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Breast milk as a source of bacteria
with potential beneficial technological
or probiotical properties

Abstrakt

Matetské mléko je povazovano za optimalni zdroj
nutrientt, bioaktivnich latek a také komensalnich bak-
teridlnich druhti. Ty jsou pfinosné pro zdravi kojence
mimo jiné i z divodu prevence kolonizace stfeva patogen-
nimi mikroorganismy. Nékteré z nich mohou najit vyuZziti
v mlékarenském primyslu pro své piinosné probiotické
¢i technologické vlastnosti. V poslednich letech se mnoho
studii zabyvalo mikrobiologickym slozenim matetského
mléka a bylo ukazano, Ze je ovlivhéno mnoha faktory.
Cilem predlozené prace bylo prostudovat dostupnou lite-
raturu a na zékladé ziskanych informaci izolovat a iden-
tifikovat bakteridlni kmeny vyskytujici se v matefském
mléce ziskaném od dobrovolnych déarkyn z jihoceského
kraje CR. Ze souboru 13 mlék jsme izolovali a na zdkladé
homologie 16S rRNA identifikovali bakterie z celedi
Actinomycetaceae, Bifidobacteriaceae, Corynebacte-
riaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Micro-
coccaceae,  Propionibacteriaceae, Staphylococcacea
a Streptococcaceae. U nékterych izolata jsme déle tes-
tovali jejich mozné vyhodné technologické i probio-
tické vlastnosti, predev§im pak potenciadlni schopnost
produkce exopolysacharidii (EPS), jejich antimikrobidlni
a antifungalni Gcinky proti vybranym kontaminantim
mlécnych vyrobki a rezistenci k béZné pouZivanym anti-
biotikim. Pro testovani schopnosti produkce EPS byly
zvoleny dva pristupy. Klasicky, kdy jsme pomoci Zivnych
pid obohacenych rutheniovou cerveni sledovali zabar-
veni kolonie, a molekularné-biologicky, kdy jsme pomoci
part primerd amplifikujici urcité dseky gent zapojenych
do produkce EPS testovali, zda izolovanid genomova, ¢i
plazmidovd DNA obsahuji tyto tseky gent. Nékteré na
EPS pozitivni izolaty také vykazovaly antimikrobidl-
ni aktivitu proti vybranym kontaminantim mlécnych
vyrobki. Nejvyssi miru inhibice rdstu kontaminanta vy-
kazovaly izolaty Lactiplantibacillus plantarum, nejmensi
pak Bifidobacterium breve. VEtSina vybranych izolat

byla senzitivni ke klinicky vyznamnym antibiotikim. Na
zaklad¢ nami ziskanych pfedbéznych vysledkil je mozné
konstatovat, Ze nékteré ziskané izolaty z materského mlé-
ka vykazuji slibny technologicky a probioticky potencial,
nicméné je nutné overit jejich dalsi funkéni a technolo-
gické vlastnosti.

Klicova slova: mikroorganismy, matefské mléko,
produkce exopolysacharidil, protektivni u¢inky, antibio-
tickd rezistence

Abstract

Breast milk is considered an optimal source of nu-
trients, bioactive substances and also commensal bac-
terial species. These are beneficial for the health of the
infant, among other things, due to the prevention of
intestinal colonization by pathogenic microorganisms.
Some of them may find use in the dairy industry for their
beneficial probiotic or technological properties. In recent
years, many studies have focused on the microbiologi-
cal composition of breast milk and it has been shown to
be influenced by many factors. The aim of the presented
work was to summarize the information known so far
and, based on it, to isolate and identify bacterial strains
occurring in breast milk obtained from voluntary donors
from the South Bohemian region of the Czech Republic.
From a set of 13 milk samples, we isolated and, based
on 16S rRNA homology, identified bacteria from the
family Actinomycetaceae, Bifidobacteriaceae, Coryne-
bacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Mi-
crococcaceae, Propionibacteriaceae, Staphylococcacea
a Streptococcaceae. For some isolates, we further tested
their possible favorable technological or probiotic pro-
perties, in particular the potential ability to produce
exopolysaccharides (EPS), their antimicrobial and anti-
fungal effects against selected dairy product contami-
nants and resistance to commonly used antibiotics. Two
approaches were chosen to test the ability to produce
EPS. Classical, where we used nutrient media enriched
with ruthenium red to monitor colony coloration, and
molecular-biological, where we used pairs of primers
amplifying certain regions of genes involved in EPS pro-
duction to test whether isolated genomic or plasmid DNA
contains these gene regions. Some EPS-positive isolates
also showed antimicrobial activity against selected dairy
contaminants. Isolates of Lactiplantibacillus plantarum
showed the highest rate of contaminant growth inhibition,
while Bifidobacterium breve showed the lowest. Most of
the selected isolates were sensitive to clinically relevant
antibiotics. Based on the preliminary results obtained by
us, it is possible to state that some isolates obtained from
breast milk showed promising technological and probio-
tic potential, however, it is necessary to verify their other
functional and technological properties.

