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UvOoD

Ljudski organizam je staniSte brojnim bakterijama od kojih je vecina bezopasna, te
kao takve cine normalnu, fiziolosku mikrobiotu covjeka. Stalnu mikrobiotu cine
mikroorganizmi koji trajno nastanjuju organizam te predstavljaju autohtonu biotu covjeka i ne
izazivaju bolest. Prolazna mikrobiota je skupina bakterija koja u ljudski organizam dospijeva

iz vanjske sredine dodirom, vodom i hranom (Jerkovi¢ 2014).

Nevelik broj bakterija ima svojstvo patogenosti, odnosno sposobnost da uzrokuje
infekciju. Infekcije uzrokovane bakterijama, lijeCe se antibioticima jo§ od 1940-tih godina i
mnoge grane medicine su napredovale zahvaljujuéi antibioticima. Znacajne zarazne bolesti
stavljene su pod kontrolu, uz bitno smanjenje smrtnosti. Istovremeno, neracionalna i
nepravilna uporaba antibiotika, dovela je do razvijanja otpornosti bakterija na iste. Vec¢ je A.
Fleming najavio da ¢e velika uporaba penicilina nuzno dovesti do razvoja otpornosti bakterija
na ovaj antibiotik (Andrasevi¢ 2014). Do danas su bakterije razvile mehanizme otpornosti na
sve grupe antibiotika koji se sistemski upotrebljavaju u medicini. Naj¢e$¢i mehanizmi
otpornosti uklju¢uju promjenu ciljnog mjesta, inaktivaciju antibiotika proizvodnjom enzima,
smanjenu propustljivost stjenke za ulaz antibiotika ili aktivno izbacivanje antibiotika iz
stanice (Andrasevi¢ 2014). lako su stru¢njaci ve¢ kod prve primjene antibiotika bili svjesni
kako ¢e uporaba antibiotika stimulirati u bakterija razvoj otpornosti na njith, na pocetku
antibiotske ere vladalo je optimisticko uvjerenje da ¢e taj problem biti nadvladan izumom
novih antibiotika. Danas se zna da je teSko do¢i do tvari koje bi na potpuno nov nacin
uni$tavale bakterije, a istovremeno bile netoksi¢ne za Covjeka.  Ovakav globalni,
zdravstveni problem zahtjeva istrazivanja koja ukljucuju alternativnu terapiju, bez nezeljenih
nuspojava. Preliminarna istrazivanja (Agbaje i sur. 2006, Aamer 1 sur. 2014, Gobin 1 sur.
2018) ukazala su na mogucée djelovanje meda na povecanje osjetljivosti bakterija na
antibiotike. Med je prirodan proizvod kojeg proizvode medonosne pcele (Apis mellifera), od
skupljenog nektara i medne rose (Batini¢ 1 Palini¢ 2014). U mnogim civilizacijama i
kulturama tijekom povijesti, med je koriSten u medicinske svrhe, te za poboljSanje opceg
fizioloskog stanja. Medutim, tek je u novije vrijeme medicinski prepoznata njegova
ucinkovitost, no Sira uporaba meda onemoguéena je zbog nedovoljnog znanstvenog

istrazivanja (Israili 2014).



Zbog opisane problematike otpornosti bakterija na antibiotike, ali i zbog manjka
podataka o antimikrobnom potencijalu meda, cilj ovog istrazivanja je ispitati u¢inak razli¢itih

vrsta medova na promjenu osjetljivosti na antibiotike nekoliko klinicki znacajnih bakterija.



1.1. Bakterije

Bakterije su najbrojnija skupina Zzivucih organizama, Siroko rasprostranjeni
jednostani¢ni prokarioti. lako su veli¢inom najmanji zivuéi organizmi, zajednicki Cine
najvecu biomasu na Zemlji. Odlikuju se brzim rastom, kratkim Zivotnim vijekom i izuzetnom
fiziolosSkom raznoliko$¢u. Zbog malog obujma stanice, imaju veliku dodirnu povrsinu s
vanjskom sredinom, §to omogucava veliku brzinu mikrobioloskih procesa u prirodi - efikasna

razmjena tvari i ekonomi¢no trosenje energije (Jerkovi¢ 2014).

