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WPŁYW PROCESU ZAMRAŻANIA I ROZMRAŻANIA NA 
BEZPIECZEŃSTWO MIKROBIOLOGICZNE MLEKA KOBIECEGO  

 
S t r e s z c z e n i e 

 
Mleko kobiece uznawane jest za „złoty standard” żywienia dla noworodków ze względu na unikatowe 

właściwości odżywcze i immunologiczne oraz źródło mikroflory stanowiącej podstawę do kształtowania 
mikrobiomu człowieka. Działalność Banków Mleka przyczynia się do racjonalizacji dostępności mleka 
kobiecego. Metodą utrwalania mleka w celu jego przechowywania jest zamrażanie. W pracy podjęto 
próbę oceny jakości mikrobiologicznej mleka kobiecego nieutrwalonego oraz mleka poddanego zamraża-
niu i rozmrażaniu z zastosowaniem metody w nawiewie powietrza o temp. 37 ºC. Analizy wykonano 
w kierunku: ogólnej liczby drobnoustrojów tlenowych mezofilnych (OLD), Escherichia coli, Staphylococ-
cus aureus, Cronobacter sakazakii, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. Na podstawie uzyskanych 
wyników stwierdzono, że w przypadku ogólnej liczby drobnoustrojów tlenowych mezofilnych 30 % pró-
bek mleka kobiecego przed zamrożeniem przekraczało maksymalną akceptowaną liczbę drobnoustrojów, 
natomiast w przypadku mleka rozmrożonego było to 5 % prób. Liczba Staphylococcus aureus została 
przekroczona w 10 % próbek mleka przed zamrożeniem i w 5 % próbek mleka rozmrożonego. Stwierdzo-
no, że proces zamrażania i prawidłowo przeprowadzony proces rozmrażania mogą stanowić istotny ele-
ment kształtowania jakości mikrobiologicznej mleka kobiecego. W próbkach mleka kobiecego poddanych 
analizie nie wykryto bakterii patogennych: Listeria monocytogenes, Salmonella, Cronobacter sakazakii. 
Bakterie E. coli również były nieobecne, co świadczy o dobrym stanie higieny i przestrzeganiu instrukcji 
higieny postępowania z mlekiem. 
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Wprowadzenie 

Mleko kobiece zawiera niezbędne dla organizmu noworodka składniki odżywcze 
oraz czynniki przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe. Ponadto drobnoustroje występu-
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jące w mleku kobiecym stanowią podstawę kształtującego się mikrobiomu noworodka 
[14, 25]. Bakterie uznawane za naturalną mikroflorę mleka kobiecego zostały zaklasy-
fikowane do setek operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTUs Operational Taxo-
nomic Units). W mleku każdej kobiety zidentyfikowano dziewięć OTUs stanowiących 
rdzeń mikroflory mleka matki i jednocześnie połowę mikroflory obserwowanej w pró-
bie. Dziewięć rodzajów taksonomicznych bakterii występujących w mleku kobiecym 
to: Streptococcus, Staphylococcus, Serratia, Pseudomonas, Corynebacterium, Ralsto-
nia, Propionibacterium, Sphingomonas, Bradyrhizobiaceae [7, 11, 20]. Ponadto wy-
mienia się następujące rodzaje i gatunki bakterii wykazujące działanie probiotyczne: 
Lactobacillus (L. gasseri, L. plantarum, L. fermentum, L. acidophilus, L. rhamnosus, L. 
bifidus), Bifidobacterium (B. bifidum), Enterococcus (E. faecium, E. faecalis) [22, 24, 
38]. Wśród wymienionych rodzajów i gatunków bakterii znajdują się również szczepy 
patogenne, które nie zagrażają zdrowiu zdrowych niemowląt urodzonych w terminie 
[21]. 

