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Abstrakt

Mateřské mléko je považováno za optimální zdroj 
nutrientů, bioaktivních látek a také komensálních bak­
teriálních druhů. Ty jsou přínosné pro zdraví kojence 
mimo jiné i z důvodu prevence kolonizace střeva patogen­
ními mikroorganismy. Některé z nich mohou najít využití 
v mlékárenském průmyslu pro své přínosné probiotické 
či technologické vlastnosti. V posledních letech se mnoho 
studií zabývalo mikrobiologickým složením mateřského 
mléka a bylo ukázáno, že je ovlivněno mnoha faktory. 
Cílem předložené práce bylo prostudovat dostupnou lite­
raturu a na základě získaných informací izolovat a iden­
tifikovat bakteriální kmeny vyskytující se v mateřském 
mléce získaném od dobrovolných dárkyň z  jihočeského 
kraje ČR. Ze souboru 13 mlék jsme izolovali a na základě 
homologie 16S rRNA identifikovali bakterie z čeledi 
Actinomycetaceae, Bifidobacteriaceae, Corynebacte­
riaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Micro­
coccaceae, Propionibacteriaceae, Staphylococcacea 
a  Streptococcaceae. U některých izolátů jsme dále tes­
tovali jejich možné výhodné technologické či probio­
tické vlastnosti, především pak potenciální schopnost 
produkce exopolysacharidů (EPS), jejich antimikrobiální 
a antifungální účinky proti vybraným kontaminantům 
mléčných výrobků a rezistenci k běžně používaným anti­
biotikům. Pro testování schopnosti produkce EPS byly 
zvoleny dva přístupy. Klasický, kdy jsme pomocí živných 
půd obohacených rutheniovou červení sledovali zabar­
vení kolonie, a molekulárně-biologický, kdy jsme pomocí 
párů primerů amplifikující určité úseky genů zapojených 
do produkce EPS testovali, zda izolovaná genomová, či 
plazmidová DNA obsahují tyto úseky genů. Některé na 
EPS pozitivní izoláty také vykazovaly antimikrobiál­
ní aktivitu proti vybraným kontaminantům mléčných 
výrobků. Nejvyšší míru inhibice růstu kontaminantů vy­
kazovaly izoláty Lactiplantibacillus plantarum, nejmenší 
pak Bifidobacterium breve. Většina vybraných izolátů 

byla senzitivní ke klinicky významným antibiotikům. Na 
základě námi získaných předběžných výsledků je možné 
konstatovat, že některé získané izoláty z mateřského mlé­
ka vykazují slibný technologický a probiotický potenciál, 
nicméně je nutné ověřit jejich další funkční a technolo­
gické vlastnosti.

Klíčová slova: mikroorganismy, mateřské mléko, 
produkce exopolysacharidů, protektivní účinky, antibio­
tická 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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Úvod

Mateřské mléko bylo dříve považováno za sterilní te­
kutinu, která slouží novorozenci především jako opti­
mální zdroj nutrientů a bioaktivních látek. V posledních 
několika letech až desetiletích se celé vědecké týmy zasa­
dily o to, že mateřské mléko již není považováno za sterilní 
tekutinu, ale bylo prokázáno, že novorozenci slouží také 
jako velmi důležitý zdroj různých bakteriálních druhů, 
kdy denně v mléce zkonzumuje až 8 x 105 bakteriálních 
buněk (Pannaraj a kol., 2017). Studie, kdy týmy izolova­
ly mikroorganismy pomocí různých agarových půd, 
v dnešní době vystřídaly studie zařazující nejmodernější 
metody molekulární biologie. Bylo prokázáno, že 
v  mateřském mléce je 9–12 stěžejních bakteriálních 
rodů, které patří do čeledí 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). Přesná 
kompozice bakteriálních druhů v mateřském mléce je 
ovlivněna faktory jako například způsobem porodu, fází 
laktace, pohlavím dítěte, příjmem antibiotik matkou těsně 
před porodem a v době kojení, hmotností matky, geogra­
fickou polohou a mnoha dalšími. (Lyons a kol., 2020). 
Vzhledem k metodologii v přípravě vzorků pro určení 
bakteriálních druhů v mateřském mléce pomocí metod 
molekulární biologie samozřejmě nemůžeme opomenout 
ani vliv způsobu izolace DNA či zvolené sekvenační 
techniky (Douglas a kol., 2020; Meyer a kol., 2019).

