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Uvod

Od prvih dana primene antibiotika poznate su razli¢ite posledice njihove
upotrebe. Pored toksi¢nog delovanja, pojave alergije, poreme¢aja u ekologiji
mikroorganizama, hipo- i avitaminoza — veliki problem predstavlja i rezisten-
cija bakterija prema jednom ili viSe antibiotika.

Nepravilno koris¢enje antibiotika u praksi uslovljava pojavu antibiotika
u animalnim proizvodima namenjenim ishrani ljudi. Stoga je relativno cest
slu¢aj da se antibiotici nalaze u mleku iako zakonski propisi definisu postupak
sa mlekom legenih Zivotinja kao i kontrolu mleka na prisustvo antibiotika. U
vezi sa ovim moZe se pretpostaviti da bakterije koje ¢ine tehnolosku mikro-
floru mleénih proizvoda mogu da steknu rezistenciju prema antibioticima.
Poznato je da su bakterije mlefne kiseline, a naro¢ito Streptococcus
thermophilus osetljive prema antibioticima, pa se usled toga pri kiselje-
nju mleka prisustvo antibiotika ispoljava u delimiénoj ili potpunoj inhibicij:
fermentativnog procesa. Medutim, ako bi tehnolo$ka mikroflora zbog bilo kojit
razloga bila rezistentna prema antibioticima moglo bi se dogoditi da u pro
met dospeju proizvodi od mleka koji sadrze antibiotike.

Da bismo blize upoznali mehanizam sticanja rezistencije prema antibiotfi-
cima tehnoloske mikroflore kiselo-mleénih proizvoda, istrazivali smo kojom di-
namikom odabrani sojevi sti¢u rezistenciju, da li dolazi do promena u osnov-
nim osobinama i koliko dugo i pod kojim uslovima odabrane bakterijske vrste
odrzavaju ste¢enu rezistenciju.

Materijal i metode rada

Za rad smo odabrali jogurtnu kulturu sastavljenu od vrsta Lactoba-
cillus bulgaricus i Str.thermophlus, a od antibiotika streptomi-
streptomicin.

Prvo smo proverili osjetljivost odabranih jogurinih kultura prema strepte-
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, buduéi nije dolazilo do gruSanja mleka
i pored produZene inkubacije, pristupili smo privikavanju sojeva na veée kon-
centracije streptomicina u hranjivoj podlozi.

Radi lakSeg pracenja razvoja rezistencije, odlué¢ili smo da radimo sa od-
vojenim kulturama vrste. Lb. bulgaricus i Str. thermophilus
u odgovarajué¢im hranljivim podlogama. Kao najpodesniju hranljivu podlogu
za vrstu Lb. bulgaricus izabrali smo specijalnu hranljivu podlogu za
uzgoj laktobacila MRS (De Man, Rogosa, Sharpe), a za Str. thermophi-
lus glokuzni bujon.

Referat sa XIII. Seminara za mljekarsku industriju, odrZan 5—7. II. na Tehnoloskom fakultetu
u Zagrebu
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Odabrane sojeve vrste Lb. bulgaricus i Str. thermophilus
privikavali smo na veée Kkoncentracije streptomicina, postepenim povecéava-
njem koncentracije streptomicina u osnovnim podlogama. Zasejane podloge
drZali smo pri 37°C 24—48 ¢asova, pa ukoliko je u MRS bujonu ili glukoznom
bujonu nastajalo zamuéenje sa talogom zna¢ilo je da su sojevi bili sposobni
da rastu u toj koncentraciji streptomicina, odnosno da je postignut odredeni
stepen rezistencije.

Poveéanje rezistencije vrsta Lb. bulgaricus i thermophilus,
postizano je daljim presejavanjem u iste podloge, ali sa ve¢im koncentracijama
streptomicina. Presejavanja su vrSena iz podloga u kojima je bilo rasta pri
najveéim koncentracijama streptomicina.

Rezultati i diskusija

Rezultati istraZivanja su pokazali da je odabrani soj vrste Lb.: bulg a-
ricus u prvoj pasaZi bio u stanju da raste u prisustvu od 0,5 mikrograma u
1 ml podloge nakon inkubacije od 24 ¢asa.

Veé posle druge pasaze postignuta je rezistencija prema 5 mikrograma
streptomicina u ml podloge, u treéoj prema 5.000 mikrograma/ml, a u &etvr-
toj prema 500.000 mikrograma/ml (0,5 g/ml). U treéoj i ¢etvrtoj pasazi rast u
podlogama s poveéanim koncentracijama antibiotika dokazan je tek nakon 48
dasova. U petoj pasaZi pri koncentraciji od 0,5 g/ml rast je dokazan nakon 24
casa.

U tab. 1. dat je pregled dinamike postizanja rezistencije prema strepto-
micinu odabranog soja vrste Lb. bulgaricus.

Dinamika sticanja rezistencije prema streptomicinu odabranog soja bakterije
Lactobacilus bulgaricus nakon pet pasaza.

Tablica 1.
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Rezultati istrazivanja rasta vrste Str. thermophilus u prisustvu an-
tibiotika, pokazali su da se ove bakterije mogu razmnoZavati u prisustvu od
0,5 mikrograma streptomicina u 1 ml podloge. U drugoj pasazi bilo je rasta pri
koncentraciji od 50 mikrograma u 1 ml, u treéoj pri 0,5 g/ml, ali je vreme in-
kubacije bilo produZeno na 40 ¢asova. U ¢etvrtoj pasaZi ponovljena je kon-
centracija od 0,5 g/ml, samo je bilo skraéeno vreme inkubacije. Svaka nare-
dna inkubacija trajala je po 24 &asa, posle koje se mogao uociti bogat rast
bakterija u hranjivim podlogama.

U tab. 2 dat je pregled dinamike postizanja rezistencije prema streptomi-
cinu odabranog soja vrste Str. thermophilus.
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Dinamika sticanja rezistencije prema streptomicinu soja bakterije
Streptococcus thermophilus nakon pet pasaza.
Tablica 2.
Koncentracija redosled pasaza
streptomicina
u mikrogram./ml 2. 3.
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Nakon postizanja rezistencije prema streptomicinu, pome$ali smo oba re-
zistentna soja bakterija Lb. bulgaricus i Str. thermophilus i
izvrsili zasejavanje sterilnog mleka sa dodatkom antibiotika u koncentracijama
od 50, 500, 5.000 i 50.000 mikrograma u ml. Posle tri ¢asa inkubacije pojavilo
se gruSanje mleka u svim epruvetama.

Interesantno je da smo kod obe vrste bakterija prilikom poveéanja koli-
¢ine antibiotika u podlogama, morali da produZimo vreme inkubacije do 48
¢asova, da bi tek tada mogli da utvrdimo bogat rast bakterija. Razlog za ovu
pojavu trazili smo u mehanizmima nastajanja rezistencije. Saglasno s poda-
cima iz literature mozemo pretpostaviti da su naSe bakterijske populacije bile
heterogene u svom sastavu tako, da su nakon delovanja antibiotika pokazale
razli¢ita svojstva. Jedne su bile odmah ubijene, druge devitalizovane, tre¢e su
ostale u Zivotu ali se nisu mogle razmnoZavati i, najzad, preostale su bile
zive i dalje se razmnoZavale uprkos visokim koncentracijama antibiotika. Jav-
lja se, dakle, selekcija koja favorizira nadZivljavanje prirodnih »varijantie.
Pored selekcije, koja je posledica privremene promenljivosti, rezistencija se
moZe manifestovati mutacijom. U jednoj populaciji dotle homogenoj mogu se
pod odredenim uslovima u jednom momentu stvoriti novi tipovi. Ove prome-
ne su uvek spontane i nagle, mada je potrebno viSe Casova pre nego §to se
ispolje.

Ove mutacije mikroorganizama mogu biti izazvane raznim mutagenim
sredstvima. U literaturi ima podataka da je i streptomicin jedno od takvih
sredstava koje moze izazvati mutagene promene u bakterijama.

1z toga ne treba zakljuciti da su uzroci rezistencije prema streptomicinu
mnogih vrsta bakterija samo ove prirode.

Kada smo jednom dobili bogat rast rezistentnih sojeva vrsta Lbh. bulga-
ricus i Str. thermophilus u podlogama sa visokim koncentracijama
streptomicina posle duZe inkubacije, svaka naredna pasaza trajala je kraée vri-
me tako, da smo na kraju ogleda spajanjem obe vrste bakterija dobili jogurt
posle 3 sata inkubacije.

Na ovaj smo nadin utvrdili da se nakon sticanja rezistencije vrsta L b
bulgaricus i Str. thermophilus nisu ispitivane, ali ¢e predstav-
ljati predmet nasih daljih istrazivanja niza svojstava koja se pripisuju ovim
bakterijama pri ishrani ljudi.

Odrzavanje stefene rezistencije jogurtne kulture proveravali smo svaka
24 tasa u toku 7 dana zasejavanjem hranjivih podloga sa dodatkom visokih
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koncentracija streptomicina i uvek smo uspevali da dokaZemo rast, Sto nije
bilo moguéno posti¢i sa kontrolnim sojevima nepriviknutim na streptomicin.
Zahvaljujuéi ovoj osobini da se steCena rezistencija prema streptomicinu ne
gubi stajanjem, moZe se prisustvo rezistentnih sojeva prema streptomicinu
dokazati u jogurtu u onom terminu koji se predvida kao rok upotrebe.

Zakljuéak

1) Rezistencija bakterija Lb. bulgaricus i Str.thermophilus
prema streptomicinu i laboratorijskim uslovima postignuta je za 7 dana.

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

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

OBAVIJEST CLANOVIMA UDRUZENJA

GLAVNA GODISNJA SKUPSTINA UDRUZENJA MLIJEKAR-
SKIH RADNIKA SRH ODRZAT CE SE DNE 12. LIPNJA 1975. S PO-
CETKOM U 10 SATI U »PIONIR«<MLJEKARSKA INDUSTRIJA — ZU-
PANJA
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