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REZISTENCIJA NA TETRACIKLIN BAKTERIJA MLECNE KISELINE IZOLOVANIH IZ
TRADICIONALNIH SIREVA SRBIJE

Kratak sadrzaj

Lanac hrane predstavlja jedan od mogucih puteva transmisije bakterija rezistentnih
na antibiotike izmedu populacija Zivotinja i ljudi. Komensalne bakterije, poreklom od
Zivotinja, predstavljaju deo mikrobiote hrane Zivotinjskog porekla, i cesto se
prepoznaju kao ,rezervoari“ gena za rezistenciju na antibiotike. Rezistencija na
tetraciklin kod komensalnih bakterija je dobro dokumentovana i s obzirom da je
prenosive prirode, koristi se kao model za pracenje ekologije rezistencije na antibiotike.
Homoljski, zlatarski i sjenicki sir su na nacionalnom nivou zaStiCeni oznakom
geografskog porekla. Proizvode se na tradicionalan nacin, od sirovog mleka, te
bakterije mlec¢ne kiseline, poreklom iz sirovine i/ili procesnog okruZenja ¢ine znacajan
deo mikrobiote tradicionalnih sireva Srbije. U naucnoj literaturi postoje brojni podaci
o tome da bakterije mlecne kiseline mogu biti nosioci gena za rezistenciju na

antibiotike.

Ciljevi ove doktorske disertacije bili su: karakterizacija biodiverziteta
tradicionalnih sireva Srbije, utvrdivanje fenotipa i prevalencije rezistencije na
antibiotike i genetske baze rezistencije na tetraciklin kod izolata bakterija mle¢ne
kiseline poreklom iz tradicionalnih sireva, kao i mogucnosti prenosa tet gena u

uslovima in vitro.

Ukupno 48 uzoraka tradicionalnih sireva (13 uzoraka homoljskog sira, 20
zlatarskog i 15 uzoraka sjenic¢kog sira), zasejano je na MRS-S agar radi utvrdivanja broja
BMK i na MRS-S agar sa dodatkom tetraciklina u dvostrukorastu¢im koncentracijama
(1-256 pg/ml), kako bi se utvrdila zastupljenost populacije BMK rezistentne na
tetraciklin. Prosecan broj BMK u uzorcima homoljskog sira iznosio je 7,65+1,09 log
CFU/g, u uzorcima zlatarskog sira 7,74+0,6 log CFU/g i u uzorcima sjenickog sira
7,47+0,71 log CFU/g. Pri koncentraciji tetraciklina od 64 pg/ml primeceno je vece

smanjenje broja BMK. U uzorcima homoljskog sira broj BMK je iznosio 3,98+2,28 log



CFU/g, u uzorcima zlatarskog sira 3,35%£2,02 log CFU/g i u uzorcima sjenickog sira
3,93+2,24 log CFU/g. Na osnovu bojenja po Gramm-u i reakcije katalaze izabrano je
223 primoizolata koji su vodili poreklo sa MRS-S agara i MRS-S agara u koje je dodat
tetraciklin. Primenom metode rep-PCR sa (GTG)5 prajmerom, 162 (72,65%) izolata
BMK pokazalo je razli¢ite rep-PCR ,fingerprint“ tipove. MALDI TOF masena
spektrometrija se pokazala kao pouzdana metoda u identifikaciji BMK poreklom iz
tradicionalnih sireva. Identifikovano je 155 (95,68%) izolata, a mikrobiotu BMK
tradicionalnih sireva su Ccinele sledeée vrste: Lactobacillus plantarum (23,87%),
Lactobacillus paracasei (18,71%), Lactobacillus brevis (8,39%), Lactobacillus kefiri
(3,22%), Lactobacillus curvatus (1,93%), Lactobacillus parakefiri (1,29%), Lactobacillus
paraplantarum (0,65%), Lactobacillus coryniformis (0,65%), Lactobacillus diolivorans
(0,65%), Leuconostoc mesenteroides (11,61%), Leuconostoc pseudomesenteroides
(1,29%), Enterococcus faecalis (10,98%), Enterococcus durans (3,22%), Lactococcus
lactis (9,03%), Lactococcus garvieae (3,22%) i Pediococcus pentosaceus (1,29%). Za
ispitivanje osetljivosti na antibiotike kod izolata BMK koriS¢ena je mikrodiluciona
metoda u mikrotitracionim plo¢ama. Najzastupljeniji fenotip rezistencije kod izolata
BMK bila je rezistencijana aminoglikozidne antibiotike. Rezistencija na kanamicin je
utvrdena kod 50 (37,59%) izolata, rezistencija na streptomicin kod 21 (21,88%)
izolata. Rezistencija na tetraciklin je predstavljala karakteristiku 21 (13,55%) izolata
BMK. Prevalencija ostalih fenotipa rezistencije bila je: klindamicin (11,28%),
hloramfenikol (7,74%), eritromicin (5,81%) i ampicilin (0,65%). Primenom PCR
reakcije, tet(M)gen je utvrden kod 4 (2,58%) izolata BMK: dva izolata Enterococcus
faecalis, jednog izolata Lactococcus lactis i jednog izolata Lactobacillus paracasei. Kod
jednog izolata Enterococcus faecalis dokazano je prisustvo tet(M) i tet(L) gena.
Primenom modifikovane metode konjugacije ,filter mating“ na agaru utvrden je prenos
tet(M) gena sa izolata Enterococcus faecalis 202 na Enterococcus faecalis JH2-2, sa

niskom frekvencijom prenosa.

Rezultati istraZivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije ukazuju da

tradicionalni sirevi Srbije, s obzirom na utvrdenu prevalenciju rezistencije na



tetraciklin, kao i prevalenciju tet gena kod izolata BMK, predstavljaju bezbedne
proizvode. Rezultati ove doktorske disertacije daju doprinos proceni bezbednosti
tradicionalnih sireva Srbije, koja je neophodna kako bi ovi proizvodi mogli da se

plasiraju na svetsko trziSte i time postanu prepoznatljivi i van granica naSe zemlje.

Klju¢ne reci: tradicionalni sirevi Srbije, bakterije mlecne Kkiseline, rezistencija na

tetraciklin
Naucna oblast: Veterinarska medicina
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TETRACYCLINE RESISTANCE IN LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM
TRADITIONAL SERBIAN CHEESES

Summary

Food chain may represent a possible route for the transmission of antibiotic
resistant bacteria between human and animal populations. Commensal bacteria
originating from food-producing animals can contaminate food and by that means
become a part of the complex food microbiota. Commensal bacteria can also serve as
reservoirs for the antibiotic resistance genes. Tetracycline resistance in commensal
bacteria is well documented and is coded with transmissible genes. Therefore, it is
recognized as a model for the monitoring of antibiotic resistance ecology. Homolj, Zlatar
and Sjenica cheese have protected geographical indication on the national level. As
Homolj, Zlatar and Sjenica cheese are raw milk cheeses produced in the traditional
manner, LAB originating from the raw milk and the environment constitute an
important part of Serbian traditional cheeses’ microbiota. There are many data in the

scientific literature that LAB can carry transmissible antibiotic resistance genes.

The aims of this doctoral dissertation were to: characterize biodiversity of
traditional Serbian cheeses; determine phenotype and prevalence of antibiotic
resistance; define genetic basis of tetracycline resistance in the LAB isolates and to

investigate possibility for in vitro transmission of the tet genes.

Total of 48 samples traditional Serbian cheeses (13 samples of Homolj cheese, 20
samples of Zlatar cheese and 15 samples of Sjenica cheese) were analyzed. All samples
were plated on MRS-S agar plates in order to determine LAB count and on MRS-S agar
plates with added tetracycline in doubling concentrations (1-256 pug/ml), in order to
determine tetracycline resistant LAB subpopulation count. Average count of LAB in
Homolj cheese was 7,65+1,09 log CFU/g, in Zlatar cheese 7,74+0,6 log CFU/g and in
Sjenica cheese 7,47+0,71 log CFU/g. Addition of tetracycline in concentration of 64
ug/ml has considerably reduced LAB count, which was in Homolj cheese 3,98+2,28 log
CFU/g, in Zlatar cheese 3,35+2,02 log CFU/g and in Sjenica cheese 3,93+2,24 log CFU/g.



Two hundred twenty three Gram positive, catalase negative isolates were chosen for
further analyzing. LAB isolates were genotyped using rep-PCR fingerprinting method

with (GTG)5 primer where 162 (72,65%) isolates showed unique fingerprints.

Since 155 (95,68%) LAB isolates were successfully identified by MALDI TOF mass
spectrometry, it proved as a reliable method for the LAB identification. Microbiota of
the traditional Serbian cheeses was identified as following species: Lactobacillus
plantarum (23,87%), Lactobacillus paracasei (18,71%), Lactobacillus brevis (8,39%),
Lactobacillus kefiri (3,22%), Lactobacillus curvatus (1,93%), Lactobacillus parakefiri
(1,29%), Lactobacillus paraplantarum (0,65%), Lactobacillus coryniformis (0,65%),
Lactobacillus diolivorans (0,65%), Leuconostoc mesenteroides (11,61%), Leuconostoc
pseudomesenteroides (1,29%), Enterococcus faecalis (10,98%), Enterococcus durans
(3,22%), Lactococcus lactis (9,03%), Lactococcus garvieae (3,22%) and Pediococcus
pentosaceus (1,29%). Microdilution method in microtiter plates was used for the
antibiotic susceptibility testing. The most prevalent antibiotic resistance in LAB isolates
was the resistance to aminoglycoside antibiotics, since 50 (37,59%) LAB isolates
showed resistance to kanamycin 21 (21,88%) LAB isolates showed resistance to
streptomycin. Resistance to tetracycline was detected in 21 (13,55%) LAB isolates.
Prevalence of the resistance to other antibiotics was as following: clindamycin
(11,28%), gentamycin (8,39%) chloramphenicol (7,74%), erythromycin (5,81%) and
ampicillin (0,65%).

Genetic basis of tetracycline resistance was examined by PCR method. The presence
of tet(M) gene was detected in 4 (2,58%) LAB isolates: 2 Enterococcus faecalis isolates,
1 Lactococcus lactis isolate and 1 Lactobacillus paracasei isolate. In one Enterococcus
faecalis isolate the simultaneous presence of tet(M) and tet(L) gene was detected.
Transfer of tet(M) gene from Enterococcus faecalis 202 to Enterococcus faecalis JH2-2
was determined using modified conjugation method “filter mating” in agar, with low

transfer rate.



Results from this doctoral dissertation have shown that traditional Serbian cheeses
are safe for the consumption regarding the prevalence of tetracycline resistance in LAB
and the presence of tet genes. The results can contribute to safety assessment of these
products in order to place Serbian traditional cheeses on the international market and

by that means, make them more recognizable in the World.

Key words: Serbian traditional cheeses, lactic acid bacteria, tetracycline resistance
Major Field of Study: Veterinary Medicine

Special Field of Study: Milk Hygiene and Technology

UDC number: 637.28'142.2:582.33:577.54
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SPISAK SKRACENICA

BHI - engl. Brain Heart Infusion

BMK - bakterije mlec¢ne kiseline

CFU - engl. Colony-forming unit

CHCA - engl. a-cyano-4-hydroxycinnamic acid

EDTA - engl. Ethylenediaminetetraacetic acid

EFSA - engl. European Food Safety Authority

EUCAST - engl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FEEDAP - engl. Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed
GRAS - engl. Generally Recognized As Safe

ISO - engl. International Organization for Standardization

LAB - engl. Lactic Acid Bacteria

LSM - engl. Lactic Acid Bacteria susceptibility testing medium

MALDI TOF - engl. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight
MIC - engl. Minimum inhibitory concentration

MIK - minimalna inhibitorna koncentracija

MRS - engl. de Man, Rogosa, Sharpe

MRS-S - engl. de Man, Rogosa, Sharpe + sorbic acid

PCR - engl. Polymerase chain reaction

PMF - engl. Peptide mass fingerprint

QPS - engl. Qualified Presumption of Safety

rep-PCR - engl. Repetitive element palindromic polymerase chain reaction

TAE - engl. Tris-acetate-EDTA



Uvod

1. UVOD

Problem rezistencije na antibiotike star je koliko i sama upotreba antibiotika. Samo
nekoliko godina po uvodenju antibiotika u medicinsku praksu, ta¢nije 50-ih godina
proslog veka, zabeleZena je po prvi put i rezistencija na njih (Levy, 1997). Rezistencija
na antibiotike predstavlja prirodni fenomen i vrlo verovatno se razvila daleko pre
klinicke primene antibiotika u tzv. ,preantibiotskoj“ eri. Geni za rezistenciju mogu
voditi poreklo od bakterija, prirodnih producenata antimikrobnih materija, koje su
snabdevene takvim genima u cilju samozastite (Davies, 1997). Drugi potencijalni izvor
gena za rezistenciju mogu predstavljati geni Ciji produkti imaju ulogu u metabolizmu
bakterija. Takvi geni su, tokom evolucije, mogli biti izloZeni ,pametnim“ mutacijama,
koje suizmenile spektar supstrata; po mutaciji, supstrat predstavlja antibiotik u odnosu
na predasSnje metabolicke supstrate. Ipak, delovanjem coveka stvoren je ogroman
selektivni pritisak, koji, ne samo da je favorizovao opstanak rezistentnih bakterija, ve¢
je i podstakao razmenu gena rezistencije na antibiotike unutar i izmedu populacija
bakterija (Allen i sar., 2010). Pored direktne selekcije odgovaraju¢ih gena za
rezistenciju, prekomerna upotreba jedne grupe antibiotika omogucéava ujedno i
koselekciju, ali i rekombinaciju, fiksaciju i povecanje prevalencije gena za rezistenciju i

na druge antibiotike u populacijama bakterija razli¢itih ekosistema.

Evolucija rezistencije na antibiotike u mikrobnim zajednicama je pojacana
mehanizmima lateralnog transfera gena za rezistenciju, putem konjugativnih plazmida,
transpozona, integrona i insercionih elemenata, kao i bakteriofaga i profaga (Davies,
1994). Mehanizmi lateralnog transfera gena ne poznaju granice vrsta i rodova bakterija.
Usvajajuc¢i ekoloSku dimenziju rezistencije na antibiotike, jasno je da mikrobni
ekosistemi ne opstaju u izolaciji, veC se beleZi opseZna razmena gena izmedu njih

(Aminov i Mackie, 2007).



Uvod

Decenije primene antibiotika u veterinarskoj praksi kao promotora rasta, i/ili u
profilakticke, metafilaktiCke i terapijske svrhe, ali i zloupotrebe antibiotika, doveli su i
do selekcije rezistentnih bakterija u organizmu Zivotinja koje se koriste za dobijanje
hrane (Teuber, 2001; Wegener, 2003). Iako je zabrana KkoriS¢enja antibiotika u
Evropskoj uniji kao promotora rasta i primena regulativa za njihovo razumno
koriS¢enje u veterinarskoj medicini dovela do postepenog smanjenja rezistencije
(Wegener, 2003), joS uvek se beleZi znacajna prevalencija rezistentnih bakterija

poreklom od Zivotinja (Allen, 2014).

U danasSnje vreme, opravdano je razmiSljanje da komensalne bakterije, usled
njihove raSirenosti u razli¢itim ekosistemima i brojnosti, predstavljaju znacajan
rezervoar gena za rezistenciju na antibiotike (Marshall i sar., 2009). Time populacija
komensala postaje veoma znacajna u spoznavanju mehanizama perzistencije i Sirenja
gena rezistencije u mikrobnom svetu (Levy i Miller, 1989). Takvi ,rezervoar” organizmi
se mogu naci i u razli€itoj hrani, pre svega u fermentisanim proizvodima od sirovog
mleka i mesa, koji u velikom broju sadrZe nepatogene bakterije, kao posledicu
mnogostrukih izvora kontaminacije tokom procesa proizvodnje. Kod fermentisanih
proizvoda od sirovog mleka i mesa izostaje termicka obrada i time populacija
komensala poreklom od Zivotinja i/ili procesnog okruZenja, opstaje i u velikom broju
se nalazi i u gotovim proizvodima. Na ovaj nacin, lanac hrane predstavlja jedan od
mogucih puteva transmisije rezistentnih bakterija poreklom od Zivotinja na ljude

(Witte, 2000).

[ako rezistentne komensalne bakterije, same po sebi, ne predstavljaju rizik po
zdravlje ljudi, daleko je ve¢a mogucnost da se lateralni transfer gena za rezistenciju
odvija sa mnogobrojnijih i ubikvitarnih komensala na patogene bakterije, nego da se
razmena gena odvija unutar populacije manje brojnih patogenih bakterija (Andremont

isar., 2003).

Rezistencija na tetraciklin je veoma dobro dokumentovana sa viSe od 40 opisanih

gena koji se uglavnom nalaze na mobilnim genetskim elementima, poput plazmida i
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transpozona (Thaker i sar., 2010; Roberts i Schwarz, 2016). Potvrdeno je da se
determinante rezistencije na tetraciklin uspe$no razmenjuju izmedu razliitih
populacija bakterija, ukljucuju¢i razmenu i izmedu filogenetski nesrodnih bakterija.
Uzevsi u obzir ¢injenice da su tetraciklini grupa antibiotika koja se najcesce koristi u
humanoj i veterinarskoj medicini, prenosivu prirodu rezistencije na tetracikline, kao i
da je rezistencija na tetraciklin jedan od najceS¢ih profila rezistencije medu
populacijom komensalnih bakterija, ovaj oblik rezistencije predstavlja savrSen model

za monitoring molekularne ekologije gena za rezistenciju na antibiotike.

Srbija ima dugu tradiciju proizvodnje i konzumiranja belih sireva u salamuri. O
popularnosti belih sireva u salamuri govori i podatak da ¢ak 60% od ukupne potrosnje
sireva u Srbiji predstavljaju ovi sirevi (Donelly, 2016). U najpoznatije predstavnike
belih sireva u salamuri, koji su u Srbiji zaSti¢eni oznakom geografskog porekla, spadaju
zlatarski, sjenicki i homoljski sir. Ovi sirevi se proizvode od sirovog mleka na
tradicionalan naCin u malim seoskim domacinstvima. Tradicionalni sirevi sadrze
jedinstvenu mikrobiotu, u kojoj se kako po brojnosti, tako i po diverzitetu, isticu
predstavnici bakterija mlec¢ne kiseline (BMK). Izuzetan diverzitet BMK posledica je
upotrebe sirovog mleka, domaceg sirila i salamure, ali i odsustva dodavanja
komercijalnih starter kultura (Goli¢ i sar., 2013). Proces proizvodnje kod ovih sireva
nije standardizovan, usled Cega varijacije u sastavu mleka, temperaturi podsiravanja,
duzini koagulacije, obradi grusa i periodu zrenja ovih sireva, dodatno doprinose
diverzitetu populacije BMK (Veljovic i sar., 2007). Profili rezistencije na antibiotike kod
bakterija koje predstavljaju dominantnu populaciju nekog ekosistema, kao Sto su
bakterije mlecne kiseline kod tradicionalnih sireva, indikatori su selektivnog pritiska
koji doti¢ni mikrobiom podnosi u uslovima kontaminacije niSe antibioticima. Na ovaj
nacin, utvrdivanje profila fenotipske rezistencije kod bakterija mlecne kiseline moZze
posluziti kao svojevrsni barometar, odnosno daje moguénost predvidanja razvoja
odredenog tipa rezistencije i kod patogenih bakterija. U danasSnje vreme u naucnoj

literaturi postoji veliki broj podataka o tome da BMK imaju ulogu posrednika u razmeni
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gena rezistencije na antibiotike izmedu mikrobioma ljudi i Zivotinja (Teuber i sar.,

1999; Teuber, 2001; Allen, 2014).

U Republici Srbiji ne postoji kontrola upotrebe antibiotika u veterinarskoj praksi,
kao ni nacionalni program monitoringa rezistencije, pa tako prevalencija rezistencije
na antibiotike kod bakterija poreklom od Zivotinja, ali i hrane Zivotinjskog porekla,
ostaju nepoznanica. Ispitivanje prevalencije fenotipske rezistencije, kao i utvrdivanje
genetske baze rezistencije na tetraciklin kod rezistentne subpopulacije BMK poreklom
iz tradicionalnih sireva Srbije, te moguc¢nosti prenosa gena rezistencije sa BMK na druge
bakterije, predstavlja dobar nacin da se dobiju vredni podaci, koji bi, jednim delom,

omogucili objektivnu procenu rizika u odnosu na potrosnju sireva od sirovog mleka.
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2. PREGLED LITERATURE
2.1. Ekologija rezistencije na antibiotike i znacaj lanca hrane u Sirenju

rezistencije na antibiotike

Rezistencija na antibiotike predstavlja jedan od najvecih problema sa kojim se
Covecanstvo suocava u 21. veku. Kako bi se taj problem racionalno sagledao i efikasno
resavao, neophodno je razumevanje evolucije bakterija rezistentnih na antibiotike i
sagledavanje glavnih puteva diseminacije gena rezistencije kroz Zivotnu sredinu,

odnosno razli¢ite ekosisteme (Wang i sar., 2006).

Rezistencija na antibiotike predstavlja veoma sloZen ekoloski fenomen, koji je
nastao daleko pre nego Sto su antibiotici poceli da se koriste u medicini. U prilog ovoj
tvrdnji ide i ¢injenica da je rezistencija na antibiotike utvrdena i kod bakterija poreklom
iz ,preantibiotske” ere (Martinez, 2012). Pored toga, geni za rezistenciju na antibiotike
izolovani su iz mikrobnih zajednica kod kojih antropogeni uticaj izostaje ili je veoma
mali (Allen i sar., 2010). Rezistencija na antibiotike, kao karakteristika mnogih

prirodnih mikrobnih zajednica, ima brojne funkcije:

1) antibiotici imaju ulogu u ,quorum sensing“-u medu bakterijama (Henke i Bassler,

2004);

2) bakterije koji sintetiSu antibiotike, poseduju i gene za rezistenciju na iste antibiotike,

kao vid odbrambenog mehanizma (Hopwood, 2007);

3) odredene Kklase ,efflux“ pumpi koje sluZze za uklanjanje antibiotika iz bakterijske
Celije, neselektivni su mehanizmi i kao takvi ne uklanjaju samo antibiotike ve¢ i druge

supstance, koje za bakterijsku ¢eliju mogu da budu toksi¢ne (Poole, 2005).

Sasvim sigurno aktivnost ¢oveka nije imala uticaj na nastanak rezistencije na

antibiotike, koja je verovatno stara koliko i same bakterije. Medutim, van svake sumnje,
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antropogeni faktor jeste uslovio selekciju prenosive rezistencije na antibiotike i

kruZenje rezistentnih bakterija kroz razliite ekosisteme (Stokes i sar., 2011).

U veterinarskoj praksi u danasnje vreme, antibiotici se koriste iz razlicitih razloga:
pre svega u terapijske svrhe, ali i za prevenciju i kontrolu bakterijskih oboljenja kod
Zivotinja (Marshall i Levy, 2011) . Ipak, do 2006. godine kada je ovakva praksa
zabranjena u zemljama Evropske unije, najve¢i udeo u potros$nji antibiotika u
veterinarskoj praksi odnosio se na upotrebu antibiotika kao promotora rasta (Cogliani

isar., 2011).

Zabrinutost evropskih stru¢njaka za posledice upotrebe antibiotika kao promotora
rasta, prvi put je iznesena u javnost 1950-ih godina, nedugo posle pocetka njihove
primene u ove svrhe. U Velikoj Britaniji je 1969. godine od strane britanske vlade
osnovan “Swann”-ov komitet, kao odgovor na otkrie prenosive rezistencije na
oksitetraciklin kod Salmonella enterica serovar Typhimurium izolovanih iz Zivotinja.
Ovo otkrice je u mnogim evropskim drzavama u periodu 1972-1974. dovelo do zabrane

upotrebe penicilina, streptomicina i tetraciklina kao promotora rasta.

Naucne studije tokom kasnih 70-ih i poCetkom 80-ih godina proslog veka (Cogliani
i sar,, 2011) uspostavljaju vezu izmedu primene promotora rasta u uzgoju farmskih
Zivotinja i pojave, Sirenja i prenosa gena rezistencije sa bakterija poreklom od Zivotinja

na patogene bakterije kod ljudi, naglasavajudi tri vazna principa:

1. Niske, subterapeutske doze antibiotika selekcioniSu rezistenciju na te iste
antibiotike;

2. Rezistencija na antibiotike, koji se primenjuju u humanoj medicini, odredena je
istim mehanizmima kao i rezistencija na antibiotike koji se primenjuju u
veterinarskoj medicini;

3. Geni za rezistenciju na antibiotike se Sire putem lanca hrane, a postoji i mogucnost

njihovog prenosa na mikrobiotu gastrointestinalnog trakta ljudi.

Svedska je prva drzava koja je 1986. godine u potpunosti zabranila upotrebu

antibiotika kao promotora rasta. Vredna paznje jeste Cinjenica da su sami Svedski
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farmeri zahtevali zabranu, buduci da je izvestaj iz 1984. godine pokazao da je poverenje
potroSaca u bezbednost mesa znacajno smanjeno nakon obelodanjivanja podatka da se

na godi$njem nivou u Svedskoj trosi 30 tona antibiotika u uzgoju Zivotinja.

Zanimljiv slu¢aj povezanosti upotrebe antibiotika kao promotora rasta i rezistencije
na antibiotike predstavlja i primer vankomicin-rezistentnih enterokoka, koje su ranih
1990-ih godina prvi put otkrivene kod pacijenata u bolnickim sredinama u Evropi. U
potrazi za rezervoarima ovog oblika rezistencije, dosSlo se do otkri¢a da su rezervoar
gena za rezistenciju na vankomicin predstavljali meso Zivotinja i stajnjak poreklom sa
farmi gde je avoparcin koriS¢en kao promotor rasta. Avoparcin nikada nije koris¢en u
svrhu le¢enja ljudi, ve¢ se iskljuCivo koristio u uzgoju Zivotinja kao promotor rasta, ali
geni koji kodiraju rezistenciju na avoparcin su isti oni koji kodiraju i rezistenciju na
vankomicin, poslednji antibiotik izbora za neke komplikovane bakterijske infekcije
ljudi. Upotreba avoparcina je tako, zbog nepoznavanja ekologije i genetske baze
rezistencije na antibiotike, dovela do ozbiljnog problema u humanoj medicini, koji je
poniStio sve pozitivne efekte koje je upotreba avoparcina postigla u svrhu
promovisanja rasta Zivotinja. Saznanja o Stetnim efektima upotrebe antibiotika kao
promotora rasta, dovela su do toga da je 2006. godine u zemljama Evropske unije
zabranjena upotreba antibiotika u te svrhe kod Zivotinja koje se uzgajaju za hranu
(Cogliani i sar., 2011). Glavni cilj zabrane jeste da se smanji rezistencija na antibiotike
kod bakterija poreklom od farmskih Zivotinja. Smanjenje ,pool”-a gena za rezistenciju
kod farmskih Zivotinja je deo veceg, globalnog plana - saCuvati terapeutsku efikasnost

antibiotika za buduce narastaje.

Medutim, i pored zabrane primene antimikrobnih preparata u svrhu stimulacije
rasta Zivotinja na podrucju EU, mnoge druge zemlje Sirom sveta nemaju tako
restriktivnu politiku. Zabrana primene promotora rasta u uzgoju Zivotinja ne postoji u
Japanu, Kanadi, Hong Kongu, Kini, Australiji, Brazilu, Ukrajini, dok za Rusiju nema
podataka (Maron i sar., 2013). Pored toga, podaci o koriS¢enju antibiotika na podrucju
Holandije ukazuju da zabranom primene promotora rasta 2006. godine, terapeutska

primena antibiotika raste do nivoa koji ukupnu potroSnju antibiotika drzi na stalnom
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nivou, Sto naglaSava potrebu da se jasno definiSe Sto predstavlja terapeutsku, a Sto
neterapeutsku primenu antibiotika. Nemacki zakon navodi da su antibiotici dozvoljeni
da se koriste u tretmanu obolelih Zivotinja i pritom jasno naglasSava da se antibiotici ne
mogu Koristiti u tretmanu oboljenja koja nastaju kao rezultat ,uslova gajenja Zivotinja“

(Global Agricultural Information Network, 2011).

Medutim, postojala su i druga razmisljanja, koja nisu odobravala zabranu primene
antibiotika kao promotora rasta. Nauc¢ni komitet o ishrani Zivotinja (Scientific
Committee on Animal Nutrition, 1996, 1998) u to vreme smatra da ne postoji dovoljna
kolicina dokaza kako bi se opravdala zabrana primene promotora rasta. Zajednicki
izveStaj Nacionalnog instituta za istraZivanje i Instituta za medicinu (Institute of
Medicine National Research Council, 1999) istiCe da ,predstavljanjem nepotpunih
Cinjenica, snagom autoritativnog misljenja, pojedine projekcije o mogucem, mada ne i
neophodno verovatnom bioloSkom dogadaju, zacas istkaju sumornu sliku buduc¢nosti.”
Phillips i sar. (2004) isti¢u da nepotpuna spoznaja o farmakokinetici i farmakodinamici
promotora rasta, kao i nepostojanje odgovarajuceg surogat markera za odredivanje
koncentracije promotora na cilinom mestu delovanja, a time i spekulativno nagadanje
o aktuelnoj koncentraciji antibiotika promotora kojoj je tokom vremena izloZena
intestinalna mikrobiota ljudi, onemogucava iznoSenje objektivnog misljenja o tome da
primena antibiotika u uzgoju Zivotinja uvek rezultira u razvoju rezistencije kod

bakterija.