Získávání nových izolátů s prospěšnými účinky, ať už 
funkčními, technologickými či probiotickými, je pro ino­
vace v oblasti potravinářství a mikrobiologie stěžejní. 
Celá řada prací studující mikroby v mateřském mléce 
proto stále využívá klasickou metodu izolace pomocí 
agarových půd a postupné kultivace jednotlivých bak­
teriálních kolonií. Izoláty jsou zpravidla identifikovány 
a jsou u nich charakterizovány jejich funkční a případné 
probiotické účinky. Některé obecné požadavky jsou de­
finovány Světovou zdravotnickou organizací (WHO), 
kdy probiotický mikroorganismus musí být například 
schopen tolerovat podmínky trávicího traktu, adherovat 
k epiteliálnímu povrchu tlustého střeva nebo vykazovat 
antimikrobiální aktivitu. Kromě toho je také vyžadováno 
zaměřit se u nově izolovaných kmenů na bezpečnostní 
aspekty, které zahrnují stanovení přítomnosti, resp. nepří­
tomnost genů rezistence vůči antibiotikům. V neposlední 
řadě se u nově získaných izolátů sledují technologické 
vlastnosti. Mezi ty patří mimo jiné i schopnost syntézy 
a produkce exopolysacharidů (EPS). Exopolysacharidy 
jsou považovány za biozahušťovadla a představují tak 
alternativu ke škrobu, želatině, nebo karagenanu. Tím, 
že ovlivňují viskoelastické vlastnosti, získávají potraviny 
zpravidla lepší texturu, chuť, nebo prodlouženou sklado­
vatelnost (Tieking a kol., 2005). EPS jsou produkovány 
bakteriemi jako forma buněčné ochrany, neboť negativně 

ovlivňují antimikrobiální aktivitu fágů, antibiotik a fago­
cytózu. Dále podporují adhezi k pevným povrchům, tvor­
bu biofilmu a omezují vysychání (Ruas-Madiedo a kol., 
2008). 

Bakterie mléčného kvašení (BMK) mají schopnost 
produkovat strukturně rozmanité EPS, které se liší veliko­
stí, molekulární organizací a chemickým složením (Mozzi 
a kol., 2006). Jde o různé spektrum homopolysacharidů 
(HoPS) a heteropolysacharidů (HePS). Hlavními geny 
zapojenými do produkce HoPS jsou geny pro glukansacha­
rázu (gtf) a levansacharázu (lev), nebo fruktansacharázu 
(ftf). Molekulární organizace genů zodpovědných za 
produkci HePS (epsA, epsB, epsD, epsE a epsEFG) je 
velice složitá a napříč různými druhy i kmeny může být 
různá (Ziedan a kol., 2017). Obecně platí, že pro termo­
filní BMK jsou geny EPS spíše chromozomální, zatímco 
pro mezofilní BMK jsou téměř všechny geny asociovány 
s plazmidy (Palomba a kol., 2012). 

Cílem předložené práce bylo izolovat a identifiko­
vat bakteriální druhy přítomné v získaných vzorcích 
mateřského mléka. Dále naším cílem bylo vytipovat 
izoláty s vhodnými technologickými a probiotickými 
vlastnostmi, především se schopností produkce EPS 
a možnou antimikrobiální a antifungální aktivitou proti 
vybraným kontaminantům mlékárenského prostředí, 
a  v neposlední řadě testovat bezpečnost vytipovaných 
izolátů. Vzhledem k rozmanitosti v produkovaných EPS 
jsme se rozhodli využít nejen klasických metod stano­
vení produkce EPS pomocí barvených agarových půd 
s přídavkem sacharózy, ale také využít základních metod 
molekulární biologie. 

Materiál a metodika

Vzorky mléka
Mateřská mléka byla získána od dobrovolných dárkyň 

z jihočeského kraje ČR. Před odběrem si matky desinfi­
kovaly prsní dvorce a pomocí sterilních rukavic, případně 
sterilní odsávačky, odebraly do předem připravených 
sterilních nádob mléko, kdy první cca 3 ml byly odsáty 
mimo sterilní nádobu. Mléko bylo ihned zchlazeno na 
4 °C a  do druhého dne dopraveno do laboratoře, kde 
bylo ihned podrobeno mikrobiologickému rozboru.  
Celkem bylo získáno 13 mateřských mlék, laktační  
fáze nepřesáhla 5  měsíců (stáří potomků v době 
odběru bylo 4 × 2 měsíce, 4 × 3 měsíce, 4 × 4 měsíce  
a 1 × 5 měsíců) a pohlaví novorozeňat bylo 6× dívka 
a 7× chlapec. Ženy před odběrem nebyly podrobeny 
žádné speciální, ani námi kontrolované dietě a neužívaly 
antibiotika minimálně měsíc před porodem, ani v době 
laktace.

Izolace a identifikace izolátů
Pro izolaci nových kmenů z čeledi Lactobacilla­

ceae byl použit MRS agar (de Man, Rogosa and Sharp; 
Merck, Darmstadt, Německo) o pH 5,7 s přídavkem 
cysteinu HCl a dále MRS-0 agar (Tryptone 10 g, Lab 
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Produkce EPS 
Produkce EPS byla studována pomocí dvou přístupů. 

