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1. Uvod

Mikrobiota ¢ovjeka ima znacajnu ulogu u odrzavanju zdravlja zbog njene metaboli¢ke funkcije
koja se oCituje u razgradnji prehrambenih sastojaka, poticanju diferencijacije stanica domacina
i zbog protektivne (zastitne) funkcije koja sprjecava kolonizaciju patogena, te imunomodulacije
(Milani i sur., 2017). Maj¢ino mlijeko u svom sastavu sadrzi razliCite proteine, lipide i
ugljikohidrate u koli¢inama savrSeno prilagodenim nutritivnim potrebama novorodencadi, a i
prisutnu mikrobiotu za koju se pretpostavlja da je izvor prvih koloniziraju¢ih mikroorganizama
gastrointestinalnog trakta (GIT) novorodencadi (Delas i sur., 2005; Pannaraj i sur., 2017), koja
ima vaznu ulogu tijekom razvoja novorodenog djeteta, te je majcino mlijeko moguci izvor
probiotickih bakterija. Prema definiciji probiotici su jedna ili viSe kultura Zivih mikroorganizama
koji, primijenjeni u ljudi ili zivotinja iskazuju korisne ucinke na domacina poboljSavaju¢i mu
svojstva autohtone mikroflore. Probioticko djelovanje bakterija mlijecne kiseline (BMK) ocituje
se putem nekoliko mehanizama djelovanja koji obuhvada i antimikrobno djelovanje prema
patogenim mikroorganizmima u intestinalnom traktu: 1. smanjenjem broja Zivih bakterija
putem sinteze antibakterijskih supstancija poput bakteriocina ; natjecanjem za hranjive tvari i
za mjesta vezanja na intestinalnoj epitelnoj povrsSini; 2. izmjenom metabolizma
mikroorganizama poticanjem ili suprimiranjem enzimske aktivhosti i 3. poticanjem
imunoloskog sustava domacina povecanjem: razine antitijela ili aktivnosti makrofaga (Suskovic
i sur., 1997). Medutim, prije upotrebe u prehrani ili industriji, svaki novoizolirani soj potrebno
je ispitati na niz selekcijski kriterija kako bi se ispitala njegova sigurnost, funkcionalnost i
mogucnost industrijske proizvodnje. Smjernice za procjenu sigurnosti probiotickih bakterija
propisuju ovlastene institucije poput Food and Drug Administration (FDA) u Sjedinjenim
Americkim DrZzavama, European Food Safety Authority (EFSA) na razine Europe, te Food and
Agriculture Organization (FAO) i World Health Organization (WHQ), te joS nisu ujednaceni
standardi za procjenu evaluacije mikrobnih sojeva za koje se pretpostavlja da iskazuju moguée
probioticko djelovanje. Ipak, prilikom odabira, odredivanje osjetljivosti odabranih sojeva na
razliCite antibiotike i ispitivanja mogucnosti Sirenja antibioticke rezistencije zbog prisutnosti
gena koji kodiraju za rezistenciju na antibiotike neizostavni su selekcijski kriteriji. Cilj ovog rada
je ispitati osjetljivost na antibiotike odabranih izolata koji su dio mikrobne populacije majcinog
mlijeka, te odrediti moguéu prisutnost gena za rezistenciju na razlicite antibiotike primjenom

PCR metode uz koristenje specifi¢nih pocetnica.



2. Teorijski dio

2.1. Komensalne bakterije mikrobiote majcinog mlijeka

Majcino mlijeko predstavlja optimalni nacin hranjenja obzirom da osigurava klju¢ne nutrijente
i bioaktivhe komponente, kao Sto su antitijela, imunoglobulini, laktoferin, lizozim, antimikrobni
peptidi, faktori rasta, bijela krvna zrnca i oligosaharidi maj¢inog mlijeka, koji su znacajni za
razvoj imunoloskog sustava, te omogucduju zastitu od razlicitih patogena i time znacajno
smanjuju vijerojatnost razvoja razlicitih poremecaja u GIT. Sastav majcinog mlijeka promijenljiv
je tijekom rasta i razvoja novorodenceta. Danasnje preporuke WHO promoviraju dojenje
tijekom prvih Sest mjeseci djetetova zivota u cilju osiguravanja optimalnog rasta, razvoja i

zdravlja (Lyons i sur., 2020).
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Slika 1. Majcino mlijeko osigurava esencijalne hranjive tvari i bioaktivne komponente, te je i
izvor komensalnih bakterija koje znacajno doprinose rastu i razvoju djeteta i jacanju imuno
sustava. Prema istrazivanjima korisni ucinci dojenja izravno su povezani sa zastitom djeteta od
infekcija patogenima, doprinose razvoju imunoloskog sustava, predstavljaju izvor svih
potrebnih hranjivih tvari koje se ne mogu nadomjesti industrijskim pripravcima za
novorodencad, potiCu razvoj intestinalne mikrobiote i doprinose smanjenoj incidenciji

gastrointestinalnih poremecaja/bolesti (Lyons i sur., 2020).