Nacin primene antibiotika u veterinarskoj praksi ¢esto podrazumeva upotrebu
manjih doza antibiotika tokom duZeg vremenskog perioda, sto dovodi do selektivnog
pritiska u populacijama bakterija, pri Cemu prezivljavaju samo one koje su rezistentne
na primenjeni antibiotik (Marshall i Levy, 2011). Na razvoj rezistencije ne utice samo
koli¢ina i duZina primene antibiotika, ve¢ i broj jedinki kod kojih se antibiotik
primenjuje. U veterinarskoj praksi se neretko istovremeno tretira veliki broj Zivotinja
Sto dodatno favorizuje opstanak rezistentnih mikroorganizama. Uzevsi sve navedeno u
obzir, moZe se re¢i da svaka pojedinacna Zivotinja primenom antibiotika na ovaj nacin,

ima potencijal da postane ,fabrika“ za umnozavanje rezistentnih bakterija, a ujedno i
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rezervoar za njihovo rasejavanje kroz razlicite ekosisteme (Marshall i Levy, 2011).
Rezistentne bakterije se nadalje mogu Siriti kroz razliite sredine i prenositi na ljude
direktnim kontaktom sa Zivotinjama, ali i indirektno, putem vode, vazduha ili

konzumacijom hrane Zivotinjskog porekla (Marshall i Levy, 2011; Rossi i sar., 2014).

Putevi kontaminacije i kruZenje rezistencije na antibiotike u razli¢itim sredinama

prikazani su na Slici 2.1.1.
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Slika 2.1.1. Putevi kontaminacije i Sirenja rezistencije u razli¢itim sredinama (Witte,

2000).

Rezultati nauc¢nih istraZivanja ukazuju na to da bakterije koje poticu iz hrane, od
Zivotinja i iz vodotokova, predstavljaju izvore gena za rezistenciju na antibiotike, ali jo$
uvek nije poznato koji izvor, u ekoloskoj dimenziji, ima najveéi uticaj na Sirenje
rezistencije (Marshall i sar., 2009). lako je utvrdeno da Zivotinje koje se gaje za
dobijanje hrane ucestvuju u diseminaciji gena za rezistenciju (Singer i sar., 2003), kao i
da do razmene gena dolazi izmedu populacija ljudi i Zivotinja, nije poznato gde se nalazi
zacetak ovog problema. Iz tog razloga, neophodna je kontinuirano ispitivanje
mikrobiote, kako kod ljudi, tako i kod Zivotinja, da bi se razumeo celokupni ekoloski

fenomen rezistencije na antibiotike (Allen, 2014). Mnoga opseZna istrazivanja su
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pruZzila neoborive dokaze da je hrana Zivotinjskog porekla opterecena rezistentnim
bakterijama, odosno genima za rezistenciju na antibiotike. Ipak, za nauku predstavlja
pravi izazov da se dokaZe da li, i u kojoj meri, konzumiranje hrane Zivotinjskog porekla
predstavlja rizik za ljude u pogledu Sirenja rezistencije na antibiotike, jer su putevi
transmisije bakterija i transfera gena za rezistenciju na putu od farme do konzumenta
izuzetno sloZeni. Razvoj i napredak novih molekularnih metoda je obecavajuéi u
pogledu razreSavanja ovog izuzetno kompleksnog pitanja bezbednosti hrane. Takode,
stalno nadopunjavanje znanja iz ove oblasti je neophodan faktor da se konacno
odgovori koja je stvarna uloga lanca hrane u fenomenu rezistencije na antibiotike

(Marshall i Levy, 2011).

Lanac hrane zauzima veoma vazno mesto u prenosu rezistentnih bakterija izmedu
populacija ljudi i Zivotinja pri ¢emu do prenosa gena sa rezistentnih na osetljive
bakterije moZe doc¢i kako tokom procesa proizvodnje, tako i tokom tranzita kroz
gastrointestinalni trakt ljudi (Rossi i sar., 2014). Fermentisani proizvodi od mleka u
koje spadaju i sirevi, a u Cijem matriksu se postizZe velika gustina bakterijskih celija
tokom zrenja, predstavljaju najvaZznije namirnice u pogledu razmene gena za
rezistenciju izmedu populacija komensalnih i patogenih bakterija (Nawaz i sar., 2011).
Sirevi dobijeni od sirovog mleka imaju narociti znacaj, jer predstavljaju optimalan
vehikulum uz pomo¢ koga rezistentne bakterije poreklom od Zivotinja dospevaju do
digestivnog trakta ljudi (Mathur i Singh, 2005). Znacaj sireva dobijenih od sirovog

mleka u Sirenju rezistencije, ogleda se u slede¢im ¢injenicama:

1. broj komensalnih bakterija u ovakvim proizvodima je izuzetno velik, jer usled
nedostatka termickog tretmana nema redukcije broja bakterija, kako onih koje
vode poreklo od same Zivotinje, tako i bakterija koji u proizvod dospevaju iz
procesnog okruzenja;

2. raznovrsnost mikrobiote proizvoda dobijenih od sirovog mesa i mleka je
izuzetno velika i specifi¢na za svaki pojedinacni proizvod, pa u gastrointestinalni

trakt konzumenata dospeva veliki broj genetski raznovrsnih bakterija.

10
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Dospevanjem rezistentnih bakterija u gastrointestinalni trakt ljudi, ostvaruju se
optimalni uslovi za genetsku razmenu, izmedu ostalih i gena za rezistenciju na
antibiotike. U uslovima kada postoji velika gustina bakterija omogucen je blizak kontakt
pojedinacnih celija Sto predstavlja i osnovni preduslov da do razmene gena dode

(Mathur i Singh, 2005; Marshall i sar., 2009; Devirgiliis i sar., 2011).

Phillips i sar. (2004) daju kriti¢ni pregled objavljenih podataka o uzrocno-
posledi¢noj vezi primene antibiotika kod Zivotinja koje sluZe za proizvodnju hrane i
razvoja rezistencije kod ljudi. Autori isticu da veéina dokaza o potencijalu transfera
rezistencije sa populacije Zivotinja na ljude proizlazi iz razmatranja epidemiologije
zoonoza, u najvecem broju slucajeva salmoneloze i kampilobakterioze. Epidemiologija
ovih alimentarnih infekcija je veoma sloZena buduci da postoje mnogi drugi moguci
izvori kontaminacije, a ne samo Zivotinje, kao i mnogi drugi putevi transmisije, osim
lanca hrane. Isti autori zakljucuju da, i pored toga Sto hazard kao takav nesumnjivo
postoji, hipoteza da je lanac hrane glavni put transmisije rezistencije sa Zivotinja na
ljude, mada po intuiciji, veoma privlacna, ne moZe da opstane kao tacna i od
univerzalnog znacaja. Autori su misljenja da je problem rezistencije na antibiotike kroz
lanac hrane pitanje ne toliko, ukoliko uopste, primene antibiotika kod Zivotinja, koliko
pitanje higijene hrane, odnosno sprecavanja kontaminacije hrane. Pored toga, grupa
istih autora (Phillips i sar., 2004) istice da nije neophodno niti dovoljno za jednu
epidemioloski uspesnu salmonelu da nosi gene rezistencije na antibiotike. U Danskoj,
medu humanim izolatima, prevalencija Salmonella Enteritidis osetljive na antibiotike je
za 2,5 puta veca u odnosu na Salmonella Typhimurium, koja je cCesto multiplo
rezistentna na ampicilin/amoksicilin, tetracikline, sulfonamide i aminoglikozide (Bager
isar., 2002). U Americi, prevalencija multiplo rezistentne Salmonella Typhimurium, nije
veca u odnosu na Salmonella Enteritidis, obi¢no osetljivu na antibiotike (NARMS 2000
Annual Report, 2000). Pogresno je i razmiSljanje da na antibiotike rezistentne
salmonele koje se prenose hranom, imaju razarajuci klinicki efekat, sto je veoma redak
slucaj u razvijenim zemljama. U najve¢em broju slucajeva alimentarnih infekcija,

delovanje salmonela je ograniceno na intestinalni trakt ljudi, radi se o tzv. ,self-limiting“

11
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infekcijama, a primena antibiotika je kontraindikovana iz razloga $to ne cini nikakvo

dobro pacijentu.

2.2. Uloga komensalnih bakterija poreklom iz hrane u Sirenju rezistencije na

antibiotike

Ljudi su u stalnom kontaktu i interakciji sa mikroorganizmima od kojih je veéina
bezopasna, ili ¢ak i korisna. Procenjeno je da u gornjem sloju zemljista Zivi 26x1028
mikroorganizama, oko 12x1028 u vodotokovima, a da je 6 milijardi ljudi na svetu
kolonizovano sa 3,9x10%3 bakterija. Ipak, od ogromnog broja bakterija koje nas
okruzuju ili kolonizuju, samo mali deo njih predstavljaju patogene bakterije. S druge
strane, kako komensalne bakterije ne izazivaju oboljenja i time nemaju klini¢ki znacaj,
njihova uloga u ekologiji rezistencije na antibiotike, godinama je bila ignorisana

(Marshall i sar., 2009).

Komensalne bakterije nose veliki broj gena za rezistenciju na na antibiotike, pa su
tako iz gotovo svih ekosistema izolovani komensali rezistentni na antibiotike prve i
druge generacije. Geni za rezistenciju na novije antibiotike - antibiotike trece i ¢etvrte
generacije, sve ceS¢e se detektuju kod komensalnih bakterija razli¢itog porekla,
ukljuc€ujuci i one poreklom od ljudi, ali i Zivotinja koje sluZe za proizvodnju hrane

(Marshall i sar., 2009).

U lancu hrane, najvazniju ulogu u razmeni gena za rezistenciju na antibiotike imaju
komensalne bakterije, narocito s obzirom na njihov biodiverzitet i brojnost (Marshall i
sar., 2009). U prilog toj tvrdnji ide i ¢injenica da je u brojnim istraZivanjima dokazan
veliki ,pool“ gena za rezistenciju na antibiotike medu komensalnim bakterijama u hrani
spremnoj za konzumiranje, gde spadaju i mnoge namirnice Zivotinjskog porekla
(Comunian i sar., 2010; Li i Wang, 2010; Li i sar., 2011). U pojedinim namirnicama,
dokazano je i do 108 kopija gena za rezistenciju na antibiotike/g proizvoda (Luo i sar.,
2005), sa veoma velikim diverzitetom komensalnih bakterija koje su identifikovane kao

nosioci ovih gena (Teuber i sar., 2003; Citak i sar., 2004; Wang, 2009; Stanton i sar.,
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2011). Ipak, kako bi se procenio znacaj rezistencije na antibiotike kod komensalnih
mikrorganizama, neophodno je poznavati prirodu i profile rezistencije kod bakterija.
Rezistencija na antibiotike kod bakterija moZe biti prirodna (urodena), ili steCena.
Prirodna rezistencija na antibiotike je karakteristika roda ili vrste bakterija i
predstavlja sposobnost bakterija da toleriSu prisustvo neke antimikrobne supstance
zahvaljuju¢i urodenim osobinama, kao Sto su struktura i funkcionalne karakteristike
vrste ili roda. Sa druge strane, steCena rezistencija predstavlja moguénost da samo
pojedini sojevi u okviru inace osetljive vrste ili roda bakterija preZive u prisustvu
antibiotika. Bakterije mogu da steknu rezistenciju na antibiotike putem mutacija u
genomu, ili putem lateralnog transfera gena. Urodena rezistencija i rezistencija ste¢ena
mutacijama ne mogu da se prenose u populacijama bakterija i kao takve, nemaju

znacaja (Mathur i Singh, 2005).

Sirenje rezistencije na antibiotike je striktno vezano za mehanizme lateralnog
transfera gena, koji predstavlja veoma vazan faktor za evoluciju bakterija i glavni je
mehanizam razmene genetskog materijala izmedu jednocelijskih organizama
(Alekshun i Levy, 2007). Da bi doslo do lateralnog transfera gena izmedu bakterija,
neophodno je da bakterije u genomu poseduju mobilne genetske elemente - plazmide,
integrone i transpozone. Ovi visoko organizovani prenosni genetski elementi cesto na
sebi nose gene za rezistenciju na antibiotike i najzasluzniji su za intra- i interspecijsku
razmenu genetskog materijala (Alekshun i Levy, 2007; Van Reenen i Dicks, 2011).
Postoji viSe mehanizama lateralnog transfera gena medu bakterijama, ali je najceSc¢i
mehanizam, konjugacija posredovana konjugativnim transpozonima, pre svega zato Sto

je to jedini vid lateralnog transfera gena koji moZe da se odigrava i izmedu razlic¢itih

vrsta i rodova bakterija (Gevers, 2003; Wozniak i Waldor, 2010).

Ipak, saznanja o stvarnim razmerama uticaja komensalnih bakterija iz hrane u
Sirenju rezistencije na antibiotike su ogranicena, pre svega, zato Sto su programi
monitoringa kod bakterija izolovanih iz hrane usmereni u najvecoj meri na patogene
bakterije (Wang i sar., 2012). U prilog toj tvrdnji ide i ¢injenica da se u mnogim

zemljama u danaSnje vreme primenjuju programi monitoringa rezistencije na
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antibiotike u lancu hrane samo kod onih bakterijskih vrsta koje predstavljaju patogene,
ili oportunisticki patogene bakterije: E. coli, Salmonella spp, Campylobacter spp. i
Enterococcus spp. (Wang i sar., 2012). Ipak, patogene bakterije ¢ine mali, a patogene
bakterije rezistentne na antibiotike gotovo zanemarljiv deo ukupne mikrobiote hrane.
Takode, sirovine od kojih se dobija hrana Zivotinjskog porekla se podvrgavaju razli¢itim
postupcima prerade, koji imaju za cilj unistavanje patogenih bakterija, a pri ¢emu

komensali uspevaju da opstanu (Wang i sar., 2012).

Uzevsi u obzir navedene cCinjenice, ali i brojnost i raznovrsnost komensalnih
bakterija u gastrointestinalnom traktu ljudi, daleko je vec¢a verovatnoca da se lateralni
transfer gena za rezistenciju dogodi u populacijama komensalnih bakterija, ili sa
komensalnih na patogene bakterije, nego da do razmene gena dode neposredno izmedu
populacija patogenih bakterija, bez posredstva komensala (Andremont i sar, 2003). Na
osnovu ovoga se pretpostavlja da uloga patogenih bakterija iz hrane u diseminaciji
genetskih determinanti rezistencije na antibiotike ima minimalan znacaj (Wang i sar.,

2012).

[spitivanje rezistencije na antibiotike kod komensalnih bakterija moZe da doprinese
razvoju boljih strategija procene rizika i efektivnih mera za suzbijanje rezistencije na
antibiotike u lancu hrane. S obzirom da komensalne bakterije dominiraju nad
patogenim, kako u brojnosti, tako i u genetskoj raznovrsnosti, one predstavljaju bolji
parametar za pracenje pojave i Sirenja nekog oblika rezistencije (Wang, 2009). Znacaj
komensalnih bakterija iz hrane u Sirenju rezistencije na antibiotike, prepoznat je i od
strane Codex-a Alimentarius-a, pa se najnovije preporuke Codex-a za ispitivanje
osetljivosti na antibiotike ne odnose samo na patogene bakterije, ve¢ se govori o mnogo

Sirem terminu -, bakterije izolovane iz hrane“ (Codex Alimentarius Commission, 2011).
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2.3. Tradicionalni sirevi Srbije

Tradicionalni proizvodi se definiSu kao proizvodi koji su dobijeni na ta¢no odredeni
nacin u skladu sa gastronomskim naledem. Umece proizvodnje se prenosi sa generacije
na generaciju, a sam tehnoloski postupak podrazumeva kori$¢enje malo, ili nimalo
postupaka za preradu i obradu sirovine. Tradicionalni proizvodi imaju jedinstvene
senzorne karakteristike, na koje, osim nacina proizvodnje, utice i odredeni geografski

lokalitet, region ili drzava (Guererro i sar., 2009).

U poslednje vreme pridaje se posebna paznja istorijskom i socijalnom znacaju
proizvodnje tradicionalnih sireva, kao i njihovom ekonomskom znacaju na trzistu.
Proizvodnja tradicionalnih sireva predstavlja veoma vazan socioloski i antropoloski
fenomen, jer se moZe posmatrati i kao svojevrsni zanat koji je, evoluirajuci iz ruralne
kulture, postao sastavni deo tradicije nekog geografskog podrucja (Beuvierisar., 2004).
Zahvaljuju¢i dugogodiSnjoj tradiciji, sirevi proizvedeni na tradicionalan nacin
predstavljaju neraskidivi deo Zivota, istorije i kulturoloskog identiteta jednog naroda. |
pored mnogostrukog znacaja proizvodnje tradicionalnih sireva, uvodenje striktnih
regulativa o bezbednosti hrane u Evropi, rezultiralo je manjom fleksibilnoS¢u u
proizvodnji hrane i dovelo u pitanje opstanak mnogih tradicionalnih sireva i njihove
specificne mikrobiote. Modernizacija poljoprivredne proizvodnje, pritisak globalnog
trziSta i odumiranje ruralnih regija takode su ostavili posledice na proizvodnju
tradicionalnih sireva (Garabal, 2007). Prema reima Heather Paxson, americkog
antropologa, jedan od problema koji uticu na smanjenje tradicionalne proizvodnje
sireva je to Sto savremeni ljudi Zive u svetu Pasterovih principa, gde se kontaminacija
smatra nepoZeljnom i stoga se mora ili eliminisati, ili svesti na prihvatljiv minimum. Za
razliku od njih, izvesan broj ljudi, tzv. “post-Pasterijanci”, propagira misljenje da nisu
svi mikroorganizmi loSi, a da pitanje sireva dobijenih od sirovog mleka, nije samo
pitanje bezbednosti hrane, vec¢ i pitanje ljudskih sloboda i prava na izbor autenticnih i
posebnih proizvoda, kakvi su tradicionalni sirevi (Paxson, 2008). S obzirom da
potraZnja za tradicionalnim proizvodima u svetu iz godine u godinu sve viSe raste, mozZe

se zakljuciti da je medu potroSacima sve viSe pristalica “post-Pasterovog” pogleda na
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mikrobiopolitiku, koji Zele sireve visokog gastronomskog kvaliteta i fokusiraju se na
pozitivne efekte po zdravlje ljudi koje bogata mikrobiota tradicionalnih sireva moZe da
pruzi.

Tradicionalni sirevi Srbije u potpunosti odgovaraju definiciji tradicionalnih
proizvoda: proizvode se od sirovog mleka na ograni¢enom geografskom podrucju,
uglavnom u planinskim krajevima Srbije, imaju jedinstvene senzorne osobine, a za
njihovo dobijanje upotrebljavaju se tradicionalne tehnike proizvodnje. Pojam
jedinstveni i/ili tradicionalan nacin proizvodnje, koji je takode jedan od presudnih
Kriterijuma u priznavanju zaStite porekla, podrazumeva: proizvodnju sira uglavnom od
sirovog mleka, koriS¢enje prirodnih i/ili autohtonih mikrobnih kultura, prirodne uslove
zrenja, jedinstven oblik i/ili posebne dodatke u siru, uglavnom rucnu izradu, te druge
specificnosti po kojima se taj sir razlikuje od sireva proizvedenih u drugim geografskim
regijama. U neke od najpoznatijih predstavnika tradicionalnih sireva Srbije spadaju
sjenicki, zlatarski i homoljski sir, koji su prema vaZeem Pravilniku o kvalitetu
proizvoda od mleka i starter kultura, svrstani u meke ili polutvrde, punomasne sireve
sa zrenjem, dobijene od sirovog mleka (Sluzbeni glasnik RS 33/10, 2010), mada je
njihov uobicajeni naziv beli sirevi u salamuri. Sva tri tipa sira su na nacionalnom nivou
prepoznata kao jedinstveni entiteti, odnosno deo gastronomskog nasleda Srbije, pa su
zasSticeni oznakom geografskog porekla. Prema vazetem Zakonu o geografskim
oznakama porekla (SluZbeni glasnik RS, 18/2010, 2010), geografska oznaka koju nose
sjenicki, zlatarski i homoljski sir, identifikuje proizvod poreklom sa teritorije odredene
zemlje, regiona ili lokaliteta, a Ciji se kvalitet, reputacija ili druge specificne
karakteristike mogu pripisati njegovom geografskom poreklu, a proizvodnja i/ili

prerada i /ili priprema se odvija na definisanom geografskom podrucju.

Tehnologija proizvodnje ovih sireva je veoma jednostavna i sli¢na je za sva tri tipa
sira. Za dobijanje zlatarskog sira, koristi se sirovo kravlje mleko, sjenickog ovcije ili
mesSavina kravljeg i ovCijeg mleka, dok homoljski sir ima tri varijeteta: kravlji, ovciji i
koziji (Zavod =za intelektualnu svojinu, http://www.zis.gov.rs/prava-is/oznake-

geografskog-porekla/spisak-ogp.33.html). Odmah posle muZze, mleko se cedi kroz gazu
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kako bi se odstranile grube necistoce. Zatim se u mleko koje je jos uvek toplo dodaje
sirilo (temperatura mleka u ovom trenutku obic¢no iznosi oko 30°C, ali moZe u manjoj
meri da varira u zavisnosti od tipa sira) i mleko se ostavlja da koaguliSe. Kada se
koagulacija zavrsi, sveZe formirani grus se prebacuje u posebne krpe, ,,grudnjace“ da bi
surutka mogla da se ocedi. Kako bi se postiglo Sto bolje cedenje, krpe se vezuju u ¢vor i
u slucaju sjenickog sira, kace da vise sa drvenih precki. Tokom sledece faze proizvodnje,
grus se oblikuje i presuje tako Sto se na njega postavlja kamen ili posebna drvena daska.
Kada se grus u potpunosti ocedi, dobija se gruda koja se seCe na Cetvrtaste ili trouglaste
kriSke razlicite debljine, u zavisnosti od tipa sira. Kod zlatarskog i sjenickog sira, krisSke
se sole metodom suvog soljenja tako Sto se na dno kacice pospe so, a zatim se svaki red
kriSki sira posebno posoli i na kraju prelije surutkom. Kod homoljskog sira za soljenje
se koristi i slani presolac koji sadrzi 15-18% kuhinjske soli. Kada se kriSke poredaju u
kacicu, odozgo se pritisnu drvenom daskom i kamenom i ostave da zriju najmanje 30
dana. Proces proizvodnje i uslovi zrenja za zlatarski, sjenicki i homoljski sir, prikazani

su na Slici 2.3.1.
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[ MuZa se obavija ruéno ili masinski. Kod dobijanja oviijeg

sira, ovee se esto muzu direking na pasnjaku

) (Uslovi za podsiravanje: h
Sjenicki sir; 4-Tmil sirilaf migka, 40-120min, 28-32°C
l e ] Ziatarski sir 1,5-2 ml siilall mieka, najmanje 2h, 29-35°C
l \Homoljski sir: 45-60 min, 30-32°C y
" Kod sjenickog sira nema obrade gruga, posle koagulaciie )
se direktno prebacuje u grudnjade. Kod Ziatarskog |
Obrada grusa homoljskog, grug se posle 1 h koagulacije isede na kockice
l L i ostavi da se dodatno zdvoji surutka y
Cedenje grusa
Kod sjenickog sira se primenjuje samopresovanje gruia,
Presovanje ruia J dok se kod zlatarskog | homoljskog grus optereti drvenom
\ daskom Hi kamenom, kako bi se bolje ocedio

-

e |

-

l. Slaganje i soljenje I

|

Zrenje sira

v

‘ Skladistenje |

slovi zrenja;
Sjeniéki sir; minimalno 60 dana pri temperaturi 14-18°C
Zlatarski sir: najimanje 30 dana, u prvim danima pri

temperaturi 20-25°C, a zatim 10-15°C
omoljski sir; 30-60 dana, pri temperaturi 14°C

Slika 2.3.1. Proces proizvodnje zlatarskog, sjenickog i homoljskog sira
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2.4. Specificnost biodiverziteta u sirevima od sirovog mleka

Specificnost zemljista, mikroklimatskih uslova definisane geografije, sastava pase,
sastava sirovog mleka, kao i jedinstven proces dobijanja tradicionalnih sireva, uslovio
je ne samo bogatstvo bakterija unutar jednog sira, ve¢ i znacajne razlike u diverzitetu
mikrobioma izmedu sireva istog varijeteta, proizvedenih u razli¢itim domacinstvima
(Bachmann i sar, 2011). Veca raznovrsnost isparljivih, aromogenih komponenti
(kiselina, aldehida, alkohola, estara i sumpornih jedinjenja), ¢ije je prisustvo posledica
aktivnosti autohtonih bakterija, pre svega bakterija mlecne kiseline, uslovila je da sirevi
dobijeni od sirovog mleka u uslovima tradicionalne proizvodnje imaju autenti¢ne
senzorne osobine i izraZeniju aromu od sireva dobijenih od pasterizovanog mleka u

industrijskim uslovima proizvodnje (Beuvier i sar., 2004).

Raznovrsnost bakterija u tradicionalnim sirevima posledica je upotrebe sirovog
mleka za proizvodnju sira, izostanka upotrebe komercijalnih startera, kao i koriS¢enja
sirila i salamure koji su dobijeni u domacoj radinosti (Devirgiliis i sar., 2013). Osnovu
biodiverziteta u tradicionalnim sirevima ¢ini sirovo mleko od koga se dobijaju. U
sirovom mleko je utvrdeno preko 100 rodova i 400 vrsta bakterija, sa veoma bogatim
diverzitetom ne samo vrsta, vec i sojeva i biotipova. Ukoliko proces proizvodnje sira
podrazumeva termicku obradu mleka, veliki deo mikrobiote sirovog mleka biva
unisten, ali s obzirom da kod tradicionalnih sireva termicki tretman najcesSce izostaje,
znacajan broj bakterija iz sirovog mleka uspeva da preZivi tokom procesa proizvodnje
i perioda zrenja sira i da opstane i u gotovom proizvodu (Montel i sar., 2014). Ipak,
mleko nije jedini izvor bakterija u sirevima od sirovog mleka; ishrana Zivotinja od kojih
se dobija mleko, narocito paSa, silaza i seno ¢ine vazne indirektne izvore bakterija
(Verdier-Metz i sar., 2012). Procesno okruZenje takode predstavlja veoma znacajan
faktor koji uslovljava biodiverzitet; povrsina sira moZe da se kolonizuje bakterijama iz
vazduha, vode, salamure, a poseban znacaj ima drveno posude (Goerges i sar., 2008;

Montel i sar., 2014).

19



Pregled literature

Na mikrobiotu zrelog sira ne utice samo njen primarni sastav, ve¢ i promene u
mikrobnim populacijama koje se deSavaju tokom procesa proizvodnje i zrenja sireva.
Mikrobna dinamika u sirevima od sirovog mleka zavisi od kompleksnih i nedovoljno
jasnih interakcija izmedu biotickih faktora (sastava mikrobiote i mikrobnih interakcija)
i abiotickih faktora (fizickohemijskih osobina - pH i aw vrednosti, redoks potencijala,
koncentracije NaCl i COz2, anaerobioze, nedisosovanih kiselina, aminokiselina i masnih
kiselina). Ova sloZena mreZa interakcija u matriksu sira znacajno uti¢e na dinamicke
promene koje se deSavaju tokom procesa proizvodnje i zrenja sireva (Irlinger i

Mounier, 2009; Callon i sar., 2011).

Tradicionalni sirevi se, s obzirom na regionalno poreklo i veoma razlicite
tradicionalne tehnologije, mogu smatrati zasebnim ekoloskim entitetom (Lopes i sar.,,
1999). Pored toga, mobilizacija genetskog materijala, usled transfera plazmida ili
hromozomalnih gena medu srodnim vrstama (Matic i sar., 1996) ili izmedu filogenetski
udaljenih grupa (Amabile-Cuevas i Chicurel, 1992), ¢ini bazu za stvaranje novih
rekombinanata koji preZivljavaju i opstaju u zajednici ukoliko su uslovi sredine
(matriksa hrane) takvi da favorizuju njihovu selekciju. U specificnom slucaju bakterija
koje predstavljaju populaciju tradicionalnih sireva, a koji sumaz vezani za specifi¢cno
geografsko podrucje, postoji i geografski efekat usled toga Sto razliCita genetska
predispozicija sojeva uslovljava da samo pojedini sojevi bakterija opstaju u matriksu
sireva. Ove razliCitosti se dalje povecavaju time Sto tradicionalnu tehnologiju prate
razliciti neletalni stresovi (acidifikacija, sniZavanje aw vrednosti, povecana
koncentracija soli). Na ovaj nacin ¢lanovi autohtone mikrobiote tradicionalnih
proizvoda bivaju izloZeni lokalnoj genetskoj i fenotipskoj diferencijaciji, kreirajuci time
lokalno specificnu mikrobnu zajednicu. Time metabolicki profili izolata objedinjuju ne
samo faktore sredine ve¢ i karakteristike genoma, a ¢lanovi takve lokalne zajednice

imaju fenotipski profil karakteristican za geografsko podrucje sa koga su izolovani.