Klasického pomocí plotnové metody, kdy byl připraven 
agar s rutheniovou červení (1: kvasničný extrakt 10  g, 
sacharóza 20 g, agar 30 g, destilovaná voda na 1 L, steri­
lace 121 °C; 15 min; 2: sušené odstředěné mléko 200 g, 
destilovaná voda na 1 L, sterilace 110 °C, 30  min; 3: 
Rutheniová červeň 0,08 g, deionizovaná voda 10 ml, 
sterilace mikrofiltrací 0,2 μm filtr; Část 1 a 2 je smíchána 
a na 100 ml vzniklé suspenze je přidán 1 ml sterilního 
roztoku 3), případně MRS agar s přídavkem 1  % mlé­
ka, 5 % sacharózy a roztoku rutheniové červeně. Na 
plotny s agarem bylo aplikováno 3 x 10 μl kultury jed­
notlivých izolátů, misky byly inkubovány anaerobně 
(izoláty identifikovány do čeledí Lactobacillaceae a Bifi­
dobacteriaceae), případně aerobně (Enterococcaceae) ve 
25 °C, 30 °C a 37 °C. Bylo pozorováno bílé zbarvení 
kolonií u pozitivních kmenů na produkci EPS. Jako další 
byl zvolen molekulárně-biologický přístup, kdy jsme po­
mocí primerů amplifikující určité úseky genů zapojených 
do produkce EPS testovali, zda bude u izolátů docházet 
k jejich amplifikaci. PCR reakce probíhala dle protoko­
lu uvedeného v tabulce s primery (tab. 1). Jako templát 
byla použita celková genomická či plazmidová DNA. 
Genomická DNA byla izolována pomocí UltraClean® 
Mikrobiálního Kitu (Qiagen, Hilden, Německo) podle 
Quick-Start protokolu dodaného výrobcem. Plazmidová 
DNA byla izolována pomocí kitu GeneAll® Hybrid-QTM 
Plasmid Rapidprep (GeneAll Biotechnology, Seoul, 
Korea) dle Standart protokolu udávaného výrobcem. 

Antibiotická rezistence
Citlivost k 21 vybraným antibiotikům byla testována 

pomocí diskové difúzní metody. K otestování byla vy­
brána následující antibiotika: Amikacin (30 μg, CLSI, 
EUCAST), Ampicilin (2 μg, EUCAST), Amoxicillin (2 
μg, EUCAST), Cefadroxil (30 μg, EUCAST), Ciproflox­
acin (5 μg, EUCAST), Clindamycin (5 μg, EUCAST), 
Erythromycin (15 μg, EUCAST), Gentamycin (30 μg, 

lemco (Oxoid) 8  g, kvasniční extrakt 4 g, K2HPO4 
2 g, Tween 80 1 ml, NH4 citrát 2 g, octan sodný 5 g,  
MgSO4 × 7H2O 0,2 g, MnSO4 × 4H2O 0,04 g, agar 12 g, 
destilovaná voda 900  ml, sterilace 121 °C, 15  min.) 
s přídavkem sacharózy o výsledné koncentraci 5 % (Pen­
ta, ČR, Katovice). Kultivace probíhala při 30 °C a 37 °C 
anaerobně po dobu 5, respektive 3 dnů. Pro izolaci nových 
bifidobakterií byl použit TOS propionate agar (Merck, 
Darmstadt, Německo) s přídavkem Mupirocinu (výsled­
ná koncentrace 50 mg/l), kultivace probíhala při 37 °C 
anaerobně po dobu 5 dnů. Pro izolaci koků byl použit 
BHIR agar (BHI agar 47g (Himedia, Maharashtra, Indie), 
D(+) rafinose × 5H2O 5g (Sigma Aldrich, Burlington, 
USA), destilovaná voda doplnit na 1 L, sterilace 121 °C, 
15 min) a Lee’s agar (Himedia, Maharashtra, Indie), kul­
tivace probíhala při 30 °C aerobně po dobu 3  dnů. Po 
izolaci a  přečištění byly získané izoláty klasifikovány 
na základě homologie získaných sekvencí 16S ribozo­
mální RNA a sekvencí uložených v databázi NCBI po­
mocí porovnávacího nástroje BLAST (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi). DNA z bakteriálních kultur byla 
extrahována pomocí DNeasy® UltraClean® Microbial Kit 
(Qiagen, Hilden, Německo) podle Quick-Start protokolu 
dodaného výrobcem. Gen 16S RNA byl amplifikován po­
mocí primerů fD1 (5´- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
- 3´) a rP2 (5´ - ACGGCTACCTTGTTACGACTT - 3´). 
Polymerázová řetězová reakce (PCR) byla provedena 
v reakčním objemu 25 μl (0,5 μl obou primerů (10 μM),  
1 μl templátu DNA, 12,5 μl 2 × PPP Taq MasterMix 
(TopBio, Vestec, ČR) a 10,5 μl ddH2O). Podmínky ampli­
fikace byly následující: předehřívání na 95 °C (2 min), 
35 cyklů: denaturace při 95 °C (30 s), nasedání primerů 
při 55 °C (30 s), prodlužování při 72 °C (5 min) a násled­
ná konečná extenze při 72 °C (8 min). Všechny produkty 
PCR byly ošetřeny 2 μl ExoSAP-ITTM dle referenční 
příručky výrobce (ThermoFisher Scientific, Baltic UAB, 
Vilnius) a sekvenovány společností Eurofins Genomics 
Germany GmbH (Ebersberg, Německo) s použitím fD1 
jako sekvenačního primeru.

Tab. 1  Primery použité pro amplifikaci EPS genů			 

region DNA * primery sekvence (5’ ––>  3’) podmínky reakce
epsE,F,G epsEFGfw GAYGARYTNCCNCARYTNWKAAYGT 94 °C, 300 s; 30x (94 °C, 30 s; 49 °C, 45 s; 72 °C, 60 s); 

72 °C, 300 sepsEFGrev TGCAGCYTCWGCCACATG
epsD,E epsD/Efw TCATTTTATTCGTAAAACCTCAATTGAYGARYTNCC 94 °C, 300 s; 5x (94 °C, 30 s; 60 °C, 30 s; 72 °C, 60 s); 

40x (95 °C, 30 s; 52 °C, 30 s; 72 °C, 60 s); 72 °C, 300 sepsD/Erev AATATTATTACGACCTSWNAYYTGCCA
epsA epsAfw TAGTGACAACGGTTGTACTG 94 °C, 300 s; 35x (94 °C, 30 s; 40 °C, 30 s; 72 °C, 60 s); 

72 °C, 300 sepsArev GATCATTATGGACTGTCAC
epsB epsBfw CGTACGATTCGTACGACCAT 94 °C, 300 s; 35x (94 °C, 30 s; 46 °C, 30 s; 72 °C, 60 s); 

72 °C, 300 sepsBrev TGACCAGTGACACTTGAAGC
Glukan-sacharáza DegFor GAYAAYWSIAAYCCIRYIGTIC 94 °C, 300 s; 35x (94 °C, 30 s; 42 °C, 45 s; 72 °C, 80 s); 

72 °C, 300 sDegRev ADRTCICCRTARTAIAVIYKIG
Fruktan-sacharáza FTF2F GAYRTYTGGGAYWSNTGGC 94 °C, 300 s; 35x (94 °C, 30 s; 55 °C, 45 s; 72 °C, 80 s); 

72 °C, 300 sFTF2R GCWGANCCNGACCATTSTTG
Levan-sacharáza LevVfw CTTGGTCATTTAGAG 94 °C, 300 s; 35x (94 °C, 30 s; 42 °C, 45 s; 72 °C, 80 s); 

72 °C, 300 sLevVrev TCCTCCGCTTATTGATATGC
* Modře jsou vyznačeny geny pro syntézu HePS, červeně pro syntézu HoPS. 			 
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30 °C (M 17) po dobu 24 hodin. Následně byly 2x cen­
trifugovány (6 000 RPM, 10 minut) a získané supernatan­
ty byly použity v pokusu. Antimikrobiální a antifungální 
aktivita byla testována vůči 9 bakteriálním kontaminantům 
mléčných výrobků, 3 kvasinkám a 1 plísni (tab. 2). Indiká­
torové kmeny byly kultivovány v příslušném kultivačním 
tekutém mediu 24 hod. ve 30 °C (bakterie), 48 hod. ve 
25 °C (kvasinky), či na pevném MEA agaru ve 25 °C po 
dobu 5 dnů (Penicillium commune). Ke stanovení anti­
mikrobiální aktivity byla použita difuzní metoda, kdy 
0,1 % indikátorového bakteriálního kmene bylo zali­
to příslušným agarem na Petriho misce. Miska byla na 
4 h odložena do lednice, poté do ní byly pomocí sterilní 
skleněné trubičky vyhotoveny jamky o průměru 1 cm, do 
kterých bylo následně napipetováno 200 μl jednotlivého 
supernatantu. Míra inhibice růstu indikátorových kmenů 
byla vyhodnocena po 18 hod. růstu dle Moran a  kol. 
(2016) stupnicí 1–5. 5 značí, že k inhibici nedošlo a růst 
indikátorového kmene je naopak podpořen, 4 značí, že 
růst kmene není ovlivněn a nedojde ani k potlačení, ani 
podpoření jeho růstu. 3 značí, že k inhibici růstu dojde, 
ale inhibiční zóna není čirá, je přítomno větší množství 
kolonií, 2 k inhibici dochází, v zóně je přítomno velmi 
malé množství kolonií a 1 k inhibici růstu příslušného in­
dikátorového kmene dochází, zóna je kompletně čirá, bez 
kolonií. Antifungální aktivita byla testována difuzní me­
todou dle Kavková a kol. (2021). 1 % supernatantu bylo 
zalito MEA agarem, na který bylo po zatuhnutí naneseno 
10 μl čisté kvasinkové kultury o koncentraci 1 × 105 KTJ/
ml, případně 5 μl P. commune naředěného ve fyziologic­
kém roztoku na koncentraci 1 × 166 KTJ/ml. Jako kontrola 
byly použity agarové misky bez přidaných supernatantů. 
Po 2 dnech (kvasinky) či 5 dnech (plíseň) inkubace ve 
25 °C byla měřena velikost narostlé kolonie a míra sporu­
lace plísně. Celý pokus dosud nebyl zopakován, jedná se 
pouze o předběžná data.

Výsledky a diskuze

Ze vzorků mateřských 
mlék se nám podařilo 
získat celkem 259 izo­
látů, z nichž 80 bylo 
identifikováno na zákla­
dě homologie 16S 
rRNA do 9 různých 
čeledí, 10 různých rodů 
a 16  různých druhů 
(tab. 3). Všechny z izo­
lovaných kmenů jsou  
často izolovány z mateř­
ského mléka. Většina 
izolovaných kmenů je 
v literatuře popisována 
spíše jako kontaminující 
mikroflóra mateřského 
mléka, některé patří 

EUCAST), Chloramphenicol (30 μg, CLSI, EUCAST), 
Kanamycin (30 μg, CLSI), Levofloxacin (5 μg, CLSI, 
EUCAST), Metronidazole (5 μg), Mupirocin (200 μg, 
EUCAST), Nalidixová kyselina (30 μg, CLSI, EUCAST), 
Neomycin (30 μg), Novobicoin (30 μg), Oxacillin (1 μg, 
CLSI, EUCAST), Penicillin G (1 IU, EUCAST), Strep­
tomycin (300 μg, EUCAST), Tetracyclin (30 μg, CLSI, 
EUCAST) a Vancomycin (5 μg, EUCAST). Na Petriho 
misky se ztuhlým agarem bylo rozetřeno 0,5 ml kultur 
po 18 hodinách kultivace. Po zaschnutí kultury byly na 
agar aplikovány antibiotické disky. Po 18–24 hodinách 
anaerobní či aerobní kultivace (dle mikrobu) při 37 °C byl 
změřen průměr jednotlivých zón v milimetrech. Pro vy­
hodnocení byla použita metodika podle Yerlikaya a kol. 
(2020), dle které značí velikost zón kmeny rezistentní  
(< 6 mm; 0), slabě senzitivní (7–10 mm; 1), senzitivní 
(11–17 mm; 2) a velmi senzitivní (> 17 mm; 3).

Antimikrobiální a antifungální aktivita
Před stanovením antimikrobiální a antifungální aktivity 

byly studované izoláty kultivovány v 37 °C (MRS), či ve 

Tab. 2  Antimikrobiální aktivita – indikátorové kmeny

AKRONYM MO PŮVOD MEDIUM
1) Buttiauxella izardii sýr BHI
2) Pantoea agglomerans sýr BHI
3) Pseudomonas fluorescens tvarohový dezert TSBK
4) Pseudomonas mandelii tvarohový sýr TSBK
5) Pseudomonas putida tvarohový sýr BHI
6) K. oxytoca sýr BHI
7) Pseudomonas moraviensis sýr BHI
8) Morganella morganii sýr TSBK
9) Lysinibacillus macroides sýr GTK
10) Kluyveromyces lactis tvarohový dezert MEA
11) Debaryomyces hansenii jogurt MEA
12) Geotrichum candidum jogurt MEA
13) Penicillium commune jogurt MEA

Tab. 3  Izolované MO z mateřských mlék

ČELEĎ ROD DRUH VÝSKYT  
(počet mlék)

AKRONYM  
(používaný v pokusech)

Actinomycetaceae Schaalia Schaalia odontolytica 1
Bifidobacteriaceae Bifidobacterium Bifidobacterium breve 2 MM 1 - 2
Corynebacteriaceae Corynebacterium Corynebacterium kroppenstedtii 1
Enterococcaceae Enterococcus Enterococcus faecalis 3 MM 3 - 5

Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus

Lactiplantibacillus pentosus 1 MM 6
Lactiplantibacillus plantarum 3 MM 7 - 9

Limosilactobacillus Limosilactobacillus fermentum 2 MM 10 - 11
Micrococcaceae Rothia Rothia mucilaginosa 1

Propionibacteriaceae Cutibacterium 
Cutibacterium acnes 3
Cutibacterium granulosum 2

Staphylococcacea Staphylococcus 
Staphylococcus epidermidis 9
Staphylococcus warneri 7

Streptococcaceae Streptococcus

Streptococcus mitis 4
Streptococcus parasanguinis 1
Streptococcus peroris 2
Streptococcus salivarius 8
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mezi komenzály kůže matky (Corynebacterium krop­
penstedtii, Cutibacterium acnes, C. granulosum, Rothia  
mucilaginosa, Schaalia odontolytica, Staphylococcus 
epidermidis, Staphylococcus warneri), některé kmeny 
jsou běžnými komenzály ústní dutiny novorozenců 
(Streptococcus mitis, S. parasanguinis, S. peroris, S. sali­
varius), kdy na kůži matky se nejspíše dostávají při ko­
jení (Eidelman a Szilagyi 1979; Heikkilä a Saris, 2020; 
Kawamura a kol. 1998; Könönen 2000; West a kol. 1979). 
Pro další pokusy bylo vybráno 11 izolátů, u kterých lze 
předpokládat, že budou mít některé vhodné technolo­
gické, či probiotické vlastnosti, a ty byly testovány. 

Nejprve jsme pomocí agaru s přídavkem sacharózy, 
mléka a rutheniové červeně pozorovali zabarvení kolonií. 
V dřívějších studiích bylo ukázáno, že míra produkce 
EPS je mimo jiné ovlivněna teplotou prostředí, ve kterém 
je mikrob inkubován. Některé MO produkci EPS vy­
kazovaly vyšší v suboptimální teplotě svého růstu, jiné 
naopak v optimální teplotě, u některých může v závislosti 
na teplotě dokonce dojít i ke ztrátě schopnosti produkce 
EPS (Gamar a kol. 1997, Kimmel a kol. 1998, Gotoh 
a kol., 2021). Proto jsme agary s aplikovanými izolá­
ty inkubovali ve třech různých teplotách 25 °C, 30 °C 
a 37 °C (tab. 4). Z našich výsledků je patrné, že skutečně 
teplota produkci EPS u některých izolátů ovlivnila, 

kdy u izolátu MM 4 (E. faecalis) došlo k produkci EPS 
pouze ve 37 °C, u MM10 a MM11 (oba L. fermentum) 
byla produkce EPS při této teplotě naopak potlačena. 
Dále jsme testovali, zda budeme schopni amplifiko­
vat určité úseky genů zodpovědných za produkci EPS 
i přes jejich značnou mezidruhovou, a i vnitrodruhovou 
rozmanitost. Za pomoci degenerovaných primerů a námi 
zvolených podmínek PCR k amplifikaci některých částí 
genů skutečně došlo (tab. 5), především pokud byla jako 
templát použita plazmidová DNA. U některých došlo 
k amplifikaci za použití obou templátů, jak plazmidové, 
tak genomické DNA. U izolátu MM8 došlo k amplifi­
kaci genu epsD/E pouze u gDNA a u izolátů MM7, 
MM10 a MM 11 došlo k  amplifikaci genu LEV také 
pouze u gDNA. DEG a epsA geny se nám amplifikovat 
nepodařilo, je možné, že námi použité primery neobsáhly 
míru variability těchto genů, bylo by tedy vhodné pro tyto 
úseky navrhnout primery více specifické pro jednotlivé 
druhy MO. U izolátů MM4 a MM5 se nám nepodařilo 
amplifikovat žádné části genů. Je možné, že míra vari­
ability genů u těchto MO přesáhla degeneraci námi zvo­
lených primerů, či podmínek PCR, ale také nemůžeme 
vyloučit skutečnou absenci těchto genů, jelikož i na agaru 
došlo k nárůstu některých bílých kolonií pouze u izolátu 
MM4, a to jen pokud byl inkubován v teplotě 37 °C, izo­
láty určené pro izolaci DNA však byly inkubovány pouze 
v teplotě 30 °C. Z našich výsledků můžeme usuzovat, 
že většina genů pro produkci EPS je nesena plazmidy, 
některé se nacházejí jak na plazmidech, tak v genomu 
a pouze malá část se nachází výhradně v genomu námi 
studovaných MO. Naše výsledky získané pomocí PCR 
korespondují s  výsledky získanými pomocí agarových 
půd. Obě metody tedy mohou najít své využití, kdy me­
toda klasická je ekonomicky přijatelnější, avšak časově 
náročná, naopak metoda amplifikace genů je velice ry­
chlá. Za pomoci těchto dvou metod jsme tedy určili, že 
nejvhodnější kandidáti se schopností produkovat EPS 
jsou E. faecalis MM3 a dále L. pentosus MM6 a L. plan­
tarum MM7 a MM9. B. breve MM1 a MM2 a L. fer­
mentum MM10 a MM11 také produkují EPS, nicméně 
v menší míře, naopak E. faecalis MM4 a MM5 pak velmi 
pravděpodobně EPS neprodukují, a tedy nedisponují 

Tab. 4  Zbarvení kolonií na agaru			 

AKRONYM
agar + rutheniová červeň

25 °C 30 °C 37 °C
MM 1  +  +  +
MM 2  +  +  +
MM 3  +++  +++  +++
MM 4 – –  +
MM 5 – – –
MM 6  +++  +++  +++
MM 7  ++  +++  +++
MM 8  +  +  +
MM 9  +++  +++  +++
MM 10 neroste  + –
MM 11 neroste  + –

– – pouze růžové kolonie; + – některé kolonie bílé; ++ – více bílých, než růžových kolonií; 
+++ – všechny kolonie bílé			 

Tab. 5  Amplifikace částí genů pro syntézu EPS					   

AKRONYM
epsA epsB epsD/E epsEFG DEG FTF LEV

plazmid g DNA plazmid g DNA plazmid g DNA plazmid g DNA plazmid g DNA plazmid g DNA plazmid g DNA
MM 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0 0 0
MM 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0 0 0
MM 3 0 0 + 0 + 0 0 0 0 0 + 0 + + 
MM 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MM 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MM 6 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0 + 0 + 0
MM 7 0 0 + 0 + + + + 0 0 + + 0 + 
MM 8 0 0 0 0 0  + 0 0 0 0 + + 0 0
MM 9 0 0 + 0 + + + + 0 0 + + + + 
MM 10 0 0 + 0 + + + + 0 0 + + 0 + 
MM 11 0 0 + 0 + + + + 0 0 + + 0 + 
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vhodnými technologickými vlastnostmi, které bychom 
v budoucnu mohli využít.

U všech 11 studovaných MO byla testována jejich 
bezpečnost, respektive byla testována antibiotická re­
zistence vůči vybraným antibiotikům. Z našich výsledků 
vyplývá, že námi studované izoláty jsou citlivé k většině 
vybraných antibiotik, výjimku tvoří pouze Metronadi­
zole, ke kterému jsou všechny izoláty rezistentní (tab. 6). 
Celkově nejvíce rezistencí nesou kmeny L. plantarum, 
izoláty MM7, MM8 a MM9, které jsou rezistentní vůči 
Amikacinu, Ciprofloxacinu, Kanamycinu, Nalidixové 
kyselině a Vancomycinu, což odpovídá již známým fak­
tům, na druhou stranu nebyla pozorována dříve popsaná 
rezistence vůči Streptomycinu (Klarin a kol., 2017). Izo­
lát MM9 je dále rezistentní vůči Erythromycinu, izoláty 
MM 7 a MM8 navíc k Neomycinu a izolát MM7 k Oxa­
cillinu, ke kterému jsou rezistentní i enterokoky MM3, 
MM4 a MM5. Podobně rezistentní byly i oba izoláty 
L. fermentum MM10 a MM11, které navíc nesou rezis­
tenci vůči Levofloxacinu. Velice zajímavé bylo zjištění, 
že oba izolované B. breve MM1 a MM2 nesou rezistenci 
vůči Clindamycinu a Erythromycinu. Tento fenomén již 
byl pozorován u některých izolátů B. breve, u kterých 
pravděpodobně došlo k horizontálnímu přenosu genů pro 
tyto rezistence (Martinez a kol., 2018). Všechny námi 
studované izoláty jsou však senzitivní ke klinicky velmi 
důležitým a často používaným antibiotikům, lze je tedy 
označit za relativně bezpečné. 

V neposlední řadě jsme testovali antimikrobiální 
a  antifungální aktivitu některých vybraných izolátů. 

Vzhledem k časové náročnosti dosud pokusy nebyly 
zopakovány, tedy jedná se pouze o předběžná data. Lze 
z nich předběžně shrnout, že především izoláty L. pento­
sus MM6 a L. plantarum MM7, MM8 a MM9 vykazují 
perspektivní antimikrobiální i antifungální aktivitu vůči 
vybraným indikátorovým kmenům. Ve svém růstu inhi­
boval izolát MM6 velmi silně či silně 6 z 9 bakterií a izo­
láty MM7, MM8 a MM9 pak všech 9 bakterií (tab. 7). Na 
růst kvasinek měly tyto izoláty menší vliv (obr. 1). Izoláty 
MM7 – MM9 slabě inhibovaly růst všech tří sledovaných 
kvasinek, přičemž největší inhibiční účinek jsme pozoro­
vali u izolátu MM9, kdy velikost kolonie byla vždy menší, 
než u negativní kontroly (na obrázku značena jako NC). 
Naopak izolát MM6 dokonce i podpořil růst kvasinky 10) 
K. lactis, když velikost kolonie po přidání supernatantu 

Tab. 6  Výsledky testování rezistence vůči vybraným antibiotikům	

Akronym / ATB MM 1 MM 2 MM 3 MM 4 MM 5 MM 6 MM 7 MM 8 MM 9 MM 10 MM 11
AMI 0 0 2 2 1 0 0 0 0 0 0
AMP 2 2 3 2 2 2 3 3 2 2 2
AMX 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2
CEF 1 1 3 3 2 2 2 3 2 1 1
CIP 1 1 3 3 2 0 0 0 1 0 0
CLI 0 0 3 3 1 1 2 1 3 2 2
ERY 0 0 2 3 2 2 2 3 0 2 2
GEN 1 1 2 2 2 0 1 1 2 0 0
CHL 2 2 3 3 2 3 3 3 3 2 2
KAN 1 1 2 2 1 0 0 0 0 0 0
LEV 1 1 3 3 2 0 2 2 2 0 0
MET 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MUP 1 1 3 3 3 2 3 3 3 2 2
NK 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
NEO 0 0 2 2 1 0 0 0 1 0 0
NOV 2 2 3 3 2 2 2 2 2 1 1
OXC 0 0 0 0 0 1 0 2 2 1 1
PEN 1 1 2 2 2 2 2 3 2 2 2
STR 1 1 2 2 2 1 1 2 2 0 1
TET 1 1 3 3 2 1 2 2 2 1 1
VAN 1 1 2 2 2 0 0 0 0 0 0

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 – Nalidixová kyselina, NEO – Neomycin,  
NOV – Novobicoin, OXC – Oxacillin, PEN – Penicillin G, STR – Streptomycin, TET – Tetracyclin, VAN – Vancomycin;  
0 – rezistentní, 1 – slabě senzitivní, 2 – senzitivní, 3 – velmi senzitivní

Tab. 7  Výsledky antimikrobiální aktivity	

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

1 – inhibice, zona čirá bez kolonií, 2 – inhibice, zona čirá s menším množstvím kolonií, 
3 – inhibice, zona s větším množstvím kolonií, 4 – bez inhibice, růst není ovlivněn	
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v  podmínkách trávicího traktu, odolnost  
proti mechanickému zpracování, života­
schopnost v dané matrici a v neposlední 
řadě též senzorické vlastnosti výrobku. 
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do agaru byla dokonce větší, než bez přidaného super­
natantu (NC). Slabě pak inhiboval růst 11) D. hansenii 
a neměl žádný vliv na růst 12) G. candidum. Antifungální 
aktivita byla dosud sledována pouze u enterokoků MM3 
– MM5 a dále laktobacilů L. pentosus MM6 a L. plan­
tarum MM7 – MM9 vůči plísni Penicillium commune 
(obr. 2). Všechny izoláty ovlivnily růst této plísně, ente­
rokoky ovlivnily velikost kolonie, kdy velikost kolonie po 
5 dnech růstu byla o 5–10 mm menší než velikost kolonie 
negativní kontroly (NC), tj. bez přidaného supernatantu. 
Laktobacily MM6, MM7 – MM9 pak ovlivnily nejen ve­
likost kolonie, když velikost kolonie byla o 20–25 mm 
menší oproti kontrole, ale ovlivnily také míru sporulace 
plísně (obr. 2 – světle modré tečky), kdy u izolátů MM6, 
MM7 a MM9 byla sporulace naprosto potlačena a u izo­
látu MM8 byla snížena na 50 %. U izolátů MM3 – MM5 
k ovlivnění sporulace nedošlo. 

Závěr

Ze získaných vzorků mateřského mléka se nám 
podařilo izolovat a identifikovat 16 různých druhů 
bakterií. U  některých izolátů jsme studovali technolo­
gicky významnou vlastnost produkce exopolysacharidů 
a  také jejich bezpečnost pro jejich případné aplikace 
do mléčných výrobků, když jsme u nich sledovali sen­
zitivitu k vybraným antibiotikům. U některých izolátů 
jsme také studovali probiotické vlastnosti, přesně je­
jich antimikrobiální a antifungální aktivitu, kdy dosud 
nejperspektivnější výsledky všech testů vykazují izoláty 
MM6 (L. fermentum) a MM7–MM 9 (L. plantarum). 
Pro aplikaci do výrobků bude potřeba sledovat jejich 
další funkční a probiotické vlastnosti, například adhe­
renci, auto-agregaci, antioxidační aktivitu, přežívání 

Obr. 1 Antifungální aktivita – kvasinky

Obr. 2 Antifungální aktivita vůči P. commune
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