U proslosti se smatralo da je majcino mlijeko sterilno, pa su se izolirane bakterije smatrale
kontaminacijom koja potiCe s povrSine majcine koze i usne Supljine djeteta, ili uslijed
kontaminacija iz okoliSa. Medutim, znanstvena istrazivanja su doprinijela spoznajama o
mikrobiomu maj¢inog mlijeka koji je okarakteriziran bioraznolikos¢éu komensalnih bakterija
(Lyons i sur., 2020). Gavin i Ostovar (1977) su proveli prva istraZzivanja mirkobiote kada su iz
mlijeka dojilja izolirane brojne vrste iz porodica Micrococcaceae, Streptococcaceae,
Corynebacteriaceae, Lactobacillaceae i Neisseriaceae. Uslijedila su daljnja istrazivanja koja su
omogudila precizniju identifikaciju prisutnih komensalnih bakterija u maj¢inom mlijeku koje
pripadaju rodovima  Staphylococcus,  Streptococcus, Enterococcus,  Lactobacillus,
Bifidobacterium, Pseudomonas, Corynebacterium, Ralstonia, Propionibacterium (Martin i sur.,
2009; Lackey i sur., 2019). Na sastav mikrobiote maj¢inog mlijeka utjece niz egzogenih faktora.
Pri tome znacajnu ulogu imaju prehrambene navike rodilje, genetika, zdravlje, primjena
antibiotika, indeks tjelesne mase i prirast na tezini tijekom trudnoée, nacin poroda, te
demografski i okolisni cimbenici (Lyons i sur., 2020). U maj¢inom mlijeku prisutne su bakterije
iz rodova bakterija mlijecne kiseline (BMK) Lactobacillus, Streptococcus i Enterococcus (Lyons
i sur., 2020). Kako pripadaju BMK predstavnici ovih rodova su gram - pozitivhe nesporogene
bakterije razli¢itih morfoloskih oblika, tako da mogu biti u obliku koka, kokobacila ili Stapic¢a,
tolerantne na niske pH vrijednost (Fraqueza, 2015). BMK su izolirane iz razliitih ekoloskih nisa,
te su Cesto BMK dio autohtone mikrobiote fermentiranih proizvoda. Mnoge od ovih bakterija
su prisutne i kao dio mikrobne populacije, te su komensalne bakterije gastrointestinalnog
trakta i usne Supljine Covjeka, ali i urogenitalnog sustava zena (Pradhan i sur., 2019). Kako su
opisani pozitivni ucinci na zdravlje domadina ¢esto se primjenjuju kao probioticki sojevi. Korisni
ucinci probiotika su znaCajni za zdravlje gastrointestinalnog trakta, imunoloskog i
urogenitalnog sustava. No, novije studije upucuju i na moguce korisne ucinke probiotika u
suzbijanja pretilosti, dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti te na moguée antimutagene i
antikancerogene ucinke (Pradhan i sur., 2019). Sve se viSe povezuju korisni ucinci sojeva
izoliranih iz majcinog mlijeka sa zdravljem djeteta, pa se stoga istrazuje i njihova potencijalna
primjena kao probiotickih bakterija. Zbog desetljeca sigurne upotrebe, BMK su stekle 'GRAS'
(engl. Generally Recognized As Safe) status dodijeljen od strane Americke agencije za hranu i
lijekove te 'QPS' (engl. Qualified Presumption of Safety) status koji dodjeljuje Europska

agencija za sigurnost hrane.



2.2. Definiranje sigurnosti primjene probiotika

Blagotvorno djelovanje probiotika na zdravlje covjeka dokazano je nizom studija. Kako ipak
govorimo o zivim organizmima koji kod domacina mogu uzrokovati promjene u fizioloskim
funkcijama organizma, neizostavna je procjena sigurnosti za ljudsku uporabu na razini
zasebnog soja. Danas jos uvijek ne postoji globalno potvrdeni protokol kojim bi procjena
sigurnosti novih sojeva bila standardizirana, ve¢ razli¢ita regulatorna tijela preporucuju razlicite
pristupe. Kada govorimo na razini Europske unije, nije dan tocan regulatorni model za
odobrenje novog probiotickog mikroorganizma. Medutim, EFSA je 2007. godine predstavila
QPS - listu kriterija s ciljem genericke pred-evaluacije sigurne uporabe mikroorganizama
namjerno unesenih u lanac hrane i hrane za Zivotinje. Novi sojevi posljednji put su na listu
dodani u ozujku 2019. godine. Nadalje, Europski forum za provedbu sigurnosti proizvoda (EU
— PROSAFE) takoder je dao svoje preporuke za procjenu sigurnosti probiotika. Preporuke su
se preklapale s kasnije izdanim preporukama od strane FAO/WHO i Medunarodnog instituta za
Zivotne znanosti (ILSI). S ciljem razluCivanja rezistentnih sojeva od onih osjetljivih, EFSA
Znanstveni odbor za dodatke i proizvode ili tvari koji se koriste u hrani za zivotinje predlozio je
'mikrobioloske kontrolne tocke' za nekoliko rodova BMK prema odabranim znacajnijim
antibioticima. Procjena sigurnosti probiotika zapocinje s toc¢nom identifikacijom soja.
Identifikacija do razine soja nuzna je obzirom da su svojstva probiotika visoko specificna za
pojedini soj, Sto rezultira i razlicitim efektima na zdravlje ovisno o prisutnom soju. Utvrdivanje
soja ukljuCuje osnovne fenotipske metode Ciji rezultati se potvrduju novijim molekularnim
tehnikama, kao Sto su metoda lancane reakcije polimeraze (engl. polymerase chain reaction;
PCR), sekvencioniranje 16S rRNA i tehnika otiska DNA. Laboratorijska ispitivanja primijenjena
u procjeni sigurnosti probiotika ukljuCuju in vitro analize kojima se odreduju razlicita svojstva
sojeva, poput otpornosti na antibiotike ili proizvodnje toksi¢nih metabolita (Pradhan i sur.,
2019).

2.3. Antibioticka rezistencija komensalnih bakterija iz majcinog
mlijeka

JoS od otkrica penicilina 1928., primjena antibiotika je kljutna terapija prilikom brojnih
bakterijskih infekcija, Sto je znacajno utjecalo i na produljenje Zivotnog vijeka svjetske
populacije. Nasuprot tome, nekontrolirana i nepropisana primjena tijekom desetljeéa rezultirala

je pojavom antibioticke rezistencije/otpornosti kod mikroorganizama koji su uspjesno tretirani

ovim lijekovima. AntibiotiCka rezistencija predstavlja sposobnost bakterije da prezivi i raste pri
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koncentraciji antibiotika koje inace inhibirale njen rast i razmnoZavanje (Fraqueza, 2015).
Antibioticka rezistencija je posljedica nekontrolirane primjene antibiotika u humanoj i
veterinarskoj medicini, poljoprivredi i akvakulturi. Medutim, znanstvene spoznaje upucuju i na
spontanu prisutnost gena za antibiotic¢ku rezistenciju kod mikroorganizama i mnogo prije nego
Sto su otkriveni antibiotici kao lijekovi (Fraqueza, 2015; D'Costa i sur., 2011). Dodatni problem
u kontekstu globalne zdravstvene krize je i nedostatak ucinkovitih lijekova kako bi nadomjestili
one koji gube efikasnost. U protekla dva desetljeca, intenzivna istrazivanja BMK, uglavnhom
modelne BMK Lactococcus lactis i pojedinih vrsta roda Lactobacillus, doprinijela su novim,
potencijalnim biomedicinskim primjenama ukljuCujué¢i proizvodnju imunostimulatora,
pomoc¢nickih molekula koje imaju ulogu u dodatnoj stimulaciji imunosnog sustava (eng.
adjuvant), kao vektori za isporuku lijekova pa i kao proizvodaci tvari s ljekovitim djelovanjem
(Wyszynska i sur., 2015). Danas je poznato da su zdravstvene tvrdnje povezane s BMK
specificne za pojedini soj, stoga i njihova sigurnost za upotrebu treba biti procijenjena na razina

svakog soja zasebno.