Dominantnu populaciju mikroorganizama u sirevima od sirovog mleka cine
bakterije mlecne kiseline, koje ne samo da su broj¢ano najzastupljenije, ve¢ imaju i

najvazniju ulogu tokom zrenja (Slika 2.4.1).
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Slika 2.4.1. Promene u matriksu sira tokom zrenja koje se dogadaju pod uticajem BMK

(McSweeney, 2004)

Pojedine vrste BMK imaju ulogu startera i njihov znacaj je najve¢i tokom procesa
kiSeljenja mleka kao i na pocetku zrenja kada svojom metabolickom aktivnoS¢u
uCestvuju u procesima metabolizma rezidualne laktoze. Po zavrSetku fermentacije
laktoze, starterske BMK odumiru i njihov broj se smanjuje za dve ili vise logaritamskih
jedinica (Wouters i sar., 2002). Tokom zrenja stvaraju se povoljni uslovi za rast i
razmnoZzavanje nestarterskih BMK (Beuvier i sar., 2004), koje imaju ulogu u proteolizi
i razlaganju produkata nastalih tokom proteolize (Settanni i Moschetti, 2010). Iako su
uslovi u matriksu sira tokom faza zrenja veoma nepovoljni (nizak pH i aw, visoka
koncentracija soli), nestarterske BMK toleriSu takve uslove i tokom procesa zrenja
postizu visok broj CFU/g (engl. colony forming unit - CFU) u gotovom proizvodu, ¢ak 4-

5 puta viSe u odnosu na pocetni broj (Wouters i sar., 2002). Jedinstvene senzorne
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osobine tradicionalnih sireva, najve¢im delom su posledica prisustva izuzetnog

biodiverziteta visoko specifi¢nih sojeva nestarterskih BMK (Wouters i sar., 2002).

Autenti¢nost sireva dobijenih u tradicionalnoj proizvodnji, moZe se videti i na
primeru tradicionalnih sireva Srbije, koji se znacajno razlikuju u pogledu sastava
mikrobiote. Specifi¢nost ovog nacina proizvodnje, moZda se najbolje ogleda u ¢injenici
da se tradicionalni sirevi Srbije ne razlikuju samo izmedu tipova, ve¢ Cesto sirevi sa
istog geografskog lokaliteta, ali iz razli¢itih domacinstava, imaju potpuno razlicit
mikrobioloski sastav. U tradicionalnim sirevima Srbije, Cetiri roda bakterija mle¢ne
kiseline su najzastupljenija: Lactocococus, Lactobacillus, Enterococcus i Leuconostoc, ali
se razlike ogledaju u njihovom medusobnom odnosu. U istrazivanjima mikrobiote
sireva sa Stare planine, sjenickog i somborskog sira, utvrdeno je da su najzastupljeniji
predstavnici roda Lactocococus, a zatim predstavnici rodova Lactobacillus i
Enterocococus (MijaCevic¢ i Bulaji¢, 2008; Begovic i sar., 2011; Bulajic i sar., 2015). Za
razliku od njih, laktobacili su Cinili dominantan rod u istrazivanjima koja su obuhvatala
zlatarski i pirotski sir (Veljovic i sar., 2007; Terzic-Vidojevic i sar., 2009a, 2009b), dok
su u siru sa Golije dominantnu populaciju BMK Ccinile bakterije iz roda Leuconostoc
(Terzi¢-Vidojevic¢ i sar., 2014). Najcesce identifikovane vrste BMK u tradicionalnim
sirevima Srbije su: Lactocococus lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium i Enterococcus durans, ali su u pojedinim sirevima sporadi¢no identifikovane i
neke rede vrste poput Lactobacillus sucicola, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
helveticus, Streptococcus thermophilus i Leuconostoc garlicum (Terzic-Vidojevic i sar.,

2009a, 2009b; Begovici sar. 2011; Goli¢i sar., 2013).

Ipak i pored velikog zalaganja naucne zajednice, definitivna korelacija izmedu
pojedinacnih tipova sireva i prisustva pojedinih vrsta ili sojeva BMK nije utvrdena
(Begovic i sar., 2011). Potpuna karakterizacija mikrobiote BMK ¢ini jedan od veoma
vaznih faktora, pre svega u pogledu zastite geografskog porekla ovih sireva na
medunarodnom nivou i o¢uvanja gastronomskog nasleda Srbije, ali i kao jedan od

neophodnih koraka za procenu bezbednosti ovih proizvoda.
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2.5. Rezistencija na antibiotike kod bakterija mle¢ne Kiseline

Bakterije mlecne kiseline predstavljaju znacajnu populaciju komensalnih bakterija
fermentisanih proizvoda od mleka, pa tako i sireva, kako kiselokoagulisucih, tako i
slatkokoaguliSu¢ih. BMK imaju veliki znacaj za dobijanje proizvoda prepoznatljivog
kvaliteta i odgovarajuc¢ih senzornih osobina (Montel i sar., 2014). Sa druge strane,
mogucénost BMK da opstanu u gotovom proizvodu i dospeju u gastrointestinalni trakt
konzumenta u visokom broju, pod uslovom da nose gene za rezistenciju na antibiotike,

dovodi u pitanje njihovu ulogu u Sirenju rezistencije (Devirgiliis i sar., 2011).

Duga i bezbedna upotreba bakterija mle¢ne kiseline u procesima fermentacije
hrane, obezbedila im je da steknu ,Generally Recognized as Safe - GRAS" status u
Sjedinjenim Americkim Drzavama. Na osnovu pristupa ,kvalifikovane pretpostavke
bezbednosti“ (engl. Qualified Presumption of Safety - QPS) od strane Panela o bioloSkim
hazardima (BIOHAZ) Evropske agencije za bezbednost hrane (engl. - European Food
Safety Agency, EFSA), BMK su deo tzv. ,,QPS“ liste onih mikroorganizama (bakterija,
virusa, plesni i kvasaca), koji su usled jasno uspostavljenog identiteta, saznanja iz
naucne literature i prakse, procene bezbednosti (prisustvo faktora virulencije, gena za
rezistenciju na antibiotike, i/ili potencijalne toksi¢nosti), prepoznati kao bezbedni za
primenu u proizvodnji hrane. Kao jedan od osnovnih preduslova za dobijanje QPS
statusa, pored odredivanja profila fenotipa rezistencije na antibiotike, neophodno je
utvrditi genetsku bazu rezistencije i u uslovima in vitro iskljuciti moguénost prenosa
gena rezistencije. Ipak, i pored duge tradicije bezbedne upotrebe u hrani, sve viSe se
razmatra uloga BMK kao rezervoara gena za rezistenciju na antibiotike (Devirgiliis i

sar., 2013).

Bakterije mlecne kiseline rezistentne na antibiotike ne predstavljaju nuZno problem
bezbednosti hrane, jer, s obzirom da su u pitanju komensalne bakterije, koje ne
izazivaju oboljenja, rezistencija kod njih nema klinicki znacaj (Gueimonde i sar., 2013).

Ve¢ina vrsta BMK u okviru rodova Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
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Pediococccus 1 Leuconostoc rezistentna je na metronidazol, jer nemaju enzim
hidrogenazu, koja je ciljni molekul za delovanje ovog antibiotika (Danielsen i Wind,
2003; Delgado i sar., 2005). Navedeni rodovi BMK su prirodno rezistentni na
sulfonamide i trimetoprim. Kod njih ne postoji metaboli¢ki put sinteze folne kiseline,
koji inhibiSu ove antimikrobne supstance (Katla i sar., 2001). Lactobacillus spp.,
Pediococcus spp. i Leuconostoc spp. su rezistentni i na visoke doze cefoksitina (Delgado
i sar., 2005). Jedna od najbolje proucenih rezistencija kod BMK je urodena rezistencija
na vankomicin kod rodova Lactobacillus, Pediococcus i Leuconostoc. Vankomicin deluje
tako Sto se vezuje za D-alanin/D-alanin zavrSetak pentapeptida, kao prekurzora
peptidoglikana ¢elijske membrane i sprecava dalju polimerizaciju koja je neophodna za
sintezu funkcionalnog peptidoglikana. S obzirom da je kod ovih rodova BMK D-alanin
zamenjen D-laktatom ili D-serinom u muramilpentapeptidu, vankomicin nema
mogucnost da vezivanja i time izostaje inhibicija sinteze peptidoglikana (Delcour i sar.,
1999). Zarazliku od laktobacila, pediokoka i leukonostoka, najveci broj pripadnika roda

Lactococcus je osetljiv na ovaj antibiotik (Danielsen i Wind, 2003; Delgado i sar., 2005).

Osetljivost i rezistencija BMK na antibiotike prikazana je u Tabeli 2.5. Kao jedan od
osnovnih preduslova za dobijanje QPS statusa, pored odredivanja profila fenotipa
rezistencije na antibiotike, neophodno je utvrditi genetsku bazu rezistencije i u

uslovima ,,in vitro“ iskljuc¢iti moguénost prenosa gena rezistencije.
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Rod Rezistencija Osetljivost Izvor iz literature
Lactobacillus  B-laktamski antibiotici: [ laktamski antibiotici (Charteris i sar., 1998;
Spp- oksacilin Makrolidni antibiotici - Danielsen i Wind, 2003;

Cefalosporini eritromicin Coppolai sar., 2005)
Aminoglikozidni antibiotici Hloramfenikol
Fluorohinoloni - enoksacin, Linkozamidi -
pefloksacin, norfloksacin, klindamicin
nalidiksinska kiselina Tetraciklini
Sulfometoksazol
Trimetoprim
Metronidazol
Lactococcus Cefalosporini - cefoksitin Makrolidni antibiotici - (Temmerman i sar.2003,;
Spp- Fluorohinoloni- eritromicin Flérez i sar., 2005)
nalidiksinska kiselina [B-laktamski antibiotici
Aminoglikozidni antibiotici -  Glikopeptidni
kanamicin i gentamicin antibiotici - vankomicin,
Trimetoprim teikoplanin
Metronidazol Rifampicin
Fuzidinska kiselina Spektinomicin
Polimiksin B Hloramfenikol
Linkozamidi -
linkomicin
Novobiocin
Bacitracin
Pediococcus Glikopeptidni antibiotici - B-laktamski antibiotici - (Temmerman i sar.2003,;
spp. vankomicin i teikoplanin penicilin G Danielsen i sar., 2007)
Aminoglikozidni antibiotici -  -laktamski antibiotici -
streptomicin, kanamicin imipenem
Tetraciklini Aminoglikozidni
Fluorohinoloni - antibiotici - gentamicin,
ciprofloksacin netilmicin
Sulfametoksazol Makrolidni antibiotici -
eritromicin
Linkozamidi -
klindamicin
Rifampicin
Daptomicin
Ramoplanin
Leuconostoc Glikopeptidni antibiotici Rifampicin (Katla i sar., 2001; Florez
spp. Cefalosporini - cefoksitin Hloramfenikol isar., 2005)
Aminoglikozidni antibiotici - = Makrolidni antibiotici -
gentamicin, streptomicin, eritromicin
kanamicin Linkozamidi -
Fluorohinoloni - klindamicin
nalidiksinska kiselina Tetraciklini
Metronidazol
Nitrofurantoin
Sulfadiazin
Trimetoprim
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Kada je u pitanju stecCena rezistencija na antibiotike kod laktobacila i laktokoka
izolovanih iz hrane, najces¢e su dokumentovane rezistencija na tetraciklin i eritromicin
(Devirgiliis i sar., 2013). Geni koji kodiraju rezistenciju na tetraciklin i eritromicin mogu
da budui genetski povezani, pa je istovremeno prisustvo gena tet(M) i erm(B) utvrdeno
kod pripadnika vrste Lactobacillus paracasei (Huys i sar., 2008; Comunian i sar., 2010),
Lactobacillus plantarum i Lactobacillus salivarius (Nawaz i sar., 2011). Kod
Lactobacillus paracasei zabeleZeno je i istovremeno prisistvo gena tet(W) i erm(B)
(Huys i sar.,, 2008; Comunian i sar., 2010). Geni za rezistenciju na tetraciklin i
eritromicin koji su opisani kod laktobacila su i tet(S), tet(W), tet(K), tet(L), tet(O) i
erm(C) i msr(C) (Rao Thumu i Halami, 2012). Kod vrsta Lactobacillus casei (Ouoba i sar.,
2008) i Lactobacillus debrueckii subsp. bulgaricus (Zhou i sar., 2012) detektovani su i

geni za rezistenciju na aminoglikozidne antibiotike aph(3’)-11], aadA i aadE.

Kod laktokoka, utvrdeno je prisustvo tet(M) gena, ali sa daleko manjom
prevalencijom nego kod laktobacila (Devirgiliis i sar., 2013), ali i genetski povezanih,
istovremeno prisutnih tet(S) i erm(B) gena lokalizovanih na plazmidu (Devirgiliis i sar.,
2010). Kod ovog roda takode je identifikovan i gen dfrA na transpozonu Tn4003 koji

kodira rezistenciju na trimetoprim (Ge i sar., 2007).

Kada su u pitanju rodovi Leuconostoc i Pediococcus, podaci o utvrdenim genima za
rezistenciju na antibiotike prakti¢no i ne postoje, a ispitivanja se uglavnom odnose na

utvrdivanje fenotipa rezistencije.

Za razliku od ostalih BMK, enterokoke nisu stekle GRAS status, jer se vrste
Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium prepoznaju kao oportunisticki patogeni. Sa
druge strane, enterokoke imaju nezamenljivu ulogu u proizvodnji sireva
prepoznatljivih i specificnih senzornih osobina, naroCito sa podrucja juzne Evrope

(Ogier i Serror, 2008).

Enterokoke obi¢no poseduju prirodnu rezistenciju na niske koncentracije
aminoglikozidnih i B-laktamskih antibiotika, kao i hinolona (Ka¢maz i Aksoy, 2005).

Kod enterokoka izolovanih iz hrane rezistencija na klinicki vazne antibiotike, poput
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ampicilina, penicilina, gentamicina i vankomicina je retka pojava (Franz i sar., 2001; De
Fatima i sar., 2003; Peters i sar. 2003; Caniek-Majhenié i sar.,, 2005). Rezistencija na
vankomicin kod enterokoka moZe biti urodena u slucaju da su enterokoke nosioci vanC
gena, ili steCena u slucaju kada enterokoke poseduju vanA, vanB, vanD, vanE i vanG gene

(Leclercq i sar., 1989).

Kod enterokoka rezistencija na antibiotike posledica je efikasnih mehanizama za
razmenu gena putem plazmida i transpozona koji su utvrdeni kod ove grupe bakterija,
Sto je najbolje dokumentovano u slucaju rezistencije na tetraciklin (Ogier i Serror,
2008). Prenosivu prirodu rezistencija na ovaj antibiotik potvrduje i ¢injenica da su
tet(M), tet(L) i tet(S) geni utvrdeni kod enterokoka izolovanih iz hrane, identi¢ni onima
koji su prethodno izolovani iz klini¢kih izolata enterokoka (Ogier i Serror, 2008). U
istraZivanju Huys i sar. (2004) izolati enterokoka poreklom iz hrane rezistentni na
tetraciklin, istovremeno su pokazali prisustvo rezistencije i na eritromicin i/ili
hloramfenikol, $to je u vezi sa cCinjenicom da su pojedini tet geni povezani sa
transpozonima koji pored nose gene za rezistenciju i na druge antibiotike (Chopra i

Roberts, 2001).

Poslednjih godina, intenzivno se radi na ispitivanju prevalencije fenotipa i
karakterizaciji genetske baze rezistencije na antibiotike kod BMK poreklom iz sireva od
sirovog mleka. Geni za rezistenciju na antibiotike utvrdeni kod BMK poreklom iz sireva

od sirovog mleka, prikazani su u Tabeli 2.5.2.
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Tabela 2.5.2. Geni za rezistenciju na antibiotike kod BMK

Rod ili vrsta kod koje je
Vrsta proizvoda identifikovan gen Gen Izvor iz literature
Egipatski sir od sirovog Enterocococus spp. tet(M) Hammad i sar., 2015
mleka tet(L)
erm(B)
aph(3’)
Poljski sir od sirovog Lactococcus lactis tet(M) (Zycka-Krzesinska i
mleka sar., 2015)
Spanski sir od sirovog Lactococcus garvieae tet(M) (Fernandez i sar.,
mleka 2010)
Spanski sir od sirovog Lactococcus lactis tet(S) (Fernandez i sar.,
mleka 2011)
FrancuskKi sirevi od Enterococcus faecalis aph 3'llla (Jametisar., 2012)
sirovog mleka erm(B)
tet(M)
cat (A)
tet(L)
aph2'"-
aac6'
Mancego sir iz Spanije Enterococcus faecalis vanA (Nieto-Arribas i sar.,
Enterocococcus faecalis 2011)
Enterococcus avium
Panerone sir od sirovog Enterococcus italicus tet(S) (Maietti i sar., 2007)
mleka
Sola sir od sirovog mleka Lactobacillus paracasei tet(M) (Huys i sar., 2008)
erm(B)
tet(W)
Panerone sir od sirovog Lactobacillus paracasei tet(W) (Comunian i sar.,
mleka erm(B) 2010)

[ako problem rezistencije na antibiotike sve viSe dobija pazZnju javnosti, a proizvodi

od sirovog mleka, s obzirom na raznovrsnost i brojnost komensalnih bakterija,
potencijalno mogu da imaju znacaj u Sirenju i perzistenciji rezistencije na antibiotike,
ispitivanja rezistencije na antibiotike kod BMK poreklom iz sireva od sirovog mleka, joS
uvek su malobrojna. Najveéi broj ispitivanja, ali i identifikovanih gena rezistencije
odnosio se na izolate enterokoka koje su, zbog toga Sto mogu da budu i oportunisticki

patogeni, od narocitog interesa za pitanje bezbednosti hrane.
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2.6. Tetraciklin rezistom

Termin ,rezistom" prvi put je predlozio Wright (2007), u znacenju skup svih gena
za rezistenciju na antibiotike i njihovih prekursora, kako kod patogenih, tako i kod
komensalnih bakterija. Wright (2007) svrstava gene za rezistenciju u cetiri grupe: 1)
geni za rezistenciju na antibiotike kod patogenih bakterija, kojih ima najmanje, ali u
klinickom smislu predstavljaju najveci problem; 2) geni za rezistenciju na antibiotike
kod producenata antibiotika; sluze kao mehanizam zastite od sopstvenih antibiotika;
2) kripto-geni, koji imaju nizak nivo ekspresije ili nisu u ekspresiji i 4) prekursori geni
koji ne kodiraju rezistenciju na antibiotike, ali proteini kodirani ovim genima imaju
bazalnu anti-antibiotsku aktivnost i pod dejstvom selektivnog pritiska mogu da

evoluiraju u potpuno funkcionalne gene odgovorne za rezistenciju na antibiotike.

Tetraciklini predstavljaju jednu od najranije otkrivenih klasa antibiotika. Produkti
su razliCitih streptomiceta izolovanih iz zemljiSta (Levy, 2002). Predstavljaju
antibiotike Sirokog spektra, sa dejstvom na veliki broj gram pozitivnih i gram
negativnih bakterija, rikecija, ali i na pojedine protozoe (Roberts i Schwarz, 2016).
Pored svoje terapeutske upotrebe, tetraciklini su se dugi niz godina koristili u uzgoju
Zivotinja kao promotori rasta (Chopra i Roberts, 2001). Mehanizam delovanja
tetraciklina podrazumeva vezivanje za 30s subjedinicu bakterijskog ribozoma i

sprecavanje translacije proteina (Thaker i sar., 2010) .

Tetraciklini su se intenzivno koristili u poljoprivredi. Podaci iz SAD ukazuju da je
upotreba tetraciklina kod farmskih Zivotinja dramati¢no porasla u periodu 1950-1970,
a do 2001. godine njihova upotreba u poljoprivredi se uvecala osam puta, tako da je
premasila potrosnju u humanoj medicini i svrstala ih u drugu najcesc¢e koris¢enu grupu
antibiotika (Mellon i sar, 2001; Food and Drug Administration, 2014). U Republici Srbiji
tetraciklini predstavljaju cesto koriS¢ene antibiotike u veterinarskoj medicini sa
godiSnjom potrosnjom od preko 15 tona (Agencija za lekove i medicinska sredstva,

2014; 2015; 2016).
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Ubrzo nakon pocetka upotrebe tetraciklina dokumentovana je i pojava rezistencije
na ovu grupu antibiotika. Rezistencija na tetraciklin predstavlja jednu od najceSc¢ih
rezistencija na antibiotike u mikrobnim zajednicama (Thaker i sar., 2010). Ipak, iako je
upotreba tetraciklina najodgovornija za Sirenje rezistencije na tetraciklin, ona ne
predstavlja inicijalni okidac koji je do nje i doveo. Razloge ovome treba traZiti u ekologiji
aktinomiceta, koje prirodno produkuju tetracikline. Prema podacima Baltza (2007), od
hiljadu aktinomiceta koje se nalaze u zemljisStu, jedna je producent tetraciklina. Kako u
prose¢nom uzorku zemljiSta postoji u proseku 106-108/g bakterija, a 5-6% Ccine
aktinobakterije, moZe se zakljuciti da je Zivotna sredina opterec¢ena velikom koli¢inom
prirodno prisutnih tetraciklina. Kada se tome pridoda upotreba tetraciklina u
poljoprivredi, opterecenost Zivotne sredine tetraciklinima je ogromna. Pod tako jakim
selektivnim pritiskom, nije zacudujuce da je tetraciklin rezistom toliko zastupljen i

predstavljen kroz veoma veliki broj gena (Thaker i sar., 2010).

Do danas je kod 126 razlic¢itih rodova bakterija otkriveno 46 gena za rezistenciju na
tetraciklin. Tri su osnovna mehanizma rezistencije na tetraciklin: ,efflux“ pumpe,
ribozomalni zaStitni proteini i enzimska inaktivacija. Najveci broj tet gena, njih 30,
pripada genima koji kodiraju ,efflux“ pumpe, 12 pripada genima koji kodiraju
ribozomalne zaStitne proteine, a tri gena kodira enzimsku inaktivaciju. Za tet(U) gen jos

uvek nije otkriven mehanizam rezistencije (Roberts i Schwarz, 2016).

Kod bakterija mlec¢ne Kiseline, do sada je utvrdeno 10 tet gena ( Tabela 2.6.1.)
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Tabela 2.6.1. Geni za rezistenciju na tetraciklin kod bakterija mlecne kiseline (Roberts

i Schwarz, 2016)

Gen Nosioci tet gena medu BMK Mehanizam delovanja
tet(K) Enterococcus, Lactobacillus "Efflux" pumpa
Enterococcus, Lactobacillus,
tet(L) Pediococcus
tet(Z) Lactobacillus
Enterococcus, Lactobacillus, Ribozomalni zastitni proteini
tet(M) Lactococcus
tet(0) Enterococcus, Lactobacillus
Enterococcus, Lactobacillus,
tet(S) Lactococcus
tet(T) Enterococcus
tet(W) Lactobacillus
tet(36) Lactobacillus
tet(W/32/0/W Mozai¢ni gen
/0) Lactobacillus

Nepoznat mehanizam
tet(U) Enterococcus rezistencije

Najcesce utvrden gen za rezistenciju na tetraciklin, kako kod gram pozitivnih, tako i
kod gram negativnih bakterija je tet(M) gen. Utvrden je kod 75 rodova bakterija, a
predstavlja naj¢esc¢e prisutan gen za rezistenciju i kod bakterija mle¢ne kiseline. Razlog
za Siroku rasprostranjenost tet(M) gena leZi u ¢injenici da je lokalizovan na mobilnim
genetskim elementima, tacnije na konjugativnim transpozonima iz familije Tn916-
Tn1545 (Clewell i sar., 1995). Transpozoni iz ove familije predstavljeni su kao manji
genetski elementi, kada nose iskljuCivo gen za rezistenciju na tetraciklin, ali i veci
genetski elementi kada, osim rezistencije na tetraciklin, Cesto nose i gene za rezistenciju
na druge antibiotike: 1) erm(B) gen koji kodira rezistenciju na makrolidne antibiotike,
linkozamide i streptogramine; 2) mef(A) i msr(D) gene koji kodiraju rezistenciju na
makrolidne antibiotike; 3) aphA-3 gen koji kodira rezistenciju na kanamicin; 4) cat gen
koji kodira rezistenciju na hloramfenikol (Roberts, 2005). Pored toga, geni tet(K) i
tet(L) koji se utvrduju kod BMK, pored lokalizacije na hromozomu mogu biti
lokalizovani i na malim prenosivim plazmidima, pa i kod njih postoji moguénost

prenosa na druge bakterije (Roberts i Schwarz, 2016).
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3. CILJ 1 ZADACI ISTRAZIVANJA

U Republici Srbiji ne postoji monitoring rezistencije bakterija na antibiotike kroz
lanac hrane. S druge strane, nau¢na zajednica je postigla konsenzus oko toga da hrana
Zivotinjskog porekla, pre svega fermentisani proizvodi od sirovog mleka i mesa,
predstavljaju znacaj izvor komensalne mikrobiote optereene genima za rezistenciju
na antibiotike. Bilo je potrebno dobiti podatke o tome u kom opsegu bakterije mle¢ne
kiseline izolovane iz tradicionalnih sireva Srbije ucestvuju u Sirenju rezistencije na
antibiotike. IstraZivanja sprovedena u okviru ove doktorske disertacije imala su tri

specifi¢na cilja:

1. Utvrdivanje biodiverziteta autohtonih sireva Srbije u odnosu na populaciju
bakterija mlecne kiseline, sa svrhom potpunije karakterizacije specificne
mikrobiote tradicionalnih sireva Srbije;

2. Utvrdivanje profila i prevalencije fenotipa rezistencije na antibiotike kod izolata
bakterija mlecne kiseline, kao deo procene bezbednosti autohtonih sojeva bakterija
mlecne kiseline i tradicionalnih sireva iz kojih oni vode poreklo;

3. Utvrdivanje prisustva gena rezistencije na tetraciklin kod izolata bakterija mle¢ne
kiseline radi uvida u genetsku bazu rezistencije i procena moguénosti prenosa gena
rezistencije u uslovima in vitro u svrhu preliminarne procene rizika od Sirenja tet

gena kroz lanac hrane.

Na osnovu uvida u podatke iz literature i preliminarnih ispitivanja, a shodno

ciljevima u okviru disertacije, postavljeni su slede¢i zadaci:

1. Utvrditi zastupljenost bakterija mleCne kiseline i subpopulacije bakterija mle¢ne
kiseline rezistentne na tetraciklin u uzorcima tradicionalnih sireva Srbije;
2. lzvrsiti genotipizaciju izolata bakterija mlecne kiseline i odabrati reprezentativne

izolate za dalja ispitivanja;
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Cilj i zadaci istrazivanja

Identifikovati izolate bakterija mle¢ne kiseline;

[spitati osetljivost na antibiotike kod izolata bakterija mlecne kiseline;

[spitati prisustvo gena za rezistenciju na tetraciklin kod izolata bakterija mle¢ne
kiseline;

I[spitati mogucnost prenosa gena za rezistenciju na tetraciklin na odabrane

recipijente u uslovima in vitro.
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4. MATERIJAL I METODE
4.1. Materijal

Materijal za ovo istraZivanje predstavljalo je 48 uzoraka tradicionalnih sireva Srbije
proizvedenih od sirovog mleka. Uzorkovanje sireva je izvrSeno na podrucjima, koja
prema postojeéim elaboratima za oznake geografskog porekla registrovanim u Zavodu
za intelektualnu svojinu (Zavod za intelektualnu svojinu, http: //www.zis.gov.rs/prava-
is/oznake-geografskog-porekla/spisak-ogp.33.html), predstavljaju definisana
geografska podruc¢ja unutar kojih se, na osnovu dugogodiSnjeg iskustva i umeca
lokalnog stanovniStva, na tradicionalan nacin odvija proizvodnja ispitivanih sireva.
Homoljski sir (n=13) je uzorkovan na podrué&ju opstine Zagubica, zlatarski sir (n=20)
Ha podrudju opStine Nova Varos i sjenicki sir (n=15) Ha podrucju opStine Sjenica. Svi
uzorci sira su uzeti asepticno, obeleZeni i transportovani u ru¢nom friZideru do
laboratorije Katedre za higijenu i tehnologiju namirnica animalnog porekla Fakulteta

veterinarske medicine, gde su analizirani u roku 24-48 ¢asova.