Key words: microorganisms, breast milk, production
of exopolysaccharides, protective effects, antibiotic re-
sistance
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Uvod

Mater'ské mléko bylo diive povazovéano za sterilni te-
kutinu, kterd slouzi novorozenci predevSim jako opti-
malni zdroj nutrientl a bioaktivnich latek. V poslednich
nekolika letech az desetiletich se celé védecké tymy zasa-
dily o to, ze matetské mléko jiz neni povazovano za sterilni
tekutinu, ale bylo prokézano, Ze novorozenci slouZzi také
jako velmi dulezity zdroj rdznych bakteridlnich druht,
kdy denné v mléce zkonzumuje az 8 x 10° bakteridlnich
bunék (Pannaraj a kol., 2017). Studie, kdy tymy izolova-
ly mikroorganismy pomoci riznych agarovych pud,
v dnesni dobé vystridaly studie zarazujici nejmoderné;jsi
metody molekularni biologie. Bylo prokdzano, Ze
v matefském mléce je 9-12 stézejnich bakteridlnich
rodu, které patii do Celedi Pseudomonadaceae, Staphy-
lococcacea, Streptococcaceae, Weeksellaceae, Coma-
monadaceae, Corynebacteriaceae, Bifidobacteriaceae,
Flavobacteriaceae, Lactobacillaceae, Propionibacte-
riaceae, Micrococcaceae a Enterococaceae (Hunt a kol.,
2011; Jost a kol., 2013; Murphy a kol., 2017). Presna
kompozice bakteridlnich druhi v matefském mléce je
ovlivnéna faktory jako naptiklad zpisobem porodu, fazi
laktace, pohlavim ditéte, pfijmem antibiotik matkou té€sné
pred porodem a v dobé kojeni, hmotnosti matky, geogra-
fickou polohou a mnoha dalsimi. (Lyons a kol., 2020).
Vzhledem k metodologii v pfipravé vzorkll pro urceni
bakteridlnich druhi v matefském mléce pomoci metod
molekuldrni biologie samozfejmé nemiiZeme opomenout
ani vliv zpusobu izolace DNA ¢i zvolené sekvenacni
techniky (Douglas a kol., 2020; Meyer a kol., 2019).

Ziskavani novych izolatl s prospéSnymi ucinky, at uz
funk¢nimi, technologickymi ¢i probiotickymi, je pro ino-
vace v oblasti potravinarstvi a mikrobiologie stéZejni.
Cela tfada praci studujici mikroby v materském mléce
proto stale vyuziva klasickou metodu izolace pomoci
agarovych pud a postupné kultivace jednotlivych bak-
teridlnich kolonii. Izolaty jsou zpravidla identifikovany
a jsou u nich charakterizovany jejich funk¢ni a pfipadné
probiotické ucinky. Nékteré obecné pozadavky jsou de-
finovany Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO),
kdy probioticky mikroorganismus musi byt naptiklad
schopen tolerovat podminky traviciho traktu, adherovat
k epitelidlnimu povrchu tlustého stfeva nebo vykazovat
antimikrobidlni aktivitu. Kromé toho je také vyZadovano
zaméfit se u nové izolovanych kmenti na bezpecnostni
aspekty, které zahrnuji stanoveni pfitomnosti, resp. nepii-
tomnost genu rezistence vuci antibiotikim. V neposledni
fadé se u nové ziskanych izolati sleduji technologické
vlastnosti. Mezi ty patfi mimo jiné i schopnost syntézy
a produkce exopolysacharidi (EPS). Exopolysacharidy
jsou povazovany za biozahustovadla a predstavuji tak
alternativu ke Skrobu, Zelatin€, nebo karagenanu. Tim,
Ze ovliviuji viskoelastické vlastnosti, ziskavaji potraviny
zpravidla lepsi texturu, chut, nebo prodlouzZenou sklado-
vatelnost (Tieking a kol., 2005). EPS jsou produkovéiny
bakteriemi jako forma bunécéné ochrany, nebot negativné

ovliviuji antimikrobidlni aktivitu fagl, antibiotik a fago-
cytézu. Dale podporuji adhezi k pevnym povrchiim, tvor-
bu biofilmu a omezuji vysychani (Ruas-Madiedo a kol.,
2008).

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) maji schopnost
produkovat strukturné rozmanité EPS, které se 1isi veliko-
sti, molekularni organizaci a chemickym sloZenim (Mozzi
a kol., 2006). Jde o rizné spektrum homopolysacharidi
(HoPS) a heteropolysacharidi (HePS). Hlavnimi geny
zapojenymi do produkce HoPS jsou geny pro glukansacha-
razu (gtf) a levansachardzu (lev), nebo fruktansacharazu
(ftf). Molekularni organizace gend zodpovédnych za
produkci HePS (epsA, epsB, epsD, epsE a epsEFG) je
velice sloZita a napfi¢ riznymi druhy i kmeny miZe byt
rizna (Ziedan a kol., 2017). Obecné plati, Ze pro termo-
filni BMK jsou geny EPS spiSe chromozomalni, zatimco
pro mezofilni BMK jsou témér vSechny geny asociovany
s plazmidy (Palomba a kol., 2012).

Cilem predlozené price bylo izolovat a identifiko-
vat bakteridlni druhy pfitomné v ziskanych vzorcich
materského mléka. Déle naSim cilem bylo vytipovat
izolaty s vhodnymi technologickymi a probiotickymi
vlastnostmi, predevSim se schopnosti produkce EPS
a moznou antimikrobidlni a antifungalni aktivitou proti
vybranym kontaminantim mlékarenského prostiedi,
a v neposledni fadé testovat bezpecnost vytipovanych
izolatd. Vzhledem k rozmanitosti v produkovanych EPS
jsme se rozhodli vyuZit nejen klasickych metod stano-
veni produkce EPS pomoci barvenych agarovych pud
s ptidavkem sachardzy, ale také vyuzit zakladnich metod
molekularni biologie.

