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SaZetak

Mastitis je upalna reakcija vimena koju uzrokuju mikroorganizmi odnosno hemijske
ili mehanicke povrede. Bakterijske mastitise uzrokuje nekoliko vrsta bakterija, koji
se dijele u dvije glavne grupe: kontagiozni mastitisi uzrokovani sa Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Mycoplasma bovis
1 mastitisi uzrokovani ubikvitarnim bakterijama Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa 1ili Proteus spp. Trenutno se umjesto upotrebe antibiotika traze
nove strategije za smanjenje ovog klinickog zdravstvenog problema. Cilj ovog
istrazivanja je utvrdivanje osjetljivosti bakterijskih sojeva uzro¢nika mastitisa na
antibiotike 1 eteri¢na ulja origana (Origanum compactum, Origanum majorana) i
timijana (Thymus serpyllum). Tokom ispitivanja koriSteni su uzorci sekreta vimena
muznih krava sa podruc¢ja Kalesije 1 Gradacca, dobiveni maSinskim i ru¢nim
nac¢inom. Ispitano je ukupno 200 uzoraka mlije¢nih krava u razli¢itim periodima
laktacije 1 starosti. Kontrola mastitisa obuhvatala je odredivanje broja somatskih
stanica u mlijeku Kalifornija mastitis testom, odnosno brojanje somatskih stanica
na Fossomatik aparatu, nakon ¢ega su svi uzorci sa povecanim brojem somatskih
stanica mikrobioloski ispitani. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja moze se
zakljuciti da postoje opravdani razlozi zbog kojih treba razmotriti upotrebu eteri¢nih

.....

Kljué¢ne rijeci: mastitis, patogeni, antibiotici, eteri¢na ulja.

UVOD

Mastitis je upalna reakcija tkiva vimena naj¢es¢e mikrobne etiologije. Do infekcije
dolazi kada infektivni agens kroz sisni otvor prodre u mlijecnu zlijezdu, po¢ne se
EEEEEEEEEEEE—————
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umnozavati i svojim Stetnim metabolickim proizvodima ostecivati tkivo vimena.
Najces¢i bakterijski uzrocnici mastitisa su: Staphylococcus aureus (S. aureus),
Streptococcus agalactiae (Str. agalactiae), Streptococcus uberis, Echerichia coli
(E. coli), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Proteus vrste (Bannerman,
2004). Kao posljedica infekcije dolazi do izlu¢ivanja uzro¢nika i njihovih toksina
putem mlijeka, koje dalje predstavlja opasnost po zdravlje potrosa¢a. U borbi
protiv uzro¢nika mastitisa primjenjuju se razli¢ite strategije ukljucujuéi redovne
kontrole zdravlja vimena, profilakti¢ku terapiju u periodu zasuSenja, vakcinaciju
kao 1 iskljucivanje iz proizvodnje oboljelih grla. Kod pojave mastitisa tokom
laktacije Cesto se primjenjuje antibiotska terapija. Dugotrajnim kori§¢enjem jednog
antimikrobnog sredstva uniStavaju se osjetljivi sojevi patogenih bakterija i vrsi se
selekcioni pritisak koji favorizuje otporne sojeve mikroorganizma i vremenom
se pojavljuje fenomen rezistencije. Bakterije ispoljavaju sve veéu antimikrobnu
rezistenciju Sto predstavlja jedan od najvecih javnozdravstvenih problema koji
privlaéi savremenu nauc¢nu javnost (Baci¢, 2009). U antimikrobnoj terapiji mastitisa
mogu se koristiti razne alternativne supstance koje se karakteriSu antibakterijskim
dejstvom, dovodeci do sprijeCavanja rasta i razmnozavanja ili uniStavanja uzrocnika.
Kod infekcija vimena mogu se u preventivne i terapijske svrhe primjenjivati eteri¢na
ulja i/ili njihove aktivne komponente. Eteri¢na ulja koja se mogu koristiti u terapiji
mastitisa mogu poticati od biljaka kao Sto su: korijander (Coriandrum sativum L.),
origano (Origanum vulgare L.), timijan (Thymus vulgaris L.), razmarin (Rosmarinus
officinalis L.), cimet (Cinnamomum zeylanicum Breyn.), zalfija (Salvia officinalis
L.), majcina dusica (Thymus serpyllum) i karanfili¢ (Eugenia caryophyllata Thunb).
Kao aktivne komponente ovih eteri¢nih ulja izolovani su, izmedu ostalih karvakrol,
eugenol, cinamaldehid i timol. Kombinirana terapija konvencionalnih antibiotika i
eteri¢nih ulja trenutno uzima sve veci zamah i predstavlja potencijalni prostor za
buduéa istrazivanja.
Cilj istrazivanja je utvrdivanje osjetljivosti bakterijskih sojeva uzrocnika mastitisa
na neke vrste antibiotika i eteri¢na ulja origana (Origanum compactum, Origanum
majorana) 1 timijana (Thymus serpyllum). Radi ostvarivanja cilja istrazivanja
postavljeni su sljedeéi zadaci:

- izolacija i identifikacija uzro¢nika supklinickih mastitisa krava primjenom

konvencionalnih bakterioloskih tehnika,
- odredivanje broja somatskih stanica,
- utvrdivanje osjetljivosti izolovanih sojeva uzro¢nika mastitisa prema
antibioticima,
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- ispitivanje antibakterijskog efekta eteri¢nih ulja Origanum compactum,
Origanum majorana 1 Thymus serpyllum na izolovane sojeve uzro¢nike
mastitisa,

- utvrdivanje minimalnih inhibitornih iminimalnih baktericidnih koncentracija
za eteri¢na ulja i njihovo sinergisticko djelovanje.

MATERIJALI I METODE

U istrazivanju su koriSteni uzorci sekreta vimena muznih krava sa podrucja Kalesije
1 Gradacca, dobijeni maSinskim na¢inom muze. Analizirani su uzorci mlijeka uzetih
od 200 mlije¢nih grla (po 100 uzoraka sa svakog podrucja).

Izolacija i identifikacija bakterijskih sojeva uzro¢nika mastitisa izvrSena je u
bakterioloSkom laboratoriju Javna ustanova ,,Veterinarski zavod Tuzlanskog
kantona®, a ispitivanje osjetljivosti bakterijskih izolata na antibiotike i etericna ulja
u mikrobioloskom laboratoriju Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u
Tuzli.

Uzorci mlijeka za mikrobioloSka ispitivanja uzeti su asepticno, prije redovne muZe.
Najprije je vime oprano mlakom vodom i sapunicom, narocito papile, i obrisano
¢istom krpom. Dezinfekcija vrhova papila je vrSena vatom natopljenom 70%
etanolom, principom ,,k sebi“. Prvo su dezinfikovane dalje Cetvrti, pa onda blize
da bi se izbegla kontaminacija ve¢ dezinfikovanih papila. 1z svake Cetvrti vimena
istisnuta su tri mlaza mlijeka, prije nego $to se pristupilo uzorkovanju. Nakon
dezinfekcije, izvrSeno je izmuzanje svake cetvrti posebno u sterilne plasti¢ne bocice
zapremine 50 ml (Slika 1). Nakon uzorkovanja, uzorci mlijeka su stavljeni u ru¢ni
frizider (temperatura 4°C) 1 transportovani u laboratoriju na bakterioloski pregled.

Slika 1 Uzorci sekreta vimena iz oboljelih Cetvrti za bakteriolosku analizu
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Kontrola mastitisa obuhvatala je odredivanje broja somatskih stanica u mlijeku
Kalifornija mastitis testom (KMT) (White i sur., 2005), a zatim brojanje somatskih
stanica na Fossomatik aparatu, nakon ¢ega su svi uzrocnici sa pove¢anim brojem
somatskih stanica mikrobioloski ispitani.