Karakterizacija antibioticke rezistencije od iznimne je vaznosti kod odabira sojeva promatrano
s aspekta sigurnosti upotrebe. Mehanizmi kojima mikroorganizam izbjegava fatalan ishod
primjene antibiotika mogu djelovati 1. izravnom inaktivacijom aktivhe molekule; 2. gubitkom
osjetljivosti na antimikrobnu supstancu modifikacijom podrucja ciljanog djelovanja; 3.
smanjenjem koncentracije lijeka koja djeluje na ciljane molekule, bez modifikacije samog lijeka
(Fraqueza,2015). S evolucijske tocke gledista, bakterije karakterizira urodena ili primarna
(intrinzi€na) te sekundarna ili steCena rezistencija. Intrinzicna rezistencija je kromosomski
kodirana te se ne prenosi horizontalno. Suprotno tome, stecena rezistencija moze biti prisutna
kod nekih sojeva unutar vrste koja je inae podlozna na promatrani antibiotik i moze se Siriti
horizontalno medu bakterijama (Pradhan i sur., 2019). Razvoj steCene rezistencije javlja se
kao rezultat mutacije gena na razini kromosoma ali i stjecanjem vanjskih genetskih
determinanti otpornosti. Usvajanje stranog genetickog materijala putem horizontalnog
prijenosa jedan je od najvaznijih pokretaca bakterijske evolucije (Munita i Arias, 2016). BMK
su takoder sklone razmjeni genetskog materijala s ciljem prezivljavanja u okolisu u kojem je
primijenjen antibiotik, no BMK ne bi smjele sluziti kao izvor gena antibioticke rezistencije
(Pradhan i sur., 2019). Primarni razlog tome je nezeljen prijenos gena za antibioticku
rezistenciju na patogene mikroorganizme, bududéi da se infekcije uzrokovane ovim bakterijama
teze lijeCe. Posebno su pogodeni najranjiviji pacijenti, Sto rezultira produzenom bolescu i
pove¢anom smrtnoscu. K tome, obzirom da je lije¢enje dugotrajnije, i troskovi su visi. U svom
izvjeStaju iz 2014. godine, World Health Organization (WHO) izvjeStava o antibiotickoj

rezistenciji kao rastu¢em javnozdravstvenom problemu koji ugrozava postignu¢a moderne
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medicine. Takoder, WHO upozorava da post — antibioticka era, u kojoj Ceste infekcije i manje

ozljede mogu dovesti do velikih zdravstvenih komplikacija, nije tako daleko kao sto se mislilo.

Horizontalni prijenos gena podrazumijeva prijenos genetickog materijala izmedu stanica koje
nisu u srodstvu. Izmjena genetskog materijala kod bakterija moze se odvijati na tri nacina:
transformacijom, transdukcijom ili konjugacijom. U bolnickim uvjetima, nagla pojava
rezistencije uslijed terapije antibiotikom Cesto aktivira konjugaciju koja pokazuje visoku
ucinkovitost prenoSenja gena sa stanice na stanicu te je vjerojatno da ¢e se takav oblik
stjecanja rezistencije aktivirati u gastrointestinalnom traktu covjeka nakon antibioticke
terapije. Opcenito, konjugacija se odvija putem izmjene mobilnih genetskih elemenata iako je
primijecen i direktan prijenos s kromosoma na kromosom. Plazmidi i transpozoni su pokretljive
geneticke determinante vazne u kontekstu prijenosa antibioticke rezistencije (Munita i Arias,
2016). Prisutnost pokretnih markera antibioticke rezistencije u procjeni sigurnosti BMK sojeva
vrlo je vazan parametar, buduéi da su neki geni koji osiguravaju rezistenciju na pojedine
antibiotike (npr. kloramfenikol, eritromicin, streptomicin, tetraciklin i vankomicin), a koji se
nalaze na prenosivom genetickom materijalu, opisani kod laktobacila (Pradhan i sur., 2019).
In vitro istrazivanja upucuju da BMK mogu prenijeti svoje determinante rezistencije na druge
vrste bakterija. Sljedece, provedeni su i /n vivo eksperimenti na gnotobiotickim Stakorima i
miSevima u kojima je ustanovljena moguénost prijenosa antibioticke rezistencije medu BMK i
drugih komensalnih bakterija u gastrointestinalnom traktu (Jacobsen i sur., 2007; Feld i sur.,
2008). Povecana frekvencije prijenosa primijeCena je u eksperimentima kad je ispitivanim
Zivotinjama dana doza antibiotika manja od one s terapijskim ucinkom Sto sugerira da
povecanje antibiotickog pritiska moze pojacati transfer antibioticke rezistencije (Licht i Wilcks,
2005). BMK mogu prenijeti determinante antibioticke rezistencije, stoga je prije unoSenja u
organizam potrebno ispitati njihovu osjetljivost na antibiotike buduéi da mogu djelovati kao
rezervoari gena rezistencije, Sto omogucuje Sirenje rezistencije posebno u mikrobnim

populacijama visoke gustoce.



3. Materijali i metode

3.1. Materijali

3.1.1. Radni mikroorganizmi

U ovom radu provedeno je ispitivanje osjetljivosti na antibiotike 25 sojeva izoliranih iz
mikrobiote majcinog mlijeka. U tablici 1. su navedeni bakterijski izolati identificirani
sekvencioniranjem 16S rDNA (Macrogen, Nizozemska). Sojevi su pohranjeni u Zbirci
mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura
Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu.

