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Kratak sadrzaj

Preventiva i terapija infektivnih bolesti zivotinja, narocito zoonoza, je neophodna
uprkos unapredenju tehnike proizvodnje i higijene klanja, a bezbednost hrane je
znacajan parametar za zdravlje ljudi. Upotreba antibakterijskih lekova nosi sa sobom
opasnosti kao $to su razvoj rezistentnih sojeva bakterija na pojedine antibiotike,
narocito onih koji su zajednicki za primenu kod Zivotinja i ljudi, i njihovih rezidua u
zivotinjskim namirnicama. Mogudi alternativni prilaz ovoj terapiji je primena
eteri¢nih biljnih ulja koja ispoljavaju antimikrobno delovanje. Cilj rada je bio da se
ispita antimikrobna aktivnost eugenola, cinamaldehida, timola i karvakrola
primenjenih pojedinacno ili u medusobnim kombinacijama protiv Salmonella
Enteritidis u in vitro uslovima. Izbor bakterije je izvr$en prema znacaju njenog pri-
sustva u namirnicama za ljudsku ishranu, odnosno ¢injenice da se prenosi sa
zivotinja na ljude. Antibakterijski potencijal odabranih aktivnih sastojaka eteri¢nih
ulja, kao i njihovih kombinacija protiv izolovanog soja Salmonella Enteritidis (iz
bioloskog materijala poreklom od zivine) dobijen je odredivanjem minimalne inhi-
bitorne koncentracije (MIK) agar dilucionim testom. Dobijeni rezultati pokazuju da
je MIK eugenola (odreden agar dilucionom metodom), kao i kombinacije eugenola
sa cinamaldehidom (2:1) za ovaj serotip salmonela iznosila je 0,625 pl/ml.
Cinamaldehid i smes$a timola i karvakrola (1:1) su u manjoj koncentraciji, 0,312
ul/ml podloge, zaustavile razmnozavanje S. Enteritidis. Najjacu antibakterijsku
aktivnost imali su timol i karvakrol, a njihov MIK je bio 0,156 mg/ml, odnosno pl/ml.
Na osnovu izvr$enih in vitro ispitivanja, mozemo se zakljuditi da testirana eteri¢na
ulja delimi¢no ili potpuno zaustavljaju razmnozavanje S. Enteritidis, te se mogu
koristiti kao antibakterijski fitofarmaci u veterinarskoj medicini.
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Abstract

In spite of modern improvements in slaughter hygiene and food production tech-
niques, prevention and therapy of infective animal diseases, especially zoonosis, is
necessary because food safety has been an increasingly important public health issue.
Using chemotherapeutic drugs against pathogen microorganisms raises the possibil-
ity of developing resistance of bacteria (common for animals and humans) to certain
drugs. Another important issue is presence of drug residua in food of animal origin.
The use of essential oils (EOs) is a possible alternative to synthetic drugs, because of
their antibacterial effect. The aim of this study was to investigate the antimicrobial ac-
tivity of essential oils — eugenol, cinnamaldehyde, thymol and carvacrol, individually
as well as when combined, against filed strain Salmonella enterica subspecies enterica,
serotype Enteritidis (SE/in vitro conditions). Determining antimicrobial potential of
essential oils, as well as their combinations against the strain of SE (biological material
originating from poultry), was carried out through determining minimal inhibitory
concentration (MIC) using agar dilution test. MIC (determined by agar dilution
method) of eugenol, and combination of eugenol and cinnamaldehyde (2:1) was
0.625 pl/ml. Cinnamaldehyde and mixture of thymol and carvacrol (1:1) resulted in
growth inhibition of SE at 0.312 pl/ml medium. Thymol and carvacrol had the best
antibacterial activity and their MIC was 0.156 mg/ml, i.e. ul/ml. It can be concluded
that the selected EOs partly or totally inhibited growth of SE and that they can be used
in veterinary medicine, possibly as phytopharmaceuticals.
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UVOD