4.2. Metode
4.2.1. Zastupljenost bakterija mlecne Kiseline i subpopulacije bakterija mlecne
kiseline rezistentne na tetraciklin
4.2.1.1. Izolacija i odredivanje broja bakterija mlecne Kiseline u uzorcima

tradicionalnih sireva

Asepti¢no je odmereno 10 g uzorka sira i homogenizovano u 90 ml 2% Na- citrata
(HiMedia, India). PoCetna razblaZenja uzoraka sireva su preneta u termostat na
predinkubaciju (30 °C/15-30 min). Nakon predinkubacije, decimalna razblaZenja su
pripremana u sterilnoj puferisanoj peptonskoj vodi (HiMedia, India). Odgovarajuca
decimalna razblaZenja (prvo zasejano razblaZenje 10-2), u koli¢ini od 1 ml, prelivana su

sa 15-20 ml otopljenog i na 45 °C ohladenog de Man, Rogosa, Sharpe (MRS) agara
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(Merck, Germany) sa dodatkom 0,14% sorbinske kiseline (MRS-S). U cilju utvrdivanja
zastupljenosti subpopulacije BMK rezistentne na tetraciklin, odgovarajuc¢a decimalna
razblaZenja su prelivana sa MRS-S agarom sa dodatkom tetraciklina (tetracycline-
hydrochloride, HiMedia, India) u dvostruko rastu¢im koncentracijama (1-256 pg/ml).
Sve zasejane ploCe su inkubirane u anaerobnim uslovima, primenom GenBox pakovanja
(GenBox anaer, BioMérieux, France), 72 Casa pri temperaturi 30 °C. Po zavrSenoj
inkubaciji, u cilju utvrdivanja zastupljenosti BMK i subpopulacije bakterija mle¢ne
kiseline rezistentne na tetraciklin, na plo¢ama odabranim za brojanje (30-300
kolonija), izbrojane su kolonije i broj prikazan kao log CFU/ml. Metodom slucajnog
odabira odabrano je po tri kolonije sa MRS-S agar ploca (sa tetraciklinom i bez
tetraciklina) (n=395). Dalji odabir izolata napravljen je na osnovu rezultata bojenja po
Gramm-u i katalaza testa. Odabrano je ukupno 223 gram pozitivnih, katalaza negativnih

izolata BMK.

4.2.2. Genotipizacija izolata bakterija mle¢ne Kiseline i odabir reprezentativnih
izolata za dalja ispitivanja

4.2.2.1. Ekstrakcija ukupne DNK iz izolata bakterija mlecne Kiseline

Pre izolacije DNK, izolati bakterija mle¢ne kiseline su zasejani u MRS bujon (Merck,
Germany) i inkubirani u aerobnim uslovima u trajanju od 16 ¢asova pri temperaturi 30
°C. Po 1 ml bujonske kulture je zatim centrifugovano pri 12 000 rpm/2 min. Celijski
sediment je resuspendovan u 600 ul rastvora lizozima (1 mg/ml) i mutanolizina (25
U/ml) (Sigma-Aldrich, Germany) u 0,5M etilen-diamin-tetrasir¢etnoj kiselini
(Ethylenediaminetetraacetic acid - EDTA, Sigma-Aldrich, Germany) (pH=8), u cilju
postizanja kompletne lize Celijskih zidova bakterija. Ukupna DNK je zatim izolovana uz
pomoc¢ komercijalnog kita (Wizard Genomic DNA Purification Kit), prema uputstvu

proizvodaca (Promega, WI, USA).
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4.2.2.2. UmnoZavanje gena sa (GTG)5 prajmerom za rep-PCR

Metoda lancane reakcije polimeraze sa repetitivnim ekstragenskim palindromskim
sekvencama (engl. repetitive element palindromic polymerase chain reaction - rep-
PCR) sa (GTG)5 oligonukleotidnim prajmerom (5’-GTG GTGGTGGTGGTG-3"), ima ulogu
“screening“-a izolata i primenjena je sa svrhom odabira reprezentativnih izolata BMK
za dalja ispitivanja. Kako (GTG)5-PCR metod pokazuje mo¢ diskriminacije na nivou
ispod vrste, pretpostavka je da izolati koji pokazuju isti obrazac, u smislu odsustva ili
prisustva traka, predstavljaju isti “fingerprint” tip i time, kao visoko srodni, pripadaju
istoj vrsti bakterija. Na ovaj nacin, rep-PCR metod, ilustruje homogenost, ili, u

suprotnom slucaju, heterogenost sojeva unutar vrsta bakterija.

Rep-PCR metoda radena je prema Versalovic i sar. (1994). Reakciona smesSa (20 pl)
za rep-PCR sadrzala je 2 pM prajmera (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, MA, USA),
1xPCR obojenog pufera, 3 mM x MgClz, dNTP u koncentraciji 1 mM i1 U Taq polimeraze
(Kappa Biosystems, MA, USA). Program za amplifikaciju sastojao se od inicijalne
denaturacije pri temperaturi 95 °C/3 min i 35 ciklusa amplifikacije: denaturacija 95
°C/1 min, vezivanje prajmera 40 °C/1 min i elongacija 72 °C/ 2 min; kao i od zavrSne
elongacije pri temperaturi 72 °C/5 min. Reakcija je sprovedena u PCR uredajima
(Mastercycler gradient 5331, Eppendorf AG, Hamburg, Germany; Surecycler G8800,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Dobijeni rep-PCR produkti su razdvojeni
primenom horizontalne elektroforeze na 1,8% agaroznom gelu (Sigma-Aldrich,
Germany) u TAE (engl. Tris-Acetate-EDTA) puferu (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA) u trajanju od tri ¢asa, obojeni bojom Midori Green Advance (Nippon
Genetics, Germany) i posmatrani pod UV transiluminatorom (Uvitec, Cambridge, UK).
Dobijeni obrasci su uporedivani u odnosu na pokretljivost standarda poznate
molekulske mase (1 kbp DNA Ladder, Nippon Genetics, Germany). Generisani
Jfingerprint“ovi su analizirani u programu BioNumericsTM Version 5.1 (Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium), a zatim je izvrSena kalkulacija genetske sli¢nosti

izolata na osnovu Dice-ovog koeficijenta korelacije.
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4.2.3. Identifikacija izolata bakterija mlec¢ne kiseline
4.2.3.1. Identifikacija vrsta bakterija mlecne kiseline primenom MALDI TOF

masene spektrometrije

Izolati BMK odabrani primenom rep-PCR analize (n=162), identifikovani su do
nivoa vrste uz pomo¢ MALDI TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-
of-Flight) masene spektrometrije. Ispitivani izolati BMK zasejavani su na neselektivne
podloge, a zatim inkubirani u anaerobnim uslovima (GenBox anaer, BioMérieux,
France) u vremenu od 24 casa pri temperaturi od 30 °C. Primenjena je metoda
direktnog transfera; po zavrSenoj inkubaciji mala koli¢ina pojedinac¢nih kolonija je u
vidu tankog filma direktno naneta na Celi¢cnu ploCicu sa 96 mesta, koja se nalazi u
sastavu aparata (Microflex LT system; Bruker Daltonics, Germany). PloCica sa nanetim
filmom je ostavljena oko 1 min da se osuSi na sobnoj temperaturi, a zatim je na plocicu
nanesen 1 pl matriksa, rastvora CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid; Bruker
Daltonics, Germany). Izolati BMK pripremljeni na ovaj nacin su zatim podvrgnuti
MALDI TOF masenoj spektrometriji. Spektrometar je bio podeSen za identifikaciju
bakterija na nacin preporucen od strane proizvodaca (frekvencija lasera 20 Hz u
pozitivhom linearnom modu, uz detekciju molekulskih masa u rasponu 2-20 kDa i
ubrzanjem od 20 kV). Kalibracija masenog spektrometra izvrSena je uz pomo¢
standarda za bakterijsku identifikaciju (ekstrakt soja E. coli DH5a sa dodatkom
proteina RNKaze A i mioglobina; Bruker Bacterial Test Standard - BTS; Bruker
Daltonics, Germany). Snimljeni spektri su pretrazivani u odnosu na bazu podataka
proteinskih sekvenci kako bi se utvrdilo poklapanje izmerenih masa peptida sa
teorijskim masama. Broj poklopljenih pikova, odnosno broj eksperimetalno dobijenih
masa peptida koji odgovaraju teorijskim masama u bazi podataka predstavljen je
koeficijentom pouzdanosti identifikacije. Prema uputstvu proizvodaca, koeficijent
pouzdanosti 22,0 predstavlja identifikaciju do nivoa vrste, dok koeficijent pouzdanosti

21,7, a <2, predstavlja identifikaciju do nivoa roda.
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4.2.4. Utvrdivanje profila i prevalencije fenotipa rezistencije na antibiotike kod
izolata bakterija mlec¢ne Kiseline
4.2.4.1. Ispitivanje osetljivosti na antibiotike kod izolata bakterija mlecne

Kiseline

Za ispitivanje osetljivosti na antibiotike kod identifikovanih izolata bakterija mle¢ne
kiseline koriS¢ena je mikrodiluciona metoda u mikrotitracionim plotama sa 96 polja.
Kod izolata BMK, sa izuzetkom enterokoka (n=133) primenjen je ISO standard
10932:2010 -,Milk and milk products - Determination of the minimal inhibitory
concentration (MIC) of antibiotics applicable to bifidobacteria and non-enterococcal
lactic acid bacteria (LAB)“ (International Organization for Standardization, 2010).
Osetljivost izolata BMK je ispitivana u odnosu na set antibiotika predloZen od strane
Panela o aditivima i proizvodima ili supstancama primenljivih u sto¢noj hrani (engl.
Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed - FEEDAP)
Evropske agencije za bezbednost hrane (European Food Safety Authority, 2012):
gentamicin (gentamicin sulphate; Fluka™, Honeywell, Germany), kanamicin
(kanamycin sulphate; Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Germany), streptomicin
(streptomycin sesquisulphate hydrate; Sigma-Aldrich, Germany), tetraciklin
(tetracycline hydrochloride; HiMedia, India), eritromicin (erythromycin dihydrate;
Sigma-Aldrich, Germany), klindamicin (clyndamicin hydrochloride, Sigma-Aldrich,
Germany), hloramfenikol (chloramphenicol; Sigma-Aldrich, Germany) i ampicilin
(ampicillin trihydrate; Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Germany). Raspored koncentracija

antibiotika u mikrotitracionoj ploci prikazan je u Tabeli 4.2.4.1.1.
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Tabela 4.2.4.1.1. Raspored antibiotika u mikrotitracionoj ploci za ispitivanje

osetljivosti na antibiotike izolata BMK

Antibiotik 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12b
Gentamicin P 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 N
Kanamicin P 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 N
Streptomicin P 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 N
Tetraciklin P 0125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 N
Eritromicin P 0016 0,032 0,063 0,125 025 0,5 1 2 8 N
Klindamicin P 0,032 0,063 0125 0,25 0,5 1 2 8 16 N
Hloramfenikol P 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 N
Ampicilin P 0,032 0,063 0125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 N

P - pozitivna kontrola, N - negativna kontrola
1a- Pozitivna kontrola je sadrZavala rastvarac za antibiotik u koli¢ini 50 pl i bujon sa bakterijskom
suspenzijom ispitivanog izolata
12b - U bunarci¢ima sa negativnom kontrolom nalazio se samo bujon

Pre izvodenja ispitivanja osetljivosti na antibiotike, izolati BMK su zasejani na Cvrste
podloge pri uslovima inkubacije koji su preporuceni u ISO (engl International
Organization for Standardization) standardu (International Organization for
Standardization, 2010). Izrasle kolonije su pokupljene sa agar ploca i rastvarane u
epruvetama sa fizioloSkim rastvorom do postizanja gustine celija od priblizno 1
McFarland (odgovara gustini ¢elija od oko 3x108 CFU/ml). Suspenzija bakterijskih ¢elija
je zatim 500 puta rastvorena u odgovaraju¢em bujonu dvostruke koncentracije. Za
laktobacile koriS¢en je LSM bujon (engl. Lactic Acid Bacteria susceptibility testing
medium - LSM), koji se sastojao od 90% ISO Sensitest bujona (Oxoid, UK) i 10% MRS
bujona (Merck, Germany), a za sve ostale BMK koriSc¢en je ISO Sensitest bujon (Oxoid,
UK). U svako polje u mikrotitracionoj plo¢i je zatim naneseno 50 pl bujona sa
suspenzijom bakterijskih Celija. Mikrotitracione ploCe su inkubirane u anaerobnim
uslovima pri temperaturi preporucenoj u standardu (International Organization for
Standardization, 2010). Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) (engl. Minimum
Inhibitory Concentration - MIC) su ocCitavane posle 48h kao prvo razblaZenje u nizu u

kome nije bilo vidljivog rasta, a rezultati su tumaceni na osnovu preporuke EFSA vodica

(European Food Safety Authority, 2012). Kao referentni soj koriS¢en je Lactococcus
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lactis ATCC 19435. Granicne MIK vrednosti za bakterije mle¢ne kiseline, osim

enterokoka, prikazane su u Tabeli 4.2.4.1.2.

Tabela 4.2.4.1.2. Grani¢ne MIK vrednosti za bakterije mle¢ne kiseline (European

Food Safety Authority, 2012)

s £ £ é £ g £ =
= 2 2 = 2 E E =
S g E & £ = o ©
& 2 S E S g £ F
E £ 5 £ § £ © %
< 5 < % ¥ 8 B =
Lactobacillus spp. obligatno homofermentativni 1 16 4 16 16
Lactobacillus spp. obligatno heterofermentativni 2 1 16 4 32 1 64
Lactobacillus spp. fakultativno
heterofermentativni 2 1 16 8 64 2 64 32
Lb. plantarum/pentosus? 2 1 16 4 16 1 / 8
Lb. casei/paracasei 2 1 32 8 64 1 32 4
Pediococcus spp. 2 2 32 4 64 2 64 4
Leuconostoc spp. 4 1 16 4 64 1 64 8
Lactocccus lactis 4 1 32 4 64 1 64 4
0,2
Lactococcus garvieae® 1 05 4 2 16 5 8 2

aRezistencija na streptomicin kod vrste Lactobacillus plantarum, prema vodicu EFSA, se ne ispituje

bS obzirom da u vodic¢u EFSA nisu predloZene grani¢ne MIK vrednosti za vrstu Lactococcus garvieae,
rezultati su interpretirani na osnovu grani¢nih MIK vrednosti predlozZenih za kategoriju “i druge gram-
pozitivne bakterije”

Kod izolata Enterococcus spp. (n=22) ispitivana je osetljivost na set antibiotika
predloZzenih od strane Referentne laboratorije Evropske Unije za rezistenciju na
antimikrobne lekove prema vodicu ,Protocol for antimicrobial susceptibility testing of
Escherichia coli, enterococci and staphylococci, na osnovu koga su i interpretirani
rezultati za vrstu Enterococcus faecalis (Danish Technical University, National Food
Institute, 2017), primenom komercijalnih mikrotitracionih plo¢a impregniranih sa
antibioticima (Sensititre Trek, Thermo Fisher Scientific, USA). Pored osetljivosti na

gentamicin, tetraciklin, eritromicin, hloramfenikol i ampicilin, kod izolata enterokoka
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dodatno je ispitana osetljivost na: vankomicin, teikoplanin, kvinpristin/dalfopristin,
daptomicin, ciprofloksacin, tigeciklin i linezolid. Kao referentni soj koriS¢en je
Enterococcus faecalis ATCC 29212. Pri interpretaciji rezultata za Enterococcus faecalis
primenjene su grani¢ne MIK vrednosti date u vodi¢u Referentne laboratorije (Danish
Technical University, National Food Institute, 2017), dok su za interpretaciju rezultata
kod drugih vrsta enterokoka koriS¢ene grani¢ne MIK vrednosti iz literature (Hayes i
sar., 2003), EFSA (European Food Safety Authority, 2012) i EUCAST (engl. European
Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing) vodica (European Comittee on

Antimicrobial Susceptibility Testing, 2018).

Granic¢ne vrednosti MIK na osnovu kojih su interpretirani rezultati za antibiotike
koji su ispitivani u sluc¢aju izolata Enterococcus faecalis i Enterococcus durans date su u

Tabeli 4.2.4.1.3.

Tabela 4.2.4.1.3. Granic¢ne vrednosti MIK za vrste Enterococcus faecalis i Enterococcus

durans

=) )
- ~ (=}
= § £ £ £ § £ =z £ £ = £
= A = = = 2 - = = i, =2 =
) = = = & g =T Q —_ = = g
— (=} ) ° = = a N Q =] o )
& < = = = = 2o & 2 g 9 <
E g 2 =2 o s E= £ £ g » =
< 2 A 5 S S &8 - g = = g
(&) =
E.faecalis 4 4 4 4 32 32 ir 4 2 4 025 4
E.durans 23 nd n.d 8b 22 4a 4b 8b 1c 8 nd 22

n.d. - nije definisano
i.r. - intrinzi¢no rezistentan

a - vrednosti MIK preuzete iz EFSA vodica za ispitivanje rezistencije na antibiotike kod BMK u hrani
(European Food Safety Authority, 2012)

b - vrednosti MIK preuzete prema Hayes i sar. (2003)

c - vrednosti preuzete iz vodica EUCAST (European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
2018)
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4.2.5. Ispitivanje prisustva gena za rezistenciju na tetraciklin kod izolata
bakterija mle¢ne Kkiseline
4.2.5.1. UmnozZavanje gena za rezistenciju na tetraciklin tet(A), tet(B), tet(C),

tet(K), tet(L), tet(M), tet(0) i tet(W)

Primenom lancane reakcije polimeraze izolati BMK su ispitani na prisustvo gena za
rezistenciju na tetraciklin: tet(A), tet(B), tet(C), tet(K), tet(L), tet(M), tet(0) i tet(W).
Reakciona smesa (20 pl) sastojala se od 0,5 uM prajmera (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, MA, USA) ispitivanih gena (Tabela 4.2.5.1.1), 1 x PCR obojenog pufera, 1,5 mM
x MgCl2, dNTP u koncentracijama 200 pM i 1 U TagDNA polimeraze (Kappa Biosystems,
MA, USA). Program za amplifikaciju sastojao se od: inicijalne denaturacije 95 °C/1 min,
i 30 ciklusa amplifikacije: denaturacija 95 °C/30s, vezivanja prajmera pri specificnim
Tan (Tan - temperatura vezivanja prajmera) (Tabela 4.2.5.1.1)/30s, elongacija 72 °C
/30s i finalne elongacije 72 °C /5 min. Reakcija je sprovedena u PCR uredajima
(Mastercycler gradient 5331, Eppendorf AG, Hamburg, Germany; Surecycler G8800,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Sekvence prajmera, temperature vezivanja
prajmera, veli¢ina amplifikovanih produkata i pozitivne kontrole prikazani su u Tabeli

4.2.5.1.1.
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Tabela 4.2.5.1.1. Sekvence prajmera, temperature vezivanja prajmera, veliCine

produkata i pozitivne kontrole za ispitivanje prisustva tet gena

T Velicina
Gen Sekvenca prajmera (02’) produkta Pozitivna kontrola Izvor iz literature
(bp)
tet(A) F: GTAATTCTGAGCACTGT 55 670 Escherichia coli (Hansen i sar.,
R: CCTGGACAACATTGCTT DSM 3876 1996)
tet(B) F: CAGTGCTGTTGTTGTCATTAA 52 500 E. coli IM 648 (Roeisar., 1995)
R: GCTTGGAATACTGAGTGTAA.
tet(C) F: AACAATGCGCTCATCGT 58 1138 Plazmid pbR322 (Frech i Schwarz,
R: GGAGGCAGACAAGGTAT 2000)
F: TTATGGTGGTTGTAGCTAGAAA 55 348 Staphylococcus (Zycka-Krzesinska i
. aureus subsp. sar., 2015)
tet(K) R: AAAGGGTTAGAAACTCTTGAAA aureus DSM 4911
tet(L) F: GTMGTTGCGCGCTATATTCC 55 696 Enterococcus (Zycka-Krzesinska i
R: GTGAAMGRWAGCCCACCTAA mundtii IM 613 sar., 2015)
tet(M)  F: GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 50 750 Enterococcus (Nawazi sar., 2011)
R: CTAAGATATGGCTCTAACAA faectum IM 338
tet(0) F: AACTTAGGCATTCTGGCTCAC 52 515 Bifidobacterium (Nawazi sar., 2011)
R: TCCCACTGTTCCATATCGTCA adolescentis IM 677
tet(W)  F: GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 64 168 Bifidobacterium (Aminov i Mackie,
. lactis subsp. lactis 2007)
R: GGGCGTATCCACAATGTTAAC LMG 18314

Produkti reakcije PCR su podvrgnuti horizontalnoj elektroforezi u 1% agaroznom

gelu (Sigma-Aldrich, Germany), obojeni bojom Midori Green Advanced (Nippon

Genetics, Germany) i posmatrani pod UV svetlom u transiluminatoru (Uvitec,

Cambridge, UK). Pokretljivost produkata PCR amplifikacije uporedivana je sa

pokretljivos¢u produkta amplifikacije pozitivne kontrole i sa standardom poznate

molekulske mase (1 kbp DNA Ladder, Nippon Genetics, Germany).
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4.2.6. Ispitivanje mogucnosti prenosa gena za rezistenciju na tetraciklin na

odabrane recipijente u uslovima in vitro
4.2.6.1. Ispitivanje mogucnosti prenosa gena za rezistencije na tetraciklin sa
izolata bakterija mlecne Kkiseline na odabrane recipijente primenom

metode “filter mating” na agaru

[spitivanje mogucnosti prenosa gena za rezistenciju na tetraciklin radeno je
modifikovanom metodom konjugacije ,filter mating“ na agaru prema Geversu i sar.
(2003). Kao potencijalni donori odabrani su izolati Enterococcus faecalis i Lactococcus
lactis, sa fenotipom rezistencije na tetraciklin i kod kojih je potom utvrdeno prisustvo
tet(M) gena. Kao potencijalni recipijenti odabrani su referentni soj Enterococcus faecalis
JH2-2 (LMG 19456) (bez plazmida, rezistentan na rifampicin i fuzidinsku kiselinu) i
izolat Staphylococcus aureus. Staphylococcus aureus je deo kolekcije bakterija Katedre
za higijenu i tehnologiju namirnica, Fakulteta veterinarske medicine, enterotoksogen,

izolovan iz sira od sirovog mleka, rezistentan na rifampicin.

Donori i recipijenti su prvobitno bili umnozeni u BHI (engl. Brain Heart Infusion -
BHI) bujonu (HiMedia, India) i inkubirani 18-20h pri optimalnoj temperaturi rasta (37
oC za Enterococcus faecalis i Staphylococcus aureus; 32 °C za Lactocococus lactis).
Bujonske kulture su zatim presejane u BHI bujon u odnosu 1:5 i inkubirane do sredine
eksponencijalne faze rasta (4-6h). Bujonske kulture donora i recipijenata su zatim
pomesane u odnosu 10:1i 1:1 i propustene kroz membranske filtere promera 0,45 um
(Merck Millipore, Germany), posle cega su filteri isprani sa puferisanim slanim
rastvorom (Oxoid, UK), kako bi se bakterijske Celije bolje vezale za filter. Filteri sa
bakterijskim ¢elijama su zatim asepti¢no preneti na povrsinu neselektivne podloge, BHI
agara (HiMedia, India) i inkubirani preko no¢i pri temperaturama optimalnim za rast
recipijenta. Po zavrSenoj inkubaciji, filteri su isprani sa 10ml puferisanog slanog
rastvora, a zatim su decimalna razblaZenja ispiraka zasejana na selektivni agar za
donore (BHI agar sa dodatkom tetraciklina u koncentraciji od 10 pg/ml), recipijente
(BHI agar sa dodatkom rifampicina u koncentraciji od 50 pg/ml) i dvostruko selektivni

agar za transkonjugante (BHI agar sa dodatkom tetraciklina u koncentraciji od 10
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ug/ml i rifampicina u koncentraciji od 50 ug/ml). Po 0,1 ml bujonskih kultura donora i
recipijenata je takode zasejan na dvostruko selektivni agar, kako bi se utvrdilo da li je
eventualno dosSlo do spontanih mutacija, zbog kojih su donori i recipijenti stekli
rezistenciju na oba antibiotika. PloCe zasejane na prethodno opisani nacin (donori,
recipijenti i transkonjuganti) su zatim inkubirane 48 ¢asova pri optimalnoj temperaturi
za donore i recipijente. Nakon inkubacije, odreden je broj kolonija na selektivnim i
dvostruko selektivnim podlogama (log CFU/ml). Frekvencija prenosa je izracunata kao

broj transkonjuganata po recipijentu.

Potencijalni transkonjuganti su ispitani na osetljivost prema tetraciklinu i na
prisustvo tet(M) gena. Kao pozitivna kontrola koriS¢en je soj Enterococcus faecium

IM338.

4.3. Statisticka analiza podataka

U statistickoj analizi dobijenih rezultata koriS¢eni su deskriptivni statisticki
parametri: aritmeticka sredina, standardna devijacija, minimalna i maksimalna
vrednost. Svi dobijeni rezultati prikazani su tabelarno ili grafic¢ki. Statisticka analiza
dobijenih rezultata uradena je u statistickim paketima PrismaPad 7.00 i Microsoft

Excell-u.
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5. REZULTATI

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije ¢e biti prikazani zasebno,

shodno postavljenim zadacima, a u okviru poglavlja:

» Zastupljenost bakterija mlec¢ne kiseline i subpopulacije bakterija mle¢ne kiseline
rezistentne na tetraciklin

» Genotipizacija izolata bakterija mle¢ne kiseline i odabir reprezentativnih izolata za
dalja ispitivanja

» ldentifikacija izolata bakterija mlecne kiseline

» Ispitivanje osetljivosti na antibiotike kod izolata bakterija mlec¢ne kiseline

» Ispitivanje prisustva gena za rezistenciju na tetraciklin kod izolata bakterija mle¢ne
kiseline

» Ispitivanje mogucnosti prenosa gena za rezistenciju na tetraciklin na odabrane

recipijente u uslovima in vitro

5.1. Zastupljenost bakterija mlecne Kiseline i subpopulacije bakterija mlecne

Kiseline rezistentne na tetraciklin

Za odredivanje zastupljenosti BMK u tradicionalnim sirevima Srbije koriS¢en je
MRS-S agar. Preliminarni ,screening“ subpopulacije BMK rezistentne na tetraciklin,
omogucen je zasejavanjem uzoraka tradicionalnih sireva na MRS-S agar (“pour plate”)
sa dodatkom tetraciklina u dvostrukorastu¢im koncentracijama 1-256 ug/ml. Grani¢ne
vrednosti tetraciklina, u ovom slucaju, definisSu se kao one koncentracije antibiotika,
koje dodate MRS-S agaru cCine ovaj agar selektivnim, dovodeci do redukcije broja
osetljive populacije BMK, a podrZavajuc¢i rast subpopulacije BMK rezistentne na
tetraciklin. Nakon zavrSene inkubacije, odredivanjem broja kolonija na plocama MRS-S

agara bez tetraciklina i sa dodatkom tetraciklina u dvostrukorastu¢im koncentracijama
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(1-256 pg/ml), utvrdeno je da koncentracija tetraciklina od 16 pg/ml kod vecine
uzoraka tradicionalnih sireva dovodi do umerene redukcije broja BMK, dok
koncentracija tetraciklina od 64 pg/ml u ve¢oj meri redukuje broj BMK. Na osnovu toga,
pretpostavka je bila da se MIK vrednosti za populaciju BMK poreklom iz tradicionalnih
sireva Srbije, nalaze u intervalu 16-64 pg tetraciklina/ml, te su rezultati zastupljenosti
subpopulacije BMK rezistentne na tetraciklin, prikazani u odnosu na koncentracije
tetraciklina od 16 i 64 ug/ml. Promena broja BMK za svaki pojedinacan uzorak sira, u
odnosu na sve ispitivane koncentracije tetraciklina (1-256 pg/ml), prikazana je na

grafikonima u okviru Priloga.

Na Grafikonima 5.1.1-5.1.3 prikazan je broj BMK (log CFU/g) na MRS-S agaru bez
dodatka tetraciklina, na plotama sa dodatkom 16 pug/ml i 64 pg/ml tetraciklina u

uzorcima homoljskog, zlatarskog i sjenickog sira.