W wyniku zakażeń bakteryjnych matki, zaniedbań higienicznych i manipulacyj-
nych w mleku mogą wystąpić bakterie patogenne, które stanowią przyczynę występo-
wania ciężkich postaci sepsy wśród wcześniaków, noworodków i niemowląt [4, 22, 
39]. Skażenie mleka kobiecego bakteriami może być także spowodowane zanieczysz-
czeniami środowiskowymi, jak: kontakt mleka z niesterylnymi powierzchniami (pla-
stikowe butelki do przechowywania mleka, smoczki, części laktatora), niewłaściwy 
sposób odciągania mleka, nieodpowiedni transport, składowanie lub przechowywanie 
mleka, zanieczyszczenia krzyżowe oraz nieprzestrzeganie procedur dezynfekcji sprzętu 
mającego kontakt z mlekiem [4, 10, 17, 29]. Z mleka kobiecego izolowano następujące 
patogeny: Pseudomonas aeruginosa, Bacillus spp., Streptococcus grupa B, Staphylo-
coccus aureus, Streptococcus pyogenes, Cronobacter sakazakii, Escherichia coli [6, 
12, 23, 37 38]. 

Zasoby mleka kobiecego zgromadzone w Bankach Mleka Kobiecego podlegają 
procedurze postępowania zapewniającej bezpieczeństwo produktu. Po odebraniu mleka 
od dawczyni, przed procesem pasteryzacji, a także po procesie pasteryzacji mleko jest 
przechowywane w postaci zamrożonej w temp. -18 ÷ -20 ºC. Następnie podlega roz-
mrażaniu, które powinno trwać możliwie krótko. Do rozmrażania żywności stosuje się 
m.in. temperaturę, wysokie ciśnienie hydrostatyczne, mikrofale, ultradźwięki,  
a w przypadku niektórych produktów – rozmrażanie immersyjne w solance [36]. Mle-
ko kobiece rozmrażane jest w łaźni wodnej, w nawiewie ciepłego powietrza o temp. 
37 ºC lub w temperaturze chłodniczej. Mleka niepasteryzowanego po rozmrożeniu nie 
należy ponownie zamrażać, chyba że porcja mleka uległa rozmrożeniu w mniej niż 
połowie objętości (np. w czasie transportu do szpitala). Wówczas próbki należy trak-
tować jak nierozmrożone i można je zamrozić. Mleko kobiece rozmrożone należy 
przechowywać w temp. 4 ºC i zużyć w ciągu 24 h od całkowitego rozmrożenia. Mleko 
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rozmrożone podgrzane do temp. 25 ÷ 37 ºC należy zużyć maksymalnie w ciągu 4 h lub 
zutylizować [3]. Mleko pasteryzowane po rozmrożeniu należy wymieszać, a przed 
podaniem dziecku można podgrzać do temp. 37 ± 2 ºC [3, 15]. 

Celem pracy była ocena jakości mikrobiologicznej mleka kobiecego nieutrwalo-
nego i mleka poddanego zamrożeniu, a następnie rozmrożeniu w nawiewie powietrza 
o temp. 37 ºC. 

Materiał i metody badań 

Materiał doświadczalny stanowiło 20 próbek niepulowanego mleka kobiecego 
o objętości 20 ml każda (P1 - P20), pozyskanego od pięciu dawczyń Banku Mleka 
Kobiecego w Warszawie. Po ocenie jakości mikrobiologicznej mleka kobiecego próbki 
zamrażano i przechowywano w temp. -20 ºC przez 3 tygodnie. Następnie próbki roz-
mrażano w nawiewie powietrza o temp. 37 ºC w ciągu do 30 min z kilkakrotnym mie-
szaniem. Za moment rozmrożenia uznawano brak obecności kryształów lodu. 

Analizę mikrobiologiczną wykonywano w kierunku ogólnej liczby drobnoustro-
jów tlenowych mezofilnych – OLD [30], Escherichia coli [31], Staphylococcus aureus 
[32], Cronobacter sakazakii [33], Listeria monocytogenes [34], Salmonella spp. [35]. 

