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V raziskavi smo proucili bakterijske izolate iz skupine mlecnokislinskih bakterij in
bifidobakterij, pridobljene iz humanega kolostruma in mleka, z vidika
protimikrobnega delovanja proti povzrociteljem mastitisa. Zanimalo nas je, katerim
vrstam pripadajo in katere protimikrobne snovi proizvajajo sevi, ki izkazujejo
protimikrobno delovanje. Izolate iz vzorcev humanega kolostruma in mleka izrasle
mupirocinom) smo z metodo RAPD zdruzili v skupine. Predstavnike posameznih
skupin smo identificirali do vrste s pomocjo ugotavljanja zaporedja gena za 16S
rDNA in primerjali s podatki v genski banki NCBI. Za ugotavljanje protimikrobne
aktivnosti smo izbrali bakterijske seve, ki so pripadali rodovom Lactobacillus,
Pediococcus in Bifidobacterium. Poleg teh sevov smo v analize vkljucili Se izolate
iz zbirke mikroorganizmov shranjene na InStitutu za mlekarstvo in probiotike.
Skupaj smo za ugotavljanje protimikrobne aktivnosti izbrali 25 bakterijskih sevov
iz rodu Lactobacillus, 18 sevov iz rodu Pediococcus in 4 seve iz rodu
Bifidobacterium. Kot najbolj protimikrobno aktivni so se pokazali sevi iz vrst L.
gasseri, L. salivarius, L. casei ali L. paracasei in B. breve. Glavni dejavnik
protimikrobne aktivnosti je bila tvorba organskih kislin. Pri nekaterih bakterijah
smo ugotovili tudi izloCanje drugih protimikrobnih snovi, najverjetneje
bakteriocinov ali vodikovega peroksida. Najvecjo protimikrobno aktivnost so
bakterije pokazale proti indikatorskim sevom vrst Staph. epidermidis in Staph.
aureus, ki so mnajpogostejSi povzroCitelji laktacijskega mastitisa. Preuceni
bakterijski izolati bi zaradi njihove protimikrobne aktivnosti, humanega izvora in
prilagojenosti na okolje mleka in mlecne sluznice, lahko predstavljali dobro
alternativo zdravljenju laktacijskega mastitisa z antibiotiki.
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In our study we examined the bacterial isolates from the group of lactic acid
bacteria and bifidobacteria obtained from human colostrum and milk in terms of
antimicrobial activity against mastitis causing bacteria. We wanted to know to
which species they belong to and what antimicrobial substances the strains that
exhibit antimicrobial activity produce. The isolates from human colostrum and milk
grown on selective medium for lactobacilli (Rogosa) and bifidobacteria (TOS with
mupirocin). Using RAPD method we grouped them according to similarities. The
representatives of various group were identified to species level by determining the
sequence of the gene for the /6S ¥rDNA. and comparing the obtained nucleotide
sequences with the data in the gene bank NCBI. For the analysis of antimicrobial
activity we selected isolates belonging to the genus Lactobacillus, Pediococcus and
Bifidobacterium. In addition, some the isolates from the collection of
microorganisms stored at the Institute of dairy science and probiotics were
included. All together we examined the antimicrobial activity of 25 bacterial strains
of the genus Lactobacillus, 18 bacterial strains of the genus Pediococcus and 4
bacterial strains of the genus Bifidobacterium. Good antimicrobial activity against
indicator bacteria showed representatives of the species L. gasseri, L. salivarius, L.
casei or L. paracasei and B. breve. The main antimicrobial activity factor was the
formation of organic acids. In some bacteria we also found the excretion of other
antimicrobials, probably bacteriocins or hydrogen peroxide. The highest
antimicrobial activity was shown against indicator strains Staph. epidermidis and.S.
aureus which are the most common cause of lactational mastitis. The tested
bacterial isolates could represent a good alternative for antibiotic treatment of
lactational mastitis due to their antimicrobial activity, human origin and adaptation
to mucosal and dairy substrates.
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1 UVOD
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Materino mleko predstavlja enega izmed najpomembnejSih virov bakterij za razvoj
revesja dojencka. Crevesne bakterije omogocajo razvoj imunskega sistema in s tem
ucinkovito obrambo pred patogenimi mikroorganizmi. Mikrobiota humanega mleka pa ni
pomembna le za zdravje otroka, ampak $¢iti tudi matere pred mastitisom. Mastitis je vnetje
mlecne Zleze, ki je posledica porusenja mikrobiote v mlecni Zlezi. Uporaba probiotikov
predstavlja alternativo zdravljenju mastitisa z antibiotiki, ki Se dodatno posegajo v
normalno mikrobioto mle¢ne zleze. Probiotike, ki delujejo proti povzrociteljem mastitisa,
je najbolje iskati v mleku zdravih mater, saj so te bakterije Ze prilagojene na okolje, v
katerem bodo delovale. Pretekle raziskave so pokazale, da posamezni izolati
mle¢nokislinskih bakterij, predvsem iz rodu laktobacilov, kaZzejo protimikrobno aktivnost
proti povzrociteljem mastitisa. Za dva seva laktobacilov, osamljena iz humanega mleka
(Lactobacillus fermentum CECT 5716 in Lactobacillus salivarius CECT 5713), so
dokazali u¢inkovitost za zdravljenje infekcijskega mastitisa med dojenjem tudi v klini¢ni
Studiji, v kateri so matere uzivale bakterije v liofilizirani obliki. Smiselno je iskati nove
izolate iz humanega mleka, ki bi bili uporabni za prehranska dopolnila ali zdravila,
namenjena doje¢im materam, pri preventivi ali pri zdravljenju mastiticnega obolenja.

1.2 CILJI RAZISKOVANJA

Namen magistrskega dela je bil poiskati seve s protimikrobnim delovanjem proti
najpogostejSim povzrociteljem mastitisa, kot so bakterije iz rodov Staphylococcus,
Streptococcus in Corynebacterium med izolati mlenokislinskih bakterij in bifidobakterij
1z humanega kolostruma in mleka.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE
V magistrskem delu smo zastavili naslednje hipoteze:

e V vzorcih humanega kolostruma in mleka so prisotne mlecnokislinske bakterije in
bifidobakterije.

e Nekatere mle¢nokislinske bakterije in bifidobakterije iz mleka in kolostruma so
protimikrobno aktivne proti posameznim povzrociteljem mastitisa.

e Poglavitni dejavniki protimikrobne aktivnosti mlecnokislinskih bakterij in
bifidobakterij iz humanega mleka proti povzrociteljem mastitisa (Staphylococcus,
Streptococcus in Corynebacterium) so organske kisline in nizka vrednost pH.

e Bakteriocini mle¢nokislinskih bakterij in bifidobakterij, osamljenih iz humanega
mleka, prispevajo k njihovi protimikrobni aktivnosti proti povzro€iteljem mastitisa.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 MLECNA ZLEZA

Mlecna Zleza naj bi se razvila pred 300 milijoni let, najverjetneje iz apokrine zleze
znojnice (Oftedal, 2002). Mlecna Zleza je parna Zleza, ki se skupaj s kozo imenuje dojka in
je znacilna za razred sesalcev (MusSic€ in sod., 2004). Je kompleksno, visoko specializirano
tkivo, ki se je razvilo zaradi zagotovitve hranil svojemu potomcu. Mleko se po sestavi
razlikuje med vrstami in je vedno prilagojeno potrebam potomca (Russo J. in Russo I,
2004). Posebnost mlecne Zleze je v njenem razvoju. Za razliko od vecine organov, ki se
razvijejo do razmeroma zrele oblike Ze v fazi razvoja zarodka, se mle¢na zleza do svoje
popolne oblike razvije Sele v Casu nosecnosti in laktacije (Riordan, 2005). V tej fazi se 25
% dnevnega energijskega vnosa matere porabi za sintezo mleka (Hartmann, 2007).
Materino mleko ima popolno sestavo, ki nudi dojenc¢ku optimalno hranilno, zas¢itno in
razvojno podporo. Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) zato priporoc¢a izklju¢no
dojenje vsaj do Sestega meseca starosti (WHO, 2000).

2.1.1 Struktura mlecne zleze

Dojka je parni organ, ki lezi na veliki prsni miSici oziroma na njeni vezivni ovojnici
(Takaé, 1996). Zenska dojka je Zleza z zunanjim izloGanjem, v kateri se po porodu tvori
mleko. Zlezni sistem je sestavljen iz Zleznih reznjev ali lobulov. Posamezen Zlezni reZenj
je sestavljen iz zleznih megickov ali alveol. Zlezni mesicek je osnovna funkcionalna enota
mlecne zleze, v kateri nastaja mleko. Notranjo plast meSicka (lumen) gradi enojni sloj
epitelnih celic, ki predstavljajo sekretorno tkivo. Zunanjo plast (bazalni del) pa gradijo
mioepitelne celice, ki s kr€enjem omogocajo izlocanje mleka (Riordan, 2005). Iz Zleznih
reznjev do prsne bradavice vodijo mlecni vodi ali duktusi, ki se pred vstopom v bradavico
razsirijo v sinuse (Musi¢ in sod., 2004). Zlezno tkivo je obdano s pregradami opornega
tkiva ali strome, ki ga sestavljata vezivo in mascevje in je bistvenega pomena za zunanjo
obliko dojke. V stromi potekajo tudi zile, zivci in sistem limfnih Zil, ki vodijo do bezgavk,
ki se nahajajo v blizini prsi. Bezgavke prestrezajo Skodljive snovi, ki bi lahko bile prisotne
v limfnem sistemu (Riordan, 2005). Nekatere novejSe raziskave pa dokazujejo, da naj bi v
omejenem obsegu tudi koristne bakterije iz lumna crevesja prehajale po limfi do mlec¢ne
zleze in tako soustvarjale mikrobioto mle¢ne Zleze (Rescigno in sod., 2001; Schirbel in
sod., 2013).
‘\ Arteriole

M ™
\

Adipul‘c.ai'ti
Slika 1: Slika grozdasto oblikovanega zleznega reznja ali lobula, obdanega s pregradami opornega tkiva ali

strome, a) zlezni meSicek ali alveola d) mle¢ni vod ali duktus, plazmatka (PC) (McManaman in Neville,
2003: 3)
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2.1.2 Razvoj mlecne Zleze

Mlecna Zleza prehaja preko vec¢ razvojnih stopenj in sprememb. Razvoj dojke se zacne Ze z
razvojem zarodka v Casu oblikovanja prsnega koSa. Temu sledi le minimalen razvoj v
otroski fazi in nato pri zenskah hiter razvoj v Casu spolne zrelosti. V puberteti se zacne rast
in razvoj sistema izvodil dojke, ki se podaljSajo in razvejajo. Hkrati se bradavica zadebeli
in v dojkah se zac¢ne kopiciti mascevje. V Casu laktacije pa mle¢na Zleza ne doseze samo
vrhunca v svojem razvoju, ampak se tudi preoblikuje in se tako razvije v delujo¢ organ.
Popoln razvoj mle¢ne Zleze je kljuénega pomena za zagotovitev primernega volumna in
sestave mleka za rast, zasCito in razvoj otroka. Razvoj in spreminjanje mlecne Zleze
uravnavajo hormoni (Russo J. in Russo 1., 2004).

Razvoj mle¢ne zleze je direktno odvisen od hormona estrogena, progesterona in prolaktina
(Riordan, 2005). Zaradi povisane vrednosti hormona estrogena in progesterona, manjse
spremembe mle¢ne zleze nastopijo pri vsakem menstrualnem ciklu, vendar je nosecnost in
predlaktacijski cikel kljucen za popolno spremembo mlecne zleze. Progesteron je, tako kot
estrogen, v mascobi topen hormon, ki ga proizvajajo jajcniki (Macias in Hinck, 2013).
Estrogen vpliva na rast in Sirjenje sistema mlecnih vodov, v drugem trimesecju pa pod
vplivom hormona progesterona prevlada rast zleznih reznjev, ki omogoc¢ijo podaljSanje in
razvejanje mle¢nih vodov (Riordan, 2005). Prolaktin deluje skupaj s progesteronom na
razvoj mle¢ne zleze v Casu laktacije in uravnava sintezo mleka. Prolaktin deluje posredno
preko regulacije sinteze progesterona v jajénikih in neposredno na epitelne celice mle¢ne
zleze. Prolaktin je majhen polipeptidni hormon, ki se sintetizira v hipofizi, kot tudi v
epitelnem delu mlecne Zleze.

2.1.3 Laktogeneza

Laktogeneza zajema prehod iz nosecnosti v laktacijo. V zacetni fazi laktogeneze se
velikost dojk poveca zaradi diferenciacije epitelnih celic v sekretorne celice. V kasnejsi
fazi laktogeneze koncentracija progesterona in estrogena pade. Zacetek laktacije sprozi
hiter padec izloanja progesterona in zviSanje prolaktina ter zaradi izsesavanja mleka iz
dojke izloCanje oksitocina (Riordan, 2005). Oksitocin, ki povzroc¢i kontrakcijo mioepitelnih
celic, se iz nevrohipofize izlo¢a kot odziv na sesanje. Mioepitelne celice obdajajo vsako
alveolo in so nujne za izlocanje mleka iz dojke. Oksitocin se iz nevrohipofize izloca v
krvni obtok v pulzirajoCih valovih. V mle¢ni Zlezi deluje na receptorje mioepitelnih celic,
kar povzroci kontrakcijo in izlocanje mleka iz alveole v mle¢ne vode, kjer mleko postane
prek bradavi¢ne odprtine dostopno dojencku. (Riordan, 2005).

Stopnja tvorbe mleka naj bi bila po vsakem dojenju med 17 ml/uro in 33/ml na uro (Arthur
in sod., 1989). Sinteza mleka je odvisna od koli¢ine mleka v mle¢ni zlezi. Sekretorne
celice izkoristijo vodo, aminokisline, maS¢obo, vitamine, minerale in mnoge druge
sestavine iz materinega krvnega obtoka za tvorbo mleka. Po prvem refleksu spros¢anja in
odtekanja mleka, raven hormona prolaktina upade, zaloge mleka v dojki pa postanejo
odvisne od odstranitve in ponovne sinteze mleka (Prentice in sod., 1988).

Znanje o anatomiji dojke in fiziologiji laktacije je nujno za razumevanje pomena dojenja,
kot tudi tezav in zapletov, ki so lahko posledica nepravilnega dojenja.
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2.2 MATERINO MLEKO

Materino mleko je kompleksna bioloSka tekocCina, ki je prilagojena vsakemu potomcu
glede na njegove potrebe (Morrow in Rangel, 2004). Je najbolj$i vir hranilnih snovi za
hitro rasto¢ organizem, poucuje otrokov imunski sistem in ga varuje pred patogenimi
mikroorganizmi. Vzrok teh ucinkov je sinergisti¢no delovanje mnogih bioaktivnih molekul
prisotnih v kolostrumu in mleku. Med njimi so imunokompetentne celice, imunoglobulini,
mascobne kisline, oligosaharidi, lizocim, laktoferin in drugi glikoproteini ter protimikrobni
peptidi, ki delujejo na patogene bakterije individualno, aditivno ali sinergisticno (Newburg,
2005).

Vc¢asih so verjeli, da je materino mleko sterilno. Danes vemo, da mleko predstavlja enega
izmed najpomembnejSih virov bakterij za razvoj Crevesja dojencka. Kolostrum in mleko
sta konstanten vir komenzalnih in potencialno probioticnih bakterij, ki kolonizirajo
prebavni trakt dojencka (Heikkila in Saris, 2003). Ocenjujejo, da otrok s povprecno 800 ml
popitega mleka na dan zauzije med 10° do 10’ komenzalnih bakterij (Martin in sod., 2003).
Bakterije iz materinega mleka so nasli tudi v dojenckovem blatu, kar pomeni, da mikrobna
populacija dojenckovega blata do neke mere odraza mikrobno populacijo materinega
mleka (Heikkila in Saris, 2003). Oligosaharidi so prav tako pomemben dejavnik pri
razvoju dojenckove mikrobiote. Oligosaharidi v zgodnji fazi laktacije predstavljajo tretjo
koli¢insko najmocneje zastopano komponento mleka. Clovek veéine oligosaharidov z
lastnimi encimi ne more razgraditi, kar dokazuje, da so se razvili kot naravni prebiotiki, ki
definirajo dojenckovo mikrobioto s tem, da selektivno hranijo doloCene vrste
mikroorganizmov (Han in sod., 2012).

