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1J sl
JI sl/en
Al Namen magistrske naloge je bil raziskati in analizirati mikrobno populacijo

kolostruma, ki predstavlja pomemben vir hranilnih snovi, protiteles in rastnih faktorjev za
novorojenca. Analizirali smo 584 bakterijskih izolatov humanega kolostruma, ki so
pripadali 102 darovalkam (Projekt Vloga humanega mleka v razvoju ¢revesne mikrobiote
dojencka; J4-3606). Najprej smo izolate iz vzorcev kolostruma nacepili na plosce z
gojis¢em MRS (de Man, Rogosa in Sharpe), sledila je izolacija DNA iz izbranih
osamljenih kolonij, ki so izrasle na gojis¢u MRS. Nato smo z metodo RAPD primerjali
DNA izbranih izolatov humanega kolostruma in z vizualno primerjavo izbrali tiste izolate,
ki so imeli razlicne vzorce pomnozkov. Za sekvenciranje smo izbrali 93 vzorcev
bakterijskih izolatov. Po preciséevanju izolatov smo s pomoc¢jo komercialnega kompleta
reagentov izolirali njihovo DNA, jo ponovno primerjali z analizo RAPD, s PCR pomnozZili
16S rDNA in pomnozke poslali na sekvenciranje. Dobljena zaporedja nukleotidov smo
primerjali z bazo podatkov NCBI, ter s programskim orodjem BLAST dolocili vrste
izolatov, nato pa ocenili vrstno sestavo mikrobne populacije, ki je bila prisotna v vzorcih
humanega kolostruma. Analize so pokazale, da je vecina nasih izolatov pripadala rodovom
Staphylococcus (62 %), Pediococcus (13 %) in Streptococcus (10 %). V manjsi
zastopanosti pa tudi rodovom Lactobacillus (6 %), Enterococcus (3%), Actinomyces (3 %),
Corynebacterium (2 %) in Bifidobacterium (1 %). Najpogosteje identificirane vrste so bile:
Staphylococcus epidermidis, Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii in Streptococcus
parasanguinis.
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LA sl

AL sl/en

AB Human colostrum represents the first nourishment for the new-born and it is an

important source of nutrients, antibodies and growth factors. Microbial population of

human colostrum was analysed, since human colostrum and milk microbiota have a

significant influence on development of intestinal microbiota of the new-born. Human

colostrum was obtained from 102 women and was inoculated into the MRS media and 584

colonies were selected for the analysis. First screening of the isolates was performed using

RAPD-PCR on DNA isolated directly from grown bacterial colonies. Afterwards, DNA of

the selected isolates was isolated using commercial DNA purification kit and used in

second comparison with RAPD-PCR. Finally, 93 strains possessing unique RAPD pattern

were selected for 16S rDNA sequencing. The comparison of obtained sequences with

NCBI database revealed, that predominant bacterial population of human colostrum

belongs to the genus Staphylococcus (62 %), Pediococcus (13 %) and Streptococcus (10

%). The presence of strains belonging to genus Lactobacillus (6%), Enterococcus (3 %),

Actinomyces (3 %), Corynebacterium (2 %) and Bifidobacterium (1 %) were also

confirmed. Staphylococcus epidermidis, Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii and

Streptococcus parasanguinis were the dominant species found in human colostrum.



Skorjanc U. Kolostrum kot vir mle&nokislinskih bakterij in bifidobakterij za novorojenca. V
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

KAZALO VSEBINE
KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA........cooiiiiiie e, i
KEY WORDS DOCUMENTATION ... ...ttt e e e et v

KAZALO VSEBINE ...V
KAZALO PREGLEDNIC..........co il VI

KAZALO PRILOG . ..ttt it et e e e e e et et e e e e e e e, IX
OKRAJISAVE IN SIMBOLL.....vutiie e e e e e e X
L Y 1 PSP 1
1.1 NAMEN NALOGE ......ooiiii ittt bbbt 2
N o 1 O I I 4 TSP 2
2 PREGLED OBUJAV ..ottt bbbt 3
2.1 NARAVNA MIKROBIOTA CLOVEKA.......ooiiiiiiiiniieineissinsissesssesssssessesssssneens 3
2.2 PREDNOSTIDOJENJA ...ttt bbbt 4
2.3 HUMANO MLEKO .....c ottt snae e nnree e 5
W N o VI b L Lo | 1SS PR 5
2.3.2 Sestava humanega MIEKA ...........oooiiiiiii e 6
2.4 HUMANI KOLOSTRUM ....ooiiiiiiiiit ittt st 6
2.4.1 Mikrobiota humanega KOlOStruMa ..........cccoiiiiiiiiiiee e 7
2.4.1.1 Mlecnokislinske bakterije (MKB) ......cccoooiiiiiiiiiiiii e 8
2.4.1.2 BifIAODAKLEITJE ...ttt sreene s 8
2.5 PRENOS BAKTERIJ IZ MATERE NA NOVOROJENCA ..o 8
2.5.1 Razvoj ¢revesne mikrobiote NOVOrOJeNCa.........cccoeiiiiiiiiiiiiccce e 9
2.5.2 Prenos bakterij v mlefno ZIEZo ................ccocevveiieeieiiieii e 10
SMATERIALI IN METODE ..ottt 13
SLIMATERIALL Lot bbbttt bbb ene s 13
TN V70 o USRS 13
312 GOJISEA .ottt 13
3.1.2.1 GOJISCE MRS .ttt r e 13
3.1.2.2 Tekoc€e g0JiSEE MRS ..o s 13
3.1.2.3 Tekoce gojis€e MRS s 30 % glicerolom ..........cccocviiiiiiiiiiiiiiiicece 14
3.1.3 Reagenti za izolacijo DNA in izvedbo PCR........cccccoiiiieie e 14
3.1.3.1 Reagenti za izOlaCijo DINA ...t e 14
3.1.3.2 Reagenti za izvedDo PCR ........ccoiiiie et 14
3.1.4 Reagenti za izvedbo elektroforeze in ¢iS€enje pomnozkov PCR.......................... 15
3.1.5 LaboratorijSKa OPIeMA ......cccciueiieiiieieiiesie e s ee e siee e ae e e sae e e enaeeneesneenaeas 15
A |V 5 ST 16
3.2.1 Priprava bakterijskih izolatov iz humanega kolostruma ..............cccooevveieinennnns 17

3.2.2 12018CTja DNA 1Z KOIONIJ ...eeiiiiiiiieiiee et et 17



Skorjanc U. Kolostrum kot vir mle&nokislinskih bakterij in bifidobakterij za novorojenca. VI
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

3. 2.3 ANALIZA RAPD ...ttt bt 17
3.2.4 Agarozna gelska eleKtrofOreza ..........coooiiiiiiieiiiice e 19
3.2.5 Cis€enje izbranih iZolatov ................c..coocoviviveieiieeeeiseeeeee e 20
3.2.6 1zolacija DNA iz kulture izbranih SEVOV .........cccccoiiiiiiiniiiii e 21
3.2.6.1 POteK 1ZOIACIJE DINA ...ttt re e e sreeae s 21
3.2.7 Analiza RAPD-PCR izbhranih SEBVOV.........cccciiiiiiiiiiiiceeecee e 21
3.2.8 PomnoZevanje 16 S rDNA izbranih sevov z metodo PCR.........cccccccviveieiiieiiennns 22
3.2.9 Cis€enje pomnoZKov PCR.............cccooueviverereeeiesioeseeesessesseeseesesses s seesesran e, 22
3.2.10 Sekvenciranje in primerjava nukleotidnih zaporedij z bazo podatkov NCBI .......... 23
A REZULT AT L ettt e e e e e st b e e e e nsbb e e e e anbeee s 24
4.1 GENOTIPIZACHA IZOLATOV IZ HUMANEGA KOLOSTRUMA Z RAPD......... 24
4.2 1ZBOR SEVOV ZA NADALINJE ANALIZE........ccooeiiee e 25
4.3 SEKVENCIRANJE 16S rDNA IZBRANIH SEVOV ......ccccoiiiiiiiieie s 27
4.3.1 Rezultati identifikacije izDranih SEVOV ..ot 27
S RAZPRANVA .ottt bbbt 29
5.1 VRSTNA SESTAVA MIKROBIOTE VZORCEV HUMANEGA KOLOSTRUMA. 29
5.2 MOZEN IZVOR IDENTIFICIRANIH MIKROORGANIZMOV .......cccovevvvererrrrrnnen. 31
B SKKLEPH e a e nnres 35
T POVZETEK ...ttt bbbttt bbb 36
S YA 1= ST 38
ZAHVALA

PRILOGE



Skorjanc U. Kolostrum kot vir mle¢nokislinskih bakterij in bifidobakterij za novorojenca. VII
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

KAZALO SLIK
Slika 1: Taksonomska porazdelitev mikroorganizmov pri materi in otroku (Reid in sod.,
Slika 2: Poznana mesta v ¢loveskem telesu, kjer se mikrobiota naravno obnavlja (Reid in

7010 JER 01 ) SRS 4

Slika 3: Mozni naéini oblikovanja mikrobiote humanega mleka (Jeurink in sod., 2013)...12

Slika 4: Shematski prikaz poteka laboratorijskega dela. ..........cccoocevvevviiiiieii e 16
Slika 5: Priprava VZOrCeV Za PCR ......cciiiiiieiieiieie ettt 19
Slika 6: Naprava za agarozno gelsko elektroforezo. ..........ccoccevvveiiiiiiiiiiniince e 20

Slika 7: Pomnozki analize RAPD z zac¢etnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na
DNA izolirani iz kolonij izolatov 1-28.........cccccoeiieiiieiiece e 24
Slika 8: PomnoZzki analize RAPD z zacetnim oligonukleotidom KGT-70GC.................... 25
Slika 9: PomnoZzki analize RAPD z zacetnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na
DNA izolirani iz kulture izbranin SEVOV..........ccccoviiiiiiiiiccc e 26
Slika 10: Pomnozki PCR z univerzalnima zacetnima oligonukleotidoma 27 fin 1495R, ki
POMNOZUJELA 16S IDINA. ...ttt b b e b nbe s e 27

Slika 11: Sestava proucevane mikrobne populacije humanega kolostruma........................ 28



Skorjanc U. Kolostrum kot vir mle&nokislinskih bakterij in bifidobakterij za novorojenca. VI
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica 1: Program za analizo RAPD z zaetnim oligonukleotidom M13 (Torriani in

010 I K 1L ) TSRS 18
Preglednica 2: Program za analizo RAPD z zacetnim oligonukleotidom KGT-70GC....... 18
Preglednica 3: Program za pomnoZevanje 16S rDNA s PCR (Yu in sod., 2011)................ 22
Preglednica 4: Vrstna sestava prou¢evane mikrobne populacije humanega kolostruma.... 28

Preglednica 5: Identificirane bakterije v humanem mleku (Jeurink in sod., 2013)



Skorjanc U. Kolostrum kot vir mle&nokislinskih bakterij in bifidobakterij za novorojenca. IX
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

KAZALO PRILOG

PRILOGA A: Rezultati analiz RAPD

PRILOGA B: Rezultati identifikacije izbranih sevov na osnovi sekvenciranja 16S
rDNA



Skorjanc U. Kolostrum kot vir mle&nokislinskih bakterij in bifidobakterij za novorojenca.

Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

AGE

BLAST
DGGE

DNA
dNTP
EDTA
GIT
GRAS

KE/mI

MKB
MRS
NCBI

PCR
RAPD

rDNA
sp.
TAE
uv

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

agarozna gelska elektroforeza

Bifidobacterium

programsko orodje (angl. Basic Local Alignment Search Tool)
denaturacijska gradientna gelska elektroforeza (angl. Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis)

deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid)
deoksiribonukleotid trifosfat (meSanica nukleotidov)
etilendiamintetraocetna kislina (ang. Ethylenediaminetetraacetic acid)
gastrointestinalni trakt

splosno priznan varen status (angl. Generally recognized as safe)
protitelesa/imunoglobulini (angl. Immunoglobulins)

protitelesa razreda A

protitelesa razreda D

protitelesa razreda E

protitelesa razreda G

protitelesa razreda M

kolonijska enota

kolonijske enote na mililiter

Lactobacillus

mlecnokislinske bakterije

gojisce de Man, Rogosa in Sharpe

Nacionalni center za biotehnoloske informacije (angl. National
Center for Biotechnology Informations)

verizna reakcija s polimerazo

naklju¢no pomnozena polimorfna DNK (angl. randomly
amplified polymorphic DNA)

ribosomalna DNA (angl. Ribosomal DNA)

vrsta (angl. Species)

TRIS acetatni pufer

ultravijoli¢en



Skorjanc U. Kolostrum kot vir mle&nokislinskih bakterij in bifidobakterij za novorojenca. 1
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

1UVvOD

Humano mleko je kompleksna meSanica hranil, ki predstavlja popolno hrano za
novorojence v prvih mesecih njihovega Zivljenja. Sestava bioloske tekocine, ki jo izlo¢a
mleCna Zleza, se med laktacijo spreminja. Glede na sestavo loCimo tri stadije, to so
kolostrum, prehodno mleko in zrelo mleko. Prva hrana, ki jo zauZzije novorojenec je
kolostrum ali mlezivo, ki ga mle¢na Zleza izlo¢a prvih pet dni po rojstvu in predstavlja
pomemben vir hranil in za$¢itnih snovi za novorojenca. Vsebuje visoke koncentracije
proteinov s protimikrobnim delovanjem, kot so imunoglobulini, laktoferin, lizocim in
laktoperoksidaza. Zaradi svojih lastnosti so relativno odporni proti proteolizi v prebavnem
traktu, kar pomeni, da posledi¢no varujejo dojene novorojence pred patogenimi bakterijami

in virusi (Sousa in sod., 2014).

Dolga leta je veljalo prepri¢anje, da je humano mleko sterilna tekocina, vendar so
raziskave v zadnjem desetletju pokazale, da obi¢ajno vsebuje od 10° do 10* KE bakterij/
ml. Metode osnovane na gojenju bakterij so pokazale, da v mleku zdravih doje¢ih mater
prevladujejo koagulaza negativni stafilokoki in streptokoki, kar so potrdile tudi
molekularne metode. Pogosto so prisotne tudi predstavnice propionibakterij,
korinebakterij, mle¢nokislinskih bakterij, bifidobakterij in enterobakterij (Jeurink in sod.,
2013). V primerjavi s humanim mlekom, je o bakterijski sestavi kolostruma malo znanega.
Kljub temu, da je koli¢ina kolostruma majhna, pa Jiménez in sod. (2008) navajajo, da
vsebuje visoke koncentracije hranil in elementov imunskega sistema, kot so
imunoglobulini (IgA, IgM, 1gG, IgE in IgD) in citokini. Zaradi tega je kolostrum glavni
dejavnik, ki $¢iti novorojenca pred okuzbami in z njimi povezanimi obolenji. Pri
proucevanju bakterijske sestave kolostruma so avtorji dolocili, da sta glavna predstavnika
Staphylococcus epidermidis in Enterococcus faecalis, sledili so Streptococcus mitis,

Propionibacterium acnes in Staphylococcus lugdunensis (Jiménez in sod., 2008).

V okviru raziskovalnega projekta Vloga humanega mleka v razvoju ¢revesne mikrobiote
dojencka (J4-3606; »Moje-mleko«) so prisotnost bakterij v kolostrumu potrdili z
nacepljanjem mleka na razlicna selektivna gojiS¢a. Posamezne kolonije z gojiS¢ so

namnozili in shranili za nadaljnje raziskave.
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1.1 NAMEN NALOGE

O sestavi mikrobiote humanega kolostruma je malo podatkov, zato smo si v nalogi
zastavili cilj, da prou¢imo shranjene bakterijske izolate iz humanega kolostruma, ki so nam
bili na voljo in dolo¢imo vrstno sestavo mle¢no kislinskih bakterij (MKB) in

bifidobakterij, ki so prisotne v vzorcih humanega kolostruma.

Izolate iz vzorcev kolostruma smo ocistili, identificirali in medsebojno primerjali seve
osamljene z gojis¢éa MRS. Gojis¢e MRS je namenjeno izolaciji laktobacilov, omogoca pa
tudi rast nekaterih wvrst drugih bakterijskih rodov, npr. Pediococcus, Leuconostoc,
Bifidobacterium. Zeleli smo ugotoviti, katere vrste bakterij so prisotne v kolostumu in

katere od njih so pogostejse.

1.2 HIPOTEZE

Glede na relativno skromne literaturne podatke o mikrobioti humanega kolostruma, iz

katerih je razbrati, da kolostrum ni sterilna tekocina, smo postavili sledece hipoteze:

e Kolostrum vsebuje mle¢nokislinske bakterije in bifidobakterije.

¢ V kolostrumu bo prisotna vrsta Lactobacillus gasseri, saj je vrsta pogosta

predstavnica mikrobiote mleka zdravih dojecih mater.

e Kolostrum bo poleg MKB vseboval tudi bakterijske vrste, ki so tipi¢ne predstavnice

mikrobiote koze.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 NARAVNA MIKROBIOTA CLOVEKA

Pri zdravem gostitelju velja ravnotezje med posameznimi mikroorganizmi, ki sestavljajo
njegovo mikrobioto. V primeru okuzb in bolezni, je to ravnotezje spremenjeno in se lahko
porusi, kar vodi v dolofene spremembe mikrobiote gostitelja. Telo postane poseljeno s
Stevilnimi  mikroorganizmi Ze med porodom. Prva mikrobna populacija, ki poseli
novorojenca, je tako v prvi vrsti materinega izvora (porodni kanal). Po porodu pa pride
novorojenec v stik z drugimi ljudmi in z zunanjim okoljem. Opazili so tudi razlike v
mikrobioti novorojencev, ki so bili rojeni vaginalno in tistimi s carskim rezom. Pri
vaginalnem porodu so pri novorojencih prevladovali mikroorganizmi vaginalne sluznice
matere, med katerimi so najbolj dominantne vrste rodov Lactobacillus, Prevotella ali
Sneathia, medtem ko so za otroke rojene s carskim rezom znacilni mikroorganizmi
povrSine  koze, predvsem iz rodov  Staphylococcus, Corynebacterium in
Propionibacterium, kar prikazuje tudi slika 1, na kateri je prikazana taksonomska

porazdelitev mikroorganizmov pri materi in otroku (Reid in sod., 2011).

Vaginalni porod Porod s carskim

Porod s carskim
rezom

B Acinetobacter B Lactobacillus O Propionibacterineae
B EBacillales B Micrococcineae O Sneathia
B Coricbacterineae [l Neisseria [ Staphylococcus

B Corynebacterineas [ Pasteurellaceae O Streptococcus
B Hoemophilus B Frevotella [] ostalo

et
rovors

Slika 1: Taksonomska porazdelitev mikroorganizmov pri materi in otroku (Reid in sod., 2011).
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V sploSnem so Reid in sodelavci (2011) c¢lovesko telo razdelil na stiri podrocja, kjer
najdemo znacilne predstavnike posameznih rodov. To so koZa, ustno-nazalno-Zrelna
votlina, gastrointestinalni trakt in vaginalni trakt kar je prikazano na sliki 2. Na mikrobioto
omenjenih podrocij vplivajo predvsem okolje, prehrana novorojenca in matere, prenos
bakterij preko koze in prenos bakterij iz vaginalnega porodnega kanala (Reid in sod.,
2011).

Gastointestinalni trakt

-iz prehrane

- iz okolja
Urogenitalni trakt \ / \
- prenos iz koZe in niZjih \ |
delov trakta ‘ﬁ |
-vaginalni porodni kanal \ \
- iz okolja

[

Mazalno-oralna votlina
- iz prehrane
- prenos iz koie

. /\ Q{m.ﬁ

i

vagmalm parodni kanall
- iz okolja

Slika 2: Poznana mesta v ¢loveSkem telesu, Kjer se mikrobiota naravno obnavlja (Reid in sod., 2011).

2.2 PREDNOSTI DOJENJA

Stevilne $tudije so se ukvarjale s proudevanjem dojenja in prednostmi le-tega. Dokazano
je, da dojenje krepi imunski sistem, ter da so dojeni otroci bolj odporni proti boleznim in
okuzbam tako v zgodnjem Zivljenju, kot tudi kasneje v odras¢ajoc¢i dobi, saj raziskovalci
opazajo povezave med dojenjem in manjSim tveganjem za razvoj razli¢nih kroni¢nih
nenalezljivih bolezni (diabetes, multipla skleroza, bolezni srca, dihal in rakava obolenja).
Dojece matere pa so manj podvrzene razvoju bolezni kot so osteoporoza in rak na dojki,
jajénikih in maternici. Prav tako se z dojenjem lazje izgubi med nosec¢nostjo pridobljene
kilograme. Dojenje velja tudi za ekonomicno prednost, saj je ceneje kot kupovanje mle¢nih

formul (NRDC, 2010).
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2.3 HUMANO MLEKO

Humano mileko predstavlja popolno hrano za novorojenca, saj vsebuje vse potrebne
hranilne snovi, ki omogoc¢ajo normalo rast in razvoj in Stevilne zas¢itne snovi, ki varujejo
novorojenca. Zdravniki in nutricionisti priporo¢ajo izklju¢no dojenje prvih Sest mesecev
zivljenja, nato z dopolnilno prehrano tudi dalj ¢asa. Sestava humanega mleka se za razliko
od mle¢nih formul razlikuje po svoji dinami¢nosti saj se ves Cas spreminja, kar ima
pozitivne posledice na novorojencevo zdravje in prezivetje. Vsebuje Stevilne bioaktivne,
rastne in protivnetne faktorje, ki so pomembni za nadaljnji razvoj (Ballard in Morrow,
2013).

Hranilne snovi humanega mleka izvirajo iz treh razli¢nih virov. Nekatere preidejo v
mlecno zlezo in mleko preko krvnega sistema, lahko so njihov vir zaloge matere ali pa se
sintetizirajo v laktocitih mle¢ne Zleze. Zaradi tega je potrebno nameniti pozornost tudi
prehrani matere, saj vpliva na sestavo mleka, predvsem glede vitaminov in

mascobnokislinske sestave mlecne mascobe (Ballard in Morrow, 2013).

2.3.1 Faze laktacije

Lo¢imo tri stadije laktacije, v katerih se sestava mleka spreminja glede na otrokove
potrebe. V prvem obdobju izlo¢a mle¢na zleza kolostrum (1-5 dan po rojstvu), nato
prehodno mleko (6-15 dan po rojstvu) in zrelo mleko (po 15 dneh po rojstvu). Prvi izloéek
mlecne zleze je kolostrum, ki ima najbolj specificne lastnosti. Izloca se v zelo majhnih
koli¢inah in je zelo bogat z zasCitnimi snovmi. Prav tako vsebuje relativno nizko
koncentracijo laktoze, saj je prvotni namen kolostruma preZivetje novorojenca, ne pa sama
energijska vrednost. Za razliko od zrelega mleka vsebuje kolostrum visje koncentracije
natrija, klora in magnezija, ter nizje koncentracije kalija in kalcija. Za prehodno mleko
velja, da ohrani nekatere lastnosti kolostruma, vendar je njegova dodatna naloga
zagotavljanje zadostnih koli¢in hranil za ustrezen nadaljnji razvoj in rast novorojenca.
Raziskave kazejo, da mle¢na Zleza za¢ne izlocati »polno« zrelo mleko med 4. in 6. tednom

po rojstvu (Ballard in Morrow, 2013).
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2.3.2 Sestava humanega mleka

Studije o sestavi humanega mleka najdemo vse od leta 1960 naprej, vendar raziskovalci e
vedno identificirajo kak§no novo komponento mleka. Ce bi Zeleli natanéno oceniti sestavo
mleka, bi morali pridobiti povprecen vzorec mleka, ki ga mlecna zleza izlo¢i v 24-urah.
Tezava te metode je omejeno Stevilo sodelujoc¢ih prostovoljk in tudi visoki stroski, zato se
raziskovalci posluzujejo drugih nacinov pridobivanja vzorcev, kot na primer zbiranje
mleka v dolocenem (krajSem) ¢asovnem obdobju (npr. jutranje mleko). Precej Studij pa
ravno zato uporablja kar nestandardizirane metode zbiranja vzorcev, kar pomeni zbiranje

vzorcev mleka v razli¢nih ¢asovnih obdobjih tekom dneva (Ballard in Morrow, 2013).