Prosecna vrednost broja BMK u homoljskom siru iznosila je 7,65%+1,09 log CFU/g i
kretala se u rasponu 5,66-8,95 log CFU/g (Grafikon 5.1.1). Kada je u podlogu dodat
tetraciklin u koncentracijama 1, 2, 4 i 8 pg/ml nije doslo do ve¢eg smanjenja broja BMK,
osim u dva uzorka u kojima je ve¢ pri koncentraciji tetraciklina od 1 pg/ml doslo do
pada broja BMK za viSe od 2 log CFU/g. Umereno smanjenje broja BMK (log CFU/g)
primeceno je pri koncentraciji tetraciklina od 16 pg/ml. Koncentracija tetraciklina od
16 pg/ml je kod najveceg broja uzoraka homoljskog sira izvrsila redukciju broja BMK
za 1,2-2,5 log CFU /g, sa izuzetkom dva uzorka kod kojih je redukcija bila manja od 1 log
CFU/g, odnosno jednog uzorka kod koga je redukcija broja iznosila 2,95 log CFU/g.
Vrednosti redukcije broja BMK su vise varirale kada je u podlogu dodat tetraciklin u
koncentraciji 64 pg/ml; u najve¢em broju uzoraka homoljskog sira redukcija broja je
iznosila 1-3,5 log CFU/g. Kod dva uzorka homoljskog sira, dosSlo je do kompletne
inhibicije rasta, a kod dva uzorka redukcija broja je iznosila viSe od 5 log CFU/g. Pri
koncentraciji tetraciklina od 64 pg/ml, prosecan broj BMK u uzorcima homoljskog sira
iznosio je 3,98+2,28 log CFU/g. Izostanak rasta na plo¢ama sa najviSim koncentracijama
antibiotika (128 pg/ml i 256 pg/ml) primecen je kod cetiri uzorka homoljskog sira
(Prilog, Grafikon 3, 5, 6 i 8).
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Grafikon 5.1.1 - Broj BMK (log CFU/g) u homoljskom siru na MRS-S agaru bez
tetraciklina i sa dodatkom 16 pg/mli 64 pg/ml tetraciklina

Prosecna vrednost broja BMK u uzorcima zlatarskog sira iznosila je 7,74+0,6 log
CFU/g, sa rasponom vrednosti 6,12-8,53 log CFU/g (Grafikon 5.1.2). Koncentracije
tetraciklina u podlozi od 1, 2, 4 i 8 pg/ml nisu imale primetan uticaj na broj BMK.
Redukcija broja BMK, kod najveéeg broja uzoraka, iznosila je oko 1 log CFU/g, osim u
slucaju jednog uzorka sira kod koga je pad od 2,66 log CFU/g primecen ve¢ pri
dodavanju 2 pg/ml tetraciklina u podlogu (Prilog, Grafikon 29). Ve¢e smanjenje broja
BMK zabeleZeno je pri dodavanju 16 pg/ml tetraciklina u podlogu; redukcija broja BMK
u vecini uzoraka zlatarskog sira iznosila je 1,8-3 log CFU/g. Dodavanje tetraciklina u
agar u koncentraciji od 16 ug/ml kod jednog uzorka zlatarskog sira je dovelo do
potpune inhibicije rasta BMK. Visoke koncentracije tetraciklina (64 pg/ml) su dovele
do veceg smanjenja broja BMK kod uzoraka zlatarskog sira. Smanjenje broja BMK, u
ovom slucaju, iznosilo je 2,25-5,06 log CFU/g. Pri koncentraciji tetraciklina od 64 pg/ml,

prosecan broj BMK u uzorcima zlatarskog sira iznosio je 3,35+2,02 log CFU/g. U slucaju
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dodavanja 128 pg/ml tetraciklina u podlogu, kod 6 uzoraka zlatarskog sira na
podlogama nije bilo vidljivog rasta (Prilog, Grafikoni 19, 20, 21, 25, 27 i 31). Izostanak
rasta na plocama sa 256 ug/ml tetraciklina utvrden je kod 8 uzoraka zlatarskog sira

(Prilog, Grafikoni 19, 20, 21, 23, 24, 25, 27 i 31).

Zlatarski sir
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Grafikon 5.1.2- Broj BMK (log CFU/g) u zlatarskom siru na MRS-S agaru bez
tetraciklina i sa dodatkom 16 pg/ml i 64pg/ml tetraciklina

U uzorcima sjenic¢kog sira prosecan broj BMK iznosio je 7,47+0,71 log CFU/g, sa
intervalom 6,20-8,71 log CFU/g (Grafikon 5.1.3). Koncentracije tetraciklina u podlozi
od 1, 2, 4 i 8 pg/ml, u najveCem broju uzoraka, dovele su do smanjenja broja BMK za
oko 1 log CFU/g. U jednom uzorku sjenickog sira koncentracija ve¢ od 1 pg/ml
tetraciklina, dovela je do smanjenja broja BMK za vise od 1,5 log CFU /g (Prilog, Grafikon
36). Kod jednog uzorka sjenickog sira, primecena je potpuna inhibicija rasta BMK pri
dodavanju tetraciklina u podlogu u koncentraciji od 8 pg/ml. Koncentracija tetraciklina
od 16 pg/ml je kod najveceg broja uzoraka sjenickog sira dovela do smanjenja broja

BMK za 2-3 log CFU/g, a u tri uzorka primecena je potpuna inhibicija rasta. Pri
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koncentraciji tetraciklina od 64 pg/ml, zapaZaju se varijacije u smanjenju broja BMK
(0,8-4,5 log CFU/g). Tetraciklin u koncentraciji od 64 pg/ml u Cetiri uzorka sjenickog
sira doveo je do potpune inhibicije rasta BMK. Pri koncentraciji tetraciklina od 64
ug/ml, prosecan broj BMK iznosio je 3,93+2,24 log CFU/g. Kod uzoraka sjenickog sira
kod koga je do potpune inhibicije rasta BMK doslo pri koncentraciji tetraciklina od 64
ug/ml, izostanak rasta je postojao i pri najviSim koncentracijama antibiotika (1281 256

ug/ml) (Prilog, Grafikoni 32, 33, 391 49).
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Grafikon 5.1.3 - Broj BMK (log CFU/g) u sjenickom siru na MRS-S agaru bez
tetraciklina i sa dodatkom 16 pg/ml i 64pg/ml tetraciklina

U jednom uzorku homoljskog i zlatarskog sira nije primecen rast, kako na plo¢ama
bez tetraciklina, tako ni na plo¢ama sa dodatkom tetraciklina, odnosno broj CFU/g je

iznosio <100.

50



Rezultati

5.2. Genotipizacija izolata bakterija mlecne Kiseline i odabir reprezentativnih

izolata za dalja ispitivanja

Metodom slucajnog odabira, sa ploca bez tetraciklina i ploa u koje je dodat
tetraciklin u razli¢itim koncentracijama, odabrano je 395 kolonija. Od ukupnog broja
primoizolata, na osnovu fenotipskih testova (bojenje po Gramm-u i katalaza test), za
dalja ispitivanja odabrano je 223 izolata. Kod svih gram pozitivnih, katalaza negativnih

izolata, izvrSena je izolacija DNK, a zatim i rep-PCR analiza.

Na osnovu proracuna slicnosti uz pomo¢ Dice-ovog koeficijenta korelacije, od
ukupno 223 izolata, 162 (72,65%) izolata je pokazalo razliite rep-PCR “fingerprint”
tipove. Dobijeni rezultati ukazuju na veliku heterogenost, odnosno visoki geneticki
diverzitet izolata BMK u tradicionalnim sirevima Srbije. ,Fingerprint“ tipovi izolata

BMK poreklom iz tradicionalnih sireva Srbije, prikazani su na Slici 5.2.1.

[zolati BMK, koji su pokazali razliCite “fingerprint” tipove, predstavljali su

reprezentativne izolate, i kao takvi, odabrani su za dalja ispitivanja.

Najveci broj reprezentativnih izolata (124; 76,54%), oCekivano, vodio je poreklo sa
ploca MRS-S agara u koje nije dodat tetraciklin. Ostali izolati (38; 23,46%) vodili su
poreklo sa ploca u koje je dodat tetraciklin: po Cetiri izolata sa ploca sa koncentracijom
tetraciklina 8, 1281 256 pug/ml, 7 izolata sa ploc¢a gde je tetraciklin dodat u koncentraciji
16 pg/ml, 11 izolata sa ploc¢a sa koncentracijom tetraciklina 32 pg/ml i 8 izolata sa ploca

gde je koncentracija tetraciklina iznosila 64 pg/ml.
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5.3. Identifikacija izolata bakterija mlec¢ne Kiseline

MALDI TOF masena spektrometrija uspesno se primenjuje u identifikaciji, ne samo
klini¢kih, ve¢ i izolata bakterija iz hrane. Od ukupno 162 izolata BMK poreklom iz
tradicionalnih sireva Srbije, primenom MALDI TOF masene spektrometrije,
identifikovano je 155 (95,68%) izolata. Na Slikama 5.3.1 i 5.3.2 prikazani su ,raw"
spektri MALDI TOF masene spektrometrije izolata Lactobacillus paracasei 116 i

Enterococcus faecalis 3.

x4 116 AT MS Raw

25

20

05

Slika 5.3.1 - Prikaz spektra MALDI TOF masene spektrometrije za Lactobacillus

paracasei 116

Intens. 3 0:H4 M5 Raw
[a.u]
x104

08

06

0.4+

02

Slika 5.3.2 - Prikaz spektra MALDI TOF masene spektrometrije za Enterococcus

faecalis 3

Kod 7 izolata (4,32%) identifikacija nije bila uspesna (koeficijent pouzdanosti
iznosio je ispod 1,5). Rezultati identifikacije izolata bakterija mle¢ne primenom MALDI

TOF masene spektrometrije, prikazani su u tabeli Tabeli 5.3.1.

53




Rezultati

Tabela 5.3.1 - Rezultati identifikacije izolata BMK primenom MALDI TOF masene

spektrometrije
Vrsta Broj izolata (%) Koeficijent pouzdanosti
Lactobacillus plantarum 37 (23,87) 2.031-2.416
Lactobacillus paracasei 29 (18,71) 2.053-2.402
Lactobacillus brevis 13 (8,39) 2.049-2.45
Lactobacillus kefiri 5(3,22) 2.079-2.394
Lactobacillus curvatus 3(1,93) 2.23-2.377
Lactobacillus parakefiri 2(1,29) 1.704-1775
Lactobacillus paraplantarum 1(0,65) 2.158
Lactobacillus coryniformis 1(0,65) 2.153
Lactobacillus diolivorans 1(0,65) 2.053
Leuconostoc mesenteroides 18 (11,61) 2.02-2.43
Leuconostoc pseudomesenteroides 2 (1,29) 2.123-2.152
Enterococcus faecalis 17 (10,98) 2.253-2.495
Enterococcus durans 5(3,22) 2.191-2.246
Lactococcus lactis 14 (9,03) 2.261-2.45
Lactococcus garvieae 5(3,22) 2.082-2.154
Pediococcus pentosaceus 2(1,29) 2.057-2.09

0d ukupno 155 izolata, 153 su identifikovana sa koeficijentom pouzdanosti ve¢im
od 2, Sto ukazuje na identifikaciju do nivoa vrste. Kod 2 izolata (identifikovani kao
Lactobacillus parakefiri), koeficijent pouzdanosti identifikacije je iznosio <2, a 21,7, Sto,
prema uputstvu proizvodaca, predstavlja uspesnu identifikaciju do nivoa roda. Ipak,
kako je jedino preklapanje pomenutih izolata u bazi podataka bilo sa vrstom
Lactobacillus parakefiri, oni su u daljem istrazivanju predstavljeni kao pripadnici ove

vrste.

Medu identifikovanim izolatima BMK, dominantni rod je predstavljao Lactobacillus
sa ukupno 92 (59,35%) izolata. Osim S$to je brojcano bio najzastupljeniji, rod
Lactobacillus pokazuje i najveci biodiverzitet. Identifikovano je 9 vrsta: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus kefiri,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus paraplantarum i

Lactobacillus diolivorans. Najzastupljeniji su bili izolati Lactobacillus plantarum
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(40,22%), potom izolati Lactobacillus paracasei (31,52%) i Lactobacillus brevis
(14,13%).

Manje zastupljenu populaciju BMK ¢inila su tri roda, u okviru kojih je identifikovan
priblizno podjednak broj izolata: rod Enterococcus sa 22 identifikovana izolata, rod
Leuconostoc sa 20 identifikovanih izolata i rod Lactococcus sa 19 identifikovanih izolata.
U okviru roda Enterococcus identifikovane su vrste Enterococcus faecalis i Enterococcus
durans; u okviru roda Leuconostoc vrste Leuconostoc mesenteroides i Leuconostoc
pseudomesenteroides; u okviru roda Lactococcus vrste Lactococcus lactis i Lactococcus

garvieae.

Najmanje zastupljen rod ¢inio je Pediococcus sa dva izolata koja su pripadala istoj

vrsti - Pediococcus pentosaceus.

[z sjenickog i zlatarskog sira izolovano je po 12 razlicitih vrsta, a iz homoljskog sira

10 vrsta BMK.

Posmatranjem distribucije izolata BMK u odnosu na vrstu sira, primeene su

odredene razlike (Grafikon 5.3.1).
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Zastupljenost vrsta BMK u tradicionalnim sirevima
sencs |
vomorss | N =

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

M Lactobacillus plantarum M Lactobacillus paracasei
W Enterococcus faecalis Leuconostoc mesenteroides
W Lactobacillus kefiri M Lactobacillus brevis
W Lactobacillus curvatus W Lactococcus lactis
B Pediococcus pentosaceus B Leuconostoc pseudomesenteroides
W Lactobacillus paraplantarum W Lactococcus garvieae
M Lactobacillus parakefiri W Enterococcus durans
Lactobacillus coryniformis Lactobacillus diolivorans

Grafikon 5.3.1 - Distribucija vrsta BMK u sjenickom, homoljskom i zlatarskom siru

U sjenickom siru najzastupljeniji rod predstavljao je Lactobacillus, sa 40 (83,33%)
od ukupno 48 izolata BMK poreklom iz istog sira. Najzastupljenija vrsta laktobacila bio
je Lactobacillus paracasei sa 16 (40%) izolata, a zatim Lactobacillus plantarum sa 12
(30%) izolata. Trecu vrstu po zastupljenosti predstavljao je Lactobacillus brevis sa 8
(20%) izolata. ZapaZeno je da od ukupno 13 identifikovanih izolata Lactobacillus brevis,
8 (61,54%) izolata je poreklom iz sjenic¢kog sira. Vrste iz roda Lactococcus - Lactococcus
lactis i Lactococcus garvieae, u sjenickom siru, bile su predstavljene sa po dva izolata,
kao i vrsta Enterococcus durans. Vrste Enterococcus faecalis i Leuconostoc mesenteroides
su bile sporadic¢an nalaz sa po jednim izolatom. Sa po jednim izolatom, u sjeni¢kom siru,
bile su prisutne vrste: Lactobacillus kefiri, Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus

coryniformis i Lactobacillus diolivorans.
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Najvec¢i broj od ukupno 155 identifikovanih izolata BMK, njih 71 (45,81%),
poreklom je iz zlatarskog sira. Kao i kod sjenickog sira, dominantan rod predstavljao je
Lactobacillus sa 44 (62,86%) izolata. Zastupljenost izolata u okviru pojedinih vrsta
laktobacila, poreklom iz zlatarskog sira, razlikovala se u odnosu na sjenicki.
Najzastupljenija vrsta bio je Lactobacillus plantarum, sa 21 (47,73%) izolatom, zatim
vrsta Lactobacillus paracasei sa 12 (27,27%) izolata. U zlatarskom siru, Lactobacillus
kefiri je bio predstavljen sa cetiri (9,1%) izolata, vrste Lactobacillus brevis i
Lactobacillus curvatus sa po tri (6,8%) izolata, a Lactobacillus paraplantarum sa jednim
(2,27%) izolatom. Za razliku od sjenickog sira gde je utvrden sporadi¢an nalaz vrsta
Enterococcus faecalis i Leuconostoc mesenteroides, u zlatarskom siru Enterococcus
faecalis je bio zastupljen sa 11 (15,71%) izolata, a Leuconostoc mesenteroides sa 10
(14,29%) izolata. Rod Lactococcus, kao i u slucaju sjenic¢kog sira, u zlatarskom siru je
Cinio sporadi¢ni nalaz sa dva izolata Lactococcus lactis i jednim izolatom vrste
Lactococcus garvieae. Osim navedenih vrsta, u zlatarskom siru, identifikovan je i jedan
izolat Leuconostoc pseudomesenteroides. Svi izolati Lactobacillus curvatus (3) i
Pediococcus pentosaceus (2) koji su izolovani u okviru ove doktorske disertacije, vodili
su poreklo iz zlatarskog sira. U slucaju vrste Lactobacillus kefiri, najveci broj izolata,
Cetiri od ukupno pet izolovanih u okviru ove doktorske disertacije, poreklom je iz

zlatarskog sira.

U odnosu na sjenicki i zlatarski sir, kod homoljskog sira najzastupljeniji rod
predstavljao je Lactococcus, sa 12 (33,33%), od ukupno 36 izolata. U okviru roda,
Lactococcus lactis je bio predstavljen sa 10 (83,33%) izolata, a Lactococcus garvieae sa
2 (16,67%) izolata. Za razliku od sjenickog i zlatarskog sira, u homoljskom siru
laktobacili su bili daleko manje zastupljeni. Od ukupno 36 izolata BMK poreklom iz
homoljskog sira, 8 (22,22%) predstavljali su laktobacili. U okviru ovog roda, u
homoljskom siru, identifikovane su cetiri vrste: Lactobacillus plantarum (4;50%),
Lactobacillus brevis (2;25%), Lactobacillus paracasei (1;12,5%) 1 Lactobacillus
parakefiri (1;12,5%). Kod izolata BMK poreklom iz homoljskog sira, Leuconostoc

mesenteroides je bio predstavljen sa 7 (19,44%) izolata, Enterococcus faecalis sa pet
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(13,89%) izolata, a Enterococcus durans sa tri (8,33%) izolata. Osim navedenih vrsta,
kod izolata poreklom iz homoljskog sira, identifikovan je i jedan izolat Leuconostoc

pseudomesenteroides.

5.4. Ispitivanje osetljivosti na antibiotike kod izolata bakterija mlecne Kiseline

Kod identifikovanih izolata BMK (n=155), ispitana je osetljivost na odabrane
antibiotike. Izolati BMK, sa izuzetkom enterokoka, ukupno 133 izolata, ispitani su na
osetljivost prema 8 antibiotika, preporucenih od strane EFSA Panela (FEEDAP):
gentamicin, kanamicin, streptomicin, tetraciklin, eritromicin, klindamicin,
hloramfenikol i ampicilin. Enterokoke se, pored toga Sto veoma uspesSno razmenjuju
gene rezisistencije na antibiotike, prepoznaju i kao oportunisticko patogene bakterije.
[z ovog razloga, kod izolata enterokoka (n=22), pored osetljivosti na gentamicin,
tetraciklin, eritromicin, hloramfenikol i ampicilin, dodatno je ispitana osetljivost na
vankomicin, teikoplanin, kvinpristin/dalfopristin, daptomicin, ciprofloksacin, tigeciklin

i linezolid, ukupno 12 antibiotika.

Rezultati distribucije MIK vrednosti za svaki od ispitivanih antibiotika kod izolata

bakterija mlec¢ne kiseline prikazani su u Tabelama 5.4.1-5.4.8.

Osetljivost na gentamicin, predstavnika grupe aminoglikozidnih antibiotika,
ispitivana je kod svih 155 izolata BMK, s tom razlikom Sto se raspon ispitivanih
koncentracija gentamicina razlikovao kod enterokoka u odnosu na druge vrste BMK

(Tabela 5.4.1.).
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Tabela 5.4.1 - Distribucija MIK vrednosti za gentamicin kod izolata BMK

Distribucija MIK vrednosti (ng/ml) za gentamicin

*
Vrste E é Lgn‘ - 8 o+ o 3 8 F § LE
=
Lactobacillus plantarum (n=37) 16 2 13 5 7 9 1
Lactobacillus paracasei (n=29) 32 1 2 12 13 1
Lactobacillus kefiri n=5) 16 4
Lactobacillus brevis n=13) 16 1 4 4 2
Lactobacillus curvatus (n=3) 16 1 2
Lactobacillus parakefiri (n=2) 16 2
Lactobacillus paraplantarum (n=1) 16 1
Lactobacillus coryniformis (n=1) 16 1
Lactobacillus diolivorans (n=1) 16 1
Lactococcus lactis (n=14) 32 1 8 5
Lactococcus garvieae (n=5) 4 4 1
Leuconostoc mesenteroides (n=18) 16 1 5 9 2 1
Leuconostoc pseudomesenteroides (n=2) 16 1
Pediococcus pentosaceus(n=2) 16 1 1
Distribucija MIK vrednosti (pg/ml) za gentamicin
=
= ® © o 3
Vrste E % ©« 5 § I o 1B ‘é
Enterococcus faecalis (n=17) 32 14 3
Enterococcus durans (n=5) 4 5

* Rezistentni izolati imaju vrednosti MIK vece od naznacenih grani¢nih vrednosti

Rezistencija na gentamicin nije bila zastupljena kod velikog broja izolata BMK.
Ukupno 13 (8,39%) izolata BMK pokazalo je rezistenciju na gentamicin. Izolati BMK
rezistentni na gentamicin pripadali su vrstama Enterococcus durans (5), Enterococcus
faecalis (3) i po jedan izolat Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei,
Lactococcus garvieae, Leuconostoc mesenteroides i Pediococcus pentosaceus. Vredna
zapaZzanja jeste Cinjenica da je svih pet izolata Enterococcus durans, identifikovanih u
okviru ove doktorske disertacije, pokazalo rezistenciju na gentamicin. U slucaju

interpretacije rezultata osetljivosti na antibiotike kod ove vrste enterokoka, treba imati
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u vidu da ne postoje granic¢ne vrednosti (MIK) koje su specifi¢ne za datu vrstu. Rezultati
su interpretirani na osnovu MIK vrednosti za pripadnike svih ostalih vrsta gram
pozitivnih bakterija (engl. “other gram positive bacteria”), za koje u vodicu EFSA Panela
(FEEDAP) nisu postavljene MIK vrednosti specifi¢ne u odnosu na vrstu. U ovom slucaju,
MIK vrednost za gentamicin iznosi 4 pg/ml, Sto je za 4-8 puta niza MIK vrednost u
odnosu na druge vrste BMK. S obzirom na mali broj ispitanih izolata Enterococcus
durans (n=5), nije postojala moguénost da se na osnovu rezultata distribucije MIK
vrednosti za gentamicin, a u okviru ovog istrazivanja, samostalno odrede grani¢ne

vrednosti.

Osetljivost na kanamicin, drugi predstavnik grupe aminoglikozidnih antibiotika,
ispitana je kod 133 izolata BMK (Tabela 5.4.2). Prema vodicu Referentne laboratorije
Evropske Unije za rezistenciju na antimikrobne lekove, ispitivanje osetljivosti na
kanamicin kod enterokoka nije predvideno, te su, u slucaju ovog antibiotika,

predstavnici roda Enterococcus bili izostavljeni.

Tabela 5.4.2 - Distribucija MIK vrednosti za kanamicin kod izolata BMK

Distribucija MIK vrednosti (ug/ml) za kanamicin

*
= <
Vrste E %o a + o 9 g 3 § I.E E §
2
Lactobacillus plantarum (n=37) 64 2 4 11 4 13 2 1
Lactobacillus paracasei (n=29) 64 4 14 10 1
Lactobacillus kefiri (n=5) 32 3 1 1
Lactobacillus brevis (n=13) 32 1 8 2 2
Lactobacillus curvatus (n=3) 64 2 1
Lactobacillus parakefiri (n=2) 32 2
Lactobacillus paraplantarum (n=1) 64 1
Lactobacillus coryniformis (n=1) 64 1
Lactobacillus diolivorans (n=1) 32 1
Lactococcus lactis (n=14) 64 1 5 6 2
Lactococcus garvieae (n=5) 16 4 1
Leuconostoc mesenteroides (n=18) 16 1 3 7 3 3 1
Leuconostoc pseudomesenteroides
(n=2) 16 1 1
Pediococcus pentosaceus (n=2) 64 2

* Rezistentni izolati imaju vrednosti MIK vece od naznacenih grani¢nih vrednosti
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Rezistencija na kanamicin predstavljala je najzastupljeniji profil rezistencije kod
izolata BMK obuhvacenih ovim istraZivanjem. Od ukupno ispitanih 133 izolata BMK, 50
(37,59%) izolata je pokazalo fenotipsku rezistencije na kanamicin. Rezistencija na
kanamicin, ujedno je i predstavljala najzastupljeniji profil rezistencije kod dve vrste
BMK: Lactobacillus paracasei, gde je 25 od 29 izolata bilo rezistentno (86,21%) i
Leuconostoc mesenteroides, gde je 14 od 18 sojeva (77,78%) bilo rezistentno na
kanamicin. Suprotno ovom nalazu, kod najzastupljenije vrste laktobacila poreklom iz
tradicionalnih sireva, Lactobacillus plantarum, rezistencija na kanamicin je utvrdena
kod tri (8,1%) od ukupno 37 izolata. Rezistencija na kanamicin predstavljala je
karakteristiku i dva izolata Pediococcus pentosaceus, identifikovanih u okviru ove
studije. Kod 7 vrsta BMK nisu utvrdeni izolati rezistentni na kanamicin: Lactobacillus
kefiri, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus parakefiri,

Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus diolivorans i Lactococcus lactis.

Prema vodicu EFSA Panela (FEEDAP), ispitivanje osetljivosti na streptomicin,
pripadnika grupe aminoglikozidnih antibiotika, nije predvideno za vrstu Lactobacillus
plantarum. Vodi¢ Referentne laboratorije Evropske wunije za rezistenciju na
antimikrobne lekove, ni kod Enterococcus spp. ne predvida ispitivanje rezistencije na
streptomicin. Rezultati ispitivanja osetljivosti na streptomicin kod preostalih izolata

BMK (n=96), prikazana je u Tabeli 5.4.3.
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Tabela 5.4.3 - Distribucija MIK vrednosti za streptomicin kod izolata BMK

Distribucija MIK vrednosti (ng/ml) za streptomicin

*
Vrste E gﬁ S - 8 v » 3 g 3 § 'E
=
Lactobacillus paracasei (n=29) 64 5 16 8
Lactobacillus kefiri (n=5) 64 2 3
Lactobacillus brevis (n=13) 64 4 7 2
Lactobacillus curvatus (n=3) 64 2 1
Lactobacillus parakefiri (n=2) 64 2
Lactobacillus paraplantarum (n=1) 64 1
Lactobacillus coryniformis (n=1) 64 1
Lactobacillus diolivorans (n=1) 64 1
Lactococcus lactis (n=14) 32 1 4 8 1
Lactococcus garvieae(n=5) 8 3 2
Leuconostoc mesenteroides (n=18) 64 1 7 5 4 1
Leuconostoc pseudomesenteroides
(n=2) 64 1 1
Pediococcus pentosaceus (n=2) 64 1 1

* Rezistentni izolati imaju vrednosti MIK vece od naznacenih grani¢nih vrednosti

Rezistencija na streptomicin zapaZena je kod 21 od ukupno 96 izolata BMK
(21,88%). Kod vrste Lactococcus garvieae, rezistencija na kanamicin predstavljala je
najzastupljeniji fenotip rezistencije, s obzirom da su svi izolati, identifikovani u oviru
ove doktorske disertacije kao Lactococcus garvieae, bili rezistentni. I u slucaju ove
kombinacije antibiotik/vrsta, prema vodicu EFSA Panela (FEEDAP), MIK vrednosti nisu
specificne u odnosu na vrstu. Shodno ovome, rezultati se intepretiraju na osnovu MIK
vrednosti za pripadnike ostalih vrsta gram pozitivnih bakterija. U ovom slucaju, MIK
vrednost za streptomicin iznosi 8 pg/ml, Sto je za 8 puta niza MIK vrednost u odnosu
na druge vrste BMK. Bududi da su svih pet izolata Lactococcus garvieae pokazali
izuzetno visok nivo rezistencije na streptomicin (MIK vrednost 64 pug/mli 128 ug/ml)
mozZe se sa velikom sigurnoScu pretpostaviti da su izolati bili rezistentni, bez obzira na
“nespecificno” postavljene granicne vrednosti. Rezistencija na streptomicin
predstavljala je karakteristiku 8 (27,59%) izolata Lactobacillus paracasei, i pet
(27,78%) izolata Leuconostoc mesenteroides. Osim vrste Lactobacillus paracasei,

nijedna druga vrsta laktobacila nije pokazala rezistenciju na streptomicin. Kao i u
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slucaju kanamicina, antibiotika iz iste klase, oba izolata Pediococcus pentosaceus bila su

rezistentna na streptomicin.

Kod svih 155 identifikovanih izolata BMK ispitana je osetljivost na tetraciklin

(Tabela 5.4.4.)