1.2. Grada bakterijske stanice

Relativna jednostavnost grade i uzgoja u laboratorijskim uvjetima, pruzila je
moguénost za detaljno prouCavanje stanicne strukture bakterija. Brojne funkcije za koje
eukarioti posjeduju specijalizirane organele kao mitohonodrije, kloroplaste, endoplazmatski
retikulum, lizosome i dr., u bakterija obavlja plazma membrana. Za plazma membranu su
vezani brojni enzimi i pigmenti koji omogucéavaju respiraciju, fotosintezu, replikaciju DNA,
diobu i druge bitne procese. Pri dijeljenju bakterijske stanice, dvije molekule DNA nastale
replikacijom, vezane su za stanicnu membranu, ¢ime se osigurava njihova pravilna
segregacija u novonastale stanice. Bakterijska stanica ima jednostavniju unutarnju gradu, ali

su zato njeni vanjski omotaci sloZenije gradeni u odnosu na eukariotsku stanicu (Jerkovi¢

2014).

Osim stani¢ne membrane, bakterijska stanica ima i stani¢nu stjenku. Stoga je vecina
bakterije morfoloski stabilna, upravo zahvaljujuéi gradi njihove stani¢ne stjenke. Za razliku
od stani¢ne stjenke biljaka 1 gljiva, njihova stjenka ne sadrzi celulozu ni hitin. Osim stjenke,
bakterije mogu posjedovati i dodatne strukture s vanjske strane stani¢nog zida u vidu kapsule

ili sluzavog ovoja — glikokaliksa (Jerkovi¢ 2014).

Stani¢na membrana obavija unutarnji sadrzaj stanice — protoplazmu. U njoj se nalaze
DNA, ribosomi i inkluzije. Bakterijska DNA je dugacka, dvolancana, najce$ce prstenasta
molekula koja nije povezana histonima. DNA je gu$c¢a od okolne citoplazme te je specifi¢no
nazvana nukleoid. Prokarioti su haploidni organizmi, §to znaci da su im svi geni prisutni u

samo jednoj kopiji (Jerkovi¢ 2014).



U stanici bakterija se zapazaju ribosomi, frakcije 70 S. Nerijetko su prisutni u tolikoj
koli¢ini da bakterijskoj stanici daju granuliran izgled. Bakterije pohranjuju rezervne tvari u

vidu nakupina koje se nazivaju inkluzije (Jerkovi¢ 2014).

Prema nacinu ishrane, odnosno ovisno o tome stvaraju li same hranjive tvari ili
uzimaju gotove iz prirode, bakterije se dijele na autotrofe i heterotrofe. Autotrofne bakterije
koriste se fotosintezom ili kemosintezom, a heterotrofne bakterije difuzijom primaju male
otopljene molekule iz okoline. Bakterije mogu biti pokretne i nepokretne, pokrete izvode
pomocu flagela i aksijalnih niti. Osnovni oblici bakterija su kuglasti, Stapicasti i spiralni, no

pojavljuju se i u konc¢astom, zvjezdolikom i pleomorfnom obliku (Jerkovi¢ 2014).

1.2.1.Staniéna stjenka bakterijske stanice

Stani¢na stjenka bakterija je jedinstvena po kemijskom sastavu u zivuéem svijetu jer
sadrzi murein. Ovaj polutvrdi peptidoglikan, okruzuje plazma membranu i Stiti unutarnje
strukture bakterija. Stjenka je esencijalna struktura prokariotske stanice jer daje oblik i
integritet bakteriji, $titi stanicu od mehanic¢kih o$tec¢enja. Osim toga ona sadrzi brojne

antigene, te je jedno od ciljnih mjesta djelovanja antibiotika. (Jerkovi¢ 2014).

Christian Gram (1884) je uveo diferencijalnu tehniku bojenja bakterija i na osnovu
reakcije na bojanje, bakterije se svrstane u gram-—pozitivne i gram-—negativne bakterije.
Stjenka gram—pozitivnih bakterija je relativno debela (15-80 nm), gradena je od velikog sloja
peptidoglikana i kiselog polisaharida teihonske kiseline. Uloge teihonske kiseline ogledaju se
u odrzavanju strukture stjenke, a doprinosi negativnom naboju 1 nosi antigenske determinante.
Gram-negativna stjenka je tanja (10-15 nm), ali kompleksnije gradena u odnosu na gram-
pozitivhu stjenku. Sadrzi tanki sloj peptidoglikana i1 nema teihonske kiseline. Osim
peptidoglikana, gram-negativna stjenka sadrzi dodatnu vanjsku membranu koja zajedno s
plazmom izgraduje periplazmatski prostor. Za gram-negativnu stjenku karakteristi¢ne su dvije
vrsta molekula; lipopolisaharidi u sastavu vanjske membrane i lipoproteini koji povezuju
vanjsku membranu i peptidoglikanski sloj. Vanjska membrana sadrzi enzime koji inaktiviraju
neke antibiotike, primjerice beta-laktamaze i aminoglikozid-fosforilaze. Takoder, neke gram-
negativne bakterije se Stite od djelovanja beta-laktamskih antibiotika tako §to akumuliraju