Sestava makronutrientov v humanem mleku se razlikuje med materami in tekom laktacije,
vendar so raziskovalci vseeno dolo¢ili okvirne mejne vrednosti. Zrelo mleko tako vsebuje
med 0,9-1,2 ¢g/100 ml proteinov, 3,2-3,6 g/100 ml mascob in 6,7-7,8 g/100 ml laktoze.
Energijska vrednost znaSa med 65-70 kcal/100 ml in je v tesni povezavi z vsebnostjo
mascob. Ker humano mleko predstavlja standard v prehrani novorojenca je Se toliko bolj
pomembno, da poznamo njegovo sestavo ¢im natan¢neje. Med mikronutienti tako igrajo
pomembno vlogo vitamini A, B1, B2, B6, B12, D in vitamin K ter ostala mikrohranila.
Koli¢ina le teh pa je odvisna od zalog matere ter njene prehrane. Ko je govor o0 humanem
mleku ne moremo mimo bioaktivnih komponent, ki so v doloCeni meri prav tako povezane
s prehrano matere. Vsebuje tudi Stevilne rastne faktorje, ki imajo vpliv na razvoj GIT,
sréno-Zilnega sistema, ter zivénega in endokrinega sistema novorojenca. Kot zadnje imajo
pomembno vlogo komponente imunskega sistema, ki imajo v prvi vrsti nalogo, da

zagotovijo prezZivetje novorojenca (Ballard in Morrow, 2013).

2.4 HUMANI KOLOSTRUM

Medicinski slovar opredeljuje kolostrum kot prvo mleko, ki ga izlo¢i mle¢na Zleza,
navadno v 72 urah po rojstvu. Zaradi visoke vsebnosti Ig, laktoferina, laktoperoksidaze in
ostalih bioaktivnih molekul, zagotavlja pasivno imunost novorojenca. Kolostrum ima tako
vlogo »imunskega sistema« novorojenca. Vsebuje tudi Stevilne rastne faktorje, ki vplivajo

na rast in razvoj otroka. Kolostrum vsebuje priblizno 3,7 g/100 ml proteinov, 2,9 g/100 ml
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masc¢ob in 5,3 g/100 ml laktoze. Njegova energijska vrednost znasa 58 kcal/100 ml
(Godihia in Patel, 2013).

2.4.1 Mikrobiota humanega kolostruma

Za razliko od humanega mleka, je o sestavi mikrobiote humanega kolostuma malo
znanega. Jiménez in sod. (2008) so Zeleli analizirati bakterijsko pestrost humanega
kolostruma zdravih mater in na ta nacin dolociti prisotne prevladujoce bakterijske vrste.
Prevladujoci bakterijski vrsti mikrobiote kolostruma sta bili Staphylococcus epidermidis in
E. faecalis. Sledile so wvrste Streptococcus mitis, Propionibacterium acnes in
Staphylococcus lugdunensis. Rezultati analiz, ki so jih opravili Jiménez in sod. (2008) na
36 zdravih posameznicah so pokazale, da se v humanem kolostrumu najpogosteje pojavlja
rod Staphylococcus, ki je bil prisoten v 33 vzorcih izmed 36, pri ¢emer je bila najpogosteje
doloc¢ena vrsta Staphylococcus epidermidis, prisotna v 30 primerih. VV omenjeni raziskavi
je nato sledil rod Enterococcus, znotraj katerega sta bili prevladujoci vrsti E. faecalis in E.
faecium. Z identifikacijo MKB v humanem kolostrumu sta se ukvarjala tudi Ozgun in
Vural (2011), ki sta se posvecala predvsem bakterijam iz rodu Lactobacillus. V raziskavi
so uporabili 100 vzorcev humanega kolostruma, v Kkaterih so identificirali bakterije L.
acidophilus, L. brevis., L. casei in L. plantarum (Ozgun in Vural, 2011). Cabrera-Rubio
(2012) in sodelavci so v humanem kolostrumu dolocili, da sta najpogostejSa rodova
Weisella in Leuconostoc (oba sta MKB iz druzine Lactobacillales), sledili so Ze znani

rodovi Staphylococcus, Streptococcus in Lactococcus (Cabrera-Rubio in sod., 2012).

V Studiji »Moje-mleko«, so Obermajer in sod. (2015) s pomoc¢jo PCR in DGGE ter
kvantitativne PCR (gPCR) ugotavljali sestavo mikrobiote kolostruma 45 zdravih
slovenskih mater. Ugotovili so, da obstajajo nekatere podobnosti med mikrobnimi
zdruzbami kolostruma, ki se kazejo kot korelacije v Steviléni zastopanosti nekaterih
bakterijskih skupin. Predvidevajo, da je to lahko pokazatelj vloge mikrobiote pri
vzdrzevanju homeostaze v zdravih dojkah, saj so raziskovalci Ze porocali, da neravnovesja
v mikrobnih zdruzbah lahko vodijo k vnetjem mle¢ne zleze. Potrdili so, da so stafilokoki in
streptokoki najznacilnejsi predstavniki mikrobiote kolostruma. Najvecji delez zdruzbe so

zavzeli predstavniki Bacillus. Dobro zastopane v razli¢nih vzorcih, vendar v relativno
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majhnih koncentracijah, pa so bile tudi predstavnice enterobakterij (100 %), Clostridia
(95,6 %), skupine Bacteroides-Prevotella (62,2 %) in bifidobakterij (53,3 %).

2.4.1.1 Mlecnokislinske bakterije (MKB)

MKB predstavljajo sestavni del naSe prehrane in so industrijsko ene od najpomembnejSih
mikroorganizmov. Znana so Stevilna porocila o njihovem pozitivnem vplivu na zdravje, saj
predstavljajo sestavni del koristne ¢revesne mikrobiote in sodelujejo pri tvorbi pomembnih
hranil in bioloSko aktivnih snovi kot so na primer vitamini. Imajo sploSno priznan varen
status (»generally recognized as safe« - GRAS). Prav tako so MKB naravno prisotne v
¢loveskem gastrointestinalnem traktu. Zaradi velike pestrosti in njihovih ugodnih lastnosti
so med njimi nekatere Ze dovolj proucene, da jih uvr§¢ajo med probiotike ter so zato

zanimive tako za farmacevtsko kot Zivilsko industrijo (Almeida in sod., 2014).

2.4.1.2 Bifidobakterije

Bifidobakterije je prvi¢ omenil Tissier leta 1899 (Alp in Aslim, 2010). Uvrs¢amo jih med
prevladujoce bakterije, ki jih najdemo v blatu dojenckov. Nekateri sevi bifidobakterij lahko
kolonizirajo GIT, Kkjer se pojavljajo v koncentracijah 10°-10" KE/g blata in imajo
pomembno vlogo pri vzpostavitvi in vzdrZzevanju normalne Crevesne mikrobiote. Kot
posledica ugodnih lastnosti so bifidobakterije postale sestavni del stevilnih mle¢nih formul,
prehranskih dopolnil oziroma zdravil za otroke (Alp in Aslim, 2010). Eden izmed takSnih
izdelkov je Linex Linbi, ki vsebuje bakterijo Bifidobacterium animalis subsp. lactis.
Izdelek ugodno vpliva na vzpostavljanje in vzdrZzevanje ravnovesja ¢revesne mikrobiote,
zlasti pri dojenckih in otrocih (Lek, 2014). Podobne uc¢inke navajajo proizvajalci tudi za

nekatera druga prehranska dopolnila in redka zdravila brez recepta.

2.5 PRENOS BAKTERIJ IZ MATERE NA NOVOROJENCA

Humano mleko predstavlja hranila s Stevilnimi zascitnimi in funkcionalnimi lastnostmi, ki
imajo vlogo pri oblikovanju, razvoju in dozorevanju gastrointestinalnega trakta in
imunskega sistema novorojenca. Zas¢ito predstavljajo komponente, ki vsebujejo

regulatorne citokine in rastne faktorje. Poleg tega vsebuje humano mleko tudi Stevilne
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druge faktorje, ki sodelujejo pri preprecevanju okuzb in podpirajo rast Zelenih bakterij
(lizocim, laktoferin, oligosaharidi). Vsi ti dejavniki so zelo pomembni dokler je materino
mleko edini vir hranil za novorojenca, ki Se nima izoblikovanega in dozorelega lastnega
imunskega sistema in GIT-a. Dokazano je, da je dojenje tudi pomemben dejavnik, Ki
vpliva na razvoj ¢revesne mikrobiote novorojenca. Materino mleko zato predstavlja
najpomembnejsi del pri oblikovanju metabolnih in imunoloskih dejavnikov, ki so povezani
z zdravjem novorojenca (Cabrera-Rubio in sod., 2012). V preteklih letih so potrdili
povezavo med sevi bakterij, ki so jih identificirali v vzorcih materinega mleka in tistimi, Ki
so jih identificirali v blatu dojenckov (sevi bifidobakterij, laktobacilov in stafilokokov), saj
so rezultati pokazali, da si mati in otrok delita vsaj nekatere enake seve bakterij. S tem so
potrdili hipotezo o prenosu bakterij iz matere na novorojenca, ter vpliv dojenja na

kolonizacijo ¢revesa (Martin in sod., 2012).

2.5.1 Razvoj ¢revesne mikrobiote novorojenca

V GIT ¢loveka je prisotna zelo pestra zdruzba bakterij, ki znasa priblizno 10** KE in kot
taka predstavlja zelo pomembno vlogo v posameznikovem zivljenju ter je posledi¢no tesno
povezana z njegovim zdravstvenim stanjem. Najve¢ja mikrobna populacija se nahaja v
Crevesju, Se posebno v Sirokem crevesu. V zadnjem desetletju se je s pomocjo
molekularnih metod poskusalo raziskati, kako poteka razvoj crevesne mikrobiote
novorojencev. Ta ima zelo pomembno vlogo tekom celega Zivljenja, saj zagotavlja
Stevilne, zivljenjsko pomembne naloge, kot je tvorba zasCitne pregrade pred patogenimi
bakterijami, sodeluje pri poteku metaboli¢nih reakcij, vpliva na razvoj posameznikove
imunske odpornosti idr. Tekom razvoja ¢revesne mikrobiote prihaja do Stevilnih sprememb
v zastopanosti posameznih mikroorganizmov, ter v pestrosti in sestavi mikrobiote. Te
spremembe so pogojene s kulturo, prehrano, okoljem, zdravstvenim stanjem posameznika,
nacinom poroda, prebolelimi boleznimi... Iz tega je razvidno, da je zelo tezko dolociti
univerzalno GIT mikrobioto, saj je sestava le te odvisna od Stevilnih vplivov. Kljub
povedanemu pa se raziskovalci strinjajo, da je ¢revesna mikrobiota zdravih odraslih ljudi

zelo prozna in stabilna, z rahlim spreminjanjem (Matamoros in sod., 2013).

Mikrobiota novorojencev se razlikuje od mikrobiote odraslih posameznikov. Podobnosti

med njima se zacnejo pojavljati po prvem letu starosti. Zaradi velike pestrosti je tezko
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opredeliti »normalno« ¢revesno mikrobioto. Osnovni vzorec razvoja mikrobiote prikazuje,
da se ¢revo najprej poseli s fakultativnimi anaerobi kot je E. coli. Ko ti mikroorganizmi
porabijo kisik (v roku nekaj dni), ¢revo postane anaerobno okolje in pride do razvoja
striktno anaerobnih bakterij iz rodu Bifidobacterium in Clostridium. Prevladujoco
mikrobno populacijo ¢revesne mikrobiote dojenih otrok predstavljajo vrste iz rodu
Bifidobacterium (B. breve, B. adolescentis, B. pseudocatenulatum, B. bifidum in B.
longum). Izmed teh sta navadno najbolj zastopani vrsti B. breve in B. longum. Tako se
zaCetna nizka poselitev in majhna pestrost mikroorganizmov v GIT za¢ne pocasi razvijati

in zoreti (Matamoros in sod., 2013).