Material a metodika

Vzorky mléka

Matetska mléka byla ziskdna od dobrovolnych darkyn
z jiho&eského kraje CR. Ped odbérem si matky desinfi-
kovaly prsni dvorce a pomoci sterilnich rukavic, piipadné
sterilni odsavacky, odebraly do predem pfipravenych
sterilnich nadob mléko, kdy prvni cca 3 ml byly odsaty
mimo sterilni nddobu. Mléko bylo ihned zchlazeno na
4 °C a do druhého dne dopraveno do laboratore, kde
bylo ihned podrobeno mikrobiologickému rozboru.
Celkem bylo ziskdno 13 matefskych mlék, laktacni
faze nepfesdhla 5 mésici (stafi potomkd v dobé
odbéru bylo 4 x 2 mésice, 4 x 3 mésice, 4 x 4 mésice
a 1 x 5 mésicli) a pohlavi novorozenat bylo 6x divka
a 7x chlapec. Zeny pied odb&rem nebyly podrobeny
7adné specidlni, ani nami kontrolované dieté a neuZivaly
antibiotika minimalné mésic pfed porodem, ani v dobé
laktace.

Izolace a identifikace izoldtit

Pro izolaci novych kment z celedi Lactobacilla-
ceae byl pouzit MRS agar (de Man, Rogosa and Sharp;
Merck, Darmstadt, Némecko) o pH 5,7 s pridavkem
cysteinu HCI a didle MRS-0 agar (Tryptone 10 g, Lab
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lemco (Oxoid) 8 g, kvasni¢ni extrakt 4 g, KoHPO,
2 g, Tween 80 1 ml, NHy citrat 2 g, octan sodny 5 g,
MgSO4 x TH,0 0,2 g, MnSO,4 x 4H,0 0,04 g, agar 12 g,
destilovana voda 900 ml, sterilace 121 °C, 15 min.)
s pfidavkem sachardzy o vysledné koncentraci 5 % (Pen-
ta, CR, Katovice). Kultivace probihala pfi 30 °C a 37 °C
anaerobné po dobu 5, respektive 3 dnti. Pro izolaci novych
bifidobakterii byl pouZit TOS propionate agar (Merck,
Darmstadt, Némecko) s ptfidavkem Mupirocinu (vysled-
nd koncentrace 50 mg/l), kultivace probihala pri 37 °C
anaerobné po dobu 5 dni. Pro izolaci kokd byl pouzit
BHIR agar (BHI agar 47g (Himedia, Maharashtra, Indie),
D(+) rafinose x 5SH,O 5g (Sigma Aldrich, Burlington,
USA), destilovana voda doplnit na 1 L, sterilace 121 °C,
15 min) a Lee’s agar (Himedia, Maharashtra, Indie), kul-
tivace probihala pfi 30 °C aerobné po dobu 3 dnii. Po
izolaci a precisténi byly ziskané izolaty klasifikovany
na zdkladé homologie ziskanych sekvenci 16S ribozo-
malni RNA a sekvenci ulozenych v databazi NCBI po-
moci porovndvaciho nastroje BLAST (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi). DNA z bakteridlnich kultur byla
extrahovana pomoci DNeasy® UltraClean® Microbial Kit
(Qiagen, Hilden, Némecko) podle Quick-Start protokolu
dodaného vyrobcem. Gen 16S RNA byl amplifikovan po-
moci primert fD1 (5 - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
-37)arP2 (5" - ACGGCTACCTTGTTACGACTT -3").
Polymerazova tetézova reakce (PCR) byla provedena
v reakénim objemu 25 pl (0,5 pl obou primert (10 pM),
1 pl templatu DNA, 12,5 ul 2 x PPP Taq MasterMix
(TopBio, Vestec, CR) a 10,5 ul ddH,0). Podminky ampli-
fikace byly nasledujici: predehfivani na 95 °C (2 min),
35 cykll: denaturace pfi 95 °C (30 s), nasedani primerd
pti 55 °C (30 s), prodluZovani pii 72 °C (5 min) a nisled-
na konecna extenze pti 72 °C (8 min). VSechny produkty
PCR byly osetfeny 2 ul ExoSAP-ITTM dle referenc¢ni
prirucky vyrobce (ThermoFisher Scientific, Baltic UAB,
Vilnius) a sekvenovany spolec¢nosti Eurofins Genomics
Germany GmbH (Ebersberg, Némecko) s pouZitim fD1
jako sekvenacniho primeru.

Tab. 1 Primery pouZité pro amplifikaci EPS genu

Produkce EPS

Produkce EPS byla studovana pomoci dvou pfistupt.
Klasického pomoci plotnové metody, kdy byl pfipraven
agar s rutheniovou Cerveni (1: kvasni¢ny extrakt 10 g,
sacharéza 20 g, agar 30 g, destilovana voda na 1 L, steri-
lace 121 °C; 15 min; 2: susené odstredéné mléko 200 g,
destilovana voda na 1 L, sterilace 110 °C, 30 min; 3:
Rutheniova cerven 0,08 g, deionizovana voda 10 ml,
sterilace mikrofiltraci 0,2 pm filtr; Cast 1 a 2 je smichana
a na 100 ml vzniklé suspenze je pridan 1 ml sterilniho
roztoku 3), pfipadné MRS agar s pfidavkem 1 % mlé-
ka, 5 % sacharézy a roztoku rutheniové cervené. Na
plotny s agarem bylo aplikovdno 3 x 10 ul kultury jed-
notlivych izolat, misky byly inkubovdny anaerobné
(izolaty identifikovany do Celedi Lactobacillaceae a Bifi-
dobacteriaceae), pripadné aerobné (Enterococcaceae) ve
25 °C, 30 °C a 37 °C. Bylo pozorovano bilé zbarveni
kolonii u pozitivnich kmenti na produkci EPS. Jako dalsi
byl zvolen molekularné-biologicky pfistup, kdy jsme po-
moci primert amplifikujici urcité useky gent zapojenych
do produkce EPS testovali, zda bude u izolatd dochézet
k jejich amplifikaci. PCR reakce probihala dle protoko-
lu uvedeného v tabulce s primery (tab. 1). Jako templat
byla pouzita celkovd genomicka ¢i plazmidova DNA.
Genomicka DNA byla izolovdna pomoci UltraClean®
Mikrobiadlniho Kitu (Qiagen, Hilden, Némecko) podle
Quick-Start protokolu dodaného vyrobcem. Plazmidova
DNA byla izolovana pomoci kitu GeneAll® Hybrid-Q™
Plasmid Rapidprep (GeneAll Biotechnology, Seoul,
Korea) dle Standart protokolu udavaného vyrobcem.