beta-laktamazu u svom periplazmatskom prostoru (Jerkovi¢ 2014). Samim time, gram-



negativne bakterije su manje osjetljive na antibiotike, jer njihova grada predstavlja svojevrsnu

barijeru za ulazak antibiotika.

1.3. Patogenost bakterija

Ljudski organizam je staniSte brojnim mikroorganizmima od kojih je vecina
bezopasna. Samo manji broj tih organizama ¢ine patogene bakterije. Patogenost je genski
determinirano svojstvo koje predstavlja sposobnost jednog organizma da izazove bolest. Od
svih poznatih vrsta bakterija, njih nekoliko stotina mogu izazvati oboljenja ljudi (Andrasevié¢
2014). Prema svojoj patogenosti, dijelimo ih na primarno patogene, uvjetno patogene i
nepatogene bakterije. Primarno patogene bakterije imaju sposobnost da izazovu infekciju i
bolest kod osoba s ouvanim imunosnim sustavom. Uvjetno patogene bakterije su uzro¢nici
infekcija kod imunokompromitiranih osoba. Takve bakterije su naj¢eS¢e prisutne na kozi i
sluznicama kao dio normalne fizioloske mikrobiote, a promjenom mjesta kolonizacije ili
prodorom u anatomske regije organizma koje su primarno sterilne, izazivaju ostecenje tkiva i
pojavu bolesti. Normalna mikrobiota je izuzetno znacajna za organizam i narusavanje njene
ravnoteze tijekom dugotrajne uporabe antibiotika moze dovesti do prekomjernog

umnozavanja nekih uvjetno patogenih bakterija (Jerkovi¢ 2014).

Virulencija predstavlja stupanj patogenosti i odredena je invazivnoscu, infektivnoscu 1
patogenim potencijalom. Unutar jedne iste vrste postoje razli¢iti sojevi bakterija koji imaju
razliit stupanj virulencije. Faktori bakterijske virulencije svrstani su u dvije osnovne skupine;
strukture bakterijske stanice (peptidoglikan, kapsula) i vanjski proizvodi bakterijske stanice

(toksini 1 enzimi) (Jerkovi¢ 2014).

14. Klinicki znacajne, viSestruko otporne bakterije

Usporedbom velikog broja saprofitskih vrsta, mali je broj bakterija koje uzrokuju
razne bolesti, no lijeCenje bakterijske infekcije postaje sve oteZanije obzirom na brzinu
razvijanja novih mehanizama otpornosti na antimikrobne agense. lzlaganjem antibioticima,
mali broj bakterija mutira 1 postaje otporno na isti antibiotik. Neracionalnim koriStenjem
antibiotika, bakterije su u visokim postotcima postale otporne na razne antibiotike te za neke
teSke infekcije postoji oskudan izbor antibiotika. Klini¢ki znacajni patogeni su uzrocnici
bolnickih epidemija, a sporadi¢no se pojavljuju i kao uzro€nici akutnih, izvanbolnickih
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infekcija (Hrenovi¢ i sur. 2017). Uspjeh takvih patogenih bakterija tumaci se brzim razvojem
otpornosti na razliCite antibiotike i moguénos¢u prezivljavanja u nepovoljnim okoliSnim
uvjetima izvan covjeka ili zivotinja. Osim Siroke steCene otpornosti na antibiotike, klinicki
znaCajne bakterije pokazuju visok potencijal za izazivanje infekcije i Sirenje s Covjeka na

covjeka.