Dejavniki, ki vplivajo na poselitev Crevesja so Stevilni, v prvi vrsti je zagotovo mocno
prisoten vpliv materine mikrobiote, saj pride do intimnega stika Ze med porodom, nato pa
se nadaljuje med negovanjem, hranjenjem itd. Tekom raziskav so Matamoros in sod.
(2013) dokazali pomen nacina poroda (vaginalno, carski rez) na nadaljnje poseljevanje
GIT. Razlike so opazili predvsem v Stevilu bakterij iz rodu Bifidobacterium, kjer je bilo
Stevilo le teh pri porodu s carskim rezom precej niZje, prav tako je bila mikrobna pestrost
pri teh novorojencih nizja, kot tistih rojenih vaginalno (Matamoros in sod., 2013). Poleg
nacina poroda vpliva na mikrobno zastopanost tudi nacin hranjenja. Dojeni novorojenci
imajo vecje Stevilo bakterij iz rodu Staphylococcus in Streptococcus, ki vplivajo na
poselitev GIT. Prisotno je tudi vecje Stevilo bakterij iz rodu Bifidobacterium in
Lactobacillus, ter nizja prisotnost bakterij iz rodu Bacteroides, Clostridum (kokoidna
skupina) in Enterobacteriaceae, v primerjavi z novorojenci, hranjenimi z mle¢nimi

formulami (Matamoros in sod., 2013).

Tako torej v prvem letu Zivljenja ¢revesna mikrobiota novorojenca nastaja in se razvija,
dokler ne doseze homeostaze. Od tega trenutka naprej velja ¢revesna mikrobiota za dokaj

stabilno strukturo, z rahlim spreminjanjem v sestavi (Matamoros in sod., 2013).

2.5.2 Prenos bakterij v mlec¢no Zlezo

V Stevilnih $tudijah so proucevali in potrdili prenos bakterijskih sevov iz matere na
novorojenca. Se zmeraj se pojavlja vprasanje, s katerimi mehanizmi prenosa bakterije

dosezejo mleCno zlezo. NajstarejSa teorija prenosa je »kontaminacija«, saj naj bi bila
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prisotnost bakterij v humanem mleku posledica kontaminacije z bakterijami, ki jih ima
mati na koZi oziroma je nosilec bakterij otrok, saj se novorojenec med porodom obda z
materinimi Crevesnimi in vaginalnimi bakterijami. Tekom sesanja mleka jih prenese na
dojko, od koder lahko prodrejo tudi v mlecno zlezo. Poleg materine ¢revesne in vaginalne
mikrobiote, naj bi bakterije v materinem mleku izvirale tudi iz novorjencevih ust in
materine koze. V mleku so namre¢ z razlicnimi tehnikami potrdili prisotnost tipi¢nih
predstavnikov mikrobiote sline (npr. streptokoki) in koze (npr. stafilokoki) (Jeurink in sod.,
2013).

NovejSe hipoteze o prenosu bakterij v mlecno zlezo pa namigujejo na mehanizem
aktivnega prenosa, pri katerem naj bi nekatere bakterije iz ¢revesa matere po endogeni poti
prispele v mle¢no zlezo (Martin in sod., 2003). Ta teorija Se ni povsem razjasnjena, saj bi v
tem primeru bakterije morale preckati intestinalni epitelj, se izogniti imunskemu sistemu in
nato Se dose¢i mle¢no zlezo (Jeurink in sod., 2013). Martin in sod. (2004) ter Perez in sod.
(2007) predvidevajo, da pri tem prenosu najverjetneje sodelujejo dendriti¢ne celice in
makrofagi. Dendriti¢ne celice namre¢ lahko »razprejo« tesne stike med cCrevesnimi
celicami in »vzorcijo« bakterijske celice, kar jim omogoci tudi prenos izbranih bakterij iz
¢revesne svetline do limfnih vozlov in mle¢ne Zleze. Dendriticne celice pri tem vzorcenju
bakterij ne porusijo integritete epiteljiske pregrade (Rescigno in sod., 2001). Rezultati
raziskovalnih skupin, ki proucujejo mozne mehanizme prenosa bakterij iz Crevesja do
mle¢ne Zleze, vse bolj podpirajo hipotezo enteralnega prenosa zato Rodriguez (2014)
predvideva, da bo morda v bliznji prihodnosti mogoce vplivati na zdravje novorojenca tudi
preko modulacije ¢revesne mikrobiote matere. MozZni mehanizmi vzpostavitve mikrobiote

humanega mleka so prikazani na sliki 3.



Skorjanc U. Kolostrum kot vir mle¢nokislinskih bakterij in bifidobakterij za novorojenca. 12
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

Diferenciacija mleéne ileze E Epitelij

Migracijs imunskih celic mlefne zleze

!
o —
U0 j;_a =

Erevesni
epitelij

Fovefana prepustnost?
Hormaonske spremembe?

Slika 3: MozZni na¢ini oblikovanja mikrobiote humanega mleka (Jeurink in sod., 2013)

FizioloSke spemembe, do katerih pride med nose¢nostjo in po porodu, povzro¢ijo migracijo bakterij v mle¢no
Zlezo. A: hormonske spremembe, znacilne za to obdobje, lahko vplivajo na prepustnost ¢revesne stene, kar
lahko omogoc¢i prehod doloc¢enih bakterij. B: na oblikovanje mikrobiote humanega mleka lahko vpliva
kontakt mikrobiote materine koze in otrokove ustne votline med dojenjem. C: moZen prehod ¢revesnih

bakterij matere s pomocjo razli¢nih imunskih celic do mle¢nih Zlez.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI
3.1.1 Vzorci

V naso raziskavo smo vkljucili 584 bakterijskih izolatov iz vzorcev humanega kolostruma.
Izolati so bili pridobljeni iz vzorcev 102 prostovoljk v raziskavi Vloga humanega mleka v
razvoju Crevesne mikrobiote dojencka (J4-3606). V raziskavi so sodelovale prostovoljke iz

treh slovenskih regij (Ljubljana, Maribor, Nova Gorica/lzola).

Raziskovalci so vzorce kolostruma nacepili na selektivno gojis¢e MRS in po tridnevni
anaerobni inkubaciji pri 37 °C izbrali posamezne kolonije, ki so jih nacepili v tekoce
gojis¢e MRS. Izraslim kulturam so dodali glicerol in jih shranili pri -80 °C. Za potrebe
nacepljanja na plos¢e smo zamrznjene izolate zaasno shranili v prenosnem zamrzovalniku
pri -20 °C. V prilogi B so prikazani podatki o izbranih sevih: vrsto, ki ji pripada izoliran
sev, naso dodeljeno oznako seva in prvotno oznako seva. Prvotna oznaka (npr. LJ 017-
MRS3) nam pove iz katere regije je bila prostovoljka (npr. LJ - Ljubljana), Stevilko, Ki ji je
bila dodeljena v projektu (npr. 017) in iz katerega gojiSca je bila bakterija izolirana (npr.
MRS3). lIzolati, ki smo jih poslali na sekvenciranje (93 izolatov), so bili pridobljeni iz

vzorcev 51 prostovoljk.

3.1.2 Gojiséa

3.1.2.1 Gojis¢e MRS

Gojis¢e MRS smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt, Nemcija). V
steklenicke smo natehtali ustrezno koli¢ino gojis¢a, dodali destilirano vodo, premesali in
avtoklavirali (15 min, 118 °C). Po avtoklaviranju smo gojis¢e v brezprasni komori oziroma

ob gorilniku razlili na petrijeve plos¢e in pocakali, da se strdi in posusi.

3.1.2.2 Tekoce gojis¢ée MRS

Po navodilih proizvajalca (Merck, Nemcija) smo pripravili teko¢e gojis¢ée MRS, ki smo ga

uporabili za gojenje preciscenih izolatov z unikatno RAPD progo. Ustrezno koli¢ino
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gojis¢a smo natehtali v steklenico in dolili destilirano vodo. Tako pripravljeno mesanico
smo s pomocjo magnetnega mesala raztopili, razporedili v epruvete in avtoklavirali (15
min, 118 °C).

3.1.2.3 Tekoce gojisce MRS s 30 % glicerolom

Tekocée gojis¢e MRS smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Nemcija) in mu
pred avtoklaviranjem dodali 30 % glicerola, ki je krioprotektant, kar pomeni, da je tako
pripravljeno gojis¢e primerno za zamrzovanje in dolgoro¢no shranjevanje bakterijskih

kultur.

3.1.3 Reagenti za izolacijo DNA in izvedbo PCR

3.1.3.1 Reagenti za izolacijo DNA

» komplet reagentov Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison,
ZDA),

* 50 mM EDTA (Sigma, ZDA),

* lizocim (Sigma, ZDA),

* raztopina mutanolizina (Sigma, ZDA) (2500 U/ml),

» izopropanol (Carlo Erba Reagenti, Val de Reuil, Francija),

e 70 % etanol (Merck, Darmstadt, Nemcija).

3.1.3.2 Reagenti za izvedbo PCR

» sterilna demineralizirana in mikrofiltrirana voda,

e zaCetni oligonukleotid M13 (5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3) (Integrated DNA
technologies, ZDA),

» zaCetna oligonukleotida 27f (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') in 1495R (5™
CTACGGCTACCTTGTTACGA-3') (Sigma, St. Louis, ZDA),

» zaCetni oligonukleotid KGT 70-GC (5'AGCGGGCGTA-3") (MWG Biotech AG,

Ebersberg, Nemcija),

10 mM dNTP (Thermo scientific, Walthman, ZDA),
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« komercialni komplet reagentov Go Taq flexi DNA polymerase (Promega, Madison,

ZDA), ki vsebuje pufer (Go Taq flexi), magnezijev klorid (MgCl,) in polimerazo

(Go Taq DNA polymerase).

Wew W

3.1.4 Reagenti za izvedbo elektroforeze in ¢iS¢enje pomnozkov PCR

« pufer TAE (tris acetatni pufer, pH 8,0),

e agaroza (Sigma, ZDA),

» barvilo Sybr Safe (Invitrogen, Oregon, ZDA),

* molekularni oznaéevalec velikosti 1kb DNA Ladder (Invitrogen, ZDA),

« komercialni komplet reagentov Wizard® SV gel in PCR Clean-Up System (Promega,

ZDA) za ¢is¢enje pomnozkov PCR.
3.1.5 Laboratorijska oprema

* naprava za PCR Mastercycler Gradient, Eppendorf,

* naprava za agarozno gelsko elektroforezo Sub-Cell (Bio-Rad),

« UV-transluminator ChemiGenius? (Syngene),

» centrifuga Mikro 22 R (Hettich),

* Vvodna kopel (Kambi¢ Laboratorijska oprema),

e Dbrezprasna mikrobioloska komora M12 (Iskra P10),

* inkubator (Binder),

« tehtnice: AT 400 (Mettler Toledo), EB 300M (Tehtnica Zelezniki),
e avtoklav: A-21 CA (Kambig).
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3.2 METODE

V poglavju so predstavljeni postopki in analize, ki smo jih uporabili za izvedbo
raziskovalnega dela v laboratoriju. Na sliki 4 je shematsko prikazan potek raziskave.

VZORCI
(izolati iz humanega Nacepitev na gojisce
kolostruma izrasli na MRS
gojiséu MR3)
Primerjava z metodo O=amitev kolond] in
RAPD iznlacija DNA =

posamemne kolonije

Prefistevan)e izolatov z _ S
unikatno RAPD progo in Iznlacija DNA pretidéenth
namnoAtay v MBS - sevov = Wizard Genomic

tekolem gojiséu DNA Purification Kit-om
PomnoAtey J65 rDNA Ponovna primerjava z
izhranih sevov z - metodo BAPD
unikatnim RAPD profilem

Ciséenje pomnoskov z

Wizard 8V Gel and PCR. o
Clean-up Sistem - Selovenciranje
Obdelava podatkov =
programskim oredjem
BLAST

Slika 4: Shematski prikaz poteka laboratorijskega dela.



