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Al Dojenje je najustreznejSa oblika hranjenja dojenckov, Se zlasti prvih 6 mesecev Zivljenja.

Nezadostno dojenje ima lahko za posledico slabie napredovanje na telesni teZi (FTT). Ce ima mati premalo
mleka, se najprej z njo pogovorimo, ji ponudimo vso strokovno podporo in ji svetujemo o ustrezni tehniki
dojenja. Ce dojenje kljub temu ni zadostno ali ni moZno, se priporo¢a nadaljnje dojenje ter dodatek ali
uvedba zacetne formule po volji. Mleko mater je vir esencialnih in pogojno esencialnih dolgoveriznih veckrat
nenasicenih mascobnih kislin (LCP). Razpolozljivost LCP v zgodnjem Zivljenju vpliva na kakovost rasti in
ima pomembno vlogo v razvoju vida ter v razvoju intelektualnih procesov dojencka. Namen S$tudije je bil
ugotoviti, ali se maScobno-kislinska sestava zrelega mleka mater s hipogalaktijo razlikuje od masc¢obno-
kislinske sestave zrelega mleka mater z dovolj mleka, ali se maScobno-kislinska sestava posameznih frakcij
lipidov plazme zdravih donoSenih (> 37 tednov), izklju¢no dojenih dojenckov s FTT razlikuje od enako starih
zdravih dojen¢kov z normalnim napredovanjem na teZi in ugotoviti vpliv prehranskega ukrepanja z
dodajanjem standardne zacetne formule brez LCP (F) in z LCP obogatene formule (0,2-0,3 g n-3 LCP in
0,6-0,7 g n-6 LCP/100 g ma3¢ob, F-LCP) na parametre rasti in na LCP status v krvni plazmi dojenckov. V
Studijo smo vkljucili 74 parov mati — dojencek. V skupino AB so bili razvrs¢eni dojencki s FTT (< 10.
percentilom za starost glede na Euro-Growth percentilno krivuljo in/ali porast telesne teze od rojstva do
vkljucitve v raziskavo < 40% pri¢akovanega porasta za starost, v starosti 1,87 (1,70) meseca, n = 33) in
njihove matere. V skupino C so bili razvr§€eni dojencki z normalnim napredovanjem na tezi (teza > 50.
percentilom za starost, (Euro-Growth), v starosti 2,18 (0,80) meseca, n = 41) in njihove matere. Ob vkljucitvi
v raziskavo smo dojencke s FTT z dvojno slepo randomizacijo razdelili v dve skupini (skupina A in skupina
B), ki sta bili poleg dojenja 31 dni dohranjevani s F-LCP (skupine A, n = 15) ali F (skupina B, n = 16).
Antropometri¢ni podatki, vzorci humanega mleka in vzorci plazme dojenckov so bili pridobljeni ob vstopu v
raziskavo in po enem mesecu prehranskega ukrepanja. Ma$€obno-kislinsko sestavo zrelega humanega mleka
in plazemskih fosfolipidov (PL), trigliceridov (TG) in estrov holesterola (CE) posameznih frakcij plazemskih
lipidov smo dolo¢ili s kapilarno plinskotekocinsko kromatografijo in rezultate izrazili kot uteZni odstotek
(ut. %) ter absolutno vsebnost (mg mascobne kisline/100 g vzorca). Mleko mater s hipogalaktijo je imelo
nepri¢akovano visji odstotek ®-6 LCP kot mleko mater kontrolne skupine. Obstaja moznost, da so se pri
materah s hipogalaktijo zaradi majhnega izloCanja humanega mleka (v povprecju le 470 ml/dan) zaloge ®-6
LCP praznile pocasneje kot pri materah, ki so sintetizirale vecjo koli¢ino mleka. Dojencki s FTT so
nepri¢akovano imeli boljsi status LCP v PL in TG kot dojencki z normalnim napredovanjem na telesni teZzi.
Visji delez LCP v PL je lahko posledica viSje vsebnosti dihomo-y-linolenske in arahidonske kisline (-6
LCP) in tendencno viSje vsebnosti dokozaheksaenojske kisline (-3 LCP) v mleku mater teh dojenckov. Nasi
rezultati nakazujejo, da slabSe napredovanje dojenih dojenckov na telesni teZi ni bilo posledica pomanjkanja
LCP. Med obema skupinama dojenc¢kov s FTT po mesecu dni dodajanja zacetne formule ni bilo razlik v
rastnih parametrih. Vi§ji vnos LCP z zacetno formulo se je Ze po 31-ih dneh odrazil v pomembno vi§jih
vrednostih LCP tako v PL kot tudi v TG frakciji plazemskih lipidov. LCP dodane s prehrano se tudi pri
dojenckih s FTT udinkovito presnavljajo in vgrajujejo v telesne lipide.
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AB Breastfeeding is the preferred method of feeding for healthy infants for the first 6 months of life.
Some fully breastfeed infants may experience critical failure to thrive (FTT) due to mothers hypogalactia.
Their mothers are counselled to use all strategies to maintain the breastfeeding and to supplement with infant
formula ad libitum. Human milk lipids provide precursors of essential fatty acids linoleic and a-linolenic acid
together with their long-chain polyunsaturated (LCP) metabolites. The supply of LCP has been associated
with functional outcomes of the recipient infants such as visual acuity and development of cognitive
functions during the first year of life. The aims of this study were: to determine if the fatty acid composition
of milk lipids of mothers with hypogalactia differ from fatty acid composition of milk collected from mothers
with good milk supply, to determine whether fatty acid composition of main lipid fractions in plasma of main
lipid fractions in plasma of healthy full-term (more than 37 gestation week) exclusively breastfed infants with
FTT differ from age-matched healthy controls and to investigate the effects 31 days of dietary intervention
with conventional formula without LCP (F) and formula enriched with LCP (0.2-0.3 g n-3 LCP and 0.6—0.7
g n-6 LCP/100 g fat, F-LCP) on plasma fatty acid composition and growth of infants with FTT. 74 mother-
infant pairs were included in the study. Infants with FTT (less than 40 % of expected weight gain for age
and/or body weight less than 10. Euro-Growth percentile for age) (age: 1.87 [1.70] mo, n = 33) and their
mothers were assigned to group AB. Infants with normal weight gain (body weight more than 50. Euro-
Growth percentile for age) (age: 2.18 [0.80] mo, n = 41) and their mothers served as a control group C. After
inclusion infants with FTT were double-blindly randomized in two groups; those fed with F-LCP (group A, n
= 15) or F (group B, n = 16). Anthropometric data, human milk and infants plasma samples were obtained at
study entry and after one month of additional formula milk feeding. Fatty acid composition of mature human
milk and plasma phospholipids (PL), triglycerides (TG) and cholesterol esters (CE) were determined by
capillary gas chromatography. Results are expressed as weight percentage (% wt/wt of total fatty acids) and
as concentration of individual fatty acid (mg/100g samle). Unexpectedly, higher w-6 LCP content was found
in milk lipids of mothers with hypogalactia. There is a possibility that the release rate of ®w-6 LCP from
maternal pool was slower in mothers with hypogalactia due to lower milk secretion (in average 470 ml/day)
in comparison to mothers with higher milk secretion. Infants with FTT had unexpectedly better LCP status of
PL and TG in plasma than infants with normal weight gain. Higher LCP content in plasma PL can result from
higher extent of LCP from remaining infant’s body fat stores. It can also result from higher content of
dihomo-y-linolenic, arachidonic and tendentious higher content of docosahexaenoic acid in breast milk of
FTT infant’s mothers. Gains in weight, length and head circumference did not differ between the two groups
after one month of formula supplementation. One month of additional formula milk feeding with LCP
enriched formula for infants with FTT effectively increased LCP contents in PL and TG, especially n-6 LCP
contents in PL. The data obtained indicate that LCP from enriched formula were effectively metabolized and
incorporated into infantile plasma lipids by infants with FTT.
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1 UvVOD

Dojenje je najustreznejsa oblika hranjenja. Humano mleko je za dojencka vir dolgoveriznih
veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin (LCP) (Koletzko in sod., 2001a). Nezadostno dojenje
ima lahko za posledico slabSe napredovanje na telesni tezi (FTT) (Kliegman in sod., 2011).
Ce ima mati premalo mleka (hipogalaktija), ji najprej ponudimo vso strokovno podporo in
ji svetujemo o ustrezni tehniki dojenja. Ce dojenje kljub temu ni zadostno ali ni moZno, se
priporo¢a nadaljnje dojenje ter dodatek ali uvedba zacetne formule po volji (Neifert, 2001;
Sedej in sod., 2009).

LCP imajo pomembno vlogo v razvoju vida in v razvoju intelektualnih procesov dojencka
(Koletzko in Rodriguez-Palmero, 1999), pripisujejo jim tudi vse vecjo vlogo v kasnejSem
razvoju intelektualnih procesov otrok (Ryan in sod., 2010). LPC so nujno potrebne v zadnji
tretjini nosecnosti in vse do drugega leta starosti, ko potekata hitra rast in razvoj ¢loveSkih
mozganov. Pred rojstvom se zarodek z dokozaheksaenojsko kislino (DHK) in arahidonsko
kislino (ARK), potrebnima za razvoj zarodka, oskrbuje skozi posteljico. Po rojstvu pa
preko humanega mleka ali z LCP obogateno zacetno formulo. Za tvorbo Zivljenjsko
pomembnih celi¢nih struktur v centralnem Zivénem sistemu ima dojencek v obdobju hitre
rasti visoke potrebe po LCP (Ryan in sod., 2010).

Po izsledkih raziskav se rutinsko dodajanje LCP v zacetne formule za izboljSanje gibalnega
in nevroloSkega razvoja ter razvoja vida donoSenim dojenckom ne priporoca (Simmer in
sod., 2008).

V dvojno slepo placebo kontrolirano raziskavo smo vkljucili skupno 74 dojenckov, starih
od 28 do 107 dni. Ob vkljucitvi v raziskavo smo formirali dve skupini: skupina AB je
vkljuCevala 33 dojenckov s FTT in njihove matere , skupina C pa 41 dojenckov z
normalnim napredovanjem na telesni tezi in njithove matere. Za nadaljevanje raziskave smo
dojencke s FTT z dvojno slepo randomizacijo razdelili v dve skupini (skupina A in skupina
B), ki sta bili deleZzni razlicnega prehranskega ukrepanja. Dojencki skupine A so poleg
dojenja 31 dni uzivali zacetno formulo z LCP (F-LCP) in dojencki skupine B zacetno
formulo brez LCP (F).

Zeleli smo ugotoviti vpliv prehranskega ukrepanja na parametre rasti, dologiti koli¢ino in
sestavo zauZzitega humanega mleka in zacetne formule ter ugotoviti vpliv dodajanja z LCP
obogatene zacetne formule (F-LCP) na LCP status v krvni plazmi dojenckov.

Pricujoca raziskava je prva raziskava v razvitih drzavah, ki obravnava dojencke s FTT po
uvedbi dvovrstnega hranjenja in njihove matere s hipogalaktijo. Dala nam je tudi prvi
vpogled v mascobno-kislinsko sestavo zrelega humanega mleka mater z in brez
hipogalaktije ter v mascobno-kislinsko sestavo dojenckov z normalnim in slabSim
napredovanjem na telesni teZi.
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1.1 NAMEN DELA

a) Ugotoviti napredovanje telesne teze in ostalih parametrov rasti dojenckov s FTT po 31-
dnevnem dodajanju formule z (skupina A) ali brez (skupina B) LCP.

b) Ugotoviti koli¢ino zauzitega mleka dojenih dojenckov (starih 28 do 99 dni) s FTT
(skupina AB) ter vrednosti primerjati z normalno prehranjenimi zdravimi dojencki
podobne starosti (literaturni podatki).

c) Ugotoviti sestavo zrelega mleka mater dojenckov, vkljuCenih v raziskavo: dolociti
vsebnost mascob in mascobno-kislinsko sestavo lipidov zrelega humanega mleka mater
dojenckov s FTT ter vrednosti primerjati z vrednostmi pri materah dojenckov z
normalnim napredovanjem na telesni tezi (skupina C) ter literaturnimi podatki o
sestavu zrelega humanega mleka.

d) Analizirati maSCobno-kislinsko sestavo posameznih frakcij plazemskih lipidov
(fosfolipidov, triacilglicerolov in estrov holesterola) dojenckov s FTT ter jo primerjati s
skupino C ter literaturnimi podatki za enako stare zdrave dojencke (Decsi in Koletzko,
1994).

e) Ugotoviti spremembo oskrbe z LCP po 31-dnevnem dodajanju zacetne formule z (F-
LCP) ali brez LCP (F) (skupini A in B).

1.2 HIPOTEZE

a) Pridobivanje telesne teze dojenckov s FTT se bo po 31-dnevnem dodajanju zacetne
formule izboljSalo v obeh skupinah (skupina A proti skupina B).

b) Dojeni dojencki s FTT (< 10. percentilom za starost in/ali dosezejo < 40 %
pricakovanega porasta telesne teZe za starost (Haschke in sod., 2000) (skupina AB)):
- so zauzili premajhno koli¢ino humanega mleka zaradi hipogalaktije matere,
- 1majo zniZano vsebnost plazemskih LCP v primerjavi z dojencki z normalnim
napredovanjem na telesni tezi (skupina AB proti skupina C ter Decsi in Koletzko,
1994) in s tem povecane potrebe po LCP.

c) Vsebnost mascob in maScobno-kislinska sestava zrelega humanega mleka mater
dojen¢kov s FTT bo primerljiva z vsebnostjo in sestavo humanega mleka mater
dojenckov z normalnim napredovanjem na telesni teZi ter literaturnimi podatki za druge
drzave (skupina AB proti skupina C ter literaturni podatki).

d) Dojencki s FTT, ki bodo poleg dojenja 31 dni uzivali F-LCP, bodo imeli vi§jo vsebnost
LCP v plazemskih fosfolipidih kot tisti, ki bodo uZivali F (skupina A proti skupina B).
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2 PREGLED OBJAV

2.1 RAST DOJENCKOV S SLABSIM NAPREDOVANIJEM NA TELESNI TEZI

Prvo leto otrokovega Zivljenja sodi med najintenzivnejSa obdobja, saj sta rast in razvoj
najhitrejSa. Telesna teza zdravih dojenckov se v prvih petih mesecih podvoji in v prvem
letu starosti potroji (Michaelsen in sod., 2003; Referen¢ne vrednosti za vnos hranil, 2004;
Bratani€ in sod., 2010). Prehrana v najzgodnejSem obdobju Zivljenja, Ze pred rojstvom v
Casu nosecnosti in zlasti v prvem letu Zivljenja, ima pomembne dolgoro¢ne ucinke na
razvoj in zdravje vse v odraslo dobo (Singhal in sod., 2004; Koletzko in sod., 2005a).

Dojenje je normalen, naraven in optimalen nacin prehranjevanja novorojencka in dojencka
(Sedmak in sod., 2010). Izklju¢no ali polno dojenje v prvih Sestih mesecih ter pozneje
delno dojenje ob dopolnilni prehrani zagotavlja optimalno rast, razvoj in zdravje dojencka
(Bratani€ in sod., 2010). Ima tudi enkraten bioloSki in Custven vpliv na zdravje matere in
otroka, zato ga tako v svetu kot v Slovenji spodbujamo (Bratanic¢, 2003). V letu 2008 je ob
odpustu iz porodni$nic polno ali delno dojilo 97 % mater. Centralno zbiranje podatkov o
stanju na podroc¢ju pogostosti dojenja po odpustu iz porodniSnice in trajanju dojenja Se ni
urejeno (Bratani¢ in sod., 2010). Dojenje priporocamo vsaj do dopolnjenega prvega leta
starosti, po tej starosti pa, dokler to Zelita dojeca mati in otrok (Sedmak in sod., 2010).

Kljub spodbujanju in nadzoru dojenja se v klini¢ni praksi opaza, da dojenje v vseh
primerih ni uspesno (Sedej in sod., 2004). Zaradi nezadostnega dojenja lahko dojencki
slabSe napredujejo na telesni teZi. FTT je ne glede na vzrok najnevarnejSe in najbolj ogroza
prav dojencke v prvem letu starosti. Najvecja postnatalna rast mozganov nastopi v prvih
Sestih mesecih Zivljenja. Omenjen pojav lahko ogrozi normalen razvoj in rast dojenckov
ter ima lahko posledice v kasnejsem obdobju (Kliegman in sod., 2011). Ceprav je potrebno
izvajati strategijo vzpodbujanja in pospeSevanja dojenja, morajo biti primeri nezadostnega
dojenja odkriti pravogasno in po potrebi se uvede prehransko ukrepanje. Ce dojenje ni
zadostno ali ni mozno, se priporo¢a nadaljnje dojenje ter dodatek ali uvedba zacetne
formule po volji (Neifert, 2001).

Pediatri opisujejo podhranjene otroke z angleskimi besedami 'failure to thrive', v prevodu
'slabSe napredovanje na telesni tezi', Ze vsaj od 19. stoletja (Markowitz in Duggan, 2003).

FTT je rezultat nezadostnega kritja otrokovih energijskih potreb in se odraza v bistveno
manjSi telesni rasti kot pri enako starih vrstnikih. Do danes ni nihCe postavil jasnih
kriterijev rasti, ki bi definirali FTT (Kliegman in sod., 2011). Nekateri avtorji ugotavljajo,
da je ta termin zamenjava za nedohranjenost. Bolj verjetno je, da bodo v deZelah v razvoju
s tem terminom opisovali podhranjene otroke ali otroke z beljakovinsko-energijsko
podhranjenostjo (Markowitz in Duggan, 2003).

Kriterije rasti, ki so v literaturi obiCajno uporabljeni za opis otrok s FTT, sta zbrala
Markowitz in Duggan (2003).
a) Kiriteriji glede na tezo:
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- teza (ali teza za starost), ki je za veC kot 2 standardna odklona (SO) pod
povprecjem za spol in starost ali
- teZa, ki je pod tretjim percentilom za starost (Peterson in sod., 1984) ali
- Stevilo standardnih odklonov od povprecja (SOP) teze za starost (ali teZe za
viSino), ki je manjSe od -2.
Svetovna zdravstvena organizacija (SZO) priporoc¢a uporabo SOP teze za starost,
zlasti kadar podajamo antropometri¢ne mere skupine oseb. Izracuna se po formuli:
SOP = (dejanska teZa — povprecna tezZa)/standardni odklon.

b) Kiriterij glede na percentilne krivulje teze za starost:
- krivulja teze je »padla« za ve¢ kot dve percentilni krivulji na CDC (ang. Center
for Disease Control and prevention; slo. Center za nadzor in preprecevanje bolezni)
rastnih kart teZe za starost.
Da po prehranskem ukrepanju otrok ponovno doseZe svojo v preteklosti Ze stabilno
krivuljo rasti, mora preckati vsaj dve percentilni krivulji teZe za starost.
V Evropi imamo zadnje desetletje svoje krivulje rasti za zdrave dojencke (Haschke
in sod., 2000).

Kriteriji za beljakovinsko-energijsko podhranjenost so jasnejSi (Miiller in Krawinkel,
2005):

- podhranjenost: ko je teza za starost ve€ kot 2 SO pod povprecjem,

- upocasnjena rast: ko je viSina za starost ve¢ kot 2 SO pod povpre¢jem,

- hiranje: ko je teZa za viSino vec kot 2 SO pod povprecjem.
Upocasnjena rast je pokazatelj nedavne izgube telesne teze, hiranje pa je obicajno odraz
kroni¢ne izgube telesne teZze (Miiller in Krawinkel, 2005; Markowitz in Duggan, 2003).
Razsirjenost podhranjenosti med predsolskimi otroki je v razvitih drzavah v obdobju od
1990 do 2005 padla z 1,6 % na 1,1 %, v svetu pa zaradi velike razSirjenosti podhranjenost
otrok v dezelah v razvoju ostaja visoka (22,7 %). V istem obdobju se je na globalni ravni
znizala z 26,5 % na 20,6 %. RazSirjenost upocasnjene rasti se je v drzavah v razvoju v
istem obdobju znizZala z 37,9 % na 26,5 %, medtem ko v razvitih drzavah ostaja nizka (2,8
% do 2,6 %). Napoved SZO je, da naj bi se Stevilo podhranjenih predsolskih otrok do leta
2015 v svetu prepolovilo (de Onis in sod., 2004). Tudi cilj Svetovnega vrha za hrano (ang.
World Food Summit) je v obdobju med leti 1990-1992 in 2015 prepoloviti Stevilo
podhranjenih ljudi. Razvojni cilj tisocletja (ang. Millenium Development Goal) je nekoliko
manj ambiciozen. Med leti 1990 in 2015 Zelijo prepoloviti odstotek ljudi, ki trpijo zaradi
lakote. Organizacija za hrano in kmetijstvo Zdruzenih narodov (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) letno spremlja globalno podhranjenost po svetu in
napredek pri uresni¢evanju zgoraj omenjenih ciljev. V zadnjem porocilu poroc¢ajo, da se
je ocenjeno Stevilo in odstotek podhranjenih ljudi v svetu zniZal, vendar Se vedno ostaja
nesprejemljivo visok. Po trilethem povecanju odstotka la¢nih ljudi v svetu, ki je nastopilo
zaradi visokih cen hrane in svetovne gospodarske krize med leti 2006 in 2009, se je
ocenjen odstotek lacnih ljudi v svetu v letu 2010, ko si je svetovno gospodarstvo
opomoglo, znizal. Toda Stevilo podhranjenih v svetu Se vedno ostaja visje, kot je bilo pred
gospodarsko krizo, zaradi cesar se zdi dosega mednarodno dogovorjenih ciljev za
zmanjSanje lakote v svetu vse tezje dosegljiva (FAO, 2010).

Huda podhranjenost s hiranjem in/ali edemi se pojavljajo skoraj izklju¢no pri otrocih.
Marazmus je huda izguba teze, kvasSiorkor je podhranjenost z edemi, marazmik kvasSiorkor
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(ang. marasmic kwashiorcor) pa huda izguba teZze ob prisotnosti edemov (Miiller in
Krawinkel, 2005).

Za uspes$no obravnavo FTT je potrebno multidisciplinarno sodelovanje (Peterson in sod.,
1984; Markowitz in Duggan, 2003; Kliegman in sod., 2011). Pri tem je potrebno
upostevati vse dejavnike, ki prispevajo k rasti otroka: zdravstveno stanje, prehranski status,
psihosocialno komponento in interakcijo star§ — otrok. Za vse otroke s FTT je pomembno
tudi vzdusje ob hranjenju v domac¢em okolju (Kliegman in sod., 2011).

Za dosego ustreznega energijskega vnosa pri obravnavi FTT le nasvet o izbiri primernega
zaCetnega mleka obiCajno ne zadosca (Markowitz in Duggan, 2003). Uspeh obravnave
zavisi od specificnosti diagnoze, zdravljenja in resnosti FTT. Pri otrocith s hudo
podhranjenostjo hranimo previdno, s postopnim poveCevanjem energijskega vnosa za
preprecitev sindroma ponovnega hranjenja (ang. refeeding syndrom) (Kliegman in sod.,
2011). Za dosego ustreznega prehranskega vnosa je potrebno najti najbolj primerno
metodo, ki je odvisna od individualnih potreb otroka (White, 1995).

Zasledili smo razlicne ocene za nacrtovanje energijskih potreb za dosego optimalne rasti, t.
1. »dohitevalne rasti«, pri dojenckih s FTT (MacLean in sod., 1980; Markowitz in Duggan,
2003; Claybour in Hampsey, 2008).

MacLean in sod. (1980) so za oceno individualnih energijskih potreb, ki bi v danem
primeru zadoSCale za dosego Zelene telesne teZe, uporabili sledeco formulo: Energijske
potrebe za dosego dohitevalne rasti (kcal’kg) = (120x idealna teZa za dejansko viSino
(kg))/dejanska teza (kg). Uporaba njihove ocene je v svetu uveljavljena, saj so jo Ze
uporabljali ali priporocali tudi drugi avtorji (White, 1995; Peterson in sod., 1984). V
zadnjih letih je bilo predlagano, da je bolj ustrezen izraz »pospeSevalna rast« (Singhal in
Lucas, 2004).

Claybour in Hampsey (2008) ugotavljata, da so potrebe po energiji za dosego pospesevalne
rasti podhranjenih otrok poveCane za 20 do 30 %. PoveCane so tudi potrebe po
beljakovinah. Potrebe so poviSane, dokler ne doseZemo prvotne percentilne krivulje.
Navajata slede€o oceno: Potrebe po energiji za pospeSevalno rast (kcal/kg/dan) =
(povprecne energijske potrebe za starost (kcal) x idealna teza za viSino (kg))/dejanska teza
(kg). Tudi to oceno so Ze navajali starejSi viri (Markowitz in Duggan, 2003). Orientacijske
vrednosti za povprecen vnos energije za donosene zdrave dojencke od rojstva do Cetrtega
meseca starosti so v Sloveniji ocenjene na 94 kcal/kg telesne teZe za deCke in 91 kcal/kg
telesne teze za deklice (Referen¢ne vrednosti za vnos hranil, 2004).

Zacetni hitri pospeSeni rasti sledi postopno umirjanje rasti, dokler ni doseZena otroku
lastna (prvotna) percentilna krivulja rasti (White, 1995; Peterson in sod., 1984). Neifertova
je podala oceno za hitrost pridobivanja na telesni tezi pri dojenckih s FTT. Predvideva
hitro zacetno pridobivanje na telesni tezi (t. j. 56 g/dan) v prvih nekaj dnevih dodajanja
zaCetne formule, ki mu sledi enakomerno pridobivanje telesne teze priblizno 28 g/dan
(Neifert, 2001).

Hitra diagnoza FTT in takojSnje zdravljenje in ustrezno ukrepanje sta bistvenega pomena
za otroka in celotno druzino (Sedmak in sod., 2004).
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2.2 PRESNOVA LCP

LCP so veckrat nenasi¢ene mascobne kisline, ki imajo 20 ali ve¢ C-atomov in vsaj eno
dvojno vez ve¢ kot esencialni maS€obni kislini linolna in a-linolenska. Med mas¢obnimi
kislinami imajo Se posebej pomembno vlogo mascobne kisline iz druZin ®-6 in -3, kamor
spadata ARK (C20:4n-6) in DHK (C22:6n-3) (Fidler Mis in Sedej, 2003). Omenjeni
mascobni kislini se tvorita v celicah jeter iz linolne kisline (C18:2n-6; LK) in a-linolenske
kisline (C18:3n-3; ALK) v seriji izmeni¢nih desaturacij (dodajanje dvojne vezi) in
elongacij (dodajanje dveh ogljikovih atomov) (Sprecher in sod., 1995) (slika 3). Rastline
lahko same tvorijo LK in ALK, medtem ko ju sesalci zaradi odsotnosti encimov, potrebnih
za pretvorbo iz oleinske kisline (C18:1n-9; OK), ne moremo. To sta encima Al12- in A15-
desaturaza. Encim Al2-desaturaza omogoca vstavljanje dvojne vezi OK na mestu ®-6 in jo
tako pretvori v LK, Al5-desaturaza pa z dodajanjem dvojne vezi na mestu -3 nadalje
pretvori LK do ALK. Ker omenjeni pretvorbi pri sesalcih nista moZni, Stejemo LK in ALK
za esencialni oz. starSevski maS€obni kislini. Prehranski LK in ALK se z veriZnimi
encimskimi reakcijami, in sicer z A6-desaturacijo, elongacijo, Al5-desaturacijo, pretvorita
v ARK in klopadonsko ali eikozapentaenojsko kislino (C20:5n-3; EPK). Encim A5-
desaturaza in nadaljne poti pretvorbe so poznane le v Zivalskih celicah. Derivata
esencialnih mascobnih kislin ARK in DHK, sintetizirana po omenjeni poti presnove sta
zato prisotna le v hrani Zivalskega izvora (meso, ribe in jajca) in ne v sadju, zelenjavi,
oresckih, semenih in izdelkih iz njih (Innis, 2003). Derivata A6-desaturacije C24:5n-6 in
(C24:6n-3 sta prenesena na peroksisome, kjer z delno B-oksidacijo nastaneta C22:5n-6 in
DHK (Sprecher, 2000).

Poleg omenjene presnovne poti se velik delez ALK oksidira v mitohondrijih in sluzi kot vir
energije, le manjsi del se vgradi v tkivne lipide: fosfolipide (PL), trigliceride (TG) in estre
holesterola (CE). V nasprotju z ALK se v tkivne lipide vgradi vecji delez LK (Innis, 2003;
Fidler, 1997). Zaenkrat ni znano, ali v presnovno pot desaturacije vstopi dovolj ALK za
vzdraZzevanje optimalne koncentracije DHK v Ziv€evju in ocCesni mreZnici dojenckov
(Innis, 2003). Poleg tega je stopnja pretvorbe zauzitih esencialnih maScobnih kislin v LCP
nizka, kar povzroca skrb, da je sinteza LCP zlasti v zgodnjem obdobju rasti in razvoja
nezadostna (Nakamura in sod., 2001).

Pomanjkanje ®-6 mascobnih kislin se odraza v FTT in koZnih spremembah. LK ima
pomembno vlogo v presnovi holesterola in mas¢ob v kozi, derivat dihomo-y-linolenska
kislina (C20:3n-6; DHGLK) pa je prekurzor eikozanoidov. ALK je prekurzor EPK in
DHK. Ni znano, da bi ALK v presnovi imela Se kako pomembnejSo funkcijo. S poskusi na
Zivalih so ugotovili, da pomanjkanje ALK vodi v zmanjSanje DHK in soCasno pove€anje
®-6 mascobnih kislin, predvsem C22:5n-6 v oesni mreZnici in moZganih. Kljub podobno
dolgi verigi ogljikovih atomov C22:5n-6 ni funkcionalna zamenjava za DHK (Innis, 2003).

DHK in ARK uporabljata za endogeno sintezo isto AS- in A6-desaturazo, kar lahko vodi v
tekmovanje med LK in ALK kot tudi inhibicijo encimske poti z lastnimi derivati ali
derivati nasprotne verige. Visok prehranski vnos EPK in DHK zmanjSa tkivno ARK in
tvorbo eikozanoidov iz nje v korist povecane tvorbe eikozanoidov iz ®-3 masc¢obnih kislin
(Innis, 2003). Zato je za kritje potreb po ®-3 LCP in ®-6 LCP pomembna ne le zadostna



Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2011

kolicina, temve¢ tudi pravo razmerje med LK in ALK oz. uravnotezen prehranski vnos ®-3
in ®-6 mascobnih kislin (Nakamura in sod., 2001).

2.2.1 Sinteza -6 LCP in ®-3 LCP pri dojenckih - Studije s stabilnimi izotopi

Zdravi novorojencki Ze v prvem tednu po rojstvu zmorejo procese desaturacije in
elongacije LK, le da so koli¢ine presnovnih produktov majhne. Do DHGLK se je
pretvorilo 1,5 % in do ARK 1,4 % LK. Rezultati kaZejo na to, da je bila pretvorba LK
inhibirana z LCP iz humanega mleka, ki zagotavlja dovolj LCP za kritje novorojenckovih
potreb (Emken, 2001).

Tudi nedonoSencki z nizko porodno tezo zmorejo sintezo ARK in DHK. Carnielli in sod.
(1998) so nedonosSencke preko hranilne sonde v Zelodec kontinuirano 48 ur hranili s
formulo, ki je vsebovala °C oznageno LK in ALK v razmerju 10 : 1. Iz plazemskih PL so
ocenili, da se je pretvorilo 6 % LK in 14 % ALK (Emken, 2001).

Demmelmair in sod. (1995) so izvedli raziskavo na donosSenih dojenckih starih 18 dni, kjer
so uporabili redko uporabljen pristop z Be naravnega izvora. Dojenckom so 4 dni namesto
mleka ali zaCetne formule dodajali formulo na osnovi sonéninega olja. °C je v
son¢nicnem olju naravno prisoten priblizno v koli¢ini 1,1 %. Tudi avtorji te raziskave so Ze
po Stirih dneh opazili porast bazalne ARK v plazemskih lipidih, kar kaze na aktivno
endogeno sintezo ARK iz LK.
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Slika 1: Shematski prikaz desaturacije in elongacije ®-6 in ®-3 mascobnih kislin (Innis, 2003: S2)
Figure 1: Schematic of ®-6 and ®-3 fatty acid desaturation and elongation (Innis, 2003: S2)

2.2.2 Presnova masc¢ob pri podhranjenosti

Pri beljakovinsko-energijski podhranjenosti je presnova mas¢ob motena. Kljub malo
podatkom o zalogah in presnovi esencialnih mascobnih kislin pri beljakovinsko-energijsko
podhranjenih so ugotovili nizke plazemske vsebnosti LK in funkcionalno pomembnih
metabolitov skupaj z visjimi vsebnostmi NMK in neesencialnih ENMK. Omejene rezerve
LK se ne presnavljajo pravilno (Koletzko in sod., 1986a).

Ze Taylor (1971) je poroéal o izrazitem zniZanju LK in ARK v serumu nigerijskih otrok s
kvaSiorkor v primerjavi s kontrolno skupino zdravih dojenckov. Tudi Naismith (1973) je
pri dve do tri leta starih nigerijskih otrocih s kvaSiorkor ugotovil znizanje LK in ARK v
plazemskih lipidih ob soCasnem povecanju endogene DHGLK. Te spremembe je
povezoval z dolgotrajnim prenizkim prehranskim vnosom LK. Otroci so imeli znake
pomanjkanja esencialnih mascobnih kislin. Holman in sod. (1981) so pri argentinskih
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otrocih z beljakovinsko-energijsko podhranjenostjo, starih 2 do 24 mesecev, ugotovili
zmerno pomanjkanje LK v serumskih PL. Tudi hudo beljakovinsko-energijsko podhranjeni
otroci s HIV so zaloge ARK in DHK izc¢rpali sorazmerno stopnji podhranjenosti (Decsi in
sod., 1995b).

Pri podhranjenih otrocih je zniZana aktivnost 0-6-desaturaze, klju¢nega encima za
biosintezo ARK. Aktivnost encima ostane znizana tudi v zgodnji fazi okrevanja po
prehranskem ukrepanju. PoviSano razmerje LK/ARK kaZze na nezadostno biosintezo ARK
iz LK. Kroni¢no podhranjen otrok ne more nadomestiti nezadostnih zalog esencialnih
mascobnih kislin, saj je Ze porabil tudi vecCino telesnih zalog. MoZne posledice
pomanjkanja esencialnih kislin pri beljakovinsko-energijsko podhranjenih niso povsem
razumljene. Esencialne maScobne kisline so prekurzorji prostoglandinov, tromboksanov in
levkotrienov, zato njihovo pomanjkanje lahko vpliva na Stevilne regulatorne procese
(Koletzko in sod., 1986a) in se lahko odraza v klini€nih znakih kot so upocasnjena rast,
zamascCenost jeter, luS¢enje koze, pogostejSe okuzbe, ekcematoiden izpuscaj... (Lord in
Bralley, 1999).

2.3  PREHRANA DOJENCKOV

Mascobe predstavljajo pomemben vir energije v prehrani dojencka. Vsebujejo Zivljenjsko
pomembne mascobne kisline, pospesujejo absorpcijo v mascobah topnih vitaminov (A, D,
E, K), povecujejo energijsko gostoto obrokov, izboljSujejo vonj in okus hrane (Simmer in
sod., 2008; Bratani¢ in sod., 2010) ter ohranjajo relativho majhen ozmotski tlak v
humanem mleku (Fidler Mis, 2004).

Dojencki v prvih mesecih Zivljenja potrebujejo visoko energijsko gostoto, ki jo je mogoce
dosecCi le z zadostnim vnosom mascob, saj lahko uzivajo le omejene koli¢ine hrane
(Referenc¢ne vrednosti za vnos hranil, 2004).

Mascobe v humanem mleku predstavljajo priblizno 50 % energije in so glavni vir energije
za dojencka do Sestega meseca starosti. Dojencki zaradi hitre rasti v prvih mesecih
Zivljenja zauZijejo bistveno veC hranil na kg telesne teze kot odrasel Clovek. Dojen
dojencek v starosti 3—4 mesece v povprecju zauzije 2,3-krat ve€ energije, priblizno enako
koli¢ino beljakovin, 4-krat ve¢ maScob in 2-krat ve¢ ogljikovih hidratov na kilogram
telesne teze kot odrasel Clovek (slika 2) (Michaelsen in sod., 2003).
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Slika 2: Dnevni energijski vnos in viri makrohranil pri izklju¢no dojenem dojencku, starem 3 do 4 mesece
(6,3 kg), in odraslem moSkem (70kg) z zmerno telesno aktivnostjo (Michaelsen in sod., 2003: 47)

Figure 2: Daily energy intake and energy sources in an exlusively breastfed infant aged 3 - 4 months (6,3 kg)
and an adult male (70kg) with moderate physical activity (Michaelsen et. al., 2003: 47)

Energijske potrebe dojencka

Pri donoSenem dojencku se povprecna poraba energije v ¢asu od 1. do konca 3. tedna
Zivljenja podvoji z okoli 230 kJ + 59 kJ/kg/dan (55 + 14 kcal/kg/dan) na okoli 460
kJ/kg/dan (110 kcal/kg/dan). Tedaj dojenckek doseZe najvecjo hitrost rasti (ve¢ kot 2 cm
telesne dolZine na mesec). Po 3. mesecu hitrost rasti upade in relativne potrebe po energiji,
ki se nanaSajo na telesno tezo, se zmanjSajo (Referen¢ne vrednosti za vnos hranil, 2004). V
Casu od 1. do 6. meseca Zivljenja se jim povprecna poraba energije zniza z okoli 473
kJ/kg/dan (113 kcal/kg/dan) za decke in 447 kJ/kg/dan (107 kcal/kg/dan) za deklice na
okoli 337 kJ/kg/dan (80,6 kcal/kg/dan) za decke in 341 klJ/kg/dan (81,5 kcal/kg/dan) za
deklice (Butte, 2005). V evropskem prostoru je dnevna orientacijska vrednost za energijski
vnos zdravih dojenckov od rojstva do manj kot 4. meseca starosti 94 kcal/kg za decke in 91
kcal/kg za deklice (Referen¢ne vrednosti za vnos hranil, 2004). NovejsSa priporocila SZO
(FAOQ, 2004) priporocajo za starost 2 do 3 mesece 95 kcal/kg/dan za decke in 94 kcal/kg za
deklice. Kljub opozorilom, da so bila stara priporoc¢ila SZO (WHO, 1985a) precenjena za
10-32 % in da so potrebna prenove (Butte, 2005), jih Se vedno navajajo tudi v sodobnih
ucbenikih (npr. Kliegman in sod., 2011). Po slednjih je bil priporoen dnevni energijski
vnos dojenckov od rojstva do manj kot 3. meseca starosti 115 kcal/kg in v starosti od 3. do
6. meseca 110 kcal/kg (Kliegman in sod., 2011).

O nacrtovanju energijskih potreb za dosego pospeSevalne rasti pri dojenckih s FTT smo
pisali v poglavju o rasti dojenckov s FTT (poglavje 2.1).

Koli¢ina zauzitega humanega mleka

Koli¢ina humanega mleka je prvi dan po rojstvu zelo spremenljiva, okoli 25 g/dan, in se v
prvem mesecu povecuje na 650 g/dan in z 800 g/dan doseZe vrh okoli Sestega meseca
dojenja. Povprecna koli¢ina zrelega mleka je 750 ml (773g)/dan (Jensen, 1996; Referencne
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vrednosti za vnos hranil, 2004). Butte in sod. (2000) so pri polno dojenih donoSenih
dojenckih v starosti treh mesecev porocali o 814 + 177 g mleka/dan pri deckih in 715 +
111 g mleka/dan pri deklicah. Pri enako starih dojenckih, hranjenih izklju¢no s formulo, pa
so pri deckih izmerili 867 + 159 in pri deklicah 809 + 123 g zauzite formule/dan.
Povpre¢ni dnevni vnos humanega mleka v razvitejSih okoljih je pri Stiri mesece starih
dojenckih v obmocju 711 do 856 g/dan, o izjemno visokih koli¢inah (1238 + 75 g/dan) so
porocali le iz Avstralije (Butte in sod., 1992). O manjsi koli¢ini zauZitega humanega mleka
(479-619 g/dan) porocajo 1z manj razvitih okolij Kenije, Indije in Mehike (WHO, 1985b).
Masa dojencka je pomembna determinanta koli¢ine zauZzitega humanega mleka (Emmet in
Rogers, 1997).

Energijske vrednosti iztisnjenega mleka mocno nihajo, veinoma zaradi razli¢ne vsebnosti
mascob. Povprecna energijska vrednost humanega mleka v srednjeevropskem prostoru je
69,04 kcal/100g humanega mleka (Souci in sod., 2000).

Priporodila za vnos L.CP

Dnevno dobi polno dojen dojencek, ki popije 750 ml humanega mleka s povprecno
vsebnostjo 40 g maSc¢ob/l, priblizno 3,0 do 4,5 g LK (Koletzko in sod., 1992). Priporocila
za vnos makrohranil v prvih Sestih mesecih temeljijo na povpre¢nem vnosu humanega
mleka in so enaka ne glede na nacin hranjenja dojenckov (izklju¢no dojenje, dvovrstno
hranjenje ali hranjenje z zacetno formulo). V starosti 0 do manj kot 4 mesece naj skupne
mascobe zagotavljajo 45-50 % dnevno potrebne energije, od tega naj bi 4 % energije
zauzili z -6 esencialnimi mascobnimi kislinami in okoli 0,5 % energije z ®-3
esencialnimi maScobnimi kislinami. Razmerje med LK in ALK naj bi bilomed 5: 1in 15 :
1 (Referencne vrednosti za vnos hranil, 2004). Konkretnega priporocila za koli¢inski vnos
LCP v priporocilih za prehrano dojenih dojenckov nismo nasli, v priporocilih za sestavo
mlec¢nih formul pa je dodajanje LCP zaenkrat neobvezno.

Prehranski viri LCP pri dojenckih

Dojenje je najustreznejSa oblika hranjenja in je vir LCP za dojencka (Koletzko in sod.,
2001a). Ce ima mati premalo mleka, ji najprej ponudimo vso strokovno podporo in ji
svetujemo o ustrezni tehniki dojenja. Ce dojenje kljub temu ni zadostno ali ni moZno, se
priporo¢a nadaljnje dojenje ter dodatek ali uvedba zacetne formule po volji (Neifert, 2001;
Sedej in sod., 2009).

Kvaliteta prehranskih mas¢ob v zgodnjem obdobju Zivljenja ima pomemben vpliv na
sestavo telesa, diferenciacijo tkiv in funkcijo organov (Koletzko in Rodrigues-Palmero,
1999). Zadnja leta so se raziskovalci usmerili predvsem na raziskovanje pomena LCP, kot
sta DHK in ARK, v prehrani dojenckov. LCP so mocno zastopane v strukturnih lipidih
celi¢nih membran centralnega Ziv€nega sistema in oCesne mreZnice (Fleith in Clandinin,
2005).

LPC so nujno potrebne v zadnji tretjini nosecnosti in vse do drugega leta starosti, ko
poteka hitra rast in razvoj ¢loveskih moZganov. Pred rojstvom se zarodek z DHK in ARK,
potrebnima za razvoj zarodka, oskrbuje skozi posteljico. Po rojstvu pa preko humanega
mleka ali z LCP obogateno zacetno formulo (Ryan in sod., 2010).
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Vsebnost LCP v humanem mleku je v tesni povezavi z zalogami mascob v mascobnem
tkivu mater (Martin in sod., 1993; Demmelmair in sod., 2001; Del Prado in sod., 2001).

V maternici se zarodek oskrbuje z DHK in drugimi LCP od matere preko posebnega
transportnega mehanizma (Larque in sod., 2002). Med nose¢nostjo vsebnost ARK in DHK
v tkivih plodu enakomerno naras¢a (Bokor in sod., 2007). LCP se v njem kopicijo zlasti v
zadnji tretjini nosecnosti (Koletzko in Rodriques-Palmero, 1999). Prenos LCP od matere k
plodu je med krajSo nosecnostjo pri nedonoSenckih manjsi, obicajno v prvih mesecih po
rojstvu zauzijejo tudi manj humanega mleka kot starostno primerljivi donoSeni dojencki
(Genzel-Boroviczeny in sod., 1997). To bi lahko vodilo v ve¢je LCP zaloge pri materah,
kar bi lahko pojasnilo visje vsebnosti LCP v materinem mleku nedonoSenckov v primerjavi
z donoSenimi dojencki (Kovécs in sod., 2005).

Razpolozljivost LCP za razvoj novorojencka je odvisna: od dojenckovih LCP zalog ob
rojstvu, od prehranskega vnosa LCP in zmoZnosti lastne sinteze iz prekurzorskih mascob
(Bokor in sod., 2007).

2.3.1 Humano mleko

2.3.1.1 Vsebnost mascob

Povpre¢na vsebnost maSc¢ob v zrelem humanem mleku je zelo razlicna in znaSa v
povprecju 3,8-3,9 g/100 ml (Koletzko in sod., 2001b). Tekom prvih Stirih tednov laktacije
se povecuje (Koletzko in Rodrigues Palmero, 1999) in znaSa 4. teden po porodu 4,0 %
(Jensen, 1996) ter 6., 12. in 16. teden po porodu 4,1 % , 4,6 % in 5,2 % (Clark in sod.,
1982). Narasca tudi med podojem in je ob koncu podoja 2- do 3-krat visja kot ob zacetku
podoja (Koletzko in sod., 2001b). Odvisna je tudi od Casovnega intervala med dvema
podojema; dlje Casa kot mine med dvema podojema, manjSa je vsebnost mascob v
naslednjih podojih (Jensen in sod., 1992). Poleg naStetega so Se drugi dejavniki, ki vplivajo
na vsebnost mascob in mascobno-kislinsko sestavo humanega mleka, npr. prehranski
status, genetske znacilnosti, prehranski vnos matere in morebitne presnovne motnje matere
(Koletzko in Rodrigues Palmero, 1999). Na analitsko dolo¢eno vsebnost mascob vplivajo
tudi Cas odvzema, metoda in nacin zbiranja vzorcev (Clark in sod., 1982).

Z narasS€anjem vsebnosti maSc¢ob v humanem mleku, se razmerje med membranskimi lipidi
(fosfolipidi in estri holesterola) ter lipidi jedra (trigliceridi) manjsa. Vecja kot je skupna
vsebnost mascob, ve€ji delez predstavlja trigliceridna frakcija humanega mleka. PreteZni
del masc¢ob humanega mleka sestavljajo trigliceridi (= 98 % celokupnih mascob), sledijo
fosfolipidi (okrog 0,7 %) in holesterol (okrog 0,5 %). SveZe mleko vsebuje tudi sledi
produktov lipolize, ki vkljucujejo proste maScobne kisline, mono- in digliceride (Koletzko
in sod., 2001b).

Vedji del masc¢ob humanega mleka izhaja iz prehrane matere in njenih mascobnih rezerv.
Del masS¢ob nastane v mlecni Zlezi z endogeno sintezo iz glukoze (Koletzko in sod.,
2001b).



Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2011

13

2.3.1.2 LCP sestava humanega mleka

Mascobno-kislinska sestava humanega mleka je odvisna od mnogih dejavnikov, kot so:
prehrana mater in njihov prehranski status med nosecnostjo in dojenjem, faze dojenja
(kolostrum, prehodno, zrelo mleko), vsakodnevni ritem, razlike med dojkama, bolezni
matere, ki vplivajo na presnovo mascob in Stevilni drugi dejavniki (Bokor in sod., 2007).
Odgovora na vpraSanje, ali zavisi tudi od gestacijske starosti dojenCka (donoSen ali
nedonosen), Se ni.

Mascobne kisline pridejo v mlecno zlezo v obliki hilomikronov (iz prehrane),
lipoproteinov nizke gostote (iz jeter) in kot kompleksi z albumini (iz maScobnega tkiva)
(Demmelmaier in sod., 1998). Hachey in sod. (1987) so ugotovili, da po 72 urah le 29 %
dolgoveriznih mascobnih kislin v humanem mleku izvira iz prehrane matere, 59 % iz
mascobnega tkiva in jeter ter okoli 10-12 % srednjeveriznih NMK iz endogene sinteze iz
glukoze v mle¢ni Zlezi. V prehrani dojeCih mater v tej razsikavi je bil odstotek energije iz
mascob (t .j. 27 %,) manjsi, kot je v obicajni prehrani ameriSkih dojec¢ih mater (40 %),
beljakovine so predstavljale 17 % in ogljikovi hidrati 56 % energije. V novejsi raziskavi so
ugotovili, da je le 30 % LK v humanem mleku izviralo neposredno iz prehrane mater, pri
cemer je le okoli 11 % DHGLK in ne ve¢ kot 1,2 % ARK izviralo iz endogene sinteze
prehranske LK. Rezultati kazejo na to, da mascobno tkivo mater pomembno prispeva k
sestavi materinega mleka (Demmelmaier in sod., 1998). Zato so dnevna nihanja v
prehranskem vnosu mascobnih kislin do neke mere presnovno uravnana in vsebnost
VNMK, predvsem vsebnost LCP v humanem mleku, kot tudi oskrba dojenc¢kov z njimi
preko mleka, ostaja relativno stabilna. To bi lahko bila pomembna bioloSka prednost
(Koletzko in Rodrigues Palmero, 1999; Koletzko in sod., 2001b; Larque in sod., 2002).

Mascobe zrelega materinega mleka povprecno vsebujejo 10 do 15 % LK in > 1 % ALK,
vklju¢no z njunimi derivati z daljSimi verigami.

Raziskave, objavljene v letih med 1997 in 2002, kazejo, da je mleko mater, ki sledijo t. i.
"zahodnemu tipu prehrane" na splo$no sestavljeno iz 10 % do 17 ut. % LK, 0,8 % do 1,4 %
ALK, 0,3 % do 0,7 % ARK in 0,1 % do 0,5 % DHK (Innis, 2003).

v

2001b). Sauerwald in sod. (2001) ugotavljajo, da se je vsebnost LK v humanem mleku v
zadnjih desetletjih podvojila, kar je lahko odraz sprememb v prehrani zahodnih drzav v
smeri vi§jega vnosa -6 mascobnih kislin.

Poruseno razmerje prekurzorskih mascobnih kislin LK in ALK v prehrani mater lahko
privede do neravnovesja pri pretvorbi ®-3 in ®-6 masScobnih kislin. NeuravnoteZeno
razmerje med n-6 in n-3 masC¢obnimi kislinami lahko zaradi tekmovanja mas¢obnih kislin
za skupni encimski sistem neugodno vpliva na maS¢obno-kislinsko sestavo rastocih tkiv in
na ravnotezje antagonisticno ucinkujocih eikozanoidov (Referencne vrednosti za vnos
hranil, 2004). PoruSeno razmerje LK/ALK lahko posega v normalno delovanje imunskega
sistema (Sauerwald in sod., 2001).

Prevladujo¢a ®-6 LCP je ARK, ®-3 LCP pa DHK. Odstotek ®-6 LCP v humanem mleku
je ve€inoma vsaj 10-krat niZji od odstotka LK (Sauerwald in sod., 2001). Koletzko in sod.
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(2001b) so ugotovili, da je bil profii VNMK in LCP v humanem mleku v primerjanih
raziskavah kljub velikim razlikam v bivalnih pogojih pred dvajsetimi leti presenetljivo
podoben. Na drugi strani porocajo o veliki variabilnosti zlasti v vsebnosti DHK v
odvisnosti od prehrane in regije (Ruan in sod., 1995; Smit in sod., 2002; Yuhas in sod.,
2006). Rezultati analiz kazejo na vecjo variabilnost DHK kot ARK (Yuhan in sod., 2006;
Brenna in sod., 2007).

Po podatkih zadnje metaanalize je v svetu povprecna vsebnost ARK v humanem mleku
0,47 £ 0,13 ut. % in DHK 0,32 + 0,22 ut. % (Brenna in sod., 2007). Koncentracije ARK in
DHK so vse od kolostruma do enega leta dojenja relativno stabilne. Gibljejo se v obmoc¢ju
12 do 16 mg/dcl za ARK in 6 do 8 mg/dcl za DHK (Marangoni in sod., 2000).

Kanadsko arkti¢no podrocje, Japonska, Dominikanska republika, Filipini in Kongo so
podroc¢ja z najvecjo vsebnostjo DHK (0,6-1,4 ut. %) v humanem mleku na svetu. Vsa
podrocja, razen Konga, so obalna ali predstavljajo oto¢ja z visokim prehranskim vnosom
morske hrane. Podrocja z izmerjeno najniZjo vsebnostjo DHK (0,06 — 0,14 ut. %) v
humanem mleku pa so Pakistan, podeZelska podroc¢ja juzne Afrike, Kanada, Nizozemska
in Francija, podrocja, kjer obiajno uzivajo manj morske hrane (Brenna in sod., 2007).

Prehranjevalne navade severno- in juznoevropskih drzav imajo le neznaten vpliv na LCP v
zrelem humanem mleku. Razmerje w-6 LCP/®w-3 LCP je bilo v vseh raziskavah med leti
1980 do 1992 med 1,6 in 4 (Koletzko in sod., 1992).

Pricakovati gre, da slaba oskrba z LCP preko humanega mleka neugodno prispeva k
Stevilnim klini¢nim tezavam dojenckov, ki so povezane z beljakovinsko-energijsko
podhranjenostjo. V zrelem mleku pakistanskih mater podhranjenih dojenckov so ugotovili
nizji odstotek vseh ®-3 LCP, LK in vecine ®w-6 LCP (C20:2n-6, DHGLK in ARK) v
primerjavi z mlekom kontrolne skupine zdravih dojenckov. Avtorji so razlike pripisovali
izrazitim razlikam v prehrani dojecih mater (Smit in sod., 2000a).

2.3.2 Zacetna formula

Zacetne formule za dojencke so Zivila za posebne prehranske namene za dojencke v prvih
mesecih starosti, ki same po sebi popolnoma zadovoljujejo prehranske potrebe dojenckov
do uvedbe ustrezne dopolnilne hrane (Pravilnik o zacetnih..., 2007). Sestava zaCetne
formule mora ustrezati standardom (Koletzko in sod., 2005b) in biti usklajena z lokalnimi
pravilniki (Pravilnik o zacetnih..., 2007) in priporocili pediatrov (Sedmak in sod., 2010).
Zgodovinsko gledano je bil pogoj za ustreznost zaCetne formule le ¢imvecja podobnost z
materinim mlekom po sestavi, kar pa ni ustrezen pokazatelj varnosti in primernosti zacetne
formule (Sedmak in sod., 2010).

2.3.2.1 Priporocila za prehranski vnos mascob in LCP z zafetno formulo

Priporocila za prehranski vnos mascob in LCP z zacetno formulo so povzeta po standardih
Evropskega zdruzenja za pediatricno gastroenterologijo, hepatologijo in nutricionistiko
(ESPGHAN) (Koletzko in sod., 2005b; Sedmak in sod., 2010) ter veljavnem pravilniku, ki
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dolo¢a priporoCeno sestavo zacCetnih formul (Pravilnik o zacetnih..., 2007). Zacetna
formula naj vsebuje:

- 4,4-6,0 g mascob/100 kcal

Priporo¢ena vsebnost mas¢ob zagotavlja 40-50 % energije in posnema vsebnost mascob v
zrelem humanem mleku.

- 300-1200 mg LK/100 kcal

2,7 % energijskega vnosa oz. 300mg/100kcal LK je minimalna koli¢ina esencialne LK, ki
zadostuje za kritje dnevnih potreb. Ker prevelike koli¢ine LK lahko neugodno vplivajo na
presnovo lipoproteinov, imunost, ravnotezje eikozanoidov in oksidativni stres, je potrebna
tudi zgornja meja vsebnosti LK v zagetni formuli.

- 50-240 mg ALK/100 kcal

Za kritje potreb zadoS€a 50 mg/100 kcal ALK, kar predstavlja 0,45 % dnevnega
energijskega vnosa. ALK je prekurzor DHK, katere razpolozljivost je povezana z razvojem
dojenckov. Vendar v dolocenih okoliS¢inah visok vnos ALK lahko poveca tveganje za
peroksidacijo mas¢ob. ZmanjSa lahko tudi stabilnost zacetne formule.

- LK: ALK =5:15

Obe starSevski esencialni kislini pri biosintezi LCP tekmujeta za iste encime, predvsem za
encim A6-desturazo (Innis, 2003). Ustrezno razmerje LK/ALK je potrebno za
zagotavljanje ravnotezja derivatov presnove, LCP in eikozanoidov (Koletzko in sod.,
2005b). PoruSeno razmerje LK/ALK lahko posega v normalno delovanje imunskega
sistema (Sauerwald in sod., 2001). UpoStevanje tega razmerja hkrati dolo¢a zgornjo mejo
ALK, ki sicer ni poznana.

- dodajanje LCP je neobvezno

Mednarodna skupina strokovnjakov pri ESPGHAN podpira neobvezno dodajanje LCP v
zaCetne formule, vendar naj DHK ne preseze 0,5 % skupne vsebnosti masc¢ob, ARK naj bo
vsaj toliko kot DHK, pri ¢emer EPK ne sme presegati vsebnosti DHK (Koletzko in sod.,
2005b). Zgornja meja dodatka ®-3 LCP je 1 % in o-6 LCP 2 % skupne vsebnosti mascob.
ARK naj ne presega 1 % skupne vsebnosti maScob (Pravilnik o zacetnih..., 2007).

Ribja olja, jajcni lipidi, olja morskih alg ter olja plesni so bili proucevani kot mozni viri
LCP v formulah za dojencke. Ribja olja vsebujejo DHK in razli¢ne koli¢ine EPK, kar
zavisi od vrste olja. Prevladujoca LCP v oljih morskih alg je DHK in v oljih plesni ARK.
Jajcni lipidi ali PL vsebujejo obe, DHK in ARK (Ramirez in sod., 2001). Olja enoceli¢nih
organizmov (kvasovke, plesni in evkarionstske alge) so primerna kot prehranski dodatek
ali dodatek k mle¢ni formuli in so v kombinaciji s stabilnimi izotopi nenadomestljiva za
Studij presnovnih poti (Fidler in sod., 1999).

2.3.2.2 Dodajanje LCP v zacetne formule

Za sedaj se rutinsko dodajanje LCP v zacetne formule za izboljSanje gibalnega in
nevroloSkega razvoja ter razvoja vida donoSenim dojenckom po izsledkih raziskav ne
priporoca (Simmer in sod., 2008). Raziskave niso pokazale niti koristnih niti Skodljivih
ucinkov dodatka LCP v zacetno formulo na telesno tezo, dolZzino in obseg glave
do starosti treh let. Rezultati so bili isti, ne glede vrsto, koncentracijo in ¢as dopolnjevanja
z LCP.
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Nedavna metaanaliza, ki temelji na velikem vzorcu otrok (870), podaja tehtne dokaze, da
dodajanje LCP v formule nima kliniénega pomena za nevroloSki razvoj donoSenih
dojenckov v starosti 18 mesecev (Beyerlein in sod., 2010). Vecina raziskav za oceno
zgodnjega nevroloskega razvoja uporablja oceno po Bayley-u. V predhodnem preglednem
¢lanku (Simmer in sod., 2008) pa so to oceno uporabili v starosti 3, 6, 12, 18 in 24
mesecev. Avtorji raziskav so nekatere druge teste izvajali tudi pri kasnejsi starosti otrok.
Zgodnjemu nevroloskemu razvoju pri dojenckih, ki so bili eno leto dohranjevani s F-LCP,
v primerjavi z dojenimi dojencki, so po pregledani literaturi najdlje sledili Auestad in sod.
(2003). Z oceno po Stanford-Binetu so pri otrocih, starih 39 mesecev, nasli razlike v
Stevilu tock, doseZenih pri oceni inteligencnega kolic¢nika.

Avtorji starejSe metaanalize o vplivu dodajanja LCP v zacetne formule na parametre rasti
donoSenih dojenckov podobno ugotavljajo, da dodajanje LCP prav tako nima vpliva na
parametre rasti (Makrides in sod., 2005). Slednja temelji Se na vecjem vzorcu, 1846
dojenckov zajetih v 14-ih izvirnih kliniénih raziskavah. Avtorji sicer niso ugotovili
Skodljivih ucinkov na parametre rasti donosenih dojen¢kov ob socasnem dodajanju DHK
in ARK v zacetno formulo kot tudi ne ob dodatku samo -3 LCP. Vendar pa so v starejSih
raziskavah z dodatkom ribjega olja z visoko vsebnostjo EPK brez socasnega dodatka w-6
LCP ugotovili zaviralen vpliv na parametre rasti nedonoSenih dojenckov (Carlson in sod.,
1996a; Makrides in sod., 2005; Schultzke in sod., 2011). Zaenkrat ni dovolj dokazov o
prednostih in varnosti dodajanja DHK v zacetne formule v ve¢ kot 0,5 % skupne vsebnosti
mascob ali dodajanja DHK brez sofasnega dodatka ARK (Koletzko in sod., 2005b).
StarejSe priporoc¢ilo evropskih strokovnjakov je definiralo delez v zafetno formulo za
donosene dojencke dodanih LCP, in sicer 0,2 ut. % DHK in 0,35 ut. % ARK (Koletzko in
sod., 2001a). Ker se starejSe priporoCilo ne izkljuuje z novejSim, mnogi evropski
proizvajalci mle¢nih formul vztrajajo pri stari sestavi mle¢nih formul.

Hoffman in sod. (2009) se strinjajo z nekaterimi skupinami strokovnjakov, ki priporocajo
vsaj 0,3 ut. % DHK z vsaj 0,3 ut. % ARK v prehrani dojenckov. V primerjavi raziskav so
ugotovili, da so imele vec¢jo verjetnost za izkazane ugodne ucinke tiste klinicne raziskave,
ki so se v koli¢ini dodane DHK pribliZale povprecni vsebnosti DHK v humanem mleku (t.
j- 0,32 ut. %). Nekateri klini¢ni dokazi kaZejo na to, da je razmerje ARK : DHK vecje kot 1
: 1 povezano z boljSim razvojem intelektualnih procesov.

Zaenkrat torej ni dovolj dokazov, da bi se priporocilo obvezno dodajanje DHK in ARK v
zacetne formule za donoSene in nedonosene dojencke (Simmer in sod., 2008; Connor in
sod., 2009; Schulzke in sod., 2011).

2.4 VPLIV LCP NA PRE- IN POSTNATALNI RAZVOJ NOVOROJENCKOV

LCP imajo pomembno vlogo v razvoju vida in v razvoju intelektualnih procesov dojencka
(Koletzko in Rodriguez-Palmero, 1999), pripisujejo jim tudi vse vecjo vlogo v kasnejSem
razvoju intelektualnih procesov otrok (Ryan in sod., 2010).

DHK in ARK sta glavni LCP v mozganih. Obe mascobni kislini sta koncentrirani v
membranskih lipidih sivine in v celicah oCesne retine. EPK, tudi pomembna predstavnica
LCP, se v moZganih in retini ne nahaja v pomembnih koli¢inah. Pripisujejo pa ji
pomembno vlogo v prepreCevanju sréno-zilnih obolenj in ohranjanju imunske funkcije.
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LCP so Se posebej pomembne v Casu hitrega razvoja mozganov v zadnji tretjini nosecnosti
in v Casu hitre rasti vse do drugega leta starosti (Ryan in sod., 2010). V maternici se
zarodek oskrbuje z DHK od matere preko posebnega transportnega mehanizma (Larque in
sod., 2002). Dojencki imajo zaradi hitrega razvoja po rojstvu visoke potrebe po LCP za
tvorbo pomembnih celicnih membranskih struktur v centralnem Zivénem sistemu (Ryan in
sod., 2010).

LCP so integralne sestavine vseh celicnih membran. V zgodnjem postnatalnem razvoju so
v relativno velikih koli¢inah vgrajene v strukturnih lipidih mozganov in o¢esne mreZnice.
Nekatere LCP (DHGLK, ARK in EPK) so prekurzorji za sintezo prostoglandinov in
ostalih eikozanoidov (slika 1). Le-ti imajo pomembne bioregulacijske vloge in sodelujejo v
Stevilnih celi¢nih in tkivnih procesih (Koletzko in Rodrigues-Palmero, 1999).

DHK vpliva na funkcijo celicnih membran, kot so fluidnost, aktivnost membransko
vezanih encimov in nevroreceptorjev, funkcijo ionskih kanal¢kov in prenos signala preko
membrane (Innis, 2008; Ryan in sod., 2010). Raziskave na primatih so pokazale, da
pomanjkanje ®-3 LCP vodi v znizanje nivoja DHK v moZganih, zmanjSa dopamine in
serotonine, zmanjSa velikost Zivénih celic, poslabSa funkcijo vida, poslabsa vidno
pomnjenje, ogroza ucenje (Makrides in sod., 2010).

2.4.1 Vpliv dodatka LCP na rast in razvoj donosenih dojenckov

Potreba po LCP se moc¢no povec€ajo v zadnji tretjini nosecnosti in v prvem letu Zivljenja.
Plod se med nosecnostjo oskrbuje z LCP preko posteljice in po rojstvu preko humanega
mleka in/ali z LCP obogateno zacetno formulo (Ryan in sod., 2010).

Standardne formule (F) za dojencke vsebujejo le prekurzorski esencialni maS€obni kislini
LK in ALK, iz katerih dojencki sintetizirajo lastno ARK in DHK. Visoka koncentracija LK
v nekaterih standardnih formulah lahko inhibira vgrajevanje endogenih LCP. Dojencki
hranjeni s F imajo bistveno manj DHK in ARK v eritrocitih (Simmer in sod., 2008) in
nizjo raven LCP v mozZganski skorji kot njihovi dojeni vrstniki (Farquharson in sod.,
1995). Zato bi lahko bile formule le z LK in ALK premalo uc¢inkovite za pokrivanje potreb
po esencialnih maS¢obnih kislinah.

Iz raziskav na beljakovinsko-energijsko podhranjenih je znano, da pomanjkanje
esencialnih mascobnih kislin lahko prispeva h klini¢nim znakom podhranjenosti, npr.
lus€enju kozu, izgubi las, vecji dovzetnosti za okuzbe, zamaSCenosti jeter, slabSemu
celjenju ran, psihomotori¢nim spremembam in upocasnjeni rasti (Koletzko in sod., 1986a).
Omenjeni klini¢ni znaki so bili ob pomanjkanju esencialnih mas¢obnih kislin opaZeni tudi
pri normalno hranjenih dojenckih in otrocih (Koletzko in sod., 1986a) kot tudi pri odraslih
(Lord in Bralley, 1999). Marin in sod. (2000) so po prehranskem ukrepanju pri zmerno
beljakovinsko-energijsko podhranjenih donosenih dojenckih (-2 do -3 SOP teZa za starost)
ugotovili, da so dojencki hranjeni s F-LCP dosegli podobno funkcijo vida kot kontrolna
skupina podhranjenih dojenckov, ki je bila polno dojena. V skupini hranjeni s F so izmerili
slabSo funkcijo oCesne mreZnice.
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Zadnje desetletje nekateri proizvajalci zacetnim formulam za donoSene dojencke dodajajo
LCP. Z LCP obogatene formule (F-LCP) pogosto trzijo tako, da izpostavljajo ugodne
vplive na razvoj dojencka. Leta 2005 noben izmed Stirih na slovenskem trgu prisotnih
proizvajalcev zacetnih formul za donoSene dojencke v formuli Se ni imel dodanih LCP.
Danes lahko na slovenskem trgu kupimo 14 razli¢nih osnovnih zacetnih formul za
donoSene dojencke osmih proizvajalcev. Trije izmed njih, z velikim trZznim delezem, imajo
dodane LCP (priloga Al). Stroski proizvodnje F-LCP so visji kot F.

Zato je bilo v zadnjem desetletju izvedenih veliko kvalitetnih randomiziranih kontroliranih
raziskav, ki so proucevale vpliv dodatka LCP standardnim formulam na funkcijo vida,
razvoj intelektualnih procesov in rast donosenih dojenckov (Simmer in sod., 2008).

Dodatek LCP zacetni formuli izboljsa funkcijo vida (Birch in sod., 1998; Birch in sod.,
2005) in razvoj intelektualnih procesov donosSenih dojenckov (Birch in sod., 1998). Willats
in sod. (1998) so ugotovili, da so bili dojencki hranjeni s F-LCP pri starosti 10 mesecev
bolj spretni pri reSevanju problemov kot kontrolna skupina hranjena s F.

Vendar mnoge druge raziskave teh pozitivnih vplivov bogatenja zacetnih formul z LCP na
funkcijo vida in nevrolo$ki razvoj niso podprle (Carlson in sod., 1996b; Agostoni in sod.,
1997; Auestad in sod., 1997; Lucas in sod., 1999; Morris in sod., 2000; Agostoni in sod.,
2000; Auestad in sod., 2001; Lucas in sod., 2002; Auestad in sod., 2003). Razlogi za
neskladne rezultate niso poznani. Nekateri avtorji predlagajo vi§jo koncentracijo LCP v
zacetni formuli kot tudi daljSe obdobje dodajanja (Uauy in sod., 2003; Birch in sod., 2005).
Vendar pa tudi raziskave z enoletnim dodajanjem LCP niso dokazale pozitivnih vplivov
bogatenja zacetnih formul z LCP (Auestad in sod., 1997; Auestad in sod., 2001; Auestad in
sod., 2003). Vsebnost LCP v slednjih raziskavah je bila niZja kot v raziskavi Birch in sod.
(2005), kjer so zacetno formulo, obogateno z 0,36 % DHK in 0,71 % ARK, dodajali 54
tednov.

Polovica raziskav na otrocih je potrdila, da imajo viSje dodane koncentracije LCP (> 190
mg/dan) v prehrano predsolskih in Solskih otrok ugoden vpliv na razvoj intelektualnih
procesov (Ryan in sod., 2010). McNamara in sod. (2010) so ugotovili, da dodajanje 400 ali
1200 mg/dan DHK otrokom spremeni aktivacijo levega frontalnega dela mozganske skorje
med kontinuiranim reSevanjem daljSih nalog. To je hkrati prva raziskava na otrocih, ki
ugotavlja direktno povezavo med DHK in delovanjem mozganov.

Mnoge izmed teh raziskav so primerjale tudi parametre rasti donoSenih dojenckov,
hranjenih s F-LCP (v kateri so bile prisotne tako ®-3 kot tudi -6 maScobne kisline) ali s F
(Makrides in sod., 1995; Auestad in sod., 1997; Jgrgensen in sod., 1998; Birch in sod.,
1998; Lucas in sod., 1999; Makrides in sod., 1999; Auestad in sod., 2001). Ne glede na
razli¢na razmerja ®-3 LCP in ®-6 LCP ter razli¢ne vire LCP, ki so bile v F-LCP, niso v
prav nobeni izmed raziskav nasli vpliva prehrane na parametre rasti. Parametri rasti so bili
podobni v razli¢nih ¢asovnih tockah meritev do najve¢ drugega leta starosti (Makrides in
sod., 2005). Zgolj ena izmed mnogih raziskav je ugotovila slabSe pridobivanje na telesni
tezi po hranjenju s formulo z visoko vsebnostjo ALK (»-3), vendar le ob meritvi v Cetrtem
mesecu starosti, ne pa tudi kasneje (Fleith in Clandinin, 2005). V vec€ini raziskav so bili
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parametri rasti predstavljeni kot antropometri¢ni del niza ostalih prouc¢evanih podatkov in
niso bili nacrtovani posebej za spremljanje vpliva prehrane na izbrane parametre rasti.

Nedavna primerjava raziskav na donoSenih dojenckih, ki so proucevale vplive obogatitve
zaCetnih mlek z DHK in ARK je pokazala, da sprememba v koli¢ini dodane DHK vpliva
na izide raziskav (Hoffman, 2009). Tiste klini¢ne raziskave, ki so se v koli¢ini dodane
DHK priblizale povpre¢ni svetovni oceni DHK v humanem mleku (t. j. 0,32 ut. %), so z
vecjo verjetnostjo izkazale ugodne ucinke. Nekateri klini¢ni dokazi kaZejo na to, da je
razmerje ARK : DHK vecje kot 1 : 1 povezano z boljSim razvojem intelektualnih procesov.
Zaenkrat ni dovolj dokazov, da bi se priporo¢ilo obvezno dopolnjevanje zacetnih formul z
DHK in ARK za donoSene in nedonoSene dojencke (Simmer in sod., 2008; Connor in sod.,
2009; Schulzke in sod., 2011). Novejse raziskave so zato usmerjene v dolocitev optimalne
koli¢ine formulam dodanih LCP kot tudi iskanje odgovora, kdaj uvesti z LCP obogateno
formulo.
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3 MATERIAL IN METODE DELA

3.1 POTEK RAZISKAVE
Slika 3 shematsko prikazuje potek raziskave.

Skupina AB

dan 1:

zdravi, izkljuéno dojeni dojencki (gestacijska
starost > 37 tednov, n = 33) stari 28 - 99 dni s
FTT#* zaradi premajhnega vnosa humanega mleka

dan 1:

matere dojenih
dojengkov"
(n=41)

|

:

dan 31 (n = 33):

vzorec: humano

vzorec: krvi (= 1,5 ml) mleko (= 5 ml)
merjenje: teZa, dolZina, obseg glave
N X
DOHRANIJEVANIE S F-LCP DOHRANIJEVANIE S F
skupina A°® (n = 16) skupina B (n = 17)
dojenje + Aptamil 1 z Milupanom dojenje + Aptamil 1

dan1-3  merjenja: tehtanje dojenckov pred in po vsakem dojenju,
zapisovanje dnevno popite koli¢ine zacetne formule

dan4-28 merjenje:  zapisovanje dnevno popite koli¢ine zacetne formule

dan 29 - 31 merjenja:  tehtanje dojenckov pred in po vsakem dojenju,
zapisovanje dnevno popite koli¢ine zacetne formule

Skupina C

dan 1:

zdravi, izkljuéno dojeni dojencki (gestacijska
starost > 37 tednov, n = 41), stari 28—107 dni,
z normalnim napredovanjem na telesni tezi®

dan 1:

matere dojenih
dojenckov®
(n=41)

v

A 4

vzorec: krvi (= 1,5 ml)
merjenje: teZa, dolZina, obseg glave

vzorec: humano
mleko (= 5 ml)

* — < 10. percentilom za starost glede na Euro-Growth
percentilno krivuljo in/ali < 40 % pri¢akovanega prirasta
telesne teZe za starost (Haschke in sod., 2000)

€_>50. percentilom za starost glede na Euro-Growth
percentilno krivuljo (Haschke in sod., 2000), hospitalizirani
zaradi gastroezofagealnega refluksa brez zapletov, teza ob
rojstvu primerna gestacijski starosti, brez znakov teZav s
poZiranjem ali dihanjem

P — dvojno slepa randomizacija

Slika 3: Shematski prikaz poteka raziskave (Fidler in sod., 2000a)
Figure 3: Schematic flow chart of research (Fidler in sod., 2000a)
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3.1.1 Nacrt raziskave

Predstavljena raziskava je del projekta »Vpliv mlecnih nadomestkov na maScobno-
kislinski status nedohranjenih dojenckov«, ki ga je financiralo Ministrstvo za Solstvo,
znanost in Sport (L3-2091) (Fidler in sod., 2000a). Potek raziskave je odobrila Komisija
Republike Slovenije za medicinsko etiko Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. Vse
sodelujo€e mame so prejele pisno pojasnilo o poteku raziskave in so po pogovoru s
pediatrom dale pisno soglasje za sodelovanje v raziskavi. Prakti¢ni del raziskave se je v
celoti izvajal na Pediatri¢ni kliniki. Klini¢ni del raziskave je potekal na Klinicnem oddelku
za gastroenterologijo, hepatologijo in nutricionistiko pod vodstvom prim. Marjete Sedmak.
V namen raziskave smo v laboratorij Centra za nutricionistiko, ki deluje v okviru Sluzbe za
nutricionistiko, dietetiko in bolnisko prehrano pod vodstvom doc. dr. Natase Fidler Mis,
vpeljali metodi za dolo¢anje mas¢obno-kislinske sestave posameznih frakcij plazemskih
lipidov in lipidov zrelega humanega mleka (Fidler Mis in Sedej, 2003). O preliminarnih
rezultatih smo porocali na strokovnem srecanju v Celju (Sedmak in sod., 2004; Sedej in
sod., 2004: Sirca Campa in sod., 2004), na mednarodnem letnem srecanju nemskega,
avstrijskega in Svicarskega zdruZenja za prehransko medicino in klini¢no prehrano
»Erndhrung 2004« v Miinchnu (Fidler Mis in sod., 2004a) in na 2. svetovhem kongresu
pediatricne gastroenterologije, hepatologije in prehrane »2" WCPGHAN 2004« v Parizu
(Fidler Mis in sod., 2004b, Fidler Mis in sod., 2004c) ter v knjigi Early nutrition and later
consequences: new opportunities (Fidler Mis in sod., 2005). Rezultate smo delno
predstavili v Sloveniji na simpoziju z mednarodno udele?bo v Lagkem (Sirca Campa in
sod., 2005), na prvem slovenskem kongresu klini¢ne prehrane v Mariboru (Sedej in sod.
2005a; Sedej in sod., 2005b) in na strokovnem sreCanju v Laskem (Sedmak in sod., 2008)
ter v tujini na 39. sreanju ESPGHAN v Dresdnu (Sedej in sod., 2006; Sirca Campa in
sod., 2006) in 40. srecanju ESPGHAN v Barceloni (Sedej in sod., 2007a, Sedej in sod.,
2007b, Sedej in sod., 2007c, Sedej in sod., 2007d, Sedej in sod., 2007e). Rezultate o
prehrani doje¢ih mamic, vkljuenih v raziskavo, in o ucinkih dohranjevanja z zacetno
formulo pri dojenih dojenckih z nenapredovanjem na telesni teZi smo predstavili tudi v
dveh izvirnih znanstvenih ¢lankih (§irca Campa in sod., 2003; Sedej in sod., 2009).

Tvorba skupin in randomizacija

Raziskava je zasnovana kot dvojno slepa placebo kontrolirana raziskava.

V skupino AB (n = 33) so bili ob vkljucitvi v raziskavo razvrS¢eni dojencki s FTT in
njihove matere. Dojencke smo z dvojno slepo randomizacijo razvrstili v dve skupin za
razli¢no prehransko ukrepanje. V skupino A (n = 16) so bili razvrS¢eni dojencki s FTT, ki
so poleg dojenja 31 dni uzivali F-LCP, in v skupino B (n = 17) dojencki s FTT, ki so poleg
dojenja 31 dni uzivali F. V skupino C (n = 41) so bili ob vkljucitvi v raziskavo razvrsceni
izklju¢no dojeni dojencki z normalnim napredovanjem na telesni tezi in njihove matere.
Slednji niso potrebovali prehranskega ukrepanja.

Prehransko ukrepanje

Ob vkljucitvi v raziskavo je zdravnik starSem pojasnil strategije za podporo dojenju. Pri
dojenckih s FTT (skupina AB) smo zaceli s spodbujanjem dojenja ter z dohranjevanjem z
izbrizganim humanim mlekom po stekleni¢ki ali Zli¢ki po koncu dojenja. Sele nato smo
dojencke dohranjevali z zaCetno formulo. Dojenckom smo po shemi dvojno slepe
randomizacije dodelili eno izmed dveh zacetnih formul »F-LCP« ali »F«. Zacetni formuli
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sta se razlikovali po vsebnosti LCP (Aptamil z LCP ali brez LCP, Milupa GmbH,
Friedrichsdorf, Nemcija, odebeljen tisk v preglednici 1). LCP so bile dodane v obliki
jajénih lipidov in jegliCevega olja. Sestavo obeh zacetnih formul v primerjavi s humanim
mlekom prikazuje preglednica 1. V redkih primerih, ko je bilo potrebno, je dojencek zaradi
gastroezofagealnega refluksa dobil obroke, zgos¢ene z riZevimi kosmici (2g “Rizolino,
rizevi kosmici z vitamini”, Podravka, HrvaSka, na 100 ml pripravljene zaCetne formule).

Spremljanje prehrane dojenckov
Spremljanje prehrane dojenckov s FTT po vkljucitvi v raziskavo je nazorno prikazano na
sliki 2. Slika je bila predstavljena na postrskih predstavitvah ve¢ kongresov, katerih
povzetki so objavljeni (Fidler Mis in sod., 2004a, Fidler Mis in sod., 2004b; Fidler Mis in
sod., 2004c, Sedej in sod., 2006).

Strategije za spodbujanje dojenja +
prehranska intervencija

Dojenje +
Dohranjevanje z zacetno mle¢no formulo

A A

Al =

Merjenje koli¢ine popite mlecne formule

1 2 3 Dan studije 29 30 31

A | antropometriéne mere

T | kontrolno tehtanje dojenckov za dolocitev koliGine popitega materinega mleka

Slika 4: Casovna shema antropometri¢nih meritev ter spremljanja prehrane dojenckov s FTT tekom raziskave
z dodajanjem zacetne formule

Figure 4: Study course of anthropometric measurements and monitoring of nutrition of infants with FTT
during the diet intervention

Prehrano dojenckov smo spremljali na osnovi kontrolnega tehtanja pred in po vsakem
dojenju (dan 1-3 in 29-31), s ¢imer smo ugotovili koli¢ino popitega humanega mleka (v
ml/dan) (Jensen, 1989). Koli¢ino zauZzite zacetne formule (v ml) in v redkih primerih tudi
dodatek rizevih kosmicev smo tekom vseh 31-ih dni raziskave natan¢no spremljali z
beleZenjem v prehranski protokol.

Antropometri¢ne mere ter prehrana dojecih mater
V okviru projekta smo natan¢no ugotavljali tudi prehrano doje¢ih mater (skupini AB in C),
kar pa ni del predstavljene raziskave (Sirca Campa in sod., 2003).
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Zbiranje vzorcev in antropometri¢ne meritve

Zbirali smo vzorce humanega mleka na zacetku (dan 1, skupini AB in C) raziskave.
Dojenckom smo odvzeli vzorec krvi na zacetku (dan 1, skupini AB in C) ter ob koncu
raziskave (dan 31, skupini A in B). Po enaki shemi smo zbrali tudi antropometri¢ne mere
(sliki 1 in 2).

Analitika

Analizirali smo vsebnost mascob ter maSc¢obno-kislinsko sestavo humanega mleka. Poleg
tega smo analizirali mas¢obno-kislinsko sestavo posameznih frakcij plazemskih lipidov
dojenckov. Slika 5 shematsko prikazuje analitske postopke za dolo¢anje vsebnosti maScob
v humanem mleku ter analiziranje mascobno-kislinske sestave humanega mleka in
posameznih frakcij plazemskih lipidov (PL-fosfolipidov, TG-triacilglicerolov, CE-estrov
holesterola).

3.1.2 Izbira oseb za raziskavo

V raziskavo smo vkljucili 74 zdravih, izklju¢no dojenih donosenih dojenckov, starih 28 do
107 dni (gestacijska starost > 37 tednov), rojenih s teZo, primerno gestacijski starosti (t. j. >
2500 g), in 74 dojecih mater. Kriteriji vkljucitve, nevkljucitve in izkljucitve so povzeti po
projektni dokumentaciji (Fidler in sod, 2000a).

Vkljuditveni kriterij

VKkljucitveni kriterij za skupino AB je bilo FTT zaradi premajhnega vnosa humanega
mleka (hipogalaktija). Dojencki iz skupine AB so izpolnjevali vsaj enega izmed sledecih
vkljucitvenih kriterijev (Haschke in sod., 2000):

- telesna teza < 10. percentilom za starost glede na Euro-Growth percentilno krivuljo in/ali
- napredovanje na telesni tezi od rojstva do vkljucitve v raziskavo < 40 % pri¢akovanega
porasta telesne teze za starost.

Z. omenjenima kriterijema smo zagotovili, da so bili v raziskavo vkljuceni le dojencki,
rojeni s telesno teZo na vi§jem percentilu, katerih teZa je ob vkljucitvi v raziskavo padla
pod 10. percentil. Tako smo se izognili zahiranim novorojenckom.

Dojencki, hospitalizirani zaradi gastroezofagealnega refluksa brez zapletov, katerih telesna
teza je bila > 50. percentilom za starost glede na Euro-Growth percentilno krivuljo,
(Haschke in sod., 2000) in njihove matere, so bili razvr$c¢eni v skupino C.

Nevkljucitveni kriterij

V raziskavo nismo vkljucili dojenckov, pri katerih smo ugotovili obolenja, kot so alergija
na kravje mleko, presnovne motnje ali druge bolezni, ki bi lahko bile vzrok za FTT. Prav
tako nismo vkljucili dojen¢kov z znanimi kromosomskimi anomalijami, s prirojenimi ali
pridobljenimi infekcijami, z akutnimi infekcijami, nedonosenckov ter tistih, katerih matere
so bile vegetarijanke ali bolnice s sladkorno boleznijo.

Izkljucitveni kriterij

Naknadno smo izkljucili dojencke (in njihove matere), ki so zaradi razlicnih vzrokov
zboleli med raziskavo ali pa je bil med raziskavo odkrit kateri izmed nevkljucitenih
kriterijev.
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3.1.3 Dokumentacija klini¢nih podatkov in prehrane

Dojece matere
Sodelavci Sluzbe za nutricionistiko, dietetiko in bolniSko prehrano smo zbirali

antropometriéne mere mater in spremljali njihovo prehrano. Rezultate tega dela projekta
smo objavili v prispevku Sirce Campa (Sirca Campa in sod., 2005).

Dojencki

Dojencke smo stehtali in zmerili prvi dan raziskave (skupini AB in C) in po 31-ih dneh
(skupini A in B; v povprecju po 28-ih do 33-ih dneh) (slika 3 in 2). Stehtali smo jih brez
oblekice na standardni tehtnici z natan¢nostjo + 10 g (Seca, Model: 33413210019, Ser.
No.: 13403901806, Vogel&Helke, Hamburg, Nemcija). Telesno dolZino smo zmerili pri
lezecem dojencku na merilnem inStrumentu z natan¢nostjo + 5 mm (Sanolabor, Slovenija).
Za merjenje obsega glave smo uporabili fiksen, neraztegljiv centimeter z natan¢nostjo + 5
mm. Vsa antropometri¢na merjenja je opravilo za to usposobljeno medicinsko osebje
Klini¢nega oddelka za gastroenterologijo, hepatologijo in nutricionistiko. Telesno teZo,
viSino in obseg glave, izmerjene po 31-ih dneh dodajanja F-LCP ali F, smo primerjali z
izhodi$¢nimi vrednostmi.

Prehrano dojenckov skupine AB smo natan¢no spremljali in dokumentirali tekom 31-ih dni
raziskave (opisano v poglavju 3.1.1).

3.1.4 Sestava zacetnih formul

Sestava zacetnih formul, ki sta bili slepo dodeljeni dojenckom iz skupine AB, je razvidna
iz preglednice 1 ter priloge B3. Povzeli smo jo po proizvajal€evi specifikaciji. Vsebnost
hranil v humanem mleku smo povzeli iz baze hranil nemskih prehranskih tabel —
Bundeslebensmittelschliissel, 1.3 in Souci, Fachmann, Kraut: Nihrwerttabellen (Souci in
sod., 2000). Omenjeni bazi vkljuCujeta v evropskem prostoru najobseznejSe podatke za
11.500 razli¢nih Zivil in vrednosti za 330 razli¢nih hranil. Nemske prehranske preglednice
smo izbrali, ker ustreznega podatka o vsebnosti mascobnih kislin v zrelem humanem
mleku slovenskih dojec¢ih mater Se ni bilo. Tekom te raziskave smo pridobili tudi podatke o
vsebnosti masc¢obnih kislin v zrelem humanem mleku slovenskih doje¢ih mater dojenckov
z normalnim napredovanjem na telesni tezi (poglavje 4.3.1.2.2; priloga C2).

Pomembnejse opazne razlike med F-LCP in F:

— Fjeimela za 1,4-krat vi§jo vsebnost prekurzorskih maScobnih kislin LK (C18:2n-6)
in 1,2-krat vi§jo vsebnost ALK (C18:3n-3) kot F-LCP.

— Razmerje med esencialnima mascobnima kislinama LK/ALK je bilo ozje v F-LCP
kot v F (8,4 : 10).

— F-LCP je vsebovala vse mascobne kisline iz druZine ®-6 LCP: C20:2n-6, DHGLK
(C20:3n-6), ARK (C20:4n-6) in adrensko kislino (C22:4n-6) ter -3 LCP: EPK
(C20:5n-3), klupanodonsko kislino (C22:5n-3; -3 DPK) in DHK (C22:6n-3) za
razliko od F, ki teh LCP ni vsebovala.

Zadnji pravilnik (Pravilnik o zacetnih..., 2007) navaja, da se zaCetne formule prodajajo
pod imenom ,,zacetna formula za dojencke* (krajSe ,,zacetne formule*). V primeru, ko so
zaCetne formule v celoti izdelane le iz beljakovin kravjega mleka, se smejo prodajati pod
imenom ,,zacetno mleko za dojencke®. Podatek o izvoru beljakovin v naSih raziskovalnih
formulah iz pridobljene specifikacije proizvajalca ni bil razviden, zato smo se v tem delu
odlocili za poimenovanje »zacetne formule«.
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Preglednica 1: Sestava zacetnih formul za dojencke iz raziskave in humanega mleka
Table 1: Composition of study infant formulas and human milk

trgovsko ime Aptamil 1 z Milupanom® Aptamil 1° humano mleko”
oznaka pporﬁbljena pri F.LCP F
randomizaciji
enota v 100 ml v 100 g suhega v 100 ml v100 g v 100g humanega
pripravljene izdelka pripravljene suhega mleka
zacetne zacetne izdelka
sestavina formule formule
energijska vrednost kcal 67 515 72 499 69
beljakovine g 1,5 11,5 1,7 11,8 1,1
ogljikovi hidrati g 7,2 55,4 8.3 56,9 7,0
mascobe g 3,6 27,5 3,6 249 4,0
NMK
C4:0 mg / 1000-1200 / / /
C6:0 mg / 600-700 <10 70 /
C8:0 mg / 1200-1400 20 650 /
C10:0 mg / 1400-1700 20 530 60
C12:0 mg / 5500-6700 170 4700 290
C14:0 mg / 5400-6500 90 2500 460
C16:0 mg / 22800-27900 1060 29400 960
C17:0 mg / / / / /
C18:0 mg / 5500-6700 130 3500 210
C20:0 mg / 200 10 300 50
C22:0 mg / 100 10 170 /
C24:0 mg / 100 <10 80 /
ENMK
C16:1n-7 mg / 1100-1400 10 150 140
C17:1 mg / / / / /
C18:1n-9 mg / 30500-37300 1380 38300 1.300
C20:1n-9 mg / 400-500 10 300 /
C22:1n-9 mg / 50-60 <10 <100 /
VNMK
druZina -6
C18:2n-6 mg / 10200-12500 590 16400 410
C18:3n-6 mg / 300-400 10 180 /
C20:2n-6 mg / 60-80 / / /
C20:3n-6 mg / 80-100 / / /
C20:4n-6 mg / 400-500 / / 0
C22:4n-6 mg / 40 / / /
druZina ®-3
C18:3n-3 mg / 1200-1500 60 1640 20
C20:5n-3 mg / / / / /
C22:5n-3 mg / 40 / / /
C22:6n-3 mg / 170-210 / / /
vsote in razmerja mas¢obnih kislin
®-3 LCP mg / 190-250 / / /
®-6 LCP mg / 580-720 / / /
> (®-3) + (0-6) LCP mg / 770-970 / / /
®-6 LCP/w-3 LCP / 2,9-3,1 / / /
C18:2 n-6/C18:3 n-3 / 8,3-8,5 9,8 10 /

“_ povzeto po proizvajaléevi specifikaciji; ® — povzeto po Souci in sod. (2000)
/ —ni podatka v proizvajalCevi specifikaciji
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3.2  ZBIRANIJE VZORCEV

Vzorce humanega mleka mamic dojenckov in krvi dojenckov, vkljucenih v raziskavo, smo
zbirali na Klinicnem oddelku za gastroenterologijo, hepatologijo in nutricionistiko
Pediatri¢ne klinike Univerzitetnega klini¢nega centra v Ljubljani v obdobju od decembra
2000 do februarja 2004. Namesto nacrtovanih 40 dojenckov s FIT smo v raziskavo
vkljucili 33 dojenckov. Glavna vzroka sta bila vse manjsa pojavnost dojenckov s FTT in
iztekel rok uporabnosti zacetnih formul, vkljucenih v naSo raziskavo. Proizvajalec nam ni
mogel zagotoviti enakega sestava raziskovalnih zacetnih formul. Analize vzorcev smo
izvedli v obdobju od septembra 2004 do aprila 2005 po vpeljavi metod za doloCanje
mascobno-kislinske sestave zrelega humanega mleka in posameznih frakcij plazemskih
lipidov v laboratorij Centra za nutricionistiko, Sluzba za nutricionistiko, dietetiko in
bolnisko prehrano Pediatri¢ne klinike Univerzitetnega klini¢nega centra v Ljubljani.

3.2.1 Humano mleko

Vse vzorce humanega mleka (skupini AB in C) smo odvzeli ob vkljucitvi v raziskavo (dan
1, slika 3). Vzorce (5,4 ml) smo zbirali z elektri¢no prsno ¢rpalko (model EXAVAC VAS,
IEVT Ljubljana) iz iste dojke pred in po dojenju, vsakokrat enako koli¢ino. Se tople vzorce
mleka, zbranega pred in po dojenju, smo zdruzili, 10-krat premesali in jih razdelili v 4
eppendorf posodice. Preden smo jih tesno zaprli, smo jih prepihali z duSikom. Ustrezno
oznacene vzorce smo v najkrajSem moZnem casu shranili v zamrzovalno skrinjo na — 70°.
Metoda je modificirana po Jensen (1989) in po Fidler (1999).

3.2.2 Krvna plazma dojenc¢kov

Vzorce venozne krvi dojenckov smo zbirali prvi (skupini AB in C) in 31 dan raziskave
(skupini A in B) kot del rednih medicinskih preiskav (slika 3). Venozna kri dojenckov (1,5
ml) je bila odvzeta na tesce, t. j. vsaj 4 ure po koncanem zadnjem obroku v 2-ml epruvetke
z EDTA (Becton Dickinson, Nemcija) (Koletzko in sod., 1986a). Vzorce krvi smo
centifugirali 5 min pri 3500 obratih. Bistri supernatant krvi (plazma lo¢ena od eritrocitov)
smo odpipetirali v dve eppendorf posodici, ju tesno zaprli ter ustrezno oznaceni shranili v
zamrzovalno skrinjo na -70 °C. Mascobno-kislinska sestava plazme ostane pri
temperaturah niZjih od —60 °C nespremenjena 12 mesecev, pri temperaturi —80 °C pa
skoraj 4 leta (Hodson in sod., 2002).
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3.3  ANALITIKA

3.3.1 Aparature in reagenti

Aparature
V analitskem laboratoriju Centra za nutricionistiko smo pri analitiki mascobno-kislinske

sestave uporabljali sledeCo opremo:

- analitska tehtnica (Sartorius AG TE 1248, Goettingen)

- analitska tehtnica (Mettler B5, E. Mettler, Ziirich)

- vodna kopel (Wasserbad Memmert WB7, Memmert GmbH + Co.KG, Schwabach)
- univerzalna centrifuga (Megafuge 1.0 R, Kendro Laboratory Products, Osterode)
- evaporator (VLM GmbH, Leopoldshohe)

- eksikator

- termostat (Metal block thermostat VLM 1.0 HT, VLM GmbH, Leopoldshdhe)

- termoblok (Metal block thermostat VLM 2Q, VLM GmbH, Leopoldshohe)

- razvijalna komora (Desaga 90.120.167, 176261, Heidelberg)

- fen

- UV svetilka (Hand Held UV Lamp UVL-56, UVP Inc., USA)

- termoplosca (Objekttrager-Strecktisch OTS 40, Medite medizintechnik, Burgdorf)
- ultrazvocna kopel (Ultraschall, Elma GmbH & Co KG, Singen)

- stresalnik (Thermolyne 37600, Iowa, USA)

- globokozamrzovalna omara (8582 DUO, Thermo Forma, Marietta, Ohio)

Reagenti
Za pripravo raztopin in vzorcev smo uporabili reagente in standarde Cistosti, primerne za

delo na plinskotekoCinski kromatografiji (GLC) (preglednica 2). Delovne raztopine
standardov za identifikacijo s koncentracijami 2000 pg ml™ ali 5000 pg ml' smo
pripravljali tedensko, raztopine standardov, ki smo jih uporabili kot interni standard (IS) za
kvantifikacijo ma$¢obnih kislin, pa dnevno.
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Preglednica 2: Reagenti in standardi, ki smo jih uporabili v raziskavi

Table 2: Reagents and standards used in

the study

Ime reagenta

Proizvajalec in kataloSka Stevilka

slovensko anglesko reagenta
2,7 diklorofluorescein 2,7 dichlorofluorescein Fluka 35848
2,6-ditercialni butil p-krezol 2,6 di-tetr-butyl-p-kresol (BHT) Fluka 34750, Buchs
isopropanol 2-propanol RdH 33539
ocetna kislina acetic acid Merck 1.00063, Darmstadt
kloroform chloroform Merck 1.02431, Darmstadt
destilirana voda
diizopropileter diisopropylether Merck 1.00867, Darmstadt
etanol ethanol absolut RdH 32221
heksan hexan Merck 1.04391, Darmstadt
methanol methanol Merck 1.06007, Darmstadt
metanolna HCI methanolic-HCI-3N Supelco 33050-U
n-heptan n-heptan Merck 1.04379, Darmstadt
petroleter petroleum benzine Merck 1.01775, Darmstadt

kalijev oksalat
silikagelne plosce

Silikagel — kapaciteta absorbcije vode v
24 urah pri 80 % relativni vlagi 31,6 %
natrijev karbonat

natrijev hidrogen karbonat

natrijev sulfat

tercialni-butil-metileter

potassium oxalate monohydrate
Silica gel 60, 25 TLC plates,

20x 20 cm

Silica gel with moisture indicator
(blue gel)

sodium carbonate anhydrous

sodium hydrogen carbonate

sodium sulfate anhydrous

tetr.-butil methyl ether

Sigma-Aldrich P3917
Merck 1.05721, Darmstadt

Merck 1.01925, Darmstadt

Merck 1.06392, Darmstadt
Merck 1.06329, Darmstadt
Merck 1.06649, Darmstadt
Fluka 20249

Ime internega standarda

Proizvajalec in kataloska Stevilka

slovensko anglesko reagenta
metil nonadekanoat methyl nonadecanoate Fluka 74208
nonadekanojska kislina nonadecanoic acid Fluka 72332
tripentadekanoin tripentadecanoin Sigma T4257
L-A-fosfatidilholin dipentadekanoil L-A-phosphatidylcholine Sigma P7285
dipentadecanoyl

holesteril pentadekanoate

cholesteryl pentadecanoate

Nu Chek Prep., Inc. CH-814

Ime internega standarda

Proizvajalec in kataloSka Stevilka

slovensko anglesko reagenta
metilni ester cis-5,8,11-eikosatrienojske|cis-5,8,11-eicosatrienoic acid methyl|Sigma E6013
kisline ester
metilni ester cis-7,10,13,16- cis-7,10,13,16-docosatetraenoic acid|Sigma D3534

docosatetraenojske kisline
metilni ester DHK

mesanica MEMK
GLC referenéni standard

GLC referen¢ni standard
meSanica VNMK

methyl ester
cis-4,7,10,13,16,19-
Docosahexaenoic methyl ester
Fatty Acid Metyl Ester Mix
GLC reference standard

GLC rerefence standard
PUFA No.1 Marine Source

Supelco 47570-U

Supelco 18919-1AMP

Nu Chek Prep., Inc. GLC-85
Nu Chek Prep., Inc. GLC-411
Supelco 47033
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3.3.2 Analitski postopki

Analitski postopki dolo¢anja vsebnosti mas¢ob in mas¢obno-kislinske sestave humanega
mleka potekajo v Stirih, pri plazmi pa v petih stopnjah (prirejeno po Fidler Mis in Sedej,
2003). Te stopnje so:

a) ekstrakcija masc¢ob (humano mleko in plazma),

b) tankoplastna kromatografija posameznih frakcij plazemskih lipidov (plazma),

c) esterifikacija masc¢obnih kislin v MEMK (humano mleko in plazma),

d) plinskotekocinska kromatografija MEMK (humano mleko in plazma)

e) identifikacija in kvantifikacija MEMK (humano mleko in plazma).
Zaporeden potek posameznih stopenj analize prikazuje slika 5.

r

humano mleko ] [ plazma

i [

ekstrakc 1] a maScob .. vsebnost mas¢ob humanega mleka

i}

tankoplastna kromatografija

I 0T 1
I PYE

U U U ]

plinskotekocCinska kromatografija

(. J

Mascobno-kislinska sestava:

U U U ll - humanega mleka

- posameznih frakcij
identifikacija in kvantifikacija MEMK plazemskih lipidov

Slika 5: Shematski prikaz analitskih postopkov za dolo¢anje vsebnosti maSc¢ob v humanem mleku ter
analiziranje maScobno-kislinske sestave humanega mleka in plazemskih lipidov (PL-fosfolipidov, TG-
triacilglicerolov, CE-estrov holesterola) (Fidler Mis in Sedej, 2003)

Figure 5: Schematic of analytical methods for determining the fat content in human milk and for analysing
the fatty acid composition of human milk and plasma lipids (PL-phospholipids, TG-triglycerides, CE-
cholesterol esters) (Fidler Mis and Sedej, 2003)

Poglavja 3.3.2.1 do 3.3.2.3 so povzeta po objavi Fidler Mis in Sedej (2003). Analitski
postopki dolocanja vsebnosti mascob in mascobno-kislinske sestave humanega mleka in
plazme so opisani tudi v Fidler (1997) in Fidler (1999).
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3.3.2.1 Ekstrakcija mascob mleka in plazme

Humano mleko

Neposredno pred analizo smo vzorce humanega mleka odmrznili na sobni temperaturi in
jih v vodni kopeli segrevali na 38 °C (Jensen, 1989). 1 ml alikovotnega dela premeSanega
vzorca mleka smo odpipetirali v epruveto in z dvostopenjsko ekstrakcijo izolirali oz.
ekstrahirali mas¢obo. V prvi stopnji ekstrakcije smo dodali 100 pl raztopine kalijevega-
oksalata (3,5 g kalijevega-oksalata na 100 ml destilirane vode), 1 ml etanola, 1 ml
tercialnega-butil-metiletra in 1 ml petroletra (to¢ka vrelis¢a 4060 °C) ter poznano koli¢ino
internega standarda v obliki metil nonadekanoata. Po vsakem dodatku kemikalij smo
vzorce dobro premesali in nastalo zmes s centrifugiranjem (10 min pri 2000 obratih) locili
v dve fazi. Zgornjo organsko fazo, ki vsebuje lipidni ekstrakt, smo odpipetirali v 4-ml
zatemnjeno vialo. V drugi stopnji ekstrakcije smo preostalo spodnjo fazo ponovno
ekstrahirali z 1 ml tercialnega-butil-metil etra in 1 ml petroletra in postopali enako kot v
prvi stopnji ekstrakcije. Organska topila smo evaporirali iz lipidnega ekstrakta s
prepihovanjem z dusSikom pri 37 °C v evaporatorju. Dobljeni ekstrakt mas¢ob smo susili 24
ur v eksikatorju, nato pa dolocili vsebnost mas€ob gravimetri¢no (s tehtanjem). Uporabili
smo ekstrakcijsko metodo po Roese-Goetlibu modificirano po Matissek in sod. (1989) in
Briihl (1994).

Plazma

Neposredno pred analizo smo odmrznili vzorce plazme in meSanico internega standarda na
sobni temperaturi. Za kvantitativno ovrednotenje mascobnih kislin v vzorcu smo dodali
poleg 250 ul vzorca plazme Se 100 pl standardne meSanice, sestavljene iz pentadekanojske
kisline v obliki fosfolipida, triacilglicerola in holesterol estra (preglednica 2). V prvi
stopnji ekstrakcije masc¢ob smo dodali 2 ml meSanice heksana in izopropanola v
volumskem razmerju 3 : 2. Vsebino epruvete smo dobro premesSali in nastalo zmes s
centrifugiranjem (7 min pri 2300 obratih) locili v dve fazi. Zgornjo organsko fazo, ki
vsebuje lipidni ekstrakt, smo odpipetirali v 4-ml zatemnjeno vialo in organsko topilo
evaporirali v evaporatorju. V drugi in tretji stopnji ekstrakcije smo preostalo spodnjo fazo
ponovno ekstrahirali z 2 ml heksana in naprej postopali enako kot v prvi stopnji
ekstrakcije. Uporabili smo modificirano metodo ekstrakcije po Kolarovi¢ in Fournier
(1986).

3.3.2.2 Tankoplastna kromatografija

Plazma

Ekstrahirane plazemske lipide smo s tankoplastno kromatografijo locili v frakcije
fosfolipidov, prostih masc¢obnih kislin, triacilglicerolov in estrov holesterola. Prepihan
lipidni ekstrakt smo raztopili v 400 pl meSanice kloroform/metanol v volumskem razmerju
1 : 1, dobro premeSali in ga hitro nanesli na silikagelno plo$¢o za tankoplastno
kromatografijo. Nanasali smo na ogrevani termoplos¢i pri temperaturi 37 °C in nanos
soCasno susili s fenom. PloS¢e z nanesenimi lipidnimi ekstrakti smo razvijali v razvijalni
komori, nasiceni s hlapi topil mobilne meSanice n-heptana, diizopropiletera in ocetne
kisline (v volumskem razmerju 60 : 40 : 3), dokler topilo ni pripotovalo do zgornjega roba
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plosce (okrog 50 min) (Carnielli in sod., 1996). Locene lipidne frakcije smo pretvorili v
vidno obliko tako, da smo jih naprsili z 2,7 diklorofluoresceinom. Ko se je barvilo osusilo,
smo z UV-svetilko oznacili meje med posameznimi frakcijami lipidov. Ustrezne frakcije
smo iz silikagel ploS¢ izpraskali s posebno lopatico in jih prenesli v 4-ml zatemnjene viale
s teflonskimi pokrovcki (Christie, 1993).

3.3.2.3 Esterifikacija mascob

Humano mleko

Lipidni ekstrakt smo raztopili v 3,0 ml 3 molarne metanolne HCI, 1 ml metanola in 0,5 ml
heksana. Zmes smo segrevali eno uro pri 90 °C v termobloku ter jo nato pustili stati na
sobni temperaturi, dokler se ni ohladila. Po dodatku 2 ml vode smo dobljene MEMK
ekstrahirali v ustrezni koli¢ini heksana (1-4 ml, odvisno od vsebnosti mascob v vzorcu), ki
je vseboval 0,2 % antioksidanta 2,6-ditercialni butil p-krezola (Koletzko in sod., 1988;
Koletzko in sod., 1986b).

Plazma

Posamezne lipidne frakcije smo raztopili v 1,5 ml 3 molarne metanolne HCI, dobro
premesali in zmes segrevali 45 minut pri 85 °C v termobloku. Nato smo jo pustili stati na
sobni temperaturi, da se je ohladila, ter dodali pufrno meSanico natrijev sulfat, natrijev
hidrogen karbonat in natrijev karbonat (v volumskem razmerju 2 : 2 : 1). MEMK smo
ekstrahirali v dveh stopnjah, vsakokrat z 1 ml heksana. Vsebino viale smo vsakokrat dobro
premesali in s centrifugiranjem (3 min pri 2300 obratih) nastalo zmes locili v dve fazi.
Zgornjo organsko fazo, ki vsebuje MEMK, smo odpipetirali v manjSo 2-ml zatemnjeno
vialo ter organsko topilo evaporirali v evaporatorju, ohlajenem na 5 °C. Prepihan ekstrakt
MEMK smo raztopili v 50 pl heksana, ki je vseboval 0,2 % antioksidanta (2,6-ditercialni
butil p-kresol) (Berghaus in sod., 2000).

3.3.2.4 Plinskotekocinska kromatografija

Mascobno-kislinsko sestavo nastalih MEMK (MEMK plazme in humanega mleka) smo
analizirali z GLC, in sicer z uporabo Hewlett Packardovega plinskega kromatografa 5890,
serije II, z avtomatskim vzorCevalnikom, s split injektorjem, opremljenega s plamensko
ionizacijskim detektorjam (,,flame ionisation detector — FID) in kapilarno kolono
Omegawax 320 (dolzina 30 m x 0,32 mm x 0,25 wm), Supelco.

Pri izbiri kolone smo bili omejeni z maksimalno temperaturo, do katere smemo pregrevati
kolono. Soc€asno z analitiko maScobnih kislin je na plinskem kromatografu v kombinaciji z
masnim detektorjem potekala rutinska klini¢na analitika organskih kislin, pri kateri so za
lo¢evanje organskih komponent uporabljali drugo kolono in temperature do 270 °C. Zeleli
smo tudi kolono, ki bo omogocala dobro in hitro locbo LCP. Omenjenima pogojema je
najbolj ustrezala kapilarna kolona Omegawax 320.

Testirali smo razlicne metode, primerne za lo¢evanje mascobnih kislin, zlasti LCP
(DeVries in Kjos, 1999; Cantellops in sod., 1999; Frank in sod., 2002; Satchithanandam in
sod., 2001; Satchithanandam in sod., 2002; Fidler, 1997; Lauritzen in sod., 2002). Glede na
potrebe pri¢ujoce raziskave, pregled literature, razpoloZljivo opremo in razli¢no osnovo
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vzorcev smo za lo¢evanje mascobnih kislin humanega mleka in posameznih frakcij
plazemskih lipidov uporabili razli¢ni kromatografski metodi:

Humano mleko
Metoda HMF — kromatografska metoda za dolocanje MEMK v humanem mleku.
Temperaturni program smo priredili po Fidler (1997).
Kromatografski pogoji pri analitiki humanega mleka:
Temperaturni program kolone:
konstantno 80 °C, 2min
segrevanje 80 °C do 170 °C, 30 °C/min
segrevanje 170 °C do 198 °C, 1 °C
segrevanje 198 °C do 230 °C, 30 °C/min in
konstantno 230 °C, 10 min.
Injiciranje: Split, 30 : 1, injicirani volumen 1pl
Pretoki plinov:
He - 2,6 ml/min,
N5 - 25 ml/min,
sinteti¢ni zrak - 400 ml/min in
H, - 30 ml/min.
Temperatura injektorja: 250 °C
Temperatura detektorja: 300 °C

Plazma
Metoda PLL - kromatografska metoda za doloCanje MEMK v posameznih frakcijah
plazemskih lipidov. Temperaturni program smo priredili po Lauritzen (2002).
Kromatografski pogoji pri analitiki plazemskih frakcij:

Temperaturni program:

konstantno 80 °C, 3 min

segrevanje 80 °C do 110 °C, 30 °C/min

segrevanje 110 °C do 208 °C, 3 °C/min

segrevanje 208 °C do 240 °C, 50 °C/min in

konstantno 240 °C, 10 min.

Injiciranje: Split, 10 : 1, injicirani volumen 2ul

Pretoki plinov:

He - 2,0 ml/min,

N> - 25 ml/min,

sinteti¢ni zrak - 400 ml/min in

H; - 30 ml/min.

Temperatura injektorja: 250 °C

Temperatura detektorja: 290 °C
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3.3.2.5 Identifikacija in kvantifikacija MEMK

OkrajSave, simboli in kemijska imena mascobnih kislin, ki smo jih identificirali v nasSi
raziskavi, so v slovenskem, angleSkem in nemSkem jeziku podrobneje opisana v prilogi
A2.

Kromatografske podatke smo obdelali z uporabo programske opreme GC ChemStation
(revizijska Stevilka A.10.01 [1635], Agilent Technologies, 1990-2003). MEMK smo
identificirali z uporabo retenzijskih ¢asov ustreznih standardov (Nu Chek Prep., Inc.,
Sigma in Supelco, preglednica 2) ter ovrednotili uteZzne odstotke posameznih MEMK z
uporabo ustreznih faktorjev odzivnosti (ang. response factors, Rf), ki smo jih doloc¢ili na
osnovi kvantitativne meSanice ustreznih standardov (Nu Chek Prep., Inc., Sigma).
Odstotek identificiranih povr§in MEMK je znaSal 95-98 % za humano mleko, 92-95 % za
fosfolipidno frakcijo, 90-97 % za triacilgliceridno in 74-94 % za holesterolestrsko frakcijo
plazemskih lipidov.

Razli¢no dolgi MEMK imajo razli¢en odziv na FID, zato nam enake koncentracije MEMK
v standardni raztopini tekom analiziranja vzorcev ne dajo enakih povrSin (priloga B2). Da
lahko pravilno ovrednotimo kromatograme zaestrenih mascobnih kislin, dolo¢imo Rf
detektorja za posamezne MEMK.

Rf detektorja za posamezne MEMK je razmerje med dolo¢enim uteznim odstotkom (ki
smo jih izracunali iz odstotkov povrSin kromatografskih pikov za posamezne MEMK) in
deklariranim uteZnim odstotkom. Rf za posamezne masc¢obne kisline smo dolocali na dveh
razli¢nih standardih z znanimi uteZnimi odstotki MEMK. Za vsak standard smo naredili
najmanj deset injiciranj v razli¢nih dneh ter izracunali Rf po enacbah 1 in 2:

_ ut. %

- %A =2 100 .(1)in (2)
%A, 0

> A

i=1

Rf; — faktor odzivnosti za doloCen MEMK
ut. %; — utezni odstotek dolo¢enega MEMK v standardni raztopini
Aj— povrsina dolo¢enega MEMK v kromatogramu standardne raztopine

Rf.

Rf; pri metodi za dolo¢anje MEMK v humanem mleku so v povpre¢ju znasali od 0,971 za
C12:0 do 1,110 za C24:1n-9, zadnjo mascobno kislino v kromatogramu. Zaradi ostrejSega
temperaturnega programa pri metodi za doloCanje posameznih frakcij plazemskih lipidov
je bil odziv detektorja v tej metodi slabsi. Rf; so znasali od 0,843 za C12:0 do najvec 1,217
za DHA. Najbolj idealen odziv detektorja je bil v obmoc¢ju retenzijskih casov za C16:0 do
LK (C18:2n-6).

Utezne odstotke MEMK v vzorcu smo izrac¢unali po enacbi 3 in jih s faktorji za pretvorbo
MEMK v mascobne kisline preracunali v uteZne odstotke mascobnih kislin (enacba 4).
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Ai-Rf
(ZA,.Rﬁ—A,S-Rﬁs)

ut. % MEMK{g/100g MEMK | = 100 ... (3)

A — povrsina dolo¢enega MEMK v kromatogramu vzorca
Ajs — povrsina MEMK internega standarda v kromatogramu vzorca
Rfjs — faktor odzivnosti internega standarda

ut.% MEMK. - f

ut. % MK{g/100g MK | = -100 G

> ut.% MEMK. - f

i=1

f; — teoreticni faktor za preraCunavanje MEMK v mascobne kisline (MK) = razmerje
molskih mas za maS€obne kisline in MEMK (DeVries in Kjos, 1999; Cantellops in sod.,
1999; Satchithanandam in sod., 2002)

Za dolocitev vsebnosti posameznih mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in krvne
plazme smo izbrali ustrezen IS. Humanemu mleku smo absolutne koli¢ine posameznih
mascobnih kislin dolo¢ili z dodanim metilnim estrom nonadekanojske kisline, katerega
povrSina na kromatogramu je odgovarjala 1,5 mg masScobne kisline/ml zrelega humanega
mleka. Kot IS za dolocitev absolutnih koli¢in mascobnih kislin v posameznih frakcijah
plazemskih lipidov smo izbrali pentadekanojsko kislino v obliki fosfolipida, triacilglicerola
in estra holesterola. PovrSina IS na kromatogramu je odgovarjala 40 pg masCobne
kisline/ml plazme.

Vsebnost posameznih mas¢obnih kislin (mg/100g vzorca ali pg/ml vzorca) smo izracunali
po enacbah 5 ali 6:

ut. % [mg/100 g humanega mieka)= (A Rf- f)- ms|mg] 100 .. (5
(AIS * Rﬁé * ﬁé) ° mv:ar('a[g]
Al * R it Ji)* IS
ut. % [,ug/ml vzorca] = ( fi J)m [,ug] .. (6)

(Ass- Rfis+ fis) M ml |

ut. %; — masni odstotek oz. utezni odstotek masc¢obne kisline v vzorcu

3.3.3 Vrednotenje kromatografske metode

Metodo kapilarne GLC smo vrednotili glede na locljivost, linearnost, ponovljivost
injiciranja, ponovljivost postopka in mejo kvantifikacije.
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Locljivost
Tekom analiziranja masc¢obno-kislinske sestave na GLC smo pri obeh kromatografskih
metodah zagotavljali lo¢evanje enakega Stevila MEMK.

Linearnost

Obmocje linearnosti smo dolocali z merjenjem standardne raztopine metilnega estra
nonadekanojske kisline razli¢nih koncentracij in izraunom regresijske premice po metodi
najmanjsih kvadratov. Kot topilo smo uporabili heksan.

Ponovljivost injiciranja

Ponovljivost injiciranja smo proucevali na dveh razli¢nih laboratorijsko pripravljenih
meSanicah standardov. Oba vzorca smo v treh zaporednih dneh injicirali desetkrat.
Mascobne kisline so podane v vrstnem redu eluiranja na koloni.

Ponovljivost analitskih postopkov
Spremljali smo ponovljivost kromatografskih postopkov in ponovljivost celotnih analitskih
postopkov.

GLC je predzadnja stopnja analitskih postopkov (poglavje 3.3.2.4, slika 5). Za obe
kromatografski metodi (HMF in PLL) smo spremljali ponovljivost v obdobju 50-54 dni,
kolikor so trajale analize raziskovalnih vzorcev. Ponovljivost kromatografskih metod smo
proucevali na kvantitativnem standardu MEMK GLC 85 (Nu Chek Prep., Inc., Sigma). V
vsako sekvenco z vzorci smo dodali standard z znanimi uteZznimi odstotki MEMK,
pripravljen vedno v isti koncentraciji, t. j. 5.000 pg ml’' v sekvence za doloanje
mas&obnih kislin v lipidih humanega mleka in 2.000 pg ml' v sekvence za dolo¢anje
mascobnih kislin v frakcijah plazemskih lipidov.

Ponovljivost celotnega analitskega postopka (poglavje 3.3.2) smo ugotavljali med
paralelkami istega dne in med Stirimi zaporednimi dnevi. Ponovljivost med paralelkami
istega dne smo dolocali na vzorcih olja, kravjega in humanega mleka s povprecno
vsebnostjo mas€ob ter humanega mleka z viSjo vsebnostjo mascob. Ponovljivost med
paralelkami v Stirih zaporednih dneh smo dolocali na dveh vzorcih humanega mleka z
razli¢no vsebnostjo maScob. Vsi vzorci so bili pripravljeni po analitski in kromatografski
metodi, uporabljeni za dolo¢anje MEMK v humanem mleku.

Mascobne kisline so podane v vrstnem redu eluiranja na koloni.
Meja kvantifikacije

Meja kvantifikacije je bila pogojena z mejo zaznavnosti MEMK pri GLC in smo jo dolo¢ili
na podlagi rezultatov, dobljenih pri ugotavljanju vsebnosti posameznih mas¢obnih kislin.

3.3.4 Zanesljivost rezultatov

Zanesljivost in to¢nost nasSih rezultatov smo preverjali s certificiranim referen¢nim
materialom, meSanico ma$¢ob govedine in svinjine. Vkljuc€ili smo se v mednarodno
interlaboratorijsko primerjavo nemskega zdruZenja za znanost na podro¢ju mascob
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(Deutsche Gesellscaft fiir Fettwissenschaft), kjer smo dolocali mascobno-kislinski profil
meSanice dveh razlicnih olj, ter z istimi vzorci humanega mleka in krvne plazme v
medlaboratorijsko primerjavo s Kemijskim laboratorijem Instituta za prehrano, Oddelek za
zootehniko, BiotehniSka fakulteta, Rodica.

Certificirani referencni material

Izbrali smo certificirani referencni material, ki je bil v Casu vpeljave analitskega postopka
na voljo, kajti certificirani referencni material ma$¢ob mleka (BCR-164; Anhydrous Milk
Fat) je bil v postopku recertifikacije predvidoma do sredine leta 2005. Izbrani certificirani
referen¢ni material ma$€ob govedine in svinjine (CRM 163; Certified reference material of
a beef-pork fat blend), ki smo ga uporabili za oceno zanesljivosti nasih analitskih
postopkov, je bil certificiran aprila 1993.

Mednarodna interlaboratorijska primerjava

Vkljucili smo se v 10. mednarodno interlaboratorijsko primerjavo nemskega zdruZenja za
znanost na podro¢ju mascob (Deutsche Gesellscaft fiir Fettwissenschaft, DGF 2004) v
kateri je sodelovalo tudi 77 drugih evropskih laboratorijev. Dolocali smo dva preiskovana
parametra: maScobno-kislinska sestava meSanice dveh razlicnih olj ter odstotek NMK,
ENMK in VNMK (g/100g) obeh meSanic. Rezultati so bili podani kot odstotek
triacilglicerolov v 100 g vzorca. Pri izraunu smo namesto teoretiCnega faktorja za
preracunavanje MEMK (f;; enacba 4 poglavje 3.3.2.5) v mascobne kisline uporabili
teoreticni faktor za preracunavanje MEMK v triacilglicerole (DeVries JW in Kjos L,
1999).

Medlaboratorijska primerjava

S postopki za doloanje mas¢obno-kislinske sestave mleka so se v Casu izvajanja raziskave
v Sloveniji Ze 9 let ukvarjali v Kemijskem laboratoriju InStituta za prehrano Biotehniske
fakultete na Rodici, kjer so bili pogoji GLC analize zelo primerljivi s pogoji GLC analize v
nasem laboratoriju. Uporabljali so Hewlett Packardov plinski kromatograf 6890 z
avtomatskim vzorcCevalnikom s split injektorjem, s FID detektorjem in eno izmed dveh
kapilarnih kolon: polarno kapilarno kolono CP-Select CB za lo¢evanje MEMK (Varian,
dolZina 100 m x 0.25mm x 0,25 wm) ali kapilarno kolono Omegawax 320 (dolZina 30 m x
0,32 mm x 0,25 pm).

Zanesljivost in tocnost rezultatov smo preverili s primerjavo rezultatov istih vzorcev
humanega mleka ter krvne plazme, ki smo jih z GLC analizo dolocili v nasem in
omenjenem laboratoriju.

Za pripravo MEMK humanega mleka smo uporabili analitski postopek, opisan v poglavju
3.3.2. V Kemijski laboratorij InStituta za prehrano smo poslali sveZ vzorec humanega
mleka in Ze pripravljene MEMK istega mleka po nasi analitski metodi.

Pri primerjavi vzorcev krvne plazme smo primerjali mas¢obno-kislinsko sestavo skupnih
lipidov, zato smo MEMK pripravili, kot je opisano v poglavju 3.3.2 s to razliko, da smo
izpustili fazo tankoplastne kromatografije, ki locuje plazemske lipide na posamezne
frakcije, in na koncu ekstrakt MEMK raztopili v vecji koli€ini topila. Uporabili smo vzorec
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krvne plazme pacienta s presnovno motnjo (deficitom encima lipoproteinske lipaze), ki
zaradi specifi¢ne prehrane vsebuje vecji odstotek -3 LCP mascobnih kislin.

Pri izraCunu smo upoStevali le povrSine MEMK, ki jih dolo¢amo v obeh laboratorijih.
Mascobne kisline so podane v vrstnem redu eluiranja na koloni primerjalnega laboratorija.

3.4  IZRACUNIIN PRIKAZ PODATKOV

3.4.1 Antropometri¢ne mere dojenckov

Analizirali smo jih z racunalniskim programom EuroGrowth (Version 2.0.0, University of
Vienna, Avstrija; University Nijmegen, Nizozemska) (EuroGrowth, 2000) ter izracunali
indeks telesne mase (ITM) (enacba 7). Antropometri¢ne mere smo prikazali tudi glede na
percentilne krivulje kot teZa za starost, obseg glave za starost ter ITM za starost.

ITM = telesna masa [kg]

(D

(telesna visina)’ [mzl

3.4.2 Prehrana dojenckov

3.4.2.1 Prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka

Zanimal nas je tudi trend dojenja po uvedbi zacetne formule dojenCkom s FTT. Za vsakega
dojencka smo izracunali prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka (PSD (%), enacba 8)
v prvih treh in zadnjih treh dneh raziskave:

povprecna kolicina zauZitega humanega mleka v 24 urah [g]
PSD [ %]
= (povprecna kolicina zauZitega humanega mleka v 24 urah [g]
+
povprecna kolicina zauZite formule v 24 urah [g])

x100 ...(8)

3.4.2.2 Dnevni energijski vnos

Povpre¢ni dnevni energijski vnos smo izracunali za prve in zadnje tri dni raziskave, pri
¢emer smo upoStevali vso zauZito hrano, t. j. humano mleko, zacetno formulo in v redkih
primerih, ko je bilo to potrebno, dodatek rizevih kosmicev. Uporabili smo podatke o
energijski vrednosti humanega mleka iz literature (69 kcal/100g) (Souci in sod., 2000),
podatke proizvajalca zacetne formule Aptamil z in brez LCP (Milupa, Friedrichsdorf,
Nemcija; 67 ali 72 kcal/100 ml pripravljene zacetne formule) ter podatke proizvajalca
rizevih  kosmicev ,RiZolino, rizevi Kkosmic¢i z vitamini” (Podravka, Hrvaska;
396kcal/100g). Dnevni energijski vnos v prvih in zadnjih treh zaporednih dneh raziskave
smo primerjali s prehranskimi priporocili (Referen¢ne vrednosti za vnos hranil, 2004) ter z
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oceno za nacrtovanje energijskih potreb za dosego optimalne rasti pri dojenckih s FTT po
MacLeanovi (MacLean in sod., 1980).

3.4.2.3 Prehranski vnos LCP

Za izraCun povprecnega dnevnega vnosa ®-3 in ®-6 mascobnih kislin (v mg) v prvih in
zadnjih treh dneh raziskave dojenckov s FTT smo upostevali koli¢ine zauZite s humanim
mlekom in koli¢ine zauzite z zaCetno formulo. UpoStevali smo koli¢ino zauzitega
humanega mleka (poglavje 4.3.1) in zacetne formule (poglavju 4.3.2). Pri tem smo
uporabili podatke o masc¢obno-kislinski sestavi zrelega humanega mleka mater dojenckov,
vkljucenih v naSo raziskavo, ki smo jih dolo¢ili z novo vpeljanimi analitskimi postopki,
(priloga C2) ter podatke proizvajalca o sestavi zacetnih formul (preglednica 1).
Proizvajalec v deklaraciji zaCetne formule navaja najvisjo in najniZjo vsebnost posamezne
mascobne kisline oz. vsote masc¢obnih kislin. Za izracun prehranskega vnosa posameznih
mascobnih kislin smo uporabili srednjo vrednost. DolocCitev vsebnosti mascobnih kislin
(mg/100g formule) v zacetnih formulah z novo vpeljanimi analitskimi metodami v
laboratoriju Centra za nutricionistiko ni bila mogoca, saj je bil klini¢ni del raziskave
zakljuCen Ze pred vpeljavo novih analitskih postopkov, koli¢ine zacetnih formul pa so bile
omejene. Dnevni vnos ®-3 in ®-6 mascobnih kislin v prvih in zadnjih treh zaporednih dneh
raziskave smo primerjali s prehranskimi priporocili (referencne vrednosti, literaturni
podatki). Izracunali smo tudi prehranski vnos ®-3 in ®-6 mascobnih kislin, ki so jih
dojencki tekom 31 dnevne raziskave dodatno zauzili s F-LCP ali s F.

3.4.3 Statisticne metode

Podatke smo statisticno obdelali z racunalniskim programom SPSS for Windows (Version
12.0.1, SPSS Inc., 1989-2003). Razlike med povprecji smo testirali s Studentovim t-testom
z Bonferronijevo korekcijo. P vrednosti, manjse ali enake 0,05 deljeno (/) s Stevilom
istovrstnih testiranj, smo Steli za statisticno znacilne. Za analizo podatkov po dodajanju F-
LCP ali F dojenckom s FTT smo uporabili meSani model dvosmerne analize variance
(two-way mixed ANOVA). Skupina (A, B) je bila medskupinski dejavnik (ang. between
subjects factor), ¢as (1. in 31. dan) pa znotrajskupinski dejavnik (ang. within subjects
factor). Analizirali smo 4 antropometrine parametre, izraZzene glede na percentilno
krivuljo za starost (teZa, dolZina, obseg glave in ITM), in 5 parametrov LCP statusa (ARK,
DHK ter dve vsoti Y ®-3, Y ®-6 in razmerje ®-6/®-3).

Za vrednotenje trendov dojenja smo uporabili deskriptivno statistiko. Prehranski vnos LCP
smo izrazili kot srednjo vrednost razpona, izraCunanega iz podatkov proizvajalca zaletne
formule, uteZne odstotke mascobnih kislin humanega mleka in plazemskih lipidov ter vse

ostale vrednosti smo izrazili kot X (+ SO).

Za oceno povezav med hranilnim vnosom in masScobno-kislinskim statusom plazemskih
lipidov smo uporabili Pearsonov korelacijski koeficient (r).
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4 REZULTATI

4.1 OCENA ANALITSKIH POSTOPKOV

4.1.1 Locljivost

S kromatografskima metodama, omenjenima v poglavju 3.3.2.4, smo dosegali dobro
locljivost za 46 identificiranih mascobnih kislin. V humanem mleku smo dolocali vse
identificirane masc¢obne kisline, od tega 20 NMK, 12 ENMK in 14 VNMK (slika 6). V
posameznih frakcijah plazemskih lipidov smo doloc¢ali 40 masc¢obnih kislin, od tega 17
NMK, 10 ENMK in 13 VNMK (slika 7). Uporabljena kolona ni primerna za locbo cis in
trans izomer (glej poglavje 4.1.7). Kromatografski metodi smo priredili tako, da smo dobili
dobro locljivost tudi za metilni estre DHK (slika 8). Slika 8 je bila predstavljena na
postrski predstavitvi kongresa v Mariboru. Povzetek postra je objavljen (Sedej in sod.,
2005a).

4.1.2 Linearnost metode

Metoda HMF je bila linearna v obmod&u koncentracij 50-2.000 pg ml™, koeficient
korelacije je znaSal 0,9975. Zgornjo mejo, 2.000 pg ml', smo med analiziranjem
prekoracili le pri treh MEMK humanega mleka (ME C18:0, ME C18:1n-9 ter ME C18:2n-
vsebnost mascob in zato smo ekstrahirane MEMK humanega mleka raztapljali v ustrezni
kolic¢ini heksana. Najbolj ugodna razred¢itev MEMK je bila tista razredCitev, ki ustreza
koncentraciji 12 mg lipidov humanega mleka ml"' heksana. S to koncentracijo smo
zagotavljali linearnost metode za 43 od 46 identificiranih MEMK. Pri posameznih
frakcijah plazemskih lipidov nam obmocje linearnosti ni povzrocalo tezav, saj je vsebnost
skupnih lipidov v posameznih frakcijah od 0,8 do 1,8 mg lipidov/g plazme, kar je 20- do
50-krat nizZje kot v enaki koli¢ini zrelega humanega mleka, ki vsebuje v povprecju 39 mg
lipidov/g humanega mleka (Jensen, 1996).

4.1.3 Ponovljivost injiciranja

Avtomatski vzorcevalnik omogoc€a izredno visoko ponovljivost rezultatov pri zaporednih
injiciranjih istega vzorca. Koeficient variabilnosti (KV) pri posameznih mas¢obnih kislinah
je znaSal < 1 % (priloga B1). ViSjega od 1 % smo dolo¢ili pri cis in trans izomeri C18:1n-
9. Locba teh dveh izomer je bila pod naSimi pogoji mozna le pri niZjih koncentracijah
izomer C18:1n-9 ¢ in C18:1n-9 t (< 100 pg/ml). Zato morebitno prisotne trans izomere v
rezultatih podajamo skupaj s cis izomerami. KV je bil > 1 % tudi pri niZje hlapni C4:0.
MEMK imajo nizjo tocko hlapnosti in tocko vreliS€a kot maScobne kisline (Gunstone,
1996; Gunstone in sod., 1994; priloga A3), zato zaradi pogojev, uporabljenih tekom
analitskih postopkov (poglavje 3.3.2), podajamo le rezultate za masc€obne kisline z 12C
atomi in vec¢, ki imajo tocko hlapnosti visjo od 5,1 °C (Gunstone, 1996; Gunstone in sod.,
1994).
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Slika 6: Plinski kromatogram metilnih estrov mascobnih kislin lipidov humanega mleka
Figure 6: Gas chromatogram of fatty acids methyl esters in human milk lipids
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Slika 7: Phnskl kromatogram metilnih estrov mascobnih kislin fosfolipidne frakcije plazemskih lipidov
Figure 7: Gas chromatogram of fatty acids methyl esters in phospholipid fraction of plasma lipids
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Slika 8: Plinski kromatogram metilnih estrov mas¢obnih kislin standarda 18919-1AMP za identifikacijo
mascobnih kislin

Figure 8: Gas chromatogram of fatty acids methyl esters in 18919-1AMP standard for identification of fatty
acids
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4.1.4 Ponovljivost analitskih postopkov

Priloga B2 prikazuje ponovljivost rezultatov vzorca kvantitativnega standarda GLC 85 z
znanimi uteZnimi odstotki za mascobne kisline z 12 ali ve¢ C-atomi za obe uporabljeni
kromatografski metodi tekom analiziranja realnih vzorcev. Deklarirani utezni odstotek
vecine mascobnih kislin v standardni meSanici je znaSal 3,57 ut. %, mascobnih Kkislin
C16:0 in C18:1n-9 c+t pa 7,14 ut. %.

GLC je sistem, ki se spreminja. Analiziranje realnih vzorcev na GLC je potekalo skozi
daljSe ¢asovno obdobje. Kot je razvidno iz priloge B2, tekom analiziranja vzorcev za enake
koncentracije maScobnih kislin v standardni raztopini nismo dobili enakih povrSin (oz.
uteZnih odstotkov), zato smo za vsako serijo vzorcev sproti dolocali Rf detektorja za
posamezne MEMK (enacba 1, poglavje 3.3.2.5).

Vecji KV so se pojavljali za MEMK, ki so se eluirali v obmocju ostrejSega temperaturnega
programa (pri metodi HMF od ME C22:0 dalje ter pri metodi PLL od ME C20:0 dalje). Pri
metodi PLL smo v enakem obdobju opazili celo do 3-krat vis§je KV za iste MEMK kot po
metodi HMF, kar lahko razloZimo z ostrejSim temperaturnim programom te metode in
drugacnim profilom MEMK, ki so se locevali na koloni. Metodo PLL smo uporabili
predvsem za lo¢evanje MEMK v posameznih frakcijah plazemskih lipidov, ki so bili v
ekstraktu prisotni v 20 do 50-krat niZjih koncentracijah kot MEMK v ekstraktu humanega
mleka. Zato smo na kolono injicirali bistveno vecje koli¢ine ekstrakta MEMK (MEMK so
bili vkljuceni v manjSe koliine topila, uporabili smo vecji volumen injiciranja in manjSe
split razmerje) kot v primeru analiziranja MEMK humanega mleka po GLC metodi s
temperaturnim programom, prirejenem po Fidler (Fidler, 1997). To pomeni, da smo na
kolono vnasali tudi vecje koli¢ine drugih v organskih topilih topnih snovi, ki povzrocajo
slabSo odzivnost detektorja in polnijo aktivha mesta na koloni. V tem oziru je plazma
precej zahtevnejSa osnova za dolo¢anje MEMK, zlasti frakcija estrov holesterola, ki s sabo
prinasa tudi veliko drugih organskih komponent, ki so slabSe hlapne in se zato pri danih
pogojih tezje eluirajo.

Priloga B3 prikazuje povprecje SO in KV vec paralelk istega vzorca (meSanica olj, kravje
mleko ter humano mleko s povprecno in vi§jo vsebnostjo mascob), pripravljenih in
injiciranih zaporedno isti dan.

Pri vzorcu humanega mleka s povprecno vsebnostjo mascob (3,17 £ 0,01 g/100 g vzorca)
je KV znasal:

< 0,30 za MEMK, katerih ut. % je znasal > 9,60 ut. %;

0,30-5 za MEMK, katerih ut. % je znasal med 0,10 in 5 ut. %;

ter > 5 za MEMK, katerih ut. % je < 0,10 ut. %.

Pri vzorcu mleka z viSjo vsebnostjo mascob (6,66 = 0,05 g/100 g vzorca) je KV znasal:
< 0,78 za MEMK, katerih ut. % je znaSal > 10 ut. %;
ter 1-5 prakti¢no za vse doloc¢ljive MEMK, katerih ut. je znaSal < 10 ut. %.

KV pri petih zaporedno pripravljenih vzorcih kravjega mleka je znasal:
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1,12-1,53 za MEMK, katerih ut. % je znasal > 10,0 ut. %;
1,53-5 za ve¢ino MEMK, katerih ut. % je znaSal med 0,5 in 10 ut. %.
> 5 za MEMK, katerih ut. % je znasal < 0,5 ut. %;

Posebno nizke KV smo dolocili pri vzorcu meSanice olj. Homogen vzorec olja je bil
pripravljen za namene mednarodne interlaboratorijske primerjave (sestava v prilogi B6).
KV je znasal:

KV < 1 za MEMK, katerih ut. % je znasal > 0,35 ut. %;

KV > 1 za MEMK, katerih ut. % je znasal < 0,35 ut. %.

Opazili smo dobro ponovljivost zlasti za vzorce z vi§jo vsebnostjo mascob, katerih
ekstrakte smo v analitskem postopku bolj red¢ili s topili. Dobro ponovljivost med
paralelkami humanega mleka istega dne je dokazala ze Fidler (Fidler, 1997). V raziskavi
so MEMK pripravljeni po metodi in situ transestrefikacije (Park in Goins, 1994). V naSem
laboratoriju smo dobili Se nizje KV za podobne ut. % MEMK, zato smo vzorce humanega
mleka pripravljali le v eni paralelki.

Priloga B4 prikazuje povprecje SO in KV vec paralelk istega vzorca humanega mleka z
razliéno vsebnostjo mascob, pripravljenih in injiciranih v Stirih zaporednih dneh. Pri
vzorcu humanega mleka z niZjo vsebnostjo mascob (3,11 = 0,16 g/100 g vzorca) je KV
znaSal:

< 2,23 za MEMK, katerih ut. % je znaSal > 9,81ut. %;

1,52 do maks. 13,23 za MEMK, katerih ut. % je znasal od 0,04 do 4,26 ut. %;

ter > 13,81 za MEMK, katerih ut. % je < 0,03 ut. %.

Pri vzorcu mleka z vi§jo vsebnostjo mascob (6,46 + 0,24 g/100 g vzorca) je KV znaSal:
< 2,46 za MEMK, katerih ut. % je znasal > 10 ut. %;
1,62 do maks. 10,99 za MEMK, katerih ut. % je znasal med 0,10 do 10 ut. %;
ter 4,23-14, 71 za MEMK, katerih ut. je znasSal < 0,1 ut. %.

Pri vzorcih z vec¢jo vsebnostjo mas¢ob smo zlasti za MEMK, ki so zastopani v nizkih ut.
%, dosegli nizje KV znotraj vzorca med dnevi kot pri vzorcu humanega mleka z nizjo
vsebnostjo mascob, kar je posledica vecjega razred¢evanja s topili. Rezultati ponovljivosti
med dnevi so primerljivi z rezultati Ze prej omenjene raziskave (Fidler, 1997).

Za dolocanje ponovljivosti znotraj vzorca med paralelkami istega dne in med paralelkami
med Stirimi zaporednimi dnevi smo uporabili ista vzorca humanega mleka, kar je dobro
razvidno tudi iz maS¢obno-kislinskega profila obeh vzorcev humanega mleka (priloga B3
in priloga B4).

4.1.5 Meja kvantifikacije

Z optimalnimi kromatografskimi pogoji, opisanimi v poglavju 3.3.2.4, je bilo mogoce
izmeriti vsebnosti mascobnih kislin nad 1,5 pg mascobne kisline/ml vzorca humanega
mleka in 0,1 pg mascobne kisline/ml krvne plazme.
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4.1.6 Certificirani referen¢ni material

Certificirani in doloceni uteZni odstotki so podani v prilogi BS. Le dve izmerjeni vrednosti
odstopata od certificiranih vrednosti. C16:1* za < kot 5 % in C18:2* za 11,2 %. Iz
dobljenih rezultatov lahko ocenimo, da se rezultati dobro ujemajo s certificiranimi
vrednostmi.

* vkljucuje pozicijske in geometrijske izomere

4.1.7 Mednarodna interlaboratorijska primerjava

V prilogi B6 so podani izmerjeni utezni odstotki mascobnih kislin v Laboratoriju Centra za
nutricionistiko in primerjani z rezultati mednarodne interlaboratorijske primerjave DGF
2004. Relativna napaka (%) med naSimi vrednostmi in vrednostmi, doloCenimi Vv
interlaboratorijski primerjavi, je bila niZja pri tistth masSc¢obnih kislinah, ki niso imele
svojih trans izomer. Ponovno se je potrdilo, da nasi pogoji niso primerni za loCevanje cis
in trans izomer, kar se kaze v vi§ji relativni napaki dolocene cis izomere kot tudi v visoki
relativni napaki njene trans izomere (npr. C18:2n-6 ¢ in C18:2 n-6 t). Se vi§jo relativno
napako (med 12,2 in 14,5 %) smo izracunali pri C18:3n-3 c, katere trans izomere nismo
dolocali. Potrditev domneve, da relativno napako povzrocajo identificirane ali
neidentificirane trans izomere, se kaze v vsoti TMK, pri kateri smo izraCunali zelo visoko
relativno napako (R = 88 %).

4.1.8 Medlaboratorijska primerjava

Rezultati analiz humanega mleka obeh laboratorijev se zelo dobro ujemajo (priloga B7).
Druga¢na metoda ekstrakcije nima vpliva na uteZne odstotke maScobnih kislin. V
Laboratoriju Centra za nutricionistiko smo identificirali 46 maS¢obnih kislin humanega
mleka, v Kemijskem laboratoriju InStituta za prehrano so identificirali 67 razli¢nih
mascobnih kislin. Razlika je v pozicijskih in geometrijskih izomerah, ki jih pod pogoji v
naSem laboratoriju nismo locCevali. Pomembni razliki sta:

a) Mascobna kislina z ut. % = 0,08, ki je bila pod naSimi analitskimi pogoji
identificirana kot C15:0 iso, je bila v Kemijskem laboratoriju InStituta za prehrano s
podobnim ut. % (0,10) identificirana kot C16:0 iso, za katero v naSem laboratoriju
nismo imeli ustreznega standarda. Zato ne moremo z gotovostjo trditi, kateri
mascobni kislini ustreza ta utezni odstotek.

b) Mascobna kislina z ut. % = 0,30, ki je bila pod naSimi analitskimi pogoji
identificirana kot C18:4 n-3, je bila v Kemijskem laboratoriju InStituta za prehrano
s podobnim ut. % (0,23 oz. 0,35) identificirana kot konjugirana linolna kislina
(C18:2n-7 c9, tl1), za katero v naSem laboratoriju nismo imeli ustreznega
standarda.

Zato v rezultatih o masSc¢obno-kislinski sestavi humanega mleka navajamo obe mascobni
kislini “C16:0 is0/C15:0 iso ter ‘C18:2n-7/C18:4n-3. Pri identifikaciji mas¢obnih kislin v
posameznih frakcijah plazemskih lipidov se z omenjenim problemom identifikacije nismo
srecali, saj smo uporabljali ostrejSi temperaturni program in teh mascobnih kislin v plazmi
nismo identificirali.
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Rezultati analiz vzorcev krvne plazme obeh laboratorijev so podani v prilogi B8 in se zelo
dobro ujemajo. SlabSe ujemanje je pri masc¢obnih kislinah z manj kot 12 C-atomi, ki niso
bile predmet nasSe raziskave, ter pri zadnjih treh locenih mascobnih kislinah (C24:0,
C22:6n-3 in C24:1n-9), kar lahko pripiSemo ostrejSim kromatografskim pogojem, ki smo
jih uporabljali za lo¢evanje MEMK posameznih frakcij krvne plazme.

42  ANTROPOMETRICNE MERE DOJENCKOV

V raziskavo smo vkljucili skupno 74 donoSenih, zdravih, izklju¢no dojenih dojenckov,
starih 28—107 dni. Zakljucilo jo je 31 izmed 33 rekturiranih dojenckov s FTT (6,1 % "drop-
out"), 19 deklic in 12 deckov, starih 28-99 dni (skupina AB). Naknadno smo izkljucili dva
dojencka, prvega zaradi novo odkrite alergije za kravje mleko in drugega zaradi ugotovitve
in dolocitve bolezni, ki je bila vzrok za slabSe napredovanje na telesni teZi (pilorostenoza).
Kontrolno skupino je sestavljalo 41 dojen¢kov z normalnim napredovanjem na telesni tezi,
18 deklic in 23 deckov, starih 28-107 dni (skupina C). Antropometri¢ne lastnosti

dojenckov prvi in zadnji dan raziskave so predstavljene v preglednici 3.

Preglednica 3: Antropometri¢ne mere dojenckov prvi in 31-ti dan raziskave

Table 3: Antropometric data of infants at baseline and after one month

dan 1 dan 31

skupina AB C A B AB

Fin L. Fin
prehrana F.LCP dojenje F-LCP F F.LCP
n 31 41 16 15 31
spol (m/7) 12/19 | 23/18 7/8" 5/8" 12/16'

meritve
X X X X X

(50) (50) (SO) (50) (SO)
starost 1,87 2,18 2,47 2,68 2,57
(meseci) (1,70 0,80) | (0,59) 0,85)  (0,72)
teza 3,804 5,547 5,028 5,092 5,058
(kg) 0,609) (0,871) | (0,525) (0,707)  (0,606)
dolzina (cm) 54,4 57,9 58,1 58,3 58,2 v namene deskriptivne

(2,6) (3,4) (2,4) (2,9) (2,6) | statistike
obseg glave 37,4 39,3 39,7 39,8 39,7
(cm) (1,6) (1,8) 1,0) (1,5) 1,3)

12,92 16,51 14,71 15,23 14,95
IMMke/m2) | 145y 179 | .03 (I (1)
SOP° uéinek (p vrednosti*) s FTT

péas pskupina pinterakci'a

teza za -1,86 0,44 0,89 0,92 0,90
starost (1.06)  (0.84) | (0.81) (L10)  (0.04) | <0001 0718 0460
dolzina za 0,76 0,04 0,44 0,55 0,49
starost (1.04) (099 | (081) (1.01) (0.89) | <0001 0678 0,736
obseg glave -0,65 0,06 -0,04 0,00 0,02
7 starost (135)  (0.92) | (090) (098) (0.92) | <0001 0365 0,015
ITM za 2,02 0,62 0,85 0,60 0,74
starost (L14)  (112) | 087 (1.00) (002 |<0001 0413 0919

T

° — Stevilo standardnih odklonov od povprecja
* — txo-way mixed ANOVA

— zaradi nepopolnih protokolov nekateri podatki manjkajo
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Telesna teza dojenkov s FIT je v 31-ih dneh porasla za 1282 + 355 g (480-1890 g),
dolZina za 4,0 + 0,9 cm (2,0 — 6,0 cm), obseg glave se je povecal za 2,2 + 0,9 cm (1,0-5,0
cm) in ITM za 2,1 + 1,2 kg/m”. Stevila standardnih odklonov od povpre&ja (SOP) kaZejo
na statisti¢no zelo visoko znacilno povecanje telesne teZe, dolZine in ITM za starost glede
na cCas ter statisti¢no visoko znacilno razliko povecanja obsega glave za starost kot rezultat
interakcije skupine in Casa.

43  PREHRANA DOJENCKOV

Med randomiziranima skupinama dojenckov s FTT (A in B) ni bilo statisticno znacilnih
razlik v prispevku dojenja k celotnemu vnosu mleka (PSD; %) kot tudi ne v energijskem
vnosu (kJ/kg dan), zato smo pri prouc¢evanju prehranskih parametrov obe skupini vrednotili
kot eno skupino. Ob vkljuditvi v raziskavo s prehranskim ukrepanjem so bili vsi dojencki
izklju¢no dojeni (vkljucitveni kriterij). Ob nujnem dodajanju zacetne formule zaradi
hipogalaktije mater dojenCkov s FTT se je spremenila celotna koli¢ina zauzitega mleka in
posledi¢no tudi energijski vnos. Izbrane metode spremljanja prehrane dojenckov so nam
omogocile vpogled v trend dojenja po uvedbi zacetne formule, na novo vpeljani analitski
postopek za doloCanje maS€obnih kislin v humanem mleku ter znana sestava uvedenih
zaCetnih formul pa natancen vpogled v prehranski vnos LPC tekom prvega meseca
dohranjevanja. Zaradi pomanjkljivo izpolnjenih protokolov v zadnjih treh dneh pri dveh
dojenih dojenckih so merjeni prehranski parametri izraCunani za 29 dojenckov. PSD se je
pri dojenckih s FTT v prvih ter zadnjih treh dneh raziskave zelo razlikoval (preglednica 9).
Zato so koli¢ine zauzitega humanega mleka in zacetne formule (g) prikazane tudi glede na
PSD v prvih treh dneh (PSD; _3) in v zadnjih treh dneh raziskave (PSDy9 _3;).

4.3.1 Koli¢ina zauzitega humanega mleka

Koli¢ina zauZitega humanega mleka dojenckov s FTT se je od vkljucitve v raziskavo
zmanjSala z 471 + 181 na 349 + 285 g/dan v zadnjih treh dneh raziskave (p < 0,01)
(preglednici 4 in 11).

Pri dojenckih, katerih PSD;_3 > 75, je tendenca dojenja tekom 31 dni celo narasla; popili so
623 + 84 v prvih in 674 + 231 g/dan v zadnjih treh dneh raziskave. Pri 20-ih dojenckih,
katerih PSD; 3 < 75 (n = 22), se je koli¢ina zauZitega humanega mleka (g/dan) zmanjsala.
Polovica dojenckov, katerih PSD;_3 < 50 (n = 10), po mesecu dni ni bila ve¢ dojena.

Dojencki, katerih PSDyg 31 = 100 (n = 4), so zauZili 601 + 115 v prvih in 745 + 228 g/dan
humanega mleka v zadnjih treh dneh raziskave. Pri dojenckih s PSD;¢ 31 > 50 (n = 11) smo
opazili, da je koli€ina zauZitega humanega mleka po mesecu dni ostala enaka ali vecja. Le-
ti so v prvih treh dneh popili vsaj 507 £ 5 g/dan humanega mleka (preglednica 4).
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Preglednica 4: Celotna koli¢ina zauZitega humanega mleka v prehrani dojenckov s FTT (g) glede na PBS v

zadnjih treh dneh
Table 4: Total human milk intake in infants with FTT (g) sorted by CBF in the last three days
dan 1 - 3 (g/ dan) dan 29 - 31 (g/ dan)

PSD,.3, n X + SO n® X +S0
0-100 31 476 £ 163 29 349 £ 285
100 4 601 + 115 4 745 + 228
75-99 3 616 +£26 3 694 + 198

50-74 2 507+5 2 5205
1-49 14 474 £ 133 14 287 £130

0 6 258 £ 102 6 0

PSDyy _3; — prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka v zadnjih treh dneh raziskave
& _ zaradi pomanjkljivo izpolnjenih protokolov pri tehtanju dojenckov pred in po vsakem dojenju manjkajo
natan¢ni podatki za dva dojencka, ki sta bila dojena

4.3.1.1 Vsebnost mas¢ob v humanem mleku

Zrelo humano mleko mamic dojenckov s FTT (n = 31) je vsebovalo 4,11 + 1,82 %
mascob, zrelo humano mleko mamic dojen¢kov z normalnim napredovanjem na telesni
tezi (n =41) pa 3,62 + 1,16 % mascob (preglednica 5). Med omenjenima skupinama nismo
nasli statisticno znacilne razlike v vsebnosti mascob.

Preglednica 5: Vsebnost ma$¢ob v humanem mleku
Table 5: Mature human milk fat content

zrelo humano mleko AB : C g/100g
skupina n X SO
AB 31 4,11 1,82
skupna vsebnost masc¢ob C 41 3,62 1,16

4.3.1.2 Mascobno-kislinska sestava zrelega humanega mleka

Dolocili smo 40 mascobnih kislin zrelega materinega mleka, in sicer: 14 NMK, 12 ENMK,
7 ®-3 mascobnih kislin in 6 ®-6 maS€obnih kislin. Pri eni maS¢obni kislini natan¢na
identifikacija ni bila moZna, zato jo obravnavamo kot nerazvr$¢eno. Devet mascobnih
kislin je bilo prisotnih v ut. % > 1 %, skupaj od 94,9 ut. % (skupina AB) do 95,4 ut. %
(skupina C) vseh mascobnih kislin. Vsebnost frans mascobnih kislin so na Ze pripravljenih
MEMK istih vzorcev humanega mleka pod drugimi kromatografskimi pogoji dolocili leta
2008 v Kemijskem laboratoriju InStituta za prehrano na Rodici, Biotehniska fakulteta,
Oddelek za zootehniko (gtrekelj, 2009).

Mascobno-kislinska sestava zrelega humanega mleka mater randomiziranih skupin
dojenckov s FTT (matere s hipogalaktijo; skupini A in B) (ut. %) ter vsebnost posameznih
mascobnih kislin (mg/100g humanega mleka) so podani v prilogi C1. Zrelo humano mleko
mater dojenckov skupine B je vsebovalo visji odstotek ) ®-3 LCP kot mleko mater
skupine A (0,66 ut. % proti 0,56ut. %) in visji odstotek ) (®-3) + (w-6) LCP (2,57 ut. %
proti 2,23 ut. %), vendar z uposStevanjem Bonferronijeve korekcije te razlike niso bile
statisticno znacilne.
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Mascobno-kislinska sestava zrelega humanega mleka mater s hipogaktijo (skupina AB) in
mater z dovolj mleka (skupina C) (ut. %) ter vsebnost posameznih mascobnih kislin
(mg/100g humanega mleka) za iste vzorce mleka so podani v prilogi C2.

Mieko mater obeh skupin (skupina AB in C) se ni razlikovalo v vsoti NMK (povprecje, ut.
%: 40,97 in 40,94), ENMK (38,60 in 39,25) in VNMK (20,42 in 19,80). Prav tako ni bilo
razlike v odstotku ®-3 LCP (0,61 ut. % in 0,60 ut. %) in v razmerjih ©-6 LCP/®w-3 LCP
(3,00 in 2,66) ter linolna/a-linolenska kislina (15,45 in 15,21). Mleko mater skupine AB je
vsebovalo visji odstotek -6 LCP (1,79 ut. %) kot mleko mater skupine C (1,44 ut. %) (p <
0,001), zlasti na racun visjih ut. % dihomo-y-linolenske (C20:3n-6; 0,51 proti 0,39, p <
0,001) in arahidonske kisline (C 20:4n-6; 0,60 proti 0,50, p < 0,001). Med NMK je
prevladovala palmitinska kislina (C16:0) z 21,5 in 21,4 ut. %. Lavrinska (C12:0),
miristinska (C14:0) in stearinska (C18:0) so bile zastopane s podobnim povpre¢nim
odstotkom, in sicer: C12:0 z 5,7 in 5,7 ut. %, C14:0 z 6,3 in 6,2 ut. % in C18:0 z 6,3 in 6,6
ut. %. Omenjene mascobne kisline so v povpre¢ju predstavljale kar 96,9 do 97,1 % vseh
NMK v lipidih zrelega humanega mleka.

Med ENMK je prevladovala oleinska kislina (C18:1n-9) z 32,5 in 33,1 ut. % (skupina AB
in skupina C, ns). S podobnim povprecnim odstotkom sta bili v obeh proucevanih skupinah
zastopani palmitoleinska (C16:1n-7) ter cis-vacenska (C18:1n-7) z 2,7 in 2,5 ut. % ter
slednja z 2,6 in 2,7 ut. %. Sledita C20:1n-9, ki je bila zastopana z 0,4 oz. 0,5 ut. %, in
miristooleinska (C14:1n-5) z enakim, t. j. 0,2 ut. % za obe proucevani skupini. Nasli smo
sledove Se petih ENMK z ut. % < 0,1: C12:1n-1, C20:1 (n-12, n-15), C22:1n-11, eruka
kisline (C22:1n-9) in nevronske kisline (C24:1n-9). C15:1n-5 in C17:1n-7 v zrelem
humanem mleku nista bili prisotni.

Med ®-6 mascobnimi kislinami je prevladovala LK (C18:2n-6) z 16,5 in 16,2 ut. %.
Nepric¢akovano smo nasli zelo statisti¢no znacilne razlike (p < 0,001) v vsebnosti dveh -6
LCP: ARK z 0,6 in 0,5 ut. % in DHGLK z 0,5 in 0,4 ut. %. PadajoCe so jim sledile
C20:2n-6, y-linolenska (C18:3n-6; GLK), adrenska kislina (C22:4n-6) in C22:2n-6. Tudi
vsebnost teh ®-6 mascobnih kislin je bila visja v skupini AB kot v skupini C, vendar te
razlike niso bile statisti¢no znacilne.

V ®-3 druzini je prevladovala esencialna mascobna kislina ALK z 1,1 in 1,2 ut. %. Med o-
3 LCP je prevladovala DHK, ki je bila v obeh proucevanih skupinah zastopana z 0,3 ut. %.
Ostale ®-3 LCP so bile prisotne z odstotkom niZjim od 0,2 ut. %: C20:3n-3, EPK ter ®-3
DPK. V zrelem humanem mleku nismo nasli C22:3n-3 in C18:4n-3. Slednjo smo prvotno
napacno identificirali, vendar smo z medlaboratorijsko primerjavo ugotovili, da se na istem
mestu loCuje konjugirana linolna kislina (C18:2n-7). Neidentificirana VNMK je bila v
obeh proucevanih skupinah zastopana z 0,3 ut. %.

4.3.2 Koli¢ina zauzite zacetne formule

Koli¢ina zauzite zacetne formule dojenckov s FTT se je tekom raziskave skoraj podvojila,
z 279 + 143 g/dan v prvih treh dneh na 504 + 323 g/dan v zadnjih treh dneh raziskave (p <
0,001), kar je vodilo v izrazit porast celotne koli¢ine zauzitega mleka (p < 0,01)
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(preglednici 6 in 9). Dojencki so po uvedbi zacetne formule v 31-ih dneh zauzili od ni¢ do
24119 g pripravljene zacetne formule.

Pri dojenckih, katerih PSD; 3 > 75 (n = 9), je koliCina zaCetne formule tekom 31 dni ostala
podobna; popili so 95 + 45 v prvih oziroma 102 + 181 g/dan v zadnjih treh dneh raziskave.
Stirje izmed njih so bili po mesecu dni izklju¢no dojeni.

Pri dojenckih, katerih PSDy9 31 = 0 (n = 6), se je koli¢ina zacetne formule v mesecu dni
povecala za 244 %. Popili so 360 + 74 v prvih in 878 + 203 g/dan v zadnjih treh dneh
raziskave.

Preglednica 6: Dnevna in mesecna celotna koli¢ina zauZite zacetne formule v prehrani dojenc¢kov s FTT
tekom 31-ih dni Studije (g) glede na PBS v zadnjih treh dneh

Table 6: Daily and monthly total formula milk intake in infants with FTT during 31 days of the study (g)
sorted by contribution of breastfeeding to tatal milk intake in the last three days

dan 1-3 dan 29-31 dan 1-31
Kolitina g zauZite pripravljene zacetne formule/dan (g zaumft(c)erpmr 11111)33\7 ij erlg)zacetne
PSD, 5 n X + SO n’ X +S0 n X + SO
0-100 31 279 + 143 29 504 + 323 31 12622 +7238
100 4 67 +£36 4 0 4 481 + 556

75-99 3 122 + 54 3 67 £34 3 3680 + 2280
50-74 2 299 + 14 2 462 £ 90 2 11997 + 2719
1-49 14 331117 14 593113 14 14567 + 2849
0 6 360 + 74 6 878 +203 6 21025 +2251

PSD,g 3, — prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka v zadnjih treh dneh raziskave

# _ zaradi pomanjkljivo izpolnjenih protokolov pri tehtanju dojenckov pred in po vsakem dojenju manjkajo
natan¢ni podatki za dva dojencka, ki sta bila dojena, zato podatkov o njuni koli¢ini zauZite zacetne formule
nismo upostevali

4.3.2.1 Masc¢obno-kislinska sestava zacéetnih formul

Sestava (mg/100g izdelka) po proizvodnih specifikacijah proizvajalca zafetnih formul,
vkljuCenih v raziskavo, je razvidna iz preglednice 1. Utezni odstotki masc¢obnih kislin
zaCetnih formul, izmerjenih v Laboratoriju Centra za nutricionistiko, so podani v prilogi
C3. Dolocitev vsebnosti masc¢obnih kislin (mg/100g formule) v zacetnih formulah v
laboratoriju Centra za nutricionistiko ni bila mogoca, saj smo s klini¢nim delom raziskave
zakljucili pred vpeljavo novih analitskih postopkov, koli¢ine zacetnih formul pa so bile
omejene.

Zacetni formuli (F-LCP in F) sta se razlikovali po vsebnosti LCP. V maSc¢obno-kislinski
sestavi obeh formul so prevladovale NMK (povprecje, ut. %: 50,0 in 43,1), sledile so
ENMK (35,5 in 39,4) in v manjSem odstotku VNMK (14,4 in 17.,5).

Med NMK je prevladovala palmitinska kislina (C16:0) z 27,3 in 29,0 ut. %, v obeh
zaCetnih formulah je sledila lavrinska kislina (C12:0) z z 8,0 in 6,1 ut. %. Omenjene NMK
skupaj z miristinsko (C14:0) in stearinsko kislino (C18:0) so v povprecju predstavljale kar
96,3 0z. 97,9 % vseh NMK v lipidih zacetnih formul.
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Med ENMK je prevladovala oleinska kislina (C18:1n-9c+t), ki je bila skupaj s cisvacensko
kislino (C18:1n-7) in CI18:1n-12t zastopana z 33,0 in 38,6 ut. %. V povpre¢ju so
predstavljale kar 93,1 o0z. 98,0 % vseh ENMK v lipidih zacetnih formul.

Med ®-6 mascobnimi kislinami je prevladovala LK (C18:2n-6) z 11,4 in 15,8 ut. %.

V F-LCP so bile prisotne prav vse maScobne kisline iz druzine -6 LCP: ARK (C20:4n-6)
z 0,43 ut. %, DHGLK (C20:3n-6) z 0,06 ut. %, C20:2n-6 z 0,06 ut. %, adrenska kislina
(C22:4n-6) z 0,03 ut. % in C22:2n-6 z 0,02 ut. %. Omenjene ®-6 LCP v F niso bile
prisotne. V ut. %<0,01 je bila zastopana le C20:2n-6.

V -3 druZini je prevladovala esencialna mascobna kislina a-linolenska (C18:3n-3), ki je
bila v obeh zaCetnih formulah zastopana z 1,7 ut. %. V F-LCP je med -3 LCP
prevladovala DHK (C22:6n-3) z 0,33 ut. %, sledile so ji ®-3 DPK (C22:5n-3) z 0,06 ut. %
ter EPK (C20:5n-3) in C20:3n-3 z 0,02 ut. %. V F-LCP nismo nasli C22:3n-3 in C18:4n-3.
Omenjene ®-3 LCP v F niso bile prisotne.

Omenjena sestava zacetnih formul se je odrazala v vsoti -6 LCP + ®-3 LCP (1,0 in 0,0)
ter razmerju linolna/a-linolenska kislina (6,8 in 9,4).

4.3.3 Skupna prehrana

4.3.3.1 Prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka

PSD je od zacetka raziskave (PSD = 100 %) padel na 63 =19 % (X + SO) v prvih treh
dneh raziskave (n = 31) in na 42 + 35 % v zadnjih treh dneh raziskave (n = 29) (p < 0,001,
dnevi 1-3 proti dnevi 29-31) (slika 8, preglednica 7). Slika je bila predstavljena na
postrskih predstavitvah ve¢ kongresov, katerih povzetki so objavljeni (Fidler Mis in sod.,
20044a, Fidler Mis in sod., 2004b; Fidler Mis in sod., 2004c, Sedej in sod., 2006).
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Slika 8: Prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka (PSD, %) ( X+ SNP) pri dojenckih s FTT (n =29) v
prvih treh in zadnjih treh dneh dodajanja zacetne formule
Figure 8: Contribution of breastfeeding to total milk intake (CBF, %) during the first and last three days of

additional formula milk feeding (X + SEM) in infants with FTT (n = 29)

Preglednica 7: Razredi PSD pri dojenckih s FTT ob vkljucitvi v raziskavo (dan 0) in v prvih ter zadnjih treh
dneh dodajanja zacetne formule (Sedej in sod., 2009)

Table 7: CBF classes in infants with FTT at baseline (day 0) and during the first and last three days of
additional formula milk feeding (Sedej et al., 2009)

Stevilo dojenckov
dan 0 dnevi 1-3 dnevi 29-31
povpreéni PSD (%) (PSD()) (PSD1_3) (PSD29_31)
100 33 0 4
75-99 0 9 3
50-75 0 12 2
1-49 0 10 14
0 0 0 6
skupno 3tevilo dojenckov (n) 33 31° 29%

PSD - prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka

PSD, — prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka ob vkljucitvi v raziskavo

PSD,_; — prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka v prvih treh dneh raziskave

PSD,g_3; — prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka v zadnjih treh dneh raziskave

* — dva dojencka sta bila izkljuéena (obrazloZitev v poglavju 4.2)

4 _ zaradi pomanjkljivo izpolnjenih protokolov pri tehtanju dojen¢kov pred in po vsakem dojenju manjkajo
natan¢ni podatki za dva dojencka, ki sta bila dojena

Po enomesecnem dodajanju zacetne formule je 25 izmed 31 mamic (81 % mamic)
nadaljevalo z dojenjem, Stirje dojencki so bili ponovno polno dojeni. Povpre¢ni PSDyg 31 je
pri dojenckih, ki so bili dojeni ob koncu raziskave (n = 25), znasal 53 + 31 %.
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Posebno zanimiva je skupina devetih dojenckov, ki so imeli PSD;_3 > 75 %. Pri teh je
tendenca dojenja celo narasla in PSDyg.3; je tudi po enomesecnem dodajanju zacetne
formule ostal zelo visok (89 = 21 %). PSD2g3; (%) za to skupino dojenckov je bil
izraCunan iz podatkov za osem dojenckov zaradi pomanjkljivo izpolnjenega protokola pri
enem dojencku v zadnjih treh dneh raziskave.

4.3.3.2 Celotna koli¢ina zauZzitega mleka

Celotna koli¢ina zauzZitega mleka (humano mleko + zacetna formula) dojenckov s FTT,
izmerjena v prvih treh dneh raziskave, je statisticno zelo visoko znacilno porasla z 755 +

144 na 856 + 181 ml/dan (Xi SO), izmerjenih v zadnjih treh dneh raziskave (p < 0,001).
Celotna koli¢ina zauzitega mleka glede na PSD,93;, izraZena v g, je prikazana v
preglednici 8.

V prvih treh dneh raziskave so zauZili od 520-1181 g/dan in v zadnjih treh dneh 503-1251
g/dan celotne koli¢ine zauzitega mleka. Dojencki, ki so bili po enomesecnem dodajanju
zacetne formule v zadnjih treh dneh raziskave delno ali izklju¢no dojeni (n = 25; PSDy9_3;
= 1-100), so zauzili 788 £ 132 v prvih in 811 + 170 g/dan v zadnjih treh dneh raziskave.
Med dojencki, katerih PSDyg 3; = 100, (n = 4) in dojencki, katerih PSDy9 3, =0 (n = 6), v
celotni koli¢ini zauzitega mleka v zadnjih treh dneh ni bilo statisti¢ne razlike. Dojencki,
katerith PSD; 3 > 75 (n =9) in pri katerih je tendenca dojenja tekom 31 dni celo narasla, so
popili 718 = 96 v prvih in 770 + 201 g /dan v zadnjih treh dneh raziskave. Tudi te koli¢ine
se niso statisti¢no razlikovale od celotne zauzite koli¢ine mleka vseh dojenckov v prvih in
zadnjih treh dneh raziskave.

Preglednica 8: Celotna koli¢ina zauZitega mleka v prehrani dojenckov s FTT (g) glede na PSD
Table 8: Total milk intake in infants with FTT (g) sorted by CBF

dan 1 - 3 (g/ dan) dan 29 - 31 (g/ dan)
PSDyo 3, n X +S0 n* X S0
0-100 31 755+ 144 29 856 + 181
100 4 668 + 113 4 745 £ 228
75-99 3 738 + 80 3 762 +£232
50-74 2 806 +9 2 982 +95
1-49 14 806 £ 118 14 881 + 156
0 6 619 £ 69 6 878+203

PSDy9_3, — prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka v zadnjih treh dneh raziskave
— zaradi pomanjkljivo izpolnjenih protokolov pri tehtanju dojenckov pred in po vsakem dojenju manjkajo
natan¢ni podatki za dva dojencka, ki sta bila dojena

4.3.3.3 Celotni energijski vnos

Dojencki s FTT so se v ¢asu raziskave poleg dojenja dohranjevali z zaCetno formulo in v
redkih primerih z dodatkom rizevih kosmicev. RiZevi kosmici so prispevali le manjsi
odstotek k celotnemu energijskemu vnosu. Celotni dnevni energijski vnos je prikazan v
preglednici 9.
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Dnevni energijski vnos dojenckov se je od vkljucitve v raziskavo povecal z 1363 + 523 na
2521 + 557 kJ ob zakljucku raziskave (p < 0,001), pri ¢emer je povprecni energijski vnos,
izraZen na kg telesne teze dojenckov, porasel z 352 + 111 kJ/kg ob vkljucitvi v raziskavo
na 587 + 115 kJ/kg v prvih treh dneh in na 501 + 99 kJ/kg v zadnjih treh dneh raziskave.

Pri tem se je odstotek energijskega vnosa z materinim mlekom tekom raziskave znizal za 2
% (62,3 % v prvih in 40,1 % v zadnjih treh dneh raziskave) pretezno na racun povecanega
deleZa energijskega vnosa iz mle¢ne formule.

Preglednica 9: Prehranski vnos dojenckov s FTT ob vkljuditvi v raziskavo ter prve in zadnje tri dni dodajanja
zacetne formule (povprecje £ SO) (Sedej in sod., 2009)

Table 9: Dietary intake of infants with FTT at study entry, during the first three days and the last three days
of additional formula milk feeding (mean + SD) (Sedej et al., 2009)

dan 0 dnevi 1-3 dnevi 29-31
n=31 n=31 n=29" p*
Humano mleko
g/dan 471 £ 181 476 £ 163 349 + 285 0,004
kJ/dan 1363 + 523 1376 +470 1010 = 825 0,003
klJ/kg/dan 352111 357 £102 200 £ 167 <0,001
en(eﬁgoi?sligg(;tri;goasa 100 60,7 41,7
Zacetna formula
g/dan / 279 +£143 504 +£323 <0,001
kJ/dan / 813 £422 1473 + 960 <0,001
kl/kg/dan / 224 + 129 291 £200 0,006
enzg()i;isliig(;tr\l;g(ia 38,6 58,3
Humano mleko + zacetna formula
g/dan 471 £ 181 755 £ 144 856 + 181 <0,01
RiZevi kosmici
kJ/dan / 19 £42 42 +£79 0,016
kl/kg/dan / 5+11 8+15 0,054
en(eﬁgoi?sligg(;tri;goasa 0.7 L7
Celoten dnevni energijski vnos
MJ 1,36 £ 0,52 2,21 +045 2,52+0,56 <0,001
kl/kg 352111 587 +115 501 £99 <0,001

A _ zaradi pomanjkljivo izpolnjenih protokolov pri tehtanju dojen¢kov pred in po vsakem dojenju manjkajo
natan¢ni podatki za dva dojencka, ki sta bila dojena
* — p-vrednost za primerjavo prvih in zadnjih treh dni raziskave
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4.3.3.4 Prehranski vnos LCP

Celoten prehranski vnos LCP je bil odvisen od koli¢ine zauzite zacCetne formule in koli¢ine
zauzitega humanega mleka ter njune mascobno-kislinske sestave. Povprecna sestava
lipidov zrelega humanega mleka mater dojenckov s FTT je podana v prilogi C2 in
podrobneje predstavljena v poglavju 4.3.1.2.1.

Glede na individualno izmerjeno koli¢ino popitega mleka smo izracunali prehranski vnos
LK, GLK, ALK, ®»-3 LCP in o-6 LCP (v mg) dojenc¢kov s FTT v prvih treh dneh in
zadnjih treh dneh raziskave ter meseCni vnos istith parametrov z zacetno formulo
(preglednica 10). Za izra¢un smo uporabili analitsko pridobljene podatke o mascobno-
kislinski sestavi zrelega humanega mleka mater, vkljuc¢enih v naSo raziskavo (priloga C2),
ter podatke proizvajalca o sestavi zacetnih formul (preglednica 1). Postopek izracuna je
podrobneje opisan v poglavju 3.4.2.3.

Preglednica 10: Povpre¢ni skupni dnevni vnos ®-3 in ®-6 masc¢obnih kislin (mg) v prvih in zadnjih treh dneh
raziskave ter povpre¢ni mesecni vnos teh ma§¢obnih kislin z za¢etno formulo v prehrani dojenc¢kov s FTT
Table 10: An average total daily intake of ®-3 and ®-6 fatty acids (mg) in the first and the last three study
days, and the average monthly intake of these fatty acids from additional formula milk feeding in infants with
FIT

Skupna koli¢ina mas¢obnih kislin Skupna koli¢ina mas¢obnih kislin
zauzitih s humanim mlekom in zacetno zauzitih z zacetno formulo tekom
formulo (povprecje) raziskave (povprecje)
dan 1-3 \ dan 29-31 dan 1-31
enota (mg/dan) (mg/31 dni)
skupina A B A B A B A-B
zacetna formula | F-LCP F F-LCP F F-LCP F
mastobna 16 15 16 138 16 15
kislina
VNMK
druzina -6
C18:2n-6 6629 9369 8590 14464 175320 275745 -100425
C18:3n-6 156 96 238 154 6001 3027 2974
C20:2n-6 99 91 103 57 1200 / 1200
C20:3n-6 109 103 115 68 1543 / 1543
C20:4n-6 265 110 356 66 7716 / 7716
C22:4n-6 39 29 44 17 686 / 686
VNMK
druzina ®-3
C18:3n-3 699 825 996 1378 23147 27575 -4428
C20:5n-3 12 18 10 12 / / /
C22:5n-3 47 42 50 25 686 / 686
C22:6n-3 115 53 153 37 3258 / 3258
Vsote LCP
®-3 LCP 178 122 214 81 3944 / 3944
®-6 LCP 521 346 626 215 11145 / 11145

/ — proizvajalec v deklaraciji podatka o vsebnosti mas¢obne kisline ne navaja, saj je bila pod mejo detekcije
A _ zaradi pomanjkljivo izpolnjenih protokolov pri tehtanju dojenckov pred in po vsakem dojenju manjkajo
natan¢ni podatki za dva dojencka



56

Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2011

Med zauzitimi VNMK sta v obeh skupinah dojenckov (A in B) prevladovali esencialni
mascobni kislini: LK (C18:2n-6) z 6.629 in 9.369 mg/dan v prvih treh dneh ter z 8.590 in
14.464 mg/dan v zadnjih treh dneh raziskave in a-linolenska (C18:3n-3) z 699 in 825
mg/dan v prvih ter 996 in 1378 mg/dan v zadnjih treh dneh raziskave.

Dojencki skupine A so imeli Ze v prvih treh dneh dohranjevanja povpre€no visji prehranski
vnos GLK (C18:3n-6), ARK (C20:4n-6) in adrenske kisline (C22:4n-6) ter DHK (C22:6n-
3). Imeli so povprecno niZji prehranski vnos LK (C18:2n-6) in ALK (C18:3n-3), ostale
VNMK so bile zastopane v podobni kolicini.

Enak trend se je ohranil tudi po 31-ih dneh dohranjevanja z zacetno formulo, le da je bil
prehranski vnos v skupini A vi§ji tudi za tiste VNMK, ki so bile v zaetni formuli z LCP
zastopane z manj kot 100mg/100g suhega izdelka: C20:2n-6, dihomo-y-linolenska
(C20:3n-6) in ®-3 DPK (C22:5n-3).

Visina povprecnega prehranskega vnosa EPK (C20:5n-3; <20 mg/ dan) je bila odvisna le
od prehranskega vnosa preko humanega mleka. Ta mascobna kislina namrec¢ po podatkih
proizvajalca zacetni formuli bodisi ni bila dodana bodisi ni bila navedena, ker je bila njena
vsebnost pod mejo detekcije. Povprecni prehranski vnos EPK je ostal pri obeh proucevanih
skupinah tekom raziskave nespremenjen, kar pripisujemo enakemu odstotku EPK (0,1 ut.
%) v humanem mleku obeh prouc¢evanih skupin (priloga C1).

V 31-ih dneh dohranjevanja so dojencki skupine A, v primerjavi z dojencki skupine B, z
zacetno formulo zauzili 15,1g dodatnih LCP ter 100,4g manj LK (C18:2n-6) in 4,4g manj
ALK (C18:3n-3). Edini vir LCP za dojencke skupine B je bilo humano mleko.

Celotni prehranski vnos LCP je v veliki meri odvisen tudi od PSD (preglednica 11). Manjsi
kot je bil PSD v zadnjih treh dneh raziskave, bolj izrazita je bila razlika v celotnem vnosu
LCP. Izrazito niZji celotni prehranski vnos LCP je bil v skupini dojenckov, katerih PSDyg_
31 > 75. Dojencki skupine A s PSDjg_3; = 0 so imeli v zadnjih treh dneh raziskave 1,4-krat
vi§ji celotni vnos LCP kot dojencki iz iste skupine, ki so bili polno dojeni (PSDy9_3; = 100)
(950 proti 676 mg/dan). Tekom 31-ih dni raziskave pa so zauzili kar 53-krat ve¢ LCP iz
zacetne formule (24,61 proti 0,46 g/dan).
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Preglednica 11: Povpre¢na skupna koli¢ina zauZitih ARK, DHK, ®-3 LCP in ©-6 LCP (mg/dan) v prehrani

dojenckov s FTT glede na PSD (%) v zadnjih treh dneh
Table 11: An average total intake of arachidonic acid, docosahexaenioc acid, ®-3 LCP and -6 LCP
(mg/day) in infants with FTT sorted by CBF in the last three days

Skupna koli¢ina mas¢obnih kislin zauZitih s
humanim mlekom in zacetno formulo

Skupna koli¢ina mas¢obnih
kislin zauzitih z zacetno
formulo tekom raziskave

(povprecje) (povprecje)
dan 1-3 (mg/dan) dan 29-31 (mg/dan) dan 1-31 (mg/31 dni)
skupina
PSDj¢_3; | mascobna A B A B A B
kislina

n 2 2 2 2 2 2

ARK 173 90 154 132 238 /

100 DHK 92 94 85 120 101 /

®-3 LCP 181 173 183 220 117 /

®-6 LCP 494 381 493 500 344 /

n 2 1 2 1 2 1
ARK 227 155 184 155 1973 /
75-99 DHK 96 38 80 38 833 /
»-3 LCP 165 124 149 124 964 /
-6 LCP 501 444 452 444 2849 /
n 1 1 1 1 1 1
ARK 367 55 428 57 6290 /
50-74 DHK 162 28 188 29 2656 /
®-3 LCP 263 68 295 70 3076 /
®-6 LCP 784 152 879 156 9086 /
n 8 6 8 6 8 6
ARK 286 111 390 63 9320 /
1-49 DHK 121 49 165 30 3935 /
®-3 LCP 184 120 218 71 4556 /
®-6 LCP 535 365 640 199 13462 /
n 3 3 3 3 3 3
ARK 263 85 492 0 12728 /
0 DHK 111 29 208 0 5374 /
»-3 LCP 143 82 240 0 6223 /
-6 LCP 429 234 710 0 18385 /

PSDy9_3, — prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka v zadnjih treh dneh raziskave
/ — proizvajalec podatka o vsebnosti mascobne kisline v deklaraciji ne navaja, saj je bila pod mejo detekcije

4.4  MASCOBNO-KISLINSKA SESTAVA PLAZME DOJENCKOV

Mascobno-kislinska sestava (ut. %) in povprecna vsebnost vseh identificiranih masc¢obnih
kislin (mg/100g plazme) v posameznih frakcijah plazemskih lipidov je prikazana v

prilogah C4 do C7.

4.4.1 Mascobno-Kkislinska sestava plazme dojenckov ob vkljuditvi v raziskavo

Priloga C4 prikazuje maS€obno-kislinsko sestavo (ut. %) in priloga C5 povprecno vsebnost
vseh identificiranih mascobnih kislin (mg/100g plazme) v plazemskih PL, TG in CE
dojenckov s FTT (skupina AB) in dojenckov z normalnim napredovanjem na telesni teZi

(skupina C) ob vkljucitvi v raziskavo.
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Rezultati statistine analize so pokazali, da so ob vkljuditvi v raziskavo obstajale Stevilne
razlike med prouCevanima skupinama dojenckov (skupina AB proti C) v vseh treh
frakcijah plazemskih lipidov. Najbolj se je med proucevanima skupinama razlikovala
mascobno-kislinska sestava (ut. %) PL, in sicer pri 13-ih izmed 30 identificiranih
mascobnih kislin. TG so se razlikovali v ut. % petih izmed 29 identificiranith mascobnih
kislin in CE v ut. % dveh izmed 27 identificiranih mas¢obnih kislin. PL so se razlikovali
tudi v vseh sedmih izracunanih vsotah mascobnih kislin ter v dveh izmed Stirih raCunanih
razmerjih mascobnih kislin. TG so se razlikovali v eni izmed sedmih vsot in CE v dveh
izmed sedmih vsot ter v enem izmed S$tirih raCunanih razmerij.

Pri tem velja poudariti, da med dojencki s FTT (skupina AB), ki so po shemi dvojno slepe
randomizacije prejemali F-LCP (skupina A) ali F (skupina B) ni bilo statisti¢no znacilnih
razlik v masScobno-kislinski sestavi nobene izmed frakcij. Torej so imeli vsi dojencki
skupine AB glede mascobno-kislinske sestave plazme enako izhodisce.

Med PL, TG in CE frakcijo obeh proucevanih skupin smo opazili nekatere podobnosti:

- med ENMK je prevladovala oleinska kislina (C18:1n-9),

- med prevladujo¢imi mascobnimi kislinami sta bili v vseh treh frakcijah prisotni
palmitinska (C16:0) in LK (C18:2n-6), v pomembnem odstotku zlasti v TG in CE
pa tudi OK (C18:1n-9),

- C15:1n-5, C17:1n-7 in C22:1n-11 so bile zaznane le izjemoma v sledovih.

4.4.1.1 Vsebnost mascobnih kislin plazemskih frakcij (mg/100g plazme) ob vkljucitvi v
raziskavo

v

lipidov vsebovali PL (51 %), sledili so TG z 28 % in CE z 21 %. V skupini C je bila
razporeditev mascobnih kislin med frakcijami plazemskih lipidov podobna, in sicer 46 % v
PL, 28 % v TG in 26 % v CE.

Povprecna skupna vsebnost vseh identificiranih masc¢obnih kislin v PL skupine AB je
znaSala 145,8 mg/100g plazme in 122,8 mg/100g plazme v skupini C. Povprecna skupna
vsebnost mascobnih kislin za proucevani skupini (skupina AB oz. skupina C) je bila v
obmoc¢ju 69,9-197,7 oz. 81,8-157,3 mg/100g plazme v PL, 45,8-133,0 oz. 30,4-145,2
mg/100g plazme v TG ter 17,6-91,6 oz. 44,6—-104,0 mg/100g plazme v CE. Tako Siroko
obmocje vsebnosti mas¢obnih kislin v PL kaze na individualne razlike, zaradi Cesar je bolj
smiselno primerjanje uteZnih odstotkov mascobnih kislin.

Razmerje povprecne skupne vsebnosti LCP v PL : TG : CE je bilo 8,5 : 1 : 1,5 v skupini
AB oz. 8,5 : 1: 2,3 v skupini C, pri Cemer je bilo razmerje povprecne skupne vsebnosti ®-3
LCP 17,5:2,5:1 v skupini AB in 10 : 1,3 : 1 v skupini C ter razmerje povprecne skupne
vsebnosti -6 LCP 12,8 : 1 : 2 v skupini AB in 9,7 : 1 : 3,2 v skupini C. Med LCP je v
vseh treh frakcijah po vsebnosti prevladovala ARK (C20:4n-6), sledila ji je DHK (C22:6n-
3). Z vsebnostjo > 5Smg/100g plazme so bile med LCP zastopane le ARK (C20:4n-6) v PL
in CE in DHK (C22:6n-3) v PL.
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4.4.1.2 Mascobno-kislinska sestava (ut. %) plazemskih fosfolipidov

Najvedji odstotek vseh mascobnih kislin (mg/100g plazme) plazemskih lipidov je bil za
obe proucevani skupini prisoten v fosfolipidni frakciji, kjer smo pri primerjanju ut. %
mascobnih kislin med proufevanima skupinama nasli tudi najvec statisticno znacilnih
razlik.

PL skupine AB so vsebovali vi§ji odstotek esencialne ALK (C18:3n-3) ter ®-6 LCP in »-3
LCP (p < 0,001), zlasti ARK (C20:4n-6) in DHK (C22:6n-3), ter niZji odstotek NMK (p <
0,001) kot PL skupine C. Med mas¢obnimi kislinami sta prevladovali NMK palmitinska
(C16:0) in stearinska (C18:0), sledili sta jim ®-6 mas¢obni kislini LK (C18:2n-6) in ARK
(C20:4n-6). Skupaj so predstavljale 71 % mascobnih kislin PL skupine AB in 73,5 %
skupine C.

PL skupine AB so vsebovali vi§ji odstotek ENMK (13,9 proti 12,6 ut. %), VNMK (41,4
proti 38,7 ut. %), -3 (6,2 proti 5,3 ut. %), ®-6 (35,2 proti 33,4 ut. %), >, ®-3 LCP (6,1
proti 5,2 ut. %), Y. -6 LCP (17,7 proti 15,6 ut. %) in niZji odstotek NMK (44,8 proti 48,7
ut. %) kot PL skupine C (p < 0,001). Skupina AB je imela v primerjavi s skupino C SirSe
razmerje VNMK/NMK (0,93 proti 0,79) in oZje razmerje esencialnih kislin LK/ALK (1
proti 1,3) (p < 0,001). PL frakcija obeh skupin (skupina AB in C) se ni razlikovala v
razmerjih ©-6/®-3 (5,9 in 6,5) in ®-6 LCP/®w-3 LCP (3,0 in 3,0).

V PL frakciji se je med proucevanima skupinama (skupina AB in C) zelo statisticno
znacilno razlikovalo sedem izmed desetih identificiranih NMK. Med njimi je prevladovala
palmitinska kislina (C16:0; 22,9 in 24,3 ut. %), sledile so ji stearinska (C18:0; 16,9 in 19,6
ut. %) in lignocerinska (C24:0; 1,5 in 1,2 ut. %) (p < 0,001) ter s podobnim odstotkom
behenska kislina (C22:0; 1,5 in 1,4 ut. %) (ns.). Omenjene mascobne kisline so v
povprecju predstavljale kar 95,5 vseh NMK v PL frakciji plazme. Ostale NMK so bile
zastopane z <1 ut. %. Med temi je skupina AB vsebovala tudi niZji odstotek arahinske
(C20:0; 0,7 proti 0,8 ut. %), C17:0 (0,4 proti 0,5 ut. %), miristinske kisline (C14:0; 0,3
proti 0,4 ut. %) in C21:0 v sledovih (0,03 proti 0,05 ut. %) kot skupina C (p < 0,001).

Med ENMK v PL je za obe proucevani skupini (skupina AB in C) prevladovala OK
(C18:1n-9) z 7,8 in 7,3 ut. % (ns). Sledile so ji nevronska (C24:1n-9; 3,3 in 2,8 ut. %, p <
0,001) in cis-vacenska (C18:1n-7; 2,0 in 1,9 ut. %, ns.). S podobnim povprecnim
odstotkom so bile v obeh proucevanih skupinah prisotne palmitoleinska (C16:1n-7; 0,3 in
0,3 ut. %, ns.), C20:1n-9 (0,2 in 0,2 ut. %, ns.) ter eruka kislina (C22:1n-9; 0,21 proti 0,16
ut. %, p < 0,001). Miristooleinska (C14:1n-5) in C17:1n-7 sta bili prisotni v sledovih.
C22:1n-11 in C15:1n-5 v PL frakciji nista bili prisotni.

Med ®-6 maS€obnimi kislinami je prevladovala LK (C18:2n-6) z 17,5 in 17,7 ut. % (ns.).
Sledile so ji ARK (C20:4n-6; 13,7 in 11,9 ut. %, p < 0,001), DHGLK (C20:3n-6; 2,8 in 2,8
ut. %, ns.) in s podobnim povprecnim odstotkom C20:2n-6 (0,6 in 0,4 ut. %, p < 0,001) ter
C22:4n-6 (0,5 in 0,5 ut. %, ns.). GLK (C18:3n-6) in C22:2n-6 sta bili prisotni v sledovih.

V ®-3 druZini je prevladovala ®-3 LCP DHK (C22:6n-3) z 4,9 in 4,1 ut. % (p < 0,001).
Sledile so ji -3 DPK (C22:5n-3; 0,8 in 0,7 ut. %, ns.) in EPK (C20:5n-3) z 0,3 ut. % v
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obeh skupinah. C20:3n-3 je bila prisotna v sledovih. Z majhnim odstotkom je bila
zastopana esencialna ALK (C18:3n-3; 0,10 in 0,07 ut. %, p < 0,001). C18:4n-3 v PL pri
danih pogojih nismo identificirali.

4.4.1.3 Mascobno-kislinska sestava (ut. %) plazemskih trigliceridov

TG skupine AB so vsebovali vi§ji delez ©w-6 LCP (3,4 proti 2,7 ut. %), zlasti DHGLK
(C20:3n-6; 0,6 proti 0,4 ut. %) in ARK (C20:4n-6; 2,1 proti 1,7 ut. %), ter nizji delez
eikozatrienojske kisline (C20:3n-3; 0,04 proti 0,06 ut. %) kot TG skupine C (p < 0,001). V
-3 druzini se je v prid skupine AB znacilno razlikovala tudi GLK (C18:3n-6) z 0,3 proti
0,2 ut. % (p <0,001).

Med masc¢obnimi kislinami je z 35,1 ut. % v skupini AB in 34,5 ut. % v skupini C
prevladovala ENMK OK (C18:1n-9), sledili sta ji NMK palmitinska (C16:0) in ®-6
mascobna kislina LK (C18:2n-6). Skupaj so predstavljale 78 % mascobnih kislin TG za
obe proucevani skupini.

4.4.1.4 Mascobno-kislinska sestava (ut. %) plazemskih estrov holesterola

CE skupine AB so vsebovali ve¢ NMK (23,3 proti 19,8 ut. %) na racun palmitinske
(C16:0; 1,7 proti 1,3 ut. %) in manj ®-3 (1,1 proti 1,5 ut. %) predvsem na racun EPK
(C20:5n-3; 0,2 proti 0,4 ut. %) kot CE skupine C (p < 0,001). Skupini sta se razlikovali
tudi v razmerju VNMK/NMK z 2,2 v skupini AB in z 2,7 v skupini C (p < 0,001).

Med mascobnimi kislinami je z 39,5 ut. % v skupini AB in 42,7 ut. % v skupini C
prevladovala -6 masS€obna kislina LK (C18:2n-6) (ns.). Sledile so ji OK (C18:1n-9),
palmitinska (C16:0) in ARK (C20:4n-6). Skupaj so predstavljale 88 % mascobnih kislin
skupine AB in 89 % skupine C.
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4.4.2 Mascobno-kislinska sestava plazme dojenc¢kov s FTT po 31-ih dneh dodajanja
formule z ali brez LCP

Priloga C6 prikazuje maS¢obno-kislinsko sestavo (ut. %) in priloga C7 povprecno vsebnost
vseh identificiranih mascobnih kislin (mg/100g plazme) v plazemskih PL, TG in CE
dojenckov s FTT (skupina AB), ki so bili hranjeni z zac¢etno formulo z LCP (skupina A) ali
brez LCP (skupina B), po 31-dnevnem prehranskem ukrepanju. Desci in Koletzko (1994)
sta dolocila maScobno-kislinski profil posameznih frakcij plazemskih lipidov za vec
starostnih skupin od rojstva do odrasle dobe. Vsi dojencki, vkljuCeni v raziskavo, se po
starosti pred, med in ob zakljucku raziskave po njuni delitvi uvrstijo v starostno skupino en
mesec do enega leta. Zato smo lahko tudi mascobno-kislinski status dojenckov s FTT ob
koncu raziskave primerjali z maScobno-kislinskim statusom skupine C, pri kateri ponovnih
merjenj po 31-ih dneh nismo izvajali.

4.4.2.1 Vsebnost mascobnih kislin plazemskih frakcij (mg/100g plazme) po 31-ih dneh
dodajanja formule z ali brez LCP

v

lipidov vsebovali PL (47 %), sledili so TG z 31 % in CE z 22 %. V skupini B so bile
mascobne kisline enakomerneje razporejene med PL (44 %) in TG (38 %), CE so
vsebovali 18 % mascobnih kislin. V skupini A je ostala omenjena razporeditev mascobnih
kislin bolj podobna izhodis¢ni (ob vkljucitvi v raziskavo) kot v skupini B. Razmerje
povprecne skupne vsebnosti LCP v PL : TG : CE je bilo 9,4 : 1 : 2,2 v skupini A 0z. 7,9 : 1
: 1,5 v skupini B. Po razporeditvi LCP med frakcijami lipidov se je skupina A po
enomesecnem dohranjevanju s F-LCP izenacila z razmerjem med frakcijami kontrolne
skupine C. Med LCP je v vseh treh frakcijah obeh proucevanih skupin po vsebnosti
prevladovala ARK (C20:4n-6), sledila ji je DHK (C22:6n-3). Vsebnosti obeh so opazno
nizje pri skupini B.

Povprecna skupna vsebnost vseh identificiranih mascobnih kislin po enomesecnem
dodajanju zacetne formule v PL se je v primerjavi z vsebnostjo ob vkljucitvi v raziskavo
zniZala za obe proucevani skupini ter se tako priblizala vrednostim kontrolne skupine. V
skupini A je znaSala 132,4 mg/100g plazme in v skupini B 128,6 mg/100g plazme.
Zanimivo opaZanje je, da se je skupna vsebnost mascob v TG ob koncu raziskave v
primerjavi z vkljucitvijo v raziskavo zviSala za 8,5 % v skupini A in celo za 38,5 % v
skupini B.

Povprecna skupna vsebnost @-3 LCP in w-6 LCP v PL je bila vi§ja v skupini A (7,6 in 21,5
mg/100g plazme) kot v skupini B (6,3 in 17,8 mg/100g plazme). Obema skupinama so se
skupne vsebnosti ®-3 LCP in ®-6 LCP v PL po enomese¢nem dodajanju zacetne formule v
primerjavi z vrednostmi ob vkljucitvi v raziskavo znizale. V skupini A se je vsebnost ®-3
LCP znizala za 13,5 % in vsebnost ®w-6 LCP za 16 %. Vsebnosti sta se tako priblizali
vrednostim kontrolne skupine. V skupini B se je vsebnost ®-3 LCP zniZala celo za 28 % in
vsebnost -6 LCP za 31 %. S tem sta vsebnosti padli pod vrednosti, ki so bile za ti dve
vsoti izmerjeni pri kontrolni skupini.
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4.4.2.2 Mascobno-kislinska sestava (ut. %) plazemskih frakcij

Med dojencki s FTT, ki so bili dohranjevani s F-LCP (skupina A) ali F (skupina B), ob
vkljucitvi v raziskavo ni bilo statisti¢no znacilnih razlik pri nobeni izmed 34-ih dolo¢anih
mascobnih kislin v nobeni izmed frakcij plazemskih lipidov. Po 31-ih dneh dohranjevanja
z zacCetno formulo sta se skupini statisticno razlikovali v Cl14:5n-1 (skupina A proti
skupina B; 0,06 proti 0,04 ut. %) in razmerju vsot ®-6/®-3 v TG (7,8 proti 9,9) (p < 0,001).
Slednjo razliko bi lahko pripisali bistveno visji vsebnosti masc¢obnih kislin (mg/100g
plazme) v TG skupine B. Vpliva Casa ali skupine, kot je prikazano v poglavju 4.4.3, s
statisticnimi metodami nismo dokazali.

Med mascobnimi kislinami PL so prevladovale palmitinska (C16:0), LK (C18:2n-6) in
stearinska (C18:0), sledili sta jim ARK (C20:4n-6) in OK (C18:1n-9). Skupaj so
predstavljale 80 % mascobnih kislin za obe proucevani skupini. Med mas¢obnimi
kislinami v TG je s 36,5 ut. % v skupini A in 39,2 ut. % v skupini B prevladovala OK
(C18:1n-9), sledili sta ji palmitinska (C16:0) in LK (C18:2n-6). Skupaj so predstavljale 79
% mascobnih kislin skupine A in 82 % skupine B. Med masc¢obnimi kislinami v CE je z
43,9 ut. % v skupini A in 43,0 ut. % v skupini B prevladovala LK (C18:2n-6). Sledili so ji
OK (C18:1n-9), palmitinska (C16:0) in ARK (C20:4n-6). Skupaj so predstavljale 90 %
mascobnih kislin CE za obe proucevani skupini.

V vseh treh frakcijah skupine B so bile vrednosti ut. % ®-3 LCP in -6 LCP niZje kot v
skupini A, vendar razlike niso bile statisticno znacilne. Med ®-3 LCP obeh skupin je
prevladovala DHK (C22:6n-3) in med w-6 LCP ARK (C20:4n-6).

4.4.3 Vpliv ¢asa in prehrane na mascobno-Kislinsko sestavo plazme dojenckov

Sprememba v odstotku ARK, DHK, ®-3 LCP in ®-6 LCP v vseh treh frakcijah med prvim
in zadnjim dnem raziskave z dodajanjem F-LCP ali F dojenckom s FTT je nazorno
prikazana na slikah 9 in 10. Sliki sta bili predstavljeni na postrski predstavitvi kongresa v
Dresden-u, katerega povzetek je objavljen (Sedej in sod., 2006).

V preglednici 12 so prikazane razlike v LCP statusu dojenc¢kov s FTT po 31-dnevnem
dodajanju F-LCP ali F. LCP status kaZe na statisti¢no zelo visoko znacilno zniZanje ut. %
ARK, DHK, ®-3 LCP in w-6 LCP tekom raziskave v PL in TG kot tudi ozZje razmerje ®-3
LCP/w-6 LCP v TG (p < 0,01). Pri tem je bilo statisticno zelo visoko znacilno zniZanje
ARK in statisticno znacilno zniZanje ®w-6 LCP v PL manjSe v skupini A kot v skupini B.
Tako ucinek Casa kot uCinek skupine v CE nista vidna. Razlik kot rezultat interakcije
skupine in ¢asa ni bilo v nobeni izmed LCP masc¢obnih kislin.
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Za statisti¢no analizo je bil uporabljen meSani model dvosmerne analize variance (two-way mixed
ANOVA); cas je bil (1. in 31. dan) znotrajskupinski dejavnik (a), skupina (A, B) pa medskupinski

dejavnik (b).

Slika 9: Odstotek DHK in ®-3 LCP (ut. %) v plazemskih PL, TG in CE pri dojenckih s FTT (povprecje +

S0)

Figure 9: Docosahexaenoic acid and -3 LCP levels (g/100g of total fatty acids; % wt/wt) of plasma PL, TG

and CE in infants with FTT (mean + standard deviation)
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Za statisti¢no analizo je bil uporabljen meSani model dvosmerne analize variance (two-way mixed
ANOVA); cas je bil (1. in 31. dan) znotrajskupinski dejavnik (a), skupina (A, B) pa medskupinski
dejavnik (b).

Slika 10: Odstotek ARK in -6 LCP (ut. %) v plazemskih PL, TG in CE pri dojenckih s FTT (povprecje +
SO)

Figure 10: Arachidonic acid and -6 LCP levels (g/100g of total fatty acids; % wt/wt) of plasma PL, TG and
CE in infants with FTT (mean + standard deviation)

Preglednica 12: Razlike v LCP statusu dojenc¢kov s FTT po 31-ih dneh dodajanja zacetne formule z ali brez
LCP (P vrednosti)

Table 12: Differences in LCP status of malnourished infants after 31 days of additional formula milk feeding
with or without LCP (P values)

razlika (p vrednosti®)

PL TG CE

LCP status Peas Pskupina Pinterakcija Peas Pskupina Pinterakcija Peas Pskupina Pinterakciia
ARK <0,001 <0,001 0,025 <0,001 0,053 0,465 0,221 0,142 0,068
DHK <0,001 0,037 0,078 <0,001 0,266 0,733 0,717 0,111 0,058
> ©-3LCP | <0,001 0,071 0,036 <0,001 0,311 0,538 0,929 0,102 0,085
> -6 LCP | <0,001 0,016 0,024 <0,001 0,242 0,426 0,256 0,206 0,074
> -3 LCP/

S -6 LCP 0,469 0,615 0,415 0,006 0,246 0,800 0,449 0,316 0,378

* — txo-way mixed ANOVA; p < 0,0167 (p < 0,05/3) smo $teli za statistiéno znacilne, saj smo upostevali
Bonferronijevo korekcijo za 3 istovrstna testiranja, ker smo analizo ponovili za vsako frakcijo posebe;j
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45 POVEZAVE

4.5.1 Povezava med prehrano in antropometri¢énimi merami dojenckov

Telesna teza sedmih dojenckov s PSDy9_3; > 90 se je v povprecju povecala za 900 + 255
g/mesec, kar je manj kot povprecni porast telesne teZe cele skupine dojenckov s FTT (p <
0,05). NajmanjsSe povecanje telesne teze smo opazili pri tistih Stirih dojenckih, ki so bili ob
koncu raziskave izkljuéno dojeni (PSDjo—3; = 100, slika 11). PSDyg_3; je bil v obratnem
sorazmerju s pridobivanjem telesne teZe, izrazenim kot razlika v Stevilu standardnih
odklonov od povprecja (A SOP) teze za starost (r = 0,693, p <0,001, slika 11). Vecji PSD
je prispeval k pocasnejSemu pridobivanju telesne teZe, medtem ko je vecji odstotek zauzite
zacetne formule (niZji PSD) vodil k boljSemu pridobivanju telesne teze.

Pri dvajsetih od 29 dojenckov s FTT (71 %) smo v mesecu dni opazili zadovoljivo
povecanje telesne teze v viSini najmanj 0,5 SOP teZe za starost, med njimi jih je 15
ohranilo dojenje s PSDy9 3; = 11-90, pet pa jih je bilo hranjenih izklju¢no z zacetno
formulo (PSD29_31 = 0)

V prispevku Sedej in sod. (2009) smo dolocili dve merili uspeSnosti enomese¢nega
prehranskega ukrepanja:
1. ohranjanje dojenja (PSDy9_3; > 0):
25 od 31 dojenckov (81 %) se je ob koncu raziskave Se vedno dojilo in
2. A SOP teZe za starost > 0,5/mesec:
21 od 29 dojenckov s FTT je zadovoljivo povecalo telesno tezo (72 %).
Popoln uspeh prehranskega ukrepanja (PSD2g 31> 0 in A SOP teZe za starost > 0,5/mesec)
je bil dosezen pri 15 od 29 dojenckov (52 %). Le-ti so ustrezno nadoknadili merjeni
parmeter rasti in hkrati ohranili dojenje. Najslabsi uspeh prehranskega ukrepanja so imeli
dojencki s PSDy9_3; > 90, saj jih 6 od 7 ni uspelo zadostiti obema kriterijema uspeSnosti
prehranskega ukrepanja.

Odstotek dojenckov, ki so uspeSno napredovali na telesni tezi, se med skupinama
dojenckov, tistih, pri katerih smo ohranili dojenje (PSDy9_3; > 0) in tistih, pri katerih se je
dojenje opustilo (PSDy9_3; = 0), statisti¢no ne razlikuje (Fisher’s exact test; p = 0,281,
preglednica 13).

Preglednica 13: Uspeh prehranskega ukrepanja z vidika napredovanja na telesni teZi in ohranjanja dojenja pri
dojenckih s FTT

Table 13: Success of nutritional intervention with regard to the defined criteria of catch up growth and
continued breastfeeding in infants with FTT

Stevilo dojenckov
A SOP > 0,5 A SOP <0,5 uspeh (%)
PSD29,31 = 0 5 O 100
PSD5y_3,>0 15 8 65
skupno Stevilo
dojenckov (n°) 20 8

PSD,y_3; — prispevek dojenja k celotnemu vnosu mleka v zadnjih treh dneh raziskave; © zaradi prepozno
izvedenih meritev teze in prehranskega vnosa v zadnjih treh dneh (ob strarosti 42 dni) pridobljenih podatkov
v izra¢unih nismo mogli upostevati, Ceprav je bila dojencica dojena in je ustrezno napredovala na telesni teZi
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Povecanje telesne teze (g/31 dni) je bilo v povezavi s celotnim dnevnim energijskim
vnosom (kJ/kg) (r = 0,45, p < 0,01) in z dnevnim energijskim vnosom (kJ/kg) iz zacetne
formule (r = 0,55, p < 0,01). Energijske potrebe dojenckov s FTT za dosego optimalne rasti
smo s sodelavci na projektu podrobneje predstavili v prispevku Sedej in sod. (2004).

251

201

R’=048
p<0,001

A SOP teza za starost

-0,51
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Slika 11: Povezava med razliko v Stevilu standardnih odklonov od povprec¢ja (SOP) teZe za starost (dan 31 —
dan 1) in PSD (%) v zadnjih treh dneh raziskave pri 29 dojenckih s FTT (Sedej in sod., 2009)

Figure 11: Correlation between difference in weight-for-age standards deviation scores (study day 31 — study
day 1) and CBF (%) during the last three days of the study in 29 infants with FTT (Sedej et al., 2009)

4.5.2 Povezava med prehrano in masc¢obno-kislinsko sestavo plazme dojenc¢kov

Z izratunom Pearsonovega korelacijskega koeficienta smo iskali znacilne povezave med
razliko v koli¢ini zauzite ARK (C20:4n-6), DHK (C22:3n-6), ®-3 LCP in -6 LCP (mg/
dan) tekom zadnjih in prvih treh dni raziskave (danyg_3; — dan;_3) ter razliko v koncentraciji
istih parametrov v posameznih frakcijah plazemskih lipidov (mg/100 g plazme; dan 31 —
dan 1). Razlika v koli¢ini zauzite DHK (mg/dan) dojenckov skupine A je bila v pozitivni
povezavi z razliko v vsebnosti DHK (mg/100 g plazme) v PL (r =0,51; p < 0,01, slika 12).

Pozitiven trend smo nasli tudi med razliko v koli¢ini zauzite DHK in razliko v vsebnosti
DHK v CE ter med razliko v koli¢ini zauzite ARK in razliko v vsebnosti ARK v CE v
skupini B, vendar povezavi nista bili statisticno znacilni.
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Slika 12: Povezava med razliko v koli¢ini zauzite DHK (mg/dan) in razliko v vsebnosti DHK v PL frakciji

plazemskih lipidov (mg/100g plazme) dojenckov skupine A tekom raziskave
Figure 12: Correlation between difference in daily docosahexaenoic acid intake within 31 days (mg) and
difference in wt. % of docosahexaenoic acid in PL (study day 31 — study day 1) in with LCP supplemented

group of infants with FTT
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Predstavljena raziskava je prva, ki obravnava donoSene, dojene dojencke s FI'T po uvedbi
dvovrstnega hranjenja. Izhaja iz primerov, ki jih Se vedno srecujemo v klini¢ni praksi. Del
nadaljnje vsebine o dnevnem energijskem vnosu, porastu telesne teZe in uspehu prehranskega
ukrepanja je prirejen in dopolnjen po predhodnih objavah (Sedej in sod., 2004; Sedej in sod.,
2009).

5.1 USPEH PREHRANSKEGA UKREPANJA

Koli¢ina zauZzitega mleka

Izmerjen vnos zauZzitega humanega mleka dojenckov s FTT 471 + 181 g/dan ob vkljucitvi v
raziskavo je bil bistveno niZji kot je pri¢akovan vnos za starost (vsaj 650 g/dan ali vec)
(Jensen, 1996; Referen¢ne vrednosti za vnos hranil, 2004). Celotna koli¢ina zauZitega mleka
je Ze v prvih treh dneh raziskave znacilno porasla na 755 + 144 ml/dan. Sklepamo lahko, da je
bilo neustrezno napredovanje na telesni tezi pogojeno s premajhno koli¢ino humanega mleka
zaradi hipogalaktije mater.

Koli¢ina zauZzitega humanega mleka dojenckov s FTT se je tekom raziskave zmanjSala za
priblizno 20 %, medtem ko se je koliina zauZite zacetne formule skoraj podvojila. Butte in
sod. (2000) so proucevali vpliv kvalitativnih in kvantitativnih razlik med vnosom hranil na
parametre rasti in sestavo telesa zdravih donoSenih dojenckov v prvih dveh letih Zivljenja, ki
so bili dojeni ali hranjeni s formulo. Med svojimi izsledki so porocali tudi o koli¢inah
zauZitega humanega mleka polno dojenih dojenckov (decki: 814 + 177 g/dan in deklice 715 +
111 g/dan) kot tudi o koli¢inah zauzite formule pri dojenckih, hranjenih izklju¢no s formulo
(decki: 867 £ 159 g/dan in deklice 809 + 123 g/dan), v starosti treh mesecev. V drugi raziskavi
so Butte in sod. (1992) ugotavljali, ali lahko slabSe napredovanje v parametrih rasti dojenckov
s podezelja Mehike pripiSejo nezadostnemu vnosu humanega mleka. Ugotovili so, da so
dojencki v starosti 4 mesece v povpre€ju zauzili 885 + 145 g/dan, kar je primerljivo s
koli¢inami, ki jih v enaki starosti zauZijejo dojencki razvitejSih okoljih (711-856 g/dan).
Koli¢ina zauzZitega mleka je bila v pozitivni povezavi s teZo, dnevni energijski vnos ni bil
prepoznan kot omejevalni dejavnik merjenega parametra rasti. O manjsi koliCini zauZitega
humanega mleka (479-619 g/dan) porocajo iz manj razvitih okolij Kenije, Indije in Mehike
(WHO, 1985b). Nasi dojencki so v starosti 1,87 + 1,70 mesecev skupno (humano mleko +
zacetna formula) zauzili 755 + 144 g mleka/dan in v starosti 2,47 £+ 0,59 mesecev 856 + 181g
mleka/dan. Omenjen vnos je primerljiv s povpre¢nimi koli¢inami za zdravega donoSenega
dojencka enake starosti iz razvitejSih okolij (Koletzko in sod., 1992; Butte in sod., 2000;
Referen¢ne vrednosti za vnos hranil, 2004).

Prehranski vnos LCP

Prehranski vnos LCP dojenckov v nasi raziskavi je bil odvisen od koli¢ine LCP, zauzitih s
humanim mlekom, ter od koli¢ine LCP, zauZitih z dodano zacletno formulo. Referencne
vrednosti za dojencke priporocajo vnos skupnih in esencialnih mascob (t. j. 4 % energije za
LK in 0,5 % energije za ALK) ter razmerje med esencialnima mascobnima kislinama (LK :
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ALK =5 : 1) (Referenc¢ne vrednosti za vnos hranil, 2004). Priporocila za koli¢inski vnos LCP
v priporocilih za prehrano dojenc¢kov nismo nasli. Koletzko in sod. (1992) so izracunali, da
polno dojen dojencek ob dnevni koli¢ini 750 ml popitega materinega mleka s povprecno
vsebnostjo 40 g mascob/l zauZije priblizno 3,0-4,5 g LK/dan (Koletzko in sod., 1992). Za
oceno povprecne dnevno zauZzite koli¢ine LK, ALK, ARK in DHK v svetu smo podobno kot
Koletzko in sod., (1992) uporabili podatke:

- 0 povprecni vsebnosti mas¢ob v humanem mleku (3,8-3,9 g/100ml; Koletzko in sod.,
2001a),

- 0 povprecni dnevno popiti koli¢ini humanega mleka ob predpostavki, da je dojenc¢kek polno
dojen (750 ml; Jensen, 1996; Referencne vrednosti za vnos hranil, 2004) ter

- 0 povprecnih uteznih odstotkih posameznih maScobnih kislin v humanem mleku mater, ki
uzivajo t. i. "zahodni tip prehrane" (10-17 ut. % LK, 0,8-1,4 ut. % ALK, 0,3-0,7 ut. % ARK,
in 0,1-0,5 ut. % DHK; Innis, 2003).

Ob upostevanju zgornjih kriterijev smo izraCunali, da polno dojen dojencek dnevno zauZije
priblizno 2,949 g LK, 230404 mg ALK; 87-202 mg ARK ter 29-134 mg DHK (v
nadaljevanju jih imenujemo ocenjene vrednosti).

Dojencki, vkljuCeni v naSo raziskavo, so tako prve kot tudi zadnje tri dni raziskave v
povprecju zauzili 1,7- do 3,7-krat ve¢ LK kot jih po nasSi in Koletzko-vi oceni v povprecju
zauzije polno dojen dojencek. To lahko pripiSemo visokemu uteZznemu odstotku LK v
humanem mleku kot tudi v zauzitih zacetnih formulah. Tudi prehranski vnos ALK je tekom
raziskave, zlasti v zadnjih treh dneh, v obeh skupinah tudi za 4,5-krat (skupina B) presegel
ocenjene vrednosti povprecno dnevno zauzite kolicine ALK v zahodnih drzavah.
Najverjetnejsi razlog za visok vnos ALK v skupini B, ki smo ji dodajali F, je visji odstotek
ALK, prisotne v F.

Prehranski vnos ARK je bil v prvih in v zadnjih treh dneh v skupini A vi§ji od ocenjene
vrednosti, vendar niZji od povpre¢ne ocenjene vrednosti v prvih treh dneh raziskave v skupini
B. V zadnjih treh dneh raziskave je v skupini B padel celo pod spodnjo mejo ocenjene
vrednosti dnevno povpre¢no zauzite ARK, kar je odraz dodajanja formule brez LCP (F).
Prehranski vnos DHK je bil v obmocju ocenjenih vrednosti povprecno dnevno zauzite DHK.
V skupini A je bil v zadnjih treh dneh vi§ji od zgornje meje ocenjenih vrednosti, kar je odraz
dodajanja formule, obogatene z LCP. Omenjena primerjava je pokazala, da ima dohranjevanje
z zacetno formulo z LCP pri dojenckih na dvovrstnem hranjenju pomembno vlogo pri
doseganju obmocij prehranskega vnosa LCP, kot ga imajo polno dojeni dojencki.

Dnevni energijski vnos

Povpre¢ni dnevni energijski vnos v nasi raziskavi je bil 587 + 115 kJ/kg (140 + 27 kcal/kg)
tekom prvih treh dni in 501 + 99 kJ/kg (120 + 24 kcal/kg) tekom zadnjih treh dni, kar
predstavlja 134 % (dnevi 1-3) in 115 % (dnevi 29-31) priporoCenega energijskega vnosa za
zdrave dojencke za njithovo normalno, ne dejansko, telesno teZo (starost 1-4 mesece;
upostevajo¢ spol) (Referencne vrednosti za vnos hranil, 2004). NaSi rezultati so v skladu z
oceno energijskega vnosa za podhranjene otroke po MacLeanovi in sod. (1980), ki jo
priporocajo za »dohitevalno rast«. V zadnjih letih je bilo predlagano, da je bolj ustrezen izraz
»pospeSevalna rast« (Singhal in Lucas, 2004). V primerjavi s formulo MacLeanove in sod.
(1980), ki so obravnavali otroke z beljakovinsko in energijsko podhranjenostjo marazmus in
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kvasiorkor v deZelah v razvoju, so nasi dojencki v prvih treh dneh zauzili v povprec¢ju 102 %,
v zadnjih treh dneh pa 88 % ocenjenih energijskih potreb za dosego pospeSevalne rasti. V
primerjavi s formulo Claybour in Hampsey (2008), ki upoSteva referencne vrednosti za zdrave
otroke, so nasi dojencki tekom celega meseca v povpre¢ju zauzili 97 % ocenjenih energijskih
potreb. Krugman in Dubowitz (2003) sta priporocila, naj bi dojencki s FTT zauZili okoli 150
% priporoCenega dnevnega energijskega vnosa za njihovo pri¢akovano, ne dejansko, tezo za
starost. S tem priporocilom se ne strinjamo in menimo, da je previsoko. Iz naSih rezultatov
lahko domnevamo, da je dodajanje zaCetne formule zadostno pokrilo dnevne energijske
potrebe za zacetno pospeSevalno rast kot tudi kasnejSe visje energijske potrebe. To se odraza v
zadovoljivem povecanju telesne teze (A SOP teze za starost > 0,5/mesec) pri 21 od 29
dojenckov s FTT (72 %). Prehitro pridobivanje na telesni tezi ni zaZeleno, saj vodi pretezno v
nalaganje maScobnega tkiva in ne puste miSi¢ne mase. Naslednja pomembna skrb je povecano
tveganje za sréno-Zilne bolezni v odrasli dobi kot posledica prehitre rasti v prvih mesecih
zivljenja (Singhal in Lucas, 2004; Singhal in sod., 2004). PospeSevanje rasti pri otrocih je
povezano s kasnejSo rezistenco na inzulin, debelostjo in sréno-Zilnimi obolenji. Najbol]
kriticno obdobje za pospeSevanje rasti so prav prvi meseci Zivljenja, kar je povezano s
poviSano koncentracijo inzulina pri dojenckih, majhnih za gestacijsko starost, debelostjo v
energijski vnos pri hudo podhranjenih otrocih, ki so v ¢asu okrevanja uzivali hrano po volji, je
za kratek Cas dosegel celo 219 kcal/kg/dan (Prentice in Paul, 2000). Pri dojenckih v nasi
raziskavi tudi v prvih treh dneh podobnega energijskega vnosa ni bilo, kar kaZe, da v naSem
okolju ne gre za hujSe oblike podhranjenosti.

Porast telesne teze

Edina konkretna ocena hitrosti pridobivanja telesne teze po uvedbi zacetnih mlek pri dojenih
dojenckih s premajhno telesno tezo, ki smo jo nasli v literaturi, je bila ocena Neifertove
(2001), nikjer pa nismo zasledili raziskave o trendu dojenja po uvedbi zacetnih formul
dojenckom s FTT ali podhranjenim dojenc¢kom. Dojeni dojencki s FTT so po 31-ih dneh
dodajanja zacetne mlecne formule v povprecju pridobili 1282 + 355 g (480-1890 g). Po zgoraj
omenjeni oceni naj bi le-ti v 31-ih dneh pridobili 952-1064 g (priCakovana zacetna
pospesevalna rast (3x56 g/dan ali 7x56 g/dan) + vzdrZevalna rast (28x28 g/dan ali 24x28
g/dan), Ce predpostavimo, da pospeSevalna rast traja 3 do 7 dni). Dvaindvajset izmed 30
dojenckov s FTT je telesno teZo povecalo skladno ali celo nad priporoenim porastom telesne
teze po Neifert (2001). Sedem izmed 30 jih je pridobilo ve¢, kot je pricakovano pri zdravih
dojenckih z normalnim napredovanjem na telesni tezi, t. j. 600g/mesec (Kliegman in sod.,
2011), in enako ali malo pod spodnjo mejo po Neifertovi (2001) priporocenih 952 g/mesec
(pridobili so 840-950 g). Le en dojencek po mesecu dni prehranskega ukrepanja ni dosegel
pospesevalne rasti (pridobil je le 480g v 31-ih dneh), saj je mati Ze osem dni po uvedbi zaCetne
formule kljub zdravniSkemu nasvetu prenehala z dodajanjem.

Popoln uspeh prehranskega ukrepanja
Popoln uspeh prehranskega ukrepanja je bil dosezen pri dojenckih, ki so ustrezno nadoknadili
rast (A SOP teZze za starost > 0,5/mesec) in hkrati ohranili dojenje (PSD29_3; > 0). Popoln
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uspeh prehranskega ukrepanja, kot smo si ga zadali s soavtorji, je bil doseZen pri 15 od 29
dojenckov (52 %). Po naSih kriterijih uspeSnosti prehranskega ukrepanja so imeli najslabsi
uspeh dojencki s PSDyg 3; > 90, saj jih 6 od 7 ni uspelo zadostiti obema kriterijema. Kljub
temu bi izpostavili skupino 9 mater, ki so v prvih treh dneh raziskave pretezno dojile (PSD;_3
> 75). Kar pri 7 od 9 mater je PSDyg 3; v primerjavi s PSD;_3 celo porasel za skoraj 10 %,
kljub dodajanju zaetne formule. Dojencki teh mater so v povprec¢ju pridobili 900 + 255
g/mesec, kar je malo pod priporoc¢ilom Neifertove (2001). Ti spodbudni rezultati bi lahko
omilili strahove, razSirjene med starSi in zdravstvenimi delavci, da uvedba formule za
dojencke ogrozi uspesnost dojenja. Ohranjanje dojenja, kljub potrebnemu dodajanju zacetne
formule, smo dosegli pri 81 % dojenckov, med njimi je dobra polovica dojenckov dosegla
popoln uspeh prehranskega ukrepanja. Po naSih izsledkih je ohranjanje dojenja ob soCasnem
dodajanju zacetne formule mozno in uspesno. Polno dojenje dojenc¢kov s FTT za vsako ceno
je potem, ko so bile iz€rpane Ze vse strategije za podporo dojenju, lahko tudi nevarno.

Vpliv prehranskega ukrepanja na parametre rasti

Pric¢akovano so se po enomesecnem dodajanju zafetne formule povecali vsi merjeni parametri
rasti: telesna teza, dolZina in obseg glave. Vrsta zauZite zacetne formule (F ali F-LCP) ni
vplivala na parametre rasti dojen¢kov s FTT. Zgolj ena izmed mnogih raziskav je ugotovila
slabSe pridobivanje na telesni tezi po hranjenju s formulo z visoko vsebnostjo ALK (®-3),
vendar le ob meritvi v Cetrtem mesecu starosti in ne kasneje (Fleith in Clandinin, 2005).
Mnoge raziskave so podobno kot naSa primerjale parametre rasti donoSenih dojenckov,
hranjenih s F-LCP (v kateri so bile prisotne tako ®-3 kot tudi ®-6 maScobne kisline) ali s F
(Makrides in sod., 1995; Auestad in sod., 1997; Jgrgensen in sod., 1998; Birch in sod., 1998;
Lucas in sod., 1999; Makrides in sod., 1999; Auestad in sod., 2001). Ne glede na razli¢na
razmerja ®-3 LCP in -6 LCP ter razli¢ne vire LCP, ki so bile v F-LCP, niso v prav nobeni
izmed raziskav naSli vpliva prehrane na parametre rasti. Parametri rast so bili podobni v
razli¢nih ¢asovnih toCkah meritev do najve¢ drugega leta starosti. Vecina raziskav ni bila
nacrtovana posebej za spremljanje vpliva prehrane na parametre rasti. Obi¢ajno so le-ti, tako
kot v nasi raziskavi, predstavljeni kot antropometri¢ni del niza ostalih proucevanih podatkov.

Nepricakovano smo ugotovili visoko znacilno razliko v pove€anju obsega glave za starost kot
rezultat interakcije skupine in ¢asa (p < 0,015), ¢esar v okviru te raziskave ni mogoce razloziti,
saj raziskava ni bila nacrtovana v tej smeri. Dojenckom skupine B se je obseg glave tekom
raziskave povecal bolj kot dojenckom skupine A; za 0,04 SOP obsega glave za starost oz. 0,54
cm). Omenjena razlika bi lahko bila tudi posledica napak pri meritvah, saj je bilo izmerjeno
povecanje v obsegu glave v Sirokem obmocju 1 do 5 cm, tudi SD je bil niZji v skupini A kot v
skupini B (0,7 proti 1,0). Obseg glave dojenckov s FTT (skupina A in skupina B skupaj) se je
v povpreCju tekom enomesecCne raziskave povecal za 2,2 + 0,9 cm, kar je ve¢ kot je
priporoceno za zdrave dojencke. Obseg glave odraZza rast moZzgan in naj bi se v prvih treh
mesecih povecal za 2 cm/mesec (Kliegman in sod., 2011). Povecanje obsega glave pri
dojenckih s FTT lahko odraZa hitrejSo rast glave po prehranskem ukrepanju, vendar zgolj to
opaZzanje ni dovolj, da bi lahko prehrano dojenckov povezovali z razvojem mozgan. Donma in
Donma (1999) sta proucevala vpliv razliénih vrst prehrane na obseg glave zdravih
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novorojenckov. Ob starosti mesec dni sta ugotovila vecji obseg glave pri polno dojenih
dojenckih kot pri dojenckih, ki so bili hranjeni dvovrstno ali pa hranjeni le z zacetno formulo.
V drugi raziskavi so Lucas in sod. (1997) proucevali donosene dojencke, rojene majhne za
gestacijsko starost. Ugotovili so, da so polno dojeni dojencki hitreje napredovali na telesni tezi
ter imeli vecji obseg glave v 3. mesecu starosti kot dojencki, ki so bili hranjeni s standardno
zacetno formulo. SDS obsega glave za starost je bil po treh mesecih dojenja za 0,53 visji kot
ob rojstvu. V nasi raziskavi pa se je SDS obsega glave za starost po enomeseCnem dodajanju
zaCetne formule povecal za 0,67. Ti raziskavi namigujeta, da bi dojenje pri dojenckih v
zgodnjem obdobju po rojstvu lahko spodbujalo hitrejSo rast obsega glave. Podatkov o tem,
kakSna naj bi bila pospeSevalna rast obsega glave pri dojenckih s FTT ali podhranjenih
dojenckih nismo nasli. Dobljene rezultate bi bilo zanimivo nadgraditi s sledenjem in
nevroloSkimi meritvami vseh dojenckov, ki so zakljucili raziskavo (skupine A, B in C).
Omejitev te raziskave je, da ni bila naCrtovana v smeri kontinuiranega spremljanja nevroloskih
parametrov in da so sedaj dojencki stari Ze od 7 do 11 let.

5.2 VSEBNOST MASCOB IN MASCOBNO-KISLINSKA SESTAVA ZRELEGA
HUMANEGA MLEKA

5.2.1 Vsebnost mascéob

Povprecna vsebnost mascob v zrelem humanem mleku znasa v povprecju okrog 3,8-3,9 g/100
ml. Vecji del mas¢ob humanega mleka izhaja iz prehrane matere in njenih mascobnih rezerv.
Del masc¢ob nastane v mle¢ni Zlezi z endogeno sintezo iz glukoze (Koletzko in sod., 2001b).
Vsebnost maS¢ob v zrelem humanem mleku slovenskih doje¢ih mamic je primerljiva z
vsebnostjo mascob, ki jo navajajo v literaturi. V naSi raziskavi nismo nasli neposredne
povezave med vnosom masc¢ob dojecih mater v krajsSem casovnem obdobju (sedem dni) in
deleZem mas¢ob v materinem mleku (Sirca Campa in sod., 2005).

5.2.2 Veckrat nenasi¢ene mascéobne Kisline v zrelem humanem mleku

Zaradi specificnosti izbora mater v skupino AB smo za primerjavo masc¢obno-kislinske
sestave lipidov zrelega humanega mleka z rezultati evropskih drZzav uporabili kontrolno
skupino naSe raziskave (skupino C). V primerjavi (preglednica 14) smo uporabili pregledno
raziskavo Koletzkega in sod. (1992), v kateri je podana ocena mascobno-kislinske sestave
zrelega materinega mleka 14-ih raziskav devetih evropskih drzav, in 14-ih raziskav novejSega
datuma prav tako opravljenih v devetih evropskih drzavah (de la Presa-Owens in sod., 1996;
Genzel-Boroviczeny in sod., 1997; Pugo-Gunsam in sod., 1999; Fidler in sod., 2000b;
Marangoni in sod., 2000; Xiang in sod., 2000; Jgrgensen in sod., 2001; Marangoni in sod.,
2002; Smit in sod., 2002; Minda in sod., 2004; Kovacs in sod., 2005; Sala-Vila in sod., 2005;
Yuhas in sod., 2005; Molt6-Puigmarti in sod., 2011). V vseh citiranih ¢lankih so analizirali
mascobno-kislinsko sestavo skupnih lipidov humanega mleka, izjema sta bili raziskavi Sala-
Vila in sod. (2005) in Yuhas in sod. (2006), kjer so rezultate prikazali kot maS¢obno-kislinsko
sestavo trigliceridov. Trigliceridi predstavljajo ve¢ kot 98 % skupnih lipidov humanega mleka,
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zato se mascobno-kislinska sestava trigliceridov le malo razlikuje od mascobno-kislinske
sestave lipidov humanega mleka (Jensen, 1996; Koletzko in sod., 2001b; Fidler Mis, 2004). V
lipidih humanega mleka so nasli 199 razli¢nih maScobnih kislin, od tega 7 masScobnih kislin v
koli¢ini > 1 ut. %, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C18:1 (n-9c+t, ter n-7) in C18:2n-6 (c+t)
(Jensen, 1996). V nasi raziskavi sta bili v ut. % > 1 poleg navedenih prisotni Se C16:1n-7 in
C18:3n-3. Slednji vi§ji odstotek maScobne kisline bi lahko bil odraz spremenjene prehrane
(vecjega vnosa hrane rastlinskega izvora) v zadnjih dvajsetih letih.

Primerjani rezultati so bili pridobljeni v razlinih analitskih pogojih. Rezultati zadnje
raziskave humanega mleka (Molt6-Puigmarti in sod., 2011) podajajo rezultate tudi za cis in
trans izomere LK kot tudi za konjugirano LK v obeh izomerah loCeno, v vseh preteklih
raziskavah so rezultati za te masSCobne kisline podani skupaj. V Evropi obSirne raziskave
sestave humanega mleka, kjer bi bila primerjava neodvisna od metodoloskih sprememb, po
podatkih iz literature ni zaslediti. ObSirno raziskavo, kjer so bili vsi rezultati pridobljeni pod
enakimi analitskimi pogoji, je objavil Yuhas in sod. (2004). Proucevali so 440 vzorcev
humanega mleka iz devetih razli¢nih svetovnih regij: Azije, Avstralije, Evrope, Severne in
JuZne Amerike.

Pretekle raziskave so pokazale regionalne razlike v mascobno-kislinski sestavi zrelega
humanega mleka v Spaniji (de la Presa-Owens in sod., 1996), Franciji (Yuhas in sod., 2006) in
Kitajski (Ruan in sod., 1995). Nanje je opozorila tudi prva raziskava o sestavi kolostruma v
Sloveniji (Fidler Mis in sod., 2001; Fidler Mis, 1997). Sestava je odvisna tudi od pretekle in
sedanje prehrane matere (Sauerwald in sod., 2001; Koletzko in Rodriguez-Palmero, 1999).
Zadnja epidemioloska raziskava o prehrani v Sloveniji poro¢a o razlikah v prehranjevalnih
navadah med razli¢nimi regijami (Gabrijel¢i¢ Blenkus in sod., 2009). Nas raziskovalni vzorec
je zajemal le pare dojencek — mati iz osrednje slovenske regije, saj dolocitev regionalnih razlik
v sestavi zrelega humanega mleka ni bila predmet nase raziskave.
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Preglednica 14: Odstotek veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin v vzorcih zrelega humanega mleka iz
Slovenije in drugih evropskih drzav

Table 14: Polyunsaturated fatty acids in samples of mature human milk from Slovenia and different
European countries (wt. %)

Genzel-
Koletzko | dela Presa- | Boroviczeny Fidler in Marangoni
nasa in sod. Owens in in sod. Pugo-Gunsam sod. in sod. Xiang in sod.
raziskava (1992) sod. (1996) (1997) in sod. (1999) | (2000b) (2000) (2000)
9
evropskih 5 .
drzava Slovenija drzav!l Spanija Nemcija Francija Nemcija Italija Svedska
dojencki z
normalnim . .
. . 14 matere iz vsejede
posebnosti napredovanj . .. A
.| raziskav dveh regij matere
em na telesni
teZi
starost (dni) 28 — 107 12 - 240 20 - 30 30 42 120 90 30
n 41 mater 329 mater | 40 mater 57 mater 15 mater 5 mater 10 mater 19 mater
mascobne o o B o
kisline X SO | mediana mediana mediana X SNP | mediana X SO X SNP
druZina ®-6
C18:2n-6 (c+t) | 16,15 3,38 11,00 12,02 11,33 11,81 0,86 8,69 12,08 2,07 | 10,29 0,51
C18:3n-6 0,14 0,05 - - 0,18 0,06 0,01 0,18 0,12 0,03 | 0,16 0,03
C20:2n-6 0,38 0,08 0,30 0,41 0,30 021 0,02 0,21 0,30 0,19 [ 0,28 0,01
C20:3n-6 0,39 0,08 0,30 0,50 0,38 0,25 0,01 0,33 0,40 0,07 | 0,37 0,02
C20:4n-6 0,50 0,10 0,50 0,50 0,45 024 0,02 0,47 0,54 0,09 | 042 0,02
C22:2n-6 0,04 0,02 - - - - 0,05 - -
C22:4n-6 0,13 0,03 0,10 0,17 0,08 0,07 0,02 0,10 0,09 0,03 -
druZina ®-3
C18:3n-3 1,15 0,33 0,90 0,78 0,90 0,55 0,06 0,57 0,73 038 | 1,25 0,08
C20:3n-3 0,05 0,01 - - 0,05 0,02 0,00 0,05 - 0,05 0,01
C20:5n-3 0,09 0,05 0,20 0,14 0,05 0,03 0,01 0,07 0,06 0,02 | 0,06 0,01
C22:5n-3 0,20 0,06 0,20 0,12 0,15 0,07 0,00 0,17 0,12 0,06 -
C22:6n-3 0,26 0,21 0,30 0,34 0,23 0,14 0,01 0,28 0,25 0,07 | 028 0,02
vsote in razmerja mas¢obnih kislin
NMK 40,94 4,92 45,20 41,09 44,30 48,23 1,32 45,60 38,89 4,17 | 4294 0,53
ENMK 39,25 391 38,80 41,97 31,50 36,78 0,77 41,00 46,38 3,90 | 43,74 0,62
VNMK 19,80 3,48 13,60 15,23 14,10° 13,69 11,20 14,73 2,20 | 13,31 0,60
> ®-3 LCP 0,60 0,30 0,60 0,64 0,48 0,28 0,02 0,52 0,43" 0,39"
> -6 LCP 1,44 022 1,20 1,60 1,28 0,70 0,28 1,15 1,30% 1,32°
Z -6 LCP/ a a
S ©-3LCP 2,66 0,68 2,70 2,51 2,58 2,62 0,15 2,21 3,20 352 031
Claard lisar ser| 1210 13,73 1259 | 2377 199 1524° [1654° 8,62 047

* — vrednost je izraCunana iz podatkov izvirnega ¢lanka
A _ placebo skupina ob vkljugitvi v raziskavo o dodajanju enoceli¢nih olj v prehrano mater
m_ Slovaska, gpanija, Madzarska, Nemcija, Anglija, Finska, Poljska, Svedska, Danska
»se nadaljuje«
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Nadaljevanje preglednice 14: Odstotek veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin v vzorcih zrelega humanega

mleka iz Slovenije in drugih evropskih drzav

Continuation of the table 14: Polyunsaturated fatty acids in samples of mature human milk from Slovenia
and different European countries (wt. %)

Smit in Molt6-
Jgrgensen in | Marangoni in sod. Minda in Kovacs in Sala-Vilain Yuhas in Puigmarti in
sod. (2001) sod. (2002) (2002) sod. (2004) | sod. (2005) | sod. (2005) | sod. (2006) sod. (2011)
Nizozem - 5 Velika 5
drzava Danska Italija ska Madzarska | MadZarska Spanija Britanija Spanija
. mas¢obno-
. vzorel kislinska sestava
posebnosti zbrani v ST
25 letih sestava trigliceridov
trigliglicer.

starost (dni) 122 90 15-90 28 21 15-30 30 - 360 28 - 32
N 39 mater 22 mater 222 mater 18 mater 10 mater 19 mater 44 mater 23 mater
mas¢obne B _ . B _
kisline X SO X SNP | mediana mediana mediana X SO X SNP X SO

druzina ®-6
C18:2n-6 (c+t) | 10,86 2,74 | 12,71 0,60 12,84 17,24 16,27 1593 1,40 (10,45 041 |15,48"
C18:3n-6 - 0,17 0,05 0,09 - 0,09 0,17 0,00 | 0,12 0,03
C20:2n-6 - - 0,31 0,41 0,18 0,50 0,04 | 022 0,01 | 0,38 0,10
C20:3n-6 - 0,30 0,04 0,33 0,47 0,22 0,37 0,03 | 033 0,01 | 043 0,08
C20:4n-6 0,30 0,07 | 040 0,02 0,37 0,59 0,33 041 0,05 | 036 0,01 | 049 0,08
C22:2n-6 - - - 0,06 - 0,11 0,01 | 0,04 0,00 | 0,05 0,02
C22:4n-6 - 0,09 0,01 0,07 0,15 0,06 0,02 0,00 | 0,08 0,00 | 0,11 0,03

druzina ®-3

C18:3n-3 1,08 041 | 0,71 0,04 1,02 0,67 0,39 0,49 0,04 | 1,22 0,06 | 0,60 0,25
C20:3n-3 - - - 0,04 0,03 0,05 0,00 -
C20:5n-3 0,39 0,07 ] 0,06 0,01 0,05 - - 0,06 001 | 0,11 0,01 | 0,08 0,02
C22:5n-3 - 0,15 0,02 0,12 0,11 0,03 0,10 0,01 | 0,18 0,01 | 0,15 0,07
C22:6n-3 0,35 020 | 0,35 0,06 0,19 0,19 0,11 0,18 0,02 | 024 0,01 | 0,35 0,27
vsote in razmerja mascobnih kislin
NMK 42,50 3,63 | 3941 1,16 50,55 42,72 42,61 4415 278 |42,78* 38,52 544
ENMK 3822 286 | 45,11 1,07 33,04 35,75 36,97 37,14 2,67 |40,78" 42,92 5,34
VNMK - 1548 0,66 15,53 20,00° 17,89° 18,17° 14,36° 18,53 5,49
> »-3 LCP - 0,56" 0,36 0,34 0,71* 0,33 003|049 0,03 | 0,58 0,46
> -6 LCP - 1,34* 1,11 1,87 0,81% 141 0,13 | 1,07 0,03 | 148 0,22
> -6 LCP/ ) a 2 a a a a
S -3 LCP 2,39 3,19 5,50 1,14 4,27 2,18 2,55
C18:2n-6/ - 18,97 11,81 25,73 41,72* 32,510 1544 0,67 | 27,00 8,71
C18:3n-3

* — yrednost je izraGunana iz podatkov izvirnega ¢lanka
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Raziskave, objavljene v letih med 1997 in 2002 kazejo, da je mleko mater, ki uZivajo
zahodni tip prehrane na sploSno sestavljeno iz 10 % do 17 ut. % LK, 0,8 % do 1,4 %
ALK, 0,3 % do 0,7 % ARK in 0,1 % do 0,5 %. DHK (Innis, 2003). Tudi sestava
humanega mleka iz obeh skupin slovenskih mater se sklada z omenjeno sestavo VNMK.

evee

ey

izmed 16-ih primerjanih evropskih raziskav, objavljenih med leti 1992 in 2011 Z
vrednostjo16,15 ut. % se razvr$¢a med mleko madZarskih (17,24 in 16,27 ut. %) in
Spanskih mater (15,93 in 15,48 ut. %). O visoki vsebnosti LK > 15 ut. % v zrelem
humanem mleku porocajo v ve€ini evropskih raziskav zadnjih desetih let (Minda in sod.,
2004; Kovécs in sod., 2005; Sala-Vila in sod., 2005; Molt6-Puigmarti in sod., 2011).
Visoke vsebnosti LK so opaZzene tudi v kolostromu, prehodnem in zrelem mleku mater
tako donoSenih kot nedonoSenih dojenckov (Molt6-Puigmarti in sod., 2011) kot tudi v
mleku mater s podeZelskega podrocja Kitajske (Xiang in sod., 2005). Ze Sauerwald in
sod. (2001) ugotavljajo, da se je vsebnost LK v humanem mleku v zadnjih desetletjih
podvojila, kar je lahko odraz sprememb v prehrani zahodnih drzav v smeri vi§jega vnosa
®-6 masCobnih kislin. S to ugotovitvijo se skladajo tudi rezultati naSe primerjave, ki
kazejo, da je odstotek LK v zadnjih dvajsetih letih porasel tudi za 1,6-krat (z 11,00 ut. %,
(mediana 14-ih evropskih raziskav (Koletzko in sod., 1992) na 17,24 ut. % na
MadZarskem (Minda in sod., 2004)). Delez LK in ALK v materinem mleku je dokaj
variabilen in odvisen od prehrane mater. Pri strogih vegetarijankah in vegetarijankah so
ut. % LK in ALK vi§ji kot pri nevegetarijankah (Sanders in Reddy, 1992). NaSe opaZanje
lahko podpremo tudi z visokim prehranskim vnosom LK (12,8 g/dan), saj so matere za
pripravo jedi uporabljale poleg olivnega olja pretezno son¢niéno olje (Sirca Campa in
sod., 2005), ki je bogat vir LK (Covington, 2004). Prehranski vnos ®-6 je s 5,1 %
energije za dvakrat presegel priporocene vrednosti, medtem ko je bil vnos ®-3 v skladu s
priporoéili (Sirca Campa in sod., 2005).

Zanimivo je, da so ut. % LK in ALK v humanem mleku mater nase raziskave bolj skladni
z ut. % pri lakto-ovo vegetarijankah (16,15 proti 19,7 ut. % LK in 1,15 proti 1,25 ut. %
ALK) kot pri nevegetarijankah ali strogih vegetarijankah (Sanders in Reddy, 1992).
Poruseno razmerje prekurzorskih mascobnih kislin LK in ALK v prehrani mater lahko
privede do neravnovesja pri pretvorbi ®-3 in ®-6 maScobnih kislin. NeuravnoteZzeno
razmerje med n-6 in n-3 masS¢obnimi kislinami lahko zaradi tekmovanja maS¢obnih kislin
za skupni encimski sistem neugodno vpliva na masc¢obno-kislinsko sestavo rastocih tkiv
in na ravnoteZje antagonisti¢no u¢inkujocih eikozanoidov (Referen¢ne vrednosti za vnos
hranil, 2004). Raziskave s stabilnimi izotopi so pokazale, da priblizno 30 % LK v
humanem mleku izvira neposredno iz prehrane (Demmelmaier in sod., 1998). Pugo-
Gunsum s sod. (1999) je ugotovil, da je okoli 60 % LK v zrelem humanem mleku izviralo
iz mascobnega tkiva mater. Martin s sod. (1993) je do podobne ugotovitve priSel s
primerjavo masc¢obnega tkiva in kolostruma. Sklepamo lahko, da je visoka vsebnost LK v
humanem mleku slovenskih mater odraz prehrane med nosecnostjo.

Razmerje med LK in ALK je pri slovenskih materah na zgornji meji glede na slovenska
in evropska priporo€ila (med 5 : 1 in 15 : 1) (Koletzko in sod., 2005b; Pravilnik o
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zacetnih..., 2007; Sedmak in sod., 2010). PoruSeno razmerje LK/ALK lahko posega v
normalno delovanje imunskega sistema (Sauerwald in sod., 2001). Razmerje LK/ALK je
bilo med primerjanimi drZavami najoZje (8,6 : 1) na Svedskem in najsirse (41,7 : 1) na
MadZarskem. O razmerju, SirSem kot 15 : 1, sicer poroajo vse zgoraj primerjane
raziskave, objavljene v zadnjem desetletju, z izjemo Nizozemske (Smit in sod., 2002).

V raziskavah mascobno-kislinske sestave zrelega humanega mleka najpogosteje poro¢ajo

ey

To so C20:2n-6, DHGLK (C20:3n-6), ARK (C20:4n-6) in C22:4n-6 ter EPK (C20:5n-3),
®-3 DKP (C22:5n-3) in DHK (C22:6n-3). To smo potrdili tudi z naSo primerjavo.
Prevladujoca -6 LCP je ARK, -3 LCP pa DHK. Odstotek w-6 LCP v humanem mleku
je v vec€ini vsaj 10-krat niZji od odstotka LK (Sauerwald in sod., 2001).

Za razliko od LK, je bil odstotek ARK med drZavami razmeroma stalen, okoli 0,5 ut. %
pri 2/3 primerjanih drZzav, in skladen s podatki zadnje svetovne metaanalize, ki navaja, da
je vsebnost ARK v humanem mleku 0,47 + 0,13 ut. % (Brenna in sod., 2007). O niZjem
odstotku poro€ajo predvsem iz drzav, ki so imele tudi niZji odstotek LK (Nizozemska,
Velika Britanija, Francija in Danska). Vendar vi§ji odstotek LK ni napovednik viSjega
odstotka ARK (npr. raziskava Kovécs in sod., 2005). Pretvorba prehranske LK v ARK je
zelo neucinkovita. Po podatkih iz literature le 1,1 (Del Prado in sod., 2001) do 1,2 %
ARK v mleku (Demmelmaier in sod., 1998) izvira iz endogene sinteze s stabilnimi
1zotopi oznacene zauZzite LK. Avtorji so sklepali, da izlo¢anje ARK s humanim mlekom
ni odvisno od prehranskega vnosa LK, temve¢ bi ARK lahko izvirala predvsem iz
mascobnih zalog matere. Tudi Smit in sod. (2000a) ugotavljajo, da dodajanje ARK same
v prehrano mater nima ucinka na vsebnost ARK, temve¢ celo zmanjSuje vsebnost EPK in
DHK v humanem mleku.

DHK z 0,26 ut. % v na$i raziskavi predstavlja srednjo vrednost glede na vrednosti DHK
ostalih primerjanih evropskih drzav. Najvi§je vrednosti (0,35 ut. %) so bile izmerjene v
na Danskem (2001), v Italiji (2002) in Spaniji (2011). O najniZji vrednosti, t. j. 0,11 ut. %
porocajo v raziskavi iz Madzarske (2005). Yuhas in sod. (2006) so izmerili vrednosti
DHK nad 0,4 ut. % v regijah z ve&jim uZivanjem rib (Japonska, Filipini, Cile). Nasprotno
pa so v regijah, kjer je uZivanje rib manjse (Kanada, ZDA), izmerili vrednosti DHK pod
0,2 ut. %. Podobno so tudi Brenna in sod. (2007) porocali, da imajo obalna podrocja ali
oto¢ja z visokim prehranskim vnosom morske hrane tudi najve¢jo izmerjeno vsebnost
DHK (0,6—-1,4 ut. %) v humanem mleku. Podezelska podrocja, kjer obi¢ajno uzivajo
manj morske hrane, pa imajo tudi najniZjo izmerjeno vsebnostjo DHK (0,06-0,14 ut. %)
v humanem mleku. Po podatkih omenjene svetovne metaanalize je povprecna vsebnost
DHK v humanem mleku 0,32 + 0,22 ut. % (Brenna in sod., 2007), kar se sklada s
predhodno oceno Koletzkega in sod. (1992), ki navajajo, da je odstotek DHK v vecini
raziskav v obmocju 0,2 do 0,4 ut. %. To lahko potrdimo tudi v nasi primerjavi. Sklepamo
lahko, da bi slovenske dojece matere lahko uzivale ve¢ DHK. Vpliv prehrane na vsebnost
DHK v humanem mleku je jasen. Fidler in sod. (2000b) so ugotovili, da po dveh tednih
dodajanja DHK v hrano priblizno 20 % zauzite DHK preide v humano mleko. Obogatitev
prehrane dojee matere z ribjim oljem (Henderson in sod., 1992) ali enoceli¢nimi olji
(Makrides in sod., 1996) znacilno pove¢a DHK v materinem mleku oz. v fosfolipidni
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frakciji krvi iz popkovine (Helland in sod., 2001), pri ¢emer je povecanje odvisno od
odmerka dodane DHK v prehrani. Pove¢an odmerek DHK v prehrani pa ni vplival na
vsebnost ARK v humanem mleku (Makrides in sod., 1996).

Nekatere raziskave o vplivu dodatka LCP zacetni formuli ugotavljajo ugoden vpliv na
razvoj vida in psihomotori¢ni razvoj pri nedonoSenih in morda tudi pri donoSenih
dojenckih (Uauy in sod., 2003; Yuhas in sod., 2005). Razmerje ®-6 LCP/®w-3 LCP v
mleku slovenskih mater je enako razmerju predhodne pregledne evropske raziskave o
sestavi materinega mleka (Koletzko in sod., 1992). V isti raziskavi avtorji ugotavljajo, da
imajo razlike v prehranjevalnih navadah severno- in juznoevropskih drzav neznaten vpliv
na LCP v zrelem humanem mleku in da je bilo omenjeno razmerje v vseh raziskavah med
leti 1980 do 1992 med 1,6 in 4. Sklepamo lahko, da uZivajo slovenske dojece matere
hrano s podobno sestavo LCP kot jo uZivajo matere v vecini srednjeevropskih drzav.
Siroko razmerje med ®-6 LCP in ®-3 LCP dojecih mater iz Madzarske, Svedske ter
mesta Granade v gpaniji kaZe na dejstvo, da ima njihovo mleko malo -3 LCP, katerih
naravni vir so predvsem morske ribe, ki vsebujejo veliko mascobe (slanik, skuSa, losos in
tuna) (Referen¢ne vrednosti za vnos hranil D-A-CH, 2004), in ribja olja (Covington,
2004). Ostala olja za obi¢ajno gospodinjsko rabo imajo relativno nizko vsebnost ®-3 LCP
z izjemo sojinega, lanenega in nekaterih vrst repi¢nega olja (Uauy in Castillo, 2003).

Povezav med uZivanjem masc€ob in mascobno-kislinsko sestavo mleka mater nismo
iskali, saj raziskava ni bila oblikovana v smislu iskanja teh povezav (Sirca Campa in sod.,
2003). Ceprav so dojencki nase kontrolne skupine lepo napredovali na telesni teZi in je
sestava materinega mleka med ugodnejSimi v primerjavi s sestavo materinega mleka
ostalih evropskih drzav, Se ne moremo sklepati, da je tudi prehrana dojecih mater
ustrezna. Le malo maS€obnih kislin v humanem mleku izvira neposredno iz prehrane
matere, zato mascobno tkivo mater pomembno prispeva k sestavi humanega mleka.
Nihanja v prehranskem vnosu mascobnih kislin so do neke mere tudi presnovno
regulirana in vsebnost VNMK, predvsem vsebnost LCP v humanem mleku, ostaja
relativno stabilna (Demmelmaier in sod., 1998; Koletzko in Rodrigues Palmero, 1999;
Koletzko in sod., 2001b; Larque in sod., 2002). Sklepamo lahko, da z zagotavljanjem
ustreznega hranilnega sestava humanega mleka dojece matere praznijo svoje mascobne
zaloge in v primeru slabega prehranskega statusa morebiti ogrozajo svoje zdravje.

Z uporabo internega standarda smo pridobili tudi podatke o koncentraciji (mg/100g
humanega mleka) posameznih mascobnih kislin v zrelem humanem mleku in jih
primerjali z ocenjenimi vrednostmi povprec¢ne dnevne koli¢ine mascobnih Kkislin v
humanem mleku mater, ki uZivajo zahodni tip prehrane (glej odstavek »prehranski vnos
LCP« v poglavju 5.1). Za pretvorbo enot iz mg mascobne kisline/100g mleka v mg
mascobne kisline/100kcal mleka smo uporabili podatek o povprecni energijski vrednosti
humanega mleka v srednjeevropskem prostoru (Souci in sod., 2000), kar znaSa 69,04
kcal/100g humanega mleka. Ob upostevanju vseh kriterijev (Koletzko in sod., 2001a;
Innis, 2003, Souci in sod., 2000) smo izracunali oceno, da vsebuje humano mleko v
povprecju 573-968 mg/100kcal LK, 45-80 mg/100 kcal ALK, 1740 mg/100 kcal ARK
in 6-26 mg/100 kcal DHK. Zrelo humano mleko naSe raziskave je imelo 5,24 + 1,68
g/100kcal mascob, 778 + 195mg/100kcal LK, 55 + 22 mg/100kcal ALK, 24 + 8
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mg/100kcal ARK in 12 + 6 mg/100kcal DHK. Koncentracija LK v humanem mleku je
bila na zgornji meji po nasih izracunih ocenjenih vrednosti za povprecno vsebnost LK v
humanem mleku. Koncentracija ALK, ARK in DHK je bila niZja kot izraCunana
povprecna ocenjena vrednost, vendar v obmocjih, kot smo jih izracunali iz podatkov iz
literature. Koncentracija 16,3 mg/100g ARK in 8,1 mg/100g DHK v humanem mleku
naSih mater je primerljiva z vrednostmi, ki jih ob treh mesecih laktacije navajajo v
italijanski raziskavi (15 mg/1dcl humanega mleka ARK in 7,3mg/1dcl humanega mleka
DHK) (Agostoni in sod., 1999). Marangoni in sod. (2000) v novejsi italijanski raziskavi
poro€ajo o podobnih koncentracijah ARK (15,9 mg/dcl) in DHK (7,3 mg/dcl) ter
ugotavljajo, da so koncentracije LCP (predvsem DHK) ostale skoraj stalne skozi celotno
trimesec¢no obdobje dojenja, kljub temu da se je skupna vsebnost mascob od kolostruma
do zrelega mleka povecala za ve¢ kot dvakrat.

Splosno lahko ocenimo, da je mas¢obno-kislinska sestava zrelega humanega mleka mater
dojenckov z normalnim napredovanjem na telesni tezi naSe raziskave med ugodnejSimi v
primerjavi s sestavo materinega mleka ostalih evropskih drzav.

5.2.3 Veckrat nenasi¢ene mascobne Kisline v mleku mater dojenckov s FTT

V literaturi nismo zasledili raziskav, ki bi obravnavale pare mati — dojen dojencek s FTT,
zato rezultate naSe raziskave lahko primerjamo s kontrolno skupino parov mati — dojen
dojencek z normalnim napredovanjem na telesni tezi ter izsledki starejSih objav, ki so
obravnavale podhranjene dojencke in njihove matere (Smit in sod., 2000a; Marin in sod.,
2000; preglednica 15). Raziskava izhaja iz primerov, ki jih Se vedno srecujemo v klini¢ni
praksi. Poudariti pa je potrebno, da je na Pediatri¢ni kliniki Univerzitetnega klini¢nega
centra v Ljubljani po objavi prvih rezultatov nase raziskave v javnosti, z osveS¢anjem
patronaZne sluzbe in celotne zdravstvene javnosti, prislo do drasti¢nega upada dojenckov,
sprejetih zaradi podhranjenosti (Sedmak in sod., 2008).

LCP imajo pomembno vlogo v razvoju vida in intelektualnih sposobnosti dojencka
(Koletzko in Rodriguez-Palmero, 1999), pripisujejo jim tudi vse vecjo vlogo v kasnejSem
razvoju intelektualnih procesov otrok (Ryan in sod., 2010). Gil in sod. (2003) so z
raziskavo na beljakovinsko-energijsko podhranjenih pujskih dokazali, da LCP pomembno
vplivajo tudi na obnovo ¢revesnih lezij med okrevanjem po podhranjenosti. LPC so nujno
potrebne v zadnji tretjini noseCnosti in vse do drugega leta starosti, ko poteka hitra rast in
razvoj Cloveskih mozganov. Pred rojstvom se zarodek z DHK in ARK, potrebnima za
razvoj zarodka, oskrbuje skozi posteljico. Po rojstvu pa preko humanega mleka ali z LCP
obogateno zacetno formulo (Ryan in sod., 2010). Mascobno-kislinska sestava humanega
mleka je v tesni povezavi z njenimi mas¢obnimi zalogami med dojenjem (Martin in sod.,
1993; Demmelmair in sod., 2001; Del Prado in sod., 2001). Pricakovati gre, da slaba
oskrba z LCP s humanim mlekom dodatno prispeva k Stevilnim klini¢nim teZavam,
povezanim z beljakovinsko-energijsko podhranjenostjo, pri dojenckih..

Smit in sod. (2000a) so v zrelem mleku pakistanskih mater podhranjenih dojenckov
ugotovili niZji odstotek vseh ®-3 LCP in veine »-6 LCP (LK, C20:2n-6, DHGLK in
ARK) v primerjavi s kontrolno skupino mleka nizozemskih mater, kar so avtorji



Sedej I. Analitika sestave mas¢obnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2011

80

pripisovali izrazitim razlikam v prehrani dojecih mater. Nepri¢akovano so rezultati nase
raziskave pokazali ravno nasprotno. Mleko mater s hipogalaktijo (skupina AB) je
vsebovalo statisticno zelo visoko znacilno vi§ji odstotek ®-6 LCP, zlasti na racun
DHGLK in ARK, in neznalilno vi§je vrednosti LK in C20:2n-6 kot mleko mater
kontrolne skupine (skupina C). Skupina AB je imela tudi neznacilno viS§ji odstotek ®-3
LCP. Omenjeni ugotovitvi veljata tudi za absolutne vsebnosti (koncentracije v mg/100g
humanega mleka) mascobnih kislin. V okviru te raziskave omenjenih razlik v masc¢obno-
kislinski sestavi mleka ni mogoce razloziti. Obstaja mozZnost, da so se pri materah s
hipogalaktijo zaradi majhnega izlo¢anja humanega mleka (v povprecju le 470 ml/dan)
zaloge ®-6 LCP praznile poCasneje kot pri materah, ki so proizvajale vecjo koli€ino
mleka (povpre¢no 750 ml/dan; Jensen, 1996). Do podobnih zaklju¢kov so prisli tudi
Kovécs in sod. (2005) v raziskavi, kjer so primerjali humano mleko mater donosenih in
nedonoSenih dojenckov. Ugotovili so boljsi LCP status pri nedonoSenih dojenckih tako v
kolostrumu kot tudi v prehodnem in zrelem mleku. Mleko mater nedonoSenih dojenckov
je imelo vi§ji odstotek prav vseh posami¢nih LCP. Avtorji omenjene razlike v LCP
statusu pripisujejo vec¢jim zalogam LCP pri materah nedonoSenih dojenckov. Zaradi
krajSe nosecnosti je bil prenos LCP preko posteljice na zarodek manjsi in poraba
materinih maScobnih zalog manjSa. Avtorji so razmiSljali tudi o prilagoditvenem
mehanizmu, ki bi se lahko razvil med evolucijo, da oskrbi prezgodaj rojenega dojencka z
zadostno koli¢ino LCP. Vendar so velike moZnosti prezivetja nedonoSenckov z nizko
porodno tezo novost v Cloveski zgodovini, zato evolucijske spremembe ne morejo
pojasniti razlik, ugotovljenih v njihovi raziskavi. Omenjena raziskava je zaenkrat edina
tovrstna raziskava, ki izpostavlja in poudarja pomen hranjenja z mlekom lastnih mater pri
nedonosenckih (Kovacs in sod., 2005; Bokor in sod. 2007).

Podobne ut. % ®-6 LCP, DHGLK in ARK kot v naSi skupini AB (preglednica 14) so
dolocili na MadZarskem (Minda in sod., 2004). Proucevali so sestavo humanega mleka v
prvem mesecu dojenja. Z analizo materine prehrane so ugotovili, da so imele preiskovane
matere izrazito nizek vnos rib ali ribjih izdelkov, vecina le 1-3x mese¢no. Visje ut. % -
6 LCP in DHGLK ugotavljajo tudi v raziskavi de la Presa-Owens in sod. (1996), kar
avtorji pripisujejo predvsem vecjemu uZivanju jajc mater iz proucevane regije Navarre.
Prehrana mater v nasi raziskavi je bila bogata z linolno kislino (olivno in son¢ni¢no olje)
in NMK (polnomastno mleko, skuta, sir, meso, obarjene salame) in premalo VNMK, ki
se nahajajo preteZno v morskih ribah, mikroalgah in nekaterih rastlinskih oljih (Sirca
Campa in sod., 2003, Sirca Campa in sod., 2005).

Po naknadnih ugotovitvah Streklja (2009), ki je ponovno analiziral MEMK humanega
mleka mater vklju¢enih v naSo raziskavo, je humano mleko mater dojenckov s FTT
(skupina AB) vsebovalo manj skupnih frans mascobnih kislin kot mleko kontrolne
skupine C. V obeh skupinah so odstotki trans mascobnih kislin presegali meje priporo¢il,
kar kaze na neustrezno prehranjevanje dojecih mater in morebitno groZnjo za razvoj in
zdravje dojencka. Med VNMK je v obeh skupina prevladovala konjugirana LK (C18:2
c9, tl1), vsebnost pa se med skupinama ni statisticno razlikovala. Razlikovala se je le
trans izomera C18:2 tc, katere je bilo 7-krat ve¢ v mleku skupine C, vendar je bila v obeh
skupinah zastopana v zanemarljivo majhnih koli¢inah. Izmed vseh trans izomerov sta bili
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koli¢insko (ut. %) najveC prisotni vakcenska in elaidi¢na kislina. Slovenija se glede
odstotkov trans mascobnih kislin v primerjavi z drugimi drzavami uvrs¢a nekje v sredino.

Razlik v maScobno-kislinski sestavi mleka skupine AB v primerjavi s kontrolno skupino
ne gre povezovati s slabSim napredovanjem na telesni teZi, saj za to nismo naSli
znanstvene podlage. Nasprotno, tudi ARK je pomembna za rast in razvoj donoSenih
dojenckov (Ryan in sod., 2010). Carlson in sod. (1993) so v svoji raziskavi celo postavili
tezo, da prehranska ARK lahko izboljSa parametre rasti nedonoSenih dojenckov v prvem
letu starosti. Tudi sicer vse veC raziskav poroca o ugodnih ucinkih dodajanja LCP
zaCetnim formulam na razvoj vida in intelektualnih sposobnosti donoSenih dojenckov
(Birch in sod., 1998; Willatts in sod., 1998; Birch in sod., 2005) kot tudi na parametre
rasti nedonoSenih dojenc¢kov (Innis in sod., 2002; Fewtrell in sod., 2004; Clandinin in
sod., 2005). Vendar je Se ve¢ raziskav, ki teh pozitivnih vplivov bogatenja zacetnih
formul z LCP niso podprle (Simmer in sod., 2008; Schulzke in sod., 2011).
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Preglednica 15: Odstotek veckrat nenasi¢enih mas¢obnih kislin v vzorcih zrelega humanega mleka mater
dojenckov s FTT
Table 15: Polyunsaturated fatty acids in samples of mature human milk maters of infants with FTT

Smit in sod. Marin in sod.

naSa raziskava (2000a) (2000)

drzava Slovenija Pakistan Argentina
matere s Zmerno

hipogalaktijo, beljakovinsko-
posebnosti parov mati | dojencki s FTT | podhranjeni energijsko
— dojencek (skupina AB) dojencki podhranjeni
starost (dni) 28-99 135-630 45-90
SOP teZa za starost -1.86 2 23
dojenckov
n 31 mater 8 mater 3 matere
mascobne kisline SO mediana SO

druZina -6
C18:2n-6 (c+t) 16,45 3,83 8,73 14,90 2,30
C18:3n-6 0,15 0,06 0,05 0,10 0,03
C20:2n-6 0,46 0,16 0,15 0,20 0,10
C20:3n-6* 0,51 0,14 0,21 0,20 0,10
C20:4n-6* 0,60 0,13 0,26 0,40 0,10
C22:2n-6 0,06 0,03 - -
C22:4n-6 0,15 0,04 0,06 0,10 0,04
druZina ®-3

C18:3n-3 1,11 0,28 0,34 0,70 0,20
C20:3n-3 0,05 0,02 - -
C20:5n-3 0,08 0,03 0,02 0,10 0,02
C22:5n-3 0,20 0,05 0,05 0,10 0,01
C22:6n-3 0,27 0,08 0,06 0,40 0,10
vsote in razmerja ma$c¢obnih kislin
NMK 40,97 5,06 -
ENMK 38,60 4,03 -
VNMK 20,42 4,10 -
> ®-3 LCP 0,61 0,14 0,13 0,60°
> -6 LCP* 1,79 0,40 0,69 0,90°
2 @-6 LCP/ 300 071 531° 1.50°
> ®-3 LCP
C18:2n-6/ C18:3n-3 15,45 4,44 25,68" 21,29°

* — vrednost je izraGunana iz podatkov izvirnega ¢lanka

* — vrednosti primerjanih skupin AB in C se med sabo statisti¢no znacilno razlikujejo (t-test z
Bonferronijevo korekcijo, P < (0,05/stevilom istovrstnih testiranj) oz. P < 0,001)
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5.2.4 Usklajenost mascob v raziskovalnih zacetnih formulah z zdajSnjimi
priporocili

Obe zacetni formuli sta bili oz. sta morali biti usklajeni tako s tedanjim (Pravilnik o
formulah ..., 2002) kot tudi z zdaj$njim (Pravilnik o zacetnih ..., 2007) pravilnikom o
formulah za dojencke, saj se omenjeni pravilnik na podro¢ju mascob v tem Casu ni veliko
spremenil. Skupno vsebnost mascob so znizali s prejSnjih 6,5g/100kcal na 6,0g/100kcal
ter vsebnost trans mascobnih kislin s 4 % na najve¢ 3 % skupne vsebnosti mascob.
Razmerje LK/ALK in zastopanost LCP smo tudi analiti¢no preverili in se sklada z
omenjenimi pravilniki ter priporo€ili evropskih (Koletzko in sod., 2005b) in slovenskih
pediatrov (Sedmak in sod., 2010). Raziskovalni zaetni formuli F-LCP in F sta se
razlikovali v vsoti ®-6 LCP in -3 LCP (1,0 in 0,0) ter razmerju LK/ALK (6,8 in 9,4),
vendar sta bili obe v sladu s takrat veljavnim pravilnikom (Pravilnik o formulah ...,
2002). Razmerje LK/ALK v zacetnih formulah je bilo oZje (torej ugodnejSe) kot v
materinem mleku.

Zacetne formule z DHK in ARK so na voljo in njihova uporaba je varna (Heird in
Lapillonne, 2005). Dodatek LCP v zacetne formule za donoSene dojencke je z
upoStevanjem priporoCil o varnih koli¢inah in lastnostih dodanih masc¢ob varen in
omogoca, da dojencki hranjeni z zacetno formulo dosezejo enak LCP status v krvi kot
polno dojeni dojencki. Vendar $e ne moremo potrditi, da imajo lahko donoSeni dojencki
koristi od dodatka LCP (Fleith in Clandinin, 2005).

Zaenkrat Se ni dovolj dokazov, da bi se priporoc€ilo obvezno dopolnjevanje zacetnih
formul za donoSene in nedonosene dojencke z DHK in ARK (Simmer in sod., 2008;
Connor in sod., 2009; Schulzke in sod., 2011).

53  LCPV KRVNI PLAZMI DOJENCKOV

Za opredelitev LCP statusa se v klini¢nih raziskavah uporablja ali mas¢obno-kislinska
sestava plazme ali maScobna-kislinska sestava membranskih frakcij rde¢ih krvnih celic, t.
J- fosfatidilholina in fosfatidiletanolamina (Decsi in sod., 2000). Za vrednotenje sploSnega
telesnega masScobno-kislinskega statusa in za doloCanje dolgotrajnih pomanjkanj ali
nepravilnih ravnoteZij se obi¢ajno uporablja podatke iz eritrocitov, ker le-ti odraZzajo
stanje v vecini tkiv (Lord in Bralley, 1999).

Desci in Koletzko (1994) sta formirala starostne skupine za maScobno-kislinski profil
posameznih frakcij plazemskih lipidov za zdrave osebe od rojstva do odrasle dobe. Vsi
dojencki, vklju€eni v naSo raziskavo, se po starosti ob vkljucitvi in ob koncu raziskave po
tej delitvi uvrstijo v starostno skupino en mesec do enega leta. Zato smo lahko tudi
mascobno-kislinski status dojenCkov s FTT (skupina AB) po enomesecni raziskavi
primerjali z masfobno-kislinskim statusom kontrolne skupine zdravih dojenckov
(skupina C), pri kateri ponovnih merjenj po 31-ih dneh nismo izvajali.
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Celokupna koncentracija vseh dolocenih maScobnih kislin je bila v obeh skupinah s
prehranskim ukrepanjem ves Cas raziskave v obmocju 272 do 300 mg/100g plazme.
Omenjene koncentracije so v obmocjih, ki so jih za plazmo dojen¢kov podobne starosti
doloc¢ili tudi drugi avtorji (Decsi in sod., 1995a; Desci in Koletzko, 1995). Opazili smo,
da je v 31-ih dneh dodajanja zacetne formule priSlo do prerazporeditve skupne
koncentracije mascob (mg/100g plazme) med posameznimi plazemskimi frakcijami. V
obeh proucevanih skupinah se je zniZala koncentracija mascob v PL v korist TG frakcije.
V raziskavi, kjer so z dodajanjem enoceli¢nih olj in olj gliv odraslim posnemali
prehranski vnos ARK in DHK dojenckov (0,5 ut. % ARK in 0,4 ut. % DHK), so po 14-
dnevnem dodajanju trikratnih in petkratnih koncentracij omenjenih LCP opazili visje
koncentracije skupnega holesterola (mmol/L) in niZje koncentracije trigliceridov v
primerjavi s skupino, ki ni prejemala dodatnih LCP (Innis in Hansen, 1996). V nasi
raziskavi smo opazili prerazporeditev maScob v obeh skupinah, zato jih ne moremo
pripisovati prehranskemu ukrepanju. Razlogi ostajajo znotraj te raziskave nepojasnjeni,
saj potrditve o moZnem prehodu med posameznimi frakcijami plazemskih lipidov zaradi
dodajanja zacetne formule v literaturi nismo nasli.

5.3.1 Oskrba z LCP ob vkljucitvi v raziskavo

Zdravi novorojencki Ze v prvem tednu po rojstvu zmorejo procese desaturacije in
elongacije LK, le da so koli¢ine presnovnih produktov majhne. Emken (2001) poroca, da
se pri dojenih donoSenih dojenckih v prvem tednu Zivljenja do DHGLK pretvori 1,5 % in
do ARK 1,4 % LK. Rezultati kazejo, da je bila pretvorba LK inhibirana z LCP iz
humanega mleka, ki zagotavlja dovolj LCP za kritje novorojenckovih potreb. Ugotovitev
se sklada s predhodnimi opaZanji istega avtorja pri odraslih, kjer so ugotovili, da se ob
dodajanju ARK in DHK v prehrano lastna pretvorba iz LK in ALK zmanjsa za 50 do 70
9% (Emken, 2001). Emken in sod. (1994, cit. po Fidler, 1997) so tudi ugotovili, da se je s
poveCanjem absolutne koli¢ine LK v prehrani (s 15 na 30 g/dan) zmanjSala skupna
pretvorba LK in ALK za 40 do 54 %, da pa je razmerje pretvorbe ostalo nespremenjeno.
Koli¢ina zauzite LK je torej vplivala na encimsko aktivnot 8-6 desaturaze, ne pa tudi na
selektivnost. Omenjeni mehanizem pomembno vpliva na vzdrZzevanje ravnotezja med -3
in -6 LCP.

Pri beljakovinsko-energijski podhranjenosti je presnova mascob motena. Ugotovili so
nizke plazemske vsebnosti LK in funkcionalno pomembnih metabolitov skupaj z visjimi
vsebnostmi NMK in neesencialnih ENMK (Koletzko in sod., 1986a). Hudo
beljakovinsko-energijsko podhranjeni otroci s HIV, stari 9 do 43 mesecev, so zaloge
ARK in DHK iz¢rpali sorazmerno stopnji podhranjenosti (Decsi in sod., 1995b).

Koletzko in sod. (1986a) porocajo, da je bila pri nigerijskih podhranjenih otrocih, starih
14,6 + 3,8 mesecev, znizana aktivnost 9-6-desaturaze, kljucnega encima za biosintezo
ARK. Aktivnost encima je ostala zniZana tudi v zgodnji fazi okrevanja po prehranskem
ukrepanju. PoviSano razmerje LK/ARK kaZe na nezadostno biosintezo ARK iz LK.
Razmerje LK/ARK v skupini AB naSe raziskave ni bilo poviSano. Obe proucevani
skupini sta imeli vrednosti razmerij niZje od plazemskih vrednosti pri dojenckih iz
raziskave Koletzka in sod. (1986a). Kroni¢no podhranjen otrok ne more nadomestiti
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nezadostnih zalog esencialnih maScobnih kislin, saj je Ze porabil tudi vecino telesnih
zalog. Klini¢nih znakov pomanjkanja esencialnith mascobnih kislin, razen slabSega
napredovanja na telesni tezi, nasi raziskovalci med klinicno anamnezo dojenckov niso
belezili.

Pri podhranjenih dojenckih (marazmus in kvaSiorkor) so v primerjavi z zdravimi dojencki
porocali o slabSem ®-6 statusu (tako LK kot tudi vseh pomembnejSih w-6 LCP) v vseh
frakcijah plazemskih lipidov z izjemo DHGLK v CE. Q-3 LCP pri podhranjenih niso bile
spremenjene z izjemo zniZanih vrednosti ®-3 DPK in DHK v PL (Koletzko in sod.,
1986a).

Proti pricakovanjem so imeli dojencki skupine AB boljSe izhodis¢e v odstotku
plazemskih LCP (vi§ja vsota -3 LCP v PL ter vsota ®-6 LCP v PL in TG) pred
prehranskim ukrepanjem kot dojencki skupine C. V PL in TG frakciji so imeli tudi
znalilno ali neznaCilno vi§ji ut. % skoraj vseh drugih LCP z izjemo EPK, ki je
intermediat pri nastanku DHK iz esencialne ALK. Razmerje ®-6 LCP/®-3 LCP je bilo za
obe proucevani skupini podobno in primerljivo s podatki iz literature za zdrave dojencke
(Decsi in Koletzko, 1994). Sklepamo lahko torej, da nezadostna oskrba z LCP ni bila
razlog slabSega napredovanja na telesni tezi. Presnova ARK iz LK zaradi FTT dojenckov
ni bila ogroZena.

ViSja vsebnost LCP v PL skupine AB bi delno lahko bila posledica vecje vsebnosti LCP
v telesnih zalogah mascob dojenckov s FTT. Glede na rezultate sestave humanega mleka
mater teh dojenckov jo lahko razloZimo tudi z znacilno vi§jo vsebnostjo DHGLK in ARK
(obe iz druzine ®-6) in neznacilno vi§jo vsebnostjo DHK (druZina ®-3) v humanem
mleku. Smit in sod. (2000a) so ugotovili, da je nizek DHK status podhranjenih
pakistanskih dojenckov v mocni povezavi z vnosom ®-3 LCP s humanim mlekom; DHK
v eritrocitih dojenckov je bila v mo¢ni povezavi z DHK v humanem mleku. V zrelem
mleku njihovih mater so ugotovili niZji odstotek vseh -3 LCP in vec¢ine -6 LCP (LK,
C20:2n-6, DHGLK in ARK) v primerjavi s kontrolno skupino, kar so avtorji pripisovali
izrazitim razlikam v prehrani dojecih mater. Dodajanje DHK v prehrano mater poveca
koncentacijo DHK v njihovi plazmi in mleku (Filder, 1999; Fidler in sod., 2000b) ter se
odrazi v poviSanih koncentracijah DHK v plazemskih PL njihovih polno dojenih
dojenckov (Jensen in sod., 2000).

Tudi skupina C je imela v primerjavi z drugimi drzavami visje ut. % ARK, DHK, -3
LCP in o-6 LCP v vseh frakcijah plazemskih lipidov. Visjo vsebnost DHK so izmerili le
v plazmi Spanskih dojenckov (Sala-Vila in sod., 2004), kar bi lahko bila posledica vecje
vsebnosti DHK v telesnih zalogah dojenckov kot posledica bogatejSe prehrane mater z
ribami in morskimi sadeZi.

Vnos ®-6 s hrano je pri materah v naSi raziskavi za dvakrat presegel priporoCene
vrednosti, medtem ko je bil vnos @-3 v skladu s priporo¢ili (Sirca Campa in sod., 2005).
Visok prehranski vnos ®-6 se je odrazal tako v sestavi humanega mleka kot tudi v sestavi
plazme dojenih dojenckov. Ve¢ji prehranski vnos LK povzro¢a oksidacijo lipoproteinov
majhne gostote, strjevanje trombocitov in posega v vklju¢evanje esencialnih maScobnih
kislin v fosfolipidne membrane. Tako w-6 kot tudi ®-3 (razli¢no) vplivajo na izraZanje
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genov. Ker so vnetni procesi podlaga za razvoj mnogih kroni¢nih obolenj, igra prehranski
vnos ®-3 pomembno vlogo pri izraZanju bolezni odraslih (Simopoulos, 2006).

RazSirjenost podhranjenosti (-2 SO teZa za starost) med predSolskimi otroki je v razvitih
drzavah v obdobju od 1990 do 2005 padla z 1,6 % na 1,1 %, v svetu pa zaradi velike
razSirjenosti podhranjenost otrok v deZelah v razvoju ostaja visoka. RazSirjenost se je v
istem obdobju na globalni ravni znizala z 26,5 % na 20,6 % (de Onis in sod., 2004).
Napoved Svetovne zdravstvene organizacije (de Onis in sod., 2004) je, da naj bi se
Stevilo podhranjenih predSolskih otrok do leta 2015 v svetu prepolovilo. 700.000
podhranjenih otrok, starih do pet let, , v razvitih drzavah sveta leta 2005 ni zanemarljivo
Stevilo, vendar lahko re¢emo, da je podhranjenost v razvitih drzavah redka, na kar kaze
tudi nasa raziskava. Dojencki s FTT so v mreZi zdravstvene oskrbe hitro prepoznani in
prehransko ukrepanje je priceto Se preden doseZejo kriterije podhranjenosti.

Kot kazejo trendi se bomo v prihodnosti manj ukvarjali s posledicami pomanjkanja
esencialnih maScobnih kislin in se bolj posvecali razmerju w-6/®-3 in njuni absolutni
koncentraciji v prehrani tako dojenckov in otrok kot odraslih. Nedavno je bilo s trdnimi
znanstvenimi dokazi potrjeno, da so absolutne koncentracije ®-6 in ®-3 VNMK v
prehrani ljudi celo bolj pomembne od razmerja med njimi (Stanley, 2007).
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Preglednica 16: Primerjava LCP maSCobno-kislinske sestave posameznih frakcij plazemskih lipidov v
Sloveniji s podatki iz drugih drzav
Table 16: Comparison of LCP fatty acid composition of plasma fractions in Slovenia with data from other

European countries

Decsi in Koletzko Decsi in sod. Sala-Vilain
nasa raziskava nasa raziskava (1994) (1995a) sod. (2004)
drzava Slovenija Slovenija Nemcija Madzarska Spanija
dojencki s FTT, zdravi dojencki, zdravi, polno
opis stari 0,9-3,3 stari 0,9-3,6 zdravi otroci, zdravi dojencki, dojeni
mesecev, mesecev, stari 1-12 mesecev stari 1-12 mesecev dojencki, stari
skupina AB skupina C 3 mesece
vzorcenje na tesce 4 ure po zadnjem obroku - pozno dopoldne, 2 uri -
plazme po zadnjem obroku
n 31 40 17 10 11
enota ut. % ut. % ut. % ut. % ut. %
masc¢obna mediana
kislina - - interkvartilni B -
frakcija X SO X SO razpon X Q. Qs X SOP
®-6 VNMK
C18:2n-6 PL 17,51 241 17,73 1,98 21,19 2.60 16,54 12,57; 20,23 19,80 2,80
(c+t) TG 18,54 4,56 18,58 3,46 13,63 1,29 10,42 5,35; 14,74 16,95 1,53
CE | 39,54 562 | 42,69 4,11 46,07 2,91 33,28 21,49;38,56 | 41,79 1,53
C18:3n-6  PL 0,04 0,01 0,04 0,02 0,06 0,05 0,14 0,10; 0,18 - -
TG 0,25 0,06 0,19 0,05 0,24 0,10 0,08 0,03; 0,11 - -
CE 0,39 0,11 0,36 0,10 0,74 0,24 0,34 0,26; 0,80 - -
C20:2n-6 PL’ 0,56 0,11 0,44 0,07 0,33 0,04 0,38 0,27; 0,42 - -
TG 0,45 0,20 0,38 0,08 0,24 0,05 0,20 0,04; 0,38 - -
CE 0,06 0,03 0,07 0,02 0,06 0,06 - - - -
C20:3n-6 PL 2,80 0,63 2,76 0,45 2,93 0,58 3,57 3,00; 3,80 2,17 0,28
TG 0,58 0,14 0,44 0,09 0,23 0,06 0,11 0,09; 0,25 0,30 0,50
CE 0,65 0,25 0,72 0,18 0,48 0,13 0,59 0,33; 0,61 049 0,14
C20:4n-6 PL" 13,72 1,42 11,89 1,55 7,54 1,65 7,90 5,42; 12,16 8,72 1,12
TG 2,08 0,35 1,65 0,47 0,77 0,31 0,52 0,22; 0,88 1,05 0,12
CE 8,37 3,17 8,47 2,03 4,53 0,88 3,08 2,27, 0,17 7,18 0,90
C22:2n-6 PL 0,06 0,02 0,06 0,02 - - - - - -
TG 0,04 0,02 0,03 0,02 - - - - - -
CE 0,01 0,01 0,01 0,01 - - - - - -
C22:4n-6 PL 0,51 0,13 0,47 0,08 0,51 0,10 0,48 0,40; 1,09 - -
TG 0,28 0,06 0,22 0,07 n.i. n.i. - - - -
CE 0,04 0,02 0,03 0,01 - - - - - -
®-3 VNMK
Cl18:3n-3 PL 0,10 0,03 0,07 0,02 0,12 0,05 0,18 0,02; 0,32 0,17 0,03
TG 0,87 0,29 0,90 0,26 0,50 0,06 0,24 0,10; 0,35 0,59 0,04
CE 0,28 0,12 0,34 0,08 0,40 0,18 0,21 0,14; 0,21 0,07 0,01
C18:4n-3 PL n.i. n.i. - - - - - -
TG n.i. n.i. - - - - - -
CE n.i. n.i. - - - - - -
C20:3n-3  PL 0,02 0,01 0,01 0,01 - - - - - -
TG | 004 002 | 006 002 - - - - - -
CE n.i. n.i. - - - - - -

n. i. — za nekatere mas¢obne kisline v kromatogramu nismo nasli pikov pri danih pogojih; - — ni podatka; * — vrednosti primerjanih skupin (AB
in C) se med sabo statisti¢no znacilno razlikujejo (t-test z Bonferronijevo korekcijo, P < (0,05/(Stevilom istovrstnih testiranj x 3)) oz. P <

0,00037)

»se nadaljuje«
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Nadaljevanje preglednice 16: Primerjava LCP mascobno-kislinske sestave posameznih frakcij plazemskih
lipidov v Sloveniji s podatki iz drugih drzav
Continuation of the table16: Comparison of LCP fatty acid composition of plasma fractions in Slovenia
with data from other European countries

Decsi in Koletzko Decsi in sod. Sala-Vilain
Nasa raziskava nasa raziskava (1994) (1995a) sod. (2004)
drzava Slovenija Slovenija Nemcija Madzarska Spanija
dojencki s FTT, zdravi dojencki, zdravi, polno
opis stari 0,9-3,3 stari 0,9-3,6 zdravi dojencki, zdravi dojencki, dojeni
mesecev, mesecev, stari 1-12 mesecev stari 1-12 mesecev dojencki, stari
skupina AB skupina C 3 mesece
vzorcenje na teSce 4 ure po zadnjem obroku - pozno dopoldne, 2 uri -
plazme po zadnjem obroku
n 31 40 17 10 11
enota ut. % ut. % ut. % ut. % ut. %
masc¢obna mediana
kislina - - interkvartilni B -
frakcija X SO X SO razpon X Q. Qs X SOP
C20:5n-3 PL 0,28 0,10 0,31 0,09 0,09 0,09 0,10 0,02; 0,17 0,82 0,12
TG 0,28 0,06 0,33 0,07 0,09 0,07 - - 0,45 0,13
CE' | 023 o011 | 038 012 n.i. n.i. - - 030 0,05
C22:5n-3 PL 0,84 0,25 0,74 0,20 0,63 0,24 0,15 0,07; 0,22 0,85 0,11
TG 0,35 0,11 0,28 0,09 0,28 0,27 - - 0,32 0,02
CE 0,05 0,02 0,03 0,01 - - - - 0,18 0,02
C22:6n-3 PL" 4,92 0,91 4,12 0,63 1,53 0,48 1,73 1,19; 2,96 5,01 0,73
TG 0,90 0,33 0,73 0,32 0,07 0,09 0,09 n.i.; 0,23 2,64 0,27
CE 0,52 0,25 0,72 0,21 0,35 0,11 0,15 0,11; 0,34 1,01 0,01
vsote in razmerja
NMK PL’ 44,80 1,79 48,71 1,33 45,16 1,48 46,89 46,23;47,71
TG 34,12 2,87 35,42 2,78 38,19 1,97 42,34 38,34, 46,19
CE | 2328 215 | 1983 1,67 17,67 227 -
ENMK PL" | 13,85 1,40 12,64 1,14 16,79 2,23 15,99 15,23;17,41
TG 41,21 3,76 40,80 2,98 44,28 1,65 45,60  40,93; 48,53
CE 26,59 4,33 26,36 3,44 27,69 2,42 -
VNMK  PL" | 4136 1,86 | 38,65 141 - - - -
TG 24,66 5,12 23,78 3,58 - - -
CE 50,14 5,30 53,81 421 - - -
> o3 PL’ 6,06 1,03 5,18 0,70 3,06 0,71 1,90 1,41; 3,17 -
—— TG | 157 041 | 141 045 0,55 040 | 016  0,06;031 -
CE 0,80 0,33 1,13 0,32 0,59 0,20 0,35 0,12; 0,44 -
2 0-6 PL" | 1765 166 | 1562 1,70 10,52 222 | 1229  956;1598 -
—— TG | 344 058 | 271 059 1,37 038 | 105  051:158 -
CE 9,13 3,38 9,29 2,16 5,04 0,90 3,63 2,81; 6,47 -
2 06 PL 3,0 0,5 3,0 0,4 3.4 6,5 -
LCP/ TG | 23 0.6 2,0 04 75" 66" -
%&3 CE | 14 37 8,5 1,7 8,5 10.4* -
C18:/2n—6 PL’ 194,2 48,9 261,0 82,8 176,6 91,9 116,5*
C18:3n-3 TG 22,9 7,0 22,6 9,6 27,3* 43.4% 28,7%
CE | 1595 51,1 | 1353 394 1152 158,5 597°

n. i. — za nekatere mas¢obne kisline v kromatogramu nismo nasli pikov pri danih pogojih; - — ni podatka; * — vrednost je
izracunana iz podatkov izvirnega €lanka; * — vrednosti primerjanih skupin (AB in C) se med sabo statisticno znacilno

razlikujejo (t-test z Bonferronijevo korekcijo, P < (0,05/(Stevilom istovrstnih testiranj x 3)) oz. P < 0,00037)
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5.3.2 Vplivdodajanja zacetne formule na LCP status v krvni plazmi

Visji vnos LCP z zacetno mle¢no formulo (0,33 ut. % DHK in 0,43 ut. % ARK) se je Ze
po 31-ih dneh odrazil v pomembno vi§jih vrednostih LCP tako v PL kot tudi v TG
frakciji plazemskih lipidov (preglednica 17). LCP, dodane s prehrano, se tudi pri
dojenckih s FTT ucinkovito presnavljajo in vgrajujejo v telesne lipide.

Marin in sod. (2000) so proucevali maSc¢obno-kislinski profil fosfolipidne frakcije
eritrocitov zmerno beljakovinsko-energijsko podhranjenih donoSenih dojenckov (-2 do -3
SOP teza za starost). V starosti 45-90 dni so jih razvrstili v tri skupine glede na njihovo
prehrano v zadnjih 35-ih dneh: a) polno dojene — kontrolna skupina, b) hranjene s
standardno formulo brez LCP (F) in c) hranjene s formulo z LCP (F-LCP). Vsi dojencki,
hranjeni s F ali F-LCP, so ob vkljucitvi v raziskavo imeli niZji odstotek EPK in DHK ter
nizje odstotke ®-3 LCP in ®-6 LCP kot kontrolna skupina dojenih dojenckov. Te razlike
so bile mocneje izraZene pri skupini dojenckov, ki je bila hranjena s F. Tudi razmerje
LK/ARK je bilo v slednji skupini v primerjavi z ostalima proucevanima skupinama
poviSano, kar kaZze na nezadostno biosintezo ARK iz LK. Avtorji so zakljucili, da so
podhranjeni dojencki, hranjeni s F-LCP, dosegli maS¢obno-kislinski profil, podoben
profilu kontrolne skupine polno dojenih dojenckov, ¢esar skupini, hranjeni s F, v 35-ih
dneh ni uspelo.

Glede na zasnovo je bila nasi raziskavi najbolj podobna raziskava, ki sta jo opravila Decsi
in Koletzko (1995). Od rojstva do 4. meseca starosti sta mese¢no spremljala mas¢obno-
kislinsko sestavo posameznih frakcij plazemskih lipidov pri donoSenih dojenckih,
hranjenih izklju¢no z zacetno formulo z ali brez LCP. Zacetna formula z LCP je imela
podoben odstotek ARK (0,5 ut. %) in DHK (0,3 ut. %) kot formula F-LCP, uporabljena v
naSi raziskavi. Tudi v njuni raziskavi Ze po mesecu dni hranjenja z zafetno formulo
ugotavljata visje vrednosti LCP v PL pri dojenckih, hranjenih s formulo z LCP. Vrednosti
najpomembnejSih -3 in ®-6 presnovnih produktov, DHK in ARK, so pri dojenckih,
hranjenih s formulo, obogateno z LCP, ostale viSje skozi celotno Stirimese¢no obdobje
spremljanja v vseh treh frakcijah.

V zgodnjem obdobju po rojstvu prihaja do porasta LK in ALK in padca glavnih LCP v
vseh treh frakcijah plazemskih lipidov (Decsi in Koletzko, 1994). Zdi se, da so te
spremembe v maScobno-kislinski sestavi plazme odraz prehoda iz oskrbe z LCP preko
posteljice na drugacno oskrbo z maScobami iz zaCetne formule po rojstvu. Ucinek je
enak, Cetudi je zaCetna formula obogatena z LCP, le da porast esencialnih ma$c¢obnih
kislin ter zniZzanje LCP ni tako izrazito (Decsi in Koletzko, 1995). O enaki spremembi v
mascobno-kislinski sestavi plazme po trimeseCnem hranjenju z zacetno formulo
obogateno z LCP porocajo tudi Sala-Vila in sod. (2004), neodvisno od tega, kateri vir
LCP je bil uporabljen za bogatenje formule. Tudi v nasi raziskavi opazamo porast LK v
PL in TG ter ALK v vseh treh frakcijah kot tudi padec ARK in DHK, vendar ne v CE
skupine A. Velja poudariti, da so bili dojencki v naSi raziskavi ob vkljucitvi Ze stari 28—
99 dni in da so bili z zacetno formulo le dohranjevani. Vi§ji uteZni odstotki kot tudi
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koncentracija DHK in ARK v CE frakciji v skupini A bi lahko bila odraz z LCP
obogatene prehrane, vendar rezultati statisti¢ne analize te teze niso potrdili.

Vi§jiut. % ARK v PL in TG so bili opazeni skupaj z niZjimi vrednostmi prekurzorske LK
pri dojenckih skupine A, o ¢emer porocata tudi Decsi in Koletzko (1995). Ut. % C20:2n-
6 se med skupinama ni razlikoval, kar odraza usklajeno hitrost elongacije LK in A-8
desaturacije C20:2n-6. Elongaza, ki omogoca podaljSanje iz LK v C20:2n-6, Se ni jasno
opredeljena, vendar se iz poskusov na miskah pojavljajo namigi, da bi to lahko bil encim
poimenovan ELOVLS, ki sicer igra pomembno vlogo pri razvoju jeter v postnatalnem
obdobju (Zadravec, 2010).

Dojencki, hranjenji z zacetno formulo brez LCP, imajo v primerjavi z dojencki,
hranjenimi z LCP obogateno formulo, enake ali celo vi§je vrednostti DHGLK v vseh
frakcijah plazemskih lipidov, vendar izrazito niZje vrednosti ARK, kar opozarja na precej
omejeno aktivnost A-5 desaturaze (Desci in Koletzko, 1995). Enak trend je opaZen tudi v
nasi raziskavi.

Skupina AB je imela ob vkljuitvi v raziskavo statistiéno znacilno boljSe izhodiS¢e v
vsoti LCP v PL v primerjavi s skupino C. Po enomese¢nem dodajanju zacetne formule
smo opazili vi§je ut. % ®-3 LCP, -6 LCP, ARK in DHK v PL kot v skupini C le Se v
skupini A, medtem ko so bile vrednosti pri dojenckih skupne B v primerjavi s skupino C
nizje. Tudi Decsi in Koletzko (1995), ki sta v svoji raziskavi uporabila zac¢etno formulo s
podobno LCP sestavo, sta po mesecu dni hranjenja z LCP obogateno formulo ugotovila
vi§jo vrednost -3 LCP in podobne vrednosti ®-6 LCP kot pri starostno primerljivi
skupini dojenih dojenckov. Zanimivo je, da so imele matere skupine B v primerjavi s
skupino A celo neznacilno visji odstotek ARK, DHK, ®-3 LCP in ®-6 LCP v humanem
mleku, kar pomeni, da so imeli dojencki skupine B neznacilno vi§ji prehranski vnos
omenjenih mascobnih kislin. Sklepamo lahko, da so bile zaloge LCP v skupini B v
mesecu dni dohranjevanja s formulo brez LCP porabljene, saj je odstotek omenjenih LCP
kljub vi§jemu vnosu s humanim mlekom pred vkljuitvijo v raziskavo v vseh frakcijah
plazemskih lipidov padel celo pod vrednosti kontrolne skupine C.

LCP sestava F-LCP v naS$i raziskavi je posnemala sestavo humanega mleka evropskih
mater in je bila v skladu s tedaj in danes veljavnimi predpisi. Raziskavi, kjer so s F-LCP
posnemale vrednosti DHK in ARK v humanem mleku ameriSkih mater, so opravili
Carlson in sod. (1996b) ter Auestad in sod. (2001). Odstotek DHK v obeh raziskavah je
bil nizji in ARK podoben kot v na$i. Carlson in sod. (1996b) so v 2., 4., 6., 9. in 12.
mesecu starosti primerjali mascobno-kislinsko sestavo plazme in eritrocitov treh skupin
donosenih dojenckov: dojenih, hranjenih s F in hranjenih s F-LCP (0,1 ut. % DHK in
0,43 ut. % ARK). Ze po dveh mesecih so ugotovili boljsi DHK in ARK status tako v
plazemskem fosfatidilholinu kot tudi v fosfatidiletanolaminski frakciji eritrocitov v
skupini, hranjeni s F-LCP, kot v skupini, hranjeni s F, pri ¢emer so bile vrednosti obeh
mascobnih kislin primerljive z vrednostmi skupine dojenih dojen¢kov. Omenjeni trend so
opazili skozi celotno obdobje spremljanja. Auestad in sod. (2001) so v 4. in 12. mesecu
starosti primerjali mascobno-kislinsko sestavo eritrocitov S$tirih skupin donoSenih
dojenckov: dojenih, hranjenih s F ter dveh skupin hranjenih s F-LCP (0,13 ut. % DHK in
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0, 45 ut. % ARK. Slednji sta se razlikovali le v viru LCP (jaj¢ni trigliceridi ali meSanica
ribjega in olja in olja gliv). Tako v 4. kot tudi v 12. mesecu starosti so bile vrednosti DHK
in ARK v obeh frakcijah eritrocitov (fosfatidilholinski in fosfatidiletanolaminski) vi§je v
skupinah, ki so bile hranjene s F-LCP, kot v skupini, hranjeni s F, ter primerljive z
vrednostmi dojene skupine. Dojencki slednje so bili polno dojeni do vsaj tretjega meseca
starosti. Vir LCP v formuli ni imel vpliva na ARK in DHK v eritrocitih, kar kaze na
podobno absorpcijo mas¢obnih kislin iz Crevesja.

Tudi hranjenje donoSenih dojenckov s F-LCP, bogato z EPK (0,36 ut. % DHK, 0,58 ut. %
EPK in 0,27 ut. % GLK), se odraza v podobnih ali vi§jih vrednostih DHK v eritrocitih kot
hranjenje s humanim mlekom, ki je vsebovalo 0,21 ut. % DHK. Vendar pa so bile
vrednosti ARK niZje kot pri dojenih dojenckih in celo niZje kot v skupini hranjeni s
standardno formulo brez LCP (Makrides in sod. 1995). Prisotnost prekurzorske GLK ni
bila zmoZna odpraviti t. 1. »uinka zniZanja ARK« pri zauZitju olj z visoko vsebnostjo
EPK (Fleith in Clandinin, 2005).

Vi§je vrednosti LCP v PL in TG frakciji plazemskih lipidov po dohranjevanju s F-LCP v
nasi raziskavi so v skladu z naSo hipotezo in usklajene z rezultati podobnih raziskav.
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Preglednica 17: MaScobno-kislinska sestava (ut. %, povprecje (SD), p vrednosti iz meSanega modela
dvosmerne analize variance) plazemskih lipidov dojenckov s FTT, hranjenih s standardno zacetno formulo
brez LCP (skupina B, n = 15) ali s formulo obogateno z LCP (skupina A, n = 16)

Table 17: Fatty acid composition ( % wt/wt of total fatty acids, average (standard deviation), P values from
two-way mixed ANOVA) of plasma lipid classes in infants with FTT fed with convectional infant formula
without LCP or with LCP enriched formula

1. dan
PL TG CE
Prehrana Fin F-LCP
Skupina AB
mascobne kisline/n 31 31 16"

®-6 VNMK
C18:2n-6(c+t) 17,51 (2,41) 18,54 (4,56) 39,54 (5,62)
C18:3n-6 0,04 (0,01) 0,25 (0,06) 0,39 (0,11)
C20:2n-6 0,56 (0,11) 0,45 (0,20) 0,06 (0,03)
C20:3n-6 2,80 (0,63) 0,58 (0,14) 0,65 (0,25)
C20:4n-6 13,72 (1,42) 2,08 (0,35) 837 (3.17)
C22:2n-6 0,06 (0,02) 0,04 (0,02) 0,01 (0,01)
C22:4n-6 0,51 (0,13) 0,28  (0,06) 0,04 (0,02)

®-3 VNMK
C18:3n-3 0,10 (0,03) 0,87 (0,29) 028 (0,12)
C18:4n-3 n.i. n.i. n.i.
C20:3n-3 0,02 (0,01) 0,04 (0,02) n.i.
C20:5n-3 0,28 (0,10) 0,28  (0,06) 023  (0,11)
C22:5n-3 0,84 (0,25) 0,35 (0,11) 0,05 (0,02)
C22:6n-3 4,92 (0,91) 0,90 (0,33) 0,52  (0,25)

vsote in razmerja mascobnih kislin
NMK 4480 (1,790 34,12 (2,87) 23,28 (2,15)
ENMK 13,85 (1,40) 41,21 (3,76) 26,59 (4,33)
VNMK 41,36 (1,86) 24,66 (5,12) 50,14 (5,30)
VNMK/NMK 0,93 (0,07) 0,74 (0,20) 2,18 (0,38)
®-3 6,16 (1,03) 244 (0,52) 1,08 (0,31)
®-6 3520 (1,72) 2222 (4,95) 49,06 (5,20)
®-3 LCP? 6,06 (1,03) 1,57 (041) 0,80 (0,33)
®-6 LCP® 17,65 (1,66) 344  (0,58) 9,13 (3,38)
w-6/w-3 LCP 298 (0,52) 2,29 (0,55) 11,39 (3,71

+ — zaradi teZav pri analitiki CE analize nekaterih vzorcev nismo mogli izvesti; n. i. — za nekatere maScobne kisline v
kromatogramu nismo nasli pikov pri danih pogojih; ¢ _ n-3 LCP: C20:3n-3 + C20:5n-3 + C22:5n-3 + C22:6n-3; ¢ — n-6 LCP:
C20:2n-6 + C20:3n-6 + C20:4n-6 + C22:2n-6 + C22:4n-6
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Nadaljevanje preglednice 17: Mas¢obno-kislinska sestava (ut. %, povprecje (SD), p vrednosti iz meSanega

modela dvosmerne analize variance) plazemskih lipidov dojenckov s FTT, hranjenih s standardno zacetno
formulo brez LCP (skupina B, n = 15) ali s formulo obogateno z LCP (skupina A, n = 16)

Continuation of the table 17: Fatty acid composition ( % wt/wt of total fatty acids, average (standard
deviation), P values from two-way mixed ANOVA) of plasma lipid classes in infants with FTT fed with
convectional infant formula without LCP or with LCP enriched formula

31. dan
PL TG CE
Prehrana F F-LCP F F-LCP F F-LCP
Skupina B A B A B A
mascobne
kisline 15 16 15 16 8’ 8’
n
-6 VNMK
C18:2n-6(c+t) | 20,61 (1,77) 18,52 (191) 17,82 (3,19 1575 (3,09) 4302 (434) 4393 (3,12
C18:3n-6 0,08 (0,04 0,08 (0,03 023 (0,08) 028 (0,06) 0,68 (0,26) 0,48 (0,15)
C20:2n-6 0,56 (0,10 0,55 (0,12) 032 (0,13) 033 (0,12) 0,05 (0,02) 0,05 (0,01)
C20:3n-6 324 (0,81) 2,95 (0,81) 041 (0,200 043 (0,18) 0,72 (0,11) 0,69 (0,26)
C20:4n-6 9,37 (2.21) 1235 (2,19)°"< 1,09 (0,65) 1,43 (0,52) 531 (2.22) 8,78  (2,09)
C22:2n-6 0,05 (0,01) 0,05 (0,02) 0,02 (0,01) 0,02 (0,01 0,01 (0,01) 0,01 (0,01)
C22:4n-6 0,49 (0,08 0,51 (0,10 0,17 (0,07) 021 (0,08) 0,06 (0,09 0,03 (0,02)
©-3 VNMK
C18:3n-3 0,13 (0,03) 0,14 (0,04 1,03 (0,23) 1,15 (0,35) 0,38  (0,06) 0,40 (0,18)
C18:4n-3 n. i. 0,00 (0,01) n.i. n. i. n.i. n. i.
C20:3n-3 0,02 (0,01) 0,03 (0,01) 0,04 (0,02) 004 (0,02 n.i. n.i.
C20:5n-3 0,31  (0,09) 0,35 (0,08 025 (0,100 026 (0,03) 022 (0,09 031 (0,11)
C22:5n-3 0,80 (0,18) 0.84 (022) 022 (0,12) 027 (0,09 0,03 (0,02) 0,04 (0,02
C22:6n-3 3,57 (1,14) 459 (1,02 0,54 (0,59) 0,71 (0,30)"' 0,32 (0,15) 0,66 (0,33)
vsote in razmerja mascobnih kislin
NMK 4592 (2,13) 4558 (2,10) 3424 (2,69) 3748 (2,79) 2020 (2,15) 2048 (2,64)
ENMK 14,86  (1,89) 13,47 (1,89) 4361 (3,83) 41,64 (3.40) 2899 (4,15) 24,14 (3,28)
VNMK 39,22 (2,16) 40,95  (2,56) 22,14 (4,56) 2088 (4,00) 50,81 (4.96) 5538 (4.98)
VNMK/NMK | 0,86  (0,08) 0,90 (0,09) 0,66 (0,18) 056 (0,13) 2,56 (0,46) 2,76  (0,54)
-3 4,82 (1,19 595 (1,13) 2,08 (0,60) 2,42 (0,50) 0,95 (0,14) 1,41 (0,46)
-6 3439 (1,44) 35,00 (1,63) 20,07 (3,99) 1845 (3,75) 4986 (4,92) 5397 (4,65)
-3 LCP* 4770 (1.21) 580 (1,15)¢ 1,04 (0,77) 1,27  (0,40) 0,57 (0,21) 1,01 (0,44)
-6 LCP® 13,71  (2,55) 16,41 (2,63)""? 2,02 (1,00 2,42 (0,85 6,15 (2,31) 9,56  (2,26)
©-6/0-3 LCP 3,00 (0,51) 2,86 (0,27) 2,11 (0,35) 1,92 (0.42)" 11,05 (249) 1054 (3.11)

+ — zaradi teZav pri analitiki CE analize nekaterih vzorcev nismo mogli izvesti; n. i. — za nekatere maScobne kisline v

kromatogramu nismo nasli pikov pri danih pogojih;

! _ skupini se znaéilno razlikujeta glede na &as, > — skupini se znadilno razlikujeta glede na skupino, * — skupini se znacilno

razlikujeta kot rezultat interakcije skupine in Casa;

f—p<0,0I; b_ p <0,05;°—p<0,001I; 4 _ n-3 LCP: C20:3n-3 + C20:5n-3 + C22:5n-3 + C22:6n-3; ¢ — n-6 LCP: C20:2n-6 +

C20:3n-6 + C20:4n-6 + C22:2n-6 + C22:4n-6

Predstavljena raziskava je bila zelo dolgotrajna. Vzorce humanega mleka mamic
dojenckov in krvi dojenckov, vkljucenih v raziskavo, smo zbirali v obdobju od decembra
2000 do februarja 2004. Namesto nacrtovanih 40 dojenckov s FTT smo v raziskavo
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vkljucili 33 dojenckov. Glavna vzroka sta bila vse manjSa pojavnost dojen¢kov s FTT in
iztekel rok uporabnosti zaCetnih formul, vkljucenih v naSo raziskavo. Proizvajalec nam
po treh letih ni mogel veC zagotoviti enakega sestava raziskovalnih zacetnih formul. Vse
manjSa pojavnost dojenckov s FTT je pokazatelj dobre mreZe zdravstvene oskrbe, kjer so
ti dojencki hitro prepoznani in je prehransko ukrepanje prieto Se preden doseZejo
kriterije podhranjenosti.

Raziskavo je podaljsala tudi teZavna analitika mas¢obnih kislin v CE frakciji, zaradi cesar
je bilo ob koncu analiziranih le priblizno polovica vzorcev omenjene frakcije. Pri izbiri
kolone smo bili omejeni z maksimalno temperaturo, do katere smemo pregrevati kolono.
Socasno z analitiko maS€obnih kislin je namre¢ na istem plinskem kromatografu v
kombinaciji z masnim detektorjem potekala rutinska klini¢na analitika organskih kislin,
pri kateri so za loCevanje organskih komponent uporabljali drugo kolono in temperature
do 270 °C. Zeleli smo tudi kolono, ki bo omogo¢ala dobro in hitro loébo LCP tako za
vzorce humanega mleka kot tudi krvne plazme. Kapilarno kolono, za katero smo ocenili,
da najbolj ustreza vsem pogojem, smo morali zaradi pogostega masSenja med analitiko
mascobnih kislin v CE frakciji pogosto menjati in jo na novo umerjati. Predvidevamo, da
je bilo v vzorcih metilnih estrov maScobnih kislin ve¢ necisto¢ in da pogoji na koloni
temu niso bili najbolj prilagojeni.

Ena izmed prednosti raziskave je bila, da so bili vsi dojencki vkljuceni in spremljani med
hospitalizacijo na Klinicnem oddelku za gastroenterologijo, hepatologijo in
nutricionistiko, kar je olajSalo zbiranje antropometri¢nih mer, vzorcev humanega mleka
in krvne plazme, posledi¢no je bilo v raziskavi zelo malo manjkajocih podatkov. Poleg
tega je fiziCna povezanost vseh v raziskavo vkljucenih raziskovalcev olajSala delo in
omogocila dober prenos informacij.

Zdi se, da bi bila izvedba podobne raziskave v prihodnosti v slovenskem okolju Se
tezavnejSa, saj so objave prvih rezultatov naSe raziskave v javnosti, osveSCanje
patronazne sluzbe in osveSCanje celotne zdravstvene javnosti, Ze dali rezultate v upadu
dojenckov, sprejetih zaradi podhranjenosti (Sedmak in sod., 2008). Za olajSano analitiko
mascobno-kislinskega sestava humanega mleka in posameznih frakcij plazemskih lipidov
bi bili smiselni razli¢ni koloni ter uporaba loCenega plinskega kromatografa zgolj v
namene te analitike, kar bi omogocilo Se bolj stabilne pogoje locbe.

V okviru te raziskave smo nepri¢akovano ugotovili visoko znacilno razliko v povecanju
obsega glave za starost kot rezultat interakcije skupine in Casa (p < 0,015), Cesar ni
mogoce razloziti, saj naSa raziskava ni bila nacrtovana v tej smeri. Dojenckom skupine B
se je obseg glave tekom raziskave povecal bolj kot dojenc¢kom skupine A, in sicer za 0,04
SOP obsega glave za starost. Dobljene rezultate bi bilo zanimivo nadgraditi s sledenjem
in nevroloskimi meritvami vseh dojenckov, ki so zakljucili raziskavo (skupine C, skupine
A in skupine B). Sledenje ima svoje omejitve, saj omenjena raziskava ni bila nacrtovana
v smeri kontinuiranega spremljanja nevroloskih parametrov. Sedaj so dojencki, vkljuceni
v naSo raziskavo, stari od 7 do 11 let in so nekateri mejniki, ki jih za spremljanje
zgodnjega nevroloSkega razvoja uporabljajo v pregledanih raziskavah (3, 6, 12, 18, 24 in
39 mesecev) Ze zamujeni.
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54

SKLEPI

Dojeni dojencki s FTT so zauzili premajhno koli¢ino humanega mleka zaradi
hipogalaktije mater.

Po dodatku zacetnega mleka so dojencki obeh skupin pridobili na telesni tezi v
skladu s pricakovanji.

Vrsta zauzite zacetne formule (F ali F-LCP) tekom enomese¢nega dohranjevanja ni
vplivala na rastne parametre dojenckov s FTT.

Vsebnost mascob v zrelem humanem mleku slovenskih doje¢ih mamic je
primerljiva z vsebnostjo maScob, ki jo navajajo v literaturi (Koletzko in sod.,
2001b).

Mascobno-kislinska sestava zrelega humanega mleka mater dojenckov z
normalnim napredovanjem na telesni tezi je med ugodnejSimi v primerjavi s
sestavo humanega mleka v ostalih evropskih drzavah.

Mleko mater s hipogalaktijo ima znacilno vi§ji odstotek ®-6 LCP kot mleko mater
kontrolne skupine. Obstaja moZnost, da so se pri materah s hipogalaktijo zaradi
majhnega izloCanja humanega mleka (v povprecju le 470 ml/dan) zaloge »-6 LCP
praznile pocasneje kot pri materah, ki so proizvajale vec¢jo koli¢ino mleka.

Dojencki skupine AB imajo vi§ji relativni delez LCP v PL frakciji plazemskih
lipidov kot dojencki skupine C.

Slabse napredovanje dojenih dojenckov na telesni tezi ni bilo posledica
pomanjkanja LCP.

Visji vnos LCP z zagetno mle¢no formulo se je Ze po 31-ih dneh odrazil v
pomembno visjih vrednostih LCP tako v PL kot tudi v TG frakciji plazemskih
lipidov.

LCP, dodane s prehrano, se tudi pri dojenckih s FTT ucinkovito presnavljajo in
vgrajujejo v telesne lipide.



96

Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2011

6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Predstavljena raziskava je prva, ki obravnava rast in prehrano donoSenih, dojenih
dojenc¢kov s FTT po uvedbi dvovrstnega hranjenja. Izhaja iz primerov, ki jih Se vedno
srecujemo v klini¢ni praksi. Raziskava daje tudi prvi vpogled v mascobno-kislinsko
sestavo zrelega mleka slovenskih mater z in brez hipogalaktije ter v masc¢obno-kislinsko
sestavo posameznih frakcij plazemskih lipidov donoSenih dojenckov z normalnim in
slabsSim napredovanjem na telesni tezi.

Izmerjena koli¢ina zauZitega humanega mleka dojenckov s FTT, ki je ob vkljucitvi v
raziskavo znaSala 471 + 181 g/dan, je bila bistveno niZja kot je pri¢akovana za starost (vsaj
650 g/dan). Celotna koli¢ina zauzitega mleka je Ze v prvih treh dneh raziskave porasla na
755 £+ 144 ml/dan (p < 0,001). Sklepamo, da je bilo neustrezno napredovanje na telesni tezi
pogojeno s premajhno koli¢ino humanega mleka zaradi hipogalaktije mater.

Pri 81 % dojenckov se je dojenje ohranilo kljub temu, da smo zaceli dodajati zacetno
formulo. Popoln uspeh prehranskega ukrepanja je bil doseZen, ¢e so dojencki ustrezno
nadoknadili merjen parameter rasti (A SOP teze za starost > 0,5/mesec) in so obenem
ohranili dojenje (PSDg_3; > 0). Tak uspeh je bil doseZen pri dobri polovici dojenckov.

Pri¢akovano so se tekom enomesecnega dohranjevanja z zaetno formulo povecali vsi
merjeni parametri rasti: telesna teZa, dolZina, ITM in obseg glave. Vrsta zauZite zaCetne
formule (F ali F-LCP) ni vplivala na parametre rasti dojen¢kov s FTT.

Vsebnost mas¢ob v zrelem humanem mleku slovenskih doje¢ih mamic je primerljiva z
vsebnostjo mascob v literaturi. MaS€obno-kislinska sestava zrelega humanega mleka mater
dojenckov z normalnim napredovanjem na telesni tezi je med ugodnejSimi v primerjavi s
sestavo humanega mleka v ostalih evropskih drzavah.

Mileko mater s hipogalaktijo (skupina AB) je vsebovalo statisticno zelo visoko znacilno
vis§ji odstotek m-6 LCP, zlasti na racun DHGLK in ARK, in neznacilno visje vrednosti LK
in C20:2n-6 kot mleko mater kontrolne skupine (skupina C). Skupina AB je imela tudi
neznacilno vi§ji odstotek -3 LCP. Omenjeni ugotovitvi veljata tudi za koncentracije
(mg/100g humanega mleka) maScobnih kislin. V okviru te raziskave omenjenih razlik v
mascobno-kislinski sestavi mleka ni mogoce razloziti. Obstaja moznost, da so se pri
materah s hipogalaktijo zaradi majhnega izloCanja humanega mleka (v povprecju le 470
ml/dan) zaloge ®-6 LCP praznile poCasneje kot pri materah, ki so proizvajale vecjo
koli¢ino mleka. Razlik v maScobno-kislinski sestavi mleka skupine AB v primerjavi s
kontrolno skupino ne gre povezovati s slabSim napredovanjem na telesni tezi, saj za to
nismo nasli znanstvene podlage.

Dojencki s FTT (skupine AB) so imeli pred zacCetkom prehranskega ukrepanja
nepri¢akovano visje ut. % plazemskih LCP (vi$ja vsota ®-3 LCP v PL in TG ter vsota ®-6
LCP v PL) kot dojencki z normalnim napredovanjem na telesni tezi (p < 0,001). Vsebovali
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so tudi neznacilno visji delez skoraj vseh drugih LCP z izjemo EPK, ki je intermediat pri
nastanku DHK iz esencialne ALK. Razmerje ®-6 LCP/ »-3 LCP je bilo za obe proucevani
skupini podobno in primerljivo s podatki iz literature za zdrave dojencke. Sklepamo, da
nezadostna oskrba z LCP ni bila razlog slabSega napredovanja na telesni tezi. Visji delez
LCP v PL je lahko posledica vecjih lastnih zalog LCP v masc¢obnem tkivu dojenckov kot
tudi posledica znacilno vi§je vsebnosti DHGLK in ARK (obe iz druZine ®-6) in tenden¢no
vi§je vsebnosti DHK (druZina ®-3) v humanem mleku mater teh dojenckov.

Visji vnos LCP z zacetno mle¢no formulo (0,33 ut. % DHK in 0,43 ut. % ARK oz. 0,44 ut.
% ®-3 LCP in 0,59 ut. % -6 LCP) se je Ze po 31-ih dneh odrazil v pomembno vi§jih
vrednostih LCP tako v PL kot tudi v TG frakciji plazemskih lipidov, Se posebej v
vrednostih ®-6 LCP v PL. LCP, dodane s prehrano, se tudi pri dojenckih s FTT ucinkovito
presnavljajo in vgrajujejo v telesne lipide.
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6.2 SUMMARY

This is the first study to investigate growth and nutrition of full-term breastfeed infants
with FTIT after additional formula milk feeding. It comes from cases which are still
encountered in clinical practice. The study provides the first insight into the fatty acid
composition of mature milk of Slovenian mothers with and without hypogalactia and the
fatty acid profiles of all plasma lipid fractions in infants with FTT and infants with normal
weight gain.

Human milk intake of infants with FTT (471 + 181 g/day) at study entry was significantly
lower than expected for age (at least 650 g/day). The total milk intake has increased to 755
+ 144 ml/day during the first three days (p < 0.001). We can conclude that FTT was
induced by a lack of quantity of human milk due to mother’s hypogalactia.

Despite of necessary additional formula milk feeding, breastfeeding was maintained in 81
% of infants. The full intervention success (CBF >0 and A SDS for weight > 0.5/month)
was reached at good half of the infants, who showed adequate catch up growth while still
being breast fed.

Supplementation over 31 days led to expected increase in measured growth parameters:
weight, length, and head circumference standard deviation scores. Type of infant formula
consumed (F or F-LCP) had no effect on the growth parameters of infants with FTT.

Fat content in mature human milk of Slovenian nursing mothers is comparable to that in
the literature. Composition of human milk of Slovenian women is in good accordance with
results from others European countries; we can even announce it as one of the more
favorable.

Higher ®-6 LCP content (expressed as wt. % and as mg/100g human milk) was found in
milk lipids of mothers with hypogalactia especially on account of higher dihomo-y-
linolenic and arachidonic acid when compared with mother’s milk of control group. In
addition tendentious higher content of linoleic acid and C20:2n-6 and ®-3 LCP were also
observed. These differences in fatty acid composition of milk can not be explained within
this study can not be correlated with FTT, since we did not find any scientific basis.. There
is a possibility that the release rate of ®-6 LCP from maternal pool was slower in mothers
with hypogalactia due to lower milk secretion (in average 470 ml/day) in comparison to
mothers with higher milk secretion.

Infants with FTT had unexpectedly higher wt. % of plasma LCP (higher sum ®-3 LCP in
PL and TG, and total -6 LCP in PL) at study entry than infants with normal weight gain
(p < 0.001). In addition tendentious higher content of almost all the other LCP in PL and
TG were observed, with the exception of the eicosatrienoic acid, an intermediate in the
formation of docosahexaenoic acid from the essential a-linoleic acid. Plasma PL of both
groups did not differ in w-6 LCP/®-3 LCP. The ratio was comparable with data for healthy
infants from the literature. The results indicate that LCP deficiency wasn’t the reason of
FTT. Higher LCP content in plasma PL can result from higher extent of LCP from
remaining infant’s body fat stores. It can also result from higher content of dihomo-y-
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linolenic, arachidonic and tendentious higher content of docosahexaenoic acid in breast
milk of FTT infant’s mothers.

One month of additional formula milk feeding with LCP enriched formula (0.33 wt. %
docosahexaenoic acid and 0.43 wt. % arachidonic acid or 0.44 wt. % ®»-3 LCP and 0.59 wt.
% -6 LCP) for infants with FTT effectively increased LCP contents in PL and TG,
especially n-6 LCP contents in PL. The data obtained indicate that LCP from enriched
formula were effectively metabolized and incorporated into infantile plasma lipids by
infants with FTT.
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6.3 ZUSSAMENFASSUNG

Zusammenfassung ist einen Teil des Berichts eines bilateralen Projekts mit der
Universitétsklinik in Miinchen mit dem Titel »WTZ mit Slowenien, Projekt SVN 01/022:
Einfluss der Erndhrung auf Plasmafettsduren bei ungeniigend gestillten Sduglingen«. Der
Bericht wurde im August 2005 von Universitétsklinik in Miinchen zu Frau Sack in das
DLR Internationales Biiro in Bonn geschickt.

In Slowenien werden mehr als 90 % der Neugeborenen zum Zeitpunkt der Entlassung aus
der Klinik vollgestillt (2001). Allerdings kommt es auch bei gestillten Kindern zu
Gedeihstorungen mit nachteiligen Konsequenzen fiir das langfristige Wachstum, die auch
mit negativen Langzeiteffekten fiir Gesundheit und Entwicklung verbunden sein konnen.
Falls keine zugrunde liegende Erkrankung diagnostiziert wird, werden den Miitter
intensivierte Stilltechniken angeraten. Wenn auch dies nicht zu verbesserter
Nahrungsaufnahme fiihrt, wird empfohlen, mit Sduglingsmilchnahrung zuzufiittern.

Wir wurden dazu folgende Fragestellungen im Bezug auf Zwiemilcherndhrung untersucht:
a) ist die unzureichende Gewichtszunahme mit niedriger Milchaufnahme verbunden?

b) ist der Gehalt an langkettigen mehrfach ungesittigten Fettsduren (LCPUFA) im
Blut von Kindern mit zu geringen Zunahmen vermindert?

c) gibt es Unterschiede in der Milchfettsdaurezusammensetzung zwischen gedeihenden
und nicht gedeihenden Kindern?

d) erhoht das Zufiittern die Gewichtszunahme?

e) erhohen LCPUFA in der Zusatznahrung den entsprechenden Gehalt im Blut der
Kinder?

In der durchgefiihrten klinischen Studie wurden 33 Neugeborene mit Gedeihstérung
eingeschlossen. Studie wurde in der Universititskinderklinik Ljubljana durchgefiihrt. Bei
diesem Studienkollektiv und bei 41 gut gedeihenden Vergleichskindern wurden die
Zusammensetzungen von Muttermilch und Plasmafettsduren untersucht. Bei den Kindern
mit Gedeihstorung wurde iiber 31 Tage zugefiittert (entweder eine Formel mit LCPUFA
oder ohne LCPUFA), die anthropometrische Entwicklung verfolgt und bei Studienende
nochmals eine Analyse der Plasmafettsduren vorgenommen.

Die gemessene Milchaufnahme der Studienkinder liegt mit 471 + 181 g/Tag weit unter
dem zu erwartenden Wert fiir das entsprechende Alter (ca. 650 g/Tag oder mehr). Die
gesamte Nahrungsaufnahme ist durch das Zufiittern deutlich angestiegen auf 755 + 144
g/Tag. Somit liegt der Schluss nahe, dass die Gedeihstorung durch eine zu geringe Milch-
und Substrat aufnahme bedingt war.

In den meisten Fillen ist es moglich, die Energieaufnahme von Sduglingen durch Zufiittern
zu erhohen, ohne dass die als optimal angesehene Muttermilcherndhrung vorzeitig beendet
wird. Mit der durch Zufiittern erreichten erhohten Energieaufnahme wurde auch ein
befriedigendes Wachstum der Kinder erzielt. Es kann also davon ausgegangen werden,
dass die Energiezufuhr ausreichend war, um adidquates Aufholwachstum zu gewihrleisten.
Die volle Erfolg der Intervention wurde bei 15 von 29 Séuglingen (52 %), die iiber
angemessenes zeigte auftholen Wachstum wihrend noch gestillt erreicht.
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In den Muttermilchproben aus dem Studienkollektiv (St) und einem untersuchten
Vergleichskollektiv (Ref) konnte gezeigt werden, dass signifikanten hohere Anteile an
Dihomo-Yy-linolensdure und Arachidonsdure (den mengenmifig bedeutendsten Vertreter
der n-6 LCPUFA) in den Lipiden der Muttermilch der nicht gut gedeihenden Kinder
vorlagen. Tendenziell waren auch die Gehalte an n-3 LCPUFA hoher in dieser Gruppe.
Diese Aussagen gelten auch fiir den absoluten Gehalt dieser Fettsduren in der Muttermilch.
Die Griinde fiir diese Unterschiede konnten im Rahmen der Studie nicht geklart werden.
Vorstellbar ist, dass aufgrund der geringen Milchsekretion (im Mittel nur 470 g/Tag) bei
den nicht gedeihenden Kindern der als wesentliche Quelle von Milchfettsduren dienende
maternale Pool an LCPUFA weniger rasch erschopft wurde als bei Frauen, die bei
gedeihenden Kindern eine deutliche hohere Milchmenge produzierten. Fiir einen kausalen
Zusammenhang zwischen den Unterschieden in den Milchfettsduregehalten und der
Gedeihstorung besteht jedoch kein Anhalt. Im Gegenteil wurde in fritheren Studien auch
eine positive Assoziation von Arachidonsdure mit dem Wachstum von Sauglingen
gefunden.

In der Zusammensetzung der Fettsduren aus Triglyceriden und Cholesterolestern des
Plasma finden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen gedeihenden und nicht
gedeihenden Kindern. Es finden sich aber deutliche Unterschiede in den Phospholipiden,
mit einer klaren Erhohung der relativen Anteile der LCPUFA bei den nicht gedeihenden
Kindern. Die signifikant hoheren Werte fanden sich fiir Arachidonsdure und
Docosahexaensiure, die beiden Hauptvertreter der n-6 und n-3 Reihe, aber auch fiir fast
alle anderen LCPUFA (Ausnahme Eicosapentaenséure, ein Intermediat in der Bildung von
Docosahexaensédure aus der essentiellen o-Linolensédure). Es gibt also keine Hinweise auf
eine Unterversorgung mit LCPUFA, die zu der Gedeihstorung gefiihrt haben konnte. Die
hoheren LCPUFA Anteile bei den nicht gedeihenden Kindern kdnnen durch die signifikant
hoheren Gehalte an Dihomo-y-linolensdure und Arachidonsidure und die tendenziell (nicht
signifikant) erhohten Gehalte an Docosahexaensiure in der Muttermilch, die sie erhalten
haben erklirt werden.

Das Zufiittern verbesserte unabhéingig vom LCPUFA Gehalt der Formelmilch deutlich die
Zunahmen der Kinder.

Mit der hoheren Zufuhr an LCPUFA in der angereicherten Formel (0,3 % n-3 LCPUFA
und 0,7 % n-6 LCPUFA) zeigten sich in den Plasmalipiden der Kinder, die diese Formel
erhielten auch deutlich hohere Werte. Die Zufuhr mit der Nahrung wurde also auch bei den
Kindern mit Gedeihstorung effektiv metabolisiert und in korpereigene Lipide inkorporiert.
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PRILOGE

Priloga Al: Veckrat nenasi¢ene masS¢obne kisline v zacetnih formulah za dojencke, ki so dostopne na
slovenskem trgu v letu 2011

Appendix Al: Polyunsaturated fatty acids in infant formulas, which are available on the Slovenian market in

2011

mascobna kislina

C18:2n-6 C20:4n-6

C18:3n-3 (C22:6n-3

-3 LCP +
-6 LCP

trzno ime izdelka

proizvajalec

mg/100g pripravljene zacetne formule za dojencke

Aptamil 1
Immunofortis zacetno
mleko za dojencke
Milumil 1 za¢etno mleko

Milupa

500

500

11

6.4

90

90

6.4

6.4

Novalac 1 zacetno mleko
za dojencke

Novalac

600

59,8

Hipp 1 Bio zacetno
mleko za dojencke

Hipp Pre Bio zacetno
mleko za dojencke

Hipp Pre Combiotic
Bio Mleko zacetno
mleko za dojencke

Hipp 1 Combiotic Bio
Mileko zacetno mleko za
dojencke

Hipp

600

600

600

600

70

70

70

80

15,8

21

20

16

Beba Pro Start Pre 1
zacetna formula za
dojencke

Beba Pro 1 zacetna
formula za dojencke

Nestle Nutrition

500

500

7.8

64,5

67

7,9

7,7

19,7

19,3

Humana zacetno mleko
Pre

Humana 1 zacetno
mleko za dojencke

Humana

575

71

Sunval 1 Bio
zacetno mleko za
dojencke

Sunval

600

50

Babylove 1 Bio zacetno
mleko za dojencke

DrogerieMarkt

730

80

Holle Bio 1 bio mleko v
prahu 1 od 1. steklenicke

Holle baby food

- — podatka ni v posredovani proizvajal€evi specifikaciji
* — LCP niso dodane izdelku
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Priloga A3: OkrajSave, trivialna imena in nekatere fizikalne lastnosti maS¢obnih kislin, ki smo jih

identificirali v raziskavi

Appendix A3: Abbreviations, trivial names and selected physical properties of identified fatty acids
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Continuation of Appendix A3: Abbreviations, trivial names and selected physical properties of identified

Nadaljevanje priloge A3: OkrajSave, trivialna imena in nekatere fizikalne lastnosti masc¢obnih kislin, ki smo
fatty acids

jih identificirali v raziskavi

Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
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Priloga B1: Ponovljivost rezultatov desetih zaporednih injiciranj dveh razli¢énih meSanic standardov,
izvedenih v treh zaporednih dneh (ut. %)

Appendix B1: Reproducibility of the results (wt. %) of two different mixtures of standards carried out in ten

consecutive injections during three consecutive days

standardna meSanica 1

standardna meSanica 2

mascobna kislina X (ut. %) SO KV X (ut. %) SO KV

C4:0 1,13 0,01 0,50 1,36 0,02 1,39
C6:0 1,66 0,00 0,30 2,30 0,01 0,27
C8:0 1,97 0,01 0,29 2,81 0,01 0,25
C10:0 2,21 0,01 0,29 3,18 0,01 0,25
C11:0 2,29 0,01 0,29 1,65 0,00 0,25
C12:0 2,41 0,01 0,29 3,36 0,01 0,23
C13:0 2,37 0,01 0,30 1,75 0,00 0,18
C14:0 2,54 0,01 0,28 3,64 0,01 0,22
Cl14:1n-5 2,51 0,01 0,25 1,73 0,00 0,21
C15:01S 2,59 0,01 0,27 1,86 0,00 0,21
C15:1n-5 2,55 0,01 0,27 1,68 0,00 0,28
C16:0 5,26 0,01 0,26 5,69 0,01 0,17
Cl16:1n-7 2,61 0,01 0,23 1,77 0,00 0,18
C17:0 2,66 0,01 0,20 1,61 0,00 0,20
Cl17:1n-7 2,64 0,01 0,24 1,89 0,00 0,21
C18:0 2,71 0,01 0,22 3,99 0,01 0,15
C18:1n-9c 2,70 0,03 1,18

C18:1n-9t 2,69 0,03 1,26 580 0.01 0.23
C18:2n-6¢ (c9,12) 2,70 0,01 0,26 1,78 0,00 0,27
C18:2n-6t (19,12) / / / 1,84 0,00 0,23
C18:3n-6 2,61 0,01 0,30 1,58 0,00 0,30
C19:01IS 3,51 0,01 0,15 2,87 0,01 0,24
C18:3n-3 2,68 0,01 0,28 1,64 0,00 0,17
C20:0 2,75 0,01 0,19 391 0,01 0,16
C20:1n-9 2,74 0,01 0,34 1,96 0,00 0,19
C20:2n-6 2,61 0,02 0,72 1,56 0,01 0,68
C20:3n-9 4,03 0,02 0,40 3,48 0,01 0,30
C20:3n-6 2,71 0,01 0,26 1,48 0,01 0,45
C21:0 / / / 2,08 0,02 0,83
C20:4n-6 2,61 0,01 0,22 1,52 0,01 0,80
C20:3n-3 2,66 0,01 0,23 1,64 0,01 0,39
C20:5n-3 / / / 1,39 0,00 0,27
C22:0 2,82 0,01 0,42 4,25 0,02 0,44
C22:1n-9 2,82 0,01 0,43 1,99 0,01 0,37
C22:2n-6 2,80 0,01 0,46 1,95 0,00 0,24
C23:0 / / / 2,23 0,01 0,38
C22:4n-6 4,48 0,01 0,26 3,78 0,01 0,20
C24:0 / / / 4,61 0,01 0,29
C22:6n-3 7,07 0,02 0,30 4,34 0,01 0,24
C24:1n-9 2,88 0,02 0,78 2,04 0,01 0,60
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Priloga B2: Ponovljivost kromatografskih metod med vzorci kvantitativnega standarda GLC-85 z znanimi
uteznimi odstotki v obdobju trajanja analiz Studijskih vzorcev

Appendix B2: Reproducibility of chromatographic methods measured on samples of quantitative standards
GLC-85 with known weight. % during a period of study sample analysis

uporabljena metoda HMF PLL

koncentracija standarda 5.000 pg ml™ 2.000 pg ml”!

n 20 17

obdobje proucevanja 54 dni 50 dni

mascobna kislina X (ut. %) SO KV X (ut. %) SO KV
C12:0 3,78 0,50 13,27 | 4,38 0,25 5,65
C13:0 3,51 0,34 9,56 3,95 0,24 6,08
C14:0 3,59 0,24 6,63 3,93 0,24 6,08
Cl4:1n-5 3,64 0,24 6,67 3,94 0,27 6,98
C15:0 3,54 0,15 4,34 3,78 0,22 5,80
C15:1n-5 3,57 0,17 4,62 3,74 0,27 7,11
C16:0 7,02 0,20 2,88 7,32 0,43 5,90
C16:1n-7 3,58 0,12 3,45 3,63 0,24 6,56
C17:0 3,50 0,08 2,28 3,58 0,23 6,48
Cl17:1n-7 3,57 0,10 2,86 3,52 0,20 5,55
C18:0 3,53 0,09 2,42 3,57 0,32 9,09
C18:1n-9 c+t 7,14 0,19 2,69 6,95 0,25 3,53
C18:2n-6¢ 3,70 0,13 3,45 3,50 0,15 4,34
C18:3n-6 3,88 0,14 3,64 3,44 0,16 4,63
C18:3n-3 3,72 0,16 4,36 3,46 0,15 4,34
C20:0 3,45 0,15 4,30 3,55 0,53 14,94
C20:1n-9 3,56 0,12 3,47 3,40 0,18 5,19
C20:2n-6 3,57 0,13 3,64 3,34 0,17 5,12
C20:3n-6 3,68 0,14 3,88 3,35 0,14 4,27
C20:4n-6 3,58 0,16 4,40 3,24 0,13 3,98
C20:3n-3 3,66 0,16 4,24 3,32 0,16 4,87
C22:0 3,38 0,26 7,71 3,60 0,77 21,35
C22:1n-9 3,46 0,20 5,78 3,47 0,34 9,87
C22:2n-6 3,54 0,19 5,50 3,41 0,31 9,22
C22:6n-3 3,58 0,20 5,70 3,04 0,24 791
C24:1n-9 3,29 0,32 9,58 3,60 0,56 15,50

HMF - kromatografska metoda, ki smo jo uporabljali za lo¢evanje MEMK humanega mleka
PLL — kromatografska metoda, ki smo jo uporabljali za lo¢evanje MEMK posameznih frakcij plazemskih
lipidov
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Priloga B3: Ponovljivost med paralelnimi meritvami (ut. %), merjenimi isti dan pri dolo€anju maScobno-
kislinske sestave olja, kravjega in humanega mleka
Appendix B3: Repeatability of measurements in determining the fatty acid composition of oil, cow and
human milk (wt. %) measured in the same day

vzorec olje kravje mleko humano mleko humano mleko
n 6 5 3 3
mag¢obna kislina X SO KV X SO KV X SO KV X SO KV
C12:0 0,09 0,00 073 | 2,12 0,10 4,71 426 0,02 0,58 740 0,33 440
Cl2:1n-1 0,00 0,00 0,07 0,00 395 0,01 0,00 7,50 0,02 0,00 2,69
C13:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C14:0 0,09 0,00 0,23 |10,89 035 322 | 454 006 1,25 853 0,17 1,94
Cl4:1n-5 0,00 0,00 0,86 0,03 3,17 0,16 0,00 141 0,24 0,00 1,75
'C16:0 iso/C15:0 iso 0,00 0,00 0,31 0,01 2,59 0,05 0,00 2,22 0,08 0,00 3,52
C15:0a-iso 0,00 0,00 0,40 0,01 2,65 0,07 0,00 3,71 0,10 0,00 0,77
C15:0 0,02 0,00 3,35 | 1,06 0,03 237 0,26 0,00 0,92 0,33 0,00 0,42
C15:1n-5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C16:0 541 0,01 0,14 |3491 039 1,12 |[20,65 0,05 026 |21,76 0,09 041
C16:1n-7 0,23 0,00 0,51 | 2,52 0,04 140 2,02 0,01 039 221 0,02 0,71
C17:0 0,05 0,00 0,771 | 1,06 0,02 1,78 0,27 0,00 0,99 0,35 0,00 0,64
Cl17:1n-7 0,07 0,00 2,54 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C18:0 2,51 0,01 042 | 10,60 021 2,02 9,60 0,02 0,18 6,98 0,04 0,59
C18:1n-9 c+t 64,13 0,02 0,04 | 2742 042 1,53 |31,68 0,09 030 |2846 0,22 0,78
C18:1n-7 354 0,02 064 | 250 0,08 3,27 2,37 0,03 145 2,04 0,09 443
C18:2n-6 c+t 1890 0,03 0,16 | 2,03 0,05 222 |2015 0,03 0,17 |17,14 0,12 0,70
C18:3n-6 0,00 0,00 0,09 0,03 29,14 | 0,14 0,01 4,08 0,11 0,01 491
C18:3n-3 2,37 0,01 035 | 1,30 0,02 1,43 091 0,00 0,27 0,73 0,01 0,74
'C18:2n-7/C18:4n-3 0,00 0,00 0,51 0,04 734 0,23 0,01 2,17 0,27 0,01 2,43
C20:0 0,57 0,00 0,53 | 022 0,01 5,04 0,28 0,00 0,55 0,18 0,00 2,19
C20:1n-15, n-12 0,03 0,00 1475| 0,24 0,03 11,09 | 0,06 0,01 14,05 | 0,10 0,00 1,45
C20:1n-9 1,09 0,00 035 | 007 0,01 1323 | 0,29 0,01 4,50 0,33 0,00 1,22
C20:2n-6 0,05 0,00 1,32 | 003 0,00 11,78 | 0,35 0,00 0,67 0,42 0,00 0,96
C20:3n-6 0,00 0,00 0,05 0,00 8,01 0,37 0,00 0,93 0,51 0,01 1,08
C21:0 0,00 0,00 0,04 0,00 6,69 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:4n-6 0,00 0,00 0,06 0,00 6,56 0,46 0,00 0,38 0,58 0,00 0,84
C20:3n-3 0,00 0,00 0,02 0,00 4,78 0,03 0,00 0,99 0,04 0,00 2,54
C20:5n-3 0,01 0,00 13,12 | 0,11 0,01 895 0,06 0,01 2625 | 0,07 0,00 1,54
C22:0 0,35 0,01 1,76 | 0,10 0,01 7,68 0,12 0,01 8,76 0,10 0,00 3,41
C22:1n-11 0,01 0,01 9759| 0,03 0,01 20,04 | 0,00 0,01 17321 | 0,02 0,00 1,22
C22:1n-9 0,09 0,00 286 | 001 0,00 6306 | 004 000 191 0,06 0,00 3,02
C22:2n-6 0,01 0,00 20,.87| 002 0,00 1720 | 0,04 0,00 3,52 0,05 0,00 4,54
C23:0 0,03 0,00 7,65 | 008 0,01 946 0,01 0,01 86,78 | 0,00 0,00
C22:4n-6 0,01 0,00 1021| 0,02 0,00 1506 | 0,10 0,00 4,84 0,17 0,00 0,85
C22:3n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:5n-3 0,04 0,00 2,00 | 0,17 0,01 5,49 0,12 0,00 1,20 0,20 0,00 2,29
C24:0 0,20 0,00 0,73 | 0,08 0,01 16,17 | 0,07 0,00 2,16 0,05 0,00 3,65
DHK; C22:6n-3 0,00 0,00 0,01 0,01 9143 | 0,17 0,00 1,39 0,34 0,00 1,23
C24:1n-9 0,12 0,00 1,25 | 0,01 0,01 137,57 ] 0,03 0,00 246 0,04 0,00 4,97
% mascob (g/100 g
vzorca) 88,04 0,10 0,0 397 0,03 0,70 3,17 0,01 0,0 6,66 005 0,8

? — v medlaboratorijski primerjavi je bila s podobnim ut. % identificirana ma3¢obna kislina, ki je navedena

prva
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Priloga B4: Ponovljivost med paralelnimi meritvami pri dolocanju ma$¢obno-kislinske sestave humanega
mleka med dnevi

Appendix B4: Repeatability between parallel measurements in determining the fatty acid composition of
human milk (wt. %) measured during different days

vzorec humano mleko humano mleko
n (dnevi) 4 4
magéobna kislina X SO KV X SO KV
C12:0 396 0,52 13,23 | 7,18 0,79 10,99
Cl12:1 n-1 0,01 0,00 12,89 | 0,02 0,00 11,44
C13:0 0,00 0,00 0,00 0,00
C14:0 426 0,28 6,64 8,28 0,50 6,09
Cl4:1n-5 0,15 0,01 7,27 0,23 0,02 640
'C16:0 is0/C15:0 iso 0,05 0,00 5,61 0,07 0,00 5,19
C15:0a-iso 0,07 0,00 5,97 0,10 0,00 4723
C15:0 0,25 0,01 4,50 | 0,32 0,01 3,09
C15:1n-5 0,00 0,00 0,00 0,00
C16:0 20,09 045 223 | 2147 031 1,44
Cl16:1n-7 196 0,05 2,70 2,19 0,04 1,62
C17:0 0,27 0,00 1,45 0,35 0,01 1,69
Cl17:1n-7 0,00 0,00 0,00 0,00
C18:0 9,81 0,18 1,86 | 7,04 0,16 2,26
C18:1n-9 c+t 32,22 0,53 1,66 | 28,80 0,64 2721
C18:1n-7 2,40 0,03 1,35 1,99 0,06 2,80
C18:2n-6 c+t 20,45 031 1,50 | 17,41 043 2,46
C18:3n-6 0,14 0,01 996 | 0,12 0,01 6,09
C18:3n-3 093 0,01 1,52 | 0,74 0,02 251
’C18:2n-7/C18:4n-3 0,24 0,01 6,07 0,28 0,02 6,28
C20:0 0,29 0,01 4,06 | 0,18 0,00 2,18
C20:1n-15, n-12 0,07 0,01 9,93 0,10 0,01 12,59
C20:1n-9 0,31 0,01 4,49 | 0,34 0,01 3,45
C20:2n-6 0,37 0,01 3,93 043 0,01 3,37
C20:3n-6 0,39 0,01 3,50 | 0,52 0,02 3,52
C21:0 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:4n-6 049 0,02 3,10 | 0,60 0,02 3,73
C20:3n-3 0,03 0,00 5,08 0,05 0,00 6,20
C20:5n-3 0,06 0,01 11,19 | 0,07 0,00 2,49
C22:0 0,13 0,01 7,61 0,10 0,01 8,51
C22:1n-11 0,01 0,00 40,71 | 0,02 0,00 7,75
C22:1n-9 0,04 0,00 6,65 0,06 0,00 5,85
C22:2n-6 0,04 0,00 4,65 0,05 0,00 6,62
C23:0 0,01 0,01 78,46 | 0,00 0,00
C22:4n-6 0,10 0,00 4,60 | 0,18 0,01 6,92
C22:3n-3 0,00 0,00 0,04 0,05
C22:5n-3 0,13 0,01 4,55 0,21 0,01 4,738
C24:0 0,08 0,01 11,34 | 0,05 0,01 14,71
C22:6n-3 0,18 0,01 4,87 0,35 0,02 5,53
C24:1n-9 0,03 0,00 13,81 | 0,04 0,01 12,96
% mascob (g/100 g vzorca) 3,11 0,16 5,3 6,46 0,24 3,7

? — v medlaboratorijski primerjavi je bila s podobnim ut. % identificirana ma3¢obna kislina, ki je navedena
prva
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Priloga B5: Primerjava v naSem laboratoriju izmerjenih vrednosti maS¢obnih kislin v certificiranem
referen¢nem materialu CRM 163 s certificiranimi vrednostmi (ut. %)

Appendix B5: Comparison of our laboratory measured values of fatty acids (wt. %) in a certified reference
material CRM 163 with the certified values

certificirana vrednost (ut. %) izmerjena vrednost (ut. %)

mas¢obna kislina* X £S0 X +80

C14:0 2,29 £ 0,04 2,28 £ 0,01

C16:0 25,96 + 0,30 26,09 + 0,02

Cle:1 2,58 £0,16 2,29 £ 0,01

C18:0 18,29 £ 0,16 18,38 £ 0,06
C18:1 38,34 +£ 0,36 38,06 £ 0,03

C18:2 7,05 +£0,17 7,31 £0,02

C18:3 0,86 +£0,14 0,85 + 0,00

* — vkljuc€uje pozicijske in geometrijske izomere
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Priloga B6: Rezultati udelezbe v mednarodni interlaboratorijski primerjavi DGF 2004: maS¢obno-kislinska
sestava (ut. %) dveh vzorcev olja

Appendix B6: Results of participation in an international interlaboratory comparison Deutsche Gessellschaft
Fur Fettwissenschaft (DGF) 2004: fatty acid composition (wt. %) was measured on two samples of oil

DGF 2004 laboratorij Centra za nutricionistiko
mas¢obna kislina mediana ut. %* (X) A R (%)
vzorec 1
C14:0 0,090 0,09 0,00 0,00
Cl16:0 5,330 5,43 0,10 1,88
C18:0 2,500 2,51 0,01 0,40
C18:1n-9 65,318 64,08" 1,24 1,90
C18:2n-6 17,753 18,56 0,81 4,55
C18:3n-3 2,070 2,37 0,30 14,49
C22:1n-9 0,090 0,09 0,00 0,00
C20:4n-6 0,000 0,00 0,00
C18:1n-9 ¢ 1,810 !

C18:2n-6t 0,585 0,31 0,28 47,01

C18:3n-3 ¢ 0,263 b

vzorec 2

C14:0 0,130 0,14 0,01 7,69

C16:0 12,885 13,14 0,26 1,98

C18:0 3,780 3,78 0,00 0,00

C18:1n-9 55,695 55,18° 0,52 0,92

C18:2n-6 19,620 20,57 0,95 4,84

C18:3n-3 0,490 0,55 0,06 12,24

C22:1n-9 0,085 0,08 0,01 5,88

C20:4n-6 0,000 0,00 0,00

C18:1n-9 ¢ 2,128 !

Cl18:2n-6 t 0,485 0,31 0,18 36,08

C18:3n-3 t 0,080 b

vsote MEMK

vzorec 1

NMK (brez TMK) 9,165 9,39 0,23 2,45

ENMK (brez TMK) 67,790 69,25% 1,46 2,15

VNMK (brez TMK) 19,803 21,05 1,25 6,30

TMK 2,635 0,31° 2,33 88,24

vzorec 2

NMK (brez TMK) 18,740 19,29 0,55 2,93

ENMK (brez TMK) 57,855 59,24% 1,39 2,39

VNMK (brez TMK) 20,115 21,16 1,05 5,20

TMK 2,720 0,31° 2,41 88,60
A-100

A =absolutna napaka =|mediana - X|; R = relativna napaka =
X

mediana predstavlja najboljSo oceno prave koncentracije merjenega parametra; * — izraZen kot triacilglicerol/100g

vzorca;

NMK =} (C6:0;C8:0;C10:0;C1 1:0;C12:0;C13:0;C14:0;’ C16:0/C15:0is0;C15:0a-

1s0;C15:0;C16:0;C17:0;C18:0;C20:0;C21:0;C22:0;C23:0,C24:0);

ENMK =} (C12:1n-1;C14:1n-5;C16:1n-7;C17:1n-7;C18:1n-7;C18:1n-9¢;C18:1n-9t;C18:1n-12;C20: 1n-15;C20: 1n-

12;C20:1n-9;C22:1n-11;C22:1n-9;C24:1n-9);

VNMK =} (C18:2n-6¢;C18:3n-3;C20:2n-6;C20:5n-3;C22:2n-6;C22:4n-6;C22:3n-3;C22:5n-3);

# — pri uporabljenih pogojih loGevanja imata mas¢obni kislini C18:1n-9¢ in C18:1n-9t enak retencijski ¢as;

> _ mag¢obne kisline C18:3n-3 t nismo identificirali, ker nismo imeli standarda za identifikacijo te mas¢obne kisline;

¢ — samo C18:2n-6 t; drugih trans izomer nismo identificirali ali pa so imele isti retencijski ¢as kot njihove cis izomere
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Priloga B7: Primerjava maSc¢obno-kislinske sestave (ut. %), izmerjene na istih vzorcih humanega mleka v
naSem laboratoriju in kemijskem laboratoriju Katedre za prehrano, Rodica
Appendix B7: Comparison of fatty acid composition (wt. %) of human milk measured on the same samples
in our laboratory and chemical laboratory of the Chair for Nutrition, Rodica

laboratorij

Laboratorij centra za
nutricionistiko Ljubljana’

Kemijski laboratorij

Katedra za prehrano Rodica’

metoda ekstrakcije

glej poglavje 3.3.2.1

glej poglavje 3.3.2.1

Park in Goins
(Park in Goins, 1994)

metoda GC/FID GC/FID GC/FID
mascobna kislina ut. (%) ut. (%) ut. (%)
C4:0 / 0,01 0,07
C6:0 0,05 0,05 0,09
C8:0 0,17 0,17 0,38
C10:0 2,03 1,99 2,18
C10:1n-1 / 0,02 0,01
C11:0 0,01 0,01 0,01
Cll:1n-1 / 0,00 0,00
C12:0 6,72 6,59 6,92
Cl12:1n-1 0,02 0,00 0,02
C13:0 0,03 0,03 0,03
C13:1n-1 / 0,00 0,00
C14:0 7,06 6,92 6,98
Cl4:1n-5 0,39 0,46 0,47
C15:0 a-iso 0,12 0,12 0,12
C15:01s0 0,08 / /
C15:0 0,37 0,36 0,35
C16:0 iso / 0,10 0,10
C15:1n-5 0,00 0,00 0,00
C16:0 22,97 22,94 22,70
Cl6:1n-7t / 0,06 0,05
Cl16:1n-7 ¢ 2,93 2,76 2,77
C17:0 iso / 0,11 0,10
C17:0 a-iso / 0,20 0,19
C17:0 0,34 0,35 0,34
Cl17:1n-7 0,00 0,00 0,00
C18:0 5,88 5,67 5,61
C18:1n-12 (t6) / 0,28 0,23
C18:1n-9 (19) / 0,30 0,33
C18:1n-8 (t10) / 0,32 0,30
C18:1n-7 (t11) / 0,55 0,52
C18:1n-11 (c7), n-12 (c6) / 0,00 0,00
C18:1n-9 28,96 27,59 27,32
C18:1n-7 (c11) 2,59 1,87 1,87
C18:1n-6 (c12) / 0,19 0,19

»se nadaljuje«
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Nadaljevanje priloge B7: Primerjava mas¢obno-kislinske sestave (ut. %), izmerjene na istih vzorcih
humanega mleka v naSem laboratoriju in kemijskem laboratoriju Katedre za prehrano, Rodica

Continuation of Appendix B7: Comparison of fatty acid composition (wt. %) of human milk measured on the
same samples in our laboratory and chemical laboratory of the Chair for Nutrition, Rodica

laboratorij

Laboratorij centra za
nutricionistiko Ljubljana’

Kemijski laboratorij

Katedra za prehrano Rodica’

metoda ekstrakcije

glej poglavje 3.3.2.1

glej poglavje 3.3.2.1

Park in Goins
(Park in Goins, 1994)

metoda GC/FID GC/FID GC/FID
mascobna kislina ut. (%) ut. (%) ut. (%)
C18:2n-6 tt / 0,10 0,00
C18:2n-6 ct / 0,08 0,08
C18:2n-6 tc / 0,10 0,10
C18:2n-6 cc 14,22% 14,25 14,22
C19:1n-9 / 0,03 0,01
C18:3n-6 0,15 0,17 0,17
C18:3n-3 1,14 1,16 1,16
C20:0 0,17 0,18 0,16
C19:2n-6 / 0,00 0,00
C18:2n-7¢c9, t11 k / 0,23 0,35
C20:1n-15 0,10* 0,02 0,01
C18:2n-6 t10, c12 k / 0,02 0,03
C20:1n-12 / 0,05 0,05
C18:4n-3 0,30 0,02 0,00
C20:1n-9 0,39 0,40 0,40
C21:0 0,00 0,04 0,00
C20:2n-6 0,44 0,42 0,42
C21:1n-9 / 0,02 0,02
C20:3n-6 0,63 0,67 0,66
C20:4n-6 0,56 0,61 0,60
C20:3n-3 0,06 0,07 0,07
C22:0 0,08 0,09 0,05
C22:1n-11 0,00 / /
C22:1n-9 0,08 0,22 0,21
C20:5n-3 0,09 0,07 0,07
C23:0 0,01 0,01 0,00
C22:2n-6 0,05 0,06 0,06
C23:1n-9 / 0,03 0,00
C24:0 0,08 0,08 0,04
C22:3n-3 0,00 0,00 0,00
C22:4n-6 0,13 0,14 0,13
C24:1n-9 0,07 0,08 0,05
C22:5n-3 0,18 0,20 0,19
C22:6n-3 0,35 0,38 0,38

/ — v laboratoriju nismo/niso razpolagali s standardom za identifikacijo te maScobne kisline
' vrednosti so povpre&je dveh injiciranj

2
Q

— vrednosti so povprecje petih injiciranj
— rezultat zajema vse pozicijske in geometrijske izomere (razen C18:1n-7c¢), saj imajo pri uporabljenih

pogojih lo¢evanja enak retencijski Cas
# _ rezultat zajema tudi pozicijsko izomero C20:1n-12, saj imata ma3¢obni kislini pri uporabljenih pogojih

lo¢evanja enak retencijski ¢as
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Priloga B8: Primerjava maSc¢obno-kislinske sestave (ut. %) v skupnih lipidih krvne plazme, izmerjena v

naSem laboratoriju in kemijskem laboratoriju Katedre za prehrano, Rodica

Appendix B8: Comparison of fatty acid composition (wt. %) of total blood plasma lipids measured on the
same samples in our laboratory and chemical laboratory of the Chair for Nutrition, Rodica

Laboratorij centra za nutricionistiko

Kemijski laboratorij

laboratorij Ljubljana InStituta za prehrano Rodica
metoda GC/FID GC/FID
kolona Omegawax 320 Omegawax 320

metoda ekstrakcije

mod. Kolarovic in Fournier
(Kolarovic in Fournier, 1986)

Park in Goins
(Park in Goins, 1994)

kromatografska metoda

PLL
(Lauritzen in sod., 2002)

HMF
(Fidler, 1997)

mascobna kislina ut. (%) ut. (%)
C10:0 3,90 6,59
C11:0 0,02 0,01
C12:0 0,19 0,21
C13:0 0,00 0,00
C14:0 1,07 1,12
Cl14:1n-5 0,03 0,03
C15:0 0,00 0,15
C15:1n-5 0,00 0,00
C16:0 19,91 19,61
Cl16:1n-7 2,24 2,22
C17:0 0,21 0,20
Cl17:1n-7 0,00 0,00
C18:0 5,47 5,45
C18:1n-9 (c+t) 26,67 25,37
C18:1n-7 2,29 2,28
C18:2n-6 (c+t) 23,69 23,03
C18:3n-6 0,13 0,12
C18:3n-3 1,59 1,54
C18:4n-3 0,00 0,16
C20:0 0,22 0,17
C20:1n-9 1,65 1,28
C20:2n-6 0,23 0,17
C20:3n-6 0,43 0,44
C21:0 0,00 0,00
C20:4n-6 1,23 1,28
C20:3n-3 0,04 0,00
C20:5n-3 1,89 1,79
C22:0 0,22 0,12
C22:1n-11 0,00 0,00
C22:1n-9 0,13 0,11
C22:2n-6 0,01 0,00
C23:0 0,07 0,00
C22:4n-6 0,05 0,00
C22:5n-3 0,77 0,81
C24:0 0,17 0,09
C22:6n-3 5,17 5,51
C24:1n-9 0,32 0,12
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Priloga C1: Mascobno-kislinska sestava zrelega humanega mleka mater s hipogalaktijo
Appendix C1: Fatty acid composition of mature human milk mothers with hypogalactia

Zrelo humano mleko A : B ut. % mg/100g humanega mleka
prehrana  n X SO X SO
NMK
A 16 5,73 2,21 205,85 108,98
C12:0 B 15 5,56 1,49 221,38 102,94
A 16 n. i. n. i.
C13:0 B 15 n. i. n. i.
A 16 6,05 1,99 220,53 114,41
C14:0 B 15 6,51 1,54 262,73 126,09
A 16 0,09 0,04 3,26 1,74
C15:0 a-iso B 15 0,09 0,06 3,57 2,16
A 16 0,06 0,02 2,26 1,20
’C16:0 is0/C15:0 iso B 15 0,07 0,04 2,53 1,50
A 16 0,34 0,09 11,86 5,51
C15:0 B 15 0,34 0,14 13,10 6,70
A 16 21,38 2,07 768,39 330,10
C16:0 B 15 21,62 2,76 856,26 351,27
A 16 0,31 0,04 10,96 4,35
C17:0 B 15 0,31 0,07 12,02 4,46
A 16 6,45 1,22 233,52 109,96
C18:0 B 15 6,06 1,10 241,41 102,43
A 16 0,20 0,05 7,22 3,64
C20:0 B 15 0,19 0,05 7,63 3,43
A 16 0,01 0,01 0,18 0,14
C21:0 B 15 0,01 0,01 0,15 0,17
A 16 0,09 0,02 3,23 1,75
C22:0 B 15 0,09 0,03 3,79 2,02
A 16 0,01 0,01 0,20 0,22
C23:0 B 15 0,01 0,00 0,28 0,23
A 16 0,07 0,02 2,61 1,24
C24:0 B 15 0,09 0,03 3,43 1,88
ENMK
A 16 0,02 0,01 0,66 0,38
Cl12:1n-1 B 15 0,02 0,01 0,67 0,29
A 16 0,24 0,09 8,83 5,32
Cl4:1n-5 B 15 0,24 0,10 9,11 4,45
A 16 n. i. n. i.
C15:1n-5 B 15 n. i n. i.
A 16 2,67 1,13 96,20 64,61
C16:1n-7 B 15 2,65 1,02 101,36 50,75
A 16 n. i. n. i.
C17:1n-7 B 15 n. i. n. i.
A 16 32,76 2,86 1163,10 479,88
C18:1n-9 (c+t) B 15 32,12 3,47 1280,20 556,09
A 16 2,57 0,37 91,54 39,40
C18:1n-7 B 15 2,54 0,45 98,82 38,57

,.s¢ nadaljuje*
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Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2011

Nadaljevanje priloge C1: Mas¢obno-kislinska sestava zrelega humanega mleka mater s hipogalaktijo
Continuation of Appendix C1: Fatty acid composition of mature human milk mothers with hypogalactia

mg/100g humanega
Zrelo humano mleko A:B ut. % mleka
prehrana n X SO X SO
A 16 0,07 0,01 2,53 1,00
C20:1n-15, n-12 B 15 0,07 0,03 2,75 1,05
A 16 0,44 0,08 15,38 6,27
C20:1n-9 B 15 0,44 0,09 17,53 8,11
A 16 0,01 0,01 0,21 0,31
C22:1n-11 B 15 0,01 0,01 0,31 0,77
A 16 0,09 0,03 3,06 1,27
C22:1n-9 B 15 0,09 0,03 3,50 1,69
A 16 0,07 0,03 2,44 1,23
C24:1n-9 B 15 0,08 0,03 3,04 1,61
VNMK
druzina ®-6
A 16 16,27 4,37 574,33 282,92
C18:2n-6 (c+t) B 15 16,66 3,31 673,48 327,23
A 16 0,15 0,06 5,00 2,47
C18:3n-6 B 15 0,15 0,05 5,82 2,72
A 16 0,43 0,11 15,02 6,63
C20:2n-6 B 15 0,49 0,20 19,84 11,86
A 16 0,46 0,11 16,06 6,86
C20:3n-6 B 15 0,57 0,14 22,48 9,72
A 16 0,58 0,14 20,01 8,52
C20:4n-6 B 15 0,62 0,11 23,96 8,85
A 16 0,05 0,02 1,92 0,92
C22:2n-6 B 15 0,07 0,04 2,56 1,83
A 16 0,15 0,04 5,12 2,51
C22:4n-6 B 15 0,16 0,04 6,40 2,78
VNMK
druZina ®-3
A 16 1,12 0,29 40,41 21,25
C18:3n-3 B 15 1,11 0,28 44,69 24,68
A 16 0,05 0,01 1,74 0,83
C20:3n-3 B 15 0,06 0,02 2,25 1,11
A 16 0,08 0,03 2,57 1,35
C20:5n-3 B 15 0,09 0,03 3,68 1,89
A 16 n. i. 0,00 n. i.
C22:3n-3 B 15 0,00 0,00 0,02 0,05
A 16 0,19 0,05 6,52 3,02
C22:5n-3 B 15 0,22 0,04 8,95 4,22
A 16 0,25 0,07 8,82 4,20
C22:6n-3 B 15 0,28 0,09 11,22 6,17
nerazvr$¢ena mascobna kislina
A 16 0,30 0,07 10,59 5,04
’C18:2n-7/C18:4n-3 B 15 0,32 0,09 12,27 5,36

,,s€ nadaljuje



Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
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Nadaljevanje priloge C1: Mas¢obno-kislinska sestava zrelega humanega mleka mater s hipogalaktijo
Continuation of Appendix C1: Fatty acid composition of mature human milk mothers with hypogalactia

mg/100g humanega
Zrelo humano mleko A:B ut. % mleka
prehrana n X SO X SO
vsote in razmerja ma$¢obnih kislin
A 16 41,00 6,23 1479,54 652,01
NMK B 15 40,94 3,65 1628,28 652,18
A 16 38,93 3,70 1383,96 577,13
ENMK B 15 38,25 4,46 1517,31 645,96
A 16 20,07 4,66 708,11 333,33
VNMK B 15 20,81 3,54 837,63 390,83
A 16 0,51 0,19 0,51 0,19
VNMK/NMK B 15 0,51 0,10 0,51 0,10
A 16 1,98 0,30 70,65 32,22
-3 B 15 2,09 0,30 83,09 38,58
A 16 18,09 4,51 637,46 304,27
-6 B 15 18,72 3,63 754,55 359,41
A 16 20,07 4,66 708,11 333,33
vsota (0-3) + (0-6) B 15 20,81 3,54 837,63 390,83
A 16 9,18 1,96 9,18 1,96
0-6/0-3 B 15 9,24 2,79 9,24 2,79
A 16 0,56 0,14 19,65 8,91
»-3 LCP B 15 0,66 0,12 26,12 11,80
A 16 1,67 0,34 58,12 23,78
-6 LCP B 15 1,91 0,43 75,24 32,00
A 16 2,23 0,44 77,77 32,04
vsota (0-3)+(w-6) LCP | B 15 2,57 0,44 101,36 41,13
A 16 3,02 0,54 3,02 0,54
»-6/w-3 LCP B 15 2,98 0,87 2,98 0,87
A 16 15,08 3,81 15,08 3,81
C18:2n-6/C18:3n-3 B 15 15,86 5,13 15,86 5,13

" —natanc¢na identifikacija ni bila moZna (glej poglavje 4.1.8)

n. i. — za nekatere ma$cobne kisline v kromatogramu nismo nasli pikov pri danih pogojih




Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2011

Priloga C2: Mascobno-kislinska sestava lipidov zrelega humanega mleka

Appendix C2: Fatty acid composition of mature human milk

zrelo humano mleko AB : C ut. % mg/100g humanega mleka
skupina  n X SO X SO
NMK
AB 31 5,65 1,86 213,36 104,62
C12:0 C 41 5,65 1,78 191,73 94,66
AB 31 n. i. n. i.
C13:0 C 41 n. i. n. i.
AB 31 6,27 1,77 240,95 120,10
C14:0 C 41 6,18 2,06 210,78 111,39
AB 31 0,06 0,03 2,39 1,34
C15:0 a-iso C 41 0,07 0,03 2,20 1,40
AB 31 0,09 0,05 3,41 1,93
’C16:0 is0/C15:0 iso C 41 0,09 0,04 3,07 1,99
AB 31 0,34 0,11 12,46 6,04
C15:0 C 41 0,33 0,11 11,10 5,49
AB 31 21,50 2,39 810,90 337,72
C16:0 C 41 21,36 2,35 720,94 256,33
AB 31 0,31 0,06 11,47 4,36
C17:0 C 41 0,32 0,07 10,49 4,08
AB 31 6,26 1,16 237,34 104,68
C18:0 C 41 6,58 1,20 219,75 84,25
AB 31 0,19 0,05 7,42 3,49
C20:0 C 41 0,20 0,05 6,60 2,49
AB 31 0,01 0,01 0,16 0,15
C21:0 C 41 0,01 0,01 0,14 0,15
AB 31 0,09 0,03 3,50 1,87
C22:0 C 41 0,09 0,02 3,00 1,07
AB 31 0,01 0,00 0,24 0,22
C23:0 C 41 0,01 0,01 0,16 0,20
AB 31 0,08 0,03 3,01 1,61
C24:0 C 41 0,08 0,02 2,42 0,86
ENMK
AB 31 0,02 0,01 0,67 0,33
Cl12:1n-1 C 41 0,02 0,01 0,58 0,36
AB 31 0,24 0,10 8,97 4,84
Cl4:1n-5 C 41 0,23 0,09 7,76 4,36
AB 31 n. i n. i.
C15:1n-5 C 41 n. i. n. i.
AB 31 2,66 1,06 98,70 57,41
Cl16:1n-7 C 41 2,50 0,62 84,42 34,96
AB 31 n. i n. i.
C17:1n-7 C 41 n. i. n. i.
AB 31 32,45 3,13 1219,76 512,83
C18:1n-9 (c+t) C 41 33,11 3,61 1106,46 364,73
AB 31 2,55 0,40 95,06 38,53
C18:1n-7 C 41 2,70 0,44 89,62 31,12

,,se¢ nadaljuje*



Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
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Nadaljevanje priloge C2: Mascobno-kislinska sestava lipidov zrelega humanega mleka
Continuation of Appendix C2: Fatty acid composition of mature human milk

zrelo humano mleko AB : C ut. % mg/100g humanega mleka
skupina  n X SO p X SO
AB 31 0,07 0,02 2,63 1,01
C20:1n-15, n-12 C 41 0,08 0,05 2,41 1,38
AB 31 0,44 0,08 16,42 7,18
C20:1n-9 C 41 0,45 0,14 14,48 5,66
AB 31 0,01 0,01 0,26 0,57
C22:1n-11 C 41 0,03 0,13 0,79 2,68
AB 31 0,09 0,03 3,27 1,48
C22:1n-9 C 41 0,08 0,03 2,70 0,91
AB 31 0,08 0,03 2,73 1,43
C24:1n-9 C 41 0,06 0,02 2,01 0,69
VNMK
druzina ®-6
AB 31 16,45 3,83 622,31 304,18
C18:2n-6 (c+t) C 41 16,15 3,38 536,93 203,61
AB 31 0,15 0,06 5,40 2,59
C18:3n-6 C 41 0,14 0,05 4,84 2,80
AB 31 0,46 0,16 17,35 9,68
C20:2n-6 C 41 0,38 0,08 0,009 12,56 4,36
AB 31 0,51 0,14 19,17 8,85
C20:3n-6* C 41 0,39 0,08 0,000 13,06 4,70
AB 31 0,60 0,13 21,92 8,77
C20:4n-6* C 41 0,50 0,10 0,000 16,33 5,27
AB 31 0,06 0,03 2,23 1,45
C22:2n-6 C 41 0,04 0,02 0,002 1,37 0,63
AB 31 0,15 0,04 5,74 2,68
C22:4n-6 C 41 0,13 0,03 0,002 4,13 1,33
VNMK
druZina ®-3
AB 31 1,11 0,28 42,48 22,69
C18:3n-3 C 41 1,15 0,33 37,85 15,28
AB 31 0,05 0,02 1,98 0,99
C20:3n-3 C 41 0,05 0,01 1,58 0,65
AB 31 0,08 0,03 3,11 1,70
C20:5n-3 C 41 0,09 0,05 2,97 1,33
AB 31 0,00 0,00 0,01 0,04
C22:3n-3 C 41 0,00 0,00 0,00 0,00
AB 31 0,20 0,05 7,70 3,79
C22:5n-3 C 41 0,20 0,06 6,40 2,35
AB 31 0,27 0,08 9,98 5,30
C22:6n-3 C 41 0,26 0,21 8,10 4,30
nerazvr$¢ena mascobna kislina
AB 31 0,31 0,08 11,41 5,18
‘C18:2n-7/C18:4n-3 C 41| 032 0,08 10,60 4,40

,,se nadaljuje



Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2011

Nadaljevanje priloge C2: Mascobno-kislinska sestava lipidov zrelega humanega mleka

Continuation of Appendix C2: Fatty acid composition of mature human milk

zrelo humano mleko AB : C ut. % mg/100g humanega mleka
skupina  n X SO p X SO
vsote in razmerja mascobnih kislin
AB 31 40,97 5,06 1551,51 645,57
NMK C 41 40,94 4,92 1382,39 508,74
AB 31 38,60 4,03 1448,48 604,86
ENMK C 41 39,25 3,91 1311,24 427,07
AB 31 20,42 4,10 770,78 362,17
VNMK C 41 19,80 3,48 656,71 231,74
AB 31 0,51 0,15 0,51 0,15
VNMK/NMK C 41 0,50 0,13 0,50 0,13
AB 31 2,03 0,30 76,67 35,41
> ®-3 C 41 2,07 0,54 67,49 22,01
AB 31 18,39 4,05 694,11 331,83
> ®-6 C 41 17,74 3,46 589,23 216,90
AB 31 20,42 4,10 770,78 362,17
Y0-3+Yw-6 C 41 19,80 3,48 656,71 231,74
AB 31 9,21 2,36 9,21 2,36
> w-6/) ®-3 C 41 9,06 2,89 9,06 2,89
AB 31 0,61 0,14 22,78 10,75
> o-3 LCP C 41 0,60 0,30 19,04 7,31
AB 31 1,79 0,40 66,41 28,92
> -6 LCP* C 41 1,44 0,22 0,000 47,45 14,51
AB 31 3,00 0,71 3,00 0,71
> w-6/Y -3 LCP C 41 2,66 0,68 0,040 2,66 0,68
AB 31 15,45 4,44 15,45 4,44
C18:2n-6/C18:3n-3 C 41 15,21 5,61 15,21 5,61

’_ natanéna identifikacija ni bila moZna (glej poglavje 4.1.8)
n. i. — za nekatere mascobne kisline v kromatogramu nismo nasli pikov pri danih pogojih
* — vrednosti primerjanih skupin se med sabo statisti¢no znacilno razlikujejo (t-test z Bonferronijevo

korekcijo, P < (0,05/3tevilom istovrstnih testiranj) oz. P < 0,001)




Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
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Priloga C3: Masc¢obno-kislinska sestava zacetnih formul
Appendix C3: Fatty acid composition of study infant formulas

trgovsko ime Aptamil 1 z Milupanom Aptamil 1
oznaka uporabljena pri randomizaciji F-LCP F
n 2 2
ut. % ut. %

X RSD X RSD
NMK
C12:0 7,97 14,9 6,14 12,4
C13:0 0,07 18,1 0,04 1174
C14:0 6,73 6.9 3,20 8,6
C15:01s0 0,10 4,7 n. i. /
C15:0 a-iso 0,16 3,2 0,01 2,4
C15:0 0,41 3.8 0,06 2,5
C16:0 iso 0,09 0,9 n. i /
C16:0 27,32 0,5 28,95 32
C17:0 iso 0,17 2,8 0,01 0,4
C17:0 a-iso 0,17 2,3 0,02 1,1
C17:0 0,29 2,0 0,10 10,3
C18:0 6,09 4.4 3,93 1,0
C20:0 0,25 8.8 0,36 1,8
C22:0 0,15 11,9 0,21 9,0
C23:0 0,01 2,2 0,01 9,6
C24:0 n. i. 0,10 0.4
ENMK
Cl2:1n-1 0,06 12,7 n. i /
Cl13:1n-1 0,04 8,3 n. i /
Cl4:1n-5 0,40 12,0 0,02 12,6
C15:1n-5 n. i / n. i /
C16:1n-7 1,21 3,7 0,19 3,1
C17:1n-7 0,18 2,9 0,06 4.4
C18:1n-9 c+t, C18:1n-12t, C18:1n-7¢ 33,03 4,6 38,59 0,3
C19:1n-9 0,04 14,6 n. i. /
C20:1n-15, C20:1n-12, C20:1n-9 0,36 12,7 0,35 1,1
C22:1n-9 0,10 67,0 0,11 29,8
C24:1n-9 0,04 9,3 0,05 19,5
VNMK

druZina -6

C18:2n-6 11,39 0,6 15,77 2,2
C18:2n-? 0,07 0,0 n. i. /
C18:3n-6 0,23 1,3 n. i. /
C20:2n-6 0,06 4,7 0,01 200,0
C20:3n-6 0,06 3.8 n. i. /
C20:4n-6 0,43 8,6 n. i. /
C22:2n-6 0,02 242 n. i /
C22:4n-6 0,03 45,4 n. i /

,,se nadaljuje



Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
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Nadaljevanje priloge C3: Mas¢obno-kislinska sestava zacetnih formul

Continuation of Appendix C3: Fatty acid composition of study infant formulas

trgovsko ime Aptamil 1 z Milupanom Aptamil 1
oznaka uporabljena pri randomizaciji F-LCP F
n 2 2
ut. % ut. %

X RSD X RSD

VNMK
druZina ®-3

C18:3n-3 1,69 2,3 1,67 33
C18:4n-3 n. i. / n. i. /
C20:3n-3 0,02 38,4 n. i /
C20:5n-3 0,02 6,7 n. i /
C22:3n-3 n. i / n. i /
C22:5n-3 0,06 4,9 n. i /
C22:6n-3 0,33 7,1 n. i /
C18:2n-7 0,17 14,7 0,03 14,4
vsote in razmerja mascobnih kislin
»-3 LCP 0,44 0,00
®-6 LCP 0,59 0,01
> (®-3) + (0-6) LCP 1,03 0,01
®-6/w-3 LCP 1,4 /
C18:2n-6/C18:3n-3 6,8 9.4

n. i. — za nekatere mas¢obne kisline v kromatogramu nismo nasli pikov pri danih pogojih
7 — neidentificirana geometrijska izomera




Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
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Priloga C4: Mascobno-kislinska sestava (ut. %) plazemskih fosfolipidov, trigliceridov in estrov holesterola

ob vkljucitvi v raziskavo

Appendix C4: Fatty acid composition (wt. %) of plasma phospholipids, triglycerides and cholesterolesters at

study start
PL TG CE
1. dan ut. % ut. % ut. %
skupina |n X SO n X SO n X SO
NMK
AB 31 0,07 0,02 31 1,32 0,78 16 1,25 0,85
C12:0 C 40 0,09 0,02 41 1,48 0,64 40 090 0,23
AB 31 n.i 31 n.i 16 n.i.
C13:0 C 40 n.i 41 n.i 40 0,01 0,01
AB 31 0,28 0,07 31 2,84 1,14 16 1,24 041
C14:0 C 40 041 0,07 41 3,18 1,07 40 1,03 0,26
AB 31 2293 1,48 31 2448 259 16 18,70 1,67 *
C16:0 C 40 24,33 1,60 41 2499 221 40 15,56 1,30
AB 31 038 0,07 31 0,31 0,07 16 0,16 0,03
C17:0 C 40 045 0,05 41 0,34 0,06 40 0,16 0,04
AB 31 1691 1,78 31 4,96 0,85 16 1,88 0,56
C18:0 C 40 19,57 097 41 5,25 0,78 40 2,12 047
AB 31 0,69 0,10 31 0,11 0,04 16 0,02 0,01
C20:0 C 40 0,77 0,08 41 0,11 0,03 40 0,02 0,01
AB 31 0,03 0,02 31 n.i. 16 n.i
C21:0 C 40 0,05 0,02 41 n.i 40 n.i
AB 31 1,48 0,21 31 0,06 0,03 16 0,02 0,02
C22:0 C 40 1,39 0,17 41 0,04 0,01 40 0,01 0,01
AB 31 049 0,12 31 0,01 0,01 16 n.i
C23:0 C 40 049 0,09 41 0,01 0,03 40 n.i
AB 31 1,54 0,23 31 0,04 0,02 16 0,01 0,01
C24:0 C 40 1,16 0,18 41 0,03 0,01 40 0,01 0,01
ENMK
AB 31 n.i 31 0,09 0,04 16 0,06 0,07
Cl4:In-5 | C 40 0,02 0,01 41 0,12 0,04 40 0,05 0,03
AB 31 n.i 31 n.i 16 n.i
Cl5:In-5 | C 40 n.i. 41 n.i 40 n.i
AB 31 032 0,09 31 2,70 0,90 16 2,81 1,07
Cl6:In-7 | C 40 0,32 0,07 41 2,62 0,53 40 2,34 049
AB 31 0,01 0,02 31 n.i 16 n.i
Cl7:1n-7 | C 40 n.i. 41 n.i 40 n.i
C18:1n-9 | AB 31 7,82 1,12 31 35,12 322 16 21,78 3,46
(c+t) C 40 7,33 0,85 41 34,50 2,52 40 21,96 3,12
AB 31 1,96 0,26 31 2,82 0,41 16 1,84 0,26
C18:1n-7 | C 40 1,87 0,22 41 3,03 0,36 40 1,92 0,24
AB 31 0,19 0,03 31 0,37 0,06 16 0,03 0,02
C20:1n9 | C 40 0,18 0,03 41 0,39 0,08 40 0,04 0,01

“se nadaljuje”
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Nadaljevanje priloge C4: Mascobno-kislinska sestava (ut. %) plazemskih fosfolipidov, trigliceridov in estrov
holesterola ob vkljucitvi v raziskavo
Continuation of Appendix C4: Fatty acid composition (wt. %) of plasma phospholipids, triglycerides and

cholesterolesters at study start

PL TG CE

1. dan ut. % ut. % ut. %

skupina |n X SO n X SO n X SO

AB 31 n.i 31 0,01 0,01 16 n.i
C22:1n-11 | C 40 n.i. 41 0,01 0,05 40 n.i

AB 31 021 0,07 31 0,07 0,02 16 0,02 0,01
C22:1n9 | C 40 0,16 0,04 41 0,06 0,02 40 0,03 0,01

AB 31 333 045 31 0,05 0,02 16 0,04 0,02
C24:1n9 | C 40 2,776 042 41 0,05 0,02 40 0,03 0,01
VNMK

druZina -6
C18:2n-6 | AB 31 17,51 2,41 31 18,54 4,56 16 39,54 5,62
(c+t) C 40 17,73 1,98 41 18,58 3,46 40 42,69 4,11

AB 31 0,04 0,01 31 0,25 0,06 16 039 0,11
C18:3n-6 | C 40 0,04 0,02 41 0,19 0,05 40 036 0,10

AB 31 0,56 0,11 31 045 0,20 16 0,06 0,03
C20:2n-6 | C 40 044 0,07 41 0,38 0,08 40 0,07 0,02

AB 31 2,80 0,63 31 0,58 0,14 16 0,65 0,25
C20:3n-6 | C 40 2,76 0,45 41 044 0,09 40 0,72 0,18

AB 31 13,72 1,42 31 2,08 0,35 16 8,37 3,17
C20:4n-6 | C 40 11,89 1,55 41 1,65 0,47 40 8,47 2,03

AB 31 0,06 0,02 31 0,04 0,02 16 0,01 0,01
C22:2n6 | C 40 0,06 0,02 41 0,03 0,02 40 0,01 0,01

AB 31 051 0,13 31 0,28 0,06 16 0,04 0,02
C22:4n-6 | C 40 047 0,08 41 0,22 0,07 40 0,03 0,01
VNMK

druZina ®-3

AB 31 0,10 0,03 31 0,87 0,29 16 028 0,12
C18:3n3 | C 40 0,07 0,02 41 0,90 0,26 40 0,34 0,08

AB 31 n.i 31 n.i 16 n.i
C18:4n-3 | C 40 n.i. 41 n.i 40 n.i

AB 31 0,02 0,01 31 0,04 0,02 16 n.i
C20:3n-3 | C 40 0,01 0,01 41 0,06 0,02 40 n.i

AB 31 028 0,10 31 0,28 0,06 16 023 0,11 *
C20:5n-3 | C 40 0,31 0,09 41 0,33 0,07 40 0,38 0,12

AB 31 0,84 025 31 0,35 0,11 16 0,05 0,02
C22:5n-3 | C 40 0,74 0,20 41 0,28 0,09 40 0,03 0,01

AB 31 492 091 31 0,90 0,33 16 052 025
C22:6n-3 | C 40 4,12 0,63 41 0,73 0,32 40 0,72 0,21
vsote in razmerja maS¢obnih kislin

AB 31 4480 1,79 31 34,12 2,87 16 23,28 2,15 *
NMK C 40 48,771 1,33 41 3542 2778 40 19,83 1,67

AB 31 13,85 1,40 31 41,21 3,76 16 26,59 433
ENMK C 40 12,64 1,14 41 40,80 2,98 40 26,36 344

AB 31 41,36 1,86 31 24,66 5,12 16 50,14 5,30
VNMK C 40 38,65 1,41 41 23,778 3,58 40 53,81 4,21

“se nadaljuje”
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Nadaljevanje priloge C4: Mascobno-kislinska sestava (ut. %) plazemskih fosfolipidov, trigliceridov in estrov
holesterola ob vkljucitvi v raziskavo
Continuation of Appendix C4: Fatty acid composition (wt. %) of plasma phospholipids, triglycerides and
cholesterolesters at study start

PL TG CE
1. dan ut. % ut. % ut. %
skupina |n X SO n X SO n X SO
AB 31 093 0,07 * 31 0,74 0,20 16 2,18 0,38
VNMK/NMK | C 40 0,79 0,04 41 0,68 0,14 40 2,74 0,37
AB 31 6,16 1,03  * 31 2,44 0,52 16 1,08 0,31
> ®-3 C 40 5,26 0,70 41 2,30 0,58 40 147 0,34
AB 31 35,20 1,72 * 31 2222 495 16 49,06 5,20
> ®-6 C 40 33,39 141 41 21,48 3,61 40 52,34 4,17
S (03) + (0 | AB 31 4136 1,86 * |31 2466 512 16 50,14 530
6) C 40 38,65 141 41 23,778 3,58 40 53,81 4,21
S 0.6/ AB 31 587 1,05 31935 236 16 4989 1952
> ®-3 C 40 6,48 1,01 41 9,87 2,93 40 37,70 10,18
AB 31 6,06 1,03 * 31 1,57 0,41 16 0,80 0,33
> ®-3 LCP C 40 5,18 0,70 41 1,41 0,45 40 1,13 0,32
AB 31 17,65 1,66 * 31 3,44 0,58 16 9,13 3,38
> ®-6 LCP C 40 15,62 1,70 41 2,71 0,59 40 9,29 2,16
Y ©-6/ AB 31 2,98 0,52 31 2,29 0,55 16 11,39 3,71
> ®-3 LCP C 40 3,05 0,42 41 2,02 0,45 40 8,47 1,73
C182 1 AB 31 19422 4886 * |31 2293 7,02 16 15949 51,05
6/C18:3 n-3 C 40 260,99 82,85 41 22,62 9,64 40 135,28 39,36

n. i. — za nekatere mas¢obne kisline v kromatogramu nismo nasli pikov pri danih pogojih
* — vrednosti primerjanih skupin se med sabo statisti¢no znacilno razlikujejo (t-test z Bonferronijevo
korekcijo, P < (0,05/(Stevilom istovrstnih testiranj x 3)) oz. P < 0,00037)




Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2011

Priloga C5: Koncentracija maS¢obnih kislin (mg/100g vzorca) plazemskih fosfolipidov, trigliceridov in
estrov holesterola ob vkljucitvi v raziskavo
Appendix C5: Fatty acid concentration (mg/100g sample) of plasma phospholipids, triglycerides and
cholesterolesters at study start

PL TG CE
1. dan mg/100g vzorca mg/100g vzorca mg/100g vzorca
skupina |n X SO n X SO n X SO
NMK
AB 31 0,10 0,02 31 1,09 0,82 |16 0,63 0,09
C12:0 C 40 0,11 0,02 41 1,17 0,69 |40 0,59 0,07
AB 31 n.i 31 n.i 16 n.i.
C13:0 C 40 n.i 41 n.i 40 0,01 0,01
AB 31 041 0,13 31 2,33 1,29 | 16 0,69 0,20
C14:0 C 40 0,50 0,10 41 247 1,23 |40 0,70 0,21
AB 31 33,51 6,95 31 19,43 500 |16 11,15 3,56
C16:0 C 40 29,78 3,84 41 18,84 6,66 |40 10,68 2,22
AB 31 0,55 0,16 31 0,25 0,08 |16 0,09 0,04
C17:0 C 40 0,56 0,11 41 0,25 0,09 |40 0,11 0,04
AB 31 24,68 5,21 31 3,98 1,27 |16 1,17 0,62
C18:0 C 40 24,05 3,56 41 4,01 1,69 |40 147 0,52
AB 31 1,00 0,23 31 0,09 0,05 |16 0,01 0,01
C20:0 C 40 0,96 0,19 41 0,08 0,05 |40 0,01 0,01
AB 31 0,04 0,03 31 n.i 16 n.i.
C21:0 C 40 0,06 0,02 41 n.i 40 n.i
AB 31 2,16 0,51 31 0,05 0,03 |16 0,01 0,01
C22:0 C 40 1,72 0,35 41 0,01 0,03 |40 0,01 0,01
AB 31 0,72 0,23 31 0,01 0,01 16 n.i.
C23:0 C 40 0,60 0,14 41 0,00 0,02 |40 n.i.
AB 31 2,25 0,58 31 0,03 0,02 |16 0,01 0,01
C24:0 C 40 1,43 0,31 41 n.i 40 0,01 0,00
ENMK
AB 31 n.i 31 0,07 0,04 |16 0,03 0,04
C14:1n-5 C 40 0,02 0,01 41 0,09 0,05 |40 0,03 0,02
AB 31 n.i. 31 n.i. 16 n.i.
C15:1n-5 C 40 n.i 41 n.i 40 n.i
AB 31 047 0,18 31 2,11 0,82 |16 1,69 0,91
Cl16:1n-7 C 40 0,40 0,10 41 1,94 0,67 |40 1,60 0,46
AB 31 0,01 0,02 31 n.i. 16 n.i.
C17:1n-7 C 40 n.i. 41 n.i 40 n.i.
AB 31 11,42 2,73 31 27,93 742 |16 13,20 5,34
C18:1n-9 (c+t) C 40 9,00 1,67 41 26,07 949 |40 15,18 4,24
AB 31 2,85 0,59 31 2,25 0,67 |16 1,11 0,43
C18:1n-7 C 40 2,30 0,44 41 2,28 0,78 |40 1,32 0,31
AB 31 0,27 0,06 31 0,30 0,10 |16 0,02 0,01
C20:1n-9 C 40 0,23 0,05 41 0,30 0,13 [ 40 0,03 0,01
AB 31 n.i 31 0,00 0,00 |16 n.i
C22:1n-11 C 40 n.i 41 0,00 0,03 |40 n.i

“se nadaljuje”




Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2011

Nadaljevanje priloge C5: Koncentracija ma$¢obnih kislin (mg/100g vzorca) plazemskih fosfolipidov,
trigliceridov in estrov holesterola ob vkljucitvi v raziskavo

Continuation of Appendix C5: Fatty acid concentration (mg/100g sample) of plasma phospholipids,
triglycerides and cholesterolesters at study start

PL TG CE

1. dan mg/100g vzorca mg/100g vzorca mg/100g vzorca

skupina |n X SO n X SO n X SO

AB 31 0,30 0,08 31 0,06 0,02 |16 0,01 0,01
C22:1n-9 C 40 0,19 0,05 41 0,04 0,05 |40 0,02 0,01

AB 31 4,83 0,98 31 0,04 0,02 |16 0,02 0,02
C24:1n-9 C 40 341 0,72 41 0,01 0,03 |40 0,02 0,01
VNMK

druZina -6

AB 31 25,62 5,76 31 15,16 6,30 | 16 23,72 7,70
C18:2n-6 (c+t) C 40 21,83 4,15 41 14,14 5,85 40 29,54 7,22

AB 31 0,06 0,02 31 0,20 0,09 |16 0,23 0,09
C18:3n-6 C 40 0,05 0,03 41 0,14 0,07 [40 0,25 0,08

AB 31 0,81 0,22 31 0,38 0,22 |16 0,04 0,02
C20:2n-6 C 40 0,54 0,12 41 0,29 0,15 [40 0,05 0,02

AB 31 4,04 1,07 31 047 0,17 |16 0,38 0,18
C20:3n-6 C 40 341 0,84 41 0,33 0,12 |40 0,50 0,17

AB 31 19,98 4,13 31 1,67 0,58 |16 5,09 2,73
C20:4n-6 C 40 14,67 2,88 41 1,22 043 [40 5,83 1,84

AB 31 0,09 0,03 31 0,03 0,02 |16 0,01 0,01
C22:2n-6 C 40 0,07 0,03 41 0,00 0,02 |40 0,00 0,01

AB 31 0,75 0,26 31 0,23 0,09 |16 0,02 0,02
C22:4n-6 C 40 0,58 0,13 41 0,16 0,09 |40 0,02 0,01
VNMK

druZina ®-3

AB 31 0,14 0,04 31 0,71 035 |16 0,17 0,07
C18:3n-3 C 40 0,09 0,02 41 0,68 0,30 [ 40 0,23 0,07

AB 31 n.i. 31 n.i. 16 n.i.
C18:4n-3 C 40 n.i. 41 n.i 40 n.i.

AB 31 0,03 0,01 31 0,03 0,02 |16 n.i
C20:3n-3 C 40 0,02 0,02 41 0,04 0,05 |40 n.i

AB 31 041 0,18 31 0,22 0,08 |16 0,15 0,11
C20:5n-3 C 40 0,38 0,13 41 0,24 0,09 |40 0,26 0,11

AB 31 1,23 0,45 31 0,28 0,13 |16 0,03 0,02
C22:5n-3 C 40 0,92 0,31 41 0,20 0,09 |40 0,02 0,01

AB 31 7,07 1,38 31 0,71 0,29 |16 0,32 0,21
C22:6n-3 C 40 5,08 1,08 41 0,53 0,26 |40 0,50 0,19
vsote in razmerja ma$¢obnih kislin

AB 31 65,42 12,55 | 31 27,26 7,55 |16 13,77 4,15
NMK C 40 59,68 7,63 41 26,49 9,77 |40 13,58 2,69

AB 31 20,15 4,10 31 32,77 8,65 | 16 16,08 6,53
ENMK C 40 15,58 2,66 41 30,53 11,08 | 40 18,13 4,65

AB 31 60,21 10,74 | 31 20,09 7,83 | 16 30,16 9,88
VNMK C 40 47,58 7,56 41 17,50 6,52 |40 36,56 8,87

AB 31 0,93 0,07 31 0,74 0,20 |16 2,18 0,38
VNMK/NMK C 40 0,79 0,04 41 0,67 0,13 |40 2,69 0,40

“se nadaljuje”



Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2011

Nadaljevanje priloge C5: Koncentracija ma$¢obnih kislin (mg/100g vzorca) plazemskih fosfolipidov,
trigliceridov in estrov holesterola ob vkljucitvi v raziskavo
Continuation of Appendix C5: Fatty acid concentration (mg/100g sample) of plasma phospholipids,

triglycerides and cholesterolesters at study start

PL TG CE
1. dan mg/100g vzorca mg/100g vzorca mg/100g vzorca
skupina n X SO n X SO n X SO
AB 31 8,86 1,76 31 1,95 0,69 16 0,66 0,34
> ®-3 C 40 6,59 1,27 41 1,70 0,65 40 1,01 0,34
AB 31 51,34 9,61 31 18,14 7,27 16 2949 9,59
> -6 C 40 40,99 6,67 41 15,80 6,07 40 35,55 8,64
AB 31 60,21 10,74 | 31 20,09 7,83 16 30,16 9,88
> (0-3) + (w-6) C 40 47,58 7,56 41 17,50 6,52 40 36,56 8,87
AB 31 5,87 1,05 31 9,35 2,36 16 49,78 19,52
> w-6/> -3 C 40 6,35 1,02 41 9,69 2,94 40 37,19 10,25
AB 31 8,73 1,76 31 1,25 0,44 16 0,50 0,31
> o-3 LCP C 40 6,50 1,26 41 1,04 0,42 40 0,78 0,30
AB 31 25,67 5,10 31 2,78 0,99 16 554 2,91
> -6 LCP C 40 19,31 3,52 41 1,99 0,73 40 6,33 2,03
AB 31 2,98 0,52 31 2,29 0,55 16 11,35 3,72
> -6/3 »-3 LCP C 40 3,01 0,44 41 1,98 0,44 40 840 1,76
AB 31 194,22 48,86 | 31 2293 7,02 16 159,50 51,06
C18:2 n-6/C18:3 n-3 C 40 256,49 83,80 |41 2237 9,75 40 133,58 40,30
AB 31 145,78 26,11 |31 80,12 22,08 | 16 60,00 18,84
> vseh mascobnih kislin | C 40 122,94 17,78 | 41 75,69 26,73 |40 69,00 14,94
> NMK, ENMK, AB 31 145,78 26,11 |31 80,12 22,08 | 16 60,00 18,84
VNMK C 40 122,84 17,15 | 41 74,53 26,61 |40 68,27 14,63

n. i. — za nekatere mas¢obne kisline v kromatogramu nismo nasli pikov pri danih pogojih




Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
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Priloga C6: Mascobno-kislinska sestava (ut. %) plazemskih fosfolipidov, trigliceridov in estrov holesterola
dojen¢kov s FTT po 31-ih dneh dodajanja zacetne formule
Appendix C6: Fatty acid composition (wt. %) of plasma phospholipids, triglycerides and cholesterolesters in
infants with FTT after 31 days of additional formula milk feeding

PL TG CE
31.dan ut. % ut. % ut. %
skupina | n X SO [n X SO n X SO
NMK
A 16 0,08 0,02 |16 198 0,82 8 1,04 0,32
C12:0 B 15 0,08 0,02 | 15 1,71 0,62 8 1,35 0,48
A 16 n.i. 16 n.i. 8 n.i.
C13:0 B 15 n.i. 15 n.i. 8 n.i
A 16 0,31 0,06 | 16 3,72 1,12 8 1,26 0,39
C14:0 B 15 0,30 0,09 | 15 2,63 0,92 8 1,12 0,43
A 16 23,11 1,93 | 16 26,61 1,95 8 16,38 2,01
C16:0 B 15 23,97 1,48 | 15 25,16 1,95 8 16,07 1,33
A 16 0,39 0,05 | 16 0,36 0,08 8 0,14 0,03
C17:0 B 15 0,33 0,08 | 15 0,23 0,12 8 0,10 0,04
A 16 17,36 1,47 | 16 4,58 0,90 8 1,60 0,51
C18:0 B 15 16,73 2,01 | 15 4,20 1,11 8 1,50 0,43
A 16 0,67 0,10 | 16 0,12 0,04 8 0,02 0,01
C20:0 B 15 0,69 0,09 | 15 0,16 0,06 8 0,02 0,01
A 16 0,04 0,02 | 16 n.i. 8 n.i
C21:0 B 15 0,03 0,02 | 15 n.i 8 n.i.
A 16 1,47 0,21 | 16 0,06 0,03 8 0,01 0,01
C22:0 B 15 1,58 0,18 | 15 0,09 0,03 8 0,01 0,01
A 16 0,71 0,15 | 16 0,01 0,01 8 ni
C23:0 B 15 0,68 0,11 | 15 0,01 0,01 8 n.i
A 16 1,44 0,25 | 16 0,04 0,01 8 n.i.
C24:0 B 15 1,54 0,19 | 15 0,05 0,02 8 0,01 0,01
ENMK
A 16 n.i. 16 0,15 0,06 8 0,06 0,03
Cl14:1n-5 B 15 n.i. 15 0,06 0,04 8 0,06 0,06
A 16 n.i. 16 n.i. 8 n.i
Cl15:1n-5 B 15 n.i. 15 n.i. 8 ni
A 16 0,27 0,05 |16 2,13 0,49 8 2,03 0,52
Cl16:1n-7 B 15 0,27 0,05 |15 1,72 0,61 8 2,23 0,34
A 16 0,00 0,01 | 16 n.i. 8 n.i
Cl17:1n-7 B 15 0,01 0,01 | 15 n.i 8 n.i
A 16 8,35 1,79 | 16 36,53 3,76 8 20,51 3,19
C18:1n-9 (c+t) B 15 9,70 2,05 | 15 39,16 4,70 8 2527 4,04
A 16 1,59 0,23 | 16 2,37 0,35 8 1,48 0,15
C18:1n-7 B 15 1,54 0,24 | 15 2,17 0,53 8 1,33 0,28
A 16 0,18 0,05 | 16 0,35 0,07 8 0,03 0,01
C20:1n-9 B 15 0,23 0,05 | 15 0,40 0,06 8 0,04 0,01
A 16 0,01 0,01 | 16 0,01 0,01 8 ni
C22:1n-11 B 15 0,01 0,01 | 15 0,01 0,02 8 ni

“se nadaljuje”



Sedej I. Analitika sestave mascobnih kislin v lipidih humanega mleka in plazme.
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Nadaljevanje priloge C6: Mascobno-kislinska sestava (ut. %) plazemskih fosfolipidov, trigliceridov in estrov

holesterola dojenckov s FTT po 31-ih dneh dodajanja zacetne formule

Continuation of Appendix C6: Fatty acid composition (wt. %) of plasma phospholipids, triglycerides and

cholesterolesters in infants with FTT after 31 days of additional formula milk feeding
PL TG CE

31. dan ut. % ut. % ut. %

skupina | n X SO [n X SO n X SO

A 16 0,18 0,04 | 16 0,06 0,02 & 0,02 0,00
C22:1n-9 B 15 0,21 0,05 | 15 0,07 0,01 8 0,02 0,01

A 16 2,89 0,59 | 16 0,04 0,01 8 0,03 0,01
C24:1n-9 B 15 2,90 0,55 | 15 0,04 0,01 8 0,04 0,01
VNMK

druZina ©-6

A 16 18,52 1,91 | 16 15,75 3,09 8 4393 3,12
C18:2n-6 (c+t) B 15 20,61 1,77 | 15 17,82 3,19 8 43,02 4,34

A 16 0,08 0,03 | 16 0,28 0,06 8 048 0,15
C18:3n-6 B 15 0,08 0,04 | 15 0,23 0,08 & 0,68 0,26

A 16 0,55 0,12 | 16 0,33 0,12 8 0,05 0,01
C20:2n-6 B 15 0,56 0,10 | 15 0,32 0,13 8 0,05 0,02

A 16 2,95 0,81 |16 043 0,18 8 0,69 0,26
C20:3n-6 B 15 3,24 0,81 | 15 0,41 0,20 8 0,72 0,11

A 16 12,35 2,19 | 16 1,43 0,52 8 8,78 2,09
C20:4n-6 B 15 9,37 2,21 |15 1,09 0,65 8 5,31 2,22

A 16 0,05 0,02 | 16 0,02 0,01 8 0,01 0,01
C22:2n-6 B 15 0,05 0,01 | 15 0,02 0,01 8 0,01 0,01

A 16 0,51 0,10 | 16 0,21 0,08 8 0,03 0,02
C22:4n-6 B 15 0,49 0,08 | 15 0,17 0,07 8 0,06 0,09
VNMK

druZina -3

A 16 0,14 0,04 | 16 1,15 0,35 8 040 0,18
C18:3n-3 B 15 0,13 0,03 | 15 1,03 0,23 8 0,38 0,06

A 16 0,00 0,01 | 16 n.i 8 n.i
C18:4n-3 B 15 n.i 15 n.i 8 n.i

A 16 0,03 0,01 | 16 0,04 0,02 8 ni
C20:3n-3 B 15 0,02 0,01 | 15 0,04 0,02 8 n.i

A 16 0,35 0,08 | 16 0,26 0,03 8 031 0,11
C20:5n-3 B 15 0,31 0,09 | 15 0,25 0,10 8 022 0,09

A 16 0,84 0,22 | 16 0,27 0,09 8 0,04 0,02
C22:5n-3 B 15 0,80 0,18 | 15 0,22 0,12 8 0,03 0,02

A 16 4,59 1,02 | 16 0,71 0,30 8 0,66 0,33
C22:6n-3 B 15 3,57 1,14 | 15 0,54 0,59 8 032 0,15
vsote in raz,merja mascobnih kislin

A 16 45,58 2,10 | 16 37,48 2,79 8 20,48 2,64
NMK B 15 45,92 2,13 | 15 34,24 2,69 8 20,20 2,15

A 16 13,47 1,89 | 16 41,64 3,40 8 24,14 3,28
ENMK B 15 14,86 1,89 | 15 43,61 3,83 8 28,99 4,15

A 16 40,95 2,56 | 16 20,88 4,00 8 55,38 4,98
VNMK B 15 3922 2,16 | 15 22,14 4,56 8 50,81 4,96

“se nadaljuje”
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Nadaljevanje priloge C6: Mascobno-kislinska sestava (ut. %) plazemskih fosfolipidov, trigliceridov in estrov
holesterola dojenckov s FTT po 31-ih dneh dodajanja zacetne formule

Continuation of Appendix C6: Fatty acid composition (wt. %) of plasma phospholipids, triglycerides and
cholesterolesters in infants with FTT after 31 days of additional formula milk feedin

PL TG CE
31. dan ut. % ut. % ut. %
skupina | n X SO |n X SO n X SO
A 16 0,90 0,09 | 16 0,56 0,13 8 2,76 0,54
VNMK/NMK B 15 0,86 0,08 | 15 0,66 0,18 8 2,56 0,46
A 16 595 1,13 |16 242 0,50 8 1,41 0,46
> -3 B 15 4,82 1,19 | 15 2,08 0,60 8 0,95 0,14
A 16 35,00 1,63 | 16 18,45 3,75 8 53,97 4,65
> ®-6 B 15 34,39 1,44 | 15 20,07 3,99 8 49,86 4,92
A 16 40,95 2,56 | 16 20,88 4,00 8 5538 4,98
> (0-3) 4 (0-6) B 15 39,22 2,16 | 15 22,14 4,56 8 50,81 4,96
A 16 6,08 1,11 16 7,77 1,65 * |8 41,90 13,07
> ©-6/) -3 B 15 7,52 1,74 | 15 9,85 1,06 8§ 53,18 8,03
A 16 5,80 1,15 16 1,27 0,40 8§ 1,01 0,44
> ®-3 LCP B 15 4,70 1,21 15 1,04 0,77 8 0,57 0,21
A 16 16,41 2,63 | 16 2,42 0,85 8 9,56 2,26
> ®-6 LCP B 15 13,71 2,55 |15 2,02 1,00 8 6,15 2,31
A 16 2,86 0,27 16 1,92 0,42 8§ 10,54 3,11
> ®-6/3 -3 LCP B 15 3,00 0,51 15 2,11 0,35 8§ 11,05 249
C182 -6/ A 16 13735 2975 |16 1505 647 8 131,69 62,87
C18:3 n-3 B 15 169,61 34,07 | 15 18,79 8,71 8 117,31 28,66

n. i. — za nekatere mas¢obne kisline v kromatogramu nismo nasli pikov pri danih pogojih
* — vrednosti primerjanih skupin se med sabo statistino znacilno razlikujejo (t-test z Bonferronijevo
korekcijo, P < (0,05/(Stevilom istovrstnih testiranj x 3)) oz. P < 0,00035)
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Priloga C7: Koncentracija maS¢obnih kislin (mg/100g vzorca) plazemskih fosfolipidov, trigliceridov in
estrov holesterola dojenckov s FTT po 31-ih dneh dodajanja zacetne formule

Appendix C7: Fatty acid concentration (mg/100g sample) of plasma phospholipids, triglycerides and
cholesterolesters in infants with FTT after 31 days of additional formula milk feeding

PL TG CE
31. dan mg/100g vzorca mg/100g vzorca mg/100g vzorca
skupina | n X SO n X SO n X SO
NMK
A 16 0,11 0,02 16 1,86 1,26 8 0,63 0,11
C12:0 B 15 0,10 0,02 15 1,97 1,24 8 0,68 0,10
A 16 n.i 16 n.i 8 n. i.
C13:0 B 15 n.i 15 n.i 8 n. i.
A 16 0,41 0,12 16 3,40 1,82 8 0,77 0,17
C14:0 B 15 0,38 0,13 15 2,84 1,47 8 0,57 0,18
A 16 30,42 4,79 16 23,14 8,34 8 10,14 1,28
C16:0 B 15 30,86 4,42 15 28,02 13,13 | 8 858 2,19
A 16 0,52 0,11 16 0,31 0,14 8 0,09 0,02
C17:0 B 15 043 0,15 15 0,23 0,09 8 0,05 0,02
A 16 23,01 4,59 16 4,03 1,81 8 0,99 0,24
C18:0 B 15 21,54 3,80 15 4,54 2,06 8 0,80 0,30
A 16 0,89 0,21 16 0,11 0,08 8 0,01 0,00
C20:0 B 15 0,89 0,20 15 0,20 0,16 8 0,01 0,00
A 16 0,05 0,03 16 n.i. 8 n. i.
C21:0 B 15 0,04 0,02 15 n.i. 8 n. i.
A 16 1,97 0,49 16 0,06 0,03 8 0,01 0,01
C22:0 B 15 2,05 0,44 15 0,11 0,07 8 0,01 0,01
A 16 0,96 0,29 16 0,01 0,01 8 n. i.
C23:0 B 15 0,87 0,23 15 0,01 0,01 8 n. i.
A 16 1,94 0,52 16 0,04 0,02 8 n. i.
C24:0 B 15 1,99 0,45 15 0,06 0,04 8 0,01 0,01
ENMK
A 16 n.i 16 0,14 0,08 8 0,04 0,02
Cl14:1n-5 B 15 n.i 15 0,06 0,04 8 0,04 0,04
A 16 n.i 16 n.i. 8 n. i.
C15:1n-5 B 15 n.i 15 n.i 8 n. i.
A 16 0,36 0,08 16 1,80 0,55 8 1,24 0,23
Cl16:1n-7 B 15 0,35 0,08 15 1,76 0,67 8 1,17 0,23
A 16 0,00 0,01 16 n.i. 8 n. i.
C17:1n-7 B 15 0,01 0,01 15 n.i. 8 n. i.
A 16 11,19 3,58 16 31,88 12,00 |8 12,81 2,76
C18:1n-9 (c+t) B 15 12,40 2,67 15 44,62 2341 |8 13,56 4,25
A 16 2,09 0,35 16 2,02 0,62 8 092 0,14
C18:1n-7 B 15 1,98 0,34 15 227 0,81 8 0,71 0,20
A 16 0,24 0,08 16 0,30 0,13 8 0,02 0,01
C20:1n-9 B 15 0,29 0,06 15 0,46 0,24 8 0,02 0,01
A 16 0,01 0,01 16 0,00 0,01 8 n. i.
C22:1n-11 B 15 0,01 0,01 15 0,01 0,01 8 n. i

“se nadaljuje”
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Nadaljevanje priloge C7: Koncentracija ma$¢obnih kislin (mg/100g vzorca) plazemskih fosfolipidov,
trigliceridov in estrov holesterola dojenckov s FTT po 31-ih dneh dodajanja zacetne formule

Continuation of Appendix C7: Fatty acid concentration (mg/100g sample) of plasma phospholipids,
triglycerides and cholesterolesters in infants with FTT after 31 days of additional formula milk feeding

PL TG CE

31. dan mg/100g vzorca mg/100g vzorca mg/100g vzorca

skupina | n X SO n X SO n X SO

A 16 0,23 0,06 16 0,06 0,03 8 0,01 0,00
C22:1n-9 B 15 0,26 0,05 15 0,07 0,04 8 0,01 0,01

A 16 3,88 1,14 16 0,03 0,02 8 0,02 0,01
C24:1n-9 B 15 3,72 0,79 15 0,04 0,02 8 0,02 0,01
VNMK

druZina ©-6

A 16 24,62 5,22 16 13,43 4,74 8 27,83 6,44
C18:2n-6 (c+t) B 15 26,53 4,12 15 19,39 8,80 8 23,53 8,52

A 16 0,10 0,06 16 0,25 0,11 8 032 0,13
C18:3n-6 B 15 0,10 0,05 15 0,22 0,07 8 0,38 0,22

A 16 0,73 0,19 16 0,29 0,13 8 0,03 0,01
C20:2n-6 B 15 0,72 0,13 15 0,32 0,13 8 0,03 0,01

A 16 3,92 1,19 16 0,35 0,16 8 0,44 0,17
C20:3n-6 B 15 4,14 1,10 15 0,39 0,11 8 0,40 0,15

A 16 16,20 3,46 16 1,17 0,41 8 5,64 2,05
C20:4n-6 B 15 12,08 3,28 15 1,04 0,43 8 291 1,54

A 16 0,06 0,03 16 0,02 0,01 8 0,00 0,01
C22:2n-6 B 15 0,06 0,02 15 0,02 0,01 8 0,01 0,01

A 16 0,67 0,16 16 0,18 0,07 8 0,02 0,01
C22:4n-6 B 15 0,62 0,12 15 0,17 0,06 8 0,04 0,06
VNMK

druZina -3

A 16 0,19 0,07 16 1,05 0,58 8 0,26 0,14
C18:3n-3 B 15 0,16 0,04 15 1,22 0,74 8 0,20 0,06

A 16 0,00 0,01 16 n.i 8 n. i.
C18:4n-3 B 15 n.i 15 n.i 8 n. i.

A 16 0,03 0,02 16 0,03 0,02 8 n. i.
C20:3n-3 B 15 0,02 0,01 15 0,04 0,01 8 n. i.

A 16 0,47 0,16 16 0,23 0,07 8 0,20 0,10
C20:5n-3 B 15 0,39 0,12 15 0,25 0,09 8 0,12 0,06

A 16 1,11 0,31 16 0,22 0,08 8 0,03 0,01
C22:5n-3 B 15 1,04 0,32 15 0,21 0,08 8 0,02 0,01

A 16 6,04 1,57 16 0,57 0,21 8 0,45 0,29
C22:6n-3 B 15 4,60 1,57 15 0,46 0,31 8 0,18 0,10
vsote in razmerja mascobnih kislin

A 16 59,21 9,94 16 33,11 13,05 |8 12,40 1,23
NMK B 15 58,51 8,39 15 37,35 16,44 | 8 10,87 2,72

A 16 17,59 4,42 16 3594 13,20 | 8 14,52 3,13
ENMK B 15 18,46 2,69 15 49,38 23,79 |8 14,99 3,70

A 16 53,28 8,06 16 17,80 6,10 8 34,75 9,00
VNMK B 15 50,18 7,74 15 23,99 9,47 8 29,61 11,34
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Nadaljevanje priloge C7: Koncentracija ma$¢obnih kislin (mg/100g vzorca) plazemskih fosfolipidov,
trigliceridov in estrov holesterola dojenckov s FTT po 31-ih dneh dodajanja zacetne formule
Continuation of Appendix C7: Fatty acid concentration (mg/100g sample) of plasma phospholipids,
triglycerides and cholesterolesters in infants with FTT after 31 days of additional formula milk feeding

PL TG CE
31. dan mg/100g vzorca mg/100g vzorca mg/100g vzorca
skupina | n X SO n X SO n X SO
A 16 0,90 0,09 16 0,56 0,13 8 2,78 0,54
VNMK/NMK B 15 0,86 0,09 15 0,67 0,17 8 2,65 0,44
A 16 7,73 1,70 16 2,02 0,78 8 0,90 0,48
> ®-3 B 15 6,46 1,84 15 2,19 0,79 8 0,60 0,33
A 16 45,54 6,88 16 15,78 5,46 8 33,85 854
> -6 B 15 43,72 6,47 15 21,80 8,70 8 29,01 11,07
A 16 53,28 8,06 16 17,80 6,10 8 34,75 9,00
Y(@-3)+> (w-6) |B 15 50,18 7,74 15 23,99 9,47 8 29,61 11,34
A 16 6,06 1,12 16 8,07 1,76 8 4345 13,74
> 0-6/3 -3 B 15 7,14 1,58 15 9,92 1,10 8 51,53 10,68
A 16 7,55 1,71 16 1,04 0,32 8 0,68 0,40
> »-3 LCP B 15 6,31 1,86 15 1,01 0,34 8 0,40 0,30
A 16 21,54 4,31 16 2,07 0,84 8 6,26 2,14
> -6 LCP B 15 17,78 4,38 15 2,04 0,63 8 4,07 2,48
A 16 2,88 0,26 16 1,98 0,48 8 10,65 3,27
> 06/ o-3LCP | B 15 2,87 0,35 15 2,07 0,33 8 11,05 249
C18:2 n-6/ A 16 142,69 29,95 16 16,20 6,98 8 153,86 67,72
C18:3 n-3 B 15 173,64 3224 15 19,60 8,42 8 122,35 28,12
2. vseh A 16 132,44 22,28 16 86,96 30,66 | 8 62,90 11,80
kvantificiranih
mascobnih kislin B 15 128,64 16,05 15 111,00 51,42 |8 54,03 15,64
Y NMK, ENMK, A 16 130,08 20,56 16 86,85 30,67 | 8 61,67 12,26
VNMK B 15 127,14 16,82 15 110,72 49,04 |8 5547 17,33

n. i. — za nekatere mascobne kisline v kromatogramu nismo nasli pikov pri danih pogojih