Faktori virulencije imaju vaznu ulogu u patogenezi bakterijske infekcije. Vecina
bakterija posjeduje viSe faktora virulencije 1 svaki od njih ima ulogu u razli¢itim stadijima
bolesti. Najces¢i faktori virulencije koji se pojavljuju kod klinicki znacajnih bakterija su
fimbrije, kapsula i sluzavi omotac, razliciti proteini koji pokrivaju povr$inu bakterija i time

sprjeCavaju opsonizaciju i fagocitozu te bakterijski egzotoksini i endotoksini.

Visestruka otpornost na antibiotike (multidrug-resistance; MDR) definira se kao
otpornost na tri ili viSe reprezentativnih antibiotika razli¢itih klasa. Ova otpornost obuhvaca
niz mehanizama, koji se pojedina¢no mogu razluciti na razini genoma. Tako pojedini sojevi
iste vrste pokazuju velike medusobne razlike genske strukture, Sto je rezultat izrazite
geneticke plasti¢nosti viSestruko otpornih bakterija (Poirel i sur.,, 2011). Kod lijecenja
infekcija uzrokovanih viSestruko otpornim bakterijama, jako bitno je uskladiti antibiotsku
terapiju s rezultatima antibiograma, ali uspjeS$no kontroliranje klini¢kih infekcija izazvanim

ovakvim uzro¢nicima uvelike ovisi 0 osobnoj odgovornosti zdravstvenih radnika.

Najpoznatija klinicki znacajna bakterija je viSestruko otporni Staphylococcus aureus.
Ubrzano se poceo $iriti krajem proslog stolje¢a i do danas je postao dominantni stafilokok u
mnogim bolnicama. Sljedece bakterije su, nakon zlatnog stafilokoka, vodec¢i patogeni 21.
stolje¢a, zajedniC¢ko im je da pripadaju gram-negativnoj skupini bakterija, obi¢no imaju
nekoliko mehanizama otpornosti na antibiotike, od kojih su najznacajniji smanjenje
koncentracije antibiotika u stanici (uslijed oteZanog ulaska ili aktivnog izbacivanja antibiotika
iz stanice), promjena ciljnog mjesta djelovanja antibiotika i inaktivacija antibiotika prirodnim

ili steCenim bakterijskim enzimima.

- Acinetobacter baumannnii — bakterija iz roda Acinetobacter, aerobna, inkapsulirana
i nepokretljiva, oksidaza negativna, katalaza pozitivna, ne reducira nitrate i ne raste
anaerobno. Rod Acinetobacter ima mali broj faktora virulencije i nema citotoksine, pa se
bakterije ponaSaju kao oportunisti. Ova bakterija kapsulom inhibira fagocitozu, raste pri
nizem pH, kao i na suhim povr§inama (Uzunovi¢ 2009). Acinetobacter baumannii je Cesta

kod imunokompromitiranih osoba, naroCito kod pacijenata koji imaju produZeni bolnicki



boravak (>90 dana). lako se po definiciji smatra oportunistickim patogenom i povezuje s

infekcijama u bolnic¢kom okruzenju, sve je veca ucestalost infekcija vanbolnicke populacije.

- Citrobacter freundii je bakterija klasificirana u porodicu Enterobacteriaceae, gram-
negativna, nepravilno rasporedena u polju i mikroskopski se tesko razlikuje od ostalih vrsta iz
porodice Enterobacteriaceae. Vrste roda Citrobacter su citrat-pozitivne, ne fermentiraju
laktozu i pokretne. Faktori virulencije su endotoksini i lipopolisaharidna kapsula (Kaleni¢ i
sur. 2013) 1 uvjetni je patogen, jer moze dugo obitavati u domacinu, ne izazivaju¢i bilo kakve
patoloske promjene. Tek pod odredenim uvjetima i kod osoba sa slabijim imunosnim
sustavom izaziva infekcije, no zbog brze prilagodbe i mutacije gena, vrlo brzo postaje otporna
na antibiotike.

- Enterobacter sakazakii — mala stapicasta bakterija koja nerijetko formira lance.
Pokretna je vrsta i posjeduje peritrinne flagele. Nesporogene su i fakultativni anaerobi.
Obzirom da imaju minimalne i1 jednostavne prehrambene potrebe, rastu na razli¢itim
jednostavnim hranjivim podlogama. Oksidaza su negativni i to ih razlikuje od drugih gram-
negativnih Stapicastih vrsta. Enterobacter sakazakii je oportunisticki patogen, a osnovni
faktori patogenosti su kolonizacija, invazivnost kroz epitel sluznice i endotoksini (Kaleni¢ i
sur. 2013). Enterobakterija je Siroko rasprostranjena bakterija u prirodi, dio je normalne flore
probavnog sustava i ¢ovjeka. Primarne infekcije uzrokovane ovim patogenom najéesce su kod
novorodencadi, imunokompromitiranih osoba i bolesnika nakon dijagnosticko-terapijskih
zahvata.