2.3 BAKTERIE V HUMANEM MLEKU

Znanje o mikrobioloski sestavi humanega mleka izvira tudi iz proucevanja patogenih
bakterij, ki povzrocajo vnetje dojke in vnetja pri otrocih. Prevladujoce bakterije v mleku so
predstavniki stafilokokov, streptokokov, mle¢nokislinskih bakterij, bifidobakterij,
propionskih bakterij in njim sorodnih po Gramu pozitivnih bakterij (Fernandez in sod.,
2013). Dejstvo, da so tako razlicne bakterije prisotne v mleku zensk po vsem svetu,
dokazuje, da je populacija bakterij v mleku do neke mere stalna (Heikkila in Saris, 2003).

2.3.1 Rod Staphylococcus

Bakterije rodu Staphylococcus so po Gramu pozitivni, negibljivi in nesporogeni aerobi ali
fakultativni anaerobni koki, ki so urejeni v grozde. Stafilokoki za ¢loveka ponavadi niso
nevarni in so del normalne bakterijske flore koze in sluznice. Staph. epidermidis pretezno
naseljuje clovesko kozo, Staph. aureus pa predvsem nosno sluznico, kozo in Zzrelo.
Nekatere vrste stafilokokov pa lahko povzrocijo resne bolezni. S toksini, ki jih izloc¢ajo,
poskodujejo prebavni trakt, kar lahko privede do bruhanja in driske. Staphylococcus
aureus je mnajpogostejsi vzrok stafilokoknih okuzb. Rezistenca na antibiotik je med
stafilokoki pogosta (Madigan in sod., 2015).
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2.3.2 Mlecnokislinske bakterije

Mlecnokislinske bakterije so skupina raznolikih in uporabnih bakterij, ki jih ne zdruzuje
striktna taksonomska uvrstitev, ampak skupne lastnosti. Bistvena skupna znacilnost je
proizvodnja mlecne kisline in s tem fermentacija zivil, kar uvrS¢a mlecnokislinske
bakterije v skupino GRAS (angl. Generally Recognized as Safe). Mlec¢nokislinske bakterije
uvrS¢amo v skupino po Gramu pozitivnih, mikroaerofilnih in anaerobnih bakterij, pri
¢emer vecina ni striktno obcutljiva na kisik (Collins in sod., 2010).

Bakterije rodu Lactobacillus so najpomembnejSa in najvecja skupina mlecnokislinskih
bakterij, v katero uvr§¢amo po Gramu pozitivne bakterije, ki so po obliki dolge ali kratke,
negibljive in nesporogene palcke. Laktobacili naseljujejo prebavni trakt in urogenitalni
trakt ¢loveka in zivali (Yuan in Salminen, 2009). Naseljujejo pa tudi hranilno bogata
okolja, kot so mleko in mle&ni izdelki (Barrangou in sod., 2011). Stevilo mikroorganizmov
je v zelodcu in zgornjem delu tankega Crevesja, zaradi nizkega pH in Zol¢nih soli ter
hitrega pretoka prebave, relativno majhno. Stevilo se pove¢uje vzdolZ prebavnega trakta,
od 10’ mikroorganizmov na mililiter vsebine v dvanajstniku, 10® mikroorganizmov na
gram vsebine vitega ¢revesja in do 10'> mikroorganizmov na gram vsebine v debelem
¢revesju (O’Hara in Shanahan, 2006). Optimalna temperatura rasti laktobacilov je med 30
in 40 °C, nekateri sevi pa rastejo tudi pod 5 °C in nad 53 °C. Optimalna vrednost pH je
med 3,0 in 7,0 (Barrangou in sod., 2011).

Bakterije rodu Streptoccoccus so po Gramu pozitivni koki, ki tvorijo dolge verizice.
Streptokoki se nahajajo v nosno-zrelnem prostoru ljudi, v blatu sesalcev, naselijo pa se tudi
na kozne rane in opekline. Uvr§¢amo jih v skupino mle¢nokislinskih bakterij. So manj
odporni na kisline kot laktobacili, zato ve€ina ne prezivi postopka fermentacije. Skupina
streptokokov je skupina zelo raznolikih vrst bakterij. Nekatere vrste streptokokov so za
¢loveka nevarne in povzrocajo bolezni. Te so verjetno najpogostej§i povzrocitelji
bakterijskih okuzb (Madigan in sod., 2015).

2.3.3 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterije so skupina po Gramu pozitivnih bakterij, ki sobivajo v prebavnem traktu
ljudi in zivali s Stevilnimi drugimi mikroorganizmi, ki so pretezno striktni anaerobi (Schell
in sod., 2002). Bifidobakterije je prvi¢ osamil Henry Tissier leta 1900 iz dojenckovega
blata in jih poimenoval Bacillus bifidus. B. breve in B. infantis sta specificna za blato
dojenckov, medtem ko so B. bifidum, B. catenulatum, B. longum in B. pseudocatenulatum
osamili tako iz blata dojenckov kot odraslih, B. adolescentis pa izklju¢no iz blata odraslih.
Optimalna temperatura rasti bifidobakterij je med 37 do 41 °C, tistih, ki naseljujejo
¢loveka, pa med 36 in 38 °C. Optimalna vrednost pH za rast je med 6,5 in 7,0.
Bifidobakterije so dobro odporne proti kislinam. Vecino bifidobakterij uvrs¢amo v skupino
obligatornih anaerobov, sicer pa je obcutljivost za kisik vrstno specifi¢na (Biavati in sod.,
2000).
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2.3.4 Rod Propionibacterium

Propionske bakterije so skupina po Gramu pozitivnih bakterij, ki fermentirajo ogljikove
hidrate do propionske kisline. Po obliki so propionske bakterije palcke in so vefinoma
anaerobne bakterije. Glede na nahajalise lo¢imo dve skupini - mle¢ne propionske
bakterije in kozne propionske bakterije. Kozne propionske bakterije so na kozi in v
Crevesju Cloveka. Za vecino ljudi propionske bakterije ne predstavljajo vecjih tezav
(Madigan in sod., 2015).

2.4 PROTIMIKROBNA AKTIVNOST BAKTERI) HUMANEGA MLEKA

Komenzalne bakterije tvorijo razli¢ne sestavine, s katerimi varujejo ¢loveka pred virusnimi
in bakterijskimi vnetji. Studije in vitro dokazujejo, da mnogi sevi tvorijo protimikrobne
snovi, kot so organske kisline, vodikov peroksid in bakteriocini. Proizvodnja organskih
kislin, kakor je mlec¢na kislina, zniza vrednost pH v ¢revesju in s tem zavira rast patogenih
bakterij. Vodikov peroksid pa ucinkuje na bakterijsko celicno steno in s tem unici
bakterijo. Posamezen sev lahko deluje na vec razlicnih patogenih bakterij z razli¢nimi
mehanizmi delovanja (Rolfe, 2000).

2.4.1 Organske Kkisline

Najbolj pogosta in najbolj preuc¢ena protimikrobna aktivnost komenzalnih bakterij je
tvorba mlecne in ocetne kisline. Nedisociirane organske kisline lahko preidejo preko
celicne membrane patogenih bakterij. Zaradi visje pH vrednosti v citoplazmi, organske
kisline disociirajo in sprostijo protone. pH vrednost citoplazme se posledi¢no zniza, kar
povzro¢i moteno delovanje membranskega potenciala in s tem oslabljeno delovanje
osnovnih metabolnih funkcij patogenih bakterij (Suskovié in sod., 2010).

2.4.2 Vodikov peroksid

Nekatere komenzalne bakterije tvorijo vodikov peroksid. Njegovo delovanje temelji
predvsem na mocnem oksidativnem ucinku na bakterijsko celiéno steno in celi¢ne
proteine. 1z vodikovega peroksida se lahko v mleku tvorijo razli¢ni oksidirani produkti, ki
so toksi¢ni za razli¢ne patogene bakterije (Suskovié in sod., 2010).

2.4.3 Bakteriocini

Baktericini so na ribosomih sintetizirani protimikrobni peptidi, ki delujejo proti drugim
bakterijam. Delovanje bakteriocinov je pogosto usmerjeno proti sorodnim bakterijam, ker
se na ta nacin bakterije borijo za ista hranila v dolocenem okolju. Mle¢nokislinske
bakterije tvorijo bakteriocine proti drugim po Gramu pozitivnim bakterijam (Collins in
sod., 2010). Mnogi bakteriocini imajo ozek spekter delovanja, veliko mo¢ in hitrost
unicevanja bakterij, zato predstavljajo morebitno alternativo zdravljenju z antibiotiki
(Hassan in sod., 2012). To velja tudi za mastitis, kjer je zaZeljeno, da se izognemo uporabi
antibiotikov, saj ti zmanjsajo tudi Stevilo koristnih bakterij v mleku.



Srdarev T. Protimikrobna aktivnost mle¢nokislinskih bakterij...proti povzrociteljem mastitisa.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

2.5 BAKTERIJSKA KOLONIZACIJA DOJENCKOVEGA CREVESJA

Naselitev Crevesja je kompleksen proces, ki se zacne Ze pred porodom in poteka vec let
pod vplivom razli¢nih zunanjih in notranjih dejavnikov. Crevesje zarodka je prakti¢no
sterilno, vec¢inoma ga obliva le amniotska tekoCina (Galdeano in sod., 2010). Nekaj
komenzalnih bakterij pa vendarle lahko preide preko placente in tako zacne prvotno
kolonizacijo ¢revesja Zze pred porodom. Poskus na brejih miSih, ki so jim peroralno dali
oznacen sev Enterococcus faecium, je pokazal prenos majhnega Stevila celic seva do
zarodkovega Crevesja, v vec¢ji meri pa do mlecne Zleze. Kljub temu da je Stevilo bakterij v
placenti, amniotski teko€ini, popkovnici in mekoniju majhno, je to dokaz, da naselitev
bakterij poteka ze pred rojstvom (Martin in sod., 2003). Glavna kolonizacija dojenckovega
&revesja pa vendarle nastopi med in po porodu. Ze nekaj ur po porodu je mozno ugotoviti
bakterije v blatu (Galdeano in sod., 2010). Vir kolonizacije dojenckovega cCrevesja z
bakterijami so predvsem materina vaginalna in ¢revesna mikrobiota, nacin hranjenja in
okolje. Vzorec in nivo izpostavljenosti dojencka tem dejavnikom pomembno vpliva na
sestavo otrokove ¢revesne mikrobiote (Guaraldi in Salvatori, 2012).

2.5.1 Vpliv bakterij iz humanega mleka na ¢revesje dojencka

Komenzalne bakterije iz humanega mleka imajo lahko na dojenckovo crevesje razli¢ne
pozitivne ucinke. Predvsem lahko zmanjS$ajo pogostost in resnost infekcij, kar poteka preko
razliénih mehanizmov, kot so kompetitivna izkljucitev, izlocanje protimikrobnih snovi
in/ali izboljSanje crevesne funkcije s povecano produkcijo mucinov in zmanjSanjem
¢revesne permeabilnosti. Zelo pomemben mehanizem protimikrobnega delovanja je tudi
tekmovanje za hranila in za vezavna mesta (Martin in sod., 2005). ZmoZnost vezave
podaljsa cas zadrzevanja zauzitih bakterij v prebavnem traktu in s tem prepre¢i vezavo
patogenih bakterij, hkrati pa tudi omogoca stik s celicami imunskega sistema (Slika 2)
(Huys in sod., 2013).

Tekmovanje za
Indukcija |
Tekmovanje za hranila Ja loA _____vezavno mesto

Tvorba mucinov

Izboljsana tvorba tesnih stikov -
Imunomodulacija ——

Slika 2: Protivnetni mehanizmi probioti¢nih bakterij v crevesju (Lara-Villoslada in sod., 2007: 98)
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Pred kratkim so dokazali, da uzivanje mlecne formule, obogatene z bakterijami vrste L.
fermentum, zmanjSa resnost infekcij prebavnega trakta in zgornjih dihal. V Studiji so
Maldonado in sod. (2012) dokazali, da uZivanje bakterijskega seva L. fermentum
CECT5716 v casu Sestih mesecev vpliva na 46 % zmanjSanje pogostosti gastrointestinalnih
infekcij, 27 % zmanjSanje respiratornih infekcij in 30 % zmanjSanje vseh infekcij. L.
fermentum CECTS5716 je naravno prisoten v humanem mleku, je dokazano varen sev, ne
povzroca vnetij in ima imunomodulatorne lastnosti. Prav tako so dokazali, da je lahko
uzivanje seva L. fermentum CECT5716 v obliki kapsul povezano z njegovo kolonizacijo
mlecne zleze (Olivares in sod., 2006). Ve¢ studij omenja tudi povezavo med pozitivnim
uc¢inkom uZzivanja bakterij, osamljenih iz humanega mleka, in zmanjSanjem pogostosti
alergij. Prisotnost bakterijskega seva Lactobacillus rhamnosus GG naj bi tako zmanjsala
pojavnost in resnost atopijskega dermatitisa pri otrocih, bakterijski sev L. gasseri
CECT5714 pa naj bi zmanjSal pogostost respiratornih alergij pri odraslih (Lara-Villoslada
in sod., 2007). L. rhamnosus GG je en izmed najbolj proucenih probioti¢nih sevov, ki
deluje na vec razli¢nih bolezenskih stanj. Vendt in sod. (2006) so v klini¢ni Studiji opisali
povezavo med uporabo mle¢nih formul z dodanimi bakterijami L. rhamnosus GG in vi§jim
prirastom dojenckov. Izklju¢no dojenje v prvih mesecih dojenckovega zivljenja je
povezano z zmanj$ano stopnjo incidence astme in atopijskega dermatitisa v otroski dobi
tudi pri otrocih, ki imajo atopijske bolezni v druzini. To trditev podpira dejstvo, da so
bakterije v kolostrumu in mleku matere eden izmed prvih in najpomembnejsSih dejavnikov
pri zorenju ¢revesnega limfoidnega tkiva (angl. gut-associated lymphoid tissue, GALT)
otroka in da vzdrzujejo ravnotezje med nastajanjem vnetnih in protivnetnih dejavnikov
(Gdalevich in sod., 2001).

Znano je, da imajo dojeni otroci drugacno ¢revesno mikrobioto kot tisti, ki so hranjeni z
mle¢nimi formulami. Materino mleko je bogato s prebiotiénimi oligosaharidi in
komenzalnimi mikroorganizmi, ki jih mle¢ne formule nimajo, razen ¢e so obogatene s
prebiotiki in probiotiki. Kljub temu, da Se vedno ni dovolj klini¢no potrjenih dokazov
glede koristnega uc¢inka probiotikov na zdravje dojencka, je njihovo dodajanje mlecnim
formulam dovoljeno, ker so naravno prisotni v materinem mleku in ker je tveganje za
stranske ucinke zelo majhno (Vandenplas in sod., 2013). Bakterije, ki prevladujejo pri
otrocih, ki so vaginalno rojeni in izklju¢no dojeni, so iz skupine koristnih ¢revesnih
bakterij, med katerimi prevladuje rod bifidobakterij. Pri teh otrocih so opazili tudi manjSo
kolonizacijo crevesja s patogenimi vrstami Clostridium difficile in Escherichia coli
(Penders in sod., 2006).

2.6 BAKTERIJISKA KOLONIZACIJA MLECNE ZLEZE

Bakterijska kolonizacija mle¢ne Zleze je naraven proces naselitve razli¢nih
mikroorganizmov v zenskih mle¢nih vodih (Heikkila in Saris, 2003). Vzpostavljena
mikrobiota komenzalnih bakterij inhibira rast patogenih bakterij (WHO, 2000).

V nedavni raziskavi so Ferndndez in sod. (2013) proucevali delovanje seva L. gasseri
CECT5714 in L. salivarius CECT5713, osamljena iz humanega mleka. Seva dobro
prezivita pri prehodu skozi prebavni trakt, vplivata na dendritske celice, sposobna sta
kolonizirati mle¢no Zlezo in imata uspesne mehanizme kompetitivnega izkljucevanja. Tako
uspesno delujeta proti povzrociteljem mastitisa. Po tridesetih dneh so ugotovili, da je
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skupina zensk, ki je uzivala probiotika, imela zmanjSano povprecno koncentracijo
stafilokokov v mleku (priblizno 10> KE/ml) v primerjavi s skupino, ki ni uZivala probotika
(skupina placebo).

2.6.1 Prehod bakterij v mle¢no Zlezo po endogeni poti (Crevesno-mlecna pot)

V¢asih so verjeli, da so bakterije v mleku posledica izklju¢no kontaminacije z bakterijami
z materine koZe in dojenckove ustne votline. Danes je znano, da je tudi samo mleko vir
bakterij. Studije so pokazale, da mnogih bakterij iz rodov laktobacilov in bifidobakterij, ki
so jih osamili iz mleka, ni mogoc¢e osamili iz koze na dojki. Izolati iz rodov laktobacilov in
enterokokov, prisotni v materinem mleku, se genetsko razlikujejo od rodov, osamljenih iz
koze pri isti osebi. Za bifidobakterije velja, da so striktni anaerobi in zato ne morejo
preziveti na kozi. Tovrstne ugotovitve nakazujejo, da so vsaj nekatere bakterije, prisotne v
materinem mleku, endogenega izvora (Costello in sod., 2009). Nekaj bakterij pa zaradi
dojenCkovega sesanja preide tudi nazaj v mlecne vode mlecne zleze in tako vzpostavi
povratno izmenjavo bakterij med dojenckovo ustno mikrobioto in mikrobioto mle¢ne zleze
(Ramsay in sod., 2004).