Tabela 5.4.4 - Distribucija MIK vrednosti za tetraciklin kod izolata BMK

Distribucija MIK vrednosti (ug/ml) za tetraciklin

MIK
(ng/ml)*

Vrste

0.25

n
S

0.125

w
N

Lactobacillus plantarum (n=37) 21 16

Lactobacillus paracasei (n=29) 24 4
Lactobacillus kefiri (n=5)
Lactobacillus brevis (n=13)
Lactobacillus curvatus (n=3)
Lactobacillus parakefiri (n=2)
Lactobacillus paraplantarum (n=1)
Lactobacillus coryniformis (n=1)
Lactobacillus diolivorans (n=1)
Lactococcus lactis (n=14)
Lactococcus garvieae (n=5)
Leuconostoc mesenteroides (n=18) 12 2 1 1 1

Leuconostoc pseudomesenteroides (n=2)

@ 0 O N & 0 0 0 O W 0
[uny

Pediococcus pentosaceus (n=2)

Distribucija MIK vrednosti (ug/ml) za tetraciklin

Vrste + o 3 3

MIK
(ng/mi)*
1
2
64
128

N

8 8 1
Enterococcus durans (n=5) 8 5

Enterococcus faecalis (n=17)

* Rezistentni izolati imaju vrednosti MIK vece od naznacenih grani¢nih vrednosti

Rezistencija na tetraciklin je utvrdena kod 21 (13,55%) izolata BMK. Od izolata
BMK sa fenotipom rezistencije na tetraciklin, 9 (42,86%) izolata pripadalo je vrsti

Enterococcus faecalis. 1zolati Enterococcus faecalis su pokazali visok nivo rezistencije na
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tetraciklin; 8 izolata je pokazalo MIK od 64 pg/ml, a jedan izolat i najviSu ispitivanu MIK
vrednost (128 pg/ml). Ostali izolati BMK, koji su se karakterisali rezistencijom na
tetraciklin, pripadali su vrstama: Lactobacillus paracasei (1), Lactobacillus kefiri (2),
Lactobacillus brevis (1), Lactobacillus parakefiri (2), Lactococcus lactis (1), Lactococcus

garvieae (2), Leuconostoc mesenteroides (2) i Leuconostoc pseudomesenteroides (1).

Kako je srediSnji deo ove doktorske disertacije rezistencija na tetraciklin kod
izolata BMK, ispitivanje nije bilo isklju¢ivo usmereno na detekciju prisustva, odnosno
odsustva ovog profila rezistencije, ve¢ i na utvrdivanje oblika (urodena ili steCena)
rezistencije. lako je molekularna karakterizacija gena rezistencije jedini nacin za tacnu
i potpunu karakterizaciju oblika rezistencije na antibiotike, distribucija MIK vrednosti
u odnosu na dati antibiotik moZe da ukaZe na postojanje steCene rezistencije u
odredenoj populaciji bakterija. U svrhu preliminarnog utvrdivanja oblika rezistencije
na tetraciklin kod izolata BMK, predstavljeni su histogrami distribucije MIK vrednosti
za tetraciklin, kod onih vrsta BMK koji su imali veci broj izolata (Lactobacillus
plantarum n=37; Lactobacillus paracasei n=29 i Enterococcus faecalis n=17) (Grafikoni

5.4.1-5.4.3)).

Prema konzensusu u naucnoj zajednici (Murray i sar., 2003), distribucija MIK
vrednosti za dati antibiotik unutar jedne vrste bakterija, u odsustvu stecenih
mehanizama rezistencije (mutacija ili lateralni transfer gena), pokazuje raspodelu
slicnu zvonastoj simetricnoj raspodeli, tzv. unimodalna distribucija. Kako je
predstavljeno na grafikonima 5.4.1. [ 5.4.2. unimodalna distribicija MIK vrednosti se
zapaza kod Lactobacillus plantarum i Lactobacillus paracasei. Pretpostavka je da jedan
izolat unutar populacije Lactobacillus plantarum, ¢iji MIK ne pokazuje tzv. statisticku
normalnost, ne predstavlja izolat sa stecenom rezistencijom, jer se ne radi o visokom

nivou rezistencije na tetraciklin (MIK 8 pg/ml).

64



Rezultati

Lactobacillus plantarum

o 25

*&;20

S 15

=10

S 5

@ 9
RIS T T N
Q. Q

Koncentracija antibiotika

Grafikon 5.4.1 - Distribucija MIK vrednosti za tetraciklin kod izolata Lactobacillus plantarum
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Grafikon 5.4.2 - Distribucija MIK za tetraciklin kod izolata Lactobacillus paracasei

Ukoliko distribucija MIK vrednosti pokazuje tzv. bimodalnu raspodelu, gde se
jedan deo bakterijske populacije jasno razlikuje od osetljive vecine, u tom slucaju
postoji indikacija stecene rezistencije. Kod vrste Enteroccus faecalis ustanovljena je

tipicna bimodalna distribucija MIK vrednosti za tetraciklin (Grafikon 5.4.3.).
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Grafikon 5.4.3. - Distribucija MIK vrednosti za tetraciklin kod izolata Enterococcus faecalis
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Osetljivost na eritromicin, predstavnika grupe makrolidnih antibiotika, ispitana je

kod svih identifikovanih izolata BMK (Tabela 5.4.5.)

Tabela 5.4.5 - Distribucija MIK vrednosti za eritromicin kod izolata BMK

Distribucija MIK vrednosti (ng/ml) za eritromicin

*
= 0o & %
Vrste E E s 3 8 o S "cn - N ¥ ®
¥ © o S ©
Lactobacillus plantarum (n=37) 1 1 1 9 14 9 1 2
Lactobacillus paracasei (n=29) 1 2 14 10 2 1
Lactobacillus kefiri (n=5) 1 1 4
Lactobacillus brevis (n=13) 1 1 8 4
Lactobacillus curvatus (n=3) 1 1 2
Lactobacillus parakefiri (n=2) 1 2
Lactobacillus paraplantarum (n=1) 1 1
Lactobacillus coryniformis (n=1) 1 1
Lactobacillus diolivorans (n=1) 1 1
Lactococcus lactis (n=14) 1 3 5 4 2

e
3
w
N

Lactococcus garvieae(n=5)

Leuconostoc mesenteroides (n=18)
Leuconostoc pseudomesenteroides (n=2)
Pediococcus pentosaceus (n=2)

(SRS
N
[S=Y
L
[N N
-

Distribucija MIK vrednosti (pg/ml) za eritromicin

*
M 2 ©
Vrste E%~~¢w3g3§
=
Enterococcus faecalis (n=17) 4 6 4 1 6
Enterococcus durans (n=5) 8 5

* Rezistentni izolati imaju vrednosti MIK vece od naznacenih grani¢nih vrednosti

Sa izuzetkom Enterococcus faecalis, rezistencija na eritromicin kod izolata
bakterija mlecne kiseline poreklom iz tradicionalnih sireva Srbije bila je izuzetno retka.
Svega dva izolata Lactobacillus plantarum i jedan izolat Leuconostoc mesenteroides
pokazali su rezistenciju na eritromicin. Kod vrste Enterococcus faecalis, od ukupno 17
izolata, 6 (35,29%) izolata je bilo rezistentno na eritromicin. Svih 6 izolata Enterococcus

faecalis sa Kkarakteristikom rezistencije na eritromicin, pokazali su visok nivo
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rezistencije na ovaj antibiotik (MIK 128 pg/ml), Sto je indikacija steCenih mehanizama

rezistencije.

Za ispitivanje osetljivosti na linkozamide, od strane EFSA Panela (FEEDAP),
preporucen je klindamicin. Kako vodi¢ Referentne laboratorije Evropske Unije za
rezistenciju na antimikrobne lekove, ne zahteva ispitivanje osetljivosti na klindamicin
kod Enterococcus spp., enterokoke nisu bile obuhvacene u ovom ispitivanju. Rezultati

ispitivanja osetljivosti na klindamicin kod izolata BMK prikazani su u tabeli 5.4.6.

Tabela 5.4.6 - Distribucija MIK vrednosti za klindamicin kod izolata BMK

Distribucija MIK vrednosti (ng/ml) za klindamicin

T N4 T v .

Vrsta E%gégggﬁmﬁwﬁ
Lactobacillus plantarum (n=37) 2 2 1 3 9 9 7 3 3
Lactobacillus paracasei (n=29) 1 3 14 9 2 1
Lactobacillus kefiri (n=5) 1 3 1 1
Lactobacillus brevis (n=13) 1 3 1 4 3 2
Lactobacillus curvatus (n=3) 1 3
Lactobacillus parakefiri (n=2) 1 1 1
Lactobacillus paraplantarum (n=1) 1 1
Lactobacillus coryniformis (n=1) 1 1
Lactobacillus diolivorans (n=1) 1
Lactococcus lactis (n=14) 1 1 6 5 1 1
Lactococcus garvieae (n=5) 0.25 2 2 1
Leuconostoc mesenteroides (n=18) 1 2 12 3 1
Leuconostoc pseudomesenteroides
(n=2) 1 1 1
Pediococcus pentosaceus (n=2) 1 2

* Rezistentni izolati imaju vrednosti MIK vece od naznacenih grani¢nih vrednosti

0Od ukupno 133 izolata BMK, rezistenciju na klindamicin pokazalo je 15 (11,28%)
izolata. Izolati BMK, rezistentni na klindamicin, utvrdeni su kod cetiri vrste BMK:
Lactobacillus plantarum (3), Lactobacillus brevis (10), Lactococcus lactis (1) i
Leuconostoc mesenteroides (1). Kod vrste Lactobacillus brevis, 10 (76,92%) od ukupno

13 izolata, karakterisalo se rezistencijom na klindamicin.
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Osetljivost na hloramfenikol ispitana je kod svih izolata BMK. Rezultati ispitivanja

osetljivosti na hloramfenikol kod izolata BMK, prikazani je u Tabeli 5.4.7.

Tabela 5.4.7 - Distribucija MIK vrednosti za hloramfenikol kod izolata BMK

Distribucija MIK vrednosti (ng/ml) za hloramfenikol

*
= 1
Vrste E E o g Lcn - 8 % o I 8 3
B s O
=
Lactobacillus plantarum (n=37) 8 4 31
Lactobacillus paracasei (n=29) 4 1 28
Lactobacillus kefiri (n=5) 4 4
Lactobacillus brevis (n=13) 4 10
Lactobacillus curvatus (n=3) 4 3
Lactobacillus parakefiri (n=2) 4 1 1
Lactobacillus paraplantarum (n=1) 4 1
Lactobacillus coryniformis (n=1) 4 1
Lactobacillus diolivorans (n=1) 4 1
Lactococcus lactis (n=14) 8 12 2
Lactococcus garvieae (n=5) 2 5
Leuconostoc mesenteroides (n=18) 4 12 5 1
Leuconostoc pseudomesenteroides (n=2) 4 2
Pediococcus pentosaceus (n=2) 4 2

Distribucija MIK vrednosti (ig/ml) za hloramfenikol

*
X 2 ©
Vrste = % + o S 9 3 N
=
Enterococcus faecalis (n=17) 32 6 7 1 1 2
Enterococcus durans (n=5) nd. 5

* Rezistentni izolati imaju vrednosti MIK vece od naznacenih grani¢nih vrednosti

Kod 12 (7,74%) izolata BMK je dokazana rezistencija na hloramfenikol. Izolati
BMK, rezistentni na hloramfenikol, pripadali su vrstama: Lactobacillus kefiri (1),
Lactobacillus brevis (3), Leuconostoc mesenteroides (6) i Enterococcus faecalis (2). lako
za Enterococcus durans nisu predloZene grani¢ne vrednosti (MIK) za hloramfenikol,
moZe se pretpostaviti da su svi izolati bili osetljivi na hloramfenikol, s obzirom da su

ve( i najmanje ispitivane koncentracije antibiotika bile inhibitorne.
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Kod svih izolata BMK ispitana je osetljivost na ampicilin. Rezultati ispitivanja

osetljivosti na ampicilin kod izolata BMK prikazana je u Tabeli 5.4.8.

Tabela 5.4.8 - Distribucija MIK vrednosti za ampicilin kod izolata BMK

Distribucija MIK vrednosti (ug/ml) za ampicilin

*
=/ a0 %
Vrste E E Py 8 ﬂ N '; - N % o 9

é’f s S S °
Lactobacillus plantarum (n=37) 2 1 10 19 3 2 1 1
Lactobacillus paracasei (n=29) 4 1 8 20
Lactobacillus kefiri (n=5) 2 1 4
Lactobacillus brevis (n=13) 2 4 8 1
Lactobacillus curvatus (n=3) 2 2 1
Lactobacillus parakefiri (n=2) 4 1 1
Lactobacillus paraplantarum (n=1) 2 1
Lactobacillus coryniformis (n=1) 4 1
Lactobacillus diolivorans (n=1) 2 1
Lactococcus lactis (n=14) 4 5 5 4
Lactococcus garvieae (n=5) 1 1 1 2 1
Leuconostocmesenteroides (n=18) 2 3 13 2
Leuconostoc pseudomesenteroides (n=2) 4 2
Pediococcus pentosaceus (n=2) 2 1 1

Distribucija MIK vrednosti (ng/ml) za ampicilin

*
z p—
Vrste E%EF‘N*ngg
=
Enterococcus faecalis (n=17) 4 5 12
Enterococcus durans (n=5) 1 5

* Rezistentni izolati imaju vrednosti MIK vece od naznacenih grani¢nih vrednosti

Rezistencija na ampicilin, predstavljala je najmanje zastupljen profil rezistencije
kod izolata BMK. Svega jedan (0,65%) izolat BMK, identifikovan kao Lactobacillus

plantarum, se karakterisao rezistencijom na ampicilin.

Osim navedenih antibiotika, za vrste iz roda Enterococcus, od strane Referentne
laboratorije Evropske Unije za rezistenciju na antimikrobne lekove, predlozZeno je
ispitivanje osetljivosti i na sledee antibiotike: vankomicin, teikoplanin,

kvinpristin/dalfopristin, daptomicin, ciprofloksacin, tigeciklin i linezolid. Kod izolata
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enterokoka (n = 22), obuhvacenih ovim istraZivanjem, nije dokazana rezistencije ni na

jedan od navedenih antibiotika.

Distribucija rezistencije na sve ispitivane antibiotike kod izolata BMK prikazana je
u Tabeli 5.4.9. U Tabeli 5.4.9. nisu prikazani rezultati ispitivanja osetljivosti na
antibiotike =~ vankomicin,  teikoplanin,  kvinpristin/dalfopristin, = daptomicin,
ciprofloksacin, tigeciklin i linezolid, budu¢i da se ova vrsta ispitivanja odnosi samo na
izolate enterokoka, a pored toga, svi izolati enterokoka su pokazali osetljivost na

navedene antibiotike.
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Tabela 5.4.9 - Distribucija rezistencije na ispitivane antibiotike kod izolata BMK

Rezultati

_- - < _ _ -~ _
2y g 5 S S < g S g 3 S
v = = .2 = = = = = = s = =~
S5 ~ g8~ 8~ = = = = S - =
25§ £EE EE % g g £ g g £g £
I o“u su — ° E ] — - Eu E
£€=  F:- £- E E 5 T E g g = 2
N © N © =) 8 « 2 I o = S =3
2" 23 E & g o) g £ £ = g
) =
= = S & 8 = 5 = <
Lb. plantarum (n=37) 30(81,08) 5(13,51) 0 1(2,70) 3(811) /* 0 2(5,41) 3(811) 0 1(2,70)
Lb. paracasei (n=29) 1(3,45) 21(72,41) 1(3,45) 25 (86,21) 8(27,59) 1(3,45) 0 0 0
Lb. kefiri (n=5) 3(60,0) 1(20,0) 0 0 0 0 2 (40,0) 0 0 1(20,0)
Lb. brevis (n=13) 1(7,69) 8(61,53) 1(7,69) 0 4 (30,77) 0 1(7,69) 0 10 (76,92)  3(23,08) 0
Lb. curvatus (n=3) 3(100,0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lb. parakefiri (n=2) 0 2(100,0) 0 0 0 0 2(100,0) 0 0 0 0
Lb. paraplantarum (n=1) 1(100,0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lb. coryniformis (n=1) 1(100,0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lb. diolivorans (n=1) 1(100,0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. faecalis (n=17) 5(29,41) 8(47,06) 2(11,76) 3(17,65) /* /* 9(5294) 6(3529) /* 2(11,76) 0
E. durans (n=5) 0 5(100,0) 0 5(100,0) /* /* 0 0 /* 0 0
Lc. lactis(n=14) 13 (92,85) 0 1(7,14) 0 1(7,14) 1(7,14) 0 1(7,14) 0 0
Lc. garvieae (n=5) 0 3(60,0) 0 1(20,0) 1(20) 5(100,0) 2 (40,0) 0 0 0 0
Ln. mesenteroides (n=18) 2(11,11) 9 (50,0) 1(5,56) 1(5,56) 14 (77,78) 5(27,78) 2(11,11) 1(5,56) 1(5,56) 6 (33,33) 0
Ln. pseudomesenteroides (n=2) 1(50,0) 0 0 1(50,0) 0 1(50,0) 0 0 0 0
P. pentosaceus (n=2) 0 0 0 1(50,0) 2 (100,0) 2 (100,0) 0 0 0 0 0
UKkupno 62 (40,0) 62(40,0) 5(3,23) 13(839) 50(37,59) 21(21,83) 21(13,55) 9(581) 15(11,28) 12(7,74) 1(0,65)

* - nije predvideno ispitivanje osetljivosti

71



Rezultati

Rezultati ispitivanja osetljivosti na antibiotike pokazuju da 62 (40,0%) izolata BMK
ne pokazuje rezistenciju ni na jedan od ispitivanih antibiotika. Rezistencija na jedan od
ispitivanih antibiotika utvrdena je kod 62 (40,0%) izolata BMK. Najzastupljenija
rezistencija kod izolata BMK bila je rezistencija na predstavnike aminoglikozidnih
antibiotika. Rezistencija na kanamicin je predstavljala karakteristiku 50 (37,59%)
izolata BMK, dok je rezistencija ne streptomicin utvrdena kod 21 (21,88%) izolata BMK.
Prevalencija ostalih fenotipa rezistencije na antibiotike je bila sledeca: rezistencija na
tetraciklin (13,55%), klindamicin (11,28%), gentamicin (8,39%), hloramfenikol
(7,74%), eritromicin (5,81%), ampicilin (0,65%).

Kod cetiri vrste BMK nije zabeleZeno prisustvo nijednog fenotipa rezistencije:
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus diolivorans i
Lactobacillus paraplantarum. U okviru vrsta BMK, koje su predstavljene sa ve¢im
brojem izolata, najveci broj fenotipski osetljivih izolata je utvrden kod Lactobacillus
plantarum; 30 (81,08%) od 37 izolata je pokazalo osetljivost na sve ispitivane
antibiotike. Kod vrste Lactococcus lactis, 11 (78,57%) od 14 izolata je bilo osetljivo na
sve ispitivane antibiotike. S druge strane, visoka prevalencija fenotipske rezistencije je
utvrdena kod vrste Lactobacillus paracasei, gde je samo kod jednog (3,45%) izolata

zabeleZena osetljivost na sve ispitivane antibiotike.

Multirezistencija ili multipla rezistencija oznacava neosetljivost ili smanjenu
osetljivost bakterija na najmanje jedan antibiotik iz tri ili viSe klasa antibiotika.
Multirezistencija je utvrdena kod pet (3,23%) izolata BMK. Profili multirezistencije kod
izolata BMK prikazani su u Tabeli 5.4.10.

Tabela 5.4.10. - Profili multirezistencije kod izolata BMK

Profil multirezistencije Vrsta Br. izolata
Eritromicin + tetraciklin + hloramfenikol Enterococcus faecalis 2
Kanamicin + klindamicin + hloramfenikol Lactobacillus brevis 1
Hloramfenikol + streptomicin + tetraciklin Lactococcus lactis 1

Eritromicin + gentamicin + hloramfenikol + kanamicin )
Leuconostoc mesenteroides
+ klindamicin + streptomicin + tetraciklin 1
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Multirezistencija je predstavljala karakteristiku cetiri vrste BMK: Enterococcus
faecalis (2), Lactobacillus brevis (1), Lactococcus lactis (1) i Leuconostoc mesenteroides
(1). Fenotipsku rezistenciju na sve ispitivane antibiotike, izuzev ampicilina, pokazao je

jedan izolat Leuconostoc mesenteroides.

5.5. Ispitivanje prisustva gena za rezistenciju na tetraciklin kod izolata

bakterija mlecne kiseline

Kod 155 izolata BMK poreklom iz tradicionalnih sireva Srbije, primenom PCR
reakcije, ispitano je prisustvo 8 gena za rezistenciju na tetraciklin: tet(A), tet(B), tet(C),
tet(K), tet(L), tet(M), tet(0) i tet(W). Geni tet(A), tet(B), tet(C), tet(K),tet(0) i tet(W) nisu
utvrdeni kod izolata BMK.

Prisustvo tet(M)gena utvrdeno je kod cetiri (2,58%) izolata BMK: dva izolata
Enterococcus faecalis (oznaka izolata 251 i 202), jedan izolat Lactococcus lactis (oznaka

izolata 237) i jedan izolat Lactobacillus paracasei (oznaka izolata 444) (Slika 5.5.1.).

-
A

E. faecalis 251
E. firecalis 202

Lb. paracasei 444

Slika 5.5.1 - Agaroza gel elektroforeza za produkte PCR amplifikacije izolata BMK

koriS¢enjem prajmera specificnog za 750-bp fragment tet(M) gena
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Kod izolata Enterococcus faecalis 251, koji je bio nosilac tet(M) gena, utvrdeno je
prisustvo gena tet(L), pa je ovo bio i jedini izolat BMK, koji je imao dva gena za

rezistenciju na tetraciklin.

Izolati Enterococcus faecalis i Lactococcus lactis, nosioci gena za rezistenciju na
tetraciklin, pokazali su i fenotipsku rezistenciju na tetraciklin. Vrednost MIK za izolat
Enterococcus faecalis, nosioca gena tet(M) i tet(L), iznosila je 64 ug/ml, dok je kod
izolata Enterococcus faecalis, nosioca gena tet(M), MIK vrednost iznosila 128 pg/ml.
Kod izolata Lactococcus lactis 237, nosioca tet(M) gena, MIK vrednost je iznosila 64
ug/ml. Za razliku od njih, izolat Lactobacillus paracasei 444, kod koga je utvrdeno
prisustvo tet(M) gena, fenotipski je bio osetljiv na tetraciklin (MIK 0,5 pg/ml).

Kod ostalih izolata BMK, koji su se karakterisali fenotipskom rezistencijom na
tetraciklin (n=18), nije utvrdeno prisustvo tet gena. Rezistencija na tetraciklin kod ovih
izolata BMK posledica je, ili do sada neprepoznatog mehanizma rezistencije, ili

prisustva gena koji ovim ispitivanjem nisu bili obuhvaceni.

5.6. Ispitivanje mogucnosti prenosa gena za rezistenciju na tetraciklin na

odabrane recipijente u uslovima in vitro

U okviru istrazivanja ove doktorske disertacije, ispitana je moguénost prenosa gena
za rezistenciju na tetraciklin tet(M) sa izolata Enterococcus faecalis 202 i Lactococcus
lactis 237, poreklom iz tradicionalnih sireva od sirovog mleka, na dva potencijalna
recipijenta: Staphylococcus aureus (rezistentan na rifampicin; deo kolekcije bakterija
Katedre za higijenu i tehnologiju namirnica animalnog porekla Fakulteta veterinarske
medicine) i Enterocococus faecalis JH2-2 (LMG 19456), rezistentan na rifampicin i
fuzidinsku kiselinu. Prenos tet(M) gena je utvrden unutar vrste, odnosno sa tet(M)
pozitivnog izolata Enterococcus faecalis 202 na Enterococcus faecalis JH2-2. U drugim
kombinacijama donor/recipijent (Enterococcus faecalis 202/ Staphylococcus aureus;
Lactococcus lactis 237/ Enterococcus faecalis JH2-2; Lactococcus lactis 237/

Staphylococcus aureus) prenos tet(M) gena nije dokazan.
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Broj donora, recipijenata i transkonjuganata, kao i frekvencija prenosa, u
eksperimentu ,filter mating“-a izmedu izolata Enterococcus faecalis 202 i Enterococcus

faecalis JH2-2 prikazana je u Tabeli 5.6.1.

Tabela 5.6.1. Rezultati moguénosti prenosa gena izmedu sojeva Enterococcus faecalis

u uslovima in vitro

. Vrednost MIK
Transkonjuga kod
Donor (log Recipijent nt (log Stopa transkonjugan
CFU/ml) (log CFU/ml) CFU/ml) transfera ata
E. faecalis 202 x E. 4,84+0,85 x 1,35+0,57 x 10-
faecalis JH2-2 10:1 7,6 £0.28 x 109 108 6,2+0,11x 102 6 >128 pg/ml
E. faecalis 202 x E. 4,94+0,36 x 3,85+0,21 x 7,82+0,72 x 10~
faecalis JH2-2 1:1 7,1+0,34 x 109 109 102 8 >128 pg/ml

Frekvencija transfera gena bila je niska: u slu¢aju mesanja donorairecipijenta u odnosu

10:1 iznosila je 1,35+0,57 x 10-¢ transkonjuganata po recipijentu, a u slucaju kada su
donor i recipijent me$ani u odnosu 1:1, iznosila je 7,82+0,72 x 108 transkonjuganata
po recipijentu.

Kod dobijenih transkonjuganata potvrden je fenotip rezistencije na tetraciklin (MIK
> 128 pg/ml), kao i prisustvo tet(M) gena lanCanom reakcijom polimeraze (Slika 5.6.1).

Zasejavanjem donora i recipijenata na dvostruko selektivnu podlogu nije utvrden rast

kolonija, Sto ukazuje da spontane mutacije nisu nastupile kod donora i recipijenta.
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Slika 5.6.1 - Prisustvo tet(M) gena kod transkonjuganta. + - pozitivna kontrola
(Enterococcus faecium IM 338), 1 - dobijeni transkonjugant, 2 - donor (Enterococcus

faecalis 202), 3 - recipijent (Enterococcus faecalis JH2-2)
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6. DISKUSIJA

Sirevi proizvedeni od sirovog mleka postaju sve popularniji kod potroSaca zbog
svojih jedinstvenih senzornih osobina. Pored toga, sa tehnoloSkog aspekta, ovi sirevi se

mogu posmatrati kao dragoceni izvor potencijalnih starter i protektivnih kultura BMK.

U Srbiji postoji duga tradicija proizvodnje i potroSnje belih sireva u salamuri, koji
ujedno Cine i najzastupljeniju vrstu sireva (~ 60%) (Donelly, 2016). Najznacajniji
predstavnici ove vrste sireva su homoljski, sjenicki i zlatarski sir. Uobicajeno je da se
proizvode od kravljeg, ovc¢ijeg ili kozjeg mleka, mada se danas uglavnom proizvode od
kravljeg mleka, dok kozji i ov¢iji beli sirevi u salamuri ¢ine svega nesto vise od 1%
ukupno proizvedenih sireva ove vrste. Tradicionalna proizvodnja ovih sireva
podrazumeva uglavnom sirovo mleko i odsustvo starter kultura. Bakterije mlec¢ne
kiseline Cine znacajan deo mikrobiote tradicionalnih sireva proizvedenih od sirovog
mleka. Razliciti rodovi i vrste BMK karakteriSu kompleksnu mikrobiotu tradicionalnih
sireva. Usled specificnosti mikrobiote BMK, tradicionalni sirevi se smatraju zasebnim
ekosistemima. Specificnost mikrobiote tradicionalnih sireva je uslovljena faktorima
sredine (nadmorska visina, pedioklimatski uslovi, sezonske varijacije, nacin hranjenja
Zivotinja, sastav biljne pase), ali i parametrima procesa proizvodnje (temperatura, pH,
aw, duZina zrenja). Taksonomski biodiverzitet zajednice BMK u fermentisanim
proizvodima od mleka, pre svega sirevima proizvedenim od sirovog mleka, veoma
oteZava mogucnost da se tako sloZena populacija bakterija proceni sa aspekta
mogucénosti prenosa gena za rezistenciju na antibiotike. Ipak, brojni podaci iz literature,

veoma dobro dokumentuju ulogu BMK kao “tihih” rezervoara rezistencije.

Tetraciklini spadaju u grupu najces¢e koriS¢enih antibiotika u veterinarskoj
medicini u Srbiji. Tokom 2014. godine potrosnja tetraciklina iznosila je preko 15 tona
(Agencija za lekove i medicinska sredstva, 2014), sa tendencijom porasta tokom 2015.

[ 2016. godine, kada je iznosila preko 16 tona godiSnje u Republici Srbiji (Agencija za
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lekove i medicinska sredstva, 2015; 2016). Postavlja se pitanje da li su bakterije
poreklom od Zivotinja i Zivotne sredine, uz postojeci jak selektivni pritisak, razvile
rezistenciju na ovaj antibiotik i da li, ulaskom u lanac hrane, nose rizik od prenosa

rezistencije na antibiotike na mikrobiotu gastrointestinalnog trakta ljudi.

Kako bi se odredila zastupljenost BMK u tradicionalnim sirevima Srbije, uzorci
tradicionalnih sireva su zasejani na MRS-S agar. U cilju odredivanja zastupljenosti
subpopulacije BMK rezistentne na tetraciklin, uzorci sireva su, osim na MRS-S podlogu,

zasejavani i na MRS-S podlogu sa dodatkom tetraciklina.