Broj somatskih stanica (BSS) pokazatelj je higijenske kvalitete mlijeka 1 op¢i je
indikator zdravstvenog stanja vimena. BSS direktno pokazuje stanje zdravlja
mlije¢ne Zlijezde. Somatske stanice u mlijeku su porijeklom iz vimena i krvi, a
najcesce su to leukociti. Za kravlje mlijeko utvrdena je gornja granica od 400.000
somatskih stanica (SS)/ml, iznad koje dolazi do pojave supklini¢kog mastitisa. U
mlijeku zdravih Cetvrti, broj somatskih stanica je manji od 200.000 u ml, a ¢ine ih
epitelne stanice i leukociti (polimorfonuklearni neutrofili, limfociti, makrofagi).
Uredbom o nacinu uzimanja uzoraka, razvrstavanju i obracunu cijene mlijeka
(Propis, 1994) definisano je da preradivac¢i mlijeka mogu otkupljivati samo mlijeko
koje zadovoljava kriterije propisane Pravilnikom o sirovom mlijeku (Propis, 2011)
1 proraunom geometrijske sredine. Uzorci sa geometrijskom sredinom 400.000
BSS/ml se stavljaju van klase. Za izolaciju S. aureus iz uzoraka sekreta vimena
krava sluzi krvni agar, jer omogucava porast najucestalijih bakterijskih uzro¢nika u
aerobnim uvjetima inkubiranja. Za rutinsko zasijavanje sekreta vimena na krvni
agar koriste se jednokratne plasticne eze volumena 0.01 ml. Za ve¢e volumene
mogu se koristiti Stapici za obriske ili pipete. Zasijane podloge inkubiraju se 24 do
48 sati pri 37°C u obrnutom polozaju. Nakon inkubacije od 24 sata na krvnom agaru
porastu kolonije koje su okrugle, glatke, sjajne povrSine, ravnih ivica, blago
konveksne, pigmentisane, bijele ili krem boje, ponekad zute pa i narandzaste,
promjera 1-2 mm i mogu pokazivati hemolizu. Ako nema poraslih kolonija,
inkubacija zasijanog uzoraka produzava se jos 24 sata. Na mikroskopskom preparatu
bojenom po Gramu, sa kulture porasle na krvnom agaru, vidljive su Gram pozitivne
koke karakteristicnog rasporeda u vidu grozdova. Karakteristicne beta hemoliticne
kolonije sa krvnog agara precjepljuju se na selektivnu podlogu Baird-Parker agar
(BPA) na kojima stafilokoke stvaraju kolonije koje su crne, konveksne i sjajne,
promjera 1-1,5 mm. Bakterije iz roda Staphylococcus produciraju enzim katalazu,
odnosno katalaza su pozitivni. Dokazivanje produkcije ovog enzima vrsi se s 3-5%
H,0,. Vrste roda Staphylococcus se diferenciraju prema sposobnosti da koaguliSu
plazmu pomocu enzima koagulaze. S. aureus je koagulaza pozitivan, dok su druge
vrste roda Staphylococcus koagulaza negativne. Vezana koagulaza se odreduje
testom na plocici, a slobodna koagulaza testom u epruveti. Kao pozitivna i negativna
kontrolakoristeni su certificirani referentni sojevi (pozitivnakontrola Staphylococcus
aureus WDCM 00034, negativna kontrola Staphylococcus epidermidis WDCM
00036). Pozitivan rezultat je vidljivo stvaranje grudvica unutar 10 sekundi, a kod
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negativnog rezultata nema vidljivog stvaranja grudvica. Izolacija i identifikacija
Streptococcus i Streptococcus agalactiae radena je na nacin da se uzorak sekreta
vimena inkubira na krvnoj podlozi 24 sata na 37°C, a nakon inkubacije na plocama
je vidljiv porast karakteristi¢nih kolonija. Kolonije su sitne, sivkaste ili prozracne,
konveksne i kompaktne (potpune, cjelovite, zaokruzene). Neki sojevi zahtijevaju za
rast prisustvo ugljen dioksida. Na krvnom agaru streptokoki pokazuju hemolizu.
Kolonije Enterococcus spp. mogu imati zonu o hemolize ili biti bez hemolize,
sivkaste su, sjajne i nisu kompaktne. Kolonije koje morfoloski odgovaraju
streptokokima se precjepljuju na selektivnu podlogu eskulin azid agar i inkubiraju
24 sata na 37°C. Na mikroskopskom preparatu bojenom po Gramu sa kulture
porasle na krvnom agaru pronadeni su Gram pozitivni koki, okrugli ili ovoidni,
dijametra0,6-1pm, rasporedeni u parovimailancimarazli¢ite duzine. Za dokazivanje
Str. agalactiae se koristi CAMP test. Ovim testom se otkriva prisustvo CAMP
faktora (Christie, Atkins and Munch Peterson) — ekstracelularni proteina koji
pojacava beta hemolizu S. aureus. Pozitivan je kod Str: agalactiae. Test se izvodi
povlacenjem stafilokokne kulture uzduz krvnog agara sa 10% ovcije krvi, a zatim
okomito na nju zasijava se ispitivani soj streptokoka u vidu crte pocevsi od kraja
ploce do blizu stafilokokne crte. Za izvodenje ovog testa potreban je soj S. aureus
sa dvostrukom zonom hemolize. Nakon inkubacije na 35-37°C tokom 24 sata
posmatra se da li je u blizini stafilokokne crte doSlo do kopljastog pojacanja
hemolize streptokoka (Maksimovi¢ i Rifatbegovi¢, 2015). Dalja identifikacija
zasnivala se na analizi potvrdnog testa za prisustvo intestinalnih enterokoka
razgradnjom eskulina. Jedna tipi¢na kolonija se subkultivirala na zu¢ eskulin agar i
inkubirala na 44°C tokom 48 sata. Identifikacija izolata do nivoa vrste zasnivala se
na bojenjem preparata po Gramu, negativnom testu katalaze i biohemijskom testu
razgradnje Secera (sorbitola i arabinoze). Sterilnom ezom jedna kolonija prenesena
je u epruvete u kojima su se nalazili navedeni Seceri, a potom su epruvete stavljane
na inkubaciju preko noc¢i na temperaturi od 37°C. Pozitivna reakcija se ocitavala u
vidu promjene boje Secera iz ruzicaste u crvenu, uz uocljivo zamuéenje, $to je
glavni identifikacioni faktor kojim je moguce razlikovati dvije vrste, Enterococcus
faecalis 1 Enterococcus faecium. Enterococcus faecalis ima moguénost razgradnje
sorbitola, ali ne razgraduje arabinozu, dok FEnterococcus faecium razgraduje
arabinozu, ali ne razgraduje sorbitol. Izolacija i identifikacija E. coli iz uzoraka
sekreta vimena takoder je izvodena na nacin da se uzorak zasijava i inkubira na
krvnoj podlozi 24 sata na 37°C, a nakon inkubacije na plo¢ama je porast velikih,
glatkih, sjajnih i okruglih kolonija. Karakteristicne kolonije se presijavaju na
MacConkey agar. Na MacConkey agaru kolonije mijenjaju boju u ruzicastu uslijed
fermentacije laktoze. Identifikacijom mikroskopskim preparatom bojenim po
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Gramu vidljive su Gram negativne bakterije oblika pravih Stapiéa, rasporedene
pojedinacno ili u parovima. Za dalju identifikaciju koriSten je API 20 E test
(BioM¢érieux, 2002) koji je standardizirani sistem identifikacije Enterobacteriaceae
1 drugih Gram negativnih bakterija. API 20 E traka sastoji se od 20 mikro epruveta
koje sadrze dehidrirane supstrate. Ovi testovi su inokulirani bakterijskom
suspenzijom koja rekonstituira medij. Tokom inkubacije dolazi do promjene u boji
koje se otkrivaju spontano ili dodatkom reagensa. Reakcije se is¢itavaju u skladu s
prilozenom tabelom, a identifikacija se vrs$i pozivanjem na Analiti¢ki indeks profila
ili pomoc¢u softvera za identifikaciju. Test oksidaze se mora izvesti u skladu s
uputama proizvodaca. Rezultat treba zabiljeziti na rezultatskom listu jer je to
sastavni dio zavrSnog profila (Schuster, 1997). Ispitivanje osjetljivosti na antibiotike
i eteri¢na ulja vrSeno je na tri bakterijska izolata, a koristila se Disk difuziona
metoda prema CLSI M02-A11 standardu (Clinical and Laboratory Standards
Institute) (CLSI, 2012) uz upotrebu antibiogram diskova (Conda pronadisa, Micro
& Molecular Biology, Spain): Amoxicillin/clavulanic acid 30pg, Amoxicillin 30pg,
Cephalexin 30ug, Doxycycline 30ug, Enrofloxacin 10pg, Gentamicin 30pg,
Lincomycin 30pg, Oxytetracycline 30ug, Penicillin 10pg, Trimethoprim/
sulphamethoxazol 25ug. Interpretacija kategorija vrsila se prema istom standardu
(CLSI, 2014). Disk difuziona metoda zbog svoje se jednostavnosti ve¢ dugi niz
godina rutinski koristi za odredivanje osjetljivosti bakterija na antibiotike. Inokulum
se priprema razblazivanjem 18-24-satne Ciste bakterijske kulture. Ezom se pikira
4-5 kolonija i prenese u 5 ml fizioloskog rastvora. Suspenzija se vorteksira, a potom
se gustina suspenzije (turbiditet) podesava poredenjem sa 0,5 McFarland
standardom. Inokulum se zasijava brisom, ezom ili staklenim Stapi¢em ravnomjerno
na povrsinu podloge (Bauer, 1966). Poslije zasijavanja inokuluma pozeljno je da
podloga stoji 10-15 minuta na sobnoj temperaturi da bi se povrSina osuSila.
Postavljanje diskova izvodi se dispenzerom ili sterilnom pincetom. Razmak izmedu
diskova je najmanje 3 cm, a rastojanje od ivice posude najmanje lcm. Na plocu
prec¢nika 10 cm nanosi se maksimalno 6 diskova. Zasijane podloge sa postavljenim
diskovima antibiotika se inkubiraju na odgovarajucoj temperaturi u aerobnim,
mikroaerofilnim ili anaerobnim uslovima, zavisno od vrste bakterija koje se ispituju,
aploce su okrenute poklopcem na gore. Buduéi da debljina i sastav hranjive podloge
mogu uticati na rezultate, postupak se izvodi u skladu s nacelima koja ujednacuju
metodologiju izvodenja. Nakon inkubacije na 37°C tokom 24 sata, mjeracem sa
milimetarskom podjelom se mjeri pre¢nik zone inhibicije rasta ispitivanog
bakterijskog soja za pojedine antibiotike. Prema CLSI M02-A11 standardu, na
osnovu izmjerenih vrijednosti pre¢nika zone inhibicije rasta, vrSi se procjena
stepena osjetljivosti i svrstavanje u jednu od tri kategorije: S (sensitive) — osjetljiva
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- infekcija izazvana osjetljivim sojem lijeci se uobic¢ajenim (optimalnim) terapijskim
dozama.; I- (intermediate) — umjereno osjetljiva - infekcija izazvana umjereno
osjetljivim sojem lijeci se viSim terapijskim dozama antibiotika; R-(resistant) —
otporna - infekcija izazvana rezistentnim sojem ne moze se lijeciti ispitivanim
antibioticima. Za ispitivanje antimikrobne osjetljivosti bakterija na tri eteri¢na ulja
Thymus serpyllum, Origanum majorana 1 Origanum compactum (Fadli, 2012)
koriSteno je po 10 izolata koagulaza negativnih stafilokoka (KNS), Enterococcus
faecalis i E. coli. Bakterije su kultivirane na Baird-Parker agar, Slanetz Bartley agar
i MacConkey agaru preko noci, za dobijanje pojedinac¢nih kolonija. Zatim su
kolonije suspendovane u 0,9% sterilnoj fizioloskoj otopini da bi se postigla
zamucenost jednaka 0,5 McFarlandovom standardu (10® CFU/ml). Nakon toga
Mueller Hinton agar je inokuliran bakterijskom suspenzijom. Na svaku plocu
naneseno je 50ul za svako etericno ulje u bunaréi¢e promjera 6mm. Ploce su
inkubirane 24 sata na 35°C. Interpretacija rezultata provedena je mjerenjem
promjera zona inhibicije u milimetrima. Kriteriji za procjenu antimikrobne
osjetljivosti etericnih ulja predvidaju da zona inhibicije manja od 10 mm ukazuje na
neosjetljivost i otpornost bakterija na eteri¢no ulje, 10 do 15 mm ukazuje na slabo
antimikrobno djelovanje ulja, 16 do 20 mm na umjereno antimikrobno djelovanje i
zona od 20 mm na naglaseno antimikrobno djelovanje. Mikrodilucioni test u bujonu
(MIC) i odredivanje minimalne baktericidne koncentracije antimikrobnih supstanci
(MBC) vrsilo se prema standardu (Lambert, 2001). MBC se izvodio nakon
odredivanja MIC vrijednosti, presijavanjem bakterija iz bazenci¢a mikrotitracione
plo¢e na Mueller Hinton agar i to kako iz bazenci¢a MIC vrijednosti tako i iz
bazencica Cetiri naredne viSe koncentracije. Difuzioni test se koristio i za odredivanje
antimikrobnog efekta etericnih ulja origana i timusa na bakterijske izolate (Choi i
sur.,, 2012). Mikrodilucionom metodom se odredivala minimalna inhibitorna
koncentracija (MIC) koja predstavlja najnizu testiranu koncentraciju etericnog ulja
na kojoj nema vidljivog rasta. Ova metoda se izvodi na mikrotitar plo¢ama koje
sadrze 96 bunarci¢a koriStenjem MH bujona, bakterijske suspenzije i razliitih
koncentracija etericnog ulja. Ocitavanje minimalne inhibitorne koncentracije
omogucila je upotreba indikatorske supstance 2,3.5-triphenyltetrazolium chloride
(TTC solucija) koja uslijed jasne promjene boje, izazvane promjenom pH vrijednosti
tokom rasta kulture, olakSava ocitavanje dobijenih rezultata. Sinergisticki efekat
izmedu eteri¢nih ulja na bakterijske izolate uzro¢nike mastitisa krava odredivao se
checkerboard metodom. Ovom metodom odreduje se interakcija i jacina dvije
ispitivane supstance kada se koriste istovremeno, odnosno potencijalna mo¢ dva
eteri¢na ulja kao i eteri¢nih ulja i antibiotika u usporedbi sa njihovim pojedina¢nim
uc¢inkom. Dakle, ovom metodom odreduje se interakcija i jacCina dvije testne
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supstance (A i B) kada se koriste istovremeno, §to se izrazava kao FIC vrijednost
(frakcionarna inhibitorna koncentracija). Antibiotik je u ovom slucaju oznacen kao
supstanca A, dok je eteri¢no ulje predstavljalo supstancu B. Na osnovu prethodno
odredenih MIK vrijednosti, napravljene su serije standardnih razblazenja supstanci
A1 B u cilju ispitivanja njihove kombinovane interakcije (pocetne koncentracije za
pripremu razblazenja su MIK vrijednosti testiranih supstanci i opadale su
horizontalno u mikrotitar ploci za antibiotik, a vertikalno za eteri¢no ulje). Nakon
pripreme serijskih razblazenja antimikrobnih agenasa u mikrotitar plo¢ama,
pripremljene su i dodate bakterijske suspenzije testiranih sojeva na isti nac¢in kao i
u testovima za ispitivanje antimikrobne aktivnosti pojedina¢nih agenasa. U
mikrotitar plo¢u sa 96 bunarci¢a, dodavano je odredenim redoslijedom po 90 uL
inokuliranog MH bujona i 10 pL serijskog razblazenja kombinacije supstanci A i B.
Konaéni volumen u svakom bunarc¢icu bio je 100 pL, krajnja gustoca bakterijskih
stanica je 10° CFU/ml. Mikrotitar ploce su inkubirane preko no¢ina 35 °C, a rezultati
su ocitavani na ve¢ opisan nacin uz dodatak TTC. Najmanja koncentracija agenasa
u kombinaciji potrebna da sprije¢i pojavu crvene boje smatrana je vrijednoséu MIK.
Dobijene MIK vrijednosti testiranih kombinacija su koristene za odredivanje FIC
indeksa i interpretaciju tipa interakcije izmedu antimikrobnih agenasa. U uzorcima
mlijeka analizirali smo i ukupan broj somatskih stanica instrumentalnom metodom
brojanja sa aparatom Fossomatic (Fossomatic brojanje).

REZULTATI

Prema KMT na podrucju Kalesije identifikovano je neispravnih 41 od ukupno 100
obradenih uzoraka (25 ih je bilo u tragovima, slabo pozitivnih je bilo 23, a umjereno
pozitivnih 17, jako pozitivnih 1). Na podruc¢ju Kalesije nije bilo slu¢ajeva klinickog
mastitisa. S obzirom da je KMT orijentacijski postupak kojim se neizravno mozZe
dobiti uvid u broj somatskih stanica, zanimala nas je usporedba rezultata dobivenih
postupkom KMT i pomocu Fossomatic brojanja.

U Tabeli 1 dat je uporedni prikaz rezultata KMT testa 1 Fossomatic brojanja za
podrucje Kalesije.
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Tabela 1 Uporedni prikaz rezultata BSS KMT testa i instrumentalne metode — podrucje

Kalesija
Pr.OCJ ena rezultata Broj S.r.ednj a Procjena reakcije Broj S.r.ednj 4
instrumantalna soraka | VU ednost KMT uzoraka vrijednost
metoda Y BSS BSS
negativan (-) 47 119.124 negativno (-) 34 241.778
slabo pozitivan (+) 17 386.273 | utragovima (+/-) 25 337.561
pozitivan (++) 19 1.259.682 |slabo pozitivno (+) 23 906.385
jako pozitivan umjereno
() 17 2.832.250 pozitivno (++) 17 1.851.941
jako pozitivno
(++) 1 5.971.000
klini¢ki mastitis 0 0

Geometrijska sredina kod negativnih uzoraka prema instrumentalnoj metodi na
podrucju Kalesije iznosila je 119.124 za 47 uzoraka, dok je prema KMT ista iznosila
241.778 za 34 uzoraka.

U Tabeli 2 dat je uporedni prikaz rezultata KMT testa 1 Fossomatic brojanja za
podruc¢je Gradacca.

Tabela 2 Uporedni prikat rezultata BSS KMT testa i instrumentalne metode — podrucje

Gradacca
Pr.OCJ ena rezultata Broj Srednja Procjena Broj S'l.rednj a
instrumantalna . .. vrijednost
uzoraka | vrijednost | reakcije KMT | uzoraka
metoda BSS
negativan (-) 49 205.846 negativno (-) 35 125.090
slabo pozitivan (+) | 7 373333 | ¢ tr?f‘/’_v)‘ma 19 267.231
pozitivan (+-+) 21 938.500 | S1abo ?i)zmvno 16 841.263
Jako pozitivan umjereno
() 23 8.422.000 pozitivno () 27 1.447.867
jako pozitivno
(++) 2 6.474.000
klini¢ki mastitis 1 6.290.000
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Geometrijska sredina (srednja vrijednost) broja somatskih stanica na podrucju
Gradacca, kod negativnih uzoraka, prema KMT iznosila je 125.090 za 35 uzoraka,
dok je kod instrumentalne metode iznosila 205.846 za 49 uzoraka. U skladu s
Pravilnikom o sirovom mlijeku (Propis, 2011) uzorci su obradeni instrumentalnom
metodom, a sa geometrijskom sredinom 400.000 BSS/ml i vise stavljeni su van
klase i takvo mlijeko je povuceno iz otkupa.

KNS kao uzro¢nik mastitisa identifikovan je u 8,5% uzoraka (17/200) (Tabela 3).

Tabela 3 Tabelarni prikaz KNS izolovanih iz sekreta vimena krava

- %izolata sa podrucja %izolata sa podrucja
Uzrotnik Kalesije Gradacca
KNS 8 9

Enterococcus faecalis kao uzro¢nik mastitisa identifikovan je u 5% uzoraka (10/200)
(Tabela 4).

Tabela 4 Tabelarni prikaz Enterococcus faecalis izolovanih iz sekreta vimena krava

Uzroénik %izolata sa podrucja %izolata sa podrucja
Kalesije Gradacca
Enterococcus faecalis 6 4

E. coli kao uzro¢nik mastitisa identifikovan je u 26% uzoraka (52/200) (Tabela 5).

Tabela 5 Tabelarni prikaz E. coli izolovanih iz sekreta vimena krava

Usroénik %izolata sa %izolata sa
podrucja Kalesije podru¢ja Gradacéca
E. coli 22 30

Iz rezultata brojanja somatskih stanica instrumentalnom metodom Fossomatic
aparatom 1 izolacije uzrocnika (Tabela 6) jasno se vidi da su uzorci sa poveéanim
BSS takoder i prema bakterioloSkom nalazu bili neispravni, te da su bakterije razlog
povecanja istih.
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Tabela 6 Uporedni prikaz rezultata somatskih stanica instrumentalnom metodom i
izolovanih uzro¢nika mastitisa

Podrucje Gradacca Podrucje Kalesije
% neispravnih . .
p . Ukupan % neispravnih uzoraka Ukupan
uzoraka utvrdenih . o .
. broj utvrdenih instrumentalnom broj
instrumentalnom . . . . . .
. izolovanih | metodom brojanja somatskih izolovanih
metodom brojanja . . .
: : uzro¢nika stanica uzrocnika
somatskih stanica
44 43 36 36

Za ispitivanje profila osjetljivosti izolata Koagulaza negativnih stafilokoka,
Enterococcus faecalis 1 E. coli na antibiotike analizirano je po 10 izolata od svake
vrste. Rezultati su predstavljeni u Tabeli 7, 8 1 9. Interpretacija rezultata provedena
je mjerenjem promjera zona inhibicije u milimetrima.

Tabela 7 Osjetljivost izolata KNS na antibiotike

KNS |AMC | AX |CEF| DO |[ENR|{GM | L | T | P |TMP
1 S R R R S R R | R | S S
2 S R R R S R R |R | S R
3 S R R R S R R | R | R R
4 S R R R S R R | R | R R
5 S R R R S R R | R | R S
6 S R R R S R R | R | S R
7 S R R R S R R | R| R R
8 S R R R S R R | R | S R
9 S R R R S R R | R| R R
10 S R R R S R R | R | R S

R —rezistencija na antibiotik; S — osjetljivost; AMC - amoxicillin/clavulanic acid; AX — amoxicillin;
CEF - cephalexin; DO — doxycycline; ENR — enrofloxacin; GM — gentamicin; L — lincomycin; T —
oxytetracycline; P— penicillin; TMP - trimethoprim/sulphamethoxazol

Svih deset izolata KNS pokazalo je osjetljivost na AMC i ENR, Cetiri izolata KNS
bila su osjetljiva na penicillin 10pg, dok je ostalih Sest izolata bilo rezistentno.
Tri izolata bilo je osjetljivo na TMP, dok je sedam ostalih izolata bilo rezistentno
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na ovaj antibiotik. 100% rezistentnost KNS je pokazao na AX, CEF, DO, GM, L
i T. Rezistencija na penicillin ustanovljena kod 6 izolata (60%), a na TMP kod 7
izolata (70%). Najveca rezistencija (100%) Enterococcus faecalis ustanovljena je
na antibiotike AMC, AX, CEF, ENR, TMP, zatim na linkomicin (80%) i penicilin
(60%). Najveca osjetljivost (100%) Enterococcus faecalis ustanovljena je na
antibiotike doxycycline i gentamicin, $to je prikazano u Tabeli 8.

Tabela 8 Osjetljivost izolata Enterococcus faecalis na antibiotike

En leVOCO?CuS AMC| AX |CEF | DO |ENRIGM!| L | T | P | T™MP
faecalis
L R |R|R|S|R|S|S|S|[R| R
3 R |R|R|S|R|S|R|R[S]| R
3 R |R|R|S|R|S|R|R|R|R
4 R |[R|R|S|R|S|R|R|R|R
3 R |R|R|S|R|S|S|S|S|R
6 R |R|R|S|R|S|R|R|S|R
7. R |/R|R|S|R|S|R|R|R|R
8. R | R| R[S R | S|R|S|S| R
9. R | R| R[S R | S|R|S|R| R
10. R |R|R|S|]RJ|JS|RJR|JRJ R

R —rezistencija na antibiotik; S — osjetljivost; AMC - amoxicillin/clavulanic acid; AX — amoxicillin;
CEF - cephalexin; DO — doxycycline; ENR — enrofloxacin; GM — gentamicin; L — lincomycin; T —
oxytetracycline; P — penicillin; TMP - trimethoprim/sulphamethoxazol

Ispitivanjem osjetljivosti izolata E. coli na antibiotike ustanovljena je 100%
osjetljivost na AMC, AX i penicillin, zatim na ENR (60%). Najveca rezistencija E.
coli na antibiotike je ustanovljena na CEF, DO, GM, L, T, TMP, sto je prikazano u
Tabeli 9.
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Tabela 9 Osjetljivost izolata E. coli na antibiotike

E. coli
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10. S S
R —rezistencija na antibiotik; S — osjetljivost; AMC - amoxicillin/clavulanic acid; AX — amoxicillin;
CEF - cephalexin; DO — doxycycline; ENR — enrofloxacin; GM — gentamicin; L — lincomycin; T —
oxytetracycline; P — penicillin; TMP - trimethoprim/sulphamethoxazol

Profili osjetljivosti izolata KNS na etericna ulja odredeni su disk-difuzionom
metodom i prikazani u Tabeli 10. Najveci antimikrobni potencijal na izolate KNS
imaju eteri¢na ulja Origanum compactum i Thymus serpyllum. Svih deset izolata
je pokazalo osjetljivost na ova eteriéna ulja. Cetiri izolata su bila osjetljiva i Sest
izolata umjereno osjetljiva na eteri¢no ulje Origanum majorana.

Tabela 10 Osjetljivost izolata KNS na eteri¢na ulja

KNS O. compactum | O. majorana T. serpyllum
I. S S S
2. S I S
3. S I S
4, S I S
5. S I S
6. S S S
7. S I S
8. S I S
9. S S S
10. S S S

R —rezistencija; S — osjetljivost; I (intermediate) — umjereno osjetljiva




Berepunapcku :xkypuau Penyouuxe Cpncke (bawa Jlyka), Boa. XXIII, Bp.1-2, 59-81, 2023.
o) Huremovi¢:
Osjetljivost bakterijskih sojeva izolovanih u slu¢ajevima mastitisa krava na antibiotike i eteri¢na ulja

Profil osjetljivosti Enterococcus faecalis na eteri¢na ulja disk difuzionom metodom
prikazan je u Tabeli 11.

Tabela 11 Osjetljivost izolata Enterococcus faecalis na eteri¢na ulja

Enterococcus faecalis | O. compactum O. majorana T serpyllum
1. S R S
2 R R I
3 S R S
4 S R S
5 S R I
6 S R S
7 S R S
8 S R S
9. S R S
10. S R S

R —rezistencija; S — osjetljivost; I (intermediate) — umjereno osjetljiva

Kod izolata Enterococcus faecalis drugi uzorak je pokazao rezistentnost na
eteri¢na ulja Origanum compactum 1 Origanum majorana, dok su svi ostali izolati
pokazali rezistentnost samo na djelovanje eteri€nog ulja Origanum majorana.
Osam izolata Enterococcus faecalis bili su osjetljivi na djelovanje eteri¢nog ulja
Thymus serpyllum, dok su dva izolata pokazala umjerenu osjetljivost. Origanum
compactum je imao bolje antimikrobno djelovanje na izolate Enterococcus faecalis
od etericnog ulja Thymus serpyllum.

Profil osjetljivosti E. coli na eteri¢na ulja disk-difuzionom metodom prikazan je u
Tabeli 12. Najveci antimikrobni potencijal na izolate E. coli imala su eteri¢na ulja
Origanum compactum 1 Thymus serpyllum, dok je etericno ulje Origanum majorana
imalo umjereno osjetljivo dejstvo na 6, a rezistentno na 4 izolata (Tabela 12).
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Tabela 12 Osjetljivost izolata E. coli na eteri¢na ulja

E. coli O. compactum | O. majorana T. serpyllum
1. S R S
2. S I S
3. S R S
4. S R S
5. S I S
6. S R S
7. S I S
8. S I S
9. S I S
10. S I S

R —rezistencija; S — osjetljivost; I (intermediate) — umjereno osjetljiva

U ovom radu odredene su minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) i minimalne
baktericidne koncentracije (MBK) za tri vrste eteri¢nih ulja O. compactum, O.
majorana i T. serpyllum testirane na tri izolata i to E. coli izolat br. 10, KNS izolat
5 1 Enterococcus faecalis izolat 10. Svih 10 izolata E. coli i KNS pokazali su
osjetljivost na sve tri vrste etericnih ulja O. compactum, O. majorana i T. serpyllum.
Medutim svih 10 izolata Enterococcus faecalis bilo je rezistentno na etericno ulje
O. majorana, te zbog toga minimalnu inhibitornu i baktericidnu koncentraciju nije
bilo moguc¢e odrediti. U Tabeli 13. su prikazane MIK i MBK testiranih eteri¢nih
ulja.

Tabela 13 MIK i MBK eteri¢nih ulja testiranih na 3 izolata E. coli, KNS i Enterococcus

faecalis

Eteri¢no ulje O. compactum O. majorana T serpyllum

Izolat MIK MBK MIK MBK MIK MBK
(mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml)

E.coliizolat 10 12 21 28,6 43 26 39
KNS izolat 5 14 21 17,2 43 19,5 39
Enterococcus
faecalis izolat 10 10,5 168 R R 17,2 43
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Iz priloZenih rezultata moze se uociti da etericno ulje O. compactum ima najnize
minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije, te je identifikovano
kao ulje sa najjacom antimikrobnom aktivnos¢u na sva tri testirana izolata. MIK
vrijednosti za O. compactum se kre¢u od 10,5 mg/ml do 14 mg/ml, za razliku od O.
majorana kod kojeg je najniza MIK vrijednost 17,2 mg/ml i 7. serpyllum koji ima
najnizu MIK vrijednost takoder od 17,2 mg/ml.

Minimalne inhibitorne 1 minimalne baktericidne koncentracije za antibiotik
amoxicillin/clavulanic acid su pokazale najvecu antimikrobnu aktivnost na
testirane izolate. Svih 10 izolata E. coli 1 svih 10 izolata KNS bilo je osjetljivo
na antibiotik amoxicillin/clavulanic acid, te je zbog toga ovaj antibiotik izabran
za dalje testiranje. Medutim svih 10 izolata Enterococcus faecalis pokazalo je
rezistenciju na ovaj antibiotik, te na ovom izolatu nije vrSeno odredivanje MIK
1 MBK vrijednosti navedenog antibiotika. MIK 1 MBK vrijednosti amoxicillin/
clavulanic acid testirane su na dva izolata, a to su £. coli izolat 10 1 KNS izolat 5. 1z
priloZenih rezultata moze se uociti da antibiotik amoxicillin/clavulanic acid pokazuje
znatno nize MIK 1 MBK vrijednosti u odnosu na eteri¢na ulja. Takav rezultat se 1
ocekivao s obzirom da je ovaj antibiotik poznat kao izrazito jako antibakterijsko
sredstvo. Medutim ne treba zanemariti antibakterijsku aktivnost etericnih ulja, te
ih treba uzeti u razmatranje kao moguca alternativna antibakterijska sredstva, jer
je dokazano da izrazito dobro djeluju na izolate testirane u ovom radu. Ukupno 3
izolata (E. coliizolat 10, KNS izolat 5 1 Enterococcus faecalis 1zolat 10) analizirano
je radi utvrdivanja sinergistiC¢kog efekta eteri¢nih ulja 1 antibiotika (FIC). Interakcije
izmedu antimikrobnih agenasa u kombinaciji odredene su nakon odredivanja MIK
vrijednosti izra¢unavanjem indeksa frakcione inhibitorne koncentracije (FICI)
za svaku kombinaciju antimikrobnih agenasa (O. compactum + O. majorana, O.
compactum + T. serpyllum, O. majorana + T. serpyllum) prema sljede¢oj formuli:

FIC antimikrobnog agensa A = MIC agensa A u kombinaciji / MIC samog agensa A
FIC antimikrobnog agensa B = MIC agensa B u kombinaciji / MIC samog agensa B
FICI (FIC indeks) = FIC agensa A + FIC agensa B

Dobijene vrijednosti FIC indeksa su interpretirane na slijedec¢i nacin:

- sinergisticki efekat agenasa FICI < 0,5

- aditivan efekat agenasa 0,5 < FICI < 1,0

- indiferentan efekat agenasa 1,0 < FICI <4,0

- antagonisticki efekat agenasa FICI > 4,0 (62).
Svi eksperimenti su izvedeni u dva nezavisna ponavljanja. Dobiveni rezultati
predstavljeni su u Tabeli 14 1 na Slici 2.
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Tabela 14 Sinergisticki efekat izmedu eteri¢nih ulja
O. compactum O. compactum O. majorana
Izolati + + +
O. majorana T. serpyllum T serpyllum
E. coliizolat | FIC Efekat FIC Efekat FIC Efekat
10 0,31 | SINERGIZAM |0,13 |SINERGIZAM | 0,18 | SINERGIZAM
FIC Efekat FIC Efekat FIC Efekat
KNS izolat 5
0,18 | SINERGIZAM |0,21 |SINERGIZAM | 0,20 | SINERGIZAM
faecalis
izolat 10 1 |INDIFERENTAN | 0,16 | SINERGIZAM | 1 |INDIFERENTAN

FIC — Frakciona inhibitorna zona

O

'3
[

()

.

Slika 2 Sinergisti¢ka interakcija izmedu eteri¢nih ulja O. compactum i T. serpyllum
identificirana na izolatu Enterococcus faecalis br. 10. FIC indeks 0,16.

Sva tri etericna ulja (O. compactum, O. majorana i T. serpyllum) testirana na E. coli
izolat 10, KNS izolat 5, Enterococcus faecalis izolat 10 pokazala su medusobnu
interakciju oznacenu kao sinergizam. Kombinacije sva tri etericna ulja nisu
prelazile FIC vrijednosti ve¢e od 0,5, pri ¢emu su interakcije ovih eteri¢nih ulja
oznacene kao sinergisticke, $to znaci da pojedine komponente jednog eteri¢nog ulja
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znatno pojacavaju efekat drugog eteri¢nog ulja, te daju zajednicki pozitivni efekat.
Izuzetak je izolat Enterococcus faecalis 10, kod kojeg je kombinacija etericnog
ulja O. compactum sa O. majorana, 1 kombinacija O. majorana sa T. serpyllum
identificirana kao indiferentna. Kako je ranije navedeno, ovaj soj je bio rezistentan
na eteri¢no ulje O. majorana, te mjeSavina ovog ulja sa druga dva (O. compactum
ili " serpyllum) nije dala pozitivnu interakciju izmedu ulja. Efekat ove kombinacije
je indiferentan, $to znaci da O. majorana, bez obzira §to je u kombinaciji sa nekim
drugim uljem, ne pokazuje antimikrobno djelovanje na ovaj izolat.

DISKUSIJA

Mastitis je najcesca bolest mlije¢nih krava i ima dobro prepoznate Stetne efekte
na dobrobit Zivotinja 1 profitabilnost farmi mlije¢nih proizvoda. Potpunije
razumijevanje mastitisa nije bilo moguce sve dok se nije razvio mikroskop, koji je
omogucio otkrivanje mikroorganizama koji su primarni etioloSki agensi. Po¢etna
briga oko mastitisa temeljila se na javnom zdravlju i bila je usmjerena na smanjenje
broja bakterija u sirovom mlijeku (Choi 1 sur., 2012). Razvoj pouzdanih testova za
otkrivanje mastitisa je prioritet za istrazivace, kojim Zele osigurati javnu sigurnost,
proizvoditi visokokvalitetne mlije¢ne proizvode i1 imati prakticna sredstva za
upravljanje kravama oboljelim od mastitisa. Metode detekcije ukljucuju direktno
mikroskopsko ispitivanje, brojanje somatskih stanica u mlijeku i izolaciju uzro¢nika
(Adkins, 2017) ,¢ime smo se vodili i mi u nasem istrazivanju.

Broj somatskih stanica je dobar pokazatelj vierovatnosti infekcije. Sto je BSS visi,
veca je vjerovatnost da su vime ili pojedine Cetvrti inficirane. Uredbom o nac¢inu
uzimanja uzoraka, razvrstavanju i obracunu cijene mlijeka (Propis, 1994) definisano
je da preradivaci mlijeka u Bosni i Hercegovini mogu otkupljivati samo mlijeko
koje zadovoljava kriterije propisane Pravilnikom o sirovom mlijeku (Propis, 2011).
Klasiranje sirovog mlijeka na prostorima Bosne i Hercegovine vr$i se na osnovu
izraCunate geometrijske sredine za somatske stanice za posljednja tri mjeseca, a
za mikroorganizme za posljednja dva mjeseca. Uzorci sa geometrijskom sredinom
400.000 BSS/ml se stavljaju van klase. Takvo mlijeko se povlaci iz otkupa, a goveda
se nakon analize sekreta vimena terapiraju antibioticima. Nakon provedene terapije
1 karence ponovo se analizira mlijeko na BSS 1 prisustvo antibiotika. Ukoliko je
vrijednost nakon ponovljene analize manja od 400.000 BSS/ml mlijeka, ono se
ponovo vraéa u klasu i otkup. Ukupno 44 od 100 obradenih uzoraka podrucja
Gradacca u naSem istraZivanju instrumentalnom metodom brojanja somatskih
stanica, a sa vrijednosti geometrijske sredine 400.000 BSS/ml i viSe stavljeni su
van klase i takvo mlijeko je povuceno iz otkupa. Sa podrucja Kalesije je 36 uzoraka
od ukupno 100 obradenih uzoraka instrumentalnom metodom brojanja somatskih
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stanica, a sa vrijednos¢u geometrijske sredine 400.000 BSS/ml i vise, stavljeno van
klase i takvo mlijeko je povuceno iz otkupa.

U svom istrazivanju Murphy (1947) je primijetio da viSe od 20 vrsta bakterija moze
uzrokovati mastitis kod krava, a najmanje 99% tih infekcija uzrokuju Str: agalactiae,
drugi streptokoki, stafilokoki i bacili (ukljucujuci koliformne bakterije, Pseudomonas
spp. itd.). Svoje istrazivanje Eberhart (, 1977) je usmjerio ka istrazivanju koliformnih
bakterija kao uzro¢nika mastitisa. Objava njegovog istrazivanja nagovijestila je
svijest o rastu¢oj vaznosti mastitisa uzrokovanog oportunistickim organizmima
iz okoliSa. U istrazivanju koje je radeno 2017. godine u Zenickoj regiji (Bosna i
Hercegovina), najces¢i uzro€nici mastitisa su bili koagulaza negativni stafilokoki
u 13,04% uzoraka, Klebisella pneumoniae u 13,04% uzoraka, Enterococcus spp.
u 8,70% uzoraka, E. coli u 8,70 uzoraka, Enterobacter, Serratia spp. i Yersinia
enterocolitoca u 4,35% uzoraka (Burovi¢, 2020).

Rezultati naseg istrazivanja su pokazali visok procenat bakterijskih uzro¢nika
mastitisa. Uzro€nici mastitisa utvrdeni su kod 43% uzoraka sa podrucja Gradacca i
36% uzoraka sa podrucja Kalesije. Rezultati identifikacije izolata pokazali su da se
8,5% izolata odlikovalo osobinama karakteristicnim za KNS, Enterococcus faecalis
5%, a osobinama karakteristicnim za E. coli se odlikovalo 26%. Ovi rezultati
upucuju da su uzro¢nici mastitisa oportunisticke bakterije iz okolisa. Iz rezultata
brojanja somatskih stanica instrumentalnom metodom Fossomatic aparatom i
izolacije uzrocnika jasno se vidi da su uzorci sa povecanim BSS takoder i prema
mikrobioloskim pokazateljima bili neispravni, te da su bakterije razlog povecanja
istih.

Bakterijski izolati klini¢kog mastitisa su uglavnom osjetljivi na antibiotike koji
se koriste u terapiji, ali zbog sve veéeg selektivnog pritiska zbog nekontrolisane
upotrebe antibiotika u veterinarskoj medicini, procenat rezistentnih sojeva
uzrocnika mastitisa je u stalnom porastu. Dodatna paznja treba biti usmjerena
na upravljanje stadom, s posebnim naglaskom na higijenu. Upotreba bakterijske
izolacije 1 ispitivanja antimikrobne osetljivosti su ipak od izuzetnog znacenja za
izbor tretmana i nadzor antimikrobne rezistencije. Koagulaza negativni stafilokoki
kod nas su izolirani u 8,5% slucajeva. Oni su najcesc¢i izolat mastitisa goveda u
mnogim zemljama i opisani su kao novi patogeni mastitisa. Na osnovu sadasnjeg
znanja, tesko je utvrditi ponasaju li se koagulaza negativni stafilokoki kao zarazni
ili okolisni patogeni (Petrovi¢, 2006). Pitkdld i sur. (2004) su pokazali da je
Enterococcus spp. osjetljiv na penicilin 1 ampicilin, a studija Lambert i sur. (2001)
pokazala je osjetljivost na ampicilin i otpornost na tetraciklin, dok su svi nasi izolati
Enterococcus faecalis pokazali osjetljivost za doxycycline 1 gentamicin, a potpunu
rezistenciju na amoxicillin /clavulanic acid.

U novije vrijeme brojni autori su se bavili i prouavanjem efikasnih alternativa
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antibioticimaulije¢enju mastitisa kod krava. U tom smislu etericnauljasu se pokazala
sigurnom alternativom, jer su nakon duzeg izlaganja pokazala dobre antimikrobne
karakteristike (Lambert 1 sur.,, 2001). Prethodna istrazivanja su pokazala kako
etericno ulje origana ima dobra antimikrobna svojstva kod svih Staphylococcus
vrsta koje su bile rezistentne na antibiotike, te kod E. coli koja je bila rezistentna na
vise lijekova u lijeCenju mastitisa kod krava. Antibakterijski mehanizam eteri¢nog
ulja origana poti¢e povecanje propusnosti bakterijske membrane, Sto dalje utice
na homeostazu pH i ravnotezu anorganskih iona. Fenolni spojevi etericnog ulja
origana inhibiraju rast bakterija mijenjanjem povrSine bakterijskih stanica, Sto
moze inhibirati prijanjanje bakterija na epitelne stanice vimena. Postoji mnogo
studija u svijetu za procjenu antimikrobnog djelovanja eteri¢nih ulja na uzroc¢nike
mastitisa, a za mnoga etericna ulja i njthove komponente utvrdivane su i minimalne
inhibitorne 1 minimalne baktericidne koncentracije.

Prema istrazivanju Choi 1 sur. (2012), origano eteri¢no ulje koje se ubrizgavalo u
upaljene Cetvrtine vimena dva puta dnevno tokom 3 dana u pojedinacnoj i dvostrukoj
dozi dovelo je do poboljSanja stanja vimena. BSS se zna¢ajno smanjio u usporedbi s
onima prije lijeCenja, a takoder S. aureus 1 E. coli nisu otkriveni u mlijeku cetvrtog
dana nakon tretmana. U literaturi postoji mali broj podataka o uticaju eteri¢nih ulja
kod terapije mastitisa goveda u Bosni i Hercegovini. Rezultati naseg istrazivanja su
pokazali da najve¢i antimikrobni potencijal na izolate KNS, uzro¢nika mastitisa,
imaju etericna ulja Origanum compactum 1 Thymus serpyllum, dok su ovi izolati
pokazali umjerenu osjetljivost na eteri¢no ulje Origanum majorana. Takoder
etericno ulje Origanum compactum je ispoljilo visok antimikrobni uc¢inak na
izolate Enterococcus faecalis 1 E. coli, a eteri¢no ulje Origanum majorana imalo
je umjereno osjetljivo dejstvo. U istrazivanjima u kojima se poredi antibakterijsko
djelovanje etericnih ulja sa antibioticima, vrijednosti MIC aktivnih komponenti
eteri¢nih ulja visestruko prevazilaze MIC antibiotika. Takoder iz rezultata naseg
istrazivanja moze se uociti da antibiotik amoxicillin/clavulanic acid pokazuje
znatno nize MIK 1 MBK vrijednosti u odnosu na etericna ulja. Takav rezultat se
1 o¢ekivao s obzirom da je ovaj antibiotik poznat kao izrazito jako antibakterijsko
sredstvo. Medutim ne treba zanemariti antibakterijsku aktivnost etericnih ulja, te
ih treba uzeti u razmatranje kao moguca alternativna antibakterijska sredstva, jer
je dokazano da imaju izrazito visok antimikrobni potencijal na izolate testirane u
ovom radu.

Mnoga eteri¢na ulja imaju znacajne antibakterijske, protugljivi¢ne 1 protuupalne
ucinke. Neke od njihovih glavnih komponenata, poput terpinen-4-ol, djeluju
inhibirajuéi proupalnu ekspresiju citokina, stimuliraju¢i proizvodnju protuupalnih
citokina. Takva se opazanja mogu iskoristiti za poticanje bioterapije protiv
mastitisa. Upotreba sintetickih antibiotika sve se viSe obeshrabruje, jer njihova
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prisutnost u mlijeku moze imati potencijalne posljedice na zdravlje stanovnistva i
poljoprivredno-prehrambeni lanac (Souza i sur., 2013).

ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata ispitivanja izvedeni su slijede¢i zakljucci:

1.

Iz rezultata brojanja somatskih stanica instrumentalnom metodom
Fossomatic aparatom (40% neispravnih uzoraka) i izolacije uzro¢nika
(79 identifikovanih uzro¢nika) jasno se vidi da su uzorci sa povecanim
BSS takoder i prema mikrobioloskim pokazateljima bili neispravni, te da
su bakterije razlog povecanja istih. Na osnovu nasih rezultata, a shodno
Pravilniku o sirovom mlijeku, ukupno 40% uzoraka mlijeka bilo je van
klase i povuceno je iz otkupa, a zatim su oboljela mlijecna grla adekvatno
tretirana antibioticima.

Ispitivanjem osjetljivosti izolata na antibiotike, najveca rezistencija kod
KNS zabiljezena je na antibiotik amoxicillin 30ug, cephalexin 30pg,
doxycycline 30ug, gentamicin 30ug, lincomycin 30pg 1 oxytetracycline
30pg, dok je najveca osjetljivost zabiljezena na amoxicillin/clavulanic
acid 30ug 1 enrofloxacin 10pg. Najveca rezistencija na antibiotike izolata
Enterococcus fecalis zabiljezena je na amoxicillin/clavulanic acid 30ug,
amoxicillin 30pg, cephalexin 30ug, enrofloxacin 10ug, trimethoprim/
sulphamethoxazol 25ug. Osjetljivost kod svih izolata zabiljezena je na
antibiotike doxycycline 30pug 1 gentamicin 30ug.Ispitivanjem osjetljivosti
izolata E. coli na antibiotike ustanovljena je osjetljivost na: amoxicillin/
clavulanic acid 30pg, amoxicillin 30pg, penicillin 10pg. Rezistentnost
kod svih izolata zabiljezena je na cephalexin 30ug, doxycycline 30ug,
gentamicin 30ug, lincomycin 30pg, oxytetracycline 30ug i trimethoprim/
sulphamethoxazol 25ug.

. Najve¢i antimikrobni potencijal su ispoljila etericna ulja Origanum

compactum 1 Thimus serpyllum na izolate KNS (100% osjetljivost), dok je
40% izolata bilo osjetljivi na eteri¢no ulje Origanum majorana, a ostaliizolati
(60%) su bili umjereno osjetljivi na ovo eterino ulje. 1zolati Enterococcus
faecalis (90%) su bili osjetljivi na eteri¢no ulje Origanum compactum, 80%
izolata na Thymus serpyllum, a 100% rezistentnost su pokazali na eteri¢no
ulje Origanum majorana. Najve¢i antimikrobni potencijal su ispoljila
eteri¢na ulja Origanum compactum 1 Thymus serpyllum na izolate E. coli.
Eteri¢no ulje Origanum majorana imalo je umjereno osjetljivo dejstvo na
60% izolata, a 40% izolata je bilo rezistentno na ovo eteri¢no ulje.

4. Ispitivanjem MIK i MBK eteri¢nih ulja na po tri izolata E. coli, KNS i
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Enterococcus faecalis, uoceno je da eteri¢no ulje O. compactum ima najjacu
antimikrobnu aktivnost na sva tri testirana izolata.

5. Svatri eteri¢na ulja (O. compactum, O. majorana i T. serpyllum) testirana na
E. coli izolat 10, KNS izolat 5, Enterococcus faecalis izolat 10 pokazala su
medusobnu interakciju. $to znaci da pojedine komponente jednog etericnog
ulja znatno pojacavaju efekat drugog etericnog ulja, te daju zajednicki
pozitivni efekat. [zuzetak je jedan izolat Enterococcus faecalis. Kombinacija
eteri¢nog ulja O. compactum sa O. majorana 1 kombinacija O. majorana sa
T. serpyllum na izolat Enterococcus faecalis imala je indiferentan efekat,
Sto znaci da O. majorana, bez obzira §to je u kombinaciji sa nekim drugim
uljem, ne pokazuje antimikrobno djelovanje na ovaj izolat.

6. Antibakterijsku aktivnost eteri¢nih ulja treba uzeti u razmatranje, jer moze
predstavljati zanimljiv izbor i alternativu za smanjenje upotrebe antibiotika
u lijecenju Zivotinja oboljelih od mastitisa.

Izjava o sukobu interesa: Autor izjavljuje da ne postoji sukob interesa.

LITERATURA

Adkins P. R. F., Middleton J. R., Fox L. K., Pighetti G., Petersson-Wolfe C. (2017):
Laboratory handbook on bovine mastitis. National Mastitis Council. 2017.

Baci¢ G. (2009): Dijagnostika i lijeCenje mastitisa u goveda. Veterinarski fakultet
Sveucilista u Zagrebu.

Bannerman D. D. (2004): Escherichia coli and Staphylococcus aureus Elicit
Differential Innate Immune Responses following Intramammary Infection.
Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, 11(3):463-72.

Bauer A. W., Kirby W. M., Sherris J. C., Turck M. (1966): Antibiotic susceptibility
testing by a standardized single disk method. Tech Bull Regist Med Technol.,
36(3):49-52.

BioM¢érieux (2002): API 20E - Identification system for Enterobacteriaceaec and
other non-fastidious Gram-negative rods. Biomerieux.

Burovi¢ J. (2020): 1zolacija bakterisjkih patogena kod klini¢ki manifestnih mastitisa
mlije¢nih goveda i1 njihova antimikrobna osjetljivost u zenickoj regiji u 2017.
godini. Veterinarska stanica, 51:47-52.

Choi J.-Y., Damte D., Lee S.-J., Kim J.-C., Park S.-C. (2012): Antimicrobial
Activity of Lemongrass and Oregano essential oil against standard antibiotic
resistant and field isolates from chronic mastitis cow. International Journal of
Phytomedicine, 4(1):134-139.

CLSI (2014): M100-S24 Performance standards for antimicrobial susceptibility




Berepunapcku :kypHau Peny6iauke Cpncke (bamwa Jlyka), Boa. XXIII, Bp.1-2, 59-81, 2023.
Huremovié:
Osjetljivost bakterijskih sojeva izolovanih u slu¢ajevima mastitisa krava na antibiotike i eteri¢na ulja

81

testing. Clinical and Laboratory Standards Institute.

CLSI (2012): M02-A11 Performance standards for antimicrobial disk susceptibility
tests. Clinical and laboratory standards institute.

Eberhart R. J. (1977): Coliform mastitis. J. Am. Vet. Med. Assoc., 170:1160-1163.

Fadli M., Saad A., Sayadi S., Chevalier J., Mezrioui N.-E., Pages J.-M., Hassani L.
(2012): Antibacterial activity of Thymus maroccanus and Thymus broussoneti
essential oil against nosocomial infection bacteria. Phytomedicine, 19(5):464-
471.

Lambert R. J. W.,, Skandamis P. N., Coote P. J., Nychas G. J. E. (2001): A study
of the minimum inhibitory concentration and mode of action of oregano
essential oil, thymol and carvacrol. J Appl Microbiol., 91:453-462.

Maksimovi¢ Z., Rifatbegovi¢ M. (2015): Osnovni principi klinicke bakteriologije.
Veterinarski fakultet Sarajevo.

Murphy J. M. (1947): The genesis of bovine udder infection and mastitis; the
occurrence of streptococcal infection in a cow population during a seven-year
period and its relationship to age. Am. J. Vet. Res., 8;29-42.

Petrovi¢ M. D., Petrovi¢ M. M., Nenadovi¢, G., Kur¢ubi¢ V., Marinkov G. (2006):
Hemijski - mikrobioloski parametri kvaliteta sirovog kravljeg mleka.
Biotechnology in Animal Husbandry, 22(5-6):109-119.

Pitkéld A., Haveri M., Pyorild S., Myllys V., Honkanen-Buzalski T. (2004): Bovine
mastitis in Finland 2001-prevalence, distribution of bacteria, and antimicrobial
resistance. J. Dairy Sci., 87(8):2433-2441.

Propis (1994): Uredba o naCinu uzimanja uzoraka, razvrstavanju i obracunu cijene
mlijeka. SluZzbene novine Federacije Bosne i Hercegovine, 1/94.

Propis (2011): Pravilnik o sirovom mlijeku. Sluzbeni glasnik Bosne i Hercegovine,
21/11.

Schuster D. E., Kchirli M. E., Rainard P, Paape M. (1997): Complement
fragment C5a and inflammatory cytokines in neutrofilic recruitment during
intramammary infection with E. coli. Infect. Immun., 65:3286-92.

Souza E. L., Oliveira C. E. V., Stamford T. L. M., Concei¢cdao M. L., Gomes Neto N.
J. (2013): Influence of carvacrol and thymolon the physiological attributes,
enterotoxin production and surface characteristics of Staphylococcus aureus
strains isolated from foods. Braz J Microbiol., 44:29-35.

White D., Walmsley M., Liew A., Claycomb R., Mein G. (2005): Chemical and
rheological aspects of gel formation in the California Mastitis Test. Journal
of Dairy Research, 72(1):115-121.

Pan npumssen: 14.05.2023.
Pan npuxsahen: 23.07.2023.