Velik vpliv na sestavo mikrobiote mlecne Zleze in dojenckov prebavni trakt ima delovanje
dendritskih celic. Dokazali so, da lahko dendritske celice preidejo epitelni sloj v crevesju
in tako zajemajo nepatogene bakterije direktno iz lumna crevesja. Dendritske celice lahko
odprejo tesne vezi med ¢revesnimi epitelnimi celicami, posljejo dendrite v lumen crevesja
in direktno vezejo bakterije, medtem ko ohranjajo integriteto Crevesne bariere z izrazanjem
proteinov, ki tvorijo tesne stike. Moznost endogenega prenosa probioti¢nih bakterij iz
Crevesja v mleno zlezo so proucevali s sistemom in vitro za hkratno gojenje tkivnih
kultur, ki omogoca dobro simulacijo ¢revesnega epitelija. Z njim so pokazali, da nezrele
dendritske celice prenasajo komenzalne bakterije preko sloja epitelnih celic. Model so
priblizali fizioloSkemu stanju v zadnjem trimesec¢ju nosecnosti (Rescigno in sod., 2001).
Intestinalne dendritske celice lahko zadrzijo doloc¢eno Stevilo komenzalnih bakterij tudi
nekaj dni v mezenteri¢nih limfnih vozlih (bezgavkah) (Macpherson, 2004).

Mehanizem pa ni omejen samo na delovanje dendritskih celic, ampak tudi makrofagov
(Vazquez-Torres in sod., 1999). Crevesne bakterije se lahko, ko jih enkrat zajamejo
dendritske celice ali makrofagi, razsirijo po celem telesu preko krozenja limfocitov v z
mukozo povezanem limfoidnem sistemu. Na ta nacin potujejo preko crevesne sluznice do
odmaknjenih mukoznih povrsin, kot so respiratorni in genitourinarni trakt, Zleza slinavka,
solzne zZleze in mlecne zleze v Casu laktacije. Takrat je namrec kolonizacija mlec¢ne Zleze s
celicami imunskega sistema selektiven proces reguliran prek hormonskega delovanja. Ta
proces je posledica velikega Stevila celic imunskega sistema in posledi¢no tudi ¢revesnih
bakterij v materinem mleku. Prenos bakterij iz ¢revesja matere do ¢revesja dojencka prek
materinega mleka je ponazorjen na sliki 3 (Fernandez in sod., 2013).
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Slika 3: Potencialni viri bakterij, prisotnih v humanem kolostrumu in mleku, DC: dendritske celice
(Fernandez in sod., 2013: 4)

Dva bakterijska seva, osamljena iz humanega mleka, so izpostavili nezrelim miSjim
dendritskim celicam, kar je vodilo v mo¢no stimulacijo dveh aktivacijskih povrSinskih
markerjev dendritskih celic. Indukcija zorenja dendritskih celic je aktiven proces. Zorenja
ne povzrocijo odmrle bakterije ali neaktivni delci, tudi ¢e so samo delno fagocitirani
(Rescigno in sod., 1998). L. gasseri CECT 5715, prav tako osamljena iz humanega mleka,
kaze na visoko afiniteto vezave na dendritske celice in zmoznost prenosa prek Caco-2
plasti celi¢nih linij s pomoc¢jo z dendritskimi celicami povezanega mehanizma prenosa
(Slika 4).
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Slika 4: Specifi¢na interakcija med celicami L. gasseri, osamljenimi iz humanega mleka (A) in dendritskimi
celicami (B). Posneto s transmisijskim elektronskim mikroskopom (Fernandez in sod., 2013: 5).
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Celicna linija Caco-2 izhaja iz celic heterogenega Cloveskega epitelnega kolorektalnega
adenokarcinoma, uporabna pa je tudi za proucevanje prenosa snovi preko crevesne bariere
(Fernandez in sod., 2013). Druge Studije so dokazale, da se bakterijska translokacija iz
¢revesja do mezenteri¢nih limfnih vozlov (bezgavk) in mle¢ne Zleze pri misih dogodi v
¢asu pozne nosecnosti in v Casu laktacije. Dokazali so tudi, da humano mleko sestavlja
veliko Stevilo Zivih bakterij, ki so jih prav tako nasli v materinih mononuklearnih celicah
periferne krvi (angl. peripheral blood mononuclear cell, PBMC). Rezultati tako dokazujejo,
da se Crevesne bakterije in delci bakterij prenesejo do mle¢ne zleze z mononuklearnimi
celicami (to so limfociti, monociti in plazmatke). Predvideva se, da se lahko na ta nacin
programira dojenckov imunski sistem in sicer tako, da zazna in prepozna specificne
bakterijske molekularne vzorce in tako nauc¢i imunski sistem pravilnega odziva na
patogene ali komenzalne bakterije (Perez in sod., 2007).

V raziskavi, ki so jo izvedli Cabrera-Rubio in sod. (2012), pa so ugotovili, da tudi nacin
poroda vpliva na mikrobioto mle¢ne Zleze, in sicer obstaja razlika v mikrobioti mlec¢ne
zleze med Zenskami, ki so rodile s carskim rezom, in tistimi z vaginalnim porodom. Ena od
moznih razlag za to je, da ob klasi¢nem porodu pride do hormonskih sprememb. Stres, ki
se zgodi pri porodu, naj bi vplival na povecano permeabilnost Crevesja in s tem olajsal
prehod koristnih bakterij do mle¢ne Zzleze. Razlike so opazne ze v bakterijski sestavi
kolostruma in kasneje mleka. Prav tako so dokazali, da ima tudi povecanje teze v Casu
nosecnosti vpliv na mikrobioto mleka.

2.7 MASTITIS

Mastitis je bakterijska okuzba v dojki. Lahko se pojavi tudi pri nedojecih materah,
nose¢nicah in celo pri majhnih otrocih, vendar je okuzba z bakterijami, ki povzrocajo
mastitis najpogostejsa pri dojecCih zenskah. Dostikrat se zato uporablja izraz laktacijski ali
poporodni mastitis. Do bakterijske okuzbe lahko pride prek razpokanih in ranjenih
bradavic, ampak tudi pri Zenskah, ki nimajo ranjenih bradavic, lahko nastopi mastitis. Mati
in novorojencek sta izpostavljena virulentnim mikroorganizmom najpogosteje Vv
bolni$nicah, kjer tudi pogosto prihaja do razvoja proti antibiotikom rezistentnih sevov.
Med leti 1930 in 1960 je bil pojav mastitisa najpogostejsi, verjetno zato, ker so v tem
obdobju postali porodi v bolnisnici bolj pogosti, Sirila se je uporaba antibiotikov in dojenje
ni bilo promovirano (WHO, 2000).

Pojav mastitisa je najpogostejsi v drugem in tretjem tednu po rojstvu. Glede na statisti¢ne
podatke se od 74 % do 95 % vseh laktacijskih mastitisov pojavi v prvih dvanajstih tednih
po porodu. Absces v dojki je prav tako pogostejsi na zacetku dojenja, in sicer v prvih Sestih
tednih po porodu. Pogostost mastitisa pri dojecih Zenskah ocenjujejo na 10 % do 33 %
(WHO, 2000). Studija, izvedena v Novi Zelandiji, je sledila 1075 doje¢im Zenskam v dobi
Sestih mesecev in pokazala pojav mastitisa pri 20 % udeleZenk (Kinlay in sod., 2001).
Studija, izvedena v Michiganu in Nabraski, pa je pokazala pojav mastitisa pri 9,5 % od
skupno 946 zensk, ki so jih spremljali do konca dojenja (Foxman in sod., 2002).
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2.7.1 Vzroki za pojav mastitisa

Vzrok za pojav mastitisa so lahko zamaseni mle¢ni vodi ali vnetje. Zamasen mlecni vod je
najpogosteje primarni vzrok, ki lahko napreduje v vnetje. Po treh do Sestih dneh po porodu
se mle¢na Zleza napolni z mlekom, kar spodbudi sesanje in praznjenje dojke (WHO, 2000).
Do zamasenih mle¢nih vodov najpogosteje pride zaradi nepravilnega sesanja dojencka in s
tem poskodbe dojke. Drobne razpoke na dojki povzrocajo bolecine v okolici bradavice.
Zaradi boleCin se mati zacne izogibati dojenju na prizadeti dojki, kar privede do
nepopolnega praznjenja dojke in posledicno zastoja mleka. Nepravilno ali nepopolno
odstranjevanje mleka lahko povzroci nabrekanje dojke. Mle¢ni vod, ki nima dobrega
pretoka, se tako vname in pritisk za vodom povzroc¢i vnetje tkiva (Planinc in Pusovnik,
2012).

Potek vnetja je lahko akuten, subakuten ali kroni¢en. Vnetja, omejena na bradavico, se
imenujejo telitis, vnetje celotnega Zleznega tkiva pa mastitis. Ta se, kadar ni pravocasno
zdravljen, lahko razvije v absces. Bakterije, ki povzrocajo vnetje, najveckrat stafilokoki in
streptokoki, se s koze dojke razsirijo skozi mlecne kanalcke (Takac¢, 1996). Glavni
povzrocitelji subakutnega in klini¢nega mastitisa so bakterije vrst Staph. aureus in Staph.
epidermidis, za katere je znacilno, da tvorijo biofilm in so pogosto tudi odporne proti
razlicnim antibiotikom (Delgado in sod., 2009).

V materinem mleku so prisotni tudi citokini, tako vnetni kot protivnetni. Glavna vloga
protivnetnih citokinov v mleku je zasCita novorojenca, medtem ko vnetni citokini
predvsem zagotavljajo zascito mlecne Zleze pred vnetjem (Filteau, 1999). V vneti mlecni
zlezi je raven vnetnih citokinov poviSana. Posledica vnetnega odziva je razSiritev tesnih
stikov med sekretornimi celicami mlecne Zleze, kar olajSa prehod protiteles v mleko.
Hkrati lahko ta proces, zaradi povecanega pritiska, usmeri snovi iz mleka v okoliska tkiva.
Citokini iz mleka lahko na ta nacin inducirajo vnetje v okolisSkem tkivu. Vnetje
prepoznamo po simptomih, tipi¢nih za mastitis (WHO, 2000). Prizadeta dojka je na otip
bolj trda in toplejSa, koza je pordela, prisotna je tudi bolecina v dojki. Obi¢ajno je prizadeta
ena dojka. Mastitis za razliko od zamasSenega mle¢nega voda, spremljata Se vro¢ina in zelo
hude bolecine v dojki. Zamasen mlecni vod ne potrebuje zdravljenja z antibiotiki, medtem
ko so za zdravljenje mastitisa antibiotiki pogosto potrebni. Mastitis se zdravi z antibiotiki,
ki delujejo proti stafilokokom in streptokokom (Planinc in Pusovnik, 2012). Najpogosteje
predpisejo penicilin ali pa cefalosporin. Strong (2011) je v svoji raziskavi sledil 117
dojec¢im materam. Ugotovil je, da je 23 % udelezenk ob dojenju v prvem letu obcutilo
bolecino. Najpogostejsi razlog za pojav boleCine je bil mastitis (67,5 %). Za zdravljenje
mastitisa naj bi v 96 % predpisali antibiotik. Najpogosteje predpisani antibiotiki so bili
cefaleksin (54,6 %), ampicilin (17, 3 %), amoksicilin (14,6 %), dikloksacilin (9,3 %) in
azitromicin (4 %). Z uporabo kateregakoli od teh zdravil je z dojenjem mozno nadaljevati.

2.7.2 Kategorizacija mastitisa
Ze Gunther (1958) je na osnovi kliniénega opazovanja predpostavil, da je mastitis

posledica zastajanja mleka v dojki ter razvoja bakterij, za katere je mleko bogato gojisce.
Kasneje so Se podkrepili to znanje s Stetjem levkocitov in bakterij v mleku zensk z znaki
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mastitisa in doloc¢ili definicije za zamasen mle¢ni vod, neinfekcijski mastitis in infekcijski
mastitis, ki so v veljavi Se danes (WHO 2000)

Preglednica 1: Klasifikacija zamaSenega mlecnega voda, neinfekcijskega mastitisa in infekcijskega mastitisa
glede na $tevilo levkocitov in bakterij v humanem mleku (WHO, 2000: 6)

Levkocitov < 10%ml mleka Levkocitov > 10%ml mleka
Bakterij < 10°/ml mleka ZamasSeni mle¢ni vodi Neinfekcijski mastitis
Bakterij > 10°/ml mleka Infekcijski mastitis

O infekcijskem mastitisu govorimo takrat, ko je v mleku prisotna poviSana koncentracija
patogenih bakterij. Bakterije lahko v dojko vstopajo skozi manjSe praske in razjede na kozi
ali pa iz otrokovih ust med dojenjem. Stanje, ki vodi v zamaSitev mle¢nih vodov, se lahko
izboljSa Ze z nadaljevanjem dojenja, neinfekcijski mastitis s povecanim izlo¢anjem mleka
in hranjenja dojencka. Ob pojavu infekcijskega mastitisa se za zdravljenje pogosto
predpisejo antibiotiki. Vsekakor se vedno priporo¢a nadaljevanje dojenja. V primeru
nepravilnega praznjenja mleka iz dojke lahko pride do razvoja neinfekcijskega mastitisa v
infekceijski mastitis, iz infekcijskega mastitisa pa do tvorbe abscesa. Absces je redek zaplet
mastitisa, kjer se v rani nakopici Se skupek gnoja. V primeru abscesa je dojenje zelo
problemati¢no. Nenehno nastajanje mleka lahko vodi v pojav fistule mleénega voda, kar je
mogoce trajno oskrbeti Sele po prenehanju dojenja in nastajanja mleka (Livingstone, 1996).

2.7.3 Zdravljenje mastitisa

Nadaljevanje dojenja pripomore k hitrejSemu okrevanju mastitisa. Mastitis ne predstavlja
nobene nevarnosti za otroka. V preteklosti so materam z mastitisom svetovali, da naj
prenehajo z dojenjem. NovejSe raziskave pa so pokazale, da dojenje med mastitisom

otroku ne skoduje, kajti protitelesa v materinem mleku otroka $¢itijo (WHO, 2000).

Arroyo in sod. (2010) so proucevali 352 zensk s simptomi mastitisa. Vse udelezenke so
izpolnjevale enake pogoje: vnetje dojke, bolece dojenje, koncentracija bakterij > 10* KE/ml
in koncentracija levkocitov > 10° celic/ml mleka. Vegina Zensk je imela razpoke na
bradavici. Nobena od udelezenk ni uzivala drugih prehranskih dopolnil ali probioti¢nih
izdelkov. Udelezenke so bile naklju¢no izbrane v tri skupine. V dveh skupinah so
udelezenke uzivale dva razlicna seva probiotikov (skupina A in B) in ena skupina, kjer so
udelezenke uzivale antibiotike (skupina C). Raziskava je bila dvojno slepa in je trajala
enaindvajset dni. V tem &asu sta skupini A in B uZivali dnevno kapsulo z 10° KE L.
fermentum CECT5716 (skupina A) ali L. salivarius CECT5713 (skupina B). Vzorce mleka
so vzeli na zaCetku raziskave (dan 0) in na koncu raziskave (dan 21). Udelezenke so
prosili, da ocenijo nivo bolecine v dojki od 0 (zelo bolece) do 10 (nebolece). Seva, ki so ju
uporabili v raziskavi, izvirata iz humanega mleka in sta tako tudi zaradi svojega izvora zelo
dobra alternativa pri zdravljenju mastitisa. Prevladujo¢e povzrociteljice mastitisa,
osamljene iz mleka, so bile bakterije iz vrst Staph. epidermidis, Staph. aureus in S. mitis.
Po 21 dneh uzivanja probiotikov je bila povprecna koncentracija vseh bakterij obcutno
nizja od tiste, ki so jo ugotovili pri skupini zensk, ki je uzivala antibiotike. Koncentracija
bakterij iz vrst Staph. epidermidis, Staph. aureus in S. mitis se je po 21 dneh znacilno
zmanjSala pri vseh treh skupinah in bila vedno nizja v dveh skupinah Zensk, ki so uzivale
probiotike, kot pa v skupini zensk, ki so uzivale antibiotike. Najobc¢utnej$e znizanje je bilo
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pri udelezenkah v skupini B, ki so uzivale bakterije iz vrste L. salivarius. Antibiotiki, ki so
jih predpisali skupini C, so bili amoksicilin-klavulanska kislina, amoksicilin,
kotrimoksazol, kloksacilin in eritromicin. Ucinkovitost antibiotikov se je mocno
razlikovala. Za najbolj ucinkovit antibiotik se je izkazal kotrimoksazol.