Tablica 1. Komensalni bakterijski sojevi izolirani iz mikrobiote majtinog mlijeka koriSteni u
ovom radu:

Oznaka bakterijskog soja 16S identifikacija

KR19 Lactobacillus plantarum
KR20 Enterococcus faecium

MC1 Lactobacillus fermentum
MC2 Enterococcus faecalis

MC5 Staphylococcus epidermis
MC13 Enterococcus faecium
MC19 Lactobacillus plantarum
AF2 Staphylococcus epidermidis
AF4 Staphylococcus epidermidis
AF5 Staphylococcus epidermis
AF12 Enterococcus durans

AF16 Enterococcus faecium

MB5 Streptococcus oralis subsp. dentisani
MB6 Staphylococcus epidermis
MB7 Lactobacillus plantarum
MB9 Streptococcus sp.

MB10 Streptococcus salivarius
MB11 Streptococcus oralis

MB12 Staphylococcus epidermidis
MB15 Lactobacillus plantarum
RS4 Streptococcus oralis

RS8 Staphylococcus epidermis
RS10 Lactobacillus plantarum
RS17 Staphylococcus epidermidis
RS19 Streptococcus mitis




3.1.2.

Hranjive podloge

U radu su koristene sljedeée hranjive podloge za uzgoj bakterija mlijecne kiseline:

MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/l destilirane vode): pepton 10,0;
mesni ekstrakt 10,0; kvascev ekstrakt 5,0; glukoza 20,0; Tween 80 1,0; MgSO4x 7H,0
0,1; MnSO4 x 7H.0 0,05; natrijev-acetat 5,0; agar 20,0. pH vrijednost podloge iznosi
6,5, a sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15 min.

MRS bujon: istog sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara

Hranjivi agar i hranjivi bujon

. Kemikalije

etanol, , Kemika", Hrvatska

Nuclease Free Water, ,Takara", Japan

glicerol, ,Alkaloid", Makedonija

standard za elektroforezu proteina ProSieve QuadColor (molekulske mase 4,6-315
kDa), ,Lonza", SAD

pocetnice , Invitrogen", SAD

etidijev bromid, , Boehringer Manheim GmbH", Mainheim

agaroza, ,Appligane", Francuska

A DNA HindIII standard, ,Fermentas", Kanada

100 bp DNA Ladder standard, , Invitrogen", SAD

EmeraldAmp, Max HS PCR Master Mix (2x Premix), ,Takara", Japan

. Aparatura i pribor

epruvete

automatske pipete, ,Eppendorf*, SAD
ependorfice

kivete za centrifugiranje; 15 ml, 50 ml
stalci za ependorfice

stalci za epruvete

pinceta

autoklav, ,Sutjeska", Jugoslavija
termostat, , Instrumentarija", Hrvatska

vibro-mjesac EV-100, ,Kartell*, Italija



e vaga, ,Tehtnica®, Slovenija

¢ hladnjak, ,Gorenje", Slovenija

e zamrzivac (-80°C), ,,New Brunswick Scientific*, SAD

e Sonopuls mini20 sonifikator, ,Bandelin®, Njemacka

o elektroforetske kadice, ,Cleaver, Scientific Ltd", Velika Britanija
e DNA-termoblok, ,Eppendorf*, SAD

e transiluminator MiniBIS Pro, DNT

e Petrijeve zdjelice

3.1.5. Antibiotici

Za ispitivanje osjetljivosti izoliranih bakterijskih sojeva na antibiotike disk-difuzijskom metodom
koriste se filter diskovi promjera 6 mm s poznatom koncentracijom odredenog antibiotika BD
BBL™ Sensi-Disc™ (BD Diagnostic Systems, SAD). U radu su koriSteni sljedeci antibiotici:

e ampicilin 10 pg

e eritromicin 15 pg

e gentamicin 10 pg

¢ klindamicin 2 pg

e kloramfenikol 30 pg
e kanamicin 30 pg

e streptomicin 10 pg
e tetraciklin 30 ug

e vankomicin 30 ug

Osjetljivost odabranih bakterijskih sojeva na gore navedene antibiotike ispitana je i
primjenom E-testa (M. I. C. E. EvaluatorsTM, Oxoid Ltd, UK)., odnosno ocitavanjem
minimalne inhibicijske koncentracije na vrhu zone inhibicije oko vrpce koja sadrzi antibiotik
(ampicilin, eritromicin, gentamicin, klindamicin, kloramfenikol, kanamicin, tetraciklin,
vankomicin) u gradijentu koncentracije 0,016-256 pg/mL, odnosno streptomicin u

gradijentu koncentracije 0,064-1026 pug/mL.



3.2. Metode rada

3.2.1. Odrzavanje i cuvanje bakterijskih sojeva
Sojevi bakterija mlijene kiseline su Cuvani pri -80°C u MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz
dodatak 15 % (v/v) glicerola. Dan prije eksperimenta sojevi su inokulirani u svjezu hranjivu

podlogu te inkubirani anaerobno pri 37 °C.

3.2.2. Ispitivanje osjetljivosti komensalnih bakterija na antibiotike

Osjetljivost bakterija na antibiotike ispitana je metodom difuzije antibiotika na krutim hranjivim
podlogama disk-difuzijskom metodom i E-testom za odredivanje minimalne inhibicijske
koncentracije antibiotika (MIC). 100 pl prekonoéne bakterijske kulture, Cija se osjetljivost
ispituje, podesene opticke gustoce (engl. Optical Density, OD) na OD=2, inokulira se u 12 ml
MRS-agar hranjive podloge koja je prethodno otopljena i ohladena na 50°C. Tako inokulirana
hranjiva podloga izlije se u Petrijeve zdjelice. Kad se hranjiva podloga skrutne, sterilnom
pincetom nanose se filter-diskovi s antibioticima. Potom se ploce inkubiraju pri 37°C preko
nodi, nakon Cega slijedi mjerenje promjera zona inhibicije, ukljucujuéi i promjer diska. Za
pripremu E-testa, na hranjivu podlogu inokuliranu s bakterijskom kulturom se sterilnom
pincetom nanose vrpce koje sadrze antibiotik u gradijentu koncentracije. Petrijeve ploce se
inkubiraju pri 37°C preko noc¢i nakon cega slijedi ocitavanje minimalne inhibicijske
koncentracije (engl. Minimal Inhibitory Concentration, MIC) na vrhu zone inhibicije oko vrpce,

prema uputama proizvodaca.
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Slika 2. A) Zone inhibicije uslijed inhibicijskog djelovanja antibiotika prema soju
Staphylococcus epidermidis RS17 ispitana disk-difuzijskom metodom te B) Odredivanje
minimalne inhibicijske koncentracije antibiotika ampicilina prema S. epidermidis primjenom E-

testa.

