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ULOGA BAKTERIJA MLECNE KISELINE U PRENOSU GENA REZISTENCIJE NA
ANTIBIOTIKE
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sadriaj

e mlecne kiseline imaju dugu tradiciju u proizvodnji fermentisanih proizvoda od
| mesa, gde se dodaju kao starter kulture, ili su prisutne kao deo nestarterske
re. Sve vedi problem pojave i Sirenja rezistencije na antibiotike kod bakterija,
e do toga da Evropska agencija za bezbednost hrane, uvrsti odsustvo prenosivih
rezistencije na antibiotike kao neophodan kriterijum da odredena vrsta BMK dobije
<tatus (Qualified Presumption of Safety). Rezistencija na antibiotike je dug vremenski
“od smatrana prolemom iskljucivo kod patogenih mikroorganizama, ali novija saznanja
u na to da komensalni mikroorganizmi u koje spadaju i BMK sluie kao rezervoar
22 sirenje rezistencije. Rezistencija na antibiotike moie da se prenese sa BMK na
bakterije u procesu proizvodnje namirnica, ili tokom pasaZe kroz gastrointestinalni
gde u prisustvu velikog broja razlic¢itih mikroorganizama postoji mogucnost prenosa
2 na druge komensalne ili patogene mikroorganizme. Geni koji kodiraju stecenu
= =tenciju na antibiotike poput vankomicina, tetraciklina i eritromicina detektovani su i
20 kod BMK izolovanih iz fermentsanih proizvoda od mesa i mleka. Konjugativni
womudi i transpozoni koji ucestvuju u prenosu determinanti rezistencije su uobicajeni
¢ ove grupe mikroorganizama. Postoji veoma mali broj istrazivanja o prenosu gena
= siencije na antibiotike sa BMK na druge bakterije u in vivo uslovima, ali su istraZivanja
~wrowedena u in vitro uslovima potvrdila moguénost prenosa. Prilikom procene
~wooednosti primene BMK u proizvodnji hrane, neophodno je utvrdivanje profila
= mikrobne rezistencije i isklju¢ivanje prisustva gena prenosive rezistencije.

Wuine redi: bakterije mlecne kiseline, prenosiva rezistencija na antibiotike

“wokz upotreba antibiotika tokom trajanja “antibiotske ere” u poslednjih 60 godina,
~we=lz je do pojave sve veceg broja bakterija rezistentnih na antibiotike. Dugo se
~=atralo da je iskljucivo rezistencija prisutna kod patogenih mikroorganizama problem, ali
= danas sve viSe painje pridaje monitoringu rezistencije kod komensalnih
~wroorganizama. U novije vreme, lanac hrane se sve viSe smatra glavnim putem prenosa
a2 rezistencije izmedu populacije ljudi i Zivotinja, jer se konzumiranjem hrane
~wogucava  direktan  kontakt mikroorganizama iz hrane sa bakterijama u
~wtrointestinalnom traktu ljudi. U bliskom kontaktu velikog broja bakterija, moze do¢i do
~omene genetskog materijala, pa i gena rezistencije na antibiotike (Salminen i Wright,
2958).
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5. Simpozijum — Bezbednost i kvalitet namirnica animalnog porekla

Veliki broj mikroorganizama koji se mogu nadi u proizvodima od mleka i mesa.
fermentisanim proizvodima od mleka i mesa, pripada bakterijama mlecne ki
njima mogu da se nadu kao kontaminenti, ili mogu da budu deo starter kulture.
nestarterska mikroflora koja uéestvuje u zrenju i formiranju organoleptichs
prvenstveno kod razlicitih vrsta sireva. Pojedini sojevi bakterija mlecne kiseline
se dodaju u proizvode od mleka i mesa i kao probiotici (Leroy i DeVuyst, 2006
tiroke tehnologke upotrebe i ubikvitarnosti bakterija mleéne kiseline, one mogu =&
kao rezervoar gena rezistencije na antibiotike, zahvaljujuc¢i kome ti geni me
perzistiraju i potencijalno da se prenose na druge komensalne ili
mikroorganizme (Witte, 1998; DeVirgilis i sar., 2011).