Raziskava je bila zanimiva tudi z vidika ocene nivoja boleCine, ki so jo udelezenke
obcutile v dojki, kot posledica mastitisa. Avtorji opisujejo statisticno pomembno nizjo
oceno bole¢ine v dojki po 21 dneh v skupini Zensk, ki so uzivale probiotike, kot pa v
skupini, ki so uzivale antibiotike. Po 14 dneh ni bilo ve¢ klinicnih znakov mastitisa pri
zenskah, ki so uzivale probiotike, medtem ko so ti ostali pri skupini Zensk, ki je uzivala
antibiotike. Prav tako so vse zenske, ki so zaradi mastitisa nehale dojiti, pripadale skupini,
ki je uzivala antibiotike. Pri nekaterih, ki so uzivale antibiotike, je prislo tudi do razvoja
vaginalnega vnetja, ki ga povzroca rod kvasovk Candida. Pojav vaginalnega vnetja so
povezali z uzivanjem amoksicilina, kloksacilina in amoksicilin-klavulanske kisline.
Raziskovalci so dokazali, da so vsi izolati L. fermentum in L. salivarius iz mleka, pripadali
sevoma L. fermentum CECT5716 in L. salivarius CECT5713 (Arroyo in sod., 2010).

Zdravljenje s probiotiki je zanimivo tudi z vidika nara$¢anja odpornosti bakterij proti
antibiotikom. Pogosta uporaba antibiotikov vpliva na molekulske spremembe pri
bakterijah, ki zaradi tega lahko Se dodatno povecajo sposobnost povzrocanja vnetja,
sposobnost tvorbe biofilma in drugih nezeljenih posledic, kot so z antibiotiki povezana
diareja in vaginalno vnetje (Pirotta in Garland, 2006).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 NACRT POSKUSA

Glavni cilj magistrske naloge je bil raziskati protimikrobno aktivnost mle¢nokislinskih
bakterij in bifidobakterij iz kolostruma in mleka slovenskih zensk, proti povzroditeljicam
mastitisa (bakterije iz rodov Staphylococcus, Streptococcus in Corynebacterium).

V nalogi smo iz predhodno zbranih izolatov iz materinega mleka in kolostruma izbrali
unikatne seve, ki smo jih identificirali do nivoja vrste. Ugotavljali smo, kakSna je
protimikrobna aktivnost izbranih izolatov mle¢nokislinskih bakterij in bifidobakterij proti
bakterijskim sevom, ki so bili izolirani iz mleka mater obolelih za mastitisom.

Nacrt poskusa je prikazan na sliki 5.

Vkljucili smo 701 bakterijski izolat. 240 bakterijskih izolatov je bilo pridobljenih iz
vzorcev zrelega mleka, nacepljenih na gojis¢e Rogosa (Rogosa 30), 231 bakterijskih
izolatov iz vzorcev kolostruma, nacepljenih na gojis¢e Rogosa (Rogosa 0) in 230
bakterijskih izolatov iz vzorcev mleka, nacepljenih na gojis¢e TOS z mupirocinom (TOS
30).
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Laboratorijska oprema

Uporabljena laboratorijska oprema je navedena v preglednici 2.

Preglednica 2: Uporabljena laboratorijska oprema

Laboratorijska oprema

Model opreme, proizvajalec in drzava porekla

avtoklav

A-21 CA, Kambié, Slovenija

inkubator

Binder 400 BF, ZDA

mikrobioloska komora (laminarij)

Iskra, PIO, Slovenija

vrtiéni meSalnik

Vibromix Zelezniki, Slovenija

mikrocentrifuga

C1301B, Labnet International, Koreja

mikrovalovna pecica

Bosch, Nem¢ija

Cistilec vode

Milli RO 10 plus in Milli Q plus, Merck Millipore,
Nemcija

vodna kopel WB-30, Kambig¢, Slovenija
svetlobni mikroskop Reichert, Avstrija
tehtnice PBS/PBJ, Kern, Nemcija;

AT 400, Mettler Toledo, Svica

magnetni mesalnik

MM-541, Tehtnica, Slovenija

PCR komora UV2, UVP, ZDA

UV Transiluminator UVISave, Uvitec, Anglija

centrifuga Mikro 22R, Hettich , Nem¢ija

PCR cikli¢ni termostat Mastercycler gradient, Eppendorf, Nemcija

naprava za elektroforezo

PowerPac 300, Bio-Rad Laboratories, ZDA

elektroforezne banjice

Sub-Cell® GT Basic, Bio-Rad Laboratories, ZDA

pH meter

MP220, Mettler Toledo, Svica

3.2.2 Reagenti

3.2.2.1 Ringerjeva raztopina

Ringerjevo raztopino smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt,
Nemcija) tako da smo 1 Ringerjevo tableto raztopili v 0,5 1 destilirane vode, odpipetirali po
9 ml v epruvete in avtoklavirali 15 min pri 121 °C. Ringerjevo raztopino smo uporabili za
razred¢evanje bakterij pri preciScevanju kolonij.

3.2.2.2 Reagenti za RAPD in PCR

Reakcijsko meSanico za RAPD in za PCR s tar¢nim genom za /6S rDNA smo pripravili z
uporabo kompleta GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega, Madison, ZDA), ki vsebuje
naslednje reagente:

e 5X brezbarvni GoTaq" Flexi pufer,

e 5X zelen GoTaq" Flexi pufer,

e GoTaq"” DNA polimeraza (5 U/ul),

e MgCl (25 mM).
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Poleg tega smo uporabili Se mesanico ANTP (vsak v koncentraciji 10 mM, Fermentas,
Vilna, Litva) in zaCetne oligonukleotide, ki so navedeni v preglednici 3.

Preglednica 3: Nukleotidno zaporedje uporabljenih zacetnih oligonukleotidov

Oznaka zacetnega Nukleotidno zaporedje Vir
nukleotida
M13 5-GAGGGTGGCGGTTCT-3' (Torriani in sod., 1999)
KGT 70-GC 5'-AGCGGGCGTA-3' Institut za mlekarstvo in
probiotike
27f 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (Yuin sod., 2011)
1495R 5'-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3' i

3.2.2.3 Reagenti in encimi za osamitev DNA

DNA smo osamili z uporabo kompleta Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega), ki vsebuje naslednje reagente:

raztopino za lizo celi¢nega jedra (Nuclei Lysis Solution)

raztopino za obarjanje proteinov (Protein Precipitation Solution)

raztopino RNaze (RNase Solution)

rehidracijsko raztopino (Rehydration Solution)

Preostali reagenti, ki so potrebni za osamitev DNA:
e 50mM EDTA (Sigma-Aldrich, Avstrija)
e 10 mg/ml lizocim (Sigma-Aldrich)
e 2500 U/ml mutanolizin (Sigma-Aldrich)
e 70 % etanol (Merck)
e izopropanol (Merck)

3.2.2.4 Reagenti za izvedbo elektroforeze v agaroznem gelu

Za izvedbo elektroforeze in analize pomnozkov v agaroznem gelu smo potrebovali
naslednje reagente:
e agaroza: SeaKem®LE Agarose (Lonza, Rockland, ZDA)
e pufer TAE (TRIS-acetatni pufer)
e raztopina SYBR Safe™ (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ZDA)
e molekulski oznacevalec velikosti 1kb (GeneRulerTM 1kb DNA Ladder, Fermentas,
Litva)

Pufer TAE smo pripravili tako, da smo pripravljeno zalozno 50-kratno raztopino TAE (242
g/l Tris-HCI + 57,1 ml/L led ocetne kisline + 100 ml/L 0,5 M EDTA, pH 8,0) pred
uporabo red¢ili z vodo (MilliQ) v razmerju 1:50.

3.2.2.5 Reagenti za precis¢evanje PCR pomnozkov
Cis¢enje PCR pomnozkov smo izvedli s pomo&jo kompleta Wizard® SV Gel in PCR

Clean-Up System (Promega), ki vsebuje naslednje reagente:
e raztopino za vezavo na membrano (Membrane Binding Solution)
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e raztopino za spiranje kolon (Column Wash Solution)
e vodo brez nukleaz (Nuclease free Water)

3.2.2.6 Encimi

Encimi, ki smo jih uporabili za ugotavljanje proteinske narave protimikrobne uc¢inkovine
so navedeni v preglednici 4. ZaloZzne raztopine encimov smo sterilizirali z mikrofiltracijo
skozi filter Minisart (Sigma-Aldrich) s premerom por 0,22 um ter shranili v
zamrzovalniku.

Preglednica 4: Uporabljeni encimi za ugotavljanje proteinske narave protimikrobne u¢inkovine

Encim Ime proizvajalca ZaloZna koncentracija
Pronaza E Merck 100 mg/ml H,O
(iz Streptomyces griseus)
Proteinaza K Sigma-Aldrich 25 mg/ml PBS
(iz Tritirachium album)
Pepsin A Sigma-Aldrich 25 mg/ml 10 mM HCI
(iz prasi¢je zelod¢ne sluznice)
Tripsin Sigma-Aldrich 25 mg/ml H,O
(iz prasicje trebusne slinavke)
Katalaza Sigma-Aldrich 25 mg/ml PBS

3.2.3 Gojisca
3.2.3.1 Gojisce Rogosa

Gojisce Rogosa je specificno prilagojeno gojenju bakterij rodu Lactobacillus (pH uravnan
na 5,5). Gojis€e smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck) tako, da smo zatehtali
14,9 g dehidriranega gojisc¢a Rogosa/200 ml vode (MilliQ). Gojis¢e smo nato do bistrega
raztopili v mikrovalovni pecici in ohladili v vodni kopeli. Ko se je gojis¢e ohladilo na 45
°C £+ 2 °C, smo v laminariju dodali 260 pul ocetne kisline, premesali in razlili v sterilne
petrijeve plosce. Pocakali smo, dokler se gojis¢e ni strdilo in ga do uporabe shranili v
hladilniku (6 — 8 °C).

3.2.3.2 Gojis¢e TOS z mupirocinom

Gojisce TOS z mupirocinom (TOS z mup) je specificno prilagojeno selektivnemu gojenju
bakterij rodu Bifidobacterium. Gojis¢e smo pripravili po navodilih proizvajalca (Yakult
Honsha Co., Ltd, Tokio, Japonska) tako, da smo zatehtali 12,5 g dehidriranega gojisca
TOS/200 ml deionizirane vode. Sterilizirali smo v avtoklavu 15 minut pri 115 °C. Ko se je
gojis¢e ohladilo na 45 °C = 2 °C, smo v laminariju dodali 1 ml zalozne raztopine
mupirocina, tako da je bila kon¢na koncentracija antibiotika v gojis¢u 0,05 mg/ml. Gojisce
smo premesali in razlili v sterilne petrijeve plosce, pocakali, da se je gojisc¢e ohladilo in do
nadaljnje uporabe hranili v hladilniku (6 — 8 °C).

Zalozno raztopino mupirocina (10 mg/ml) smo pripravili tako, da smo 50 mg mupirocina
(AppliedChem, Darmstadt, Nemcija) dodali 2 ml 96 % etanola in 3 ml vode (MilliQ).
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3.2.3.3 Gojis¢e DE MAN-ROGOSA-SHARPE (MRS)

Gojis¢e MRS smo uporabili v namen precisCevanja izolatov bifidobakterij. Pripravili smo
ga po navodilih proizvajalca (Merck) tako, da smo zatehtali 68,2 g dehidriranega gojisca
MRS/I deionizirane vode. Sterilizirali smo v avtoklavu 15 minut pri 118 °C. Gojisce smo
ohladili na 45 °C £+ 2 °C in v laminariju razlili v sterilne petrijeve plosce, ter do nadaljnje
uporabe hranili v hladilniku (6 — 8 °C).

3.2.3.4 Modificirano gojis¢e MRS

Modificirano gojis¢e MRS z zmanjSano koncentracijo glukoze smo uporabili za preskus
protimikrobne aktivnosti s spot-testom na agarju. Pripravili smo ga iz posameznih sestavin
(pepton iz kazeina 10 g/l, mesni ekstrakt 10 g/l, kvasni ekstrakt 4 g/l, D(+)-glukoza 2 g/l,
dikalijev hidrogen fosfat 2 g/l, Tween”™ 80 1 g/, diamonijev hidrogen citrat 2 g/l, natrijev
acetat 5 g/l, magnezijev sulfat 0,2 g/I, manganov sulfat 0,04 g/, agar-agar 14 g/l)
proizvajalca Merck, kakor je opisano v publikaciji (Jacobsen in sod., 1999). Vse sestavine
gojisca smo prenesli v erlenmajerico, dodali smo vodo (MilliQ), dobro premesali, umerili
pH na 6,3 in meSanico prelili v steklenicke. Sterilizirali smo v avtoklavu 15 min pri 121
°C. Gojisce smo razlili v sterilne petrijeve plosce. Pocakali smo, dokler se gojisce ni strdilo
in ga do uporabe shranili v hladilniku (6 — 8 °C).

3.2.3.5 Gojisce M17

Gojis¢e M17 smo uporabili za podlago pri ugotavljanju protimikrobne aktivnosti
brezceli¢nih pripravkov. Pripravili smo ga po navodilih proizvajalca (Merck) tako, da smo
zatehtali 55 g dehidriranega gojis¢a M17/1 deionizirane vode. Sterilizirali smo v avtoklavu
15 minut pri 121 °C.

3.2.3.6 Poltrdno gojis¢e M17

Poltrdno gojis¢e M17 smo uporabili za rast indikatorskih bakterij pri ugotavljanju
protimikrobne aktivnosti izolatov. Pripravili smo ga po navodilih proizvajalca (Merck)
tako, da smo zatehtali 55 g dehidriranega tekocega gojis¢a M17, dodali Se 7,5 g agar-agarja
in raztopili v 1 litru deionizirane vode. Sterilizirali smo v avtoklavu 15 minut pri 121 °C.

3.2.3.7 Tekoce gojis¢e MRS

Tekoce gojis¢e MRS smo uporabili za gojenje preciscenih bakterijskih sevov. Gojis¢e smo
pripravili po navodilih proizvajalca (Merck) tako, da smo zatehtali 52,2 g dehidriranega
tekoCega gojis¢a MRS/1 deionizirane vode. Gojis¢e smo dobro premesali z magnetnim
mesalom in po 10 ml gojisca odpipetirali v epruvete. Gojis¢e smo sterilizirali v avtoklavu
15 minut pri 118 °C. Gojis€e smo do uporabe hranili v hladilniku (6 — 8 °C).

3.2.3.8 Tekoce gojisce M17

Tekoce gojis¢e M17 smo uporabili za gojenje indikatorskih bakterij. Pripravili smo ga po
navodilih proizvajalca (Merck) tako, da smo zatehtali 42,5 g dehidriranega tekocCega
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gojis¢a M17/1 deionizirane vode. Gojis¢e smo dobro premesali z magnetnim meSalom in
po 10 ml gojis¢a odpipetirali v epruvete. Gojisce smo sterilizirali v avtoklavu 15 minut pri
121 °C. Gojis¢e smo do uporabe hranili v hladilniku (6 — 8 °C).

3.2.4 Vzorci za analizo

Vzorci kolostruma (odvzeti najkasneje tretji dan po porodu) in zrelega mleka (odvzeti
priblizno 30 dni po porodu) so bili predhodno pridobljeni v sklopu raziskave Vloga
humanega mleka v razvoju cCrevesne mikrobiote dojencka ali krajSe Moje-mleko
(www.moje-mleko.si/; ARRS J4 3606). Vzorci mleka so bili odvzeti loceno iz desne (D) in
leve dojke (L), vzorci kolostruma pa so vsebovali mleko iz obeh dojk. Vsi vzorci so bili
zbrani v sterilne posodice in do analize shranjeni pri -80 °C.

Vzorce kolostruma in mleka so predhodno nacepili na razlicna gojis¢a, med katerimi je
bilo tudi gojis¢e Rogosa za laktobacile in TOS-propionatni agar z dodatkom mupirocina za
g0jis¢u MRS in po dodatku glicerola shranili pri -80 °C. Te izolate smo uporabili v nasi
raziskavi.

