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Uvod 

Od prvih dana primene antibiotika poznate su različite posledice njihove 
upotrebe. Pored toksičnog delovanja, pojave alergije, poremećaja u ekologiji 
mikroorganizama, hipo- i avitaminoza — veliki problem predstavlja i rezisten
cija bakterija prema jednom ili više antibiotika. 

Nepravilno korišćenje antibiotika u praksi uslovljava pojavu antibiotika 
u animalnim proizvodima namenjenim ishrani ljudi. Stoga je relativno čest 
slučaj da se antibiotici nalaze u mleku iako zakonski propisi definišu postupak 
sa mlekom lečenih životinja kao i kontrolu mleka na prisustvo antibiotika. U 
vezi sa ovim može se pretpostaviti da bakterije koje čine tehnološku mikro-
floru mlečnih proizvoda mogu da steknu rezistenciju prema antibioticima. 
Poznato je da su bakterije mlečne kiseline, a naročito S t r e p t o c o c c u s 
t h e r m o p h i l u s osetljive prema antibioticima, pa se usled toga pri kiselje
nju mleka prisustvo antibiotika ispoljava u delimičnoj ili potpunoj inhibiciji 
fermentativnog procesa. Međutim, ako bi tehnološka mikroflora zbog bilo kojih 
razloga bila rezistentna prema antibioticima moglo bi se dogoditi da u pro 
met dospeju proizvodi od mleka koji sadrže antibiotike. 

Da bismo bliže upoznali mehanizam sticanja rezistencije prema antibioti
cima tehnološke mikroflore kiselo-mlečnih proizvoda, istraživali smo kojom di
namikom odabrani sojevi stiču rezistenciju, da li dolazi do promena u osnov
nim osobinama i koliko dugo i pod kojim uslovima odabrane bakterijske vrste 
održavaju stečenu rezistenciju. 

Materijal i metode rada 

Za rad smo odabrali jogurtnu kulturu sastavljenu od vrsta L a c t o b a 
c i l l u s b u l g a r i c u s i S t r . t h e r m o p h l u s , a od antibiotika streptomi-
streptomicin. 

Prvo smo proverili osjetljivost odabranih jogurtnih kultura prema strepto
micinu zasijavanjem u sterilno mleko u kome se nalazio streptomicin u kon
centraciji od 5 mikrograma u ml mleka. Mada smo utvrdili da su odabrani 
sojevi osjetljivi prema streptomicinu, budući nije dolazilo do grušanja mleka 
i pored produžene inkubacije, pristupili smo privikavanju sojeva na veće kon
centracije streptomicina u hranjivoj podlozi. 

Radi lakšeg praćenja razvoja rezistencije, odlučili smo da radimo sa od
vojenim kulturama vrste. L b . b u l g a r i c u s i S t r . t h e r m o p h i l u s 
u odgovarajućim hranljivim podlogama. Kao najpodesniju hranljivu podlogu 
za vrstu L b . b u l g a r i c u s izabrali smo specijalnu hranljivu podlogu za 
uzgoj laktobacila MRS (De Man, Rogosa, Sharpe), a za S t r . t h e r m o p h i 
l u s glokuzni bujon. 
Referat sa XIII. Seminara za mljekarsku industriju, održan 5—7. II. na Tehnološkom fakultetu 
u Zagrebu 
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Odabrane sojeve vrs te L b . b u l g a r i c u s i S t r . t h e r m o p h i l u s 
p r iv ikava l i smo na veće koncentraci je s t reptomicina , pos tepenim povećava
njem koncent rac i je s t reptomicina u osnovnim podlogama. Zasejane podloge 
držal i smo pr i 37°C 24—48 časova, pa ukol iko je u M R S bujonu ili glukoznom 
bujonu nastaja lo zamućenje sa ta logom značilo je da su sojevi bili sposobni 
da ras tu u toj koncentraci j i s t reptomicina, odnosno da je post ignut određeni 
s tepen rezistencije. 