Bakterije mle&ne kiseline pripadaju grupi Gram pozitivnih mikrooganizama koji kao
produkt razlaganja Secera daju mlecnu kiselinu. U bakterije mle¢ne kiseline
rodovi Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc i Pediococcus koji prips
filogenetskoj grani mikroorganizama sa malim brojem G-C parova i rod Bifidobocte
koji pripada filogenetskoj grani bakterija sa velikim brojem G-C parova (Leroy i De
2004). Duga tradicija sigurne upotrebe bakterija mle¢ne kiseline u proizvodn)
predstavlja garanciju njihove bezbednosti, zbog Cega su one stekle GRAS (Gene
Reconized As Safe) status u Americi. EFSA (European Food Safety Authority) je ==
godine formirala QPS (Qualified Presumption of Safety) status kao pandan GRAS st=
a jedan od predloZenih kriterijuma u oceni bezbednosti mikroorganizama i dodele =
stausa je i odsustvo prenosivih gena rezistencije (EFSA, 2007).

Rezistencija na antibiotike kod bakterija moze da bude urodena ili steena. Urode
rezistencija je nasledna karakteristika roda ili vrste i ona ne predstavlja rizik &
nepatogenih mikroorganizama, jer postoji veoma mala moguénost razmene gena ko
kodiraju. Za razliku od urodene rezistencije, stedena rezistencija na antibiotike je osot
samo pojedinih sojeva u okviru inale osetljive vrste ili roda. Ona je najcesce nastaje
promena u permeabilnosti celijske membrane, enzimske razgradnje antibictis
postojanja efluks pumpi, modifikacije ciljnog mesta za delovanje antibiotika, ili promens
metaboligkim putevima koje primenjeni antibiotik treba da inhibise. Stecena rezistenc.
moe da bude posledica mutacija, ili lateralnog transfera gena. Rezistencija na antibiot
koja nastaje kao posledica mutacija takode ne predstavlja rizik kod nepatogenih vrsta
mikroorganizama (Mathur i Singh, 2005).

Rezistencija ste¢ena lateralnim transferom gena predstavlja oblik rezistencije sa najvecis
rizikom za rasejavanje gena koji je kodiraju. Postoje tri mehanizma lateralnog transfers
gena kod bakterija: transformacija, transdukcija i konjugacija. Od sva tri mehanizma
lateralnog transfera gena, konjugacija ima najveci znadaj u prenosu gena rezistencije =
dva razloga: u procesu konjugacije srodnost bakterija nije od znadaja, tako da moZe doc
do interspecijske razmene genetickog materijala; i geni koji kodiraju stecenu rezistenciu
se obitno nalaze na genetskim elementima koji imaju sposobnost lateralnog transferza.
poput konjugativnih plazmida i transpozona (Mathur i Singh, 2005).
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I prenosiva rezistencija na antibiotike kod bakterija mleéne kiseline

e, koje procene rizika od lateralnog transfera gena rezistencije na antibiotike kod bakterija
odnosng kiseline, neophodno je imati u vidy profile urodene rezistencije koja nije prenosna
osobings sredstavlja rizik. U Tabeli 1 prikazani su profili urodene (prirodne) rezistencije na
mogu & bne lekove kod pojedinih vrsta bakterija mle¢ne kiseline.

4). Zbog

1. Urodena antimikrobna rezistencija pojedinih vrsta BMK (modifikovano od
i sar., 1999)

Urodena rezistencija

> kragng Lactobacillus Aminoglikozidi, fluorohinoloni, glikopeptidi, vankomicin
: B
: . Vankomicin, gentamicin, fusidinska kiselina, streptomicin,
teri ’ S Sdobacterium polimiksin B, trimetoprim, aminoglikozidni antibiotici, kolistin,
;V metronidazol
hrane occus lactis Kolistin, fosfomicin, pipemidinska kiselina, rifamicin
nerally
2007 od prenosa rezistencije na antibiotike sa jedne bakterije na drugu postoji samo u
atusy, evima kada je ona locirana na mobilnim genetskim elementima, najceiée na
> QPS '@ima i transpozonima.
I se Cesto nalaze kod bakterija mlegne kiseline i mogu da variraju u veligini i

dena )i, odnosno genima koje na sebi nose (Davidson i sar., 1996, Wang i Lee, 1997). Na

kod ssmidima, osim gena koji kodiraju rezistenciju na antibiotike, mogu da se nadu geni koji
o je Wadiraju razlaganje proteina i ugljenih hidrata, produkciju bakteriocina i egzopolisaharida
bina