V preglednici 6 in 14 so prikazani podatki o prvotnih oznakah izolatov. Prvotna oznaka
(npr. LJ-030 Rog2) nam pove iz katere regije je bila prostovoljka (LJ-Ljubljana, [Z-Izola),
oznaki regije pa sledi Stevilka, ki je bila prostovoljki dodeljena v projektu Moje-mleko
(npr. 030), iz katerega gojisca je bila izolirana bakterija (Rog - gojis¢e Rogosa, TOS -
gojisc¢e TOS z mupirocinom) ter zaporedna Stevilka izolata.

V preglednici 14 so prikazani tudi podatki o izvoru vzorca (npr. LDO), ki prikazujejo Cas

odvzema vzorca (oznaka 0 predstavlja kolostrum, oznaka 30 pa je zrelo mleko, odvzeto
priblizno 30 dni po porodu) in da vsebuje mleko iz leve (L), desne (D) ali obeh dojk (LD).

3.2.5 Bakterijski sevi
3.2.5.1 Indikatorski sevi
Indikatorski sevi, ki smo jih uporabili za ugotavljanje protimikrobne aktivnosti, so bili

pridobljeni v Spaniji (J.M. Rodriguez, Univerza Complutense, Madrid, Spanija) iz mleka
zensk z mastitisom (preglednica 5).
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Preglednica 5: Indikatorski sevi

Oznaka indikatorske bakterije Indikatorska bakterija Sev
I1 Staphylococcus epidermidis M32-01
12 Staphylococcus epidermidis M36-01
13 Staphylococcus epidermidis M53-01
14 Staphylococcus epidermidis M58-01
15 Staphylococcus epidermidis M78-01
16 Staphylococcus aureus M41-02
17 Staphylococcus aureus M44-08
18 Staphylococcus aureus M59-01
19 Staphylococcus aureus M95-01

110 Staphylococcus lugdunensis M33-01
111 Staphylococcus lugdunensis M78-02
112 Streptococcus mitis M22-01
113 Streptococcus mitis M57-01
114 Streptococcus salivarius M15-01
115 Streptococcus salivarius M5-01
116 Streptococcus salivarius M27-01
117 Streptococcus salivarius M51-01
118 Streptococcus salivarius MS84-01
119 Streptococcus salivarius M58-02
120 Streptococcus parasanguinis TS2
121 Corynebacterium amycolatum M61-04
122 Corynebacterium amycolatum M69-04
123 Corynebacterium pseudodipthericum M1105-01
124 Corynebacterium kroppenstedtii M116-01

3.2.5.2 Izolati iz zbirke mikroorganizmov

V analize ugotavljanja protimikrobne aktivnosti smo vkljucili tudi nekaj izolatov iz
kolostruma, ki so bili predhodno pridobljeni (Skorjanc, 2015) in shranjeni v zbirki
mikroorganizmov na Institutu za mlekarstvo in probiotike.

Preglednica 6: Izolati iz mikrobne zbirke InStituta za mlekarstvo in probiotike, ki smo jih uporabili za
ugotavljanje protimikrobne aktivnosti

Prvotna oznaka izolata Oznaka seva Vrsta, Ki ji pripada izolirani sev
LJ-132 MRS1 U224 L. gasseri
LJ-132 MRS5S U228 L. fermentum
LJ-137 MRS2 U233 L. gasseri
LJ-058 MRS5S U257 L. casei/paracasei
LJ-060 MRS1 U258 L. casei/paracasei
LJ-131 MRS2 U103 Ped. acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ-094 MRS3 U105 Ped. acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ-131 MRS4 U106 Ped. acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ-004 MRS4 U311 Ped. acidilactici/pentosaceus/lolii
17-003 MRS2 U358 Ped. acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ-095 MRS5S U363 Ped. acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ-108 MRS2 U377 Ped. acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ-108 MRS0 U392 Ped. acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ-034 MRS5 U418 Ped. acidilactici/Pentosaceus/lolii
1Z-003 MRSI1 U419 Ped. acidilactici/pentosaceus/lolii
LJ-095 MRS3 U355 B. animalis subsp. lactis
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3.3 METODE

V raziskavo smo vkljucili bakterijske izolate, ki so bili pridobljeni iz vzorcev kolostruma,
nacepljenih na gojisc¢e Rogosa (231 izolatov) in iz vzorcev zrelega mleka, odvzetega 30 dni
po porodu in nacepljenega na gojis¢e Rogosa (240 izolatov) in TOS z mupirocinom (230
izolatov).

3.3.1 Ozivitev zamrznjenih izolatov mle¢nokislinskih bakterij in bifidobakterij

.....

cev v

3.3.2 Morfoloski pregled kolonij pod mikroskopom

Iz izraslih kolonij na gojis¢u TOS z mup smo pripravili preparate z barvanjem s kristal
violet barvilom, ki je del kompleta za barvanje po Gramu Color Gram 2 (BioM¢érieux,
Marcy-I'Etoil, Francija). Kapljico fizioloSke raztopine smo kanili na objektno steklo, nato
pa smo v njej s cepilno zanko razmazali izraslo kolonijo. Razmaz smo posusili na zraku ter
ga fiksirali tako, da smo ga petkrat potegnil ¢ez plamen gorilnika. S kristal violet barvilom
smo barvali 1 minuto in spirali z MilliQ. Pred mikroskopiranjem smo preparatu na
objektnem stekelcu dodali imerzijsko olje. S pregledom pod mikroskopom smo opazovali
obliko bakterijskih celic in konformacijo (verizice, pari ali posamicne). Izolate, katerih
celice so bile okrogle (kokoidne) oblike smo izlo¢ili iz nadaljnje analize.

3.3.3 Osamitev DNA iz kolonij s toplotno obdelavo

Za primerjavo izolatov z gojis¢a Rogosa z RAPD smo uporabili DNA, ki smo jo osamili iz
izraslih kolonij s pomocjo toplotne obdelave. Na vsaki plos¢i smo izbrali najbolj osamljeno
kolonijo in jo oznacili. Kolonijo smo asepti¢no prenesli v mikroepruvete, v katere smo
predhodno odpipetirali 15 pl pufra 5 x Colorless GoTaq Flexi, ki je del kompleta za PCR.
Pripravljeno meSanico smo prenesli v ciklicni termostat, kjer smo izvedli termicno
obdelavo bakterijske suspenzije (15 minut pri 99 °C), z namenom liziranja celic.

3.3.4 Metoda RAPD

Metodo naklju¢no pomnoZene polimorfne DNA (angl. Random amplified polymorphic
DNA, RAPD) smo uporabili za razlikovanje med izolati na nivoju seva. Nakljuc¢no
pomnozena polimorfna DNA je metoda, ki temelji na uporabi kratkih in nespecifi¢nih
zacetnih oligonukleotidov (z.0.) dolzne 8 do 12 nukleotidov, ki pomnoZzujejo vecje Stevilo
razlicno dolgih odsekov tarne DNA. Pri metodi RAPD so segmenti DNA naklju¢no
pomnozeni. Za uspesno izvedbo reakcije RAPD je potrebno, da so 3’ konci zacetnega
oligonukleotida usmerjeni eden proti drugem in da so komplementarna mesta DNA, na
katera se veze z.0., dovolj blizu (priblizno 2000 bp). Samo v tem primeru se odsek DNA
med obema mestoma prileganja zaCetnega oligonukleotida podvoji. Pomnozene dele DNA
analiziramo z gelsko elektroforezo, kjer s primerjanjem Stevila in polozaja pomnozkov na
gelu ovrednotimo sorodnost izolatov. Prednost metode je analiza velikega Stevila vzorcev,
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kjer ni potrebno predhodno poznavanje nukleotidnih zaporedij DNA tarCnega
mikroorganizma (Parakhia in sod., 2010). Tehnika je bila razvita leta 1990 in se je izkazala
za zelo ucinkovito metodo pri ugotavljanju genetske raznolikosti med zelo sorodnimi
organizmi (Vincent in sod., 1998).

3.3.4.1 Izvedba RAPD

Za analizo izolatov z gojisc¢a Rogosa smo uporabili DNA osamljeno iz kolonij s toplotno
obdelavo, za analizo izolatov z gojis¢a TOS z mup pa DNA osamljeno s pomocjo
kompleta reagentov Wizard® Genomic DNA Purification Kit.

.....

(M13 in KGT 70-GC), za primerjavo ostalih izolatov pa smo uporabili le z.o. M13.

RAPD smo izvedli v 20 pl reakcijski meSanici. Sestava meSanice je opisana v preglednicah
7-9.

Preglednica 7: Sestava reakcijske meSanice za RAPD z zacetnim oligonukleotidom M13 (DNA izolirana iz
kolonij s toplotno obdelavo)

Sestavina Koli¢ina

DNA osamljena s segrevanjem 2ul

voda (MilliQ) 12,4 ul
5X zelen GoTaq® Flexi pufer 2 ul

MgCl, (25 mM) 3,2l
zacetni oligonukleotid M13 0,1 pul
dNTP (10 mM) 0,2 pl
GoTaq®DNA polimeraza (5 U/ul) 0,1 pl

Preglednica 8: Sestava 20 pl reakcijske meSanice za RAPD z za¢etnim oligonukleotidom KGT 70-GC (DNA
izolirana iz kolonij s toplotno obdelavo)

Sestavina Koli¢ina
DNA osamljena s segrevanjem 2 ul
voda (MilliQ) 12,2 pl
5X zelen GoTaq" Flexi pufer 2 ul
MgCl, (25 mM) 3,2 ul
zacetni oligonukleotid KGT 70-GC(100 pM) 0,1 ul
dNTP (10 mM) 0,4ul
GoTaq"DNA polimeraza (5 U/ul) 0,1 ul

Preglednica 9: Sestava 20 ul reakcijske meSanice za RAPD z zacetnim oligonukleotidom M13 (DNA
osamljena z uporabo kompleta Wizard® Genomic DNA Purification Kit)

Sestavina Koli¢ina

DNA (DNA osamljena z uporabo kompleta Wizard™ 2 ul
Genomic DNA Purification Kit)

voda (MilliQ) 10,4 pl
5 X zelen GoTaq" Flexi pufer 4 ul
MgCl, (25 mM) 3,2 ul
zacetni oligonukleotid M13 0,1 pl
dNTP (10 mM) 0,2ul
GoTaq"DNA polimeraza (5 U/ul) 0,1 ul
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Pri izvedbi RAPD smo vkljucili tudi negativno kontrolo, ki smo jo pripravili tako, da smo
v reakcijsko mesSanico namesto DNA dodali enak volumen (2 pl) vode (MilliQ).

Po pripravi reakcijske mesSanice v PCR komori, smo mikroepruvete z reakcijskimi
mesanicami prenesli v mikrocentrifugo za nekaj minut, nato pa v cikli¢ni termostat, kjer

smo za izvedbo RAPD izbrali ustrezen program (preglednici 10 in 11).

Preglednica 10: Program za analizo RAPD z zacetnim oligonukleotidom M13

Stopnja Temperatura Cas St. ponovitev
Zacetna denaturacija 95 °C 3 min 1
Denaturacija 95 °C 1 min
Prileganje 45 °C 20s 40
PodaljSevanje 72 °C 2 min
Zakljuéno podaljSevanje 72 °C 5 min 1

Preglednica 11: Program za analizo RAPD z zacetnim oligonukleotidom KGT 70-GC

Stopnja Temperatura Cas St. ponovitev
ZacCetna denaturacija 95 °C 3 min 1
Denaturacija 95 °C 1 min
Prileganje 37°C 2 min 35
PodaljSevanje 72 °C 2 min
Zakljucno podaljSevanje 72 °C 5 min 1

3.3.5 Agarozna gelska elektroforeza

Pomnozke reakcije RAPD smo primerjali s pomocjo agarozne gelske elektroforeze. To je
metoda, ki se uporablja za loCevanje molekul DNA glede na njihovo velikost (dolzino
nukleotidnega zaporedja). Velikost pomnozkov reakcije RAPD smo ovrednotili s pomocjo
molekulskih oznacevalcev velikosti.

Pripravili smo 1,5 % agarozni gel (3,15 g agaroze + 210 ml pufra TAE). MeSanico smo
segrevali do popolne bistrosti v mikrovalovni pecici in vmes ob¢asno premesali. V vodni
kopeli smo nato meSanico ohladili na priblizno 50 °C in $e toplo vlili v ustrezen model za
elektoforezo z vstavljenimi glavniki. Ko se je gel strdil, smo ga prenesli v ociS¢eno
elektroforetsko banjico, v katero smo predhodno Ze vlili pufer TAE. V nastale Zzepke na
gelu smo nanesli po 10 pul pomnozkov reakcije RAPD oz. 3,5 ul molekulskega oznacevalca
velikosti pomnozkov DNA. Elektroforezno banjico smo prikljucili na elektricno napetost
(90 V) in pustili te¢i 90 minut. Elektricna napetost povzroc¢i gibanje nabitih molekul DNA
po nosilcu proti nasprotno nabiti elektrodi. Po koncani elektroforezi smo gel 30 minut
barvali z barvilom SYBR Safe. V tem Casu se je barvilo vezalo na odseke pomnozene
DNA in pri analizi gela pod UV svetlobo fluoresciralo. Gele smo vizualizirali s pomocjo
UV transiluminatorja.

Iz vizualne primerjave vzorcev pomnozkov RAPD, smo za nadaljnje analize izbrali izolate
z unikatnim vzorcem.
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3.3.6 PreciSCevanje izolatov in priprava Cistih kultur sevov

Izbrane izolate smo precistili s tehniko razmazovanja na trdnem gojis¢u (Rogosa ali MRS)
To smo storili tako, da smo kolonijo s plasticno ezo prenesli v Ringerjevo raztopino,
premesali in nato z ezo razmazali na gojiSce. PloS¢e smo anaerobno inkubirali 48 ur pri 37
°C. Lepo locene kolonije smo s cepilno zanko nacepili v tekoce gojis¢e MRS in anaerobno
inkubirali 48 ur pri 37 °C.

Del kulture smo uporabili za osamitev DNA (tocka 3.3.7) preostanek pa smo prelili v
centrifugirke in 5 minut centrifugirali pri 6000 obr./min. Supernatant smo odlili in oborino
resuspendirali v 500 pl tekocega gojis¢a MRS z dodatkom glicerola (30 %), ki preprecuje
nastajanje kristalov v celici in na ta nacin izboljSa prezivetje bakterijskih sevov med
zamrzovanjem. Vsebino smo nato odpipetirali v mikroepruvetke in shranili v zmrzovalniku
pri -20 °C.

3.3.7 Osamitev DNA iz Ciste kulture

Osamitev DNA smo iz 48-urnih ¢istih kultur v tekocem gojis¢u MRS izvedli s kompletom
za osamitev DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit po navodilu proizvajalca.

e | ml kulture smo centrifugirali pri 12 000 obr./min 2 minuti in odlili supernatant.

e Usedlino smo resuspendirali z 600 pl raztopine 50Mm EDTA, 6 mg lizocima in 6 pl
raztopine mutanolizina (2500 U/ml).

e Po enourni inkubaciji pri 37 °C smo ponovno centrifugirali 2 minuti pri 12 000

obr./min in odlili supernatant.

Usedlino smo resuspendirali v 600 pl raztopine za lizo celi¢nega jedra.

Inkubirali smo 5 minut pri 80 °C, in nato ohladili na sobno temperaturo.

Dodali smo 3 pl raztopine RNaze in inkubirali 30 minut pri 37 °C.

Dodali smo 200 pl raztopine za obarjanje proteinov in dobro premesSali na namiznem

vrti¢niku (vorteks).

e Vzorce smo 20 minut inkubirali na ledu in nato centrifugirali 3 minute pri 18 000
obr./min

e Supernatant smo nato prelili v nove mikroepruvete, v katere smo predhodno
odpipetirali 600 pl isopropanola ter premesali z obra¢anjem.

e Ponovno smo centrifugirali 3 minute pri 12 000 obr./min in odstranili supernatant.

e Dodali smo 600 pl 70 % etanola, mesali z obracanjem mikroepruvet in centrifugirali 3
minute pri 12 000 obr./min

e Etanol smo odlili, mikroepruvete pa pustili odprte, da se posusijo na zraku.

e Dodali smo 100 pl rehidracijske raztopine in shranili v hladilniku pri 4 °C.

3.3.8 Identifikacija izbranih izolatov z ugotavljanjem zaporedja nukleotidov

RAPD metodo smo uporabili za ugotavljanje raznolikosti izolatov, identifikacijo izbranih
sevov pa smo izvedli s sekvenciranjem PCR pomnozkov /6S rDNA in primerjavo z bazo
nukleotidov.
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3.3.8.1 Izvedba PCR

Osamljeno DNA smo uporabili kot matrico v PCR, z univerzalnima z.o. 27f in1495R, ki
pomnozujeta celotno /65 rDNA. Sestava reakcijske meSanice je opisana v Preglednica 12,
program za PCR pa v preglednici 13.