Analizę w kierunku ogólnej liczby drobnoustrojów tlenowych mezofilnych, E. co-
li i C. sakazakii wykonywano techniką posiewu wgłębnego z użyciem odpowiednio: 
agaru odżywczego AT 2 % (Biokar Diagnostics, Polska), agaru chromogennego TBX 
(LabM-Neogen Lmd, USA), agaru Rapid Sakazakii (LabM-Neogen Lmd, USA). Płytki 
inkubowano 24 - 48 h w temp. 30 ÷ 37 ºC. W przypadku oznaczenia C. sakazakii, L. 
monocytogenes, Salmonella próby przednamnażano odpowiednio na: bulionie selek-
tywnym C. sakazakii (LabM-Neogen Lmd, USA); bulionie ½ Frazer oraz Frazer – 
z suplementem X211 (LabM-Neogen Lmd, USA); BWP (LabM-Neogen Lmd, USA) 
i Rapaport-Vasiliadis (Oxoid, Polska) w temp. 30 ÷ 37 ºC/24 h. W przypadku Staphy-
lococcus aureus, Listeria monocytogenes i Salmonella spp. wykonywano posiew po-
wierzchniowy odpowiednio na pożywce Barid Parkera (LabM-Neogen Lmd, USA) 
z suplementem RPF (Bio-Rad, Polska), Listeria chromogenic Agar z suplementem 
X10; X72 (LabM-Neogen Lmd, USA) i Palcam (LabM-Neogen Lmd, USA) oraz XLD 
i BGA (LabM-Neogen Lmd, USA). Płytki inkubowano w temp. 37 ºC przez 24 - 48 h. 
Po inkubacji zliczano typowe kolonie. Identyfikację bakterii C. sakazakii przeprowa-
dzano z użyciem testów API 32E (Biomerieux, Polska). 

Testowanie różnic statystycznych pomiędzy grupami przeprowadzono w progra-
mie Statistica wersja 13.3 z wykorzystaniem testu t przy p = 0.05. 
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Wyniki i dyskusja 

Stan mikrobiologiczny mleka przed zamrożeniem 

W żadnej z analizowanych próbek nie wykryto bakterii patogennych Listeria mo-
nocytogenes i Salmonella spp., podobnie jak w badaniach, które przeprowadzili wcze-
śniej Gribble i Hausman [12]. W przypadku próbek P2 i P12 nie oznaczono OLD, 
w pozostałych 18 zanieczyszczenie mleka kobiecego przed zamrożeniem wahało się od 
log 2,3 jtk/ml (P1) do log 7,59 jtk/ml (P14) – rys. 1. W przypadku 30 % próbek stwier-
dzono przekroczenie przyjętych w procedurach Banków Mleka Kobiecego w Polsce 
oraz Wielkiej Brytanii [24, 38] kryteriów zanieczyszczenia mikrobiologicznego na 
poziomie < 105 jtk/ml (tab. 1). Podczas identyfikacji mikroflory komensalnej, ozna-
czanej w postaci ogólnej liczby drobnoustrojów, wykazano jako dominujące rodzaje 
Staphylococcus spp. i Streptococcus spp. w mleku przed zamrożeniem i po rozmroże-
niu. Gatunki Strptococcus cristatus, S. mitis., S. peroris, S. parasanguis i S. salivarius 
były obecne w mleku przed zamrożeniem oraz po zamrażalniczym przechowywaniu 
w temp. -20 ºC przez 6 tygodni. W tym samym doświadczeniu w mleku przed zamro-
żeniem i po nim zaobserwowano także obecność jednego przedstawiciela bakterii  
 

 
Rys. 1.  Ogólna liczba drobnoustrojów tlenowych mezofilnych w mleku kobiecym przed zamrożeniem i 

po rozmrożeniu 
Fig. 1. Total count of mesophilic aerobic microorganisms in breast milk before freezing and after thaw-

ing 
Źródło / Source: opracowanie własne / the authors’ own study 
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Tabela 1.  Kryteria mikrobiologiczne nieutrwalonego mleka kobiecego przyjmowanego do Banku Mleka 
Table 1.  Microbiological criteria for raw breast milk to be accepted into Human Milk Bank 
 

Kryterium oceny 
Assessment criterion 

Maksymalna dopuszczalna liczba bakterii 
w surowym mleku [jtk/ml] 

Maximum acceptable count of bacteria in 
raw milk [CFU/ml] 

Ogólna liczba drobnoustrojów tlenowych mezofilnych 
Total count of mesophilic aerobic microorganisms 