Antibiotickd rezistence

Citlivost k 21 vybranym antibiotikim byla testovana
pomoci diskové difizni metody. K otestovani byla vy-
brana nasledujici antibiotika: Amikacin (30 ug, CLSI,
EUCAST), Ampicilin (2 pg, EUCAST), Amoxicillin (2
pg, EUCAST), Cefadroxil (30 ug, EUCAST), Ciproflox-
acin (5 pg, EUCAST), Clindamycin (5 ug, EUCAST),
Erythromycin (15 pg, EUCAST), Gentamycin (30 ug,

region DNA * primery sekvence (5" — 3’) podminky reakce

epsE,FG epsEFGfw GAYGARYTNCCNCARYTNWKAAYGT 94 °C, 300 s; 30x (94 °C, 30's; 49 °C, 45 5; 72 °C, 60 3);
epsEFGrev TGCAGCYTCWGCCACATG 72°C,300's

epsD,E epsD/Efw TCATTTTATTCGTAAAACCTCAATTGAYGARYTNCC | 94 °C, 300 s; 5x (94 °C, 30's; 60 °C, 30 s; 72 °C, 60 S);
epsD/Erev AATATTATTACGACCTSWNAYYTGCCA 40x (95°C, 30 ;52 °C, 30 5; 72°C, 60 s); 72 °C, 300 8

epsA epsAfw TAGTGACAACGGTTGTACTG 94 °C, 300 s; 35x (94 °C, 30 5; 40 °C, 30 s; 72 °C, 60 3);
epsArev GATCATTATGGACTGTCAC 72°C, 3008

epsB epsBfw CGTACGATTCGTACGACCAT 94 °C, 300 s; 35x (94 °C, 30 s; 46 °C, 30 s; 72 °C, 60 3);
epsBrev TGACCAGTGACACTTGAAGC 72°C, 300's

Glukan-sachardza | DegFor GAYAAYWSIAAYCCIRYIGTIC 94 °C, 300 s; 35x (94 °C, 30 s; 42 °C, 45 5; 72 °C, 80 s);
DegRev ADRTCICCRTARTAIAVIYKIG 72°C, 3008

Fruktan-sachardza | FTF2F GAYRTYTGGGAYWSNTGGC 94 °C, 300 s; 35x (94 °C, 30 s; 55 °C, 45 5; 72 °C, 80 5);
FTF2R GCWGANCCNGACCATTSTTG 72°C, 3005

Levan-sachardza LevViw CTTGGTCATTTAGAG 94 °C, 300 s; 35x (94 °C, 30 s; 42 °C, 45°5; 72 °C, 80 5);
Lewrev TCCTCCGCTTATTGATATGC 72°C, 3008

* Modfe jsou vyznaceny geny pro syntézu HePS, ¢ervené pro syntézu HoPS.
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EUCAST), Chloramphenicol (30 pg, CLSI, EUCAST),
Kanamycin (30 pg, CLSI), Levofloxacin (5 pg, CLSI,
EUCAST), Metronidazole (5 pg), Mupirocin (200 pg,
EUCAST), Nalidixové kyselina (30 ug, CLSI, EUCAST),
Neomycin (30 pg), Novobicoin (30 pg), Oxacillin (1 pg,
CLSI, EUCAST), Penicillin G (1 IU, EUCAST), Strep-
tomycin (300 pg, EUCAST), Tetracyclin (30 ug, CLSI,
EUCAST) a Vancomycin (5 pg, EUCAST). Na Petriho
misky se ztuhlym agarem bylo rozetfeno 0,5 ml kultur
po 18 hodinach kultivace. Po zaschnuti kultury byly na
agar aplikovany antibiotické disky. Po 18-24 hodinach
anaerobni ¢i aerobni kultivace (dle mikrobu) pti 37 °C byl
zméten pramér jednotlivych zoén v milimetrech. Pro vy-
hodnoceni byla pouzita metodika podle Yerlikaya a kol.
(2020), dle které znaci velikost zon kmeny rezistentni
(< 6 mm; 0), slabé senzitivni (7-10 mm; 1), senzitivni
(11-17 mm; 2) a velmi senzitivni (> 17 mm; 3).