Preglednica 12: Sestava 50 pl reakcijske meSanice za PCR z z. 0. 27f in 1495R

Sestavina Koli¢ina
DNA 2 pl
mikrofiltrirana in avtoklavirana voda 33,75 ul
zelen GoTaq” Flexi pufer 10 pl
MgCl, (25 mM) 3l
zacetni oligonukleotid 27f 0,25 pl
zacetni oligonukleotid 1495R 0,25 ul
dNTP (10 mM) 0,5 pl
GoTaq"DNA polimeraza (5 U/ul) 0,25 pl

Preglednica 13: PCR program za pomnozevanje /6S rDNA

Stopnja PCR Temperatura Cas St. ponovitev
Zacetek 95 °C 3 min 1
Denaturacija 95 °C 1 min
Prileganje 59 °C 1 min 35
PodaljSevanje 72 °C 2 min
Zakljucek 72 °C 5 min 1

Uspesnost PCR smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo, kakor je opisano v poglavju
3.3.5. le, da smo uporabili 1,3 % agarozni gel in v nastale Zepke nanesli po 5 pl
pomnozkov PCR oz. 3,5 pl molekulskega oznacevalca velikosti DNA 1 kb.

3.3.8.2 Cistenje pomnozkov PCR

Po PCR je bilo potrebno iz reakcijske zmesi odstraniti odvecne nukleotide in zaCetne
oligunukleotide. Pomnozke reakcije PCR smo ogistili s kompletom reagentov Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System po navodilih proizvajalca (Promega).

e PCR pomnozku smo dodali enak volumen raztopine za vezavo na membrano (50 pl),
premesali in prenesli v priloZeno mikrokolono.

e  Centrifugirali smo pri 16 000 obr./min 1 minuto in prefiltrirano tekocino odlili.

eV mikrokolono smo dodali 700 pl raztopine za spiranje kolon.

e Ponovno smo centrifugirali pri 16 000 obr./min 1 minuto in prefiltrirano tekocino
odstranili.

e Ponovili smo spiranje mikrokolone s 500 pl raztopine za spiranje kolon in najprej
centrifugirali pri 16 000 obr./min 5 minut, odlili tekocino in nato centrifugirali Se 1
minuto.

e  Mikrokolono smo prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirko, vanjo dodali 50 pl vode brez
nukleaz in inkubirali na sobni temperaturi 1 minuto.

e  Ponovno smo centrifugirali pri 16 000 obr./min 1 minuto in mikrokolono odstranili.
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3.3.8.3 Sekvenciranje /6S rDNA in ugotavljanje vrste sevov

Precis¢ene pomnozke /6S rDNA smo poslali podjetju Microsynth (Dunaj, Avstrija), kjer so
doloc¢ili njihovo nukleotidno zaporedje.

Dobljena zaporedja smo primerjali s tistimi v genski banki NCBI (angl. National Center
for Biotehnology Information) s pomocjo programa BLAST (angl. The Basic Local
Alignment Search Tool) in tako identificirali izbrane seve iz kolostruma in mleka do nivoja
vrste.

3.3.9 Ugotavljanje protimikrobne aktivnosti izbranih bakterijskih kultur (spot-test)

Za ugotavljanje protimikrobne aktivnosti izbranih izolatov (preglednici 6 in 14) smo
uporabili postopek po Bogovi¢-Matijasi¢ in sod. (1998), ki smo ga nekoliko priredili.

Izbrane izolate smo najprej nacepili v tekoce gojis¢e MRS in anaerobno inkubirali pri 37
°C 48 ur. Po 10 pl zrasle kulture smo nanesli toc¢kovno (spot) na modificirano gojis¢e MRS
in anaerobno inkubirali pri 37 °C 48 ur.

Indikatorske seve (preglednica 5) smo nacepili v tekoce gojis¢e M17 in aerobno inkubirali
48 ur pri 37 °C. Po inkubaciji smo kulture dobro premesali, odpipetirali 500 ul kulture v
sterilne posodice ter dodali 50 ml predhodno raztaljenega poltrdnega gojis¢a M17.
Posodice smo premesali z obra¢anjem, ter po priblizno 5 ml prelili po gojis¢u MRS z Ze
zraslimi testnimi sevi. Plo§¢e smo inkubirali aerobno pri 37 °C 48 ur.

Protimikrobno aktivnost smo ocenili z merjenjem Sirine inhibicijske cone od roba kolonije
testnega seva do zunanjega roba cone (v milimetrih). Opazovali smo tudi rob cone (oster
ali neoster) in Cistost cone (bistra ali motna cona).

3.3.10 Ugotavljanje protimikrobne aktivnosti brezceli¢nih supernatantov izbranih
bakterijskih kultur

Vse bakterije, ki so pokazale protimikrobno aktivnost s spot testom, smo precepili v sveze
tekoce gojis¢e MRS in anaerobno inkubirali pri 37 °C 48 ur. Kulture smo centrifugirali pri
6000 obr./min 5 minut. Supernatante smo nevtralizirali z NaOH do pH 7,0 in nato
sterilizirali s filtracijo skozi mikrofilter s premerom por 0,22 pm.

V 5 ml raztaljenega in ohlajenega poltrdnega gojis¢a M17 smo dodali 50 pl 48-urne
kulture indikatorskega seva, premesali in razlili ¢ez trdno gojis¢e M17 v petrijevih ploScah.
Na plos¢e smo v laminariju nanesli po 15 pl supernatanta (3 krat po 5 pl, po vsakem
nanosu smo pocakali, da je supernatant difundiral v gojis¢e). PloS¢e smo inkubirali
aerobno pri 37 °C 48 ur ter po inkubaciji pregledali, ali so na mestih nanosa supernatantov
obmocja brez rasti indikatorskih sevov (cone inhibicije).
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3.3.11 Ugotavljanje narave protimikrobne snovi

Pri vseh testnih izolatih, pri katerih smo odkrili protimikrobno aktivnost tudi v
nevtraliziranih supernatantih, smo preverili, ali so v supernatantih protimikrobne snovi
proteinske narave (bakteriocini) ali vodikov peroksid. To smo storili tako, da smo
supernatantom dodali encime pronazo E, proteinazo K, pepsin A in tripsin, ki cepijo
peptidne vezi ter encim katalazo, ki cepi vodikov peroksid (preglednica 4).

Supernatantom smo dodali encime v koncentraciji 1 mg/ml (v 1 ml supernatanta smo
dodali po 40 pl pripravljene raztopine encima, razen pronaze E, ki smo je dodali 10 pl).
Tako obdelane supernatante smo preskusili, kakor je opisano v tocki 3.3.10. V primeru, da
bi supernatant obdelan s proteoliticnim encimom izgubil protimikrobno aktivnost proti
indikatorskim bakterijam, bi lahko sklepali, da je protimikrobna snov v supernatantu
proteinske narave. Podobno izguba aktivnosti zaradi obdelave s katalazo kaze, da je
protimikrobna snov vodikov peroksid.

Preverili smo Se kako katalaza vpliva na rast indikatorskih bakterij. Na plosce z
indikatorsko bakterijo (pripravljene kot v tocki 3.3.10) smo nanesli po 15 pl raztopine
katalaze v koncentraciji 1 mg/ml. Po inkubaciji (aerobno, 37 °C, 24 ur) smo opazovali rast
na mestu, kjer smo nanesli katalazo.
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4 REZULTATI

V skladu z zastavljenimi hipotezami smo pri izvedbi raziskave sledili trem poglavitnim
tockam. V prvem delu smo iz vzorcev kolostruma in mleka slovenskih Zensk najprej
pridobili bakterijske izolate, jih primerjali med seboj, med njimi izbrali unikatne seve in jih
do nivoja vrste identificirali na osnovi nukleotidnega zaporedja. V drugem delu raziskave
smo preverili protimikrobno aktivnost izbranih izolatov proti bakterijskim sevom, ki so
najpogostejsi povzrocitelji mastitisa. V tretjem delu pa smo se osredotocili Se na dolocitev
narave protimikrobne snovi.

4.1 IZOLACIJA IN IZBOR IZOLATOV

Od skupno 701 bakterijskih izolatov je po nacepitvi na trdno gojisce zraslo 324 izolatov:
107 izolatov iz kolostruma in 140 izolatov iz mleka, nacepljenih na gojis¢e Rogosa, ter 77
izolatov iz vzorcev mleka, nacepljenih na gojisc¢e TOS z mup.

Po mikroskopskem pregledu kolonij, izraslih na gojis¢u TOS z mup, smo iz nadaljnje
analize izlocili bakterijske izolate (51), ki so imeli obliko kokov.

4.2 PRIMERJAVA IZOLATOV Z RAPD

Z metodo RAPD smo primerjali 273 bakterijskih izolatov iz vzorcev kolostruma in zrelega
mleka. S pomocjo elektroforeze smo pridobili vzorce pomnozkov iz reakcij RAPD. Izolate
iz vzorcev mleka, necepljenih na gojis¢e Rogosa, smo primerjali z uporabo dveh z.0., M13
in KGT 70-GC. Ker smo z obema z.0. dobili primerljive rezultate (slika 6), smo za
primerjavo ostalih sevov uporabili le RAPD z z.0. M13. Za primerjavo izolatov z gojis¢a
Rogosa smo uporabili DNA izolirano s toplotno obdelavo (slika 6 in priloga A), za
primerjavo izolatov z gojis¢a TOS z mup pa smo uporabili DNA, izolirano iz preciScene
bakterijske kulture s pomoc¢jo komercialnega kompleta reagentov (slika 7). Vzorci DNA,
pri katerih smo dobili enak vzorec, zelo verjetno pripadajo istemu sevu, zato smo za
nadaljnje analize izbrali le predstavnike z razlicnimi vzorci RAPD.

Na podlagi rezultatov RAPD smo za nadaljnje analize izbrali 59 izolatov, od katerih jih je
bilo 16 iz vzorcev mleka, z gojis¢a Rogosa in 16 z gojis¢a TOS z mup, 27 pa iz kolostruma
z gojis¢a Rogosa. Sedem izbranih bakterijskih izolatov iz vzorcev kolostruma, zraslih na
gojis¢u Rogosa, nam ni uspelo ponovno namnoziti v teko¢em gojis¢u MRS, zato jih nismo
mogli podrobneje analizirati. Za nadaljnje analize smo tako izbrali 52 izolatov.
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Slika 7: Vzorci RAPD z z. 0. M13, Stolpec M: Molekulski oznacevalec velikosti DNA (1 kb), Stolpec N:
negativna kontrola, Stolpec 166 do 171: izolati iz vzorcev mleka, zraslih na gojis¢u Rogosa, Stolpec 278 do
470: izolati iz vzorcev mleka, zraslih na gojis¢u TOS z mup, izolati, ki smo jih izbrali za nadaljnje analize, so
oznaceni z *

4.3 IDENTIFIKACIJA IZBRANIH SEVOV NA OSNOVI NUKLEOTIDNEGA
ZAPOREDJA

Izbrane izolate iz mleka in kolostruma smo Zzeleli identificirati do vrste s pomocjo
sekvenciranja /6S rDNA. Pred analizo smo vse seve precistili z razmazovanjem na trdnem
g0jisc¢u, pripravili kulture v tekocem gojiScu in izolirali DNA s pomocjo komercialnega
kompleta reagentov. DNA smo pomnozili z z. o., ki pomnoZzujeta celotno /6S ¥rDNA, in
uspeSnost pomnozevanja preverili z gelsko elektroforezo (slika 8). Za potrjevanje
uspesnosti pomnozevanja smo upostevali prisotnost 1468 bp velikega pomnozka. S slike 8
je razvidno, da pri treh izolatih (izolati s Stevilko 442, 553 in 651) nismo dobili
pomnozkov, zato smo poslali sekvencirati skupno 49 izolatov.
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Slika 8: Pomnozki PCR s tar¢no regijo /65 rDNA. Stolpec M: Molekulski oznacevalec velikosti DNA (1 kb),
stolpec N: Negativna kontrola

S pomoc¢jo programa BLAST smo pridobljena zaporedja primerjali z zaporedji v genski
banki NCBI in na podlagi tega osamljene bakterijske seve identificirali do nivoja vrste.

Rezultati identifikacije do vrste so prikazani v preglednici 14.
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Preglednica 14: Rezultati identifikacije izbranih sevov na osnovi sekvenciranja /6S rDNA

Prvotna oznaka izolata® Izvor izolata® Oznaka seva Vrsta, Ki ji pripada izolirani sev
LJ-030 Rog 2 D30 T11 L. gasseri*
LJ-030 Rog 3 D30 T12 L. gasseri*
LJ-131 Rog '/, D30 T24 L. fermentum*
LJ-117 Rog /4 D30 T55 L. fermentum*
LJ-160 Rog 5 D30 T75 L. gasseri*
LJ-005 Rog °/; D30 T113 L. salivarius*
LJ-039 Rog 1 D30 T139 L. gasseri*
LJ-085 Rog 2 D30 T157 L. fermentum*
LJ-091 Rog */s D30 T170 L. reuteri*
LJ-001 Rog /s D30 T175 L. salivarius*
LJ-160 Rog 3 D30 T193 L. gasseri*
LJ-091 Rog /s D30 T195 L. reuteri*
LJ-039 Rog 8 D30 T205 L. reuteri*
LJ-160 Rog 7 D30 T166 L. gasseri*
LJ-091 Rog '/s D30 T167 L. gasseri*
LJ-091 Rog */s D30 T171 L. gasseri*
LJ-121 TOS 4 D30 T450 L. fermentum*
LJ-132 Rog 7 LDO T556 L. fermentum*
LJ-166 Rog 1 LDO T617 L. fermentum*
LJ-038 Rog 5 LDO T641 L. crispatus™®
LJ-020 Rog 8 LDO T496 Ped. acidilactici*
LJ-080 Rog 1 LDO T498 Ped. acidilactic/pentosaceus/lolii*
LJ-053 Rog 2 LDO T510 Ped. acidilactici*
LJ-131 Rog 7 LDO T515 Ped. acidilactici/lolii*
LJ-115Rog 3 LDO T531 Ped. acidilactici/lolii*
LJ-170 Rog /s LDO T549 Ped. acidilactici/lolii*
LJ-116 Rog 1 LDO T563 Ped. acidilactici/pentosaceus/loli*
LJ-140 Rog 8 LDO T682 Ped. acidilactici/lolii*
LJ-160 TOS 1 L30 T367 B. animalis subsp. lactis*
LJ-121 TOS 6 L30 T406 B. breve*
LJ-037TOS 1 L30 T453 B. breve*
LJ-137TOS 7 L30 T278 E. faecalis
LJ-066 TOS 1 L30 T285 A. neuii
LJ-014 TOS 7 L30 T360 Staph. epidermidis
LJ-037 TOS 5 D30 T413 A. neuii
LJ-056 TOS 5 L30 T423 A. haliotis
LJ-056 TOS 2 L30 T424 A. haliotis
LJ-056 TOS 3 L30 T425 A. haliotis
LJ-056 TOS 1 L30 T426 A. haliotis
LJ-056 TOS 4 L30 T443 A. neuii
LJ-073 TOS 4 L30 T457 A neuii
LJ-037 TOS 4 D30 T460 A. neuii
LJ-136 Rog °/; LDO T539 C. kroppenstedtii
LJ-059 Rog '/}, LDO T543 E. dispar
LJ-107 Rog 4 LDO T565 A. neuii
LJ-126 Rog 1 LDO T583 A. neuii
LJ-008 Rog 1 LDO T670 Staph. epidermidis
LJ-008 Rog 5 LDO T673 Staph. epidermidis
LJ-008 Rog 7 LDO T675 Staph. epidermidis

* izolati, ki smo jih uporabili za ugotavljanje protimikrobne aktivnosti
#Razlaga okrajSav prvotne oznake izolata in izvora izolata je opisana v poglavju 3.2.4
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4.4 PROTIMIKROBNA AKTIVNOST IZBRANIH SEVOV

Za ugotavljanje protimikrobne aktivnosti izbranih sevov proti povzrociteljem mastitisa
smo izbrali bakterijske seve, ki so pripadali rodovom Lactobacillus (20 sevov),
Pediococcus (8 sevov) in Bifidobacterium (3) (sevi so v preglednici 14 oznaceni z *).
Poleg teh sevov smo v analize ugotavljanja protimikrobne aktivnosti vkljucili tudi nekaj
izolatov iz kolostruma, ki so bili predhodno pridobljeni in shranjeni v zbirki
mikroorganizmov na InStitutu za mlekarstvo in probiotike (preglednica 6). Tako smo
skupno izbrali 25 bakterijskih sevov iz rodu Lactobacillus, 18 sevov iz rodu Pediococcus
in 4 seve iz rodu Bifidobacterium.