Povećanje rezistencije vrs ta L b . b u l g a r i c u s i t h e r m o p h i l u s , 
post izano je dal j im prese javanjem u iste podloge, ali sa većim koncentraci jania 
s t reptomicina. Prese javanja su vršena iz podloga u koj ima je bilo ras ta pri 
na jvećim koncent rac i jama s t reptomicina. 

Rezultati i diskusija 

Rezul ta t i is t raživanja su pokazali da je odabran i soj vrs te L b . ' b u l g a 
r i c u s u prvoj pasaži bio u s tanju da ras te u p r i sus tvu od 0,5 mik rog rama u 
1 ml podloge nakon inkubaci je od 24 časa. 

Već posle d ruge pasaže pos t ignuta je rezis tenci ja p r e m a 5 mik rog rama 
s t reptomicina u ml podloge, u trećoj p r e m a 5.000 m i k r o g r a m a / m l , a u če tvr
toj p r ema 500.000 mik rog rama /ml (0,5 g/ml). U trećoj i četvr toj pasaži ras t u 
podlogama s povećanim koncent rac i jama ant ib io t ika dokazan je tek nakon 48 
časova. U petoj pasaži pr i koncentraci j i od 0,5 g /ml ras t je dokazan nakon 24 
časa. 

U tab . 1. da t je pregled d inamike post izanja rezis tenci je p r ema s t rep to-
mic inu odabranog soja v rs te L b . b u l g a r i c u s . 

Dinamika sticanja rezistencije prema streptomicinu odabranog soja bakterije 
L a c t o b a c i l u s b u l g a r i c u s nakon pet pasaža. 

Tablica 1. 

Koncentracija redosled pasaža 
streptomicina 

+ + + + + — -L- + + -f 
— + + + + — + + + — + + — — + + 

U mikrogr./ml 1. 2. 3. 4. 5. 

0,5 
5 
50 
500 
50.000 
500.000 

Rezul ta t i is t raživanja ras ta vrs te S t r . t h e r m o p h i l u s u pr i sus tvu an
t ibiot ika, pokazal i su da se ove bakter i je mogu razmnožava t i u pr i sus tvu od 
0,5 m i k r o g r a m a s t reptomicina u 1 ml podloge. U drugoj pasaži bilo je ras ta pr i 
koncentraci j i od 50 mik rograma u 1 ml, u trećoj p r i 0,5 g/ml, ali je v r eme in
kubaci je bilo produženo na 40 časova. U četvr to j pasaži ponovl jena je kon
centraci ja od 0,5 g/ml, samo je bilo skraćeno v r e m e inkubaci je . Svaka n a r e 
dna inkubaci ja t ra ja la je po 24 časa, posle koje se mogao uočiti bogat rast 
bak te r i j a u hran j iv im podlogama. 

U tab . 2 da t je pregled d inamike post izanja rezistencije p rema s t rep tomi
cinu odabranog soja vrs te S t r . t h e r m o p h i l u s . 
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Dinamika sticanja rezistencije prema streptomicinu soja bakterije 
S t r e p t o c o c c u s t h e r m o p h i l u s nakon pet pasaža. 

Tablica 2. 
Koncentracija redosled pasaža 

u mikrogram./ml 1. 2. 3. 4. 5. 

0,5 + + + + + 
5 — + + + + 
50 — — + + + 
500 — .— + + + 
5.000 — — + + + 
50.000 — — — + + 
500.000 — — — + + 

Nakon post izanja rezistencije p rema s t reptomicinu, pomešal i smo oba r e 
zis tentna soja bak te r i j a L b . b u l g a r i c u s i S t r . t h e r m o p h i l u s i 
izvršili zase javanje s ter i lnog mleka sa dodatkom ant ib io t ika u koncen t rac i jama 
od 50, 500, 5.000 i 50.000 mik rog rama u ml. Posle t r i časa inkubaci je pojavilo 
se grušanje mleka u sv im epruve tama. 