= Wenjugativni transpozoni predstavljaju glavni izvor prenosivih gena za rezistenciju kod
bk, Sram pozitivnih bakterija. Opisani su kod Enterococcus faecalis (Tn916, Tn91s, Tn920,
'lgu WS25, Tn2702), kod Enterococcus faecium (Tn5233) i Lactococcus lactis (Tn5276,
o 95301). Kod enterokoka i streptokoka kodiraju rezistenciju na eritromicin (erm (A), erm
:: W tetraciklin (tet (M)), hloramfenikol (cat) i kanamicin aphA-3.

O svih rodova bakterija mle¢ne kiseline, rezistencija na antibiotike je najvige proucena i
=2 50lje okarakterisana kod sojeva iz roda Lactobacillys.

Nafesce je kod Lactobacillus spp. detektovan tet (M) gen, odgovoran za rezistenciju na
=traciklin. Gen tet (M) je ¢eiée bio utvrden na plazmidu (Gevers i sar., 2002; Danielsen,
2002; Gfeller i sar., 2003), ali u pojedinim slucajevima opisano je njegovo prisustvo i na
“romozomu (Gfeller sar., 2003). Opisani tet (M) geni kod laktobacila pokazali su visok
“wo homologije sa tet (M) genima prisutnim kod pojedinih patogenih i komensalnih
“wkroorganizma, 3to ukazuje da svi vode poreklo od pojedina&nog gena koji se lateralnim
fransferom Sirio u populaciji osetljivih mikroorganizama. Prisustvo drugih gena koji
*odiraju rezistenciju na tetraciklin kod laktobacila, poput gena tet (S) kod probiotskog soja
L plantarum CCUG 43738 (Huys i sar., 2006) i tet (W) kod probiotskog soja L. reuteri SD
2112 (Kastner i sar., 2006) takode je dokazano. Na malim plazmidima, ili u blizini
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insercionih sekvenci kod bakterija mle¢ne kiseline dokazano je i postojanje tet (K) gena
(Oppegaard i sar., 2001; Yazdankah i sar., 2000).

U radu Gevers i sar. (2003) sprovedeno je in vitro ispitivanje prenosa tet (M) gena sa
laktobacila na druge mikroorganizme, pri ¢emu je dokazana mogucnost prenosa na
Lactococcus lactis sa niskim brojem transkonjugata po recipijentu.

Gfeller i sar. (2003) su na plazmidu pLME300 kod L. fermentum ROT1 dokazali prisustvo
gena koji kodiraju rezistenciju na eritromicin i streptogramin. Gen erm(B) lociran na
hromozomu detektovan je i kod Lb. johnosonii G41 (Florez i sar., 2006).

U okviru roda Lactococcus, vrsta Lactococcus lactis sa podvrstama Lactococcus lactis
subsp. lactis i Lactococcus lactis subsp. cremoris, jedina ima tehnoloski znacaj kao starter
kultura u proizvodima od mleka (Carr i sar., 2002). Pojedini sojevi Lc. lactis su nosioci gena
rezistencije na tetraciklin (tet (M)) i eritromicin (erm (T)). Soj Lc. lactis K214 izolovan iz sira
od sirovog mleka sa plavim plesnima, nosilac je najmanje tri gena: cat, tet (S) i str koja
kodiraju rezistenciju na antibiotike hloramfenikol, tetraciklin i streptomicin i nalaze se na
plazmidu. Ovaj soj poseduje i gen mdtA koji kodira efluks pumpu, zbog cega postoji i
rezistencija na makrolidne antibiotike, linkozamide, streptogramine i tetracikline. Geni
koji kodiraju rezistenciju na hloramfenikol i streptomicin kod soja Lc. lactis K214
homologni su genima kod stafilokoka, a gen odgovoran za rezistenciju na tetraciklin
homologan je genu kod Listeria monocytogenes. Svi ovi geni su praceni insercionim
sekvencama koje imaju ulogu u prenosu gena (Perreten i sar., 2001). Kao i kod laktobacila,
pojedinacni sojevi Lc. Lactis pokazuju rezistenciju na hloramfenikol, klindamicin,
streptomicin, eritromicin i tetraciklin (Florez i sar., 2005; Raha i sar., 2002; Tammerman |
sar., 2003).