Protimikrobno aktivnost smo ocenili z merjenjem cone inhibicije, rezultati analize so
prikazani v preglednici 15. Zaradi boljSe preglednosti so v preglednicah izbrani samo
bakterijski izolati, ki so pokazali protimikrobno aktivnost proti vsaj enemu indikatorskemu
sevu.

Kot najbolj protimikrobno aktivni so se pokazali sevi iz vrste L. gasseri, saj je vseh deset
sevov izkazalo protimikrobno aktivnost. Najbolj protimikrobno aktiven je bil sev L.
gasseri T193, ki je inhibiral rast vecine indikatorskih bakterij (18/24). Tudi oba seva iz
vrste L. salivarius sta se izkazala kot protimikrobno aktivna, saj sta inhibirala rast osmih od
24-ih indikatorskih bakterij. Protimikrobno aktivnost je izkazal tudi L. casei/L. paracasei
U257, ki je inhibiral S$tiri bakterijske seve. Ostali sevi laktobacilov so bili manj
protimikrobno aktivni.

Protimikrobno aktivnost so izkazali tudi trije od Stirih sevov bifidobakterij, medtem ko so
bili izolati rodu Pediococcus le redko protimikrobno aktivni. Od 18 sevov pediokokov so
le trije zavirali rast vsaj enega indikatorskga seva.

Iz rezultatov lahko povzamemo, da so izolati iz mleka ali kolostruma najbolj ucinkovito
zavirali indikatorske seve vrst Staph. epidermidis in Staph. aureus, medtem ko noben
bakterijski izolat ni pokazal protimikrobne aktivnosti proti indikatorskim sevom vrste S.
mitis in enega od dveh sevov vrste C. amycolatum.

Cone inhibicije so bile v ve€ini primerov motne, rob cone pa ni bil oster (slika 9).
Kombinacije testnih sevov in indikatorskih bakterij, pri katerih je bil rob cone oster in cona
bistra (slika 10), pa so v preglednicah 15 in 16 oznafene z zvezdico. Predpostavili smo, da
je v tem primeru lahko ta protimikrobna u¢inkovina bakteriocin.
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Preglednica 15: Protimikrobna aktivnost izbranih bakterijskih izolatov iz kolostruma ali mleka proti indikatorskim sevom iz vrst Staph. epidermidis, Staph. aureus
in Staph. lugdunensis

Izbrani izolati Protimikrobna aktivnost proti izbranim indikatorskim sevom®

Oznaka izolata Vrsta izolata 8l 12 13 14 I5 16 17 I8 19 110 111
U224 L. gasseri - - - - - - - N I+ N N
U228 L. fermentum - - - - - - - _ T _ _
U233 L. gasseri - - - - - - - N I+ N N
U257 L. casei/paracasei - - - - - - - - Tt T T+
U258 L. casei/paracasei - + - - - - - + ++ - -
T11 L. gasseri -+ | +++ -+ +++ Sl B e 4+ ++ - -
T12 L. gasseri - +++ +++ +++ +++ 4+ +++ 4+ ++ - -
T53 L. fermentum - - - - - - - - T+ = B
T73 L. gasseri - - - - - - - N T+ T+ N
T113 L. salivarius + - ++ +++ - + + - ++ ++ +
T139 L. gasseri + +++ +++ +++ +++ +++ 4+ -+ ++ + +
T175 L. salivarius ++ +4++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ - - -
T193 L. gasseri +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ % —+ -
T195 L. reuteri - - - - - - - N I+ N Tt
T166 L. gasseri +++ +++ +++ ++ -+ +++ - +++ - - R
T167 L. gasseri +++ 4+ +++ + ++ - 4+ +++ - - -
T171 L. gasseri +++ +4++ +++ - ++ + ++ ++ 4% ++ -
T450 L. fermentum - - - - - - ++ - - - -
U311 Ped. acidilactici/pentosaceus - - - - - - - - ++ _ _
T563 Ped. acidilactici/pentosaceus/lolii* - - - - - - - - - S+ +
T367 B. animalis subsp. lactis - - - - - - +++ T+ T+ N R
T406 B. breve - - - - - - ++ - ++ ++ -
T453 B. breve + + ++ + + + +* +++ - - R

* +: cona inhibicije je manj$a od 2 mm, ++: cona inhibicije je velika med 2-4 mm, ++: cona inhibicije je vedja od 4 mm, -: ni inhibicije, * bistra cona inhibicije in
oster rob cone inhibicije, [1-15: Staph. epidermidis, 16-19: Staph. aureus, 110-111: Staph. lugdunensis
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Preglednica 16: Protimikrobna aktivnost izbranih bakterijskih izolatov iz kolostruma ali mleka proti indikatorskim sevom iz vrst Staph. lugdunensis, S. mitis, S.
salivarius, S. parasanguinis, C. amycolatum, C. pseudodipthericum in C. kroppenstedtii

Izbrani izolati Protimikrobna aktivnost proti izbranim indikatorskim sevom®
Oznaka Vrsta n2 | n3 | 114 115 116 7 | 118 119 120 121 122 123 | 124
izolata
U233 L. gasseri - - - - - - - + - - - - -
U257 L. casei/L. paracasei - - - - - - - + - - - - -
T11 L. gasseri - - - - - - + - - - - - -
T139 L. gasseri - - + - - + + ++ + - - + +
T193 L. gasseri - - - ¥ ¥ ++ ++ +++ ++ + - + -
T166 L. gasseri - - - - - - - - - +++ - - R

* +: cona inhibicije je manj$a od 2 mm, ++: cona inhibicije je velika med 2-4 mm, ++: cona inhibicije je veéja od 4 mm, -: ni inhibicije, * bistra cona inhibicije in
oster rob cone inhibicije, [12-113: S. mitis, 114-119: S. salivarius, 120: S. parasanguinis, 121 in 122: C. amycolatum, 123: C. pseudodipthericum, 124: C.
kroppenstedtii
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Gojisée z izraslim
indikatorskim sevom
Staph. epidermidis
MS58-01

Cona inhibicije

L. gasseri T11

Slika 9: Cona inhibicije pri delovanju bakterijskega izolata L. gasseri T11 (na sliki oznacen z L6) proti
indikatorskemu sevu Staph. epidermidis M58-01

Gojis¢e z izraslim
indikatorskim sevom
Staph. aureus M44-08

Cona inhibicije

B. breve T453

Slika 10: Cona inhibicije pri delovanju bakterijskega izolata B. breve T453 (na sliki oznacen z B4) proti
indikatorskemu sevu Staph. aureus M44-08

4.4.1 Protimikrobna aktivnost nevtraliziranih brezceli¢nih supernatantov testnih
izolatov

Zeleli smo preveriti, ali je protimikrobna snov, ki zavira rast indikatorskih bakterij kislina,
ki jo proizvajajo testni sevi, zato smo preverili, ali so protimikrobno aktivni tudi
supernatanti testnih sevov, ki smo jih predhodno nevtralizirali.

Preglednica 17 prikazuje protimikrobno aktivnost nevtraliziranih supernatantov testnih
izolatov, ki so pokazali protimikrobno aktivnost proti vsaj enemu indikatorskemu sevu.

Pri vecini supernatantov smo znotraj con inhibicije opazili rast posameznih kolonij (slika
11). Izjema je bil supernatant testnega izolata B. breve T453 (slika 12), ki je proti
indikatorskemu sevu S. epidermidis M36-01 (I12) pokazal bistro cono inhibicije.

Testirali smo vseh 23 sevov, ki so pokazali protimikrobno aktivnost proti vsaj enemu
indikatorskemu sevu. Iz preglednice 17 je razvidno, da je 12 testnih izolatov pokazalo
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protimikrobno aktivnost tudi po nevtralizaciji

supernatanta,

in sicer proti trem

indikatorskim sevom, enemu iz vrste S. salivarius in dvema iz vrste Staph. epidermidis.

Preglednica 17: Protimikrobna aktivnost nevtraliziranih supernatantov testnih izolatov proti indikatorskim
sevom Staph. epidermidis M36-01, Staph. epidermidis M53-01 in S. salivarius M84-01

Nevtralizirani Indikatorski sevi*
supernatanti testnih izolatov 2 3 I8
Staph. Staph. S. salivarius
Oznaka Vrsta epidermidis epidermidis M84-01
M36-01 M53-01

U258 L. casei/L. paracasei - - +
T11 L. gasseri - + +
TI12 L. gasseri - + +
T113 L. salivarius - + -
T139 L. gasseri - + +
T175 L. salivarius - + +
T193 L. gasseri - + +
T166 L. gasseri - + +
T167 L. gasseri + - +
T171 L. gasseri + - +
T367 B. animalis subsp. lactis - - +
T453 B. breve + - +

* +: protimikrobna aktivnost je prisotna
-: protimikrobna aktivnost ni prisotna

Gojis¢e z izraslim
indikatorskim sevom
S. salivarius M84-01 Nevtraliziran supernatant

L. casei/L. paracasei U258

Nevtraliziran
supernatant
L. gasseri T139 p Nevtraliziran supernatant

L. gasseri T11

Nevtraliziran
supernatant
L. gasseri T12

Slika 11: Cone inhibicij nevtraliziranih supernatantov bakterijskih izolatov L. casei/L. paracasei U258 (na
sliki oznacen z LS), L. gasseri T11 (na sliki oznacen z L6), L. gasseri T12 (na sliki oznacen z L7), L. gasseri
T139 (na sliki oznacen z L12) proti indikatorskemu sevu S. salivarius M84-01 (I8)
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Gojis¢e z izraslim
indikatorskim sevom
Staph. epidermidis

M36-01
Cona inhibicije

Slika 12: Cona inhibicije nevtraliziranega supernatanta testnega izolata B. breve T453 (na sliki oznacen z B4) proti
indikatorskemu sevu Staph. epidermidis M36-01 (12)

4.4.2 Narava protimikrobne snovi

Nevtralizirane supernatante smo obdelali z razli¢nimi proteoliticnimi encimi ali katalazo,
da bi ugotovili, ali je snov, ki je protimikrobno aktivna, proteinske narave ali morda
vodikov peroksid. V analizo smo vkljucili vse supernatante testnih izolatov, ki so po
nevtralizaciji pokazali protimikrobno aktivnost.

Tako kot pri ugotavljanju protimikrobne aktivnosti supernatantov, smo tudi tu znotraj con
inhibicij opazili rast posameznih kolonij.

Pri nobenem od sevov nismo opazili razlik v izgledu con inhibicije, povzrocenih z
nevtraliziranimi supernatanti in nevtraliziranimi supernatanti, obdelanimi z razli¢nimi
proteoliticnimi encimi (Slika 13). 1z tega je mogoce sklepati, da uporabljeni proteoliticni
encimi niso vplivali na protimikrobno aktivnost ter da za protimikrobno aktivnost niso
odgovorni proteini, ki bi jih uporabljeni encimi razgradili.

Katalaza je encim, ki katalizira razgradnjo vodikovega peroksida (Tao in sod., 2009). Ker
smo zeleli preveriti, ali je protimikrobna snov vodikov peroksid, smo supernatantom dodali
katalazo. V primeru, da indikatorski sev na mestu nanosa supernatanta z dodano katalazo
zraste bolje kot na mestu nanosa neobdelanega supernatanta, bi lahko sklepali, da rast
indikatorskega seva zavira vodikov peroksid, prisoten v supernatantu. Pri analizi pa smo
opazili, da je bila ob dodatku katalaze celo izboljSana rast indikatorskih bakterij, zato smo
preverili ali morda katalaza pomaga pri boljsi rasti indikatorja. To smo preverili tako, da
smo na agar z indikatorskimi sevi nanesli katalazo v isti koncentraciji, kot je bila v
supernatantu. Po inkubaciji smo pri vseh treh indikatorskih sevih opazili boljSo rast na
mestu, kjer smo nanesli katalazo in na ta nacin pokazali, da ta test ni primeren za
ugotavljanje, ali je za aktivnost supernatantov odgovoren vodikov peroksid.
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Neobdelan
supernatant izolata
B. breve T453

S katalazo obdelan
supernatant izolata
B. breve T453

Slika 13: Cona inhibicije pri ugotavljanju protimikrobne aktivnosti supernatantov izolata B. breve T453 (na
sliki oznacen z B4) predhodno tretiranih z encimi K: pronaza K, P: pepsin, T: tripsin, E: pronaza E in KA:
katalaza proti indikatorskemu sevu S. salivarius M84-01 (I8)



42
Srdarev T. Protimikrobna aktivnost mle¢nokislinskih bakterij...proti povzrociteljem mastitisa.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

5 RAZPRAVA

V skladu s cilji magistrskega dela smo iz vzorcev kolostruma in mleka slovenskih zensk
izolirali 324 izolatov, od katerih smo izbrali 59 unikatnih sevov. Do nivoja vrste smo
identificirali 49 izolatov. V nadaljevanju smo preverili Se protimikrobno aktivnost izbranih
izolatov proti bakterijskim sevom, ki so najpogostejSi povzrocitelji mastitisa in v analize
vkljucili tudi nekaj izolatov iz kolostruma, ki so bili predhodno pridobljeni in shranjeni v
zbirki mikroorganizmov na InStitutu za mlekarstvo in probiotike. Protimikrobno aktivnost
so proti bakterijskim sevom, ki so bili izolirani iz mleka mater obolelih za mastitisom,
pokazali bakterijski izolati iz rodov Lactobacillus, Pediococcus in Bifidobacterium. V
zadnjem delu naloge smo se osredotoCili Se na dolocCitev narave protimikrobne snovi.
Potrdili smo, da je glavni dejavnik protimikrobne aktivnosti tvorba organske kisline in
nizek pH. Predpostavili smo, da nekateri sevi lahko poleg kisline tvorijo Se druge
protimikrobne snovi, ki pa jih nismo mogli z gotovostjo dolociti.

5.1 GOJITVENE METODE

V nasi raziskavi nam je uspelo namnoziti 324 (46 % od vseh zamrznjenih) bakterijskih
izolatov iz vzorcev humanega mleka ali kolostruma. Od tega je bilo 107 (46 % od vseh
zamrznjenih) izolatov iz kolostruma, nacepljenih na gojisc¢e Rogosa, 140 (58 % od vseh
zamrznjenih) je bilo izolatov iz mleka, nacepljenih na gojiS€e Rogosa in 77 (34 % od vseh
zamrznjenih) izolatov iz vzorcev zrelega mleka, nacepljenih na gojis¢e TOS z mup.

Ozivitev je bila najmanj uspeSna v primeru izolatov iz zrelega mleka, ki so bili prvotno
pridobljeni z gojis¢a TOS z mup, namenjenega za selektivno gojenje bifidobakterij. Kaze,
da so bifidobakterije bolj obcutljive za zamrzovanje kot laktobacili. Po mikroskopskem
pregledu kolonij, izraslih na gojis¢u TOS z mup, smo iz nadaljnje analize Se dodatno
izloc¢ili bakterijske izolate, ki so imeli obliko kokov.

5.2 INDENTIFIKACIJA BAKTERIJ

Z metodo RAPD smo pridobili vzorce pomnozkov DNA 273-ih bakterijskih izolatov in jih
po podobnosti zdruzili v skupine. Z obema z.0. smo dobili primerljive rezultate. Metoda
RAPD se je izkazala za uspesno tudi v preteklih raziskavah. V raziskavi, ki so jo izvedli
TuSar in sod. (2014), so primerjali vzorce pomnozkov DNA 86 domnevnih laktobacilov,
izoliranih iz gojis¢a Rogosa. S primerjavo vzorcev pomnozkov DNA so dolo¢ili 11 skupin,
ki so se med seboj razlikovale. RAPD se je pokazala za uspesno metodo tudi za primerjavo
bakterijskih izolatov iz rodu Lactobacillus, Bifidobacterium in vrst S. epidermidis iz
vzorcev humanega mleka in vzorcev blata dojenckov, odvzetih v razlicnem casu (Solis in
sod., 2010).

Iz kolonij 52 izolatov smo osamili DNA, s PCR pomnozili odsek tarénega gena za /6S
rDNA ter pridobili nukleotidna zaporedja. Za potrjevanje uspesSnosti pomnozevanja s PCR
smo pregledali, ali je velikost pomnozkov enaka pri¢akovani (1468 bp). Analizirali smo 52
izolatov, pri ¢emer so vsi pokazali pricakovano velikost, z izjemo dveh izolatov iz
kolostruma in enega iz mleka, kjer nismo dobili pomnozkov. Nukleotidna zaporedja
izbranih 49 izolatov smo primerjali s podatki v genski banki NCBI s pomoc¢jo programa
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BLAST (Preglednica 14). Od skupaj 49 vzorcev, ki smo jih poslali na sekvenciranje, smo
izbrali 20 bakterijskih izolatov iz rodu Lactobacillus, 3 bakterijske izolate iz rodu
Bifidobacterium in 8 bakterijskih izolatov iz rodu Pediococcus.