Skorjanc U. Kolostrum kot vir mle&nokislinskih bakterij in bifidobakterij za novorojenca. 17
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

3.2.1 Priprava bakterijskih izolatov iz humanega kolostruma

Bakterijski izolati iz humanega kolostruma so bili shranjeni pri -80 °C. Izolate smo iz
zbirke prenesli v prenosnem zamrzovalniku pri -20 °C ter jih s cepilno zanko razmazali na
plosce z gojiséem MRS, ki smo jih predhodno ustrezno oznacili. Po konanem nacepljanju
smo plosce tri dni inkubirali pri 37 °C v anaerobnih pogojih (GENbox sistem, Biomerieux,

Francija).

3.2.2 1zolacija DNA iz kolonij

Po koncani inkubaciji smo pregledali plosce, ter na vsaki plos¢i izbrali in oznacili najbolj
osamljeno kolonijo. lzbrano kolonijo smo s sterilnim zobotrebcem prenesli v
mikroepruvete, v katere smo dodali 15 pl pufra GoTaq flexi (Promega, ZDA). Tako
pripravljene vzorce smo za kratek ¢as centrifugirali, nato pa v napravi za PCR segrevali 15

min pri 99 °C in nato ohladili na 4 °C.

3.2.3 Analiza RAPD

Metodo RAPD (naklju¢no pomnoZena polimorfna DNA, angl. randomly amplified
polymorphic DNA) uvrs¢amo med najpogosteje uporabljene metode razlikovanja
bakterijskih sevov v zivilski industriji, saj velja za precej zanesljivo. Temelji na
pomnoZzevanju naklju¢nih predelov DNA z uporabo poljubnih (nespecifi¢nih) zacetnih
oligonukleotidov v verizni reakciji s polimerazo (PCR) (Giraffa in Rossetti, 2004). Za
analizo smo izbrali univerzalni zacetni oligonukleotidi M13. Reakcijsko meSanico za
RAPD z zacetnim oligonukleotidom M13 smo pripravili po protokolu, ki so ga opisali
Torriani in sod. (1999). Izolate, ki jih kljub ponovitvi analize nismo uspeli pomnoziti z
zaCetnim oligonukleotidom M13, smo pomnoZzili Se z zafetnim oligonukleotidom KGT-
70GC.

Zaradi majhnih volumnov in veé¢je natan¢nosti smo najprej pripravili reakcijsko mesanico
za vse vzorce, ki smo jih nameravali analizirati in jo razporedili v mikroepruvete, v katere
smo nato dodali DNA. Mikroepruvete smo prenesli v napravo za PCR in izbrali ustrezen
program (preglednici 1 in 2).
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Reakcijska meSanica za en vzorec (20 pl) je vsebovala:

° 12,4 |.1| Hgo,

e 2 pl pufer GoTaq flexi (5X),
e 3,2 ul MgCl; (25 mM),

e 0,1 ul zacetnega oligonukleotida (100 uM)
e 0,2 uldNTP (10 mM),

e 0,1 ul GoTag DNA polimeraza,

e 2 pul DNK (v 5X pufru GoTaq flexi).

Preglednica 1: Program za analizo RAPD z zadetnim oligonukleotidom M13 (Torriani in sod., 1999)

Reakcija Temperatura ("C) Trajanje (min/sek) Stevilo ciklov
Zacetek 95 3 min 1
Denaturacija 95 1 min
Prileganje 45 20 sek 40
PodaljSevanje 72 2 min
Zakljucek 72 5 min 1

Preglednica 2: Program za analizo RAPD z zadetnim oligonukleotidom KGT-70GC

Reakcija Temperatura ("C) Trajanje (min/sek) Stevilo ciklov
Zacetek 95 3 min 1
Denaturacija 95 1 min
Prileganje 37 2 min 35
PodaljSevanje 72 2 min
Zakljucek 72 5 min 1
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Slika 5: Priprava vzorcev za PCR

3.2.4 Agarozna gelska elektroforeza

Pomnozke, ki smo jih pridobili z RAPD, smo locili z agarozno gelsko elektroforezo
(AGE), ki lo¢uje fragmente DNA po njihovi velikosti. Za potrebe analize smo uporabil 1,5
% gel, ki smo ga pripravili tako, da smo v stekleni¢ko natehtali agarozo ter dodali pufer
TAE. Pripravljeno meSanico smo segrevali do popolne bistrosti, nato smo jo deloma
ohladili in nalili v nosilec, v katerega smo predhodno vstavili glavni¢ek. Strjen gel smo
prenesli v elektroforezno banjico, napolnjeno s pufrom TAE, odstranili glavni¢ek, v
luknjice pa nanesli pomnozke. V prvi, srednji in zadnji Zepek smo nanesli molekularni
oznacevalec velikosti 1kb DNA Ladder (Invitrogen, ZDA). Elektroforeza je potekala od
100 do 120 minut pri 90 V (slika 6). Po zakljuceni elektroforezi smo gel barvali od 30 do
45 min v raztopini barvila Syber Safe. Nato smo pomnozke vizualizirali s pomoc¢jo UV-
transluminatorja ChemieGenius in s programom GeneSnap posneli sliko. VVzorce RAPD
smo vizualno primerjali in za nadaljnje analize izbrali izolate z razli¢nimi unikatnimi

vzorci pomnozkov RAPD.
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Slika 6: Naprava za agarozno gelsko elektroforezo.

3.2.5 Cis€enje izbranih izolatov

Izolate z unikatno progo RAPD (173) smo nato ponovno precistili tako, da smo kolonijo z

ezo razmazali na ploide z gojiséem MRS (inkubacija 3 dni, 37 °C, anaerobno). Cisenje

smo Se enkrat ponovili, nato pa izbrano, dobro osamljeno kolonijo prenesli v tekoce

gojis¢e MRS in inkubirali 3 dni pri 37 °C v anaerobnih pogojih. Tako smo pridobili Ciste

kulture izbranih sevov.

Kulture sevov smo nato pripravili Se za shranjevanje v zamrzovalniku po naslednjem

postopku:

kulturo smo prelili v centrifugirke,

centrifugirali smo 5 min pri 6000 obr/min,

odlili smo supernatant,

usedlini smo dodali tekoce gojis¢e MRS z glicerolom, premesali in prenesli v
mikroepruveto,

seve smo oznacili in shranili v zamrzovalniku.
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3.2.6 Izolacija DNA iz kulture izbranih sevov

Iz kultur (173) izbranih sevov smo izolirali DNA s pomocjo kompleta reagentov Wizard
Genomic DNA Purification Kit.

3.2.6.1 Potek izolacije DNA

V mikrocentrifugirko smo prenesli 500 ul kulture, jo centrifugirali (12000 obr/min, 2 min),
odlili supernatant in usedlini dodali 300 pl 50 mM EDTA z dodatkom 3 mg lizocima in 3
pl raztopine mutanolizina. MeSanico smo inkubirali 60 min pri 37 °C, nato centrifugirali
(12000 obr/min, 2 min), odlili supernatant in dodali 300 pl raztopine za lizo (Nuclei Lysis
Solution). Po 5-minutni inkubaciji pri 80 °C smo meSanico ohladili na sobno temperaturo
in dodali 1,5 pl RNAze, ter ponovno inkubirali 30 min pri 37 °C. Po inkubaciji smo dodali
100 ul raztopine za obarjanje beljakovin (Protein Precipitation Solution) ter meSali na
vrticniku 20 sekund, nato pa vzorce 20 minut inkubirali na ledu. Po koncani inkubaciji je
sledilo centrifugiranje (18000 obr/min, 3 min). Nato smo vzeli novo mikrocentrifugirko v
katero smo dodali 300 pl izopropanola in supernatant, ki smo ga dobili pri centrifugiranju.
Temu je sledilo ponovno centrifugiranje (12000 obr/min, 2 min). Supernatant smo po
konCanem centrifugiranju zavrgli, usedlini, ki je ostala v mikrocentrifugirki pa smo dodali
300 pl 70 % etanola, ¢emur je ponovno sledilo centrifugiranje (12000 obr/min, 2 min).
Nato smo etanol odlili in pustili, da se mikrocentrifugirke posusijo. Za rehidracijo peleta
smo dodali 100 pl raztopine za rehidracijo (Rehydration Solution). Tako pripravljeno

meSanico lahko shranjujemo v hladilniku ali zamrzovalniku.

3.2.7 Analiza RAPD izbranih sevov

Seve smo ponovno primerjali z ze opisanim postopkom za RAPD, le da smo uporabili
DNA, ki smo jo izolirali iz ¢istih kultur izbranih sevov, s kitom Wizard Genomic DNA
Purification Kit. Po ponovni primerjavi z metodo RAPD smo izbrali seve z unikatnimi

progami (93 sevov), pomnozili njihovo 16S rDNA in jo poslali na sekvenciranje.
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3.2.8 PomnoZevanje 16 S rDNA izbranih sevov z metodo PCR

Za pomnozevanje 16S rDNA z metodo PCR smo izbrali univerzalna zacletna
oligonukleotida 27f in 1495R (Yu in sod., 2011). Uporabili smo DNA izbranih sevov,
izolirano s pomoc¢jo kompleta reagentov Wizard Genomic DNA Purification Kit. Pogoji

PCR reakcije so povzeti po Yu in sod. (2011) in so opisani v preglednici 3.

Reakcijska meSanica za en vzorec (50 pl) je vsebovala:
e 33,75ul H.0,
e 10 pl GoTaq pufra z MgCl; (5X).
e 3 ul MgCl; (25 mM),
e 0,25 ul zacetnega oligonukleotida 27f (100 puM),
e 0,25 pul zaCetnega oligonukleotida 1495R (100 uM),
e 0,5uldNTP (10 mM),
e 0,25 ul GoTaq DNA-polimeraza,
e 2pl DNA.

Preglednica 3: Program za pomnozZevanje 16S rDNA s PCR (Yu in sod., 2011)

Reakcija Temperatura (°C) Trajanje (min) Stevilo ciklov
Zacetek 95 3 1
Denaturacija 95 1
Prileganje 59 1 30
PodaljSevanje 72 2
Zakljucek 72 S) 1

3.2.9 C(is¢enje pomnozkov PCR

Pomnozke DNA, ki smo jih pridobili s PCR, smo precistili s pomoc¢jo kompleta reagentov
»Wizard® SV gel and PCR Clean-Up System« (Promega, ZDA) po navodilih proizvajalca,
tako, da smo pomnozke prenesli v kolono, vstavljeno v zbirno mikorepruveto in inkubirali
pri sobni temperaturi 1 minuto. Nato je sledilo centrifugiranje (16 000 obr/min, 1 min).
Tekocino v zbirni mikroepruveti smo zavrgli, kolono pa sprali s 700 ul raztopine za

spiranje membrane (Membrane Wash Solution) in ponovno centrifugirali (16 000 obr/min,
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1 min). Spiranje smo ponovili s 500 pl raztopine, nato je sledilo centrifugiranje (16 000
obr/min, 5 min). Kolono smo prenesli v novo mikroepruveto in vanjo dodali vodo brez
nukleaz (Nuclease-Free Water), sledila je inkubacija pri sobni temperaturi 1 minuto, nato
pa ponovno centrifugiranje (16 000 obr/min, 1 min). Na koncu smo kolono zavrgli,
mikroepruvete s precis¢eno DNA pa shranili v hladilniku pri 4 °C ali v zamrzovalniku pri

-20 °C.

3.2.10 Sekvenciranje in primerjava nukleotidnih zaporedij z bazo podatkov NCBI

Pre¢is¢ene pomnozke 16 S rDNA (93 vzorcev) smo poslali v laboratorij Microsynth
(Dunaj, Avstrija), kjer so naredili analizo nukleotidnega zaporedja. Dobljena zaporedja
nukleotidov smo primerjali z bazo podatkov NCBI (National Center for Biotechnology
Informations, Rockville Pike, Bethesda, ZDA) ter s pomocjo programskega orodja BLAST
(NCBI, 2014) dolocili, kateri vrsti pripada dolocen sev.
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4 REZULTATI

V nalogi smo proucevali vrstno sestavo mikrobiote humanega kolostruma, izrasle na
gojis¢u MRS, posebno pozornost pa posvetili mle¢nokislinskim bakterijam (MKB) in
bifidobakterijam. Vzorci humanega kolostruma so bili odvzeti v okviru projekta VIoga
humanega mleka v razvoju ¢revesne mikrobiote dojencka (J4-3606). VVzorce kolostruma so
Zze med Studijo raziskovalci nacepili na selektivno gojis¢ée MRS, nakljucno izbrane,

razli¢ne izrasle kolonije pa namnozili in shranili za nadaljnje raziskave.