Antibiotici imaju veliki znacaj u humanoj i veterinarskoj medicini. Koriste se za
lecenje razli¢itih bolesti ljudi i zivotinja, kao i za povecanje produktivnih
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karakteristika kod farmskih zivotinja. Medutim, upotreba antibiotika u borbi sa
patogenim mikroorganizmima nosi sa sobom i opasnosti, kao $to su razvoj
rezistentnih sojeva bakterija, poremecaj normalne bakterijske flore i moguc¢nost
nastajanja superinfekcije, pojavu preosetljivosti na lek i drugih toksi¢nih reakcija, i to
vrlo ¢esto kao posledica nepravilne primene. Rezistencija na pojedine antibiotike,
kao i postojanje rezidua antibiotika u namirnicama zivotinjskog porekla posle
neadekvatne primene i nepostovanja karence za lekove, su pitanja koja su se u
poslednjoj dekadi dvadesetog veka nametnula kao primarni problem u ovoj oblasti.
Uprkos savremenom unapredenju higijene klanja i tehnike proizvodnje, kontrola
(preventiva i terapija) infektivnih bolesti Zivotinja, narocito zoonoza, neophodna je i
sa aspekta bezbednosti hrane. Naime, procenjeno je da u industrijskim zemljama
svake godine od bolesti koje se prenose putem hrane (namirnice animalnog porekla)
oboli oko 30% ljudi, a da je 2000. godine bar 2 miliona ljudi $irom sveta umrlo od
dijareje (WHO, 2002a).

Kao jedna od moguc¢ih alternativa sintetskim lekovima jeste upotreba eteri¢nih
ulja. Odavno je primeceno da neka eteri¢na ulja imaju antimikrobna svojstva o ¢emu
se u proslosti razmatralo, ali je nedavno povelanje zainteresovanosti za ,zeleno”
konzumiranje obnovilo interes u nauci za ove supstance. Osim antibakterijskih
svojstava (Mourey i Canillac, 2002), eteri¢na ulja ili njihovi sastojci su pokazali
antivirusno (Bishop, 1995), antimikoti¢no (Jayashree i Subramanyam, 1999, Mari i
sar., 2003), antitoksicno (Ultee i Smid, 2001; Juglal i sar., 2002), antiparazitsko
(Pandey i sar., 2000; Pessoa i sar., 2002) i insekticidno svojstvo (Karpoubhtsis et al.,
1998). Smatra se da su ove karakteristike povezane sa funkcijom ovih jedinjenja u
biljkama (Mahmoud i Croteau, 2002). Zbog prethodno navedenog, postavili smo
zadatak da ispitamo antimikrobno dejstvo eugenola, cinamaldehida, timola i
karvakrola, kao i njihovih kombinacija na Salmonella Enteritidis u in vitro uslovima.

MATERIJALI METOD RAD

Ispitivanje osetljivosti izolovanog soja Salmonella enterica subspecies enterica
serotip Enteritidis iz uzoraka tkiva jetre i creva leseva zivine — brojlera pred klanje
poreklom sa farme iz Gospodinaca i referentnog soja Salmonella Enteritidis (ATSS
13076, proizvodaca MicroBioLogics) na antibakterijska sredstva uradeno je
primenom dilucione metode u agaru, uz odredivanje minimalne inhibitorne
koncentracije (MIK). Prilikom izvodenja ove metode od posebne je vaznosti
standardizacija inokuluma, a izvedena je iz kultura bakterija stare 24 sata, primenom
metode spektrofotometra na talasnoj duzini od 625 nm. Posle pripreme inicijalne
suspenzije bakterija gustine O.D. 0,08-0,10, finalni inokulum se pripremao
razblazivanjem sa Mueller-Hinton bujonom u odnosu 1:100, radi dobijanja
koncentracije od 1-2 x 10° bakterija u ml, odnosno 10* bakterija u 10ul.

Osnovni rastvori eteri¢nih ulja pripremani su rastvaranjem standarda, eugenola
(99,8%, Eramex Aromatics GmbH, Nemacka), cinamaldehida (98,9%, Eramex
Aromatics GmbH, Nemacka), timola (99,9%, Eramex Aromatics GmbH, Nemacka),
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karvakrola (Essentico, Kula) i njihovih kombinacija eugenola i cinam-aldehida (2:1) i
timola i karvakrola (1:1) u odgovaraju¢em rastvaracu — propilen glikolu. U ukupnoj
koli¢ini od 10 ml osnovnog rastvora, koncentracija aktivne supstance je bila 100 pl
(mg) u mililitru rastvora. Radni rastvori su pripremani neposredno pre upotrebe
rastvaranjem odgovarajuce koli¢ine osnovnog rastvora u propilen glikolu. Dilucioni
antibiogram je izveden tako $to je napravljena serija koncentracija: 0,0195, 0,0391,
0,0781, 0,1563, 0,3125, 0,625, 1,25, 2,51 5 pl/ml.