Po pri¢akovanjih je veCina bakterijskih izolatov iz rodu Lactobacillus zrasla na gojiScu
Rogosa. Od skupaj 20 izolatov, ki smo jih uvrstili v skupino laktobacilov, je na gojiscu
Rogosa zraslo 19 izolatov in eden na gojis¢u TOS z mup. Vsi trije bakterijski izolati, ki
spadale v skupino laktobacilov ali bifidobakterij, so zrasle ali na gojisc¢u TOS (11 izolatov)
ali na gojiscu Rogosa (15 izolatov) (glej preglednico 14). Te smo, razen pediokokov (8
izolatov), izkljucili iz nadaljnje analize.

Rogosa je gojisce, ki podpira rast laktobacilov, ni pa popolnoma selektivno, saj na njem
lahko zrasejo tudi posamezni predstavniki drugih rodov, predvsem Pediococcus in
Enterococcus. Slabo selektivnost gojis¢a Rogosa so opisali tudi Jost in sod. (2013). Mozna
razlaga je ta, da je Ped. acidilactici manj obcutljiv na sobno temperaturo in ima zato boljSo
stopnjo prezivetja na gojiscu Rogosa (Attri in sod., 2015). Ped. acililactici smo izbrali za
nadaljnje analize protimikrobnega delovanja, ¢eprav smo predpostavili, da bodo proti
indikatorskim sevom bolje delovali izolati iz rodu Lactobacillus in Bifidobacterium.

Izolati laktobacilov so bili identificirani kot L. gasseri, L. fermentum, L. reuteri, L.
salivarius in L. crispatus. Prevladujo¢a vrsta je bila L. gasseri (10 izolatov) in L.
fermentum (6 izolatov). Od predstavnikov Bifidobacterium smo potrdili izolate iz vrst B.
breve in B. animalis subsp. lactis. Rezulati so skladni z literaturnimi podatki (Martin in
sod., 2003, Heikkila in Saris, 2003).

Pri nekaterih sevih nismo uspeli zanesljivo potrditi vrste. Tak primer je Ped. acidilactici,
Ped. pentosaceus ali Ped. lolii. Omenjene vrste so si zelo podobne po nukleotidnem
zaporedju 16S rDNA, zato sevov omenjenih vrst v€asih ne moremo razloCiti samo na
podlagi delnega zaporedja 16S rDNA. Ce bi Zeleli vedeti, katera vrsta je, bi lahko bodisi
sekvencirali celotno 7165 rDNA, drug del DNA ali pa naredili vrstno specificen PCR
(Bushell in Burns, 2012).

V nadaljnje analize ugotavljanja protimikrobne aktivnosti smo vkljucili tudi izolate iz
kolostruma, ki so bili predhodno izolirani na gojis¢u MRS in shranjeni v zbirki
mikroorganizmov na Institutu za mlekarstvo in probiotike. Za ugotavljanje protimikrobne
aktivnosti proti indikatorskim sevom smo tako izbrali 25 bakterijskih izolatov iz rodu
Lactobacillus, 18 iz rodu Pediococcus in 4 iz rodu Bifidobacterium.

5.3 PROTIMIKROBNA AKTIVNOST

Indikatorski sevi, ki smo jih uporabili v raziskavi, so bili predstavniki vrst, ki so najbolj
pogoste povzrociteljice mastitisa pri  zZenskah (Staphylococcus, Streptococcus in
Corynebacterium). Med njimi so stafilokoki glavni povzrocitelji infekcijskega mastitisa.
Dolgo casa je veljalo, da so bakterije Staphylococcus aureus najpogostejSe povzrociteljice
mastitisa, zadnje ¢ase pa se uveljavlja prepricanje, da so bakterije Staph. epidermidis pri
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mastiticnem obolenju pogosto prisotne v Se visjih koncentracijah kot Staph. aureus
(Jiménez in sod., 2008; Heikkila in Saris, 2003).

Kot najbolj protimikrobno aktivni proti indikatorskim sevom, ki sodijo v vrste, povezane z
mastitisom, so se pokazali sevi iz vrst L. gasseri, saj so vsi sevi pokazali protimikrobno
aktivnost. Tudi oba seva iz vrste L. salivarius in sev iz vrste L. casei ali L. paracasei so
izkazali mocno protimikrobno aktivnost. Protimikrobno aktivnost so izkazali tudi trije od
Stirth sevov Dbifidobakterij. Ostali laktobacili in pediokoki so le redko pokazali
protimikrobno aktivnost.

Inhibicijo, ki je glede na izgled cone znacilna za bakteriocine, smo opazili pri bakterijskih
izolatih L. gasseri T11 proti indikatorskim bakterijam Staph. epidermidis in Staph. aureus,
izolata L. gasseri T193 proti Staph. lugdunensis in S. salivarius, izolata L. gasseri T171
proti Staph. aureus in izolata B. breve T453 proti Staph. aureus. Da bistra cona inhibicije
indikatorskih sevov in oster rob cone inhibicije kazejo na delovanje bakteriocinov, so
porocali raziskovalci v predhodnih raziskavah (Rodriguez in sod., 2012). Morebitno
prisotnost bakteriocinov smo ugotavljali s preskusanjem supernatantov testnih kultur, ki
smo jih obdelali s proteoliticnimi encimi.

Protimikrobno aktivnost v supernatantih izolatov, ki smo jih nevtralizirali, da bi izkljucili
vpliv organskih kislin in pH, so pokazali izolati iz vrst L. casei/L. paracasei, L. gasseri, L.
salivarius, B. animalis subsp. lactis in B. breve. 1z tega lahko sklepamo, da je dobra
polovica (52 %) izolatov izkazala protimikrobno aktivnost, ki ni izklju¢no vezana na
tvorbo organskih kislin. Olivares in sod. (2006) so v svoji raziskavi opazili protimikrobno
delovanje supernatantov, pridobljenih po lizi in centrifugiranju iz razli¢nih laktobacilov iz
humanega mleka (L. gasseri CECT5714, L. gasseri CECTS5715, L. fermentum CECT5716,
L. salivarius CECTS5713, in L. coryniformis CECT5711), proti veCini patogenih
mikroorganizmov (Salmonella choleraesuis CECT4155, CECT409 in CECT443,
Escherichia coli CECT439, O157:H7 in CECT4076, Staph. aureus CECT4013 in
CECT976, Listeria monocytogenes Scott A in Clostridium tyrobutyricum CECT4011).
TakSna protimikrobna aktivnost se po nevtralizaciji supernatantov na pH 7 ni ve¢ pokazala,
zato so jo pripisali v prvi vrsti delovanju organskih kislin in pH.

Vsi bakterijski izolati, pri katerih je bilo v preizkusu s kulturami (spot-test) in v preizkusu z
netretiranimi supernatanti opaziti bistro cono in oster rob inhibicije, so po nevtralizaciji Se
vedno pokazali protimikrobno aktivnost.

5.4 PROTIMIKROBNA UCINKOVINA

Za ugotavljanje narave protimikrobne u¢inkovine smo nevtralizirane supernatante obdelali
z razli¢nimi proteoliticnimi encimi in katalazo, da bi ugotovili, ali smo z obdelavo vplivali
na protimikrobno aktivnost.

Inhibicijske cone so ostale nespremenjene. Tudi razlik med conami neobdelanih
supernatantov in conami obdelanih supernatantov s proteolitiénimi encimi nismo opazili.
Opazili pa smo, da je pri ugotavljanju protimikrobne aktivnosti, kot tudi pri ugotavljanju
narave protimikrobne snovi, znotraj con inhibicij vidna rast posameznih kolonij. Kolonije
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so zrasle znotraj cone inhibicije bodisi zato, ker so nekatere kolonije indikatorskega seva
razvile odpornost proti snovi, ki ostale kolonije inhibira, ali pa zato, ker so indikatorske
kulture meSanica dveh razlicnih sevov, od katerih je en bolj odporen, drugi pa bolj
obcutljiv za protimikrobne snovi. Prav tako smo opazili, da je bila ob dodatku katalaze ali s
katalazo obdelanih supernatantov izboljSana rast nekaterih indikatorskih bakterij. Ker je Ze
sama katalaza (brez supernatanta) vplivala na izboljSano rast indikatorskih bakterij, izid
testa ne potrjuje, da je v supernatantih res prisoten vodikov peroksid. Martin in sod. (2005)
so sicer v svoji raziskavi opazili, da izolati iz humanega mleka L. fermentum CECT5716,
L. gasseri CECT5714 in L. gasseri CECT5715, gojeni na agarju MRS, izlocCajo velike
koli¢ine mle¢ne kisline in vodikovega peroksida, ne pa bakteriocinov ali reuterina.

Lahko sklepamo, da nekateri izolati, ki so izkazali inhibicijo pri preizkusu supernatantov,
obdelanih s proteoliticnimi encimi ali katalazo, poleg kisline tvorijo Se protimikrobne
snovi, ki jih izbrani proteoliticni encimi ali katalaza niso razgradili. Lahko, da gre za
bakteriocine, ki jih z izbranimi proteoliticnimi encimi nismo uspeli razgraditi, ali za kake
druge snovi.

Vse bakterijske vrste iz rodov Lactobacillus in Bifidobacterium, ki jih najdemo v
humanem mleku, veljajo za varne, oziroma imajo status QPS (angl. Qualified Presumption
of Safety), doloCen s strani Evropske agencije za varno hrano (angl. European Food Safety
Authority (EFSA, 2015). Tipi¢ne predstavnice so L. gasseri, L. salivarius, L. reuteri, L.
fermentum in B. breve. Te bakterije imajo sposobnost prezivetja v nasem prebavnem traktu
in sobivanja z gostiteljem v simbiotskem odnosu vse od rojstva. Poleg tega imajo nekateri
sevi protimikrobno, protivnetno, imunomodulatorno in/ali metabolno vlogo. Arroyo in sod.
(2010) so pokazali, da posamezni izolati mlec¢nokislinskih bakterij, predvsem iz rodu
laktobacilov, kazejo protimikrobno aktivnost proti povzrociteljem mastitisa. Za dva seva
laktobacilov, osamljena iz humanega mleka (L. fermentum CECT 5716 in L. salivarius
CECT 5713), so dokazali u¢inkovitost za zdravljenje infekcijskega mastitisa med dojenjem
tudi v klini¢ni Studiji, v kateri so matere uzivale bakterije v liofilizirani obliki.

Glede na pridobljene rezultate lahko zaklju¢imo, da so v humanem kolostrumu in mleku
prisotne kultivabilne mlecnokislinske bakterije in bifidobakterije, ki izkazujejo
protimikrobno aktivnost proti najpogostejSim povzrociteljem laktacijskega mastitisa.
Nadaljnje raziskave v tej smeri so zato klju¢nega pomena.

Na podlagi rezultatov magistrskega dela smo potrdili prve tri zastavljene hipoteze. V
humanem kolostrumu in mleku smo dolocili prisotnost mlecnokislinskih bakterij in
bifidobakterij, ki so pokazale protimikrobno aktivnost proti posameznim povzrociteljem
mastitisa. Prav tako je vecina izkazala protimikrobno aktivnost s tvorbo organske kisline in
nizke vrednosti pH. Z gotovostjo pa nismo mogli potrditi zadnje hipoteze, saj nam ni
uspelo dokazati prisotnost bakteriocinov.
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6 SKLEPI
e Kolostrum in mleko sta bogata vira mlecnokislinskih bakterij in bifidobakterij.

e V mleku in kolostrumu prevladujoci sevi, ki so izkazali zelo dobre protimikrobne
lastnosti, pripadajo vrsti L. gasseri. Kot najbolj protimikrobno aktiven se je pokazal
sev L. gasseri T193.

e Seva bifidobakterij iz mleka, ki sta pokazala zelo dobre protimikrobne lastnosti,
pripadata vrsti B. breve. Najbolj protimikrobno aktiven je bil sev B. breve T453.

e Poglavitni dejavniki protimikrobne aktivnosti izbranih bakterijskih izolatov so
organske kisline in nizka vrednost pH.

e Najbolj ucinkovito protimikrobno aktivnost so bakterijski izolati iz kolostruma in
mleka pokazali proti indikatorskim bakterijam iz vrst Staph. epidermidis in Staph.
aureus, ki sta najpogostejsi povzrociteljici mastitisa pri Zenskah.

e Protimikrobno aktivnost, ki ni izklju¢no vezana na tvorbo organskih kislin, so izkazali
bakterijski izolati iz vrst L. gasseri, L. salivarius, L. casei ali L. paracasei, B. animalis
subsp. lactis in B. breve. Predpostavimo lahko, da slednji tvorijo protimikrobne snovi,
ki jih izbrani proteoliti¢ni encimi ali katalaza niso razgradili.
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7 POVZETEK

Mlecna zleza v fazi laktacije preide preko mnogih sprememb. Povecan dotok limfe in krvi
do mlec¢ne Zleze in sproscanje oksitocina vpliva na kontrakcijo mioepitelnih celic in s tem
tudi na prisotnost endogenih bakterij v mleku. Sprememba mle¢ne Zleze pozitivno vpliva
na formacijo biofilma v mle¢nih vodih in mle¢ni areoli, kar vodi v razvoj specificne
mikrobiote mle¢ne zleze. Klini¢ne Studije so dokazale, da ima kontroliran vnos specifi¢nih
bakterijskih sevov klju¢en pomen pri prepre¢evanju bolezni ali izboljSanju zdravstvenega
stanja tudi izven gastrointestinalnega trakta. Vir bakterij mlecne Zleze je tudi materina koza
in dojenckova ustna mikrobiota. Nekatere Studije nakazujejo, da lahko dolocene bakterije
1z materinega Crevesja uporabijo mononuklearne celice imunskega sistema za prenos do
mlecne zZleze in kasneje, prek mleka, tudi do dojenckovega crevesja.

V nalogi smo proucili 273 izolatov, predhodno pridobljenih iz vzorcev kolostruma in
mleka. Z metodo RAPD smo pridobili vzorce pomnozkov DNA in jih po podobnosti
zdruzili v skupine. Od 273 ozivljenih bakterijskih izolatov, smo jih s sekvenciranjem
identificirali do vrste 49. Rezultati analiz so pokazali, da 20 bakterijskih izolatov sodi v rod
Lactobacillus, trije v rod Bifidobacterium, 8 v rod Pediococcus, dva v rod Enterococcus,
stirje v rod Staphylococcus, eden v rod Corynebacterium in 11 v rod Actinomyces.
Obravnavali smo samo bakterije iz rodu Lactobacillus, Bifidobacterium in Pediococcus. V
nadaljnje analize, ki so vkljuc¢evale ugotavljanje protimikrobne aktivnosti, smo vkljucili
tudi izolate, ki so bili predhodno pridobljeni iz mleka in kolostruma ter shranjeni v zbirki
mikroorganizmov InStituta za mlekarstvo in probiotike. Za ugotavljanje protimikrobne
aktivnosti proti indikatorskim bakterijam smo tako izbrali 25 bakterijskih izolatov iz rodu
Lactobacillus, 18 iz rodu Pediococcus in 4 iz rodu Bifidobacterium. Mo¢no protimikrobno
aktivnost proti indikatorskim bakterijam so pokazale predvsem predstavnice vrst L.
gasseri, L. salivarius, L. casei ali L. paracasei in B. breve. Glavni dejavniki protimikrobne
aktivnosti so bile tvorba organske kisline in nizek pH. Najbolj u¢inkovito protimikrobno
aktivnost so Dbakterijski izolati pokazali proti indikatorskima bakterijama Staph.
epidermidis in Staph. aureus, ki sta najpogostejsi povzrociteljici mastitisa pri Zenskah.

Predpostavili smo, da je pri nekaterih izolatih iz vrst L. gasseri, L. salivarius, L. casei ali L.
paracasei, B. animalis subsp. lactis in B. breve, poleg kisline prisotna Se protimikrobna
snov, ki je najverjetneje bakteriocin, ki ga z izbranimi proteolitiénimi encimi nismo uspeli
inaktiviarati. Ne moremo tudi izkljuciti moznosti, da nekateri bakterijski izolati tvorijo
vodikov peroksid.

Zakljucili smo, da so potrebne nadaljnje raziskave v smeri proucevanja moznih
protimikrobnih snovi, ki jih tvorijo bakterije, osamljene iz kolostruma in mleka. V nasi
raziskavi nam je uspelo dokazati, da so v humanem mleku in kolostrumu prisotne
bakterije, ki imajo dobre protimikrobne lastnosti proti bakterijam, ki so najpogostejse
povzrociteljice laktacijskega mastitisa in bi zato lahko predstavljale dobro alternativo
zdravljenju mastitisa z antibiotiki.
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