Antimikrobidlni a antifungdlni aktivita
Pred stanovenim antimikrobidlni a antifungalni aktivity
byly studované izolaty kultivovany v 37 °C (MRS), ¢i ve

Tab. 2 Antimikrobialni aktivita — indikdtorové kmeny

AKRONYM MO POVOD MEDIUM

30 °C (M 17) po dobu 24 hodin. Nasledné byly 2x cen-
trifugovany (6 000 RPM, 10 minut) a ziskané supernatan-
ty byly pouzity v pokusu. Antimikrobidlni a antifungalni
aktivita byla testovana vici 9 bakterialnim kontaminantim
mlécnych vyrobkd, 3 kvasinkam a 1 plisni (tab. 2). Indika-
torové kmeny byly kultivovany v pfislusném kultivacnim
tekutém mediu 24 hod. ve 30 °C (bakterie), 48 hod. ve
25 °C (kvasinky), ¢i na pevném MEA agaru ve 25 °C po
dobu 5 dna (Penicillium commune). Ke stanoveni anti-
mikrobidlni aktivity byla pouZita difuzni metoda, kdy
0,1 % indikatorového bakteridlniho kmene bylo zali-
to prislusSnym agarem na Petriho misce. Miska byla na
4 h odloZena do lednice, poté do ni byly pomoci sterilni
sklenéné trubicky vyhotoveny jamky o praméru 1 cm, do
kterych bylo nésledné napipetovano 200 ul jednotlivého
supernatantu. Mira inhibice rstu indikatorovych kment
byla vyhodnocena po 18 hod. rastu dle Moran a kol.
(2016) stupnici 1-5. 5§ znadi, Ze k inhibici nedoslo a rust
indikatorového kmene je naopak podporen, 4 znaci, Ze
rast kmene neni ovlivnén a nedojde ani k potlaceni, ani
podporeni jeho rstu. 3 znaci, Ze k inhibici rstu dojde,
ale inhibicni z6na neni Cird, je pritomno veétsi mnozstvi
kolonii, 2 k inhibici dochazi, v z6né je pfitomno velmi
malé mnozstvi kolonii a 1 k inhibici ristu pfislu§ného in-
dikdtorového kmene dochazi, zéna je kompletné Cird, bez

1) Buttiauxella izardii syr BHI A ; - .
2) Pantoea agglomerans syr BHI kolonii. Antifungélni aktivita byla testovana difuzni me-
3) Pseudomonas fluorescens | tvarohovy dezert | TSBK todou dle Kavkova a kol. (2021). 1 % supernatantu bylo
4) Esa e AT tvarohovy syr | TSBK zalito MEA agarem, na ktery bylo po zatuhnuti naneseno
5) Pseudomonas putida tvarohovy syr | BHI 10 pl ¢isté kvasinkové kultury o koncentraci 1 x 105 KTJ/
6) K. oxytoca syr BHI ml, pfipadn€ 5 ul P. commune nafedéného ve fyziologic-
7) Pseudomonas moraviensis | syr BHI kém roztoku na koncentraci 1 x 16° KTJ/ml. Jako kontrola
8) Morganella morganii syr TSBK byly pouZzity agarové misky bez pfidanych supernatanti.
9) Lysinibacillus macroides Syr GTK Po 2 dnech (kvasinky) ¢i 5 dnech (plisei) inkubace ve
10) Kluyveromyces lactis tvarohovy dezert | MEA 25 °C byla métena velikost narostlé kolonie a mira sporu-
11) Debaryomyces hansenii jogurt MEA lace plisné. Cely pokus dosud nebyl zopakovan, jedna se
12) Geotrichum candidum jogurt MEA pouze o predbéZznd data.
13) Penicillium commune jogurt MEA
Vysledky a diskuze
Tab. 3 Izolované MO z materskych miék
CELED ROD DRUH VYSKYT AKRONYM Ze vzorku matefskych
A0 mlek se nam podafilo
Actinomycetaceae Schaalia Schaalia odontolytica 1 ziskat celkem 259 izo-
Bifidobacteriaceae Bifidobacterium Bifidobacterium breve 2 MM 1 -2 lata, z nichz 80 bylo
Corynebacteriaceae | Corynebacterium | Corynebacterium kroppenstedtii 1 identifikovano na zakla-
Enterococcaceae Enterococcus Enterococcus faecalis 3 MM 3 -5 dé  homologie 16S
o Lactiplantibacillus pentosus 1 MM 6 rRNA do 9 ruznych
. Lactiplantibacillus ; — = p oo 3
Lactobacillaceae Lactiplantibacillus plantarum 3 MM7-9 Celedi, 10 riznych rodt
Limosilactobacillus | Limosilactobacillus fermentum 2 MM 10 - 11 a 16 raznych druht
Micrococcaceae Rothia Rothia mucilaginosa 1 (tab. 3). Vsechny z izo-
- _ , , Cutibacterium acnes 3 lovanych kment jsou
Propionibacteriaceae | Cutibacterium - - . g . .
Cutibacterium granulosum 2 ¢asto izolovany z mater-
Staphylococcacea Staphylococcus QL ESEE epidernjdis S .ského r{lléka. Vétoéir}a
Staphylococcus warneri 7 izolovanych kment je
Streptococcus mitis 4 v literatufe popisovana
Streptococcaceae Streptococcus streptococous parasfangu/nis 1 sp.iée jako kontaminujici
Streptococcus peroris 2 mikrofléora materského
Streptococcus salivarius 8 mléka, né&které patii
MLEKARSKE LISTY 199, VOL. 34, No. 4 11
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mezi komenzaly kize matky (Corynebacterium krop-
penstedtii, Cutibacterium acnes, C. granulosum, Rothia
mucilaginosa, Schaalia odontolytica, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus warneri), nékteré kmeny
jsou béznymi komenzaly ustni dutiny novorozenct
(Streptococcus mitis, S. parasanguinis, S. peroris, S. sali-
varius), kdy na ktzi matky se nejspise dostavaji pti ko-
jeni (Eidelman a Szilagyi 1979; Heikkild a Saris, 2020;
Kawamura a kol. 1998; Kononen 2000; West a kol. 1979).
Pro dalSi pokusy bylo vybrano 11 izol4tl, u kterych lze
predpokladat, Ze budou mit nékteré vhodné technolo-
gické, ¢i probiotické vlastnosti, a ty byly testovany.
Nejprve jsme pomoci agaru s pridavkem sachardzy,
mléka a rutheniové Cervené pozorovali zabarveni kolonii.
V drivéjsich studiich bylo ukdzano, Ze mira produkce
EPS je mimo jiné ovlivnéna teplotou prostiedi, ve kterém
je mikrob inkubovan. Nékteré MO produkci EPS vy-
kazovaly vyssi v suboptimalni teploté svého rustu, jiné
naopak v optiméalni teploté, u nékterych miize v zavislosti
na teploté dokonce dojit i ke ztrat€ schopnosti produkce
EPS (Gamar a kol. 1997, Kimmel a kol. 1998, Gotoh
a kol., 2021). Proto jsme agary s aplikovanymi izola-
ty inkubovali ve tfech rGznych teplotich 25 °C, 30 °C
a 37 °C (tab. 4). Z naSich vysledk je patrné, Ze skutecné
teplota produkci EPS u nékterych izolatd ovlivnila,