Ispitivanje osetljivosti bakterija na antimikrobna sredstva primenom dilucione
metode u agaru izvedeno je u sterilnim plasti¢nim Petri $oljama pre¢nika 90 mm. U
epruvete koje sluze kao kontrola rasta sipano je 2 ml sterilne destilovane vode, a u
ostale epruvete po 2 ml svakog razblazenja antimikrobnih sredstva, od najnize do
najvise koncentracije. Zatim se u epruvete dodavalo po 18 ml rastopljenog Mueller
Hinton agara (Torlak, Beograd) i nakon lagane homogenizacije se sadrzaj epruveta
razlivao u Petri Solje koje su prosusene u termostatu na temperaturi od 35-37°C u
trajanju od 30 minuta. U podloge sa inkorporisanim antimikrobnim sredstvima
inokulisano je po 10 ul prethodno standardizovane suspenzije bakterija.

Posle inkubiranja inokulisanih Mueller Hinton agara u termostatu na temperaturi
od 35 do 37°C u trajanju od 18 ¢asova, pristupilo se ocitavanju rezultata.

REZULTATI I DISKUSIJA

Salmonella enterica subspecies enterica serotip Enteritidis je potvrdena na osnovu
slede¢ih dijagnostickih kriterijuma: karakteristi¢cnog izgleda kolonija na selektivno
diferencijalnim podlogama, bazi¢nih biohemijskih parametara i pozitivhog testa
aglutinacije sa poly S serumom (za sve grupe), sa grupno specifi¢cnim serumom za
grupu Dy, sa serumima za somatske antigene 91 12 i serumima za flagelarne antigene
faza 1 (g, m).

Dobijene vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija eteri¢nih ulja prema
ispitanim sojevima bakterija primenom dilucione metode u agaru prikazane su u
tabeli br 1.

Tabela br. 1 Prikaz minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) ispitivanih
eteri¢nih ulja na izolat i referentni soj Salmonella Enteritidis

) Kolicina aktivne supstance u podlozi ul /m/ podloge
Aktivna supstanca
Kontrola 5 2,5 7,25 0,625 0,312 0,156 0,078 0,039 0,02
+ - - - - + + + + +
eugenol
+ - - - + + + + +
+ - + + + +
cinam-aldehid
+ - - + + + +
+ - + + + + +
eugenol + cinamaldehid
+ - + + + + +
+ - + + +
timol
+ - - + + +
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karvakrol

timol + karvakrol

+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+

* + ima porasta kolonija; — nema porasta kolonija
— rezultati za referentni soj Salmonella Enteritidis

Minimalna inhibitorna koncentracija eugenola, kao i kombinacije eugenola sa
cinamaldehidom, iznosila je 0,625 ul/ml. Cinamaldehid i smesa timola i karvakrola
su u manjoj koncentraciji ( 0,312 pl/ml podloge) doveli do inhibicije rasta bakterija.
Najbolju antibakterijsku aktivnost pokazali su timol i karvakrol ¢iji je MIK bio 0,156
ul/ml. Koncentracije eteri¢nih ulja, napred navedene, takode su dovele i do inhibicije
rasta kolonija referentnog soja S. Enteritidis, $to ukazuje da je osetljivost izolovanog i
referentnog soja salmonele identi¢na prema eteri¢nim uljima, kako pojedinacno tako
i prema njihovim kombinacijama. Osetljivost izolata Salmonella Enteritidis u in vitro
uslovima na ispitivane aktivne supstance eteri¢nih ulja, kao i njihove kombinacije,
bila je oc¢ekivana, posto ranija istrazivanja ukazuju da su salmonela vrste (Salmonella
spp.) osetljive na fenolna i aldehidna jedinjenja eteri¢nih ulja. Salmonella Enteritidis
je najcese izolovan serotip Salmonella enterica iz materijala poreklom od Zivine
(Stojanov i sar., 2004).