4.1 GENOTIPIZACNA IZOLATOV IZ HUMANEGA KOLOSTRUMA Z RAPD

Najprej nas je zanimala genetska pestrost izolatov, zato smo vseh 584 izolatov humanega
kolostruma zdravih mater primerjali z metodo RAPD. Da bi prihranili na ¢asu in stroSkih,
smo DNA prvi€ izolirali direktno iz izraslih kolonij na MRS hranljivi podlogi, s pomocjo
toplotne obdelave. Na sliki 7 je prikazan primer rezultatov analize RAPD z zacetnim
oligonukleotidom M13 za 28 izolatov. Rezultati analiz ostalih izolatov so prikazani v
prilogi A (A1-A8).
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Slika 7: PomnoZki analize RAPD z zacetnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na DNA
izolirani iz kolonij izolatov 1-28.

Proge izolatov, ki smo jih izbrali za nadaljnje analize, so oznafene s piko nad Stevilko izolata. M:
molekularni oznacéevalec velikosti 1kb DNK Ladder (Invitrogen, ZDA).

Iz slik je razvidna precejsSnja genetska pestrost izolatov. Po pregledu smo sku3ali izbrati
tiste izolate, ki so se po vizualni oceni razlikovali po vzorcu pomnozkov. Na slikah so
oznaceni s Stevilkami nad progami. Pri 71 izolatih z za¢etnim oligonukleotidom M13,

kljub ponovitvi analize nismo dobili rezultata, zato smo DNA teh izolatov pomnozili Se z
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zacetnim oligonukleotidom KGT-70GC. Rezultat je prikazan na sliki 8, kjer so s piko nad

Stevilko oznacene proge izolatov, ki smo jih izbrali za nadaljnje analize.
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Slika 8: Pomnozki analize RAPD z za¢etnim oligonukleotidom KGT-70GC

Analizo smo opravili na DNA izolirani iz kolonij, ki jo Kljub ponovitvi analize, nismo uspeli pomnoZziti z
zadetnim oligonukleotidom M13. Proge izolatov, ki smo jih izbrali za nadaljnje analize, so oznacene s piko
nad Stevilko. M: molekularni oznacevalec velikosti 1kb DNK Ladder (Invitrogen, ZDA).

4.2 1ZBOR SEVOV ZA NADALJNJE ANALIZE

Z vizualno primerjavo profilov RAPD smo izbrali 173 izolatov, ki so po nasi presoji imeli
razli¢ne vzorce pomnozkov. Te izolate smo precistili z razmazovanjem na plos¢ah, jih
kultivirali v tekocem gojis¢u in izolirali njihovo DNA s komercialnim kompletom
reagentov. Nato smo jih ponovno primerjali z analizo RAPD z za¢etnim oligonukleotidom

M13. Pri tej analizi smo dobili pomnozke tudi pri sevih, ki jih predhodno s tem zacetnim
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oligonukleotidom nismo uspeli pomnoziti. Pri ponovni vizualni primerjavi smo opazili, da
so bili vzorci prog nekaterih izolatov enaki. Zato smo Stevilo izbranih sevov zmanj3ali na
93 sevov z unikatnim vzorcem pomnozkov, ki smo jih pripravili za sekvenciranje. Na sliki
9 so izolati, ki smo jih izbrali za sekvenciranje, oznaceni s piko nad Stevilko. Rezultati

analiz ostalih izolatov so prikazani na slikah v prilogi A (A9 in A10).
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Slika 9: Pomnozki analize RAPD z za¢etnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na DNA
izolirani iz kulture izbranih sevov.

Oznake sevov, ki smo jih izbrali za sekvenciranje, so oznacene s piko nad Stevilko. M: molekularni
oznacevalec velikosti 1kb DNK Ladder (Invitrogen, ZDA).
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4.3 SEKVENCIRANJE 16S rDNA IZBRANIH SEVOV

16S rDNA izbranih sevov smo pomnozili s PCR z univerzalnimi zacetnimi oligonukleotidi,
pomnozke smo preverili z elektroforezo na agaroznem gelu (Slika 10) in poslali v podjetje
Microsynth (Avstrija) na sekvenciranje.

ot}

403 419 464 563 258 430 540 "415 584 538
363 204 382 376 570 213 377 .- 560 562 573

et B o e s M e RS e

Slika 10: PomnoZki PCR z univerzalnima zacetnima oligonukleotidoma 27 f in 1495R, ki pomnoZujeta
16S rDNA.
M: molekularni oznadevalec velikosti 1kb DNK Ladder (Invitrogen, ZDA), N: negativna kontrola.

4.3.1 Rezultati identifikacije izbranih sevov

Rezultati, ki smo jih dobili iz laboratorija Microsynth, so po analizi s programskim
orodjem BLAST pokazali, da je vecina nasih izolatov pripadala rodovom Staphylococcus
(62 %), Pediococcus (13 %) in Streptococcus (10 %), v manjSi meri pa so bili prisotni tudi
sevi iz rodov Lactobacillus (6 %), Enterococcus (3 %), Actinomyces (3 %),

Corynebacterium (2 %) in Bifidobacterium (1 %). Rezultati so prikazani na sliki 11.

Vrstna sestava proucevane mikrobne populacije humanega kolostruma je prikazana v
Preglednici 4, osnovni rezultati pa v preglednici 1 v prilogi B. Rod Staphylococcus so
zastopale vrste Staphylococcus epidermidis (52), Staphylococcus lugdunensis (5)
Staphylococcus pasteuri (1). Drugi najstevilénejsi rod je bil rod Pediococcus, znotraj
katerega je bila vrsta Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii (12). Sledil je rod
Streptococcus, ki je zajemal vrste Streptococcus parasanguinis (7), Streptococcus
salivarius (1) in Streptococcus sp. (1). Izolati laktobacilov so pripadali vrstam L. gasseri
(2), L. casei/paracasei (2) in L. fermentum (1), izolirana bifidobakterija pa wvrsti

Bifidobacterium animalis subsp. lactis.
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B Pediococcus

[ Streptococcus
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m Actinomyces
Enterococcus

B Corynebacterium

M Bifidobacetirum

Slika 11: Sestava proucevane mikrobne populacije humanega kolostruma

Preglednica 4: Vrstna sestava prou¢evane mikrobne populacije humanega kolostruma

Rod Stevilo Vrsta Stevilo
izolatov izolatov
Staphylococcus 58 Staphylococcus epidermidis 52
Staphylococcus lugdunensis 5
Staphylococcus pasteuri 1
Pediococcus 12 Pediococcus 12
acidilactici/pentosaceus/lolii
Streptococcus 9 Streptococcus parasanguinis 7
Streptococcus salivarius 1
Streptococcus sp. 1
Lactobacillus 5 Lactobacillus gasseri 2
Lactobacillus casei/paracasei 2
Lactobacillus fermentum 1
Enterococcus 3 Enterococcus faecalis 3
Actinomyces 3 Actinomyces neuii 3
Corynebacterium 2 Corynebacterium kroppenstedtii 2
Bifidobacterium 1 Bifidobacterium animalis subsp. 1

lactis
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5 RAZPRAVA

Kolostrum je prvi izlo¢ek mle¢ne Zleze in najpogosteje prva hrana novorojenca. NovejSe
raziskave dokazujejo, da kolostrum ni sterilna tekocina, vendar je sestava mikrobiote Se
precejSnja neznanka. Namen naSe naloge je bil, da preu¢imo in dolo¢imo vrstno sestavo

MKB in bifidobakterij, ki so prisotne v vzorcih humanega kolostruma.

Proucevali smo genetsko pestrost in vrstno sestavo mikrobiote iz vzorcev kolostruma 102
mater, ki so bile vklju¢ene v $tudijo Vloga humanega mleka v razvoju ¢revesne mikrobiote
dojencka (J4-3606). Osredotocili smo se predvsem na MKB in bifidobakterije, zato smo
analizirali izolate, pridobljene iz mikrobiote, izrasle po cepljenju vzorcev kolostruma na
gojis¢e MRS. V analizo smo vkljucili 584 izolatov. Ker nas je zanimala pestrost
mikrobiote smo najprej vse vzorce izolatov humanega kolostruma primerjali z metodo
RAPD-PCR. Po prvi primerjavi vzorcev med seboj, smo videli, da je pestrost zelo velika
(veliko razli¢nih vzorcev pomozkov). Na podlagi vizualnega odlocanja smo nato izbrali
tiste izolate, ki so se med seboj razlikovali po RAPD vzorcu, ter tako prisli do kon¢ne

Stevilke 93 izolatov, ki smo jih poslali na sekvenciranje.

5.1 VRSTNA SESTAVA MIKROBIOTE VZORCEV HUMANEGA KOLOSTRUMA

Analiza je pokazala, da je 62 % vzorcev, ki smo jih poslali na sekvenciranje, pripadalo
rodu Staphylococcus, sledila sta rodova Pediococcus s 13 % in Streptococcus z 10 %.
Ostali rodovi so bili prisotni v manj kot 10 %: rod Lactobacillus 6 %, sledila sta rodova
Actinomyces in Enterococcus s 3 %, ter Corynebacterium (2 %) in Bifidobacterium (1 %).
Iz rezultatov lahko razberemo, da je kljub temu, da smo izolate pridobili z gojis¢a MRS, ki
je namenjen izolaciji MKB, predvsem laktobacilom, samo 45 % izolatov pripadalo MKB
(rodovi Pediococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus). Prevladujocéa vrsta rodu
Staphylococcus je bila Staphylococcus epidermidis (56 %), kar je skladno z literaturnimi
podatki o sestavi mikrobiote humanega kolostruma. Tako so na primer Jiménez in sod.
(2008) pri proucevanju vrstne sestave mikrobiote humanega kolostruma 36-ih prostovoljk,
pri ¢emer so za vsak vzorec kolostruma naklju¢no izbrali 35 izolatov, ugotovili da je bila
prevladujoca vrsta Staphylococcus epidermidis, ki je bila prisotna v vzorcih 30 prostovoljk
in se je tako pojavila v 83 % vseh izolatov (v 30 primerih od 36). Sledile so vrste rodov
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Enterococcus in Streptococcus. Prav tako so izolirali vrste iz rodov Lactobacillus,
Actinomyces, Corynebacterium in Bifidobacterium. Jeurink in sod. (2013) so sicer
proucevali sestavo mikrobiote humanega mleka in ne kolostruma, vendar so s kultivacijsko

metodo potrdili kar nekaj vrst, ki smo jih v naSem raziskovalnem delu izolirali iz

humanega kolostruma (podcrtano in odebeljeno, preglednica 5).

Preglednica 5: Identificirane bakterije v humanem mleku (Jeurink in sod., 2013)
(Oznacene rumeno smo identificirali tudi v nasi raziskavi)

Deblo

Rod

Metoda kultivacije 16S rRNA
Izolacija Izolacija
Vrsta Vrsta

Actinobacteria

Bifidobacterium

B.breve, B.bifidum,
B.longum, B.adolescentis,
B.pseudocatenulatum

B.breve, B.bifidum,
B.longum, B.adolescentis,

B.animalis,

B.catenulatum

Parascovia

P.denticolens

Corynebacterium

Propionibacterium

Rothia

R.mucilaginosa

Kocuria

K.rhizophila

Bacteroidetes

Bacteroidetes

Firmicutes

Staphylococcus

S.epidermidis, S.aureus,
S.capitis, S.hominis

S.aureus

Streptococcus

S.mitis, S.salivarius, S.oris,
S.parasanguinis, S.australis,
S.gallolyticus, S.vestibularis,
S.lactarius

Lactobacillus

L.gasseri, L.fermentum,
L.crispatus, L.rhamnosus,
L.salivarius, L.reuteri,
L.plantarum, L.gastricus,
L.vaginalis, L.casei,
L.animalis, L.brevis,
L.helveticus, L.oris

Lactococcus L.lactis

Enterococcus E.faecium, E.faecalis,
E.durans, E.hirae, E.mundtii

Leuconostoc Leuc.mesenteroides

Pediococcus P.pentosaceus

Wissella

Clostridia

V nasi raziskavi smo od 93 identificiranih izolatov identificirali le eno bifidobakterijo, in
sicer Bifidobacterium animalis subsp. lactis, ki znaéilno poseljuje ¢revesje vecine sesalcev,
vkljucno s clovekom, zato jo pogosto izolirajo iz vzorcev blata. Dolo¢ene seve te podvrste

uvricajo tudi med probiotiéne bakterije (Kim in sod., 2009). Tudi Jiménez in sod. (2008)



Skorjanc U. Kolostrum kot vir mle&nokislinskih bakterij in bifidobakterij za novorojenca. 31
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

so v raziskavi dolocili prisotnost ene bifidobakterije, ki je pripadala vrsti B. breve.
Tezavnost dolocanja bifidobakterij v vzorcih kolostuma dodatno otezuje dejstvo, da so
bifidobakterije striktni anaerobi, poleg tega so posameznice pri pridobivanju vzorcev
kolostruma imele stik s povrSino koze, tako da so morebitne vzorce Se dodatno

»onesnazile« z mikroorganizmi povrSine koze.
5.2 MOZEN IZVOR IDENTIFICIRANIH MIKROORGANIZMOV

Tako iz literature kot iz dobljenih rezultatov je razvidno, da so v mikrobioti kolostruma
prisotne predstavnice koze, prebavil, vaginalne sluznice... Znano je, da lahko pridejo
bakterije v mle¢no zlezo iz razli¢nih virov, zato lahko predpostavimo, da so bakterije, ki
smo jih dolo¢ili, prisle v mle¢no Zlezo po znanih poteh (npr. med dojenjem otrok prenasa
bakterije iz ustne votline in bakterije, ki jih je »dobil« med porodom, na materino dojko,

prenos bakterij iz koZe in zunanjega okolja ipd.).

Sanford in Gallo (2013) kot najpogostejSe predstavnice povrSine koze navajata bakterijske
vrste rodov Staphylococcus, Propionibacterium in Corynebacterium. Med naSimi izolati bi
v to skupino uvrstili vrste Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus pasteuri. V to skupino uvrs¢amo tudi Corynebacterium kroppenstedtii, ki
jo Stevilni avtorji navajajo v povezavi z mastitisom (Fléche-Matéos in sod., 2012). Poleg
zgoraj omenjenih vrst in rodov pa Rosenthal in sod. (2011) v to skupino uvrs¢ajo Se vrste

rodov Micrococcus, Streptococcus, Brevibacterium, Acinetobacterium in Pseudomonas.

Med predstavnice, ki jih najdemo na kozi, uvrs¢amo tudi vrsto Actinomyces neuii, ki smo
jo izolirali v treh primerih (3,2 %). Vrsta je bila prvi¢ opisana Sele leta 1994 in velja za
izjemo v svojem rodu (aerobna rast, drugacna morfologija, razlicni simptomi pri
okuzbah...). Najpogosteje jo povezujejo z okuzbami koZe, ki se kazejo kot absces ali
aterom (Graevenitz, 2011). Omenjene bakterijske vrste so lahko prisle v mle¢no zlezo s
stikom matere in otrokovih ust med sesanjem dojke. Glede na nacin in teZavnost
pridobivanja vzorca pa bi omenjene bakterije lahko priSle v vzorce kolostruma tudi s koze
oziroma bradavice dojke matere med samim izsesavanjem kolostruma 0z. iz zunanjega

okolja.
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Med normalno prebivalko ustne votline uvr§¢amo bakterijsko vrsto Streptococcus
parasanguinis, ki naslejuje povrsino zobovja v ustni votlini posameznikov. Bakterija ima
pile, ki ji omogocajo u¢inkovito tvorbo biofilmov (Lee in sod., 2014). V ustni votilni oz. v
zgornjem prebavnem traktu je tipi¢na predstavnica tudi bakterijska vrsta Streptococcus
salivarius (Burton in sod., 2006). Obe omenjeni bakterijski vrsti smo pri¢akovano, glede
na lokacijo in njune lastnosti, identficiali tudi med naSimi izolati iz kolostruma.
Najverjetnje sta prisli v mle¢no Zlezo iz ust novorojencka med sesanjem, preko znanega

prenosa bakterij med materjo in otrokom (stik novorjencevih ust z dojko).

Enterokoki veljajo za ubikvitarne mikroorganizme, ki pogosto naseljujejo ¢lovekov GIT in
urogenitalni trakt, zato ne preseneca dejstvo, da je bil Enterococcus faecalis eden izmed
dveh prevladujocih predstavnikov bakterijske populacije kolostruma, ki so jih izolirali v
raziskavi Jiménez in sod. (2008). So del normalne ¢revesne mikrobiote posameznika,
hkrati pa sta E. faecalis in E. faecium z 90 % prevladujoci bakterijski vrsti med vsemi
enterokoki, ki jih izolirajo pri bolnikih z infekcijami (Fraser, 2014). Med naSimi izolati je
bila od enterokokov prisotna samo vrsta E. faecalis (3,2 %). Enterokoki sicer niso
opredeljeni kot prebivalci ustne votline, vendar se pri posameznikih pojavljajo tudi tam,
predvsem vrsta E. faecalis. Mozna poselitev ustne votline novorojenca je med porodom, s
¢imer lahko pojasnimo tudi enega od nacinov, kako so prisli v vzorce kolostruma. Avtor
Maldonado-Barragan in njegovi sodelavici (2009) so pri proucevanju kolostruma
enterokoke poimenovali kot klju€en del clovekove naravne mikrobiote, ki se zacne
razvijati takoj po rojstvu. E. faecalis in E. faecium sta najpogostejSa predstavnika povrsine
sluznic, vendar avtorji opozarjajo, da sta na drugi strani lahko omenjeni vrsti

opurtonisti¢na patogena in povzorcitelja infekcij (Maldonado-Barragan in sod., 2009).

Bifidobakterije so striktni anaerobi, zato je zanje bolj kot zunanje okolje, znalilna
endogena pot prenosa. V Cloveskem debelem cCrevesu dosezejo koncentracijo 108-10°
celic/g, kar jih uvrs¢a med najpomembnejSe organizme Crevesne mikrobiote (Adamic in
sod., 2003). Med nasSimi vzorci smo identificirali bifidobakterijo podvrste Bifidobacterium

animalis subsp. lactis.
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MKB so za zdravje posameznika zelo pomembne, saj tvorijo nekatere protimikrobne
komponente, ki imajo sposobnost inhibicije patogenih bakterij. Avtorja Ozgun in Vural
(2011) sta proucevala predvsem bakterije iz rodu laktobacilov, kjer so bile v 100 vzorcih
kolostruma prisotne bakterije L. acidophilus, L. brevis, L. casei in L. plantarum. V isti
Studiji so preucevali tudi laktobacile, prisotne v blatu novorojenckov, kjer so bile
najpogostejSe vrste L. brevis, L. fermentum, L. reuteri, L. rhamnosus in L. plantarum.V
sploSnem prevladujoca vaginalna mikrobiota zdravih posameznic v rodni dobi vsebuje
predvsem vrste iz rodu Lactobacillus, med katerimi so najpogosteje zastopane vrste L.
crispatus, L. jensenii, L. gasseri in L. iners (Kurakawa in sod., 2015). Glede na poznane
mozne poti prenosa med materjo in otrokom je pricakovano, da se otrok tekom poroda
obda z materinimi vaginalnimi bakterijami, ter jih nato preko dojenja in stika z materino
kozo prenese na dojko, od koder lahko prodrejo tudi v mle¢no Zlezo. V nasih vzorcih smo
tako identificirali tri razli¢ne vrste laktobacilov: L. gasseri (2), L. casei/paracasei (2) in L.

fermentum (1), ki so pri¢akovani in skladni tudi glede na literaturne podatke.

Rod Pedioccous uvrséamo v skupino MKB, druzina Lactobacillaceae. Zanje je znacilno,
da imajo zelo razline in unikatne lastnosti (genetika, morfologija, fiziologija idr.)
(Raccach, 2014). Avtor Albesharat in sod. (2011) so pri preuc¢evanju MKB v humanem
mleku mater in v blatu njihovih dojenckov idetentificirali vrsto P. pentosaceus. V naSi
raiskavi je bil rod Pediococcus s 13 % drugi najbolj zastopan rod med izolati. Znotraj rodu
Pediococcus smo dolocili vrste Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii. Bakterije vrste
P. acidilactici in P. pentosaceus veljajo za industrijsko zelo pomembne MKB, ki jih
uporabljajo kot starterske kulture v Zivilski industriji. Oznacene so z varnim statusom
GRAS. Avtor Fernandez je s sodelavci (2013) preuceval sestavo mikrobiote humanega
mleka, kjer je prav tako kot ostali raziskovalci identificiral vrsto P. pentosaceus, ki velja za
tipi¢nega predstavnika mikrobiote humanega mleka. Za vse tri omenjene vrste je znacilno,
da imajo zelo podobno nukleotidno zaporedje 16S rRNA, kljub temu pa so zelo razli¢ne v
fenotipskih lastnostih. Sklepamo lahko, da je podobnost v nukleotidnem zaporedju 16S
rRNA razlog, da so v nasem primeru vedno dolo¢ene vse tri vrste skupaj in ne vsaka
posamezno (Doi in sod., 2013). Glede na dosedanje znanje, izkusnje in pretekle objave
raziskav pa lahko sklepamo, da je v humanem kolostrumu najveckrat prisotna vrsta znotraj

rodu Pediococus, vrsta P. pentosaceus.
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Glede na pridobljeno znanje in rezulate lahko sklepamo, da so izolirane bakterije prisle v
proucevane vzorce humanega kolostruma po znanih poteh prenosa v mle¢no zlezo. Pri
teoriji prenosa pride do »kontaminacije« otroka z bakterijami matere Ze med porodom, ko
se novorojenec obda z materinimi Crevesnimi in vaginalnimi bakterijami, nato pa jih s
sesanjem prenese na dojko matere, od koder lahko prodrejo tudi v mle¢no zlezo (Jeurink in
sod., 2013). Poleg omenjene poti se vedno pogosteje pojavlajajo hipoteze o endogenem
prenosu bakterij iz Crevesa matere v mle¢no Zlezo, pri ¢emer gre za t.i. mehanizem

aktivnega prenosa (Martin in sod., 2003).
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6 SKLEPI

e Potrdili smo, da kolostrum ni sterilna tekoCina, temve¢ vsebuje dokaj pestro

mikrobno zdruzbo.

e VV mikrobni populaciji kolostruma slovenskih mater smo potrdili prisotnost vrst
rodov Staphylococcus, Pediococcus in Streptococcus, v manjSi meri pa so bile
prisotne tudi vrste rodov Lactobacillus, Enterococcus, Actinomyces,

Corynebacterium in Bifidobacterium.

e Med 584 proucevanimi bakterijskimi izolati iz kolostruma je s 56 % prevladovala

vrsta Staphylococcus epidermidis.

e V kolostumu smo doloc¢ili prisotnost bakterije Lactobacillus gasseri, ki jo literatura

navaja kot pogosto predstavnico mikrobiote mleka zdravih doje¢ih mater.

e Med vsemi izolati smo identificirali samo eno bifidobakterijo, ki je pripadala

podvrsti Bifidobacterium animalis subsp. lactis

e Med prevladujocimi vrstami smo identificirali tudi tipi¢ne predstavnike mikrobiote
koze, kot so Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus lugdunensis in
Staphylococcus pasteuri, rod Streptococcus ter vrsti Corinebacterium kroppenstedtii

in Actinomyces neuii.
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7 POVZETEK

V nalogi smo proucevali vrstno sestavo 584 bakterijskih izolatov, ki smo jih osamili iz 102
vzorcev humanega kolostruma prostovoljk, ki so sodelovale v raziskavi VlIoga humanega
mleka v razvoju ¢revesne mikrobiote dojencka (J4-3606). Posebno pozornost smo posvetili

mlecnokislinskim bakterijam in bifidobakterijam.

Humano mleko predstavlja popolno hrano za novorojenca, saj vsebuje vse potrebne
hranilne snovi, ki omogoc¢ajo normalno rast in razvoj in $tevilne za$¢itne snovi, Ki varujejo
novorojenca. Loc¢imo tri stadije laktacije, v katerih se sestava mleka spreminja glede na
otrokove potrebe, pri ¢emer se kolostrum izlo¢a v prvem obdobju laktacije (1-5 dan po
rojstvu) in ima najbolj specificne lastnosti, saj je njegova poglavitna naloga zagotoviti

preZivetje novorojenca.

Humano mleko vsebuje hranila s $tevilnimi zas¢itnimi in funkcionalnimi lastnostmi, ki
imajo vlogo pri oblikovanju, razvoju in dozorevanju gastrointestinalnega trakta (GIT) in
imunskega sistema novorojenca, za katerega velja, da je ob rojstvu nezrelo. Kolonizacija
GIT novorojenca z bakterijami se za¢ne ze med porodom, ko pride novorojenec v stik z
materinimi ¢revesnimi in vaginalnimi bakterijami, ter bakterijami povrSine koze. Na ta
nacin te bakterije z dojenjem dosezejo dojko in posledi¢no prodrejo v mle¢no zlezo matere.
Raziskovalci so namre¢ potrdili povezavo med sevi baterij, ki so jih identificirali v vzorcih
materinega mleka in tistimi, ki so jih identificirali v blatu novorojencev. Na ta nacin se
zacne razvoj in zorenje ¢revesja novorojenca, pri cemer se mikrobiota spreminja in v prvih

dveh letih Zivljenja postaja podobna mikrobioti odraslega ¢loveka.

Rezultati analize so pokazali, da je 62 % izolatov iz humanega kolostruma, ki smo jih
poslali na sekvenciranje, pripadalo rodu Staphylococcus, sledila sta rodova Pediococcus
(13 %) in Streptococcus (10 %). V nizjih odstotkih smo identificirali tudi rodove
Lactobacillus (6 %), sledila sta rodova Actinomyces in Enterococcus s 3 %, ter
Corynebacterium (2 %) in Bifidobacterium (1 %). Najpogosteje identificirane vrste so bile:
Staphylococcus epidermidis, Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii in Streptococcus
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parasanguinis. Od laktobacilov so bile prisotne vrste Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
casei/paracasei in Lactobacillus fermentum, med vsemi izolati pa smo identificirali samo

eno bifidobakterijo, ki je pripadala podvrsti Bifidobacterium animalis subsp. lactis.
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PRILOGE

Priloga A: Rezultati analiz RAPD
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Priloga Al: PomnoZzki analize RAPD z zadetnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na DNA
izolirani iz kolonij izolatov 85-165

(A: izolati 85-110, B: izolati 111-155, C: izolati 156-165). Proge izolatov, ki smo jih izbrali za nadaljnje
analize so oznaCene s piko nad Stevilko izolata. M: molekularni oznacevalec velikosti 1kb DNK Ladder
(Invitrogen, ZDA).
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Priloga A2: Pomnozki analize RAPD z zadetnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na DNA
izolirani iz kolonij izolatov 167-255

(A: izolati 167-194, B: izolati 195-223, C: izolati 224-255). Proge izolatov, ki smo jih izbrali za nadaljnje

analize so oznaCene s piko nad Stevilko izolata. M: molekularni oznadevalec velikosti 1kb DNK Ladder
(Invitrogen, ZDA).
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Priloga A3: Pomnozki analize RAPD z zadetnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na DNA
izolirani iz kolonij izolatov 256-278.

Proge izolatov, ki smo jih izbrali za nadaljnje analize so oznagene s piko nad Stevilko izolata. M: molekularni
oznacevalec velikosti 1kb DNK Ladder (Invitrogen, ZDA).

Priloga A4: Pomnozki analize RAPD z zaéetnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na DNA
izolirani iz kolonij izolatov 279-362

(A: izolati 279-305, B: izolati 306-333, C: izolati 334-362). Proge izolatov, ki smo jih izbrali za nadaljnje
analize so oznaCene s piko nad Stevilko izolata. M: molekularni oznadevalec velikosti 1kb DNK Ladder

(Invitrogen, ZDA).
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Priloga A5: Pomnozki analize RAPD z zadetnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na DNA
izolirani iz kolonij izolatov 363-474

(A: izolati 363-395, B: izolati 399-432, C: izolati 434-474). Proge izolatov, ki smo jih izbrali za nadaljnje
analize so oznaCene s piko nad Stevilko izolata. M: molekularni oznadevalec velikosti 1kb DNK Ladder
(Invitrogen, ZDA).
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Priloga A6: Pomnozki analize RAPD z zadetnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na DNA
izolirani iz kolonij izolatov 529-561

(A izolati 529-534, B: izolati 535-561). Proge izolatov, ki smo jih izbrali za nadaljnje analize so oznacene S
piko nad Stevilko izolata. M: molekularni oznacevalec velikosti 1kb DNK Ladder (Invitrogen, ZDA).

Priloga A7: PomnoZzki analize RAPD z zadetnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na DNA
izolirani iz kolonij izolatov 562-584.

Proge izolatov, ki smo jih izbrali za nadaljnje analize so oznagene s piko nad Stevilko izolata. M: molekularni
oznacevalec velikosti 1kb DNK Ladder (Invitrogen, ZDA).
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Priloga A8: Pomnozki analize RAPD z zadetnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na DNA
izolirani iz kolonij izolatov 29-84

(A izolati 29-52, B: izolati 56-84). Proge izolatov, ki smo jih izbrali za nadaljnje analize so oznaéene s piko
nad Stevilko izolata. M: molekularni oznacevalec velikosti 1kb DNK Ladder (Invitrogen, ZDA).
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Priloga A9: Pomnozki analize RAPD z zaéetnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na DNA

izolirani iz kulture izbranih sevov.

Oznake sevov, ki smo jih izbrali za sekvenciranje so oznadene s piko (nad Stevilko). M: molekularni
oznadevalec velikosti 1kb DNK Ladder (Invitrogen, ZDA).
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Priloga A10: PomnoZki analize RAPD z zaéetnim oligonukleotidom M13, ki smo jo opravili na DNA

izolirani iz kulture izbranih sevov.

Oznake sevov, ki smo jih izbrali za sekvenciranje so oznagene s piko (nad $tevilko). M: molekularni
oznadevalec velikosti 1kb DNK Ladder (Invitrogen, ZDA).
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Priloga B: Rezultati identifikacije izbranih sevov na osnovi sekvenciranja 16S rDNA

Prvotne oznake Oznaka | Vrsta, ki ji pripada izolirani sev

izolatov seva

LJ017-MRS3 3 Staphylococcus epidermidis

LJ 017-MRS6 6 Streptococcus salivarius

LJ 010-MRS3 13 Staphylococcus epidermidis

LJ 010-MRS8 18 Staphylococcus epidermidis

LJ 010-MRS10 20 Staphylococcus epidermidis

LJ 016-MRS1 21 Staphylococcus epidermidis

LJ 016-MRS3 23 Staphylococcus epidermidis

LJ 016-MRS5 25 Staphylococcus epidermidis

LJ 016-MRS8 28 Staphylococcus epidermidis

LJ 051-MRS3 33 Staphylococcus pasteuri

LJ 113-MRS7 41 Staphylococcus epidermidis

LJ 007-MRS7 52 Staphylococcus epidermidis

LJ 113-MRS4 59 Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ 005-MRS2 79 Staphylococcus epidermidis

LJ 131-MRS2 103 Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ 094-MRS3 105 Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ 131-MRS4 106 Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ 168-MRS4 125 Corynebacterium kroppenstedtii

LJ 139-MRS5 139 Corynebacterium kroppenstedtii

LJ 059-MRS4 154 Streptococcus parasanguinis

LJ 052-MRS2 179 Streptococcus parasanguinis

LJ 052-MRS1 180 Streptococcus parasanguinis

LJ 052-MRS5 182 Enterococcus faecalis

LJ 148-MRS4 200 Streptococcus parasanguinis

LJ 054-MRS2 204 Enterococcus faecalis

LJ 140-MRS5 213 Streptococcus parasanguinis

LJ 156-MRS1 219 Staphylococcus epidermidis

LJ 132-MRS1 224 Lactobacillus gasseri

LJ 132-MRS5 228 Lactobacillus fermentum

LJ 137-MRS2 233 Lactobacillus gasseri

LJ 158-MRS1 237 Staphylococcus epidermidis

LJ 151-MRS2 239 Actinomyces neuii

LJ 144-MRS3 247 Streptococcus parasanguinis

LJ 144-MRS1 251 Staphylococcus epidermidis

LJ 095-MRS2 252 Staphylococcus epidermidis

LJ 058-MRS5 257 Lactobacillus casei/paracasei

LJ 060-MRS1 258 Lactobacillus casei/paracasei

Se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge B

Prvotne oznake Oznaka | Vrsta, Ki ji pripada izolirani sev

izolatov seva

LJ 019-MRS2 264 Staphylococcus lugdunensis

LJ 045-MRS4 270 Staphylococcus epidermidis

LJ 045-MRS3 271 Staphylococcus epidermidis

LJ 056-MRS1 272 Staphylococcus epidermidis

LJ 056-MRS3 275 Staphylococcus epidermidis

LJ 051-MRS5 286 Staphylococcus lugdunensis

LJ 004-MRS2 291 Staphylococcus epidermidis

LJ 038-MRS3 294 Staphylococcus epidermidis

LJ 068-MRS3 305 Staphylococcus epidermidis

LJ 004-MRS2 309 Enterococcus faecalis

LJ 004-MRS4 311 Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ 083-MRS4 330 Streptococcus parasanguinis

LJ 110-MRS3 336 Staphylococcus epidermidis

LJ 110-MRS6 337 Staphylococcus epidermidis

LJ 110-MRS7 338 Staphylococcus epidermidis

LJ 093-MRS6 352 Staphylococcus epidermidis

LJ 035-MRS5 354 Staphylococcus epidermidis

LJ 095-MRS3 355 Bifidobacetirum animalis subsp. lactis

1Z 003-MRS2 358 Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ 116-MRS1 362 Staphylococcus epidermidis

LJ 095-MRS5 363 Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ 095-MRS4 369 Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ 016-MRS7 373 Staphylococcus epidermidis

LJ 093-MRS4 376 Staphylococcus epidermidis

LJ 108-MRS2 377 Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ 035-MRS6 382 Staphylococcus epidermidis

LJ 108-MRS0 392 Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii
MB 005-MRS10 403 Staphylococcus epidermidis

LJ 030-MRS2 411 Staphylococcus epidermidis

LJ 034-MRS5 418 Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii
I1Z 003-MRS1 419 Pediococcus acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ 084-MRS6 439 Staphylococcus lugdunensis

LJ 084-MRS2 443 Staphylococcus epidermidis

MB 003-MRS9 464 Staphylococcus epidermidis

MB 002-MRS5 475 Staphylococcus epidermidis

MB 002-MRS6 476 Staphylococcus epidermidis

MB 002-MRS4 477 Staphylococcus epidermidis

LJ 045-MRS6 478 Staphylococcus epidermidis

MB 002-MRS7 483 Staphylococcus epidermidis

Se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge B

Prvotne oznake Oznaka | Vrsta, ki ji pripada izolirani sev
izolatov seva

LJ 062-MRS7 486 Staphylococcus epidermidis
LJ 047-MRS6 496 Staphylococcus epidermidis
LJ 078-MRS2 499 Actinomyces neuii

LJ 083-MRS4 504 Staphylococcus epidermidis
LJ 083-MRS3 506 Staphylococcus epidermidis
LJ 083-MRS1 522 Staphylococcus epidermidis
LJ 030-MRS4 534 Staphylococcus epidermidis.
LJ 089-MRS10 538 Staphylococcus epidermidis
LJ 089-MRS8 540 Actinomyces neuii

LJ 106-MRS3 557 Staphylococcus epidermidis
LJ 106-MRS1 560 Staphylococcus epidermidis
LJ 049-MRS9 562 Staphylococcus epidermidis
LJ 049-MRS8 563 Streptococcus sp.

LJ 107-MRS1 570 Staphylococcus lugdunensis
LJ 107-MRS2 573 Staphylococcus epidermidis
LJ 078-MRS9 575 Staphylococcus epidermidis
LJ 107-MRS6 584 Staphylococcus lugdunensis
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