- Escherichia coli je gram-negativna, Stapicasta bakterija, fakultativni anaerob, ne
formira spore, pokrece se pomocu peritrihijalnih flagela i moze stvarati kapsulu. Escherichia
coli raste dobro i na obi¢nim i selektivnim hranjivim podlogama (Uzunovi¢ 2009). Posjeduje
brojne faktore virulencije koje su zajednicke svim c¢lanovima porodice Enterobacteriacae
(endotoksin, kapsula). Ova bakterija je stanovnik crijeva ljudi 1 Zivotinja. Putem stolice ljudi i
izmeta zivotinja, dospijeva u vanjsku okolinu, zbog ¢ega se E. coli dokazuje u vodi kao
element fekalnog zagadenja. Escherichia coli je najces¢a gram-negativna bakterija koja se
izolira u bolesnika sa sepsom, uzrokuje viSe od 80% infekcija mokra¢nog sustava te brojne

bolnicke infekcije.

- Klebsiella pneumoniae pripada obitelji Enterobacteriaceae, nepokretna, fakultativno
anaerobna bakterija koja fermentira laktozu. Dio je normalne flore probavnog sustava ¢ovjeka
i zivotinja, no moze Zivjeti slobodno u prirodi. Cesta je na koZi i sluznici nazofarinksa.
Polisaharidna kapsula organizma je najvazniji faktor virulencije i omogucuje bakterijama da
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izbjegnu uniStavanje od strane antibiotika (Uzunovi¢ 2009). Uzro¢nik je infekcija kod

pacijenata koji duze borave u bolnicama i kod imunokompromitiranih osoba.

- Proteus mirabilis je fakultativno anaerobna, bakterija koja ne fermentira laktozu,
fermentativno aktivna Stapicasta bakterija iz porodice Enterobacteriaceae koja je znacajan
uzro¢nik bolni¢kih i izvanbolnic¢kih infekcija. Proteus mirabilis moze se na¢i u razli¢itim
okruzenjima, ukljucujuéi tlo, izvore vode 1 kanalizaciju, ali je pretezno prisutan u
gastrointestinalnom traktu ljudi i Zivotinja (Kaleni¢, 2000). Budu¢i da ima jako dobre
razvijene mehanizme otpornosti na antibiotike, infekcija uzrokovana ovim patogenom se lijeci
kombiniranom antibiotskom terapijom. Najée$¢a infekcija koju ovaj patogen uzrokuje jest
infekcija mokra¢nog sustava. Proteus mirabilis stvara veliku koli¢inu ureaze koja cijepa ureju
na ugljikov dioksid i amonijak, te na taj na¢in podize pH vrijednost urina $to omogucava
formiranje bubreznih kamenaca. Ovakva infekcija je wuobifajena kod dugotrajno

kateteriziranih pacijenata (Kaleni¢ 2000).

- Providentia rettgeri - vrste roda Providentia su fakultativni anaerobi Kkoji ne
fermentiraju laktozu. Ova bakterija ima peritrihijalno rasporedene flagele, raste i razmnozava
se na jednostavnim hranljivim podlogama. Oportunisti¢ki je patogen. Kod dojencadi i djece
mladeg uzrasta izazivaju enterokolitise, a kod odraslih osoba su ¢esto uzro¢nik oboljenja
urogenitalnog trakta. Cesti sludajevi viSestruke otpornosti na antibiotike i kemoterapeutike
predstavljaju veliki problem u lije¢enju infektivnih oboljenja izazvanih ovom bakterijom
(Rogers 2017).