Kod bakterija iz roda Bifidobacterium opisano je prisustvo gena tet (W) (Chopra i Roberts
2001; Moubareck i sar., 2005; Scott i sar., 2000; Florez i sar., 2006; Masco i sar., 2006) |
gena tet (M) (Chopra i Roberts 2001; Lacroix i Walker, 1995). Poredenjem sekvenci
nukleotida tet (W) gena kod razli¢itih bakterija, rezultati su pokazali da su oni gotove
identicni i kod nesrodnih vrsta. To navodi na zaklju¢ak da svi tet (W) geni poticu od jednog
izvora i da su od njega lateralnim transferom rasejani u populaciji bakterija (Florez i sar.,
2006). Pored toga, razlicita genetska lokalizacija ove determinate rezistencije kod
pojedinih vrsta, ukazuje da se ovaj prenos dogodio u viée medusobno nezavisnih
dogadaja (Florez i sar., 2006; Kazimierczak i sar., 2006).

Determinante prenosive rezistencije na antibiotike kod bakterija iz rodova Pediococcus |
Leuconostoc i vrste Streptococcus thermophilus su do danas malo izuene. Gen koji kodira
rezistenciju na eritromicin erm (AM) pronaden je kod vrste Pediococcus acidilactici na
velikom nekonjugativnom plazmidu (Tankovic i sar., 1993). U novije vreme opisan je i gen
erm (B) koji se nalazi na plazmidu kod P. acidilactici (Danielsen i sar., 2006).U istraZivanju
Tosi i sar., (2007) od 70 ispitanih sojeva S. thermophilus, kod 4 je pronaden gen erm (B)
koji kodira rezistenciju na eritromicin. U tabeli 2. prikazani su geni odgovorni zz
rezistenciju na antibiotike, koji su najve¢em broju slu¢ajeva utvrdeni kod bakterija mleéne
kiseline izolovanih iz hrane Zivotinjskog porekla.
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2 2. Geni koji kodiraju rezistenciju na antibiotike kod bakterija mlecne kiseline
@nih iz hrane Zivotinjskog porekla (Ammor i sar., 2011)

~ Poreklo Mikroorganizam

Detektovan gen

Froizvodi od mleka Lactobacillus acidophilus

tet (M), erm (B)

Sermentisane suve

Lactobacillus alimentarius

tet (M
kobasice et (M)
#roizvodi od mleka Lactobacillus casei tet (M), erm (B)
ntlsa.ne S Lactobacillus curvatus tet (M)
kobasice

o od sirovog mleka Lactobacillus fermentum

erm (LF), vat (E-1), tet (M)

“roizvodi od mleka Lactobacillus gasseri

tet (M), erm (B)

Sermentisane suve
kobasice Lactobacillus plantarum

~ ®roizvodi od mleka

tet (M), erm (B)

Fermenti . -
e Lactobacillus sakei tet (M)
kobasice
22 plavim plesnima . tet (M)
. Lactococcus lactis
v od sirovog mleka mdt (A), tet (S), cat, str
Tradicionalni sir Pediococcus acidilactici erm (B)

Boram

in

=ncija na antibiotike prenosiva (EFSA, 2008a)

— fet —geni koji kodiraju rezistenciju na tetraciklin; erm - geni koji kodiraju rezistenciju na
=0 vat — gen koji kodira rezistenciju na streptogramine; cat —
fenikol; mdt — gen koji kodira efluks pumpu; str — gen

koji kodira rezistenciju na

rizika od prisustva gena rezistencije na antibiotike kod bakterija mleéne

“nz  upotreba predstavlja jedan od najvaznijih  kriterijuma pri selekciji
“rganizama namenjenih za koris¢enje u hrani.
mikroorganizama, EFSA nalaje da se odredi priroda prisutne rezistencije na

Wtike, kao jedan od glavnih parametara bezbednosti. Sama rezistencija na
“otike ne mora uvek da predstavlja rizik, odnosno, rizik je pr

Prilikom analize QPS statusa

isutan samo ukoliko je

uputstvima EFSA (2008a) predvideno je ispitivanje rezistencije na sledece
wotike: ampicilin, vankomicin, gentamicin, kanamicin

. streptomicin, eritromicin,
icin, kvinpristin+dalf0pristin, tetraciklin i hloramfenik

ol.

razgranicenja osetljivih mikroorganizama od mikroorganizama koji su nosioci

gen koji kodira rezistenciju

rezistencije na antibiotike, neophodno je definisati graniéne vrednosti
ih inhibitornih koncentracija (MIC - Minimal Inhibitory Concentration), koje se
na osnovu distribucije MIC u okviru jedne taksonomske kategorije (vrste ili roda).
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Deo populacije mikrooganizama kod kojih MIC vrednosti jasno odstupaju od distribucije u
ukupnoj populaciji, smatra se rezistentnim na ispitivani antibiotik. Vrednosti MIC mogu da
se odreduju metodama dilucije u agaru ili bujonu, ili putem komercijalnih testova, i
definidu se kao najniza koncentracija antibiotika koja inhibiSe rast bakterija. Preporuceno
je da se vrednosti MIC ispituju prema utvrdenim metodama predloZenim od strane
Instituta za klini¢ke i laboratorijske standarde (Clinical and Laboratory Standard Institute —
CLSI) (FEEDAP, 2005). Fenotipsko odredivanje profila rezistencije kod bakterija mle¢ne
kiseline jo$ uvek nailazi na brojne probleme zbog nepostojanja jasno definisanih grani¢nih
vrednosti koje bi odvojile osetljive od rezistentnih subpopulacija i zbog nedostatka
standardizovanih metoda za ovu grupu mikroorganizama (Mayhofer i sar., 2010).

U sluéajevima kada svi sojevi unutar jedne taksonomske kategorije pokazuju fenotipsku
rezistenciju na odredeni antibiotik, moZe da se smatra da je takva rezistencija urodena i
da ne predstavlja rizik za prenosenje gena u populaciji mikroorganizama. Ukoliko
odredeni soj bakterija pokaze prisustvo rezistencije na jedan ili vise ispitivanih antibiotika
koris¢enjem fenotipskih metoda, neophodno je ispitati genetsku bazu rezistencije.
Dokazivanjem gena za rezistenciju na antibiotike, utvrduje se, u zavisnosti od lokalizacije
tog gena, da li je rezistencija prenosiva i da li predstavlja hazard. Na Shemi 1. prikazan je
postupak za procenu prihvatljivosti, odnosno neprihvatljivosti sojeva mikroorganizama
koji se koriste u proizvodnji hrane u odnosu na genetsku bazu rezistencije na antibiotike.

|Taksonomska pripadnastJ

e g

Odredivanje MIC vrednosti

| MIC = graniéne vrednosti : MIC —-granitne vrednaosti
FRIHVATUIVO l Genetska baza rezistencije na antibiotike

Stefena

J

Mutacija na genomu

U

PRIHVATUIVO

Urodena
rezistencija

Stefena rezistencija

] I PRIHVATUIVO

i Geni stedeni lateraloim
| transferom

NEPRIHVATUIVO

Shema 1. Postupak za procenu prihvatljivosti/neprihvatljivosti sojeva mikroorganizama u
odnosu na genetsku bazu rezistencije na antibiotike (EFSA, 2008a)
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Zakljucak

~osadasnja istrazivanja ukazuju na nisku prevalenciju prenosivih gena rezistencije kod
Saxterija mlecne kiseline, sa veoma malim potencijalom za lateralni prenos gena na
satogene, ili oportunisticki patogene mikroorganizme. Ako se uzmu u obzir ubikvitarnost
“omensalnih mikrooranizama i saznanja o frekvenciji transfera gena u prirodnom
wruienju, postoji mogucnost da je znacaj mikroorganizama prisutnih u lancu hrane, kao
v _thog” rezervoara gena za rezistenciju na antibiotike, podcenjen. EFSA (2012) je dala
~we=ooruku da mikroorganizmi koji se koriste u proizvodnji hrane nisu nosioci determinanti
~enosive rezistencije na antibiotike. Ovakvo misljenje EFSA eksperata podrazumeva tzv.
o ocip predostroznosti” (,precautionary principle”), kome se uvek pribegava u
.20 2ma kada nema dovoljno nauénih podataka za objektivnu procenu rizika.
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