C) glyseroliin

sdilottynd heikensi inhibitiokykyéd useissa tapauksissa.
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Tunnistetuista inhiboivista kannoista suurin osa oli Staphylococcus epidermidis —kantoja ja
oraalisia streptokokkeja. Lisdksi kolme Lactobacillus rhamnosus -isolaattia ja yksi Lactococcus

lactis —isolaatti 10ytyi inhibition perusteella.
Taulukko V.4 Aidinmaidosta eristettyjen inhiboivien isolaattien tunnistus osittaisella 16S rRNA -
sekensoinnilla. Lajitunnistuksen kriteerind kéytettiin 97 % samankaltaisuutta, kuten on kuvattu

artikkelissa 1.

Laji Isolaatteja Naytteiden lukuméaré

Staphylococcus epidermidis 14 8
Streptococcus salivarius
Streptococcus mitis
Enterococcus faecalis
Lactobacillus rhamnosus

W W W o o

Streptococcus peroris

5
2
2
2
3
Streptococcus parasanguis 1 1
1

Lactococcus lactis 1

5 Antimikrobisten yhdisteiden karakterisointi

Aidinmaidosta eristettyjen  inhiboivien bakteerikantojen  antimikrobisten  yhdisteiden
ominaisuuksia selvitettiin useilla eri menetelmilld. Tulokset ovat kuitenkin tiltd osin vaillinaisia,

joten niiden julkaisemiseksi tarvitaan vield lisdselvityksid.

5.1 Inhibitio maljalla

Aidinmaidon kantojen kyky estii testiorganismien kasvua tutkittiin maljalla kasvavasta
pesdkkeestd tiplikokeella tai siirrostamalla viljelméé lasisauvalla testausmaljalle. Taulukossa IV.5

ovat tulokset erdiden mielenkiintoisten kantojen osalta.
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Taulukko 1V.5 Aidinmaidosta eristettyjen puhdasviljelmien inhibitio eri testiorganismeja vastaan.
Taulukossa ovat testaustulokset vain mielenkiintoisimmista, eli puhdasviljelmindkin vield
inhiboivista, kannoista. Arviot inhibition voimakkuudesta ovat silmdmaéaraisié.

Testiorganismi:

Aidinmaitokanta M. luteus _S.aureus L. innocua
Str. salivarius MH1, MH2 ++ + +
Staph. epidermidis MH6, MH7 ++++ ++ ++
Str. salivarius MH13, MH14 ++ - -
Ent. faecalis MH31 (+) ) -
Ent. faecalis MH41 (+) ) -
Str. mitis MH63 - + (+)
Str. salivarius MH64 - ++ +
Str. salivarius MH65 - + (+)
Str. salivarius MH69 () +++ +
Str. peroris MH201 (+) + (+)
Str. salivarius M13, M14 + (+) +
Str. mitis M27, M30 (+) + (+)
Str. parasanguis M264 () + ++

++++ = erittdin voimakas inhibitio
+++ = voimakas inhibitio

++ = kohtalainen inhibitio

+ = heikko inhibitio

(+) = erittdin heikko inhibitio

Osa kannoista testattiin tdmdn jilkeen agarkuoppamenetelmélld ja niiden pastoroituihin
kasvuliemiin kokeiltiin eri proteinaasikésittelyjd (proteinaasi K ja trypsiini) ja katalaasin vaikusta
(taulukko IV.6). Katalaasientsyymi hajottaa vetyperoksidia, joten vetyperoksidin tuotosta aiheutuva
inhibitio hiviai katalaasikésittelyssd. Ndin kévi ainoastaan kannalla Str. salivarius MH65, joka siis
télla perusteella tuottaisi vetyperoksidia.

Inhibitiotestauksissa oli erittdin yleinen ongelma, ettd saman kannan estokyky vaihteli eri
koekerroilla eli toistettavuus oli huono. Taulukossa IV.6 esitetyt testaukset on tehty eri aikoina,
joten niissé ilmoitettuja estovyohykkeitd ei voi suoraan vertailla keskenddn. Estokyvyn vaihtelua

kuvasi se, ettd esimerkiksi Staph. epidermidis MH6 -kanta aiheutti yhdelld koekerralla
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kuoppakokeessa (80 ul/kuoppa) halkaisijaltaan 16 mm:n kokoisen inhibitiokehédn (taulukko IV.6),
mutta toisella kertaa kokeiltaessa esti testiorganismin kasvua vain osittain, hyvin heikosti. Yleinen
suuntaus oli, ettd ajan myotd inhibitiokyky heikkeni. Tdméa aiheutti ongelmia jatkotutkimuksissa,
joihin valittiin alunperin hyvin sitten  osittain kadottivat

inhiboivia pesidkkeitd, jotka

inhibitiokykynsa.

Taulukko V.6 Aidinmaidosta eristettyjen kantojen kasvuliemien inhibitiotestaukset agarkuoppa-
menetelméllda M. luteus -bakteeria vastaan. Kuoppaan pipetoitiin 2 x 40 pl tai 2 x 50 pl tutkitun
bakteerikannan pastoroitua kasvulientd. Taulukossa on inhibitio ilmaistu estokehdn halkaisijana
(mm), agarkuopan halkaisija itsessdédn oli noin 8 mm. Mitd suurempi estokehd, sitd voimakkaammin
kyseinen bakteeri esti M. luteus -bakteerin kasvua. ProteinaasiK-, trypsiini- ja katalaasikésittelyt
tehtiin kuten on kuvattu materiaalit ja menetelmaét -osiossa. Taulukossa diff. (= diffuusi) tarkoittaa,
ettd estokehdn reunat olivat epidtarkat. L. lactis -kanta MH27 todettiin GFP-testauksella

nisiinintuottajaksi (artikkeli I) ja L. lactis LAC280 -kanta on nisiini tuottava vertailukanta.

Tutkittu uute Kasittelyjen vaikutus estovythykkeeseen
Kanta tilavuus estokehé jproteinaasiK trypsiini katalaasi
Staph. epidermidis M926 | 100 8,5 esti ei analysoitu ei analysoitu
Staph. epidermidis M928 | 100 9 esti esti ei analysoitu
Staph. epidermidis MH6 | 80 16 diff. |ei analysoitu | heikensi ei analysoitu
Staph. epidermidis MH7 | 80 12 diff. |ei analysoitu | heikensi ei analysoitu
Str. salivarius M13 100 18 diff. |ei vaikutusta | ei vaikutusta ei vaikutusta
Str. salivarius M 14 100 18 diff. |ei analysoitu | ei analysoitu ei analysoitu
Str. salivarius MH65 100 15 diff.  |ei analysoitu | ei vaikutusta heikensi
Str. mitis M27 100 14 diff. |ei analysoitu | ei analysoitu ei analysoitu
Str. mitis M30 100 14 diff. |ei vaikutusta | ei vaikutusta ei vaikutusta
Ent. faecalis M809 80 17 diff. |ei analysoitu | ei analysoitu ei analysoitu
Ent. faecalis MH31 100 18 diff. |ei vaikutusta | ei vaikutusta ei vaikutusta
Ent. faecalis MH41 100 15 diff.  |ei vaikutusta | ei vaikutusta ei vaikutusta
L. lactis MH27 80 25 ei analysoitu | ei analysoitu ei analysoitu
L. lactis LAC280 50 15 esti ei vaikutusta eivaikutusta
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5.2 Nisiinintuotto

Tutkimuksessa 10ydettiin kahdelta eri didiltd saaduista maitondytteistd L. lactis -bakteercja.
Kummatkin kannat todettiin GFP-menetelmaélla nisiinintuottajiksi. Toinen kanta (MH27) on kuvattu
artikkelissa 1, toinen (MH34) 16ytyi jatkotutkimuksissa.

Jalkimmdiinen kanta 10ytyi, kun maljalta eristettiin iso pesdke, joka jatkoviljelyissd osoittautui
sisdltivan kahta eri bakteerilajia. Toinen bakteeri tunnistettiin 16S rRNA -sekvensoinnilla
Leuconostoc mesenteroides -lajiksi ja toinen L. lactis -lajiksi. Pesdkkeen inhibitio johtui selkedsti L.

lactis -kannasta, silld puhdasviljelména L. mesenteroides ei yksindédn inhiboinut.

5.3 Proteiinigeelielektroforeesi

Bakteriosiinien koon arviointia varten kasvuliemestd vikevoitiin proteiinit hartsiin ja niytteet
ajettiin proteiinigeelissd. Koska bakteriosiinit ovat pienid proteiineja, molekyylipainoltaan noin
2000-5000 daltonia, niiden erottaminen ei kunnolla onnistu tavallisessa SDS-PAGE-
proteiinigeelissd, jolla alle 20 kDa proteiinit erottuvat heikosti. Tutkimuksessa kdytettiin Schaggerin
ja von Jagovin (1987) kehittimid muunneltua analyysimenetelmid, joka on tarkoitettu erityisesti
pienille, 1-30 kDa, proteiineille.

Aidinmaidon Staph. epidermidis MH6-, MH7- ja M928 -kannoilla nikyivit proteiinigeelissi
juovat (kuva IV.2), jotka olivat kooltaan pienempid kuin vertailuniyte nisiini A (3353 Da, kuva
IV.2, kaista 7). Pelkkd kasvualusta ei tuottanut vastaavankokoisia juovia (ei kuvaa). Kyseiset
proteiinit sopisivat siten koonsa perusteella olemaan bakteriosiineja, vaikka pelkistdin geelikuvasta
el tdtd voida paatella.

Bakteriosiineja pyrittiin myos vdkevoiméédn ja puhdistamaan kasvuliemestd Yangin ym. (1992)
kuvaamalla pH-menetelmélld (kuva IV.3). Menetelmi perustuu siihen, ettd yleensd 93 - 100 %
bakteriosiinimolekyyleistd tarttuu kiinni tuottajasolujen pintaan pH:n ollessa noin 6 ja suurin osa (>
95 %) irtoaa soluista kun pH on 1,5-2. Téllaisia bakteriosiineja voidaan puhdistaa ja konsentroida
sitomalla ne ensin soluihin kiinni (pH 6.0), pesemélld solusakka ja irrottamalla bakteriosiinit timén
jéilkeen jilleen liuokseen matalassa pH:ssa (1,5-2). Niin saadaan periaatteessa melko puhdasta
bakteriosiinia. Tadmin menetelmidn on todettu toimivan ainakin nisiinille, pediosiinille ja

leukonosiinille (Yang ym. 1992).
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Kuva IV.2 Aidinmaidosta eristettyjen bakteerikantojen tuottamia proteiineja/peptideji trisiini-SDS-
PAGE-geelissd. Geelissd ovat resiinilld konsentroidut kasvuliemisupernatantit didinmaitokannoista
Staphylococcus epidermidis MH7 (kaista 2), S. epidermidis MH6 (kaista 3) ja S. epidermidis M928
(kaista 4) ja nisiinid tuottavasta vertailukannasta Lactococcus lactis N8 (kaista 6). Kaistoissa 1 ja 5

ovat molekyylipainomerkit, joissa K = kilodaltonia ja kaistassa 7 on vertailuniyte nisiini A.
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Kuva IV.3 Yangin ym. (1992) menetelmélld konsentroidut &didinmaidon bakteerikantojen ja
referenssikannan tuottamat proteiinit/peptidit trisiini-SDS-PAGE-geelissd. Nisiinid tuottavan
Lactococcus lactis N8 -referenssikannan 2) solusakka, 3) kasvualusta ja 4) puhdistettu
bakteriosiiniliuos, sekd didinmaitokantojen Staphylococcus epidermidis MH7 6) puhdistettu
bakteriosiiniliuos, 7) kasvualusta, 8) solut ja S. epidermidis MH6 9) puhdistettu bakteriosiiniliuos,

10) kasvualusta. Kaistoissa 1 ja 5 ovat molekyylipainostandardit, joissa K = kilodaltonia.

Tésséd tutkimuksessa edelld kuvattu menetelmé toimi hyvin nisiinid tuottavalla vertailukannalla,
ja ndytti puhdistavan pienid proteiineja myos tutkituista didinmaidon Staph. epidermidis -kannoista.
Kuvasta IV.3 ndhdddn, etti menetelmilld paéstiin eroon suuresta osasta kasvuliemen isoja

proteiineja. Nisiinid tuottavalla vertailukannalla oli puhdistuksen jidlkeen ndkyvissd voimakas
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nisiinin kokoinen juova (kaistassa 4 oleva alin juova noin 3,5 kDa:n kohdalla). Kaistassa oli
kuitenkin myods muita juovia nisiinin yldpuolella. Niitd esiintyi myds Yangilla ym. (1992), ja ne
ovat heidin mukaansa luultavasti solun pinnan tai soluseinin proteiineja. Aidinmaidon Staph.
epidermidis -kannoilla voimakkaimmat juovat olivat noin 4 - 5 kilodaltonin kokoisia.
Kasvualustassa ja solusakassa kuitenkin nikyvit erittdin voimakkaat nisiinin kokoluokkaa olevat
juovat (kaistat 7, 8 ja 10 alimmat juovat), jotka eivdt ole pH-menetelmissd konsentroituneet.
Nayttéisi siis siltd, ettei pH-menetelmid ole konsentroinut kyseistd peptidid kasvuliemestd, vaikka
sitd on siind hyvin runsaasti.

SDS-PAGE-geelistd voidaan havaita suoraan bakteriosiinin aiheuttama inhibitio valamalla pédlle
testiorganismi M. luteus Bhunian ja Johnsonin kuvaamalla menetelmélld (1992). Menetelma toimi
moitteettomasti puhtaalla nisiinilld, silld geelissd erottuva nisiinijuova aiheutti voimakkaan
inhibition M. luteus -maljalla (kuva IV.4). Nisiinid tuottavilla referenssikannoilla L. lactis N8 ja
LAC280 menetelmi ei kuitenkaan aina toiminut (kuva IV.4). Aidinmaidon kannoilla inhibitiota ei

ndkynyt geelistd tehdyissd maljatestauksissa.

Kuva 1V.4 Nisiinin aiheuttama Micrococcus luteus ATCC 10240 -bakteerin kasvun estyminen.
Trisiini-SDS-PAGE-geeli huuhdeltiin ajon jidlkeen ja asetettiin LB-maljalle, johon valettiin paille
pehmytagarkerroksessa testiorganismi. Tumma tidpld maljalla osoittaa trisiini-SDS-PAGE-geelissa
ajetun vertailundytteen nisiini A:n aiheuttaman inhibition. Lactococcus lactis N8 -kannan

konsentroitu kasvualusta ja molekyylipainostandardit eivit aiheuttaneet estokehda.

5.4 Bakteriosiinien vakevadinti ja HPLC

Kolmesta didinmaitokannasta, Staph. epidermidis MH7, Ent. faecalis M809 ja Str. peroris

MH201, pyrittiin vikevoiméén bakteriosiineja kasvuliemistd ja puhdistamaan niitd HPLC:n avulla.
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Vikevoinnissi ennen HPLC-ajoa kéytettiin  pddasiassa kahta eri menetelmdd, C18-
kiintedfaasiuuttoa ja ammoniumsulfaattisaostusta.

C18-kiintedfaasiuuttoa, joka perustuu bakteriosiinien C-terminaalisen osan hydrofobisuuteen, on
yleisesti kéytetty bakteriosiinien esipuhdistuksessa ja vikevoinnissd ennen HPLC-ajoa (Guyonnet
ym. 2000, Ghrairi ym. 2005). Kantojen Staph. epidermidis MH7 ja Ent. faecalis M809 kasvuliemet
vikevoitiin C18-kiintedfaasiuuttopylvéiédssi. Téstd saatiin ndyte kddnteisfaasi-C8-HPLC-pylvadseen.
Kyseiselld menetelmdlld ei kuitenkaan saatu kasvualusta-taustasta (M17G) poikkeavia piikkejé
ndkyviin kromatogrammeissa (kuvat I'V.5 ja IV.6). Syitd voi olla useita: bakteriosiinien vikevointi
ei onnistunut kéytetylli menetelmélld, bakteriosiinit eivit tarttuneet kromatografiapylviédseen tai

kasvuliemesti aiheutunut tausta oli liian vahva.

Staph. epidermidis MH7 ------- pelkk&a kaswialusta

180 4

130 4

80 +

30 ~

Absorbanssi 220 nm (mAU)

-20 4

-70 T T T

Aika (min)

Kuva IV.5 Kannan Staph. epidermidis MH7 kaanteisfaasi-HPLC-eluutioprofiili.
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Ent. faecalis M8Q9 ------- pelkka kaswalusta

130 -

80 -

30

Absorbanssi 220 nm (mAU)

-20 4

_70 T

Aika (min)

Kuva 1V.6 Kannan Ent. faecalis MH809 C8-HPLC-eluutioprofiili.

L. lactis LAC280 ------- pelkka kasvualusta‘

2400 +

1900 -

1400 A

900 -

Absorbanssi 220 nm (mAU)

400 -

-100 ‘ ‘ R e ‘
0 5 10 pjka (min) 15 20 25

Kuva 1V.7 Nisiinid tuottavan referenssikannan L. lactis LAC280 C8-HPLC-eluutioprofiili.
Nisiinid tuottavalla vertailukannalla nékyi kromatogrammissa selvésti piikkejé, jotka erosivat
kasvualustan (M17G) aikaansaamasta taustasta (kuva IV.7). Ajon yhteydessad kerityistd jakeista

voitiin aktiivisuuden perusteella todeta, ettd nisiini eluoitui 11-12 minuutin valill tulleissa jakeissa.

Kromatogrammissa (kuva IV.7) ei kuitenkaan tuolla ajanhetkelld nédy selkedd erillistd nisiinipiikkid,
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vaan nisiini eluoitui ison, yhtendisen piikkiklusterin mukana. Tdma johtuu luultavasti
preparatiivisessa ajossa kdytetystd suuresta ndytemééristd, pienempi ndyteinjektio saattaisi antaa
selkedmmin kromatogrammikuvan.

Kolmannen tutkitun kannan, Str. peroris MH201, todettiin estdvdn M. luteus -bakteerin kasvua
(taulukko IV.5). Sen kasvualustasta védkevditiin proteiinit 70 % ammoniumsulfaattisaostuksella.
HPLC-kromatogrammissa ndkyi selvd ero piikeissd pelkdn kasvualustan (M17G) ja MH201-

kasvuliemen vililld (kuva IV.8) eli M201 oli tuottanut jotain yhdisteitd kasvualustaan.

Str. peroris MH201 ------- pelkk& kaswliemi

190 +

140

90 ~

Absorbanssi 220 nm (mAU

'60 T T T T 1

0 5 10 15 20 25
Aika (min)

Kuva 1V.8 Kannan Str. peroris MH201 C8-HPLC-eluutioprofiili.

Menetelmélld ei saatu bakteriosiineja tuottavista vertailukannoista Lb. curvatus SAA263
(bavarisiini) tai Lb. plantarum SAA260 (pediosiini) nédkyviin kasvualustataustasta (MRS)
poikkeavia erillisid piikkejd (kuva IV.9). On kuitenkin mahdollista, ettd kyseisten kantojen
tuottamat bakteriosiinit ovat eluoituneet kromatogrammissa nékyvén ison piikkiklusterin (kuva IV.9.
7—-14 min) mukana. Kasvualusta (MRS) on aiheuttanut voimakkaan taustan, jonka vuoksi erillisid
piikkejd ei saatu nédkyviin. Tdmé johtuu luultavasti siitd, ettd MRS-kasvualusta on tyypillisesti
voimakkaan véristd, tummanruskeaa. Ongelmasta voidaan pddstd eroon puhdistamalla ndyte

paremmin ennen HPLC-ajoa.
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— ——-Lb. curvatus

Lb. plantarum ------- pelkka kaswalusta

530

430 -

330 -

230 -

130

Absorbanssi 220 nm (mAU)

w
o
|

-70 T T T T

Aika (min)

Kuva 1V.9 Bakteriosiineja tuottavien referenssikantojen Lb. curvatus SAA263 (bavarisiini) ja Lb.
plantarum SAA260 (pediosiini) C8-HPLC-eluutioprofiilit. Virtaus 0,6 ml/min, 20 minuutin

lineaarinen 5—100 % isopropanoligradientti 0,05 % trifluoroetikkahapossa.
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IV Tulosten tarkastelu

Aiemmin didinmaidon mikrobiologiset tutkimukset ovat keskittyneet etsimdén tautia aiheuttavia
bakteereita, l1dhinnd sairaalojen didinmaitopankkien kayttdturvallisuutta ajatellen (Caroll ym.1979,
Eidelman ja Szilagyi 1979, Law ym. 1989, Bingen ym. 1992, El-Mohandes ym. 1993a, Wright ja
Feeny 1998, Novak ym. 2000, LeThomas ym. 2001). Téssé tutkimuksessa keskityttiin ensimmaista
kertaa didinmaidon luontaiseen bakteeristoon ja sen kykyyn estdd taudinaiheuttajia. Tutkimuksen
keskeisin uusi 10ydds on, ettd didinmaidossa esiintyi yleisesti Staph. aureus -, L. innocua -ja M.
luteus -bakteerien kasvua estdvid mikrobeja. Noin 40 prosentissa ndytteistd kasvoi pesdkkeitd, jotka
estivdt Staph. aureus -lajin kasvua (artikkelin (I) taulukko 3). Noin kolmanneksesta naytteitd
eristettiin L. innocua - ja kymmenesosasta M. luteus -lajia torjuvia mikrobeja (taulukko IV.3). Myds
puhdasviljelmiksi eristetyt bakteerikannat inhiboivat yleisesti Staph. aureus -bakteeria (artikkeli (I)
taulukko 3). Kaksi didinmaidosta eristettyd Lactococcus lactis -kantaa tuotti bakteriosiinia, nisiinia.

Téssd tutkimuksessa indikaattorina kédytetty M. luteus on herkkd monille bakteriosiineille ja sitd
on kdytetty laajasti testiorganismina erilaisia bakteriosiineja tutkittaessa (mm. Wescombe ym. 2006,
Li ym. 2005, Riseen ym. 2004, Saeed ym. 2004, Pongtharangkul ja Demirci 2004). Muut
indikaattorikannat, L. innocua ja Staph. aureus, valittiin niiden kliinisen kiinnostavuuden vuoksi.
Staph. aureus on yleisin rintatulehdusbakteeri (Michie ym. 2003), joka voi aiheuttaa
vastasyntyneelld monenlaisia tulehduksia, kuten iho-, pehmytkudos- ja virtsatietulehduksia seka
keuhkopaiseita ja verenmyrkytyksid (Fortunov ym. 2006). Lisdksi metisilliinille vastustuskykyiset
Staph. aureus -kannat ovat tirkein sairaalainfektioiden aiheuttaja (Vos ja Verbrugh 2005). Listeria
innocua, joka ei ole taudinaiheuttaja (Hain ym. 2006), toimi tdssd tutkimuksessa mallina ldheista
sukua olevalle L. monocytogenes -bakteerille, joka voi aiheuttaa vastasyntyneelle vakavia infektoita,
kuten aivokalvontulehduksia, keuhkokuumetta, verenmyrkytyksid, syddmen vajaatoimintaa ja
sydinlihastulehduksia (Posfay-Barbe ja Wald 2004). Se voi aiheuttaa vakavia oireita my0s
aikuisilla, ja johtaa raskausaikana sikion abortoitumiseen. L. innocua -lajia on kéytetty useissa
tutkimuksissa mallibakteerina L. monocytogenes -lajin sijaan (mm. Vescovo ym. 2006, Castellano
ja Vignolo 2006).

Tdmén tutkimuksen kuluessa on ilmestynyt uusia selvityksid, jotka tukevat ndkemysta
didinmaidon normaalibakteerien hyodyllisyydestid (Martin ym. 2006, Olivares ym. 2006, Martin ym.
2005, Beasley ja Saris 2004, Martin ym. 2003). Martin ym. (2003) totesivat, ettd didinmaito on
vauvalle luonnollinen maitohappobakteerien ldhde. He osoittivat, ettd didinmaidon laktobasilleilla
on probioottisia eli terveyttd edistdvid ominaisuuksia (Martin ym. 2005, Martin ym. 2006).

Beasleyn ja Sariksen (2004) tutkimuksessa nisiinid tuottavia laktokokkeja 10ytyi 30 prosentista
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didinmaitondytteitd. Nisiini tappaa monia patogeeneja, kuten listeriaa ja Staph. aureus -bakteeria
(Chen ja Hoover 2003).

Aidinmaidosta eristettyji maitohappobakteereita on nyt myds otettu kiyttddn. Espanjassa Puleva
Biotech —niminen yritys lanseerasi vuonna 2006 markkinoille &idinmaidosta eristetyilld
probioottisilla laktobasilleilla fermentoituja hapanmaitotuotteita, joiden tavoittena on parantaa
lasten puolustusjirjestelmén toimintaa.

Néiden tutkimusten perusteella rintamaidossa esiintyvid bakteereita eivét ole vain haitallisia
kontaminantteja, kuten on aiemmin ajateltu (el-Mohandes ym. 1993b, May 1988, West ym. 1979,
Wright 1947). Pitkdan vallalla olleen késityksen mukaan rinnan sisdlld ei ole bakteereita ja
didinmaidossa on niin paljon antimikrobisia yhdisteitd, ettdi se on luontaisesti steriilid.
Rintamaidossa esiintyvien bakteerien on siten ajateltu pdédtyvén néytteisiin kontaminantteina didin
nénnin iholta, vauvan suusta, ympdristosti, tai rintapumpusta (el-Mohandes ym. 1993b, West ym.
1979). Nyt on kuitenkin herétty ajattelemaan, ettd rintamaidossa on luonnostaan bakteereita (Martin
ym. 2003, Martin ym. 2004), jotka voivat myos kolonisoida maitotiehyitd (WHO 2000).

Useat mielenkiintoiset kysymykset vaativat vield lisdselvitystd: Miten pysyvisti bakteerit
kolonisoivat rintaa ja onko niitd imetysaikana myds rinnan sisdlld maitotiehyissd? Estidvitko
didinmaidon normaalibakteerit rintatulehduksia? Selvidvitkd ne vauvan suolistoon ja estivitko ne
sielld tulehduksia? Miten bakteerit padtyvat didinmaitoon ja onko niitd maitotichyissi? Miten
bakteerikoostumus vaihtelee asuinpaikasta riippuen ja eri puolilla maailmaa? Vaikuttaako &idin
ravitsemus bakteerien madrdén ja koostumukseen? Onko &didinmaidon bakteereilla merkitystéd
puolustusjdrjestelmin toiminnan edistdjind, allergioiden estdmisessd tai vauvan suoliston
"siedattdmisessd"? Vaikka lisdselvitykset ovat tarpeen, tdmid tutkimus antoi tirkedn alun
didinmaidon luontaisen bakteeriston tutkimiseen ja antoi ensimmdiisen aavistuksen siitd, ettd
rintamaidon bakteerit voivat olla myds hyoddyllisia.

Tamin tutkimuksen mukaan vauva saa péivittdin arviolta 8 x 10°-8 x 10° bakteeria nauttimansa
rintamaitoannoksen mukana. Mééra on luultavasti todellisuudessa vield huomattavasti titd suurempi,
silld kaikki bakteerit eivit kasva anaerobisesti kyseisissd olosuhteissa ja kyseiselld kasvualustalla.
Néin ollen vasta-aineiden ja valkosolujen ohella didinmaidon bakteerit ovat yksi merkittdva
didinmaidonkorvikkeista puuttuva biologinen komponentti. Onkin mahdollista, ettd tulevaisuudessa
didinmaidosta perdisin olevia bakteereita tullaan lisddmadn korvikkeisiin, joista pyritddn nykyisin
tekemddn koostumukseltaan yhd enemmédn rintamaitoa muistuttavia. Suomessa on tutkittu
korvikkeita, joihin on lisdtty probioottisia Lactobacillus rhamnosus GG - ja Bifidobacterium lactis

Bb-12 -kantoja. Téllaisen korvikkeen on todettu lisddvan IgA:n tuotantoa ja arvellaan nopeuttavan
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vastasyntyneen puolustusjirjestelmén kehittymistd verrattuna tavalliseen korvikkeeseen (Rautava

ym. 2006).

1 Aidinmaidon bakteeridiversiteetti

Tdma tutkimus Kkartoitti ensimmadistd kertaa viljeltyjen bakteerien molekyylibiologiseen
tunnistamiseen perustuvin menetelmin &didinmaidon bakteeriston lajikoostumusta (artikkeli (I)
taulukko 1). Aiemmat tutkimukset ovat kiyttineet ldhinnd metabolisia testejd ja perinteisié
taksonomisia tunnistusmenetelmia.

Tassd tutkimuksessa kéytetty MRS-kasvualusta ja anaerobiset olosuhteet mahdollistavat
maitohappobakteerien kasvun, silli monet niistd kasvavat hitaasti tai eivét ollenkaan aerobisesti
yleiskasvualustoilla, kuten tryptoni-hiivauute-glukoosi (THG) -maljalla. Vaikka yleiskasvualustoja
kéytetddn perinteisesti bakteerien anaerobisen ja aerobisen lajikoostumuksen maérityksessi,
toisinaan ne kertovat diversiteetistd puoliselektiivisii kasvualustoja huonommin, kuten
suolistobakteeritutkimuksissa (Rautava 2000). Siksi tdssd tutkimuksesessa valittiin alusta, jonka
tiedetddn suosivan &didinmaidon luontaisen bakteeriston kasvua. Myds tutkimuksessa kaytetyt
anaerobiset olosuhteet my6s muistuttavat olosuhteita rinnan sisilla.

Tuloksissa on otettava huomioon, ettid kaikki bakteerit, kuten useat gramnegatiiviset bakteerit,
eivit kykene kasvamaan MRS-maljalla. Toisaalta, mik&in yksittdinen kasvualusta ja
kasvuolosuhteet (lampdétila, happipitoisuus) eivdt anna kokonaiskuvaa mikrobistosta. Lisdksi
aiempien tutkimusten pohjalta tiedetddn (Caroll ym. 1979, Eidelman ja Szilagyi 1979, West ym.
1979), ettd péddosa &didinmaidosta 10ydetyistd bakteereista on MRS-kasvualustalla kasvamaan

kykenevid grampositiivisia bakteereita.

1.1 Stafylokokit

Tulokset osoittavat, ettd koagulaasinegatiiviset stafylokokit ja oraaliset streptokokit ovat terveen
didin rintamaidon valtabakteereita, riippumatta siitd viljellddinkd ndytteitd anaerobisesti (tima
tutkimus) vai aerobisesti (Caroll ym. 1979, Eidelman ja Szilagyi 1979, West ym. 1979). Tassa
tutkimuksessa ylivoimaisesti yleisin laji oli Staph. epidermidis, joka edusti jopa puolta kaikista
satunnaisotannalla eristetyistd isolaateista. Sen on havaittu olevan vallitseva rintamaidon laji my0s
muissa tutkimuksissa (Caroll ym. 1979, Eidelman ja Szilagyi 1979, West ym. 1979). Se on yleisin
ihmisilld esiintyva stafylokokkilaji. Samasta terveesta ihmisyksilostd on eristetty jopa 24 erilaista
kantaa (Huebner ja Goldmann 1999).

Staph. hominis, joka oli tdssd tutkimuksessa toiseksi yleisimmin &didinmaidosta eristetty

stafylokokkilaji, on toiseksi tavallisin ihmisilld esiintyvi laji. Se on vallitseva késivarren, jalkojen ja
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vartalon kuivissa ihon kohdissa. Kolmanneksi yleisin didinmaidon stafylokokkilaji, Staph. capitis,
puolestaan esiintyy ldhes yksinomaan ihmisen pddn alueella (Huebner ja Goldmann 1999).
Lieneekin mahdollista, ettd vauva on siirtdnyt kyseisen bakteerin imetyksen yhteydessi didin rinnan
iholle.

Stafylokokkien tyypillisin elinympéristd on nisdkkdiden iholla ja limakalvoilla, joissa pitoisuudet
ovat yleensd luokkaa 10°-10° pmy/sm” (Huebner ja Goldmann 1999). Pitoisuudet ovat erityisen
korkeita ihon kosteissa kohdissa, kuten taipeissa. Stafylokokkien on perinteisesti ajateltu padtyvin
maitoon ninnin iholta (West ym. 1979, Pittard ym. 1985, Eidelman ja Szilagyi 1979).

Bakteerien esiintymistd imetysaikana maitotiehyissi rinnan sisdlld ei ole tutkittu. WHO:n katsaus
(2000) arvioi, ettd 4didin maitotichyet, kuten my0s vauvan nendnielu, kolonisoituvat
normaalibakteeristolla nopeasti syntymaén jilkeen. Asiaa on tutkittu lypsylehmilla, joilla on 16ydetty
utareen sisdltd otetuista néytteistd vallitsevina bakteerilajeina koagulaasinegatiivisia stafylokokkeja,
Staph. xylosus-, Staph. arlettae- ja Staph. cohnii -lajeja (Gill ym. 2006). Koska ihmisrinnassa maito
virtaa aina imetyskerran jilkeen takaisin ylospdin maitotichyissd (Ramsay ym. 2005), voisivat
bakteerit teoriassa kulkeutua virran mukana nénnistd eri puolille maitotichyitd, ehka
maitorakkkuloihin asti. Tdma voisi selittdd my0s rintatulehdusbakteerien padsyn maitorakkuloihin.
WHO:n katsauksessa (2000) kyseista reittid pidetdédn mahdollisena, mutta vaativan lisiselvittelya.

On vield osittain epdselvdd, miten paljon didinmaidon antimikrobiset komponentit estavét
normaalibakteerien kasvua. Pitkddn &didinmaitoa sdilytettdessd ainakin stafylokokit néyttdisivit
pystyvén lisddntyméin maidossa. Pittardin ym. (1985) tutkimuksessa didinmaitondytteitd sdilytettiin
huoneenldmmdsséd 24 tunnin ajan. Bakteerimaérit kasvoivat maidossa merkittdvasti, ja Staph.
epidermidis -bakteeri sdilyi vallitsevana lajina. Streptokokkien méird sen sijaan vdheni sdilytyksen
aikana. Pittard ym. (1985) uskovat, ettd bakteeriméaran kasvua selittdd didinmaidon antimikrobisten
komponenttien hajoaminen ajan mydtd. Madrdt eivdt samassa ajassa merkittdvésti kasvaneet
kolostrumissa, jossa antimikrobisia komponentteja, kuten immunoglobuliineja, lysotsyymid ja
laktoferriinid, on enemmaén kuin valmiissa maidossa.

Pittardin ym. (1985) selvitystd tukeva alustava havainto stafylokokkien selvidmisesti
didinmaidossa  tehtiin  myds tdmdn tutkimuksen yhteydessd (tulokset julkaisematta).
Aidinmaitoniytteiti (n = 3) kasvatettiin +30 °C:ssa 2 vuorokauden ajan, jolloin niiden pH laski
alkuperdisestd n. 6,5-7:std noin 5—6:een. Naytteistd tehtiin pintahajotukset M17G-maljoille ennen ja
jilkeen kasvatuksen, eikd solujen morfologiassa havaittu mikroskopoinnin perusteella eroa.
Kasvatuksen jdlkeisestd viljelmistéd eristettiin satunnaisesti puhdasviljelmid (8 kpl/ndyte). Kahden
ndytteen  viljelmdt muistuttivat  mikroskopoinnissa  stafylokokkeja ja  yhden  sekd

laktokokkeja/streptokokkeja (7 kpl) ettd stafylokkeja (1 kpl). Ndmé alustavat havainnot vaativat
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jatkotutkimuksia. Pitdisi kdyttdd isompia ndyteméadrid, kartoittaa pesidkemédrdt eri vaiheissa ja
tunnistaa lajisto. Erona tdssd alustavassa tutkimuksessa verrattuna Pittardin ym. tutkimukseen oli,
ettd ndytteet eivét olleet tuoreita vaan pakastettuja. Pakastus heikentdd didinmaidon antimikrobisia
ominaisuuksia, joten jatkotutkimukset tulisi tehdd tuoreista ndytteista.

Yksi huolenaihe, joka on usein liitetty koagulaasinegatiivisten bakteerien esiintymiseen
didinmaidossa, on niiden mahdollinen taudinaiheuttamiskyky (el-Mohandes 1993a ja b, Boo ym.
2001, Ng ym. 2004). Monet koagulaasinegatiiviset stafylokokit ovat opportunisteja patogeeneja,
jotka voivat sopivissa olosuhteissa aiheuttaa tulehduksen. Ne ovat yleisid sairaalainfektioiden
aiheuttajia, erityisesti hyvin pienilld keskosilla ja muilla vastustuskyvyltdan heikentyneilld (katsaus:
Venkatesh ym. 2006). Ainakin Staph. epidermidis-, Staph. hominis- ja Staph. lugdunensis -lajien,
joita 16ydettiin tdssd tutkimuksessa didinmaidosta, tiedetddn aiheuttaneen tulehduksia. Kun otetaan
huomioon, ettd vauva saa kyseisid bakteereita didinmaidon kautta pdivittdin hyvin paljon, voisi sen
ajatella lisddvin rintaruokittujen vauvojen tartuntariskid. Asia on tutkimusten mukaan kuitenkin
piinvastoin. Aidinmaitoa nauttineilla tehohoitoa saavilla vastasyntyneilli esiintyy vihemmin
bakteerien aiheuttamia verenmyrkytyksid kuin korvikeruokituilla (El-Mohandes ym. 1997,
Roénnestad ym. 2005). Néin siitd huolimatta, ettd Staph. epidemidis on seka yleisin heikkokuntoisten
vastasyntyneiden verenmyrkytysten aiheuttaja sairaaloissa ettd yleisin bakteeri didinmaidossa (el-
Mohandes ym. 1993a). Koska muissakin tutkimuksissa on padiddytty samansuuntaisiin tuloksiin,
johtopditds on, etteivdt didinmaidon koagulaasinegatiiviset stafylokokit aiheuta tulehdusriskid
vastasyntyneelle (Jones 2001, Law ym. 1989).

Aidinmaidosta  eristettiin  tissd  tutkimuksessa my®ds opportunistisesti patogeenisia,
koagulaasipositiivisia Staph. aureus -bakteereita, joiden on aiemmissakin tutkimuksissa todettu
esiintyvin terveiden imettdvien ditien maidossa (Caroll ym. 1979, West ym. 1979, Law ym. 1989 ja
El-Mohandes ym. 1993a). Niitd esiintyi noin 13 prosentissa ndytteistd, mikd on samaa luokkaa
aiempien tutkimusten kanssa (vrt. taulukko 1.7). Vaikka S. aureus esiintyy melko useiden &itien
maidossa, sen on vain erittdin harvoissa tapauksissa todettu aiheuttaneen &didinmaidon kautta
infektioita vauvoille. Tartuntoja ovat saaneet ldhinnd vastustuskyvyltddn heikot keskosvauvat (Le
Thomas ym. 2001, Behari ym. 2004, Gastelum ym. 2005). Nayttdisi siis silté, ettei Staph. aureus -
bakteeri yleensd aiheuta ongelmia terveelld rintamaitoa nauttivalla vastasyntyneelld. Kawada ym.
(2003) todistivat pahamaineisen metisilliiniresistentin Staph. aureus -kannan (MRSA) siirtyneen

rintamaidon kautta terveeltd didilta terveelle vauvalle oireita atheuttamatta.
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1.2 Maitohappobakteerit

Maitohappobakteerien luokittelusta on kiistelty jo pitkddn, eivétkd rajat ole vieldkddn selvit,
mutta tdlld hetkelld maitohappobakteereihin kuuluvia bakteerisukuja ovat Lactobacillus,
Lactococcus,  Leuconostoc,  Streptococcus,  Pediococcus,  Enterococcus,  Aerococcus,
Carnobacterium, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus- ja Weissella. My6s Bifidobacterium
-lajit, jotka aiemmin tunnettiin nimelld Lactobacillus bifidum, on aiemmin liitetty
maitohappobakteereihin. Ne eivit kuitenkaan ole fylogeneettisesti sukua maitohappobakteereille ja
niilld on maitohappokiymisestd poikkeava sokerien fermentaatiomekanismi (Axelsson 2004).

Maitohappobakteeri sanana yhdistyy mielikuvissa elintarvikkeiden valmistuksessa ja
probiootteina kiytettdviin hyodyllisiin bakteerilajeihin. Tédllaisia ovat mm. hapanmaitotuotteiden,
makkaroiden, hapankaalin ja viinin valmistuksessa yleisesti kdytettdvit suvut eli Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc ja Oenococcus. Streptokokkeja ja enterokokkeja, joista osa
on opportunistisia  taudinaiheuttajia, ei useissa  yhteyksissd lasketa  "perinteisiin"
maitohappobakteereihin.  Streptokokeista vain yksi laji, Streptococcus thermophilus, on
laajamittaisessa kéytossd elintarvikkeiden valmistuksessa (Axelsson 2004). Enterokokkeja ei
kiytetd yleisesti elintarvikkeiden valmistuksessa, vaikka niitd esiintyykin Eteld-Euroopan
perinteisissé juustoissa. Niitd on myds kéytetty probiootteina (Franz ja Holzapfel 2004).

Aidinmaidosta satunnaisotannalla eristetyisti kannoista Axelssonin (2004) mukaan luokiteltuna
maitohappobakteereita oli tdssd tutkimuksessa yhteensd yli kolmannes (artikkelin (I) taulukko 1).
Suurin osa, 85 %, ndistd kannoista oli streptokokkeja ja 12 % enterokokkeja. Niistd on kerrottu
tarkemmin jdljempédnd. Y14 luokiteltuja  "perinteisid" maitohappobakteereita  esiintyi
satunnaisotannassa (n = 40) kahdessa maitondytteessd, joista eristetyt kannat tunnistettiin Lb.
rhamnosus -lajeiksi. Ndiden lisdksi 10ydettiin didinmaidosta jatkotutkimuksissa muilla menetelmilla
Lb. crispatus-, Lb. gasseri-, Lactobacillus sp.-, L. lactis- ja Leuc. mesenteroides -lajeja. Niista Lb.
crispatus-, Lb. rhamnosus-, L. lactis- ja Leuc. mesenteroides -lajit eristettiin nyt ensimmaéistéd kertaa
didinmaidosta. Yhteensé perinteisid maitohappobakteereita eristettiin 15 kantaa, kahdeksan eri didin
maidosta, eli noin 6 prosentista kaikista naytteistd (n = 141).

Aidinmaidosta tissi tutkimuksessa ldydetyisti laktobasilleista Lb. crispatus ja Lb. gasseri ovat
tavallisia terveen naisen emadttimen bakteerilajeja (Vasquez ym. 2002). Kahden eri didin maidosta
eristetyt Lb. rhamnosus -kannat puolestaan olivat Valiolla tehdyissd jatkotutkimuksissa RAPD-
profiililtaan identtisid kaupallisen probioottisen Lb. rhamnosus GG -kannan kanssa. Kyseinen
bakteeri 16ytyi myds toisen didin vauvan ulosteesta, mika tukee aiempia tuloksia (Goldin ym. 1992),

joiden mukaan Lb. rhamnosus GG selvidé hyvin suolistossa.
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Aidinmaidossa esiintyneiden laktobasillien alkuperii ei tissi tutkimuksessa selvitetty, mutta yksi
mahdollinen lihde on &idin synnytyskanava. Koska laktobasillit ovat vallitseva bakteeriryhma
terveen naisen emittimessd (Vasquez ym. 2002), on mahdollista, ettd vauva on saanut kyseiset
bakteerit eméttimestd alatiesynnytyksen yhteydessa ja siirtdnyt imetyksessa rintaan. Tdma hypoteesi
pohjautuu havaintoon, jonka mukaan patogeeninen Streptococcus agalactiae on siirtynyt kyseista
reittid didin emadttimestd didinmaitoon (Atkins ym. 1998). Viitatessaan tdmén tutkimuksen
artikkeliin (I) Martin ym. (2004) pitivdt kuitenkin tdtd laktobasilleille ehdotettua reittid
epitodennikodisend. He arvelevat, ettd laktobasillit voivat kulkeutua didin suolistosta maitoon
elimiston sisdistd reittid myoten, joka on kuvattu kirjallisuusosan kappaleessa 4.1. Kyseinen
tutkimusryhma havaitsi hiirikokeissa, ettd geneettisesti leimattu Enterococcus faecium HA1 —kanta
siirtyi oraalisesti annettuna sikidoveteen. He myds 10ysivdt maitohappobakteereita sektiolla
syntyneiden lasten istukkaverestd. Tunnistetut kannat olivat Enterococcus faecium-,
Propionibacterium acnes-, Staphylococcus epidermidis- ja Streptococcus sanguinis —lajeja (Jiminez
ym. 2005).

Ennen titd tutkimusta didinmaidosta oli eristetty yksi Lactobacillus plantarum -kanta (West ym.
1979) ja Lb. reuteri -kanta (Reid 1999), sekéd kolme Lb. gasseri -kantaa (Matsumiya ym. 2002).
Tadmaén tutkimuksen kuluessa aihetta on kuitenkin selvitetty liséa.

Martin ym. (2003) 16ysivdt maitohappobakteereita, Lb. gasseri ja Lb. fermentum, kaikista
tutkimistaan maitondytteistd (8/8). Ero tdssd tutkimuksessa havaittuun esiintymistiheyteen (6/141)
on siis suuri. Eroa voivat selittdd Martinin ym. (2003) kadyttimi suurempi viljelty ndytetilavuus ja
suuri eristettyjen kantojen méédrd ndytettd kohti. Lisdksi tutkimuksessa kaytettiin neljdd eri
kasvualustaa, MRS-, KAA-, VRBA- ja Nutrient —agarmaljoja, jolloin saatu bakteerilajisto on
laajempi. Téssd tutkimuksessa rajoituttiin kdyttdmddn MRS ja LBS —kasvualustoja anaerobisissa
olosuhteissa. Tutkimuksen tarkoitus oli myds erilainen: Martinin ym. (2003) tutkimus ldhti
etsimddn didinmaidon potentiaalisesti probioottisia maitohappobakteereita. Tdssd tutkimuksessa
(artikkeli I) sen sijaan selvitettiin didinmaidon tyypillistd bakteerikoostumusta satunnaisotannalla
anerobisissa olosuhteissa MRS-maljalla. Lisdksi tutkittiin laktobasillien esiintymistd LBS-
kasvualustalla. Eroa lajikoostumuksessa voi selittdd my0s se, ettd Martinin ym. (2003)
tutkimuksessa kaikki niytteet olivat pian synnytyksen jilkeen (4 vrk) otettuja. Télloin
synnytyskanavan kautta mahdollisesti kulkeutuneiden laktobasillien osuus korostuu.

Martin ym. (2006) 16ysivat myohemmin my0s Lb. salivarius -kannan yhden didin rintamaidosta.
Lisdksi didinmaidon laktobasilleja tutkivat Sinkiewicz ja Nordstrom (2005), jotka loysivdt 12
prosentista didinmaitondytteitd (n = 226) Lb. reuteri -bakteereja. Laktobasilleja ndyttdisi siten

esiintyvdn didinmaidossa muissa maissa tdssd tutkimuksessa havaittua yleisemmin. Suomalaisen
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didinmaidon maitohappobakteerikoostumusta pitisikin siksi selvittdd tarkemmin lisdtutkimuksessa
useita erilaisia kasvualustoja kéyttéen.

Laktobasillien lisdksi tdssd tutkimuksessa l0ydettiin perinteisistd elintarvikkeiden hapattajina
kéytettdvistd maitohappobakteereista yksi Leuconostoc mesenteroides —kanta ja kaksi L. lactis -
kantaa. Leuc. mesenteroides on laji, joka esiintyy yleisimmin kasveissa ja vihanneksissa, eikd sitd
pidetd ihmisen normaalibakteeristoon kuuluvana lajina. Kantoja on kuitenkin kyetty eristimééan
thmisten ulosteista ja eméttimestd (katsaus: Hemme ja Focaud-Scheunemann 2004). Tdma oli
ensimmadinen kerta, kun se 10ydettiin didinmaidosta.

L. lactis -kantoja eristettiin tdssd tutkimuksessa kahdesta didinmaitondytteestd. Kummatkin
todettiin myohemmin nisiinintuottajiksi. Myohemmin Beasley ja Saris (2004) 16ysivét nisiinid
tuottavia L. lactis -kantoja 30 prosentista didinmaitondytteitd (n = 20). Syy tdssd tutkimuksessa
havaittuun harvinaisempaan esiintymisfrekvenssiin saattaa selittyéd erilaisen kasvualustan kdytosti
ja erilaisesta viljelymenetelmastd. Téssd tutkimuksessa kasvualustana oli MRS, kun taas Beasley ja
Saris (2004) kayttivat M17G-kasvualustaa. Nayttdisi siis siltd, ettd M17G suosii MRS:44 paremmin

laktokokkien kasvua.

1.3 Streptokokit

Str. salivarius (12 %) ja Str. mitis (5,9 %) olivat Staph. epidermidis -bakteerin jilkeen
yleisimmin didinmaidosta eristetyt bakteerilajit. Niiden tiedetdén olevan vallitsevia lajeja vauvan
suussa (Kondnen 2000). Muita tdssd tutkimuksessa 10ydettyjd oraalisiin streptokokkeihin kuuluvia
normaalibakteeriston lajeja ovat Str. parasanguinis, Str. peroris ja Str. oralis. Oraalisia
streptokokkeja on l0ydetty didinmaidosta myds aiemmin (Eidelman ja Szilagyi 1979, West ym.
1979), mutta téssd tutkimuksessa ne tunnistettiin ensimmadistd kertaa lajitasolle. Niiden ajatellaan
siirtyvéan rintamaitoon vauvan suusta imetyksen aikana (West ym. 1979).

Str. agalactiae, joka I0ytyi tdssd tutkimuksessa yhdestd ndytteestd, on edellisistd poiketen
tunnettu taudinaiheuttaja. Se kuuluu beta-hemolyyttisiin  streptokokkeihin ja aiheuttaa
vastasyntyneilld vakavia tulehduksia, kuten verenmyrkytyksid. Useimmiten tartunta tapahtuu
synnytyskanavasta, silld noin 10-30 % raskaana olevista naisista kantaa bakteeria eméttimessdin
(Spellerberg 2000). Keskosina syntyneille bakteeri voi kuitenkin joissain harvoissa tapauksissa
aiheuttaa tulehduksen myos didinmaidon kautta (Godambe ym. 2005, Olver ym. 2000, Atkins ym.
1998, Bingen ym. 1992). Téssd tutkimuksessa mukana ollut vauva ja &iti, jonka rintamaidosta

kyseinen bakteeri 16ydettiin, olivat kuitenkin terveita.
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1.4 Enterokokit

Enterokokkeja eristettiin satunnaisotannassa kolmen didin maidosta. Nédistd kahden maidossa Ent.
faecalis oli vallitseva bakteeri. Ensimmaéisen didin maidosta 16ydettiin ainoastaan enterokokkeja:
12/13 isolaattia tunnistettiin Ent. faecalis -lajiksi ja kolmastoista isolaatti tunnistettiin vain
sukutasolle, Enterococcus sp. -lajiksi. Toisen didin maidossa Ent. faecalis —lajiin kuuluviksi
tunnistettiin 9/15 isolaattia ja loput kuuluivat Staph. epidermidis -lajiin. Kokonaispesdkemaarét
kyseisissd ndytteissd olivat noin 3 x 10° pmy/ml ja 1 x 10* pmy/ml, mitka olivat selvisti kaikista
maitondytteisti lasketun mediaanin (n. 6 x 10° pmy/ml) ylipuolella. Kolmannen &idin maidosta
eristettiin vain yksi Ent. faecalis -kanta ja loput olivat stafylokokkeja ja streptokokkeja.

Enterokokkeja on aiemminkin 16ydetty didinmaidosta (Eidelman ja Szilagyi 1979, Wright ja
Feeny 1998), mutta niiden lajeja ei ole maédritetty. Tamidn tutkimuksen jélkeen ilmestyneessd
artikkelissa Reviriego ym. (2005) 16ysivit 9/10 rintamaitondytteesti runsaasti enterokokkeja (> 10°
pmy/ml), jotka he tunnistivat RAPD-analyysilld Enterococcus faecium -kannoiksi. He totesivat, ettd
kyseiset kannat eivit ole tautia-aiheuttavia, silld niilld ei ole virulenssitekijoitd. Reviriegon ym.
(2005) mukaan enterokokkien suuri méaidrd rintamaidossa voi osoittaa, ettd niilld on tdrked
biologinen rooli vauvan ensimmdisten elinkuukausien aikana. He aikovat jatkossa tutkia,
kykenevdtkd ndmid enterokokit estimidn taudinaiheuttajia ja onko niilld merkitystd vauvan
suolistoon liittyvan imukudoksen kehittymisessa.

Mistd johtuvat erot enterokokkien esiintymisessd? Téssd tutkimuksessa ne olivat vallitsevia
kahdessa niytteessi (n = 40), mutta Reviriegon ym. (2005) mukaan suurimmassa osassa
didinmaitondytteitd (9/10). Myos lajimééritykset antoivat erilaiset vallitsevat lajit. Eroille on
luultavasti useita selittdvia tekijoitd, joista yksi merkittdva on erilaisen kasvualustan kéytto (MRS vs.
KAA). Toinen on imetysvaihe, silld Reviriegon ym. (2005) ja Martinin ym. (2003) tutkimuksissa
kaikki ndytteet oli otettu neljdn pdivédn kuluttua synnytyksestd. Tédsséd tutkimuksessa ndytteet olivat
eri vaiheista imetystd. Tassé tutkimuksessa toinen néytteisti, joissa enterokokit olivat vallitsevia, oli
otettu noin puolen vuoden kuluttua ja toinen 9 péivan kuluttua synnytyksesti. Eroja didinmaidon
mikrobikoostumukseen voi aiheuttaa myds &idin ravinto, joka voi olla hyvinkin erilainen
Espanjassa ja Suomessa. Ravinto vaikuttaa didin suoliston ja eméttimen bakteeristoon ja sitd kautta

myos luultavasti didinmaidon bakteerikoostumukseen.

1.5 Muut

Muita didinmaidosta  satunnaisotannalla eristettyjd  bakteerilajeja  olivat ~ Actinomyces

odontolyticus ja Rothia mucilaginosus, joiden tiedetdén esiintyvdn vauvan suussa alle puolen
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vuoden idssd (Kondnen 2000). Lisdksi tutkimuksessa eristettiin yhdesti niytteestd kaksi pesdketti,

jotka havaittiin mikroskopoimalla hiivoiksi.

2 Aidinmaidon bakteerien kyky estaa taudinaiheuttajia

Tassé tutkimuksessa keskeisimpind uutena 16ytond havaittiin, ettd terveiden ditien rintamaidossa
esiintyy varsin yleisesti Staph. aureus-, Listeria innocua- ja Micrococcus luteus -bakteerien kasvua
hillitsevid mikrobeja (artikkelin (I) taulukot 2 ja 3 sekd taulukot IV.2 ja IV.3). On uusi ajatus, ettd
didinmaidon bakteereilla voisi olla merkitystd myds tulehdusten ehkéisyssa.

Yleisesti ajatus luontaisen bakteeriston hyodyllisyydesté taudinaiheuttajien ehkiisyssa ei ole uusi,
vaan asia havaittiin alunperin jo yli sata vuotta sitten (historiakatsaus: Brook 1999).
Normaalibakteeriston merkitystd ja kykyd estdd tulehduksia tutkitaan nykyisin innokkaasti, silla
antibiooteille pyritdén 10ytdméén vaihtoehtoja resistenssiongelman lisddntyessd. Bakteeriterapiasta,
jossa taudinaiheuttajat pyritddn korvaamaan "hyvilld" bakteereilla, toivotaan keinoa tulehdusten
torjumiseen (katsaukset: Strauss 2000, Huovinen 2001, Reid ym. 2001, Brook 2005, Yan ja Polk
2004).

Téssd tutkimuksessa didinmaidon bakteerien kyky estdd Staph. aureus -bakteerin kasvua
havaittiin sekd maljalla kasvaneista pesidkkeistd (pesékeinhibitio, kappale II1.2.1) ettd eristetyisté
puhdasviljelmisté (kappale I11.2.2). Jopa 90 prosentissa didinmaitondytteitd (n = 40) esiintyi kasvua
hillitsevia (35/40) tai estidvid (16/40) pesdkkeitd. Satunnaisotannan isolaateista (n = 443) noin 22 %
hillitsi ja 7 % esti Staph. aureus -bakteerin kasvua. Strep. salivarius -kannat, enterokokit ja
laktobasillit inhiboivat erityisen yleisesti. Myds yleisimmén bakteerilajin, Staph. epidermidis,
kannoista vajaa 20 % hillitsi ja 4 % esti Staph. aureus -bakteerin kasvua.

Aidinmaidosta kyettiin tissi tutkimuksessa eristimiin yleisesti myds L. innocua - ja M. luteus -
bakteerien kasvua hillitsevid bakteereita (taulukko IV.3). Kolmannes néytteistd (n = 141) sisélsi L.
innocua -bakteeria ja kymmenesosa M. luteus -bakteeria hillitsevid bakteereita. Liséksi
testibakteerin kasvua voimakkaasti estdvid pesdkkeitd esiintyi muutamassa nidytteessd. Inhibition
perusteella eristetyistd isolaateista osa tunnistettiin jatkotutkimuksissa (taulukko IV.4). Suurin osa
niistd kuului didinmaidon vallitseviin bakteerilajeihin: Staph. epidermidis, Str. salivarius ja Str.
mitis, mutta lisdksi tunnistettiin muutama Lb. rhamnosus-, Str. peroris-, Str. parasanguinis- ja L.
lactis -kanta. Niistd osan inhibitiokyky katosi tai heikentyi toistuvissa jatkosiirrostuksissa.
Parhaiten inhibitiokykynsa sailyttivat Str. salivarius -kannat MH13, MH14, MH65, MH69, Str.
peroris MH201, Staph. epidermidis -kannat MH6, MH7, M928, Ent. faecalis -kannat M809, MH3 1
ja L. lactis MH27, MH34 (taulukot IV.5 ja IV.6). Jatkotutkimuksissa L. lactis MH27 ja MH34 -

kantojen todettiin tuottavan nisiinia.
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Tédmin tutkimuksen kuluessa myds muut tutkimusryhmét ovat kiinnostuneet didinmaidon
maitohappobakteereista. Esimerkiksi Espanjassa lanseerattiin tdnd vuonna markkinoille
didinmaidosta eristetyilld probioottisilla laktobasilleilla fermentoituja hapanmaitotuotteita, joiden

tavoittena on parantaa lasten puolustusjérjestelmén toimintaa.

3 Antibakteeriset yhdisteet

Bakteerit tuottavat monenlaisia antimikrobisia yhdisteitd, joilla ne estivdt muiden, kilpailevien
bakteerilajien kasvua. Téllaisia ovat mm. erilaiset hapot, sykliset dipeptidit (katsaukset: Niku-
Paavola ym. 1999, Strom ym. 2002), vetyperoksidi ja bakteriosiinit (ks. kirjallisuusosan kappale 5).
Tdssd tutkimuksessa pyrittiin  16ytdmddn didinmaidosta erityisesti bakteriosiineja tuottavia
mikrobikantoja. Bakteriosiinit ovat erityisen kiinnostavia, silld ne kestivit yleensd hyvin erilaisia
ympéristdolosuhteita, ja niille on kaavailtu runsaasti kéyttdmahdollisuuksia elintarvikkeissa
(katsaus: Chen ja Hoover, 2003) ja liikkeini (katsaus: Pag ja Sahl, 2002). Aidinmaidosta
eristetyilld bakteriosiinintuottajilla voisi siten olla mahdollista kdyttdd &didinmaidonkorvikkeissa
estiméssd patogeeneja ja niitd voitaisiin  kdyttdd esimerkiksi rintatulehduksia estdvissd
ninnivoiteessa.

Téssd tutkimuksessa kuvattiin didinmaidosta kaksi nisiinid tuottavaa L. lactis -kantaa, ja
kokeiltiin erilaisia menetelmid didinmaidon kantojen tuottamien bakteriosiinien konsentroimiseksi,
puhdistamiseksi ja karakterisoimiseksi. Tutkimuksen edetessd torméttiin yhteen melko yleiseen
bakteriosiinitutkimusten ongelmaan: bakteriosiinintuoton vdhenemiseen ja sitd kautta inhibition
heikkenemiseen laboratoriokasvatuksissa. Tdmé johtunee siitd, ettd bakteriosiinintuotto riippuu
erittdin voimakkaasti kasvuolosuhteista (Parente ja Ricciardi 1999). Koska laboratoriossa
kasvuolosuhteet ovat vdistimatta erilaiset kuin alkuperdisessa eritysldhteessd, bakteriosiinituotto voi
toistuvissa siirrostuksissa heikentyd tai lakata kokonaan. Tédssd tutkimuksessa monet kannoista,
jotka alunperin estivét hyvin tehokkaasti testiorganismin kasvua, useamman siirrostuskerran jélkeen
estivit endd hyvin heikosti tai eivdt lainkaan. Tdmd ilmid haittasi kyseisten antimikrobisten
yhdisteiden tunnistamista.

Useissa tutkimuksissa solujen bakteriosiinin tuoton on todettu riippuvan voimakkasti
kasvuolosuhteista (katsaukset: Parente ja Ricciardi 1999, Leroy ja Vuyst, 1999) ja tarvitsevan
ympdaristostd niiden tuottoa herittdvid signaaleja. Yleensd tuotto on kiinni solutiheydesti (van der
Ploeg 2005, Petersen ym. 2006). Tdahdn ns. quorum sensing -tyyppiseen geenisditelyyn kuuluu
solun ulkopuolelta signaaleja vastaanottava sensoriproteiini (histidiinikinaasi), joka siirtdd signaalin

solun sisépuolelle kohdegeenien transkriptiota sddteleville proteiinille. Usein signaalina toimii itse
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bakteriosiini (autoinduktio) tai sen tyyppinen peptidi (van der Ploeg 2005). Jos signaalinvélitysti
héairitddn, bakteriosiinin tuotto lakkaa tai vihenee.

Tuotetun bakteriosiinin madardén ja laatuun voi vaikuttaa myos se, kasvaako bakteeri kiintedlld
kasvualustalla vai nesteviljelméssd. Esimerkiksi Streptococcus mutans -bakteeri tuottaa enemmin
bakteriosiinia maljalla, silli bakteriosiinin tuotto, ja sithen kuuluva signaalijirjestelma, liittyy
kyseiselld bakteerilla biofilmin muodostukseen (van der Ploeg 2005). Myo0s tdssd tutkimuksessa
havaittiin selked ero malja- ja nesteviljelmien vililld. Useissa tapauksissa didinmaidosta eristetyt
bakteerit, etenkin streptokokit, tuottivat kasvaessaan maljalla selkedn inhibitiokehén, mutta
nesteviljelmistd ei inhibitiota pystytty osoittamaan. Tosin kyseisissd tapauksissa ei bakteriosiinin
tuottoa pystytty todistamaan, joten inhibitio saattoi johtua my0s esimerkiksi hapon, vetyperoksidin
tai muiden yhdisteiden tuotosta. Toisaalta, esimerkiksi Str. mutans UA159 -bakteerikannalta, jonka
perimd on kokonaan sekvensoitu, on 18ydetty 12 oletettua bakteriosiinigeenié kromosomista (van
der Ploeg 2005) ja bakteriosiinien tuottoa pidetdin hyvin yleisend ilmiond (Jenssen ym. 2006).
Téten on varsin mahdollista, ettd myds jotkin didinmaidosta eristetyistd streptokokeista (n > 170)

kykenevit tuottamaan bakteeriosiineja.

3.1 Nisiinintuotto

Téssd tutkimuksessa 10ydettiin didinmaidosta kaksi L. lactis -kantaa (MH27 ja MH34), jotka
tuottivat nisiini-bakteriosiinia. Liséksi Beasley ja Saris (2004) eristivdt hieman tistd tutkimuksesta
poikkeavalla menetelmdlld seitsemdn nisiinid tuottavaa L. lactis -kantaa kuudesta
rintamaitondytteestd (n = 20). Beasley ym. (2003) fermentoivat yhdelld didinmaidon L. lactis -
kannoista soijamaidosta pehmedd hapanmaitotuotetta, joka sdilyi hyvin ja osoittautui
aistinvaraisessa arvioinnissa maultaan miellyttiviksi. Aidinmaidon laktokokkikannoilla saattaisi

siten olla kéyttoa elintarvikkeiden valmistuksessa.

3.2 Proteinaasikasitteltyjen kasvuliemisupernatanttien estovaikutukset

Téssé tutkimuksessa eristetyistd didinmaidon Staph. epidermidis -kannoista neljan kannan, M926,
M928, MH6 ja MH7, kasvuliemen proteinaasi K- tai trypsiinikésittelyt heikensi sen inhibitiokykyé
M. luteus ATCC 10240 —kantaa vastaan (taulukko IV.6). Tama viittaa sithen, ettd kyseiset kannat
tuottivat kasvualustaansa bakteriosiinia tai jotain muuta proteiiniperdistd inhiboivaa yhdistettd.
Aiempien tutkimusten perusteella Staph. epidermidis -bakteerin tiedetdén tuottavan useita erilaisia
bakteriosiineja, kuten epidermiini (2164 Da), (Vall, Leu6)-epidermiini (2151 Da), pep5 (3488 Da),
episidiini 280 (3133 Da) ja epilansiini K7 (3032 Da) (kirjallisuusosan kappale 5).
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Proteinaasi K tai trypsiinikésittelyt eivét heikentdneet Ent. faecalis MH31 ja MH41 —kantojen
kasvuliemien estokykyd (taulukko IV.6), ei myoskéddn katalaasikdsittely, joten vetyperoksidin
tuotostakaan tuskin oli kyse. Lieneekin mahdollista, ettd kyseiset kannat tuottavat happoja tai
pienimolekyylisid antimikrobisia yhdisteitd, mik4 jaa jatkossa selvitettdviksi. On myds mahdollista,
ettd kannat tuottavat bakteriosiinia, joka ei hajoa kyseisilld proteinaaseilla.

Katalaasikésittely heikensi Str. salivarius MH65 -kannan inhibitiota, mikd osoittaa
vetyperoksidin tuottoa. Toisella testatulla Str. salivarius -kannalla, M13, katalaasikésittely ei
vihentdnyt inhibitiota, mutta ei my6skdan proteinaasikésittely.

Proteinaasikasittelyja kokeiltiin my6s nisiinid tuottavalla L. lactis LAC280 -vertailukannalla.
Proteinaasi K, mutta ei trypsiini, hédvitti kokonaan inhibitiovaikutuksen. Katalaasikésittely ei

vihentinyt inhibitiota.

3.3 Proteiinigeelielektroforeesi

Bakteriosiineja karakterisoitaessa usein kéytetty keino on ajaa vikevdityd kasvulientd trisiini-
SDS-PAGE-geelissd, jolloin bakteriosiini erottuu kokonsa perusteella, ja jilkeenpiin valaa geelin
paélle testibakteeri. Télloin voidaan osoittaa suoraan geelisti testiorganismin kasvun estyminen ja
saadaan arvio bakteriosiinin koosta. Kyseinen menetelmi on suosittu apukeino vield nykyédnkin
(mm. Batdorj ym. 2006, Deraz ym. 2005, de Kwaadsteniet ym. 2005, Xiraphi ym. 2005,
Kemperman ym. 2003).

Téssd tutkimuksessa didinmaidosta eristettyjen Staph. epidermidis MH6-, MH7- ja M928 -
bakeerikantojen resiinilld konsentroidussa kasvuliemessd nidkyi trisiini-SDS-PAGE:ssa kooltaan
noin 3 kDa:n kokoiset erityisen voimakkaat juovat (kuva IV.2), jotka eivdt olleet perdisin
kasvuliemestd. Kooltaan ne siten vastaavat epilansiinia (3032 Da) tai episidiinia (3133 Da). Resiini
konsentroi periaatteessa valikoimatta kaikki kasvuliemen proteiinit. Myohemmin, eristettdessa
bakteriosiineja erityiselld Yangin ym. (1992) kuvaamalla pH-menetelmilld, kasvuliemisté
konsentroitui kuitenkin aivan eri kokoluokkaa olevia proteiineja, arviolta 4 - 5 kDa:n kokoisia (kuva
IV.3). Télloin kuitenkin kasvuliemeen ja soluihin jdi voimakas noin 3 kDa:n juova, joka ei
konsentroitunut kyseiselld menetelmélld. Ndiden tulosten perusteella ei kuitenkaan voida osoittaa
bakteriosiinin tuottoa, silld inhibitiota ei pystytty osoittamaan luotettavasti ja toistettavasti geelista.

Nisiinid tuottavien L. lactis N§- ja LAC280-referenssikantojen antibakteerinen estovaikutus
havaittiin usein, mutta ei aina, edelld kuvatulla menetelmilld suoraan geelistd (kuva IV.4). Sen
sijaan puhdas nisiini (Ambicin N) aiheutti aina odotetulla tavalla testiorganismin kasvun estymisen
geelisti (kuva IV.4). Ongelmana huonossa inhibition ndkymisessd toisinaan oli luultavasti

bakteriosiinin alhainen pitoisuus. Sama voi olla syynd myds siihen, ettei Staph. epidermidis -
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kannoista 16ydetty inhibitiota tdlld menetelmélld. Toisaalta myoskddn kaikki bakteriosiinit eivét
kestd geeliajossa kiytettyjd denaturoivia olosuhteita, mikd voi myds selittdd inhibition puuttumisen

(Kemperman ym. 2003).

3.4 Vakevointi ja HPLC

Uusia bakteriosiineja karakterisoitaessa raakauutteet ensin konsentroidaan ja esipuhdistetaan,
sitten bakteriosiinit eristetddan mahdollisimman puhtaiksi HPLC-kromatografialla, mééritetdan
molekyylipaino massaspektrometrilla (MS) ja mahdollisesti sekvensoidaan N-terminaalisella
aminohapposekvensoinnilla (Batdorj ym. 2006, Martin-Platero ym. 2006, Xiraphi ym. 2005, de
Kwaadsteniet ym. 2005, Ghrairi ym. 2005). Liséksi yleensd testataan puhdistetun tai osittain
puhdistetun bakteriosiinin aktiivisuus eri bakteerikantoja vastaan seké stabiilisuus (kuumuus, pH,
proteinaasit, detergentit). Tosin aina nykypdiviandkadn eivit bakteriosiinien karakterisoinnit ole ndin
perusteellisia.  Esimerkiksi Sharma ym. (2006) ainoastaan vikevdivit bakteriosiinin
ammoniumsulfaattisaostamalla, dialysoivat, ja tutkivat suoraan antimikrobista aktiivisuutta
erilaisissa tilanteissa (pH, proteinaasit, lampokésittelyt) maljakokeilla.

Tédssd tyOssd tutkittiin alustavasti bakteriosiinien védkevOimistd ja puhdistamista. Staph.
epidermidis MH7 - ja Ent. faecalis M809 -kantojen kasvuliemistd vikevoitiin ja puhdistettiin
bakteriosiineja  C18-kiintedfaasimenetelmélld, joka perustuu bakteriosiinien C-terminuksen
hydrofobisuuteen. Ne tarttuvat kiinni C18-pylvéddseen, jossa ne voidaan pestd ja lopulta irrottaa
liuottimen avulla. T&ll4 tavoin kasvuliemi esipuhdistettiin HPLC:t4 varten. Staph. epidermidis MH7
- tai Ent. faecalis M809 -kantojen ndytteissé ei kuitenkaan niakynyt selkedd kasvuliemen antamasta
tausta erottuvaa piikkid (kuvat IV.5 ja IV.6). Syitd voi olla monia, kuten: bakteriosiini ei tarttunut
C18-pylvddseen tai HPLC-pylvddseen tai bakteriosiinin médrd oli alun perinkin liian pieni
kasvuliemessa ja taustaa oli suhteessa liikaa.

Nisiinid tuottavalla L. lactis LAC280 -referenssikannalla ylld kuvattu menetelma toimi, vaikka
sitd voisi vield parantaa. Preparatiivisessa HPLC-ajossa kerittiin estovaikutuksen etsintdén maljalla
maljalla. Téll4 tavoin 10ydettiin aktiiviset nisiinid siséltdvit fraktiot, joita vastasi kromatogrammissa
leved piikki (kuva IV.7). Nisiinistd aiheutuva piikki ei erotu, mikd voi johtua preparatiivisessa
ajossa kdytetystd suuresta ndytemddrdstd ja mukana olevista epdpuhtauksista. Jatkossa niytettd
kannattaisi puhdistaa lisdi ja injektoida pienempi médard HPLC-pylvdiseen analyyttistd ajoa varten.

Ammoniumsulfaattisaostus on perinteinen tapa konsentroida proteiineja, ja sitd on kdytetty hyvin
yleisesti bakteriosiinien konsentroinnissa (mm. Xiraphi ym. 2005, de Kwaadsteniet ym. 2005).
Ammoniumsulfaattisaostuksessa nahtiin selvd ero pelkdn kasvualustan ja Str. peroris MH201 -

kannan kasvuliemen vililld, mikd osoittaa, ettd kyseinen isolaatti on muokannut kasvualustaa
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kasvaessaan (kuva IV.8). Kyseinen kanta on mielenkiintoinen, silld Str. peroris -laji kuvattiin
vuonna 1998 (Kawamura ym. 1998), eiké siltd ole vield toistaiseksi 16ydetty bakteriosiineja. Vield
ndiden tulosten perusteella ei kuitenkaan voida tehdd pédatelmid bakteriosiinintuotosta. Jatkossa
pitdisi tehdd preparatiivinen HPLC-ajo, kerétd jakeita ja testata niiden kyky estdd testibakteerin
kasvua. Vasta siten ndhddidn mikd HPLC-eluutioprofiilissa ndkyva piikki vastaa mahdollista
bakteriosiinia.

Bakteriosiinia tuottavilla Lb. curvatus - ja Lb. plantarum -vertailukannoilla ammoniumsulfaatti-
saostus ei tuottanut kasvualustasta poikkeavia jakeita (kuva I'V.9). Kromatogrammissa ndkyvé leved
piikkiklusteri oli eri muotoinen laktobasillikasvatuksissa kasvuliemeen verrattuna. HPLC-
olosuhteita olisi optimoitava ja/tai ndytettd esipuhdistettava, jotta erottelu paranisi. Jatkossa on
my0s kerdttiva fraktioita, joista ndhddédn, missd kohtaa bakteriosiinit eluoituvat.

Naditd alustavia HPLC-menetelmélld saatuja tuloksia voidaan kayttdd apuna jatkotutkimuksia
sunnitellessa. Koska Cl18-kiintedfaasiuutolla ei saatu tutkittujen isolaattien kasvuliemistd
vikevoityd proteiineja, voisi ammoniumsulfaattisaostus suuresta kasvuliemitilavuudesta olla
parempi vaihtoehto. Sitd seuraisivat esipuhdistus C18-kiintedfaasiuutolla ja sitten vasta HPLC-ajo,
kuten Ghrairi ym. (2005) ovat tehneet. Ammoniumsulfaatti saostaa periaatteessa valikoimatta
kaikki proteiinit ja C18-kiintedfaasiuutolla padstdin eroon osasta kasvualustan epdpuhtauksista.

Jatkossa tulee keskittyd menetelmien, vékevoinnin, esipuhdistuksen ja ajo-olosuhteiden
optimointiin  bakteriosiineja tuottavista referenssikannoista tavoitteena kromatogrammissa
bakteriosiinipiikki, jonka aktiivisuus pystytddn toteamaan. Tdmédn jdlkeen voidaan kokeilla
varsinaisten ~ didinmaitokantojen  kasvuliemien  analysointia. =~ Tarkemmat  ehdotukset

jatkotutkimuksista on esitetty jaljempana.
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V Johtopaatdkset

Tamaén tutkimuksen perusteella didinmaidossa esiintyy yleisesti erdiden taudinaiheuttajien kasvua
estdvid tai hillitsevid bakteereita. Satunnaisotannassa 90 prosentissa didinmaitondytteistd (n = 40)
esiintyi Staphylococcus aureus —bakteerin kasvua hillitsevié tai estdvid pesdakkeitd. Listeria innocua
-bakteeria inhiboivia isolaatteja eristettiin kolmanneksesta ja Micrococcus luteus —bakteeria
inhiboivia kymmenesosasta naytteitd (n = 141).

Tutkimuksen perusteella vauva, joka nauttii péivittdin noin 800 ml rintamaitoa, saa sen mukana
arviolta 8 x 10* — 8 x 10° bakteeria. Rintamaidosta tavallisimmin eristetyt bakteerilajit olivat iholle
tyypillisid stafylokokkeja ja oraalisia streptokokkeja. Niitd esiintyy yleisesti myds rintaruokitun
vauvan ulosteessa (Kirjavainen ym. 2001, Favier ym. 2002).

Yleisin rintamaitondytteistd tunnistettu bakteerilaji oli Staph. epidermidis, joka on myds
alemmissa tutkimuksessa havaittu rintamaidon valtalajiksi (Caroll ym. 1979, Eidelman ja Szilagyi
1979, West ym. 1979). Téssé tutkimuksessa se edusti puolta kaikista satunnaisotannalla eristetyisté
kannoista. Viidennes kannoista hillitsi tai esti Staph. aureus —bakteerin kasvua.

Streptokokeista tdssd tutkimuksessa yleisimmait lajit olivat Streptococcus salivarius ja
Streptococcus mitis, joiden tiedetdédn olevan vallitsevia lajeja vauvan suussa (Kononen 2000). Lihes
puolet Str. salivarius —kannoista hillitsi tai esti Staph. aureus —bakteerin kasvua.

Aidinmaidossa esiintyy my0s perinteisid elintarvikkeiden maitohappobakteereita, joita on tdmin
tutkimuksen kuluessa loydetty my0s rintamaidosta my6s muissa maissa (Martin ym. 2003 ja 2006,
Sinkiewicz ja Nordstrom 2005). Tassd tutkimuksessa rintamaitondytteista eristettiin Lactobacillus
rhamnosus-, Lactobacillus crispatus-, Lactobacillus gasseri-, Leuconostoc mesenteroides- ja
Lactococcus lactis -bakteerikantoja. Lahes kaikki kannat hillitsivat Staph. aureus -testibakteerin
kasvua. Koska maitohappobakteereita pidetdén yleisesti turvallisina kayttdd, niitd voitaisiin
mahdollisesti hyodyntii elintarvikkeissa ja probiootteina esimerkiksi didinmaidonkorvikkeissa.

Rintamaidosta eristettyjen L. lactis -isolaattien todettiin tuottavan bakteriosiinia, nisiinié, jonka
tiedetddn estdvin monia taudinaiheuttajia. Sitd kédytetddn myo0s yleisesti estimissi elintarvikkeiden
pilaantumista (Delves-Broughton ym. 1996). Nailld laktokokkikannoilla voisi mahdollisesti olla
kayttod elintarviketeollisuudessa (Beasley ym. 2003).

My0s useiden muiden rintamaidosta eristettyjen bakteerikantojen todettiin tuottavan
antibakteerisia yhdisteitd, joiden karakterisoimiseksi tehtiin alustavia kokeita. Tutkimista vaikeutti
antibakteerisen yhdisteen tuoton hiipuminen puhdasviljelmissd ajan myo6ti. Trisiini-SDS-PAGE-
geelissd didinmaidon Staph. epidermidis -bakteerikantojen (MH6, MH6, M928) todettiin tuottavan
kasvualustaan runsaasti noin 3000 Da:n kokoista molekyylid, mutta inhibitiota ei pystytty

osoittamaan geelistd. Korkean erotuskyvyn nestekromatografiassa (HPLC) saatiin L. lactis LAC280
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-referenssikannan tuottama nisiini osoitettua jakeiden aktiivisuuden perusteella, mutta
didinmaitokantojen tuottamien antibakteeristen yhdisteiden osoittaminen vaatii vield menetelmien
optimointia. Koska kasvuolosuhteet vaikuttavat keskeisesti bakteriosiinien tuottoon (Parente ja

Ricciardi 1999), myds niité tulisi jatkossa muokata bakteriosiinin tuottoa suosiviksi.

VI Ehdotuksia jatkotutkimuksille

1 Tahan tutkimukseen liittyvat jatkotutkimukset

Tatd tutkimusta voitaisiin jatkaa kokeilemalla ensin bakteriosiinien konsentrointia ja osittaista
puhdistusta seuraavasti: ensin konsentrointi isosta tilavuudesta (esim. 500 ml) portaittaisella
ammoniumsulfaattisaostuksella (esimerkiksi 50%, 60%, 70% ja 80%), sitten puhdistus C18-
kiintedfaasiuutolla, josta lopuksi ndyte HPLC-ajoon. Joka vaiheessa tulee tarkistaa, ettd
bakteriosiinin aktiivisuus sidilyy. Puhdistuksissa kéytetyt olosuhteet voivat aiheuttaa bakteriosiinin
denaturoitumisen, joten aktiivisuuden sdilymisté tulee seurata vaihe vaiheelta.

HPLC:ssd kdytossd ollut C8-pylvds (Zorbax Eclipse XDB-C8), ajo-olosuhteet ja liuokset
toimivat hyvin proteiinistandardeille (ei kuvaa) ja nisiini eluoitui sopivan retentioajan (11 - 12
minuuttia) kuluessa (kuva IV.7), joten niitd voitaisiin pitdéd aluksi samoina. Preparatiivisesta HPLC-
ajosta saaduista fraktioista voitaisiin tdmén jdlkeen tutkia bakteriosiiniaktiivisuus tissd
tutkimuksessa kuvatulla tavalla. Menetelmd tulisi ensin saada kokonaisuudessaan luotettavasti
toimimaan bakteriosiinia tuottavilla referenssikannoilla L. lactis N8, LAC280 sekd Lb. curvatus
SAA263 ja Lb. plantarum SAA260. Sen jilkeen voitaisiin tutkia didinmaidosta eristetyt isolaatit,
joista erityisen kiinnostavia ovat Staph. epidermidis MH6, MH7, M926 ja M928 seké Ent. faecalis
M809 ja Str. peroris M201. Niiden &idinmaitokantojen kasvualustaa ja -olosuhteita pitéisi
kuitenkin ennen jatkokokeita optimoida bakteriosiinintuottoa ajatellen ja testata inhibitiota eri
testiorganismeja vastaan. Nyt osa kyseistd isolaateista saa aikaan huomattavasti heikomman
estovyohykkeen testiorganismia vastaan kuin alunperin eli antimikrobisen yhdisteen tuotto on
heikentynyt.

Kun HPLC-kromatogrammista saadaan tunnistettua bakteriosiinia siséltdvit jakeet
aktiivisuutensa perusteella, voidaan ne kerdtd ja yhdistdd. Tdmén jélkeen ndytteet voidaan ajaa
HPLC:n kautta massaspektrometriin, jossa niiden molekyylipaino voidaan méérittdd. Puhdistetusta
bakteriosiinista saadaan my0s nidyte aminoterminaaliseen sekvensointiin.

Edelld kuvatulla tavalla puhdistetun bakteriosiinin aktiivisuutta eri bakteerikantoja vastaan

voidaan tdmin jéilkeen tarkastella maljainhibitiotesteilld. Lisdksi voidaan tutkia bakteriosiinin
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stabiilisuus eli kuinka hyvin se kestdd kuumuutta, erilaisia pH-olosuhteita sekd erilaisia

proteinaaseja ja detergentteja.

2 Laajemmin aihepiiriin liittyvia jatkotutkimusaiheita

Koska tdssd tutkimuksessa todettiin, ettd didinmaidossa pddosa bakteereista on stafylokokkeja ja
streptokokkeja, jatkossa olisi hyodyllistd tutkia, mikd juuri ndiden bakteerien merkitys on
puolustusjdrjestelmén kehittymiselle, ja voitaisiinko niitd kdyttdd hyviksi probiootteina. Ongelmana
streptokokkien ja stafylokokkien hyddyntdmisesséd kuitenkin on niiden mahdollinen patogeenisuus,
joten probioottinen kédytto vaatii tarkkoja tutkimuksia kantojen turvallisuudesta.

Aidinmaidon bakteereilla saattaa olla merkitysti myds "siedittdjind" allergioiden ehkiisyssi.
Rintamaitoa nauttineilla vauvoilla on nimittdin useissa tutkimuksissa todettu esiintyvin vdhemmin
allergioita kuin korvikeruokituilla, mutta syyti tdhdn ei ole vield pystytty selvittimédn (Katsaukset:
Friedman ja Zeiger 2005, Michaelsen 2005). Hygieniateoria, jonka mukaan altistuminen
mikrobeille ja infektiot vihentdvét allergioita (Katsaus: Friedman ja Zeiger, 2005), voisi osaltaan
selittdd didinmaidon allergioita vdhentdvéd vaikutusta. Vauva saa maidosta paivittdin huomattavan
mikrobiannoksen. Kirjavainen ym. (2001) havaitsivat, ettd erityisesti streptokokkien ja muiden
grampositiivisten bakteerien runsaampi esiintyminen vauvan suolistossa oli tyypillistd terveelle
vauvalle verrattuna allergioista kérsivddn vauvaan. Kyseiset bakteeriryhmét ovat myos didinmaidon

valtalajeja.

90



VIl Kiitokset

Tédma tutkimus tehtiin Helsingin yliopistossa Soveltavan kemian ja mikrobiologian laitoksen
Mikrobiologian osastolla. Kiitos laitokselle hyvastd tydymparistostd ja rahoittajille tyon
mahdollistamisesta: Viikki graduate school for biosciences -tutkijakoululle (VGSB), Helsingin
yliopiston tutkimusrahastolle, Suomen Akatemialle, Jenny ja Antti Wihurin saitiolle, sekd Walter
Ehrstromin sditiolle matka-apurahasta. VGSB:n tutkijakoordinaattorille Eeva Sieville ja Nina
Sarikselle kiitos sympaattisesta ohjauksesta opintoasioissa, sekd mielenkiintoisten kurssien ja

luentojen organisoinnista.

Kiitokset ohjaajalleni professori Per Sarikselle rohkaisevasta ohjauksesta, mielenkiintoisesta
tutkimusaiheesta sekd inhimillisestd ja positiivisesta asenteesta. Sain sinulta paljon visioita ja uusia
ideoita. Kiitokset professori Mirja Salkinoja-Saloselle kannustavista neuvoista kirjoitusvaiheessa
sekd arvokkaista kriittisistd kommenteista kirjoittaessani tutkimusartikkelia: mestarilta oli hieno
saada oppia. Akatemiaprofessori Kaarina Sivoselle kiitokset rakentavista keskustelutuokioista.
Kiitokset yliopistonlehtori Pirjo-Nikula [jdkselle hyvistd kommenteista tyohon liittyen, opastuksesta

proteiinimenetelmissi ja yhteisistd bussimatkoista.

Tutkimukseni onnistuminen riippui tdysin vapaaehtoisten ditien avusta. Ldmpimét kiitokset kaikille
tutkimukseen osallistuneille, Imetyksen tuki ry:lle, Kauhavan ja Helsingin Itékeskuksen neuvoloille
sekd HYKSin didinmaitokeskukselle. Kiitokset Hemen Ibrahimille, Anne-Marie Hollandille ja
Ossian Sarikselle erinomaisesta teknisestd avusta. Kiitos Soile Tynkkyselle (Valio Ltd.) RAPD-
analyysistd. Kiitokset Taina Lundellille ja Pauliina Lankiselle avusta proteiinien puhdistuksen
suunnittelussa, neuvoista opintoasioissa, sekd kivoista keskustelutuokioista: teissd on paljon
positiivista naisenergiaa. Kiitokset Matti Wahlstenille ja Jouni Jokelalle HPLC ja MS —opastuksesta,
lampimaésta tydilmapiiristd, sekd mielenkiintoisista syvillisistd keskusteluista. Jadn niita

kaipaamaan.

Kiitokset kaikille entisille ja nykyisille maitohappobakteeriryhmin sekd Mikrobiologian osaston
tyotovereille hyvésta tydilmapiiristd. Erityiskiitokset Janetta Hakovirralle ja Minna Peltolalle
hyvistd kommenteista kirjoitusvaiheessa, kahvihetkistd ja kivoista muistoista. Jatkakaahan
lenkkeilyé! Kiitokset avusta ja mukavista yhteisisté hetkistd Petri Novakille (keep on rocking), Titta

Manniselle (kannattaa seurata unelmiaan), Timo Takalalle (kiitos térkeistd keskusteluista), Justus
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Reunaselle (se kakku vei syddmeni), Sara Vaskiolle (meissd on mammaenergiaa), Riitta
Saastamoiselle (teit oloni kotoisaksi), sekd Anu Surakalle & Mirkka Kotiaholle (pidetddanhén
jatkossakin syominkejd). Kiitos Outi Niemenmaalle, Leena Steiningerille ja Hannele Tukiaiselle
ystavillisestd avusta monelaisten byrokratian solmujen aukomisessa, sekd Tuula Kynéslahdelle ja
Tarja Gronroosille korvaamattomasta tyosta laboratoriohengettdrind. Haluan myos kiitollisuudella
mainita henkil6t, joilta ole oppinut paljon opiskelu- ja jatkotutkintovaiheessa mikrobiologiasta,
professori Seppo Niemelén, lehtori Kristina Lindstrdmin, dosentti Maarit Niemen ja professori

Walter Zumftin.

Kiitos péétoimittaja Olli-Pekka Tiaiselle ja toimituspadllikkoé Heli Vayryselle joustavuudesta, jota
ilman tdma4 ty6 olisi jadnyt roikkumaan puolivalmiina vield pidemmaéksi aikaa. Mydtamielisyytenne

ansiosta sain urakan saatettua loppuun.

Kiitos vanhemmilleni Marja-Leenalle ja Martille rohkaisusta ja tuesta, sekd minua matkan varrella

kannustaneille ystivilleni, Mika-veljelleni ja muille sukulaisille.

Rakkaimmat kiitokseni haluan osoittaa perheelleni. Aviomiehelleni Terolle kiitos yhteisestd
matkasta, rakkaudesta ja tuesta. Yhdessa selvidmme seké yla- ettd alamiistd. Rakkaille tyttarilleni,
Siljalle ja Elisalle, kiitos ihanista yhteisista hetkistd, jotka irrottavat tyohuolista ja laittavat asiat

oikeaan tirkeysjérjestykseen.
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