3.2.3. Detekcija gena za rezistenciju na antibiotike lanéanom reakcijom

polimeraze

Nakon prekonoc¢nog uzgoja pojedinih bakterijskih sojeva provedena je izolacija ukupne DNA.
Izolacije DNA provedena je pomocu The Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, SAD)
prema uputama proizvodaca. Nakon ekstrakcije DNA iz odabranih bakterijskih sojeva izoliranih
iz maj¢inog mlijeka provedena je PCR reakcija sa specificnim pocetnicama za detekciju gena
za rezistenciju na antibiotike (Tablica 2). Sastav reakcijske smjese volumena 20 pL prikazan je
u Tablici 3. PCR reakcija se odvija prema uvjetima navedenim u Tablici 4. Nakon zavrSetka
PCR reakcije, 17 ul reakcijske smjese se nanosi na 2 % agarozni gel i elektroforeza se provodi
u kadici za elektroforezu pri naponu od 100 V. Standard se sastoji od 0,25 pL A DNA HindIII i
0,5 UL 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, SAD). Nakon zavrSetka elektroforeze, gel se boji u
etidijevom bromidu koncentracije 0,5 pg/mL i vizualizira ultraljubicastim svjetiom na
transiluminatoru pri valnoj duljini od 254 nm upotrebom programa Gel Capture verzija 7.1
(DNR Bio - Imaging Systems Ltd., Izrael).
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Tablica 2. Specificne pocetnice za gene za rezistenciju na antibiotike i uvjeti PCR reakcije.

Temp. Veli¢ina
e e e - v .- "t vezanja PCR
Antibiotik Ciljani gen Pocetnice (5'-3") pogetnic  produkt Referenca
a a
. aac(6)le- CACTATCATAACCACTACCG Bujnakova i
gentamicin aph(2 )l gAGAGCC'I'I’GGGAAGATGAA 58 348 sur. (2014)
. GCAGCGCAATGACATTCTTG Ouoba i
streptomicin  aadf ATGGAATTATTCCCACCTGA D0 565 sur. (2008)
.- " GCCTTTCCGCCACCTCACCG Ouoba i
kanamicin aph(3")-III GCCGATGTGGATTGCGAMAA D2 292 sur. (2008)
o CAGCAGATCCTACTCCTT Kastner i
tetraciklin tet(W) SAGAGCCTGCTATATGCCAG 64 168 sur. (2006)
_ o GGGCGTATCCACAATGTTAA Aquilanti i
eritromicin erm(B C 54 639
® GAAAAGGTACTCAACCAAATA sur. (2007)
GCTTCTTTTGAAATACATGGT Liu i sur
klindamicin Inu(B) ATTTTTCGATC 54 925 '
CCTACCTATTGTTTGTGGAA (2009)
Rojo-
kloramfenikol catA égﬁiﬁgﬁrﬂi%’égc 50 486 Bezares i
sur. (2006)
TAGGTTCAGATTGGCCCTTA ;
ampicilin Bla G 51 297 Hummel _ i
CATARTTCCGATAATASMGCC sur. (2007)
GTCGATTCTCGCTAATCC
TCGCGGTAGTCCCACCATTC Lu i sur
vankomicin vanX GTT 55 454 '
AAATCATCGTTGACCTGCGTT (2009)
AT
Tablica 3. Sastav reakcijske smjese za provodenje PCR reakcije.
Sastojci reakcijske smjese Volumen
EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix (2x Premix) 10 pL
Kalup (DNA) 1L
Pocetnica 1 0,04 uL
PocCetnica 2 0,04 L
dH20 8,92 L
Ukupno 20 pL
Tablica 4. Uvjeti provodenja PCR reakcije.
Broj ponavljanja T [°C] Vrijeme
1 94 5 min
94 1 min
30 Pogledati u tablici 2 1 min
72 2 min
1 72 5 min
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Osjetljivosti komensalnih bakterija mikrobiote majcinog mlijeka

na antibiotike

Pojava rezistencije na antibiotike razlicitih bakterijskih sojeva predstavlja jedan od najvecih
zdravstvenih izazova medicine. Pojava viSestruko rezistentnih bakterija, odnosno mutantnih
sojeva koji pokazuju rezistenciju na vise razli¢itih antibiotika, kao posljedica prekomjernog i
nepropisanog koristenja antibiotika Sirokog spektra u terapijske svrhe, kao i za poticanje rasta
Zivotinja na farmama, predstavlja globalni zdravstveni problem. Za sustavno prikupljanje
podataka i analizu rezultata pojave antibioticke rezistencije znacajno je uspostaviti
standardizaciju rada mikrobioloskih laboratorija, koja je potaknuta 2011. godine sukladno
preporukama EUCAST (engl. European committee for antibiotic sensitivity testing) te su
usvojeni europski standardi pri izradi i interpretaciji antibiograma. Zbog mogucnosti prijenosa
gena za antibioticku rezistenciju primjerice putem horizontalnog prijenosa gena medu
bakterijama, osim kontrole antibioticke rezistencije patogenih bakterija, neophodno je
provoditi i ispitivanja prisutnosti rezistencije kod nepatogenih, komensalnih bakterija. To
podrazumijeva karakterizaciju profila osjetljivosti na antibiotike bakterijskih sojeva koji su
prirodno prisutni u fermentiranim mikrookoliSima ili se primjenjuju kao (funkcionalne) starter
kulture u ishrani Zivotinja i prehrani Covjeka jer moze doéi do horizontalnog prijenosa gena za
rezistenciju na antibiotik iz patogenih bakterija prisutnih u intestinalnoj mikrobioti domacina
(Suskovi¢ i sur., 2010). Stoga je jedan od glavnih opcih izbornih kriterija pri odabiru
potencijalnih probiotickih sojeva njihova osjetljivost na antibiotike (Suskovic i sur., 2001). Kako
je posljednjih godina znacajno povecan broj znanstvenih istrazivanja o vaznosti mikrobiote
majcinog mlijeka u razvoju, rastu i oCuvanju zdravlja novorodenceta, znacajno je i provesti
karakterizaciju osjetljivosti komensalnih bakterija mikrobiote majcinog mlijeka na antibiotike,
u kontekstu moguceg doprinosa sprjeavanja Sirenja antibioticke rezistencije. Upravo zato je
u ovom radu pomocu disk — difuzijske metode i E- testa ispitana osjetljivost komensalnih
bakterijskih sojeva izoliranih iz mikrobiote majcinog mlijeka na 9 razlicitih antibiotika (ampicilin,
vankomicin, gentamicin, kanamicin, streptomicin, eritromicin, klindamicin, tetraciklin i
kloramfenikol). Antibiotici su odabrani prema smjernicama Europske agencije za sigurnost
hrane (engl. European Food Safety Authority, EFSA) iz 2012., prema kojima je ispitana
osjetljivost probiotickih sojeva namijenjenih za primjenu kod ljudi i Zivotinja. Vrijednosti