< 105 

Liczba gronkowców koagulazododatnich 
Count of coagulase positive staphylococci 

< 104 

Liczba bakterii z grupy coli 
Count of coliform bacteria 

< 103
 

Źródło / Source: [24] 
 

kwasu mlekowego – Lactobacillus gasseri [26]. Identyfikacja i badania mikroflory 
komensalnej i probiotycznej mleka kobiecego umożliwiły wykazanie potencjalnego jej 
wykorzystania w zapobieganiu stanom zapalnym powodowanym przez S. aureus.  
Mechanizm tego oddziaływania polega na współzawodnictwie mikroflory komensalnej 
z patogenem o składniki odżywcze, miejsca wiązania do komórek gospodarza oraz 
produkcję kwasu, nadtlenku wodoru czy bakteriocyn [14, 25]. 

W sześciu próbkach mleka kobiecego (30 %) przed procesem zamrażania (P5, P6, 
P9 - P11 i P19) stwierdzono obecność bakterii innych niż E. coli, uznanych za coli-
form. 

Obecność S. aureus stwierdzono w 14 próbkach przed zamrożeniem na poziomie 
od log 1,15 jtk/ml (P8) do log 4,25 jtk/ml (P6) – rys. 2. W próbce P13. obserwowano 
przekroczenie poziomu zanieczyszczenia < 104 jtk/ml przyjętego w procedurze postę-
powania z mlekiem w Banku Mleka (tab. 1). Inni autorzy również obserwowali obec-
ność bakterii z rodzaju Staphylococcus spp. w mleku przed zamrożeniem i po nim, 
które stanowiły odpowiednio: 30,1 i 30,8 % całkowitej liczby drobnoustrojów. Gatun-
kiem dominującym był S. epidermidis, natomiast S. homini, S. warneri i S. pasteuri 
wymieniane są jako występujące sporadycznie [26]. Heikkilä i Saris [14] wyizolowali 
stafylokoki w 39 na 40 próbek badanego mleka, a dominującym gatunkiem był rów-
nież S. epidermidis.[14]. W 7 próbkach były to jedyne oznaczone bakterie. Identyfika-
cja z zastosowaniem techniki PCR umożliwiła wykrycie obecności S. aureus w 62 
(86,2 %) z 72 badanych próbek mleka kobiecego. Spośród 62 izolatów S. aureus 30 
(48,3 %) miało przynajmniej jeden gen kodujący produkcję enterotoksyn. W pozosta-
łych 10 próbkach oznaczono Staphylococcus lugdunensis. W badaniach własnych w 6 
próbkach (42,85 %) mleka rozmrożonego, tj. P7, P10, P11, P12, P14 i P15 nie stwier-
dzono S. aureus, co może świadczyć o hamującym wpływie procesu mrożenia i/lub 
mikroflory komensalnej mleka kobiecego na namnażanie tych bakterii [14]. 
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Rys. 2.  Liczba Staphylococcus aureus w mleku kobiecym przed zamrożeniem i po rozmrożeniu 
Fig. 2.  Count of Staphylococcus aureus in breast milk before freezing and after thawing 
Źródło / Source: opracowanie własne / the authors’ own study 
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niemowląt z małą masą urodzeniową [16]. Wskaźnik śmiertelności niemowląt z nowo-
rodkowym zapaleniem opon mózgowo-rdzeniowych szacuje się na ok. 40 ÷ 80 % [5, 
9]. W 94 % przypadków u niemowląt, które przeżyły ropne zapalenie opon mózgowo-
rdzeniowych wywołane zakażeniem C. sakazakii, choroba ta pozostawiała nieodwra-
calne powikłania neurologiczne, m.in. wodogłowie, zaburzenia słuchu i wzroku oraz 
niedowład kończyn [5]. 

Stan mikrobiologiczny mleka po rozmrożeniu 

W żadnej z analizowanych próbek mleka po rozmrożeniu nie wykazano obecno-
ści bakterii patogennych Listeria monocytogenes i Salmonella spp. W 4 próbach mleka 
rozmrożonego: P4, P8, P18, P19 nie oznaczono OLD. W przypadku pozostałych pró-
bek mleka rozmrożonego (80 %) stwierdzono statystycznie istotną redukcję liczby 
drobnoustrojów tlenowych mezofilnych przed procesem mrożenia i po nim (p < 0,01) 
(rys. 1 i 3). Zaobserwowana tendencja redukcji ogólnej liczby drobnoustrojów może 
być wynikiem zakłócenia warunków niezbędnych do prawidłowego metabolizmu 
drobnoustrojów przez zamrażanie wolnej wody zawartej w produkcie. Zmniejszenie 
liczby drobnoustrojów w temperaturze poniżej 0 ºC stopni jest procesem powolnym 
i zależy m.in. od wartości temperatury. Zamrażanie mleka kobiecego prowadzi się 
w temp. -18 ÷ -20 ºC i nie gwarantuje to zaniku całej populacji drobnoustrojów [13]. 
Marín i wsp. [26] nie stwierdzili statystycznie istotnych różnic pod względem ogólnej 
liczby drobnoustrojów pomiędzy próbkami mleka przed zamrożeniem i po przecho-
wywaniu zamrażalniczym [26]. Novak i wsp. [28] analizowali 30 próbek rozmrożone-
go mleka kobiecego. Otrzymane przez autorów wyniki były znacznie wyższe niż 
otrzymane w badaniach własnych. Wartość ogólnej liczby drobnoustrojów tlenowych 
mezofilnych wynosiła od 104 jtk/ml do 108 jtk/ml. W 7 próbkach mleka rozmrożonego 
(35,0 %): P1 - P3, P5, P8, P9, P11 w analizie na pożywce z tryptonem, żółcią i X--D 
glukuronidem stwierdzono obecność drobnoustrojów niewykazujących typowego dla 
E. coli wzrostu. Zanieczyszczenie mleka tą grupą drobnoustrojów wynosiło od log 1,78 
do log 3,59 jtk/ml. Obecność E. coli oraz bakterii z grupy coli może świadczyć o nie-
prawidłowej higienie postępowania z mlekiem kobiecym. Analogiczne wyniki uzyskali 
Novak i Almeida [27]. Pałeczki z grupy coli wyizolowali oni z 31,2 % próbek mleka 
kobiecego, a oznaczona liczba bakterii wynosiła 3 × 100 ÷ 1,1 × 104. 

Bakterie S. aureus oznaczono w 12 próbkach mleka rozmrożonego na poziomie 
od log 1,15 jtk/ml (P8) do log 4,43 jtk/ml (P18). W przypadku próbek mleka P4 - P6, 
P8, P13, P16 - P18 liczba bakterii S. aureus w próbkach rozmrożonych nie różniła się 
statystycznie istotnie (p = 0,453) od liczby tych bakterii w próbkach przed zamroże-
niem (rys. 4). Były to wyniki podobne do tych, które uzyskali Marin i wsp. [26] w 
przypadku wszystkich oznaczanych grup drobnoustrojów w próbkach przed zamroże-
niem i przechowywanych przez sześć tygodni. Novak i wsp. [28] oznaczyli liczbę S. 
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aureus w 9 z 30 przeanalizowanych próbek, a zanieczyszczenie wynosiło od 103 jtk/ml 
÷ 106 jtk/ml. Wśród zdrowej populacji nosicielstwo S. aureus nie jest rzadkie i, jak 
podają Adamek-Guzik i wsp. [1], dotyczy 18 ÷ 40 % osób. W 4 próbkach (P1 - P3, 
P20) oznaczono S. aureus tylko w mleku rozmrożonym. 
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Rys. 3.  Statystyki opisowe ogólnej liczby drobnoustrojów tlenowych mezofilnych oznaczonych w mle-

ku kobiecym przed zamrożeniem i po rozmrożeniu 
Fig. 3.  Descriptive statistics of total count of mesophilic aerobic microorganisms determined in breast 

milk before freezing and after thawing 
Źródło / Source: opracowanie własne / the authors’ own study 

 
W próbkach mleka rozmrożonego P1, P6, P11, P12, P16 - P18 nie stwierdzono 

obecności bakterii wykazujących wzrost na pożywce Rapid Sakazakii. W pozostałych 
13 próbkach stwierdzano wzrost mikroflory mleka na wymienionej pożywce przed 
zamrożeniem lub po procesie rozmrażania. Komercyjne zestawy testów biochemicz-
nych ID32E i API 20E nie pozwalają na wiarygodną identyfikację izolatów Cronobac-
ter na poziomie rodzaju i gatunku. Metoda dostarcza fałszywie dodatnich i fałszywie 
ujemnych wyników. Około 80 % szczepów Cronobacter zostało poprawnie zidentyfi-
kowanych na poziomie rodzaju z wykorzystaniem bieżących wersji baz danych ID 32E 
i API 20E odpowiednio v. 4.0 i v. 5.0., natomiast identyfikacja na poziomie gatunku 
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z wykorzystaniem zestawu ID 32E dała poprawne wyniki w 50 %. W przypadku kart 
Vitek GN wszystkie gatunki Cronobacter zostały zidentyfikowane jako C. sakazakii, 
do grupy tej zaliczono także przedstawicieli rodzaju Franconibacter [18, 40]. 
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Rys. 4.  Statystyki opisowe liczby Staphylococcus aureus oznaczonych w mleku kobiecym przed zamro-

żeniem i po rozmrożeniu 
Fig. 4.  Descriptive statistics of count of Staphylococcus aureus determined in breast milk before freez-

ing and after thawing 
Źródło / Source: opracowanie własne / the authors’ own study 
 

Wnioski 

1. W mleku kobiecym poddanym analizie nie oznaczono bakterii patogennych Liste-
ria monocytogenes, Salmonella, Cronobacter sakazakii. 

2. Po procesach zamrażania i rozmrażania mleka kobiecego metodą owiewową zaob-
serwowano istotną redukcję ogólnej liczby drobnoustrojów w porównaniu z mle-
kiem nieutrwalonym. Liczba próbek przekraczających górną granicę tolerancji za-
nieczyszczenia OLD – 105 jtk/ml zmniejszyła się z 30 do 5 %. 

3. Procesy zamrażania i rozmrażania mleka nie wpłynęły na liczbę bakterii S. aureus. 
Nie oznaczono bakterii E. coli w mleku kobiecym przed zamrożeniem i po roz-
mrożeniu, natomiast bakterie z grupy coli oznaczono odpowiednio w 30 i 35 % 
próbek. 
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4. Proces zamrażania i prawidłowo przeprowadzony proces rozmrażania mogą sta-
nowić istotny czynnik kształtowania jakości mikrobiologicznej mleka kobiecego. 
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EFFECT OF FREEZING AND THAWING PROCESS ON MICROBIOLOGICAL SAFETY 
 OF HUMAN MILK  

 
S u m m a r y 

 
Human milk is recognised as a "gold standard" of nutrition for all newborns owing to its unique nutri-

tional and immunological properties and because it is a source of microflora, which is a basis for shaping 
the human microbiome. Activities of the Human Milk Banks contribute to the rationalisation of breast 
milk availability. Freezing is a method to preserve milk for keeping it stored. The research study attempts 
to assess the microbiological quality of unprocessed human milk and frozen and thawed milk using 
a method of air supply at 37 ºC. Analyses were performed to determine the following: total count of meso-
philic aerobic microorganisms (TPC – Total Plate Count), Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
Cronobacter sakazakii, Listeria monocytogenes and Salmonella spp. Based on the results obtained, it was 
found that in the case of the total count of mesophilic aerobic microorganisms 30 % of the samples of 
human milk before freezing exceeded the maximum acceptable count of microorganisms, while in the case 
of thawed milk the samples covered 5 %. The count of Staphylococcus aureus was exceeded in 10 % of 
milk samples prior to freezing and in 5 % of the thawed milk. It was found that the freezing process and 
the properly conducted thawing process might constitute an important element in shaping the microbiolog-
ical quality of human milk. In the analysed samples of breast milk there were detected no pathogenic 
bacteria: Listeria monocytogenes, Salmonella spp. and Cronobacter sakazakii. E. coli bacteria were also 
absent, which proves a good state of hygiene and compliance with the instructions of hygienic milk han-
dling. 

 
Key words: human milk, food preservation, microbiological quality, freezing, thawing  