Populacija BMK u sva tri tipa sira je bila ujednacena po brojnosti i zastupljena u
visokom broju: u homoljskom siru 7,65%1,09 log CFU/g, u zlatarskom 7,74+0,6 log
CFU/g, a u sjenickom 7,47+0,71 log CFU/g. Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima
prethodno objavljenih istraZivanja koja su ispitivala mikrobiotu BMK u tradicionalnim
sirevima Srbije, gde je utvrdeno da se broj BMK kretao u rasponu 6-9 log CFU/g
(Veljovici sar., 2007; Terzic-Vidojevic, 2009a, 2009b; Goli¢ i sar., 2013).

Pri dodavanju tetraciklina u podlogu u niskim koncentracijama (1, 2, 4 i 8 pg/ml),
kod najveceg broja uzoraka sireva nije bio primetan vec¢i pad broja BMK, Sto se moglo i
ocekivati, s obzirom da su ove koncentracije ispod grani¢nih MIK vrednosti za
tetraciklin za najveci broj vrsta BMK, pa navedene koncentracije tetraciklina mogu da
deluju selektivno samo u sluCaju veoma osetljivih bakterija mlecne Kkiseline.
Koncentracija tetraciklina u MRS-S podlozi od 16 pg/ml je, kod najveceg broja sireva,
dovela do smanjenja broja BMK za 1,5-3 log CFU/ml. Koncentracija tetraciklina od 16
ug/ml u MRS-S podlozi dovela do potpune inhibicije rasta bakterija mle¢ne kiseline u
Cetiri uzorka sireva (jednom uzorku zlatarskog i tri uzorka sjenickog sira). U ostalim
uzorcima homoljskog sira utvrden je prosecan broj BMK od 6,01+1,04 log CFU/g, u
uzorcima zlatarskog 5,14+1,44 log CFU/g i u uzorcima sjenickog 4,15+2,31 log CFU/g.

Koncentracija tetraciklina od 64 pg/ml je, kod odredenog broja uzoraka sireva,
dovela do potpune inhibicije rasta BMK. Pri ovoj koncentraciji tetraciklina u MRS-S

podlozi, u dva uzorka homoljskog, pet uzoraka zlatarskog i ¢etiri uzorka sjenickog sira,
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rast BMK je bio potpuno inhibiran. U uzorcima sireva gde je, i pri koncentraciji od 64
ug/ml tetraciklina u podlozi, zabeleZen rast kolonija, prosec¢an broj BMK je iznosio
3,98+2,28 log CFU/g u uzorcima homoljskog sira; 3,35+2,02 log CFU/g u uzorcima
zlatarskog sira i 3,93+2,24 log CFU/g u uzorcima sjenic¢kog sira. Kako su studije, koje su
se bavile ,screening”-om prisustva subpopulacije BMK rezistentne na tetraciklin u
uzorcima sireva malobrojne (Devirgiliis i sar., 2008; Florez i sar., 2014), ali i zbog
Cinjenice da sirevi od sirovog mleka proizvedeni na tradicionalan nacin predstavljaju
zasebne entitete definisane specificnos¢u mikrobiote sirovog mleka, geografije,
mikroklimatskih faktora, procesa proizvodnje i duZine zrenja, poredenje rezultata nije

bilo moguce.

Pregledom mikroskopskih preparata slucajno odabranih kolonija sa povrSine MRS-
S agara i MRS-S agara sa dodatkom tetraciklina, utvrdeno je da su veliki broj kolonija
(169/395) c¢inili kvasci (rezultati nisu prikazani), pre svega kod uzoraka homoljskog
sira. Prisustvo kvasaca u uzorcima sireva nije neocekivano, imajuci u vidu tradicionalan
nacin proizvodnje sireva i mnogostruke izvore kontaminacije kvascima (vazdubh,
salamura, radne povrsine, posude i pribor koriSc¢eni za prihvat i koagulaciju mleka). O
brojnosti populacije kvasaca u sirevima govori i studija Banjara i sar. (2015), koji su,
zasejavanjem 44 uzoraka sireva na povrSinu YGC (Yeast extract-Glucose-
Chloramphenicol) agara, dobili 12 000 kolonija kvasaca i plesni. Kvasci cine
sekundarnu mikrobiotu sireva, a medu njima kao dominantne vrste se izdvajaju
Kluyveromyces marxianus, Debaryomyces hansenii i Sacharomyces cerevisae (Froélich-
Wyder, 2003; Chebenova-Turcovska i sar., 2011). Prisustvo kvasaca u velikom broju
kod sireva, jednim delom oslikava nehigijenske uslove procesnog okruzenja, a sa druge
strane, sposobnost kvasaca da rastu pri visokim koncentracijama soli, niZim pH
vrednostima (Gori i sar., 2012), ali i pri niskim temperaturama i uslovima niske aw
vrednosti (Breuer i Harms, 2006), uz mogucnost da koriste laktat kao jedini izvor
ugljenika. Kvasci prisutni u tradicionalnim sirevima Srbije pokazali su mogucénost
koriS¢enja laktata, Sto ukazuje na njihovo uceS¢e u procesu zrenja kao sekundarne

mikroflore (Goli¢ i sar., 2013). Problem kontaminacije sireva kvascima uocavaju i drugi
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autori. U istraZivanju Devirgiliis i sar. (2008), dodavanjem tetraciklina u MRS podlogu
u kombinaciji sa pumaricinom, specificnim inhibitorom kvasaca, broj BMK na podlozi
sa antibiotikom i pumaricinom opadao je istom dinamikom kao kada u podlogu nije
dodavan pumaricin, odnosno, dodavanje tetraciklina u podlogu se odrazava iskljucivo
na smanjenje broja BMK. Kako se selektivnost podloga za izolaciju kvasaca iz proizvoda
od mleka obi¢no postize dodatkom antibiotika (hloramfenikol, oksitetraciklin i
hlortetraciklin)(Welthagen i Viljoen, 1997), postoji pretpostavka da je dodatak
tetraciklina u MRS-S agar u cilju izolacije rezistentne subpopulacije BMK, dodatno

favorizovao rast kvasaca.

U nastojanju da se odrzi diverzitet izolata BMK, bitno je prilikom “screening”
procedure izolata da postoji mogucnost identifikacije potencijalnih duplikata. Izolati
BMK, koji su na osnovu fenotipskih metoda (bojenje po Gramm-u i katalaza test),
potvrdeni kao gram-pozitivni, katalaza negativni (n=223), izloZeni su genotipizaciji
primenom rep-PCR sa (GTG)5 oligonukleotidnim prajmerom. (GTG)5-PCR metod
pokazuje mo¢ diskriminacije na nivou ispod vrste, te izolati koji pokazuju isti obrazac,
u smislu odsustva ili prisustva traka na agaroznom gelu, predstavljaju isti “fingerprint”
tip. Na ovaj nacin, rep-PCR metod, kao jednostavna tehnika, sa velikom
diskriminatornom sposobnosc¢u i visokom pouzdanoscu u diferencijaciji i klasifikaciji
velikog broja izolata, daje sliku homogenosti ili heterogenosti mikrobne zajednice.
Gevers (2001) navodi da u genotipizaciji BMK izolovanih iz fermentisanih kobasica,
rep-PCR ima veliku mo¢ rezolucije, visoku reproducibilnost i veoma je pogodan za
“screening” velikog broja izolata BMK. Rep-PCR metod, u kombinaciji sa
sekvencioniranjem 16S rDNK regiona, uspesno je primenjen u svrhu identifikacije
bakterija mleCne kiseline poreklom iz tradicionalnih sireva Srbije (Terzi¢-Vidojevic i

sar., 2009a, 2009b; Terzic¢-Vidojevic i sar., 2014).

U okviru ove doktorske disertacije, rep-PCR metod je posluzio za oslikavanje
razliCitosti izolata i posleditno odabir reprezentativnih izolata BMK za dalja ispitivanja.
Od ukupno 223 izolata BMK, 162 (72,65%) izolata je pokazalo razlic¢ite rep-PCR

“fingerprint” tipove, Sto ukazuje na visoku heterogenost, odnosno geneticki diverzitet
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izolata BMK u tradicionalnim sirevima Srbije. Upravo ovi izolati sa jedinstvenim
“fingerprint” tipovima (n=162) su predstavljali reprezentativne izolate, odabrane za
dalja ispitivanja. Od ukupno 115 izolata laktobacila, preliminarno identifikovanih kao
Lactobacillis paracasei i Lactobacillus casei, poreklom iz hrane (proizvodi od mleka,
fermentisano voce i povrce, alkoholna i bezalkoholna pi¢a), primenom rep-PCR, Huys i
sar. (2008) utvrduju 65 genotipski jedinstvenih izolata laktobacila. Na veliki geneticki
diverzitet BMK poreklom iz sireva iz sirovog mleka ukazuju i studije autora (Mas i sar.,
2002,; Ayad i sar., 2004; Ouadghiri i sar., 2005; Abriouel i sar., 2008), koji se u proceni

heterogenosti izolata BMK oslanjaju na metode genotipizacije.

Tradicionalne metode, koje se rutinski koriste za odredivanje broja i identifikaciju
kompleksnih mikrobnih zajednica u sirevima, zasnovane su na tehnikama izolacije na
selektivnim podlogama i u identifikaciji se oslanjaju iskljuc¢ivo na biohemijske osobine
bakterija. S obzirom na izrazitu metabolicku varijabilnosti BMK, ove metode obi¢no ne
daju pouzdane rezultate pri identifikaciji BMK (Quigley i sar., 2011). U novije vreme,
tehnike izolacije bakterija u Cistoj kulturi na povrsini selektivnih podloga, uz metode
fenotipizacije u identifikaciji, se dopunjuju molekularnim metodama (Beresford i sar.,
2001). Ali, i u ovom slucaju, identifikovane ¢e biti samo bakterije koju pokazuju
sposobnost rasta na podlogama za kultivaciju, kao i predstavnici dominantnih
populacija u odredenom ekosistemu, odnosno vrste koje se pokazu dobrim
kompetitorima. Dobro je poznata Cinjenica da tradicionalni sirevi proizvedeni od
sirovog mleka predstavljaju veoma sloZene ekosisteme, uz interakciju mnogobrojnih,
razlic¢itih populacija bakterija, a da je ve¢i deo manje zastupljenih populacija bakterija

u siru, tesko ili gotovo nemoguce izolovati na podlogama (Giraffa i Neviani, 2001).

[z ovog razloga, u identifikaciji kompleksne mikrobiote sireva od sirovog mleka
koriste se kulturelno-nezavisne molekularne tehnike. Ove tehnike se zasnivaju na
direktnoj analizi sveukupne mikrobne zajednice (izolacija celokupne bakterijske DNK
iz matriksa sira) i potom proceni ekspresije gena i metabolicke aktivnosti (Giraffa i

Neviani 2001; Randazzo i sar., 2009). Konacno, kulturelno-nezavisne tehnike mogu biti
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dopunjene studijama proteomike i metabolike u cilju potpune spoznaje dinamike

evolucije mikrobiote sireva (Ndoye i sar., 2011).

MALDI TOF masena spektrometrija predstavlja metod izbora u identifikaciji rodova
i vrsta bakterija, u pojedinim slucajevima i podvrsta (Duskova i sar., 2013). Metoda se
zasniva na generisanju “fingerprint“-ova najvisSe zastupljenih proteina u ¢eliji bakterije,
i njihovim poredenjem sa postojecom bazom podataka (Pavlovic i sar., 2013). Iako se
primenom MALDI TOF masene spektrometrije identifikuju samo oni izolati bakterija,
koji su prethodno predstavljeni rastom u c¢istoj kulturi na povrsini podloga, ipak, u
poredenju sa molekularnim metodama, ima brojne prednosti; metoda je brza, ta¢na i
jednostavna za izvodenje, zahteva se mala koli¢ina uzorka, i cena reagensa je niska
(Singhali sar., 2015). [ako u literaturi ima malo podataka o primeni MALDI TOF masene
spektrometrije u identifikaciji bakterija izolovanih iz sireva, ipak rezultati ovih studija

deluju ohrabrujuce (Angelakis i sar., 2011; Béhme i sar., 2012; Nicolaou i sar.,2012).

U identifikaciji izolata bakterija mle¢ne kiseline poreklom iz tradicionalnih sireva
Srbije koriS¢en je metod MALDI TOF masene spektrometrije. Od ukupno 162 izolata
BMK obuhvacenih ovim istrazivanjem, primenom MALDI TOF masene spektrometrije
do nivoa vrste (koeficijent pouzdanosti ve¢i od 2), uspesno je identifikovano 153
(94,44%) izolata. Nacef i sar. (2017) su u studiji identifikacije izolata BMK, poreklom iz

sireva Francuske, primenom MALDI TOF MS uspesno identifikovali 97,46% izolata.

0d ostalih izolata BMK, ispitivanih u okviru ove doktorske disertacije, 7 (4,32%)
izolata nije identifikovano, a 2 (1,24%) izolata su identifikovana kao Lactobacillus
parakefiri, uz Kkoeficijent pouzdanosti oko 1,7, Sto prema uputstvu proizvodaca
oznacava uspesnu identifikaciju na nivou roda. Iako koeficijent pouzdanosti nije bio
zadovoljavajudi za identifikaciju na nivou vrste, a kako je u bazi podataka jedino
preklapanje izolata bilo sa vrstom Lactobacillus parakefiri, ipak su ova dva izolata, u
daljem istraZivanju, tretirana kao pripadnici ove vrste. Pretpostavka je da usled toga Sto
se radi o tzv. “divljim” izolatima BMK, poreklom od tradicionalnih sireva proizvedenih

od sirovog mleka, koji, kao takvi, nose specificni metabolizam, a time i specifi¢ni
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“fingerprint” proteina, nije bilo ni moguc¢nosti da dode do veceg preklapanja u bazi
podataka, iako izolati nisu niSta manje Lactobacillus brevis, nego drugi “uredniji” izolati,
koje baza podataka prepoznaje. Pretpostavka o specificnosti izolata BMK, i
nemogucnosti prepoznavanja takve specificnosti u bazi podataka, izvedena je na
osnovu rezultata o izvanrednom genetickom diverzitetu izolata BMK primenom
(GTG)5-PCR metode. Ovo je ujedno i glavni nedostatak MALDI TOF MS identifikacije,
odnosno moguce je uspesno identifikovati samo one izolate bakterija, €iji profili
proteina ve¢ postoje u bazi podataka, te se kao imperativ uspeSnosti ove metode

namece potreba stalnog proSirivanja baze podataka.

U wuzorcima tradicionalnih sireva Srbije, primenom MALDI TOF masene
spektrometrije u identifikaciji izolata BMK, utvrdena je sledec¢a prevalencija vrsta BMK:
Lactobacillus plantarum (23,87%), Lactobacillus paracasei (18,71%), Leuconostoc
mesenteroides (11,61%), Enterococcus faecalis (10,98%), Lactococcus lactis (9,03%),
Lactobacillus brevis (8,39%), Lactobacillus kefiri i Lactococcus garvieae (3,22%),
Lactobacillus curvatus (1,93%), a sporadican nalaz su cinili izolati Lactobacillus
parakefiri, Leuconostoc pseudomesenteroides, Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus
paraplantarum, Lactobacillus coryniformis i Lactobacillus diolivorans. U prethodno
sprovedenim istrazivanjima, gde su izolati BMK poreklom iz tradicionalnih sireva
Srbije, identifikovani primenom rep-PCR metode i sekvenciranja 16s rDNK, najcesce
identifikovane izolate BMK predstavljali su Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
plantarum, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides i Enterococcus faecalis,
prisutni u ispitivanim sirevima u razli¢itom broju i odnosu, u zavisnosti od tipa sira i
duZzine zrenja (Terzic-Vidojevic i sar., 2007; Veljovic i sar, 2007; Begovic i sar., 2011;

Goli¢isar., 2013).

Najveci broj izolata BMK, u okviru ove doktorske disertacije, identifikovani su kao
pripadnici roda Lactobacillus, sa predstavnicima 9 vrsta: Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus kefiri,
Lactobacillus, buchneri, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus diolivorans i

Lactobacillus coryniformis. Laktobacili Cine najvazniju grupu nestarterskih BMK, a
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njihova glavna uloga ogleda se u stvaranju specificne arome sira tokom zrenja,
zahvaljujudi, pre svega, njihovoj proteolitickoj aktivnosti (Lopez i Mayo, 1997). Brojnost
laktobacila u sirevima posledica je njihove sposobnosti da opstanu u uslovima niske pH
vrednosti u poredenju sa pripadnicima ostalih rodova BMK (Caridi i sar., 2003). Medu
vrstama roda Lactobacillus, najviSe su bili zastupljeni Lactobacillus plantarum i
Lactobacillus paracasei. Dominantno prisustvo ove dve vrste u zlatarskom i sjenickom
siru moZe se objasniti ¢injenicom da su ovo jedine dve vrste BMK koje imaju moguénost
da se umnozavaju tokom celog perioda zrenja, pre svega zbog njihove moguc¢nosti da
koriste citrat kao izvor ugljenika (Palles i sar., 1998). U prethodnim istraZivanjima koja
su se bavila mikrobiotom zlatarskog sira, dobijeni su sli¢ni rezultati: u istraZivanju
Terzic-Vidojevic i sar. (2009) i Veljovic i sar. (2007) najveci broj izolata BMK pripadao
je vrsti Lactobacillus paracasei, a zatim Lactobacillus brevis i Lactobacillus plantarum.
Najveci diverzitet vrsta u okviru razliCitih rodova BMK ustanovljen je i u slucaju
laktobacila izolovanih iz tradicionalnog sira sa Golije, iako su predstavnici rodova
Leuconostoc i Enterococcus bili prisutni u vecem broju u odnosu na laktobacile (Terzi¢-
Vidojevic i sar., 2014). U skladu sa rezultatima dobijenim u okviru ove doktorske
disertacije, u ispitivanju mikrobiote BMK iz pirotskog sira (Terzi¢-Vidojevi¢ i sar.,
2009a), najveci broj izolata BMK pripadao je rodu Lactobacillus. Interesantno je da su
vrste Lacobacillus diolivorans i Lactobacillus coryniformis, prema naSem saznanju, prvi

put izolovane iz tradicionalnih sireva Srbije u okviru ove doktorske disertacije.

Manje zastupljenu mikrobiotu BMK u sva tri tipa tradicionalnih sireva ¢inili su
rodovi Leuconostoc i Enterococcus. U okviru roda Leuconostoc identifikovane su
Leuconostoc mesenteroides i Leuconostoc pseudomesenteroides, dok su u okviru roda
Enterococcus identifikovani Enterococcus faecalis i Enterococcus durans. Leuconostoc
spp. €ini veoma vaZan rod heterofermentativnih BMK koje znacajno doprinose
senzornom kvalitetu sira. [ako je njihova proteoliti¢ka aktivnost slaba, bakterije iz ovog
roda imaju znacajnu ulogu u formiranju senzornih osobina sira; njihova sposobnost

produkcije ugljen-dioksida potpomaZe stvaranje okaca u siru, dok sposobnost
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razgradnje citrata dovodi do produkcije diacetila, acetoina i acetaldehida koji ¢ine neke

odnajvaznijih komponenti ukusa sireva (Hemme i Foucaud-Scheunemann, 2004).

Enterokoke se cesto u veoma znacajnom broju utvrduju kod tradicionalno
proizvedenih evropskih sireva, pre svega sa mediteranskog podrucja, dobijenih od
sirovog ovcijeg, kozjeg, mleka bivolice ili kravljeg mleka (Giraffa, 2002) . U okviru ove
doktorske disertacije izolati Enterococcus spp. su identifikovani kao Enterococcus
faecalis i Enterococcus durans. U proslim vremenima, u najve¢em broju slucajeva, iz
sireva su izolovani Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium. Ipak, u poslednje
vreme, sve viSe se izoluje i vrsta Enterococcus durans, koja takode cini znacajan deo
mikrobiote sireva (Suzzi i sar., 2000; Andrighetto i sar., 2001; Cosentino i sar., 2004.
Najverovatniji razlog za to Sto je u istraZivanjima ova vrsta bila prenebregnuta,
verovatno lezi u tome Sto su, zbog manje osetljivih metoda identifikacije, pripadnici ove
vrste u sirevima Cesto bili pogresno identifikovani (Ogier i Serror, 2008). Za razliku od
prethodnih istraZivanja mikrobiote tradicionalnih sireva (Veljovic i sar., 2007; Begovic
isar., 2011; Goli¢isar., 2013; Terzi¢-Vidojevic¢ i sar., 2014), izolati Enterococcus faecium

nisu identifikovani u okviru ovog istrazZivanja.

Dva izolata BMK, poreklom iz zlatarskog sira, pripadala su vrsti Pediococcus
pentosaceus. Ni u jednom od prethodnih istraZivanja koja su ispitivala sastav
mikrobiote BMK tradicionalnih sireva Srbije, pediokoke nisu izolovane (Terzic-
Vidojevicisar., 2007; Veljovici sar., 2007; Nikolic i sar., 2008; Begovici sar., 2011; Goli¢
i sar., 2013; Terzi¢-Vidojevi¢ i sar., 2014), Sto verovatno ukazuje na cinjenicu da u

tradicionalnim sirevima Srbije, Pediococcus spp. ne ¢ine znacajnu populaciju BMK.

Rezultati studija mnogih autora (Terzic-Vidojevic i sar., 2007; Veljovic i sar., 2007;
Terzic-Vidojevic i sar., 2009a, 2009b; Begovic i sar., 2011; Goli¢ i sar., 2013) utvrduju
da se u u tradicionalnim sirevima Srbije, kao najzastupljeniji rodovi BMK identifikuju
Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus i Leuconostoc, iako procentualna zastupljenost
rodova, kao i diverzitet vrsta u okviru njih znacajno varira, kako u zavisnosti od tipa

sira, tako i od seoskih domacinstva u kojima je sir proizveden. Sli¢ni rezultati se mogu
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zapaziti i u slucaju sireva od sirovog mleka ispitanih u okviru ove doktorske disertacije.
U uzorcima homoljskog, sjenickog i zlatarskog sira, identifikovano je 16 vrsta BMK, u
okviru pet rodova: najceS¢e prisutan rod bio je Lactobacillus, a zatim Enterococcus,
Leuconostoc, Lactococcus i Pediococcus. Razlike u zastupljenosti vrsta BMK su bile
uocljive izmedu tipova sireva: dok su u zlatarskom i sjenickom siru najzastupljeniji bili
laktobacili, u slu¢aju homoljskog sira, iz ¢ak 9 uzoraka laktobacili uopste nisu bili
izolovani, a dominantnu populaciju BMK C¢inile su laktokoke. Prema istraZivanju
Begovic i sar. (2011) broj laktotoka izolovanih iz sira, opadao je sa nadmorskom
visinom, $to je bilo uocljivo i kod sireva obuhvacenih ovim istrazivanjem. Homoljski sir
se pravi na teritoriji op$tine Zagubica koja se nalazi na pribliZzno 300 m nadmorske
visine i laktokoke su u uzorcima homoljskog sira predstavljale populaciju BMK. Sa
druge strane, sjenicki i zlatarski sir se se proizvode na podrucju opstina Nova Varos i
Sjenica, koje se nalaze na nadmorskoj visini 1000-1100m i laktokoke su, iz uzoraka ovih

sireva, izolovane sporadicno.

Rezistencija na antibiotike predstavlja ozbiljnu pretnju po ljudsko zdravlje. U cilju
proaktivnog pristupa problemu, EFSA je u okviru QPS sistema postavila kriterijum da
bakterije koje se, sa namerom dodaju u razli¢itim fazama lanca hrane, nisu nosioci
prenosivih gena za rezistenciju na antibiotike (European Food Safety Authority, 2012).
Prvi korak u ispitivanju prenosivih mehanizama za rezistenciju na antibiotike jeste
utvrdivanje fenotipske osetljivosti, odnosno osetljivosti na grupu antibiotika,
predloZenih od strane EFSA. U slucaju enterokoka, broj antibiotika koji se ispituju je
veéi u odnosu na ostale BMK, zbog toga Sto su u pitanju oportunisticke patogene

bakterije.

U okviru ove doktorske disertacije, kod identifikovanih izolata BMK (sa izuzetkom
enterokoka) ispitivana je osetljivost na 8 antibiotika: gentamicin, kanamicin,
streptomicin, tetraciklin eritromicin, klindamicin, hloramfenikol i ampicilin. Kod izolata
enterokoka, pored ispitivanja osetljivosti na tetraciklin, eritromicin, gentamicin,
ampicilin i hloramfenikol, ispitivana je osetljivost i na vankomicin, teikoplanin,

kvinpristin/dalfopristin, daptomicin, ciprofloksacin, tigeciklin i linezolid.
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Najzastupljeniji profil rezistencije kod BMK izolovanih u okiviru ovog doktorata je
rezistencija na predstavnike aminoglikozidnih antibiotika. Rezistencija na kanamicin je
predstavljala karakteristiku 37,59% izolata BMK, dok je rezistencija ne streptomicin
utvrdena kod 21,88% izolata BMK. Kod izolata Lactobacillus paracasei i Leuconostoc
mesenteroides, rezistencija na kanamicin predstavljala je naj¢es¢i profil rezistencije.
Prevalencija ostalih fenotipa rezistencije na antibiotike, po redosledu zastupljenosti, je
bila sledeca: rezistencija na tetraciklin (13,55%), klindamicin (11,28%), gentamicin
(8,39%), hloramfenikol (7,74%), eritromicin (5,81%). Svega jedan (0,65%) izolat BMK

je pokazao rezistenciju na ampicilin.

Kod 16 izolata primeceno je istovremeno prisustvo rezistencije na dva, ili na tri
ispitivana aminoglikozidna antibiotika. Prema re¢ima Danielsen i Wind (2003), ukoliko
veliki broj izolata u okviru jedne vrste bakterija pokazuje rezistenciju na odredeni
antibiotik, taj oblik rezistencije se interpretira kao urodena (prirodna) rezistencija.
Urodena rezistencija nije prenosivog karaktera i kao takva ne predstavlja rizik za
Sirenje rezistencije na antibiotike. Rezistencija na aminoglikozide, kao S$to su
streptomicin i gentamicin, se smatra generalnom karakteristikom laktobacila
(Charteris i sar., 1998.; Danielsen i Wind, 2003) i time se rezistencija laktobacila na
aminoglikozidne antibiotike prihvata kao urodeni oblik rezistencije. Mehanizam
urodene rezistencije se objaSnjava nepostojanjem citohromima posredovanog
transportnog sistema (Bryan i Kwan, 1981), koji je potreban za ulazak aminoglikozida
u bakterijsku ¢eliju, odnosno kao posledica smanjene permeabilnosti membrane, tako
da antibiotici ne mogu da prodru u bakterijsku ¢eliju (Elkins i Mullis, 2004). Za razliku
od streptomicina i kanamicina, gentamicin ima ve¢u sposobnost prolaska kroz celijsku
membranu, zbog ¢ega su vrednosti MIK za ovaj antibiotik kod BMK Cesto niZe u odnosu
na ostale aminoglikozidne antibiotike (Danielsen i Wind, 2003; Egervarn i sar., 2007).
Posmatrajuéi distribucije MIK vrednosti izolata laktobacila u odnosu na sva tri
aminoglikozidna antibiotika, koja su ispitivana u okviru ovog doktorata, moze se
zakljuciti da su rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije u skladu sa gore

navedenim tvrdnjama. Razlog za smanjenu osetljivost ispitivanih izolata laktobacila iz

87



Diskusija

tradicionalnih sireva Srbije, takode se moZe objasniti i uticajem pH vrednosti medijuma
na aktivnost aminoglikozidnih antibiotika. Optimalna pH vrednost za delovanje
aminoglikozidnih antibiotika je 7,8, a kako je pH vrednost LSM medijuma podeSena na
6,7, antibakterijska aktivnost ovih antibiotika moZe da bude znacajno smanjena (Klare
i sar., 2007). U prilog ovoj tvrdnji ide i ¢injenica da je u istraZivanjima u kojima su
primecene veoma visoke vrednosti MIK za aminoglikozidne antibiotike kod pripadnika
BMK, molekularnim metodama nije detektovano prisustvo gena za rezistenciju (Klare i
sar., 2007; Ouoba i sar., 2008). Takode, visok stepen spontanih mutacija koje vode do
rezistencije na streptomicin i kanamicin je zabeleZen kod laktobacila, Sto moZe biti joS
jedno od objasnjenja ovako visokog stepena rezistencije na aminoglikozidne antibiotike

(Curragh i Collins, 1992).

Budu¢i da su izolati laktobacila, u okviru ove doktorske disertacije, pokazali
unimodalnu distribuciju rezistencije na aminoglikozidne antibiotike, i ovi rezultati,

govore u prilog prirodnog oblika rezistencije.

U okviru ove doktorske disertacije, 14 (77,78%) od ukupno 18 izolata Leuconostoc
mesenteroides pokazalo je rezistenciju na kanamicin, Sto odgovara rezultatima
istrazivanja Flérez i sar. (2016), gde je vecina izolata Leuconostoc mesenteroides,
poreklom iz tradicionalnih italijanskih i Spanskih sireva, pokazala rezistenciju na

kanamicin.