In te resan tno je da smo kod obe vrs te bakter i ja p r i l ikom povećanja kol i 
čine ant ib io t ika u podlogama, moral i da produžimo v r e m e inkubaci je do 48 
časova, da bi t ek t ada mogl i da u tvrd imo bogat ras t bak te r i j a . Razlog za ovu 
pojavu traži l i smo u mehan izmima nastajanja rezistencije. Saglasno s poda 
cima iz l i t e r a t u r e možemo pre tpos tavi t i da su naše bak t e r i j ske populaci je bi le 
he terogene u svom sas tavu tako, da su nakon de lovanja ant ibiot ika pokaza le 
različita svojstva. J e d n e su bile odmah ubijene, d r u g e devi tal izovane, t reće su 
ostale u ž ivotu ali se nisu mogle razmnožavat i i, najzad, preosta le su bile 
žive i dalje se r azmnožava le uprkos visokim koncen t rac i j ama ant ibiot ika. J a v 
lja se, dakle , selekcija koja favorizira nadživl javanje p r i rodn ih »vari jant i«. 
Pored selekcije, koja j e posledica p r iv remene promenl j ivost i , rezistencija se 
može manifes tovat i mutac i jom. U jednoj populacij i dot le homogenoj mogu se 
pod određenim us lovima u jednom momentu s tvori t i novi tipovi. Ove p r o m e -
ne su uvek spon tane i nagle , mada je potrebno više časova p r e nego što se 
ispolje. 

Ove mutac i j e mik roorgan izama mogu biti izazvane razn im m u t a g e n i m 
sredstvima. U l i t e r a tu r i ima podataka da je i s t rep tomic in jedno od takvih 
sreds tava koje može izazvat i mutagene p romene u bak te r i j ama . 

Iz toga ne t r eba zakl juči t i da su uzroci rezistencije p r e m a s t rep tomic inu 
mnogih v r s t a bak t e r i j a samo ove pr i rode. 

K a d a smo j e d n o m dobili bogat ras t rezis tentnih sojeva v r s ta L b . b u l g a 
r i c u s i S t r . t h e r m o p h i l u s u podlogama sa visokim koncent rac i jama 
s t rep tomic ina posle duže inkubaci je , svaka na redna pasaža t ra ja la je k raće v r i -
me tako, da smo na k ra ju ogleda spajanjem obe v r s t e bak te r i j a dobili j ogu r t 
posle 3 sa ta inkubaci je . 

Na ovaj smo nač in u tv rd i l i da se nakon s t icanja rezistencije v r s ta L b . 
b u l g a r i c u s i S t r . t h e r m o p h i l u s nisu ispi t ivane, ali će p r e d s t a v 
ljati p r e d m e t naš ih dal j ih is traživanja niza svojs tava koja se pr ipisuju ovim 
bak te r i j ama pr i i sh ran i l judi . 

Održavanje s tečene rezistencije jogur tne ku l tu re p roverava l i smo svaka 
24 časa u toku 7 d a n a zasejavanjem hranj iv ih podloga sa doda tkom visokih 
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koncentracija streptomicina i uvek smo uspevali da dokažemo rast, što nije 
bilo mogućno postići sa kontrolnim sojevima nepriviknutim na streptomicin. 
Zahvaljujući ovoj osobini da se stečena rezistencija prema streptomicinu ne 
gubi stajanjem, može se prisustvo rezistentnih sojeva prema streptomicinu. 
dokazati u jogurtu u onom terminu koji se predviđa kao rok upotrebe. 

Zaključak 

1) Rezistencija bakterija L b . b u l g a r i c u s i S t r . t h e r m o p h i l u s 
prema streptomicinu i laboratorijskim uslovima postignuta je za 7 dana. 

2) Rezistentni sojevi prema streptomicinu nisu izgubili osobinu da kisele 
i grušaju mleko za isto vreme kao i kontrolni sojevi istih bakterija. 

3) Stečena osobina rezistencije nije se izgubila ni u kulturama starim 7 
dana. 

OBAVIJEST ČLANOVIMA UDRUŽENJA 

GLAVNA GODIŠNJA SKUPŠTINA UDRUŽENJA MLJEKAR
SKIH RADNIKA SRH ODRŽAT ĆE SE DNE 12. LIPNJA 1975. S PO
ČETKOM U 10 SATI U »PIONIR«MLJEKARSKA INDUSTRIJA — ŽU
PANJA 
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