Tab. 4 Zbarveni kolonii na agaru

AKRONYM agar + rutheniova cervei

25°C 30°C 37°C
MM 1 + + +
MM 2 3 3 3
MM 3 +++ +++ +++
MM 4 = = 3
MM 5 - - -
MM 6 s s +++
MM 7 ++ +++ +++
MM 8 < +F +
MM 9 +++ +++ +++
MM 10 neroste + -
MM 11 neroste + -

—— pouze rizové kolonie; + — nékteré kolonie bilé; ++ — vice bilych, nez rizovych kolonif;
+++ — v3echny kolonie bilé

Tab. 5 Amplifikace ¢asti gend pro syntézu EPS

epsA epsB epsD/E

LG

kdy u izoldtu MM 4 (E. faecalis) doslo k produkci EPS
pouze ve 37 °C, u MM10 a MM11 (oba L. fermentum)
byla produkce EPS pii této teploté naopak potlacena.
Dale jsme testovali, zda budeme schopni amplifiko-
vat urCité useky genll zodpovédnych za produkci EPS
i pfes jejich znacnou mezidruhovou, a i vnitrodruhovou
rozmanitost. Za pomoci degenerovanych primerti a ndmi
zvolenych podminek PCR k amplifikaci nékterych casti
genu skute¢né doslo (tab. 5), predevsim pokud byla jako
templat pouZita plazmidovd DNA. U nékterych doslo
k amplifikaci za pouZziti obou templatd, jak plazmidové,
tak genomické DNA. U izolatu MMS8 doslo k amplifi-
kaci genu epsD/E pouze u gDNA a u izolath MM7,
MMI10 a MM 11 doslo k amplifikaci genu LEV také
pouze u gDNA. DEG a epsA geny se nam amplifikovat
nepodafilo, je mozné, Ze nami pouZité primery neobsihly
miru variability téchto gent, bylo by tedy vhodné pro tyto
useky navrhnout primery vice specifické pro jednotlivé
druhy MO. U izolath MM4 a MMS5 se ndm nepodafilo
amplifikovat Zadné ¢asti gend. Je mozné, Ze mira vari-
ability gent u téchto MO piesihla degeneraci nami zvo-
lenych primerti, ¢i podminek PCR, ale také nemiiZeme
vyloucit skutecnou absenci téchto gend, jelikoZ i na agaru
doslo k nartistu nékterych bilych kolonii pouze u izolatu
MM4, a to jen pokud byl inkubovén v teploté 37 °C, izo-
laty uréené pro izolaci DNA vsak byly inkubovéany pouze
v teploté¢ 30 °C. Z naSich vysledki mizeme usuzovat,
Ze vétsina genl pro produkci EPS je nesena plazmidy,
nekteré se nachéazeji jak na plazmidech, tak v genomu
a pouze mala ¢ast se nachazi vyhradné v genomu nami
studovanych MO. NaSe vysledky ziskané pomoci PCR
koresponduji s vysledky ziskanymi pomoci agarovych
pid. Obé metody tedy mohou najit své vyuZiti, kdy me-
toda klasicka je ekonomicky pfijatelnéjsi, avSak Casové
ndro¢nd, naopak metoda amplifikace geni je velice ry-
chld. Za pomoci téchto dvou metod jsme tedy urcili, Ze
nejvhodnéjsi kandidéati se schopnosti produkovat EPS
jsou E. faecalis MM3 a dale L. pentosus MM6 a L. plan-
tarum MM7 a MM9. B. breve MM1 a MM2 a L. fer-
mentum MM10 a MM11 také produkuji EPS, nicméné
v mensi mife, naopak E. faecalis MM4 a MMS pak velmi
pravdépodobné EPS neprodukuji, a tedy nedisponuji

epsEFG DEG FTF LEV

plazmid gDNA plazmid gDNA plazmid gDNA plazmid ¢gDNA plazmid gDNA plazmid gDNA plazmid g DNA
0 0 0

MM 1
MM 2
MM 3
MM 4
MM 5
MM 6
MM 7
MM 8
MM 9
MM 10
MM 11

o
o

O O OO O o0 O o o o o

O O OO0 o0 o0 o o o o
O OO0 0 oo oo o o
+ + + © + + o o + ©
+ + + © + © o o + ©
+ + + 4+ + © © © o ©

o
o
o
o
+

o
o
o

+ + + ©o + © ©o © © ©
+ + 4+ © + © ©o © ©o ©
O 0O 0O o0 oo oo oo
O O O O O o o o o o
+ + + + + + © © + +
+ + + + + © ©o ©o o o
oo + oo + oo + o
+ + + © + © o o + o©
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Tab. 6 Vysledky testovdni rezistence vici vybranym antibiotikim

Akronym / ATB MM 1 MM 2 MM 4
AMI

AMP
AMX
CEF

CIP

CLI

ERY
GEN
CHL
KAN
LEV
MET
MUP
NK

NEO
NOV
OXC
PEN
STR
TET

VAN

MM 3 MM 5

o
o
N
N
—_

e = I =R = R e B NS R e R e R S G T NS )
LW NN N O WMN = WO WM WMN N W WWWww
LW MND N O WMN - WO WM WN WWWWwwWwN
RO NN O = = WO N = NN = NN W

RO T T = T S L I — S = BPET R  S JU R U}

—_
N
N
N

~
=

O NN WMNNOOWONO W — W - O W w w o=

=)
=

DO NN NN 2 O WO MNO WRNOW—= N WN O =

0
2
3
2
0
1
2
0
3
0
0
0
2
0
0
2
1
2
1
1

N = NN O OO WONMNOW—=-NMNNOMN W W O |=

—_ O N - 4 OO0 MO OO MNOMMNDO = MNMMND O
O = 24 N 24 4 OO0 N O OO MNOMNMNDO = MNMND O

0

o
o
o

AMI - Amikacin, AMP — Ampicilin, AMX — Amoxicillin, CEF — Cefadroxil, CIP — Ciprofloxacin, CLI — Clindamycin, ERY — Erythromycin, GEN — Gentamycin,
CHL — Chloramphenicol, KAN — Kanamycin, LEV — Levofloxacin, Met — Metronidazole, MUP — Mupirocin, NK — Nalidixova kyselina, NEQ — Neomycin,
NOV — Novobicoin, OXC — Oxacillin, PEN — Penicillin G, STR — Streptomycin, TET — Tetracyclin, VAN — Vancomycin;

0 — rezistentni, 1 — slabé senzitivni, 2 — senzitivni, 3 — velmi senzitivni

vhodnymi technologickymi vlastnostmi, které bychom
v budoucnu mohli vyuZit.

U vsech 11 studovanych MO byla testovana jejich
bezpecnost, respektive byla testovana antibiotickd re-
zistence vaci vybranym antibiotikiim. Z naSich vysledk
vyplyva, Ze nami studované izolaty jsou citlivé k vétSiné
vybranych antibiotik, vyjimku tvofi pouze Metronadi-
zole, ke kterému jsou vSechny izolaty rezistentni (tab. 6).
Celkové nejvice rezistenci nesou kmeny L. plantarum,
izolaty MM7, MMS8 a MMO, které jsou rezistentni vici
Amikacinu, Ciprofloxacinu, Kanamycinu, Nalidixové
kyseliné a Vancomycinu, coz odpovida jizZ znamym fak-
tim, na druhou stranu nebyla pozorovédna dfive popsana
rezistence viuci Streptomycinu (Klarin a kol., 2017). I1zo-
lat MMO je dale rezistentni vici Erythromycinu, izolaty
MM 7 a MMS8 navic k Neomycinu a izolat MM7 k Oxa-
cillinu, ke kterému jsou rezistentni i enterokoky MM3,
MM4 a MMS. Podobné rezistentni byly i oba izolaty
L. fermentum MM10 a MM11, které navic nesou rezis-
tenci vaci Levofloxacinu. Velice zajimavé bylo zjisténi,
7e oba izolované B. breve MM1 a MM2 nesou rezistenci
vici Clindamycinu a Erythromycinu. Tento fenomén jiz
byl pozorovan u nékterych izolati B. breve, u kterych
pravdépodobné doslo k horizontdlnimu pfenosu gentl pro
tyto rezistence (Martinez a kol., 2018). VSechny nami
studované izolaty jsou vsak senzitivni ke klinicky velmi
dalezitym a cCasto pouzivanym antibiotikiim, 1ze je tedy
oznacit za relativné bezpecné.

V neposledni tadé jsme testovali antimikrobidlni
a antifungdlni aktivitu nékterych vybranych izolatd.

Tab. 7 Vysledky antimikrobialni aktivity

AKRONYM 1) 2 3 4
MM 1
MM 2
MM 3
MM 4
MM 6
MM 7
MM 8
MM 9
MM 10
MM 11

1 - inhibice, zona ¢ird bez kolonii, 2 — inhibice, zona ¢ird s mensim mnozstvim kolonii,
3 — inhibice, zona s vétsim mnozZstvim kolonii, 4 — bez inhibice, riist neni ovlivnén