Oba izolata Pediococcus pentosaceus obuhvaéena ovim istraZivanjem, pokazala su
rezistenciju na dva, odnosno na sva tri predstavnika aminoglikozidnih antibiotika sa
veoma visokim MIK vrednostima, $to je u skladu sa rezultatima studije Danielsen i sar.
(2007). Prema Tenorio i sar. (2001), visok nivo rezistencije na aminoglikozidne
antibiotike kod pediokoka, u vezi je sa prisustvom gena aac(6’)le-aph(2”). Ipak, kako je
broj izolata Pediococcus pentosaceus u okviru ovog istrazivanja bio mali (n=2), a
genetska baza rezistencije na antibiotike nije bila ispitana, na osnovu podataka

dobijenih u okviru ovog istrazivanja, ne moze se doneti zaklju€ak o obliku rezistencije.
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Po prevalenciji, odmah iza rezistencije na aminoglikozidne antibiotike, kod izolata
BMK, u oviru ove doktorske disertacije, utvrduje se rezistencija na tetraciklin. Izolati
Enterococcus faecalis su predstavljali gotovo polovinu izolata BMK (9/21), kod kojih je
potvrdena fenotipska rezistencija na tetraciklin. S obzirom na prenosivi karakter
rezistencije na tetraciklin i gotovo univerzalnu sklonost enterokoka da razmenjuju
gene, ovakvi rezultati nisu iznenadujuci i u skladu su sa podacima drugih istraZivanja
gde se rezistencija na tetraciklin utvrduje kao jedan od od najce$¢ih fenotipa kod
enterokoka (Peters i sar 2003.; Huys i sar., 2004; Jamet i sar., 2012; Gaglio i sar., 2016).
Zanimljivo je da je fenotip rezistencije na tetraciklin kod cetiri izolata Enterococcus
faecalis, u okviru ove doktorske disertacije, bio povezan sa fenotipom rezistencije na
eritromicin, a kod dva izolata E. faecalis, pored rezistencije na tetraciklin i eritromicin,
utvrdena je i fenotipska rezistencija na hloramfenikol. Prema podacima iz literature, ovi
obrasci fenotipske rezistencije se Cesto mogu naci kod izolata Enterococcus faecalis iz
hrane (Peters i sar., 2003; Huys i sar., 2004). Narocito je Cest nalaz istovremenog
prisustva rezistencije na tetraciklin i eritromicin, zbog lokalizacije gena tet(M) i erm(B)

na istom konjugativnom transpozonu (Chopra i Roberts, 2001).

0d ukupno 38 izolata BMK, koji su izolovani sa ploca MRS-S agara sa dodatkom
tetraciklina (1-256 ug/ml), 12 (31,58%) izolata je, na osnovu MIK vrednosti, pokazalo
fenotip rezistencije na tetraciklin. Rezultati su poredivi sa rezultatima studije Ishihara
i sar. (2013), gde od ukupno 250 izolata BMK izolovanih sa plo¢a sa dodatkom
antibiotika, 64 (25,60%) izolata pokazuje fenotip rezistencije na dodate antibiotike.
Autori zakljucuju da budu¢i da populacija BMK ukljucuje taksonomski heterogenu
zajednicu (razlic¢iti rodovi i vrste), a grani¢ne MIK vrednosti se ne vezuju za rod, ve¢ za
vrste, jasno je da i osetljivi izolati BMK mogu rasti na ploCama sa dodatkom tetraciklina,
pogotovo u situacijama, kada je koncentracija tetraciklina niZza od grani¢nih MIK
vrednosti za doti¢nu vrstu. U istoj studiji (Ishihara i sar., 2013), izolat BMK, koji je
pokazao rast na ploci sa dodatkom eritromicina, presejan je na plocu sa istim agarom

sa dodatkom eritromicina, ali, pri subkultivaciji, rast izolata se ne zapaZa. Autori
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postavljaju hipotezu da direktno zasejavanje decimalnih razblaZenja uzoraka sireva na

povrSinu agara moZe inhibisati antimikrobnu aktivnost antibiotika.

Rezistencije na eritromicin, utvrdena je samo kod dva izolata Lactobacillus
plantarum i jednog izolata Leuconostoc mesenteroides, i u vecoj prevalenciji kod izolata
Enterococcus faecalis (6/17; 35,29%). Dobijeni rezultati su u skladu sa istraZivanjem
Divergiliis i sar. (2008), gde od ukupno ispitanih 293 izolata razliCitih vrsta laktobacila,
izolovanih u razli¢itim stadijumima tradicionalne proizvodnje mocarele, ni kod jednog
izolata nije utvrden fenotip rezistencije na eritromicin. Kod cetiri izolata Enterococcus
faecalis, kao Sto je ve¢ navedeno, utvrduje se rezistencija i na eritromicin i na tetraciklin.
Buduci da su kod sva Cetiri rezistentna izolata Enterococcus faecalis MIK vrednosti bile
visoke, kako za eritromicin (128 pg/ml), tako i za tetraciklin (64 pg/mli 128 pg/ml),
pretpostavka je da su rezistencija na eritromicin i tetraciklin kod enterokoka, posledica
nekog od prenosivih gena. Rezultati povezanosti rezistencije na tetraciklin i
eritromicin, kod izolata Enterococcus faecalis, dobijeni u okviru ovog istraZivanja, imaju
uporisSte i u literaturi, gde rezultati mnogih studija potvrduju ¢injenicu da su gen tet(M)
koji kodira rezistenciju na tetraciklin i gen erm(B), odgovoran za rezistenciju na
eritromicin, Cesto zajedno lokalizovani na konjugativhom transpozonu iz familije

Tn916 (Rice, 1998).

Rezistencija na klindamicin kod izolata BMK, sa izuzetkom Lactobacillus brevis, bila
je sporadicna pojava, Sto je u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima (Klare i sar.,
2007). Kod vrste Lactobacillus brevis, 10 od ukupno 13 izolata pokazalo je rezistenciju
na klindamicin. [ako su BMK najceS¢e osetljive na klindamicin, rezistencija na ovaj
antibiotik je zabeleZena kod pojedinih izolata BMK, kako poreklom iz sireva (Florez i
sar., 2005), tako i iz drugih namirnica i probiotskih proizvoda (Blandino i sar., 2008;
Egervarn i sar., 2009; Nawaz i sar., 2011). Uzevsi u obzir unimodalnu distribuciju MIK
vrednosti na klindamicin kod izolata Lactobacillus brevis, obuhvac¢enih ovim
istrazivanjem, pretpostavka je da se radi o prirodnoj rezistenciji. Ipak, kako postoji 66
opisanih gena koji kodiraju rezistenciju na makrolide, linkozamide i streptogramine, od

kojih su pojedini geni Cesto lokalizovani na mobilnim genetskim elementima (Rao
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Thumu i Halami, 2012), molekularna karakterizacija baze rezistencije na klindamicin je

neophodna u cilju utvrdivanja prirode rezistencije.

Prevalencija rezistencije na hloramfenikol kod izolata BMK, obuhvacenih ovim
istrazivanjem, bila je niska, osim u slucaju vrste Leuconostoc mesenteroides, gde je
trecina izolata (6/18) bila rezistentna. Kod 2 izolata Enterococcus faecalis rezistentnih

na hloramfenikol, utvrdena je i rezistencija na tetraciklin i eritromicin.

Rezistencija na ampicilin predstavljala je najmanje zastupljen fenotip rezistencije
medu izolatima BMK poreklom iz tradicionalnih sireva Srbije, Sto je u skladu sa
podacima iz literature, gde BMK, u najve¢em broju slucajeva pokazuju osetljivost na
beta laktamske antibiotike (Danielsen i Wind, 2003, Zhou i sar., 2005; Klare i sar., 2007;
Beletti i sar., 2009; Nawaz i sar., 2011; Ishihara i sar., 2013).

Svih 155 identifikovanih izolata BMK, poreklom iz tradicionalnih sireva Srbije, bez
obzira da li su ili nisu pokazali fenotip rezistencije na tetraciklin, primenom PCR
metode, ispitani su na prisustvo 8 gena, odgovornih za rezistenciju na tetraciklin: tet(A),
tet(B), tet(C), tet(K), tet(L), tet(M), tet(0) i tet(W). PCR amplikoni, specifi¢ni za sekvencu
tet(M) gena, dobijeni su kod dva izolata Enterococcus faecalis, jednog izolata
Lactococcus lactis i jednog izolata Lactobacillus paracasei. Kod izolata Enterococcus
faecalis 251, nosioca tet(M) gena, utvrdeno je prisustvo i gena tet(L). Ovaj genotip
rezistencije na tetraciklin ¢esto je prisutan kod klinickih izolata Enterococcus faecalis
(Huys i sar., 2004). Studija Huys i sar. (2004) potvrduje tet(M) gen kao najceS¢i kod
enterokoka rezistentnih na tetraciklin, poreklom iz razli¢itih evropskih sireva. I u
studiji Aarestrup i sar. (2001) i Wilcks i sar. (2005), tet(M) gen predstavlja dominantan
gen kod izolata enterokoka rezistentnih na tetraciklin. Rezultati studije Hummel i sar.
(2007) govore suprotno. Analizom distribucije genetskih determinanti, odgovornih za
rezistenciju na tetraciklin kod izolata Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium
poreklom iz sireva, fermentisanih proizvoda od mleka i surutke, tet(L) gen se utvrduje
kod 94% izolata, tet(M) gen kod 63% izolata, tet(K) gen kod 56% izolata, dok se geni
tet(0) i tet(S) ne utvrduju.
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Zanimljivo je da su MIK vrednosti za tetraciklin kod izolata BMK, nosioca tet gena,
bile veoma visoke, osim u slucaju Lactobacillus paracasei kod koga je MIK vrednost
iznosila 0,5 pg/ml. Niske vrednosti MIK, uz istovremeno detektovanje gena za
rezistenciju na tetraciklin, najceS¢e se dovode u vezu sa postojanjem tzv. “tihih”,
odnosno pseudo gena, koji nisu u ekspresiji (Korhonen, 2010), bilo usled “down-
regulation” efekta u promotor regiji, ili usled nekog drugog mehanizma. Postojanje
ovakvih gena, mozZe da bude uzrok nepodudaranja rezultata fenotipa i genotipa

rezistencije (Sundsfjord i sar., 2004, Woodford i Sunsfjord, 2005).

Niska prevalencija gena za rezistenciju na tetraciklin kod izolata BMK, utvrdena u
ovoj doktorskoj disertaciji, u skladu je sa prethodnim istrazZivanjima koja su obuhvatala
fermentisane proizvode od mleka i mesa, a medu njima i tradicionalne sireve od sirovog
mleka (Devirgiliis i sar., 2008; Comunian i sar., 2010; Zycka-Krzesinska i sar., 2015).
Niska prevalencija gena za rezistenciju na tetraciklin kod izolata BMK moZe da se
dovede u vezu sa nacinom uzgoja zZivotinja, ¢ije mleko sluZzi za proizvodnju sireva. U
istraZivanju Comunian i sar.a (2010) utvrdeno je da je prevalencija gena za rezistenciju
na tetraciklin i eritromicin, kod izolata Lactobacillus parcasei poreklom iz
fermentisanih proizvoda od mleka i mesa u Italiji, daleko manja kada su Zivotinje, cije
je mleko i meso predstavljalo sirovinu za dobijanje fermentisanih proizvoda, bile
uzgajane u ekstenzivnim uslovima, gde antibiotici nisu sistemski primenjivani.
Suprotno ovome, kada su mleko i meso, poreklom od Zivotinja u intenzivnhom uzgoju,
prevalencija ovih gena je znacajno veca. Kako se muzna grla koja daju mleko za
proizvodnju tradicionalnih sireva Srbije ekstenzivno drZe, a antibiotici se ne
primenjuju, rezultati veoma niske prevalencije gena za rezistenciju su mogli biti
oCekivani. Pored toga, u ispitivanju Devirgillis i sar. (2008) utvrdeno je da geni za
rezistenciju na tetraciklin, eritromicin i kanamicin predstavljaju, gotovo iskljucivo
karakteristiku BMK izolovanih iz sirovog mleka, dok gotovi proizvod, sir, ne sadrzi
fenotipski rezistentne BMK. Isti autori postavljaju hipotezu da tradicionalni proces
proizvodnje mocarele uspostavlja negativnu selekciju u odnosu na BMK koje nose gene

rezistencije na antibiotike. Takode, prema istrazivanju Florez i Mayo (2015), osetljiva
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populacija BMK, tzv. ,wild-type“ populacija, koji nisu nosioci stecene rezistencije na
antibiotike, brze se umnozavaju i postiZu vec¢u brojnost u matriksu sira u odnosu na
rezistentnu subpopulaciju BMK, i time na osnovu kompeticije, bakterije rezistentne na

antibiotike bivaju iskljucene.

U istraZivanjima u kojima su primenjene kulturelno nezavisne tehnike, gde se
prisustvo gena za rezistenciju utvrduje u uzorku celokupne DNK ekstrahovane iz
uzorka sira, utvrduje se daleko veca prevalencija gena za rezistenciju na tetraciklin
(Flérez i sar., 2014; Flérez i Mayo, 2015). U istrazivanju Flérez i sar. (2014), koje je
obuhvatilo 20 Spanskih i italijanskih sireva, zabeleZeno je znacajna prevalencija gena
tet(S) i tet(W), a utvrdeni su i geni tet(K), tet(L), tet(M), tet(O). Samo u jednom od 20
uzoraka sireva, nije bilo utvrdeno prisustvo gena za rezistenciju na tetraciklin. Iako ovaj
pristup daje Siru sliku o opterecenosti sireva genima za rezistenciju na tetraciklin, ipak
ne postoji informacija o tome da li geni poticu od zivih bakterija i koja populacija
bakterija predstavlja rezervoar ovih gena. Kako bi se dobila potpuna slika o stvarnoj
opterecenosti sireva genima za rezistenciju na antibiotike, interdisciplinarni pristup uz
kombinaciju kulturelnih i kulturelno nezavisnih tehnika, svakako bi dalo najbolje

rezultate.

Lateralni prenos gena ima glavnu ulogu u evoluciji bakterija, a s obzirom da dovodi
do rearanziranja bakterijskog genoma pomaze u sticanju novih, poZeljnih osobina, ali i
brisanju onih genetickih informacija koje ¢eliji nisu potrebne (Rossi i sar., 2014).
[spitivanjem mogucnosti transfera gena za rezistenciju na tetraciklin tet(M) u uslovima
in vitro, u okviru ove disertacije dokazana je jedino moguc¢nost intraspecijskog transfera
gena u okviru vrste Enterococcus faecalis, sa niskom frekvencijom prenosa 10-7-10-8
transkonjuganata po recipijentu. Ipak, rezultati iz literature u pogledu moguc¢nosti
transfera gena za rezistenciju u populaciji bakterija mlecne kiseline veoma variraju. U
istraZivanju Huys i sar. (2008) i Nawaz i sar. (2011) ispitivana je mogu¢nost prenosa
tet gena izmedu enterokoka, gde je dokazan prenos sa frekvencijom transfera 10-6-108.
U pojedinim studijama potvrdena je mogucnost i interspecijskog lateralnog transfera

tet gena sa slicnom stopom transfera, uglavnom sa laktobacila na Enterococcus faecalis
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i Enterococcus faecium (Ge i sar., 2007; Ouobaisar., 2008; Devirgiliis i sar., 2009; Nawaz
i sar,, 2011). Za razliku od ovih ispitivanja, u istrazivanju Ge i sar. (2007) nije utvrdena
mogucénost interspecijskog prenosa gena sa Streptococcus thermophilus na
Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium. Ni u istrazivanju Ouoba i sar. (2008), geni
za rezistenciju na tetraciklin nisu mogli da se prenesu sa Lactobacillus reuteri na
Enterococcus faecium. U istraZzivanju Klare i sararadnika (2007), nije potvrdena
mogucénost kako intra-, tako ni interspecijskog transfera gena. Do lateralnog transfera
gena u mikrobnim ekosistemima obi¢no dolazi izmedu bakterija koje pokazuju
zajednicke karakteristike u veli¢ini genoma, udelu G-C nukleotidnih parova, sistemima
iskoriSc¢enja izvora ugljenika i toleranciji na kiseonik (Rossi i sar., 2014). Kako je prenos
gena sloZen proces, koji zavisi od mnogih spoljasnjih uticaja, ne moZe se sa sigurnos¢u

tvrditi da li ¢e do prenosa dodi ili ne, Cak i kod bakterija iste vrste.

Problem u eksperimentima prenosa gena je i nemoguc¢nost interpolacije rezultata
dobijenih u uslovima in vitro, na uslove in vivo. lako postoji hipoteza da do lateralnog
transfera gena u gastrointestinalnom traktu moZe da dode, kako zbog diverziteta vrsta,
tako i zbog brojnosti mikrobiote creva, ova hipoteza jo$ uvek nije ni potvrdena ni
opovrgnuta (Rossi i sar., 2014). Razloge za ovo pre svega treba traziti u sloZenosti
osmisljavanja eksperimenta u uslovima in vivo, pa tako odgovor na pitanje da li je i u
kojoj meri rizik od razmene gena u gastrointestinalnom traktu nakon konzumacije neke

hrane prisutan, ostaje bez konatnog odgovora (Schjgrring i Krogfelt, 2011).

Generalna slika, na osnovu dostupnih studija o BMK poreklom iz hrane, ukazuje na
nisku prevalenciju gena rezistencije na antibiotike, sa ¢ak jo$ niZim potencijalom za
lateralni transfer gena na patogene ili oportunisticko patogene bakterije, prilikom
izvodenja eksperimenata konjugacije u uslovima in vitro. Ipak, imajuc¢i u vidu znacajnu
prevalenciju rezistencije na antibiotike kod klinickih izolata, Siroki spektar rezervoara
komensalnih bakterija rezistentnih na antibiotike (Marshall i sar., 2009), ali i visoku
frekvenciju lateralnog prenosa gena, koja se uspostavlja u prirodnim mikrobnim
zajednicama, prava prevalencija BMK rezistentnih na antibiotike moze biti potcenjena.

Razlozi ovome, delom leZe i u heterogenosti eksperimentalnih studija koje se bave
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ovom problematikom, sa velikim varijacijama, kako u broju, tako i u panelima
ispitivanih antibiotika, dok molekularne metode c¢esto ne prate dokaz fenotipa
rezistencije. Gram pozitivne BMK nisu patogenog karaktera, i kao takve, Cesto se
nepravedno potcenjuje znacaj genetske karakterizacije fenotipa rezistencije na
antibiotike, a ako do karakterizacije i dode, obi¢no se geni povezuju sa poznatim
konjugativnim transpozonima ili insercionim sekvencama. Ukoliko se ova veza ne moZe
uspostaviti, problem postoji kako dokazati da potvrdeni gen za rezistenciju na odredeni
antibiotik, nije prenosivog karaktera. Time se identifikacija mobilnih elemenata u
genomskom kontekstu determinanti za rezistenciju smatra faktorom od sustinskog

znacaja u proceni rizika od lateralnog transfera gena za rezistenciju.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata ispitivanja izvedeni su slede¢i zakljucci:

1. Prosecan broj bakterija mlec¢ne kiseline u uzorcima tradicionalnih sireva Srbije
iznosio je 7,47-7,74 log CFU/g. Pri koncentraciji tetraciklina od 64 ug/ml,
prosecan broj bakterija mle¢ne kiseline u uzorcima istih sireva iznosio je 3,35-
3,98 1log CFU/g.

2. Genotipizacijom izolata bakterija mlecne kiseline, primenom rep-PCR sa (GTG)5
oligonukleotidnim prajmerom, utvrden je visoki geneticki diverzitet.

3. MALDI TOF masena spektrometrija se pokazala kao uspeSna metoda u
identifikaciji bakterija mle¢ne kiseline poreklom iz tradicionalnih sireva. Izolati
bakterija mlecne kiseline su identifikovani kao: Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus
coryniformis, Lactobacillus diolivorans, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc
pseudomesenteroides, Enterococcus faecalis, Enterococcus durans, Lactococcus
lactis, Lactococcus garvieae i Pediococcus pentosaceus.

4. Najzastupljeniji fenotip rezistencije kod izolata bakterije mle¢ne Kkiseline jeste
rezistencija na aminoglikozidne antibiotike. Rezistencija na kanamicin
predstavljala je karakteristiku 37,59% izolata, dok je rezistencija na
streptomicin utvrdena kod 21,88% izolata bakterija mlec¢ne Kkiseline.
Prevalencija ostalih fenotipova rezistencije je bila sledeca: tetraciklin (13,55%),
klindamicin (11,28%), gentamicin (8,39%), hloramfenikol (7,74%), eritromicin
(5,81%) i ampicilin (0,65%).
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5. Prisustvo tet(M) gena utvrdeno je kod 2,58% izolata bakterija mle¢ne kiseline.
Kod jednog izolata Enterococcus faecalis dokazano je prisustvo tet(M) i tet(L)
gena.

6. Potvrden je prenos tet(M) gena sa izolata Enterococcus faecalis 202 na
Enterococcus faecalis JH2-2 u uslovima in vitro. Frekvencija prenosa gena je bila
niska.

7. lzolati bakterija mle¢ne kiseline poreklom iz tradicionalnih sireva Srbije ne

predstavljaju rezervoar gena rezistencije na tetraciklin
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Grafikon 3 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
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Grafikon 4 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 4

119



Prilog

Homoljski sir - uzorak br. 5

9.00
8.00

7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00
0 1 2 4 8 16 32

pg/ml tetraciklina

log CFU/g

64 128 256
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Grafikon 7 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razlicitih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 7
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Grafikon 8 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
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Grafikon 10 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 11
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Grafikon 11 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
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Grafikon 12 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 13
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Grafikon 14 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
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Grafikon 15 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razlicitih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 16

Zlatarski sir - uzorak br. 17

9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
0 1 2 4 8 16 32 6

4 128 256

log CFU/g

ug/ml tetraciklina

Grafikon 16 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 17
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Grafikon 17 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 18
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Grafikon 18 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razlicitih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 19
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Grafikon 19 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 20
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Grafikon 20 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 21
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Grafikon 21 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 22
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Grafikon 22 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 23
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Grafikon 23 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 24

Zlatarski sir - uzorak br. 25

9
8
7
6
5
4
3
2
1 |
0
0 1 2 4 8 16 32 6

4 128 256

log CFU/g

ug/ml tetraciklina

Grafikon 24 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 25
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Grafikon 25 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 27
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Grafikon 26 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 28
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Grafikon 27 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 29
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Grafikon 28 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 30
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Grafikon 29 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 31

Zlatarski sir - uzorak br. 32

0 1 2 4 8 16 32 6

4 128 256

log CFU/g
O P N W A U1 O N 00 L

ug/ml tetraciklina

Grafikon 30 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 33
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Grafikon 31 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 33
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Grafikon 32 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 34
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Grafikon 33 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razlicitih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 35
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Grafikon 34 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razlicitih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 36
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Grafikon 35 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 37
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Grafikon 36 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 38
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Grafikon 37 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 39
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Grafikon 38 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 40
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Grafikon 39 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 42
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Grafikon 40 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 43
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Grafikon 41 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 44

138



Prilog

Sjenicki sir - uzorak br. 45

0 1 2 4 8 16 32

64 128 256

log CFU/g
o N W A U1 OO N o0 O

ug/ml tetraciklina

Grafikon 42 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razlicitih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 39
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Grafikon 43 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razli¢itih
koncentracija tetraciklina - uzorak broj 47
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Grafikon 46 - Broj BMK na MRS-S agaru bez tetraciklina i sa dodatkom razlicitih
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umetnickog podmlatka Republike Srbije. Diplomirala je 06.12.2012. godine sa
prose¢nom ocenom 9,02 i time stekla zvanje doktora veterinarske medicine. Doktorske
akademske studije na Fakultetu veterinarske medicine upisala je Skolske 2013/2014.

godine. Polozila je sve ispite u predvidenom roku sa prosecnom ocenom 9,73.

Kao asistent na uZoj naucnoj oblasti Higijena i tehnologija mleka na Katedri za
higijenu i tehnologiju namirnica animalnog porekla zaposlena je od 01.10.2014.
Ukljucena je u izvodenje prakticne nastave iz predmeta Higijena i tehnologija mleka,

Osnove higijene namirnica animalnog porekla i Kontrola namirnica animalnog porekla.

UcCesnik je na dva nacionalna projekta: projekat br. 46009 ,Unapredenje i razvoj
higijenskih i tehnoloskih postupaka u proizvodnji namirnica Zivotinjskog porekla u cilju
dobijanja kvalitetnih i bezbednih proizvoda konkurentnih na svetskom trzistu“ i
projekat br. 46010 ,Razvoj novih inkapsulacionih i enzimskih tehnologija za
proizvodnju biokatalizatora i bioloski aktivnih komponenata hrane u cilju povecéanja

njene konkurentnosti, kvaliteta i bezbednosti.”

Do sada je kao autor ili koautor objavila 4 rada u ¢asopisima medunarodnog znacaja

(M22 i M23).
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Mpunor 1.

MUsjaBa o ayTopcTBY

Motnucanu-a TujaHa JleauHa

6poj ynvca 15/11

N3jaBrbyjem
[a je AoKTopcKa AucepTauuja nog Hacnosom

PezucTeHuuja Ha TeTpauuknuH Bakrepuja MneyHe KucernuvHe M30noBaHux U3
TpaguuuoHantuux cupesa Cpbuje

e pesynrtaT CONCTBEHOr UCTPaXXnBavKkor pana,

e [a npeanoxeHa aucepTaumja y UenuHu H1 y AenoBuMa Huje buna npeanoxexa
sa pobujabe BUNo Koje AMNnomMe npema CTYAW|CKAM nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLKONCKUX YCTaHOBA,

e [1a Cy pesynTartu KOPEKTHO HaBeAeH! u

s [a HUCAM KpLUMC/Na ayTopcka Npasa v KOPUCTWNO UHTENEKTyanHy CBojuHY ApYyrux
nuua.

MoTnuc gokTopaHaa
r

Y Beorpaay, 04.04.2018. T \\ H~—FP M‘\.ﬁ




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LITAMMAHE U eNIeKTPOHCKEe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Vime u npesume aytopa  Tujana Jlegnna
Bpoj ynuca 15/11
Cryavjckv nporpam [loKTopcke akagemcke cTyauje

Hacros paaa Pe3aucTeHuuja Ha TeTpauMKnuH BakTepuja MnevHe kucenuHe
M30NOBaHWX U3 TpaguuuoHanHux cupesa Cpbuje

MeHTop ap CHexaHna Bynajuh, BaHpenHu npodecop
MoTtnucanu TujaHa lNeanHa

v3jaBrbyjem Aa je WwramnaHa sepsuja Mor AOKTOPCKOr paja WCToBseTHa EMEKTPOHCKO)
Bepavj¥  Kojy cam npepao/na 3a ofjasreuBare Ha  noprany OurutanHor
pernosutopujyma YruBepauteta y Beorpaay.

[lossor-agam Aa ce objase Mojin NuYHN NoaaLy BesaHu 3a Aobnjarbe akaaeMcKor 3Batba
AOKTOpA Hayka, kao LTO Cy UMe W Npe3uMe, rognHa 1 mecTo pofietba u AaTym oadpaqe
pana.

OB nu4HM nopauu mory ce objaBuTu Ha MpexHUM cTpadHuyama  Aurvrante
BUBnMOTEKE, Y ENEKTPOHCKOM KaTtanory 1 y nybnukaunjavma YHusepsureta y beorpaay.

MoTnuc agokTopaHaa

T \\ [, Ka-xw

Y Beorpagy, 04.04.2018.




Mpunor 3.

Usjasa o kopulhery

Oenalwhyjem YHusepautetcky Bubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh' Aa y [Aurdrantu
penosuTopujym YHusepsuteta y beorpapy yHece MOjy [OKTOPCKY AucepTauujy noj
HacnoBoM:

PesucTeHuMja Ha TETPALMKNUH GakTepuja MneuHe kucenmHe n3oNoBaHNX
W3 TpaguumoHanHux cupesa Cpbuje

Koja je Moje ayTopCKO Aeno.

[ucepTaupjy ca CBUM NpUnosuma npeaao/na cam y enekrpoHckom chopmaTy norogHom
3a TpajHO apxvMBUpaH-e.

Mojy QOKTOpPCKY AvncepTauvjy noxpaweHy y JuruTanHu penosutopujym YHueepsuteTa y
Beorpady MOry Aa KOpUCTE CBM KOjU NOWTY]y oapenbe cagpxare y opgabpaHom Tuny
nnueriue KpeaTuene 3ajeannue (Creative Commons) 3a KOjy cam ce ognydwo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HekoMepLuujanto
@\ympcrao — HekomepuwujanHo — bes npepajae
4. AYTOPCTBO — HEKOMEPUW|@NHO — AenuTy Noj NCTM ycnosuma
5. Aytopcteo — Ges npepaae
6. AyTOpCcTBO — AENWUTU NOA UCTUM YCnoBUMa

(Monumo [a 3aocKpyxuTe camo jenHy oA wecT NOHYREHUX NNUEHUM, KpaTak onuc
AWLEHL aaT je Ha nonefjuru nucta).

MoTnuc AgokTopaHaa

Y Beorpagy, 04.04.2018. ’.IL\_W,:—L_&;;XW