promjera zona inhibicije odredene za pojedine sojeve komensalnih bakterija disk-difuzijskom
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metodom su usporedeni sa standardima Instituta za klinicke i laboratorijske studije (engl.
Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI).

Tablica 5. Osjetljivost komensalnih bakterija mikrobiote majéinog mlijeka na antibiotike
odredena disk — difuzijskom metodom

Bakterijski Antibiotik
VA TE

>
<
(@)
@]
@)
=2

Soj
MC1
KR19
MB7
MB15
MC19
RS10
AF12
AF16
KR20
MC2
MC13
MB5
MB9
MB10
MB11
RS4
RS19
AF2
AF4
AF5
MB6
MB12
MC5
RS8
RS17

o ™I ARA

- A A A X X A” X A X A AN A0

= 0 X0 O O 0L 0L u u un unL un =2 = = = = n = u0n u0O u m;
= n u x u unu unun nun un unua o n = Y = = = = = »n n = 0
W O - I - U H N N n HHH H H H H H H (= =M
n = = unL = un unh = unL unhL un unu un = un un = = = (n = = =

AP R AM A A A AR ROO IO AN A AR AN AN AN AR

W= NN NN NN N n - = 3 50O o0nonaononono
X M R A X”MAM A A ML O D
A0 A X A A 8- X L0 X0 X O 0 AN A0 N A N0 P08 A X A AN

DR AMRPAAMAMA IO WG

n nm
n n

wn
wn

*S-osjetljiv; I-srednje osjetljiv; R-rezistentan; **(ampicillin (AM), klindamicin (CC), kloramfenikol (C), eritromicin
(E), vankomicin (VA), tetraciklin (TE), kanamicin (K), gentamicin (CN) i streptomicin (S))
*** SIVA-Lactobaciflus; PLAVA- Enterococcus; ZELENA- Streptococcus, ZUTA-Stapylococcus
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Prema CLSI standardima, bakterijski sojevi kojim su odredene vrijednosti promjera zona
inhibicije vece ili jednake 20 mm se smatraju osjetljivim (engl. Sensitive, S); vrijednosti
promjera zona inhibicije od 15-19 mm se smatraju umjereno osjetljivim (engl. Intermediate,
I); vrijednosti promjera zona inhibicije manjim ili jednakim 14 mm smatraju se rezistentnima
na antibiotik prisutan u filter — disku. Prema rezultatima disk — difuzijske metode prikazanima
u Tablici 5, svi ispitani sojevi pokazuju fenotipski rezistenciju na antibiotike kanamicin i
gentamicin koji pripadaju skupini aminoglikozidnih antibiotika. Dodatno, svi ispitani sojevi su
fenotipski osjetljivi ili srednje osjetljivi na kloramfenikol. Rezultati E-testa su izraZzeni pomocu
MIC vrijednosti te usporedeni s grani¢nim vrijednostima (engl. Cut-off values; Critical
breakpoints) za antibioticku osjetljivost bakterija koje je 2012. godine propisala EFSA za vrste
Lactobacillus plantarum, L. fermentum i Enterococcus faecium te CLSI za preostale

Enterococcus vrste te sve Staphylococcus i Streptococcus vrste. (Tablica 6).

Tablica 6. Vrijednosti MIC (ug/mL) antibiotika potrebne za inhibiciju rasta komensalnih
bakterija mikrobiote majcinog mlijeka odredene E - testom

Bakterijski MIC (ug/mL)
Soj AM CM CL EM VA TC KM GM SM

MC1 0,032 0,016 1,5 0,19 / (n.p) 1 96 6 32

©  ©  ©  © ® ® ©  ©
KRI9 & H @ G 0 sy 1R R o
oW e G818 g 8 B
MBL> & G ® G e g R gy o
PO QTS R e
I AR N IREVE N S
AFL2 O % & o o® & &
AF1G & 6 B e e 6 e & =2
(R20 O G ® ©® G & I®G g
Me2 & ! oS ® © o I®r
Mci3 W e e © MO I® G ®
M3 & & m WO g g 6
MB9 0,016 0,016 0,19 0,19 0,38 4 / 32 3

® © © ©® O O )
MB10 0,75 (1) ?éc)us ?58 0,5 (I) ?55 ?1) / (15)8 3
MB11 0,023 0,016 0,25 0,5 0,38 6 32 2

S) (S) (S) (S) (S) )] / (S)

15



0,064 0,064 2 / 4 24

RS4 © © © O o /I g 8
SR I A A
AR2 0,016 gégz;‘ 55) géi ;R) gs) / (2;{‘) 128
AF4 3 ® = © ® (@ 10
AFS o5 S % n e e w5
MBS 2" Y w e e ! ow® v
MB12 16 (()é()BZ g'é? 1,5() (25) ?I) 2 (25) 3
Mes I O TR ORI S
RS8 008 0" 5 ® ® & | @
RS17 R N I A

*S-osjetljiv; I-srednje osjetljiv; R-rezistentan; n.p. — nije potrebno provjeravati (osjetljivost
nije potrebno ispitati prema EFSA); n.o. — nije odredeno (granic¢na vrijednost nije propisana
prema EFSA-ili prema CLSI)

** ampicillin (AM), klindamicin (CM), kloramfenikol (CL), eritromicin (EM), vankomicin (VA),

tetraciklin (TC), kanamicin (KM), gentamicin (GM) i streptomicin (SM)

Prema rezultatima sojevi Lactobacillus vrsta KR19, MC1, MC19, MB7, MB15 i RS10 pokazuju
fenotip prema kojem su osjetljivi ili umjereno osjetljivi na pet primijenjenih antibiotika, no nisu
pokazali osjetljivost na vankomicin te aminoglikozidne antibiotike (kanamicin, gentamicin i
streptomicin). Vecina bakterija iz roda Lactobacillus ima urodenu rezistenciju na kanamicin,
gentamicin, streptomicin, vankomicin, neomicin, ciprofloksacin, trimetoprim, metronidazol,
sulfametoksazol i bacitracin, dok su osjetljivi na B-laktamske antibiotike, kloramfenikol,
tetraciklin, eritromicin, linezolid i kvinepristin-dalfopristin (Fraqueza, 2015; Abriouel i sur.,
2015). Jedna od najbolje okarakteriziranih rezistencija Lactobacillus sojeva je na vankomicin,
koja se ne smatra prijetnjom jer su geni za rezistenciju locirani na kromosomu i prema tome
njihova rezistencija nije prenosiva na druge bakterijske sojeve, za razliku od stecene
rezistencije posredovane plazmidima i transpozonima koja ima veliki potencijal za prenosenje
na druge bakterijske vrste, Sto je slucaj kod pojedinih vankomicin — rezistentnih vrsta iz roda
Enterococcus (Coeuret i sur., 2004). Lactobacillus sojevi su rezistentni na vankomicin jer se
terminalni D-Ala-D-Ala dipeptid peptidoglikana na koji se veze vankomicin s citoplazmatske
strane stanicne stijenke bakterije zamjenjuje D-Ala-D-laktatom ili D-Ala-D-serinom, Sto
sprijeCava vezanje vankomicina s citoplazmatske strane stani¢ne stijenke (Gueimonde i sur.,
2013). Iako postoji sve vise dokaza o nefrotoksicnosti vankomicina (Neely i sur., 2018), ovaj
antibiotik joS uvijek predstavlja posljednju liniju obrane kod ozbiljnih infekcija uzrokovanim
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stafilokokima, enterokokima i drugim Gram-pozitivhim patogenim bakterijama te u lijeenju
pseudomembranskog kolitisa (Dinu i sur., 2020). Rezistencija na aminoglikozidne antibiotike
se takoder smatra urodenom kod Lactobacillus sojeva jer oni ne posjeduju citokromom-

posredovani transport elektrona koji sudjeluje u unosu antibiotika (Gueimonde i sur., 2013).

Prema rezultatima E-testa i disk-difuzijske metode, Lactobacillus sojevi izolirani mikrobiote
majc¢inog mlijeka se smatraju sigurnima za primjenu, ali da bi se potvrdilo da rezistencija nije
steCena, provedena je i genotipska karakterizacija rezistencije pomoéu PCR-metode primjenom
poCetnica za gene za antibioticku rezistenciju, odnosno koji se nalaze na prijenosnim
genetickim elementima (plazmidima i transpozonima). Genotipska karakterizacija prisutnosti
gena za rezistenciju na antibiotike je nuzna za potvrdu sigurne primjene potencijalnih
probiotickih sojeva kod ljudi i Zivotinja jer je ve¢ dokazana prisutnost gena rezistencije na vise
antibiotika poput kloramfenikola, eritromicina, streptomicina, tetraciklina i vankomicina na
prijenosnim genetickim elementima laktobacila (Comunian et al., 2010). Sojevi iz roda
Enterococcus imaju urodenu rezistenciju na veliki broj antibotika ukljucujuci cefalosporine,
sulfonamide, oksacilin, perfloksacin, ertapenem i perfloksacin, dok pojedini sojevi vrste E.
faecalis i E. faecium dodatno nose rezistenciju i na aminoglikozidne antibiotike, klindamicin,
eritromicin, trimetoprim—sulfametoksazol i fusidnu kiselinu (Kateete i sur., 2019). Prema
rezultatima prikazanim u Tablici 5. i 6., vecina enterokoka izoliranih iz maj¢inog mlijeka (KR20,
MC13, AF12 i AF16) su fenotipski osjetljivi na veéinu antibiotika osim pojedinih
aminoglikozidnih antibiotika i ampicilina, na kojeg je fenotipsku rezistenciju pokazao samo soj
MC13 koji se ubraja u vrstu £. faecium za koju je karakteristicna urodena rezistencija na
ampicilin. Iako je niska razina rezistencije na aminoglikozidne antibiotike intrinzicna kod
enterokoka, pokazalo se da sojevi visokorezistentni na aminoglikozide Cesto imaju gene za
rezistenciju na navedene antibiotike na plazmidima i konjugativnim transpozonima (Zarrilli i
sur., 2005). Soj E£. faecalis MC2 pokazao je viSestruku fenotipsku rezistenciju na
aminoglikozidne antibiotike i klindamicin, koja se smatra posljedicom intrinzicne rezistencije,
ali i rezistenciju na eritromicin te je potrebno PCR metodom provijeriti je li viSestruka
rezistencija koju je pokazao fenotipskim metodama urodena ili steCena. Poput enterokoka,
streptokoki takoder posjeduju intrinzicnu rezistenciju na aminoglikozidne antibiotike i fusidnu
kiselinu (Cattoir, 2016) dok su rezistencije streptokoka na ostale antibiotike ve¢inom stecene,
iako su neki autori dokazali da odredeni streptokoki posjeduju intrinziCnu rezistenciju na
ciprofloksacin, oksacilin, linezolid, fosfomicin, daptomicin, mupirocin i vankomicin (Vestergaard
i sur., 2016). Pokazalo se da su svi ispitani sojevi streptokoka (MB5, MB9, MB10, MB11, RS4 i

RS19) fenotipski rezistentni na jedan ili viSe aminoglikozidnih antibiotika, dok su sojevi MB5,
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RS4 i RS19 dodatno fenotipski rezistentni i na vankomicin. Svi stafilokoki koristeni u radu (MC5,
AF2, AF4, AF5, MB6, MB12, RS8, RS17) su pokazali rezistenciju na aminoglikozidne antibiotike

i/ili vankomicin.
4.2, Detekcija gena za rezistenciju na antibiotike PCR reakcijom

S ciljem ispitivanja prisutnosti gena za rezistenciju na odredene antibiotike u kromosomskoj
DNA 25 komensalnih bakterija ili na pokretnim genetickim elementima, provedena je PCR
reakcija uz primjenu specificnih pocetnica za gene antibioticke rezistencije. Kod ispitivanja
prisutnosti gena za rezistenciju na klindamicin, eritromicin i kanamicin nema vidljivog signala
Sto znadi da nije doSlo do amplifikacije ciljanih DNA sekvenci, odnosno nisu prisutni geni za
rezistenciju na navedene antibiotike. Nakon DNA elektroforeze PCR produkata, kod stafilokoka
AF4, AF5, MB6, MB12 i RS8 te kod streptokoka MB5, uocena je specificna DNA vrpca veli¢ine
297 pb koja ukazuje na prisutnost b/a gena koji kodiraju za enzim B-laktamazu koja uvjetuje
rezistenciju bakterijskih sojeva na ampicilin, a nalazi se na plazmidu Sto znaci da su podlozni
horizontalnom transferu. Navedeni sojevi su eliminirani iz eksperimenata koji obuhvacaju
istrazivanja probioti¢kog koncepta jer nisu sigurni za primjenu. Osim toga, DNA elektroforezom
produkata PCR reakcije u kojima su koristene pocetnice za gen aac(6)le-aph(2”)Ia uotene su
vrpce odgovarajuce veli¢ine (348 pb) kod enterokoka MC2, streptokoka MB5, MB9, MB10 i
MB11 te kod stafilokoka AF4 i MB12. Bududi da se navedeni gen nalazi na pokretnim genetickim
elementima bakterija i podlozan je horizontalnom transferu, navedeni sojevi se trebaju iskljuciti
iz daljnjih eksperimenata. Niti jedan Lactobacillus soj nije pokazao stecenu rezistenciju na
antibiotike stoga se s aspekta antibioticke rezistencije mogu smatrati sigurnima za primjenu
kao probiotici ili funkcionalne starter kulture. Naime, pojedina istrazivanja upucéuju na sli¢nost
antibiotickog rezistoma dojenceta i pokretnih genetickih elementa tipicnih za mikrobiom
majcinog mlijeka i intestinalnu mikrobiotu majke, te se spekulira 0 mogucnosti prijenosa gena
za rezistenciju izmedu majke i djeteta (Parnanen i sur., 2018). Stoga je karakterizacija
prisutnosti antibioticke rezistencije osim s aspekta provjere sigurnosti potencijalnih probiotickih
sojeva vazna i s aspekta karakterizacije mogucih nacina prijenosa antibiotickih determinanti te

i na taj nacin predstavlja doprinos sprjecavanju antibioticke rezistencije.
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S MB15'RS4! RS8! RS10! RS17'RS19' K! KR19? KR202 MC1? MC22MC52MC13? MC192AF22AF4? AF5? AF122AF16?

il
bazd

S MB52 MB62MB72 MB92 MB10? MB11'MB122MB152RS4? RS82 RS10?2RS172RS192 K? KR19% KR203 MC13 MC23 MC53

-d

Slika 3. DNA elektroforeza produkata PCR (amplikona) reakcije sa specifi¢cnim pocetnicama
za gene koji kodiraju za rezistencije na klindamicin (1), eritromicin (2) i kanamicin (3).




S MC133 MC19°AF23AF4® AF5° AF123AF16° MB53 MB6°> MB7°MB9® MB10° MB113MB123 MB153 RS43 RS8% RS10° RS17°

|

S RS19° K? KR19% KR20* MC1* MC2*MC5* MC13*MC19* AF2°AF4* AF5* AF12*AF16° MB5*MB6* MB7* MBS* MB10*

S MB11*MB12* MB15% RS4% RS8* RS10*RS17*RS19* K* KR19°KR20° MC1° MC2° MC5°MC13° MC19°AF2°AF4° AF57

wdy
2

Slika 4. DNA elektroforeza produkata PCR (amplikona) reakcije sa specificnim pocetnicama

za gene odgovorne za rezistenciju na kanamicin (3), vankomicin (4) i tetraciklin (5)
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S AF12° AF16° MB5° MB6° MB7° MB9° MB10°MB11°MB12°MB15°RS4° RS8° RS10° RS17°RS19° K° KR19% KR20°MC1°

S MC2°MC5°MC13°MC19° AF2¢ AF45 AF5° AF126AF16° MB5¢ MB6° MB7° MB9¢ MB10° MB116 MB12° MB15°RS4° RS87

RS106RS17° RS19° K& KR197KR207MC17MC27 MC57 MC137 MC19’ AF27 AF47 AF57 AF127 AF16’ MB5” MB6’ MB7’

Slika 5. DNA elektroforeza produkata PCR reakcije sa specificnim pocetnicama za gene
rezistencije za tetraciklin (5), kloramfenikol (6) i streptomicin (7)
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S MB97 MB10’MB11’ MB127 MB15’ RS47 RS87 RS107 RS177RS197 K7 KR19% KR208 MC12MC28MC58 MC138 MC198AF22

S AF4® AF5% AF128AF16® MB52 MB6® MB78MB9% MB10°MB112MB128 MB158 RS42RS8% RS10® RS17% RS192 K& KR19°

o —
MR

S KR20° MC1°MC2° MC5°MC13° MC19° AF2° AF4° AF5°AF12° AF16° MB5° MB6° MB7°MB9°MB10°MB11°MB12°MB151

Slika 6. DNA elektroforeza produkata PCR reakcije sa specifiénim pocetnicama za gene
rezistencije za streptomicin (7), ampicilin (8) i gentamicin (9).
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S MB15° RS4° RS8° RS10° RS17° RS19° K°

¥

Slika 7. DNA elektroforeza produkata PCR reakcije sa specificnim pocetnicama za gene

rezistencije za gentamicin (9)
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5. Zakljucci

1. Vedina komesalnih sojeva iz maj¢inog mlijeka je osjetljiva na ispitivane antibiotike, Sto je
potvrdeno i PCR metodom jer nije ustanovljena prisutnost amplikona koji bi upucivali na

prisutnost genetickih determinanti rezistencije na antibiotike.

2. Kod svih sojeva iz roda Staphylococcus epidermis AF4, AF5, MB6, MB12 i RS8 te kod
Streptoccocus oralis subsp. dentisani MB5, uocCena je specificna DNA vrpca veli¢ine 297 pb

koja ukazuje na prisutnost b/a gena koji kodira za enzim B-laktamazu.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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