U nasim eksperimentima najbolju antibakterijsku aktivnost pokazali su timol i
karvakrol ¢ije su MIK vrednosti bile 0,156 mg/ml, odnosno pl /ml. Do sli¢nih
rezultata su dosli Olasupo i sar. (2003) koji su takode ispitivali MIK vrednosti
eteri¢nih ulja prema Salmonella spp. Najbolju antimikrobnu aktivnost je imao timol,
¢ije su MIK vrednosti iznosile 1,0 mmol 1"!, odnosno 0,1502 mg/ml, dok su MIK
vrednosti za karvakrol bile 1,0 mmol 17! (0,137mg/ml) i eugenol 3,0 mmol 11 (0,492
mg/ml). Shang-Tzen i sar. (2001) ispitivali su antibakterijsku aktivnost eteri¢nih ulja
poreklom iz listova dva klona Cinnamomum osmophlooeum (klon A i B), koristec¢i
agar dilucionu metodu. Koncentracije svakog testiranog sastojka, inkorporisanog u
Muller — Hinton agar, bile su 100, 250, 500 i 1000 10 pl/ml. Kori$¢eno je devet sojeva
bakterija uklju¢ujuéii Salmonella spp. Dobijeni rezultati ukazuju da su eteri¢na ulja iz
listova cinamona B imala bolji inhibitorni efekat, pri ¢emu su MIK vrednosti protiv
Salmonella sp. bile 500 ug/ml. U odnosu na ostale sastojke eteri¢nog ulja klona B,
cinamaldehid je imao najja¢u antibakterijsku aktivnost (500 pg/ml), $to je u
korelacija sa MIK vrednostima dobijenim u nasim eksperimentima (0,312 pl/ml).

Do sli¢nih rezultata su dosli Nazer i sar. (2005) ispitujudi inhibitorni efekat pet
aktivnih supstanci eteri¢nih ulja (timola, karvakrola, citrala, eugenola i geraniola) i
Cetiri organske kiseline, pojedinac¢no i u razli¢itim kombinacijama protiv Salmonella
Typhimurium. Odredene su MIK vrednosti za devet antimikrobnih sastojaka, posle
72 sata inkubacije. Timol i karvakrol su imali najbolju antimikrobnu aktivnost, a
njihove MIK vrednosti su bile 1,0 mmol 171, odnosno 0,150 mg/ml i 0,137 mg/ml,
dok su MIK vrednosti za eugenol bile 3,2 mmol 17!, odnosno 0,525 mg/ml. Ispitujuéi
inhibitorni efekat aromati¢nih supstanci u kombinacijama i koriste¢i kompletan
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faktorijalni dizajn 2° (5 aromati¢nih komponenti na 2 nivoa), koji omoguéava
procenu glavnog efekta (za svaku komponentu) i efekte medusobnih interakcija
(dvojnih, trojnih, ...), isti autori su dosli do zaklju¢ka da su efekti pojedina¢nih
komponenti u smesama predominantni u odnosu na efekte samih interakcija.
Najbolju efikasnost je pokazao timol u prisustvu drugih supstanci, tako da je njegovo
dodavanje u maloj koli¢ini sme$ama eteri¢nih ulja mnogo efikasnije, nego dodavanje
neke druge komponente. Dobru efikasnost su pokazali i citral, karvakrol i geraniol,
dok je efikasnost eugenola znatno niza, §to ukazuje da je njegovo dodavanje u smese
manje korisno. Autori su zakljucili da upotreba kombinacija eteri¢nih ulja moze biti
interesantna sa aspekta smanjivanja doza, ali stvarni sinergisticki efekat izmedu
komponenti nije utvrden. Takode, rezultati ispitivanja nasih kombinacija antimi-
krobnih aktivnih sastojaka eteri¢nih ulja ukazuju da pravi antibakterijski sinergisticki
efekat izmedu kombinacija dve komponente (eugenola i cinamaldehida, kao i
izmedu timola i karvakrola) nije uocen, sto je u korelaciji za rezultatima istrazivanja
Nazera i saradnika (2005).

ZAKLJUCAK

U nasim istrazivanjima je uradena izolacija i identifikacija Salmonella Enteritidis
iz materijala poreklom od zivine i ispitana njena osetljivost na eugenol,
cinamaldehid, timol i karvakrol, i njihove kombinacije u uslovima in vitro.

Minimalna inhibitorna koncentracija — MIK (odredena agar dilucionom meto-
dom) eugenola, kao i kombinacije eugenola sa cinamaldehidom iznosila je 0,625
pl/ml. Cinamaldehid i sme$a himola i karvakrola su u manjoj koncentraciji, 0,312
ul/ml podloge, doveli do inhibicije rasta S. Enteritidis. Najbolju antibakterijsku
aktivnost imali su timol i karvakrol, a njihov MIK je bio 0,156 mg/ml, odnosno pl/ml.

Na osnovu izvrSenih ispitivanja u uslovima in vitro, mozemo zakljuciti da
testirana eteri¢na ulja delimi¢no ili potpuno zaustavljaju razmnozavanje S.
Enteritidis, $to ukazuje da mogu imati potencijala kao eventualni antibakterijski
fitofarmaci u veterinarskoj medicini.
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