3
£
=)
&
~
=
=)
&
)
&

BN =2 NN =24 DWW
LW NN NN NN BRSNS
W N = = W s w ™D
W = =24 NN W s Wb D
E R (G T G R S S0 R N N

W MND N =W s DD
—_ a4 a4 4 a4 a4 NN

B it L RN S SN SN N

B L SR NG T G R S G N SN o

BN
w
BN
N
SN
BN
N

Vzhledem k casové narocnosti dosud pokusy nebyly
zopakovany, tedy jedna se pouze o predbézna data. Lze
z nich predbézné shrnout, Ze predevsim izolaty L. pento-
sus MM6 a L. plantarum MM7, MM8 a MM9 vykazuji
perspektivni antimikrobidlni i antifungélni aktivitu vici
vybranym indikatorovym kmenim. Ve svém rustu inhi-
boval izolat MM6 velmi silné ¢i siln€ 6 z 9 bakterii a izo-
laty MM7, MM8 a MMO pak vSech 9 bakterii (tab. 7). Na
rust kvasinek mély tyto izolaty mensi vliv (obr. 1). [zolaty
MM7 — MMO slabé inhibovaly rast vSech tii sledovanych
kvasinek, priCemz nejvétsi inhibicni tcinek jsme pozoro-
vali uizolatu MMO, kdy velikost kolonie byla vZdy mensi,
nez u negativni kontroly (na obrdzku znacena jako NC).
Naopak izolat MM6 dokonce i podpofil rist kvasinky 10)
K. lactis, kdyZz velikost kolonie po pfiddni supernatantu
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Obr. 1 Antifungdlni aktivita — kvasinky
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Obr. 2 Antifungaini aktivita vici P commune

do agaru byla dokonce VéEtsi, neZ bez pridaného super-
natantu (NC). Slabé pak inhiboval rast 11) D. hansenii
anemél Zadny vliv na rast 12) G. candidum. Antifungalni
aktivita byla dosud sledovana pouze u enterokokit MM3
— MMS5 a déle laktobacill L. pentosus MM6 a L. plan-
tarum MM7 — MM9 vuci plisni Penicillium commune
(obr. 2). VSechny izolaty ovlivnily rast této plisné, ente-
rokoky ovlivnily velikost kolonie, kdy velikost kolonie po
5 dnech rastu byla o 5—10 mm mensi nez velikost kolonie
negativni kontroly (NC), tj. bez pfidaného supernatantu.
Laktobacily MM6, MM7 — MM pak ovlivnily nejen ve-
likost kolonie, kdyZ velikost kolonie byla o 20-25 mm
mensi oproti kontrole, ale ovlivnily také miru sporulace
plisné (obr. 2 — svétle modré tecky), kdy u izolatdt MM6,
MM?7 a MM byla sporulace naprosto potlacena a u izo-
latu MMS byla sniZzena na 50 %. U izolath MM3 — MM5
k ovlivnéni sporulace nedoslo.

Zaver

Ze ziskanych vzorkd matefského mléka se nam
podafilo izolovat a identifikovat 16 riznych druht
bakterii. U nékterych izolatd jsme studovali technolo-
gicky vyznamnou vlastnost produkce exopolysacharidd
a také jejich bezpecnost pro jejich pfipadné aplikace
do mlécnych vyrobki, kdyZ jsme u nich sledovali sen-
zitivitu k vybranym antibiotikim. U nékterych izolatd
jsme také studovali probiotické vlastnosti, presné je-
jich antimikrobidlni a antifungélni aktivitu, kdy dosud
nejperspektivnéjsi vysledky vSech testt vykazuji izolaty
MM6 (L. fermentum) a MMT7-MM 9 (L. plantarum).
Pro aplikaci do vyrobkll bude potieba sledovat jejich
dalsi funk¢ni a probiotické vlastnosti, naptiklad adhe-
renci, auto-agregaci, antioxidacni aktivitu, prezivani

v podminkach traviciho traktu, odolnost
proti mechanickému zpracovani, Zivota-
m NC schopnost v dané matrici a v neposledni
mmme | fadé téz senzorické vlastnosti vyrobku.
MM 7
"MME | Podékovdni
M Tato prace mohla byt uskutecnéna diky
financni podpofe Narodni agentury pro
zem&d&lsky vyzkum (MZe CR) pii feSeni
projektu ¢. QK22010186 a za podpory
MZE-RO1423.
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ERRATUM

na strané 6 v Podékovéni chyba v nazvu projektu.
Spravné znéni je nasledujici:

V zéavéru ¢lanku “Zhodnoceni vyskytu rezidui pesticidi a polychlorovanych bifenyli v mléce piezvykavcia
v Ceské republice v letech 2006-2020" (Climova a kol.) oti§téného v asopise Mlékarské listy ¢. 198/2023 byla

Piispévek byl zpracovéan s podporou Ministerstva zemédélstvi CR (NAZV QK21010326) a Grantové agentury
JihoCeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich (GAJU 005/2022/Z).

“C0 JE ZAJIMAVEHO VE VEDECKE LITERATURE”

MiIéko a mlécné vyrobky jsou neustdle centrem pozornosti vyzkumu. Vybér z védecké literatury pro toto cislo zahr-

nuje nésledujici publikace:

PRODUKCE EXOPOLYSACHARIDU

Exopolysacharid ziskany z bakterii mlééného kvaseni: tvorba, imunomodulacni schopnost, icinky na

zdravi a vztah mezi strukturou a funkci

Zhang, J. et al. (2023): Lactic acid bacteria-derived exopolysaccharide: Formation, immunomodulatory ability, health effects, and structure-function relation-

ship. Microbiological Research, 274: 127432.

Exopolysacharidy (EPS) syntetizované bakteriemi mlécného kysani (BMK) maji vyznam pro zdravi a vyuZivaji se
jako slozky potravin. Vzhledem k variabilit€¢ genovych klastri BMK-EPS, zejména gent glykosyltransferaz, které
urCuji sloZeni monosacharidi, je struktura EPS velmi bohatd. EPS jsou syntetizovany extraceluldrni syntézou a po-
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