- Pseudomonas aeruginosa je tipski predstavnik roda Psuedomonas i niza drugih
vrsta. Vrste roda Pseudomonas su strogi aerobi i koriste kisik kao krajnji akceptor elektrona.
Pseudomonas aeruginosa je pokretna bakterija zahvaljujuc¢i polarnim flagelama (politrihe).
Nesporogena je, pravilna ili blago zakrivljena, u reakciji katalaze i oksidaze je pozitivna. Ne
fermentira ugljikohidrate, ali oksidativno moZe razgraditi glukozu i ksilozu (Uzunovi¢ 2009).
Pseudomonas aeruginosa ima broje faktore virulencije, ukljucujuéi strukturne dijelove,
toksine 1 enzime. Polisaharidna kapsula sudjeluje u adheziji, §titi od fagocitoze, antitijela i
antibiotika. U zdravom ljudskom organizmu Ps. aeruginosa je rijetko sastavni dio fizioloske
flore, i to gastrointestinaln og trakta (2-20% osoba). Medutim, invazivan je i toksi¢an

oportunisti¢ki patogen i naj¢es¢i uzrocnik bolnickih infekcija (Uzunovi¢ 2009).



1.5. Klase antibiotika i mehanizmi otpornosti na njih

Poznato je da neke gljive i bakterije lu¢e tvari koje aktivno djeluju protiv drugih
mikroorganizama, takvo negativno djelovanje jednih mikroorganizama na druge naziva se
antibioza. Ovakvu je pojavu je opazio engleski mikrobiolog A. Fleming i on se smatra
zaCetnikom antimikrobne terapije jer je pronalaskom penicilina 1928. godine otvoreno novo

poglavlje u mikrobiologiji.

Antibiotici koji su u uporabi pri lije¢enju infekcija su kemijske tvari koje inhibitorno
djeluju na rast uzro¢nika infekcija. Danas je poznat velik broj antibiotika, od kojih svega oko
stotinu ima klini¢ku primjenu. Antibiotici se kategoriziraju prema njihovoj kemijskoj strukturi

(tablica 1) na B-laktame, tetracikline, klofamfenikole, polimiksine i aminglikozide.

U p-laktame se ubrajaju derivati penicilina, cefemi (cefalosporini i cefamicini),
monobaktami i karbapenemi. Neke od dostupnih p-laktamskih antibiotika prirodno
sintetiziraju  odredeni mikroorganizmi. Primjerice, penicilin sintetizira Penicillum
chrisogenum, dok rod Acremonium sintetizira cefalosporine. Vec¢ina f-laktamskih antibiotika
djeluje na nacin da inhibira biosintezu stani¢ne stjenke na razini esencijalnih enzima
biosinteze peptidoglikana (Kong i sur., 2010). Ciljna mjesta djelovanja pB-laktamskin
antibiotika su enzimi usidreni u stanicnu membranu, koji sudjeluju u posljednjoj fazi
biosinteze peptidoglikana. Bakterije se Stite od djelovanja beta-laktamskih antibiotika tako $to
akumuliraju beta-laktamazu u svom periplazmatskom prostoru, no neke vrste kao A.
baumannii svoju otpornost temelje na djelovanju inhibiraju¢ih enzima koji se nalaze

integrirani u membrani. (Zeng i sur. 2013).

Tetraciklini su klasa antibiotika otkriveni 1940. godine. Prirodni tetraciklin
proizvodi bakterija roda Streptomyces. Mehanizam djelovanja tetraciklina ukljucuje inhibiciju
sinteze proteina tako S§to se veze za bakterijske ribosome i prije¢i translaciju proteina u
bakterijskoj stanici. Ovoj skupini antibiotika pripada doksiciklin, metaciklin i mikociklin (Li i
sur., 2012). Sli¢an nacin djelovanja ima i antibiotik kloramfenikol, medutim njegova je
uporaba klini¢ki smanjena zbog toksi¢nog djelovanja na kostanu srz. Bakterijama, primjerice,
otpornost na tetracikline omogucuju membranske crpke, koje izbacuju tetracikline iz stanice.
Nadalje, postoje proteini, homologni elongacijskim faktorima, koji sudjeluju u zastiti
ribosoma od vezanja tetraciklina. Primjer ovakvih proteina je TetM (Li i sur., 2012). Ovakav

nacin obrane od antibiotika razvijen je kod bakterije En. sakazakii i A. baumanii.

9


https://hr.wikipedia.org/wiki/Rod_(taksonomija)

Polimiksini djeluju na na¢in da naru$ava negativan naboj s vanjske strane membrane
gram-negativnih bakterija. Polimiksin B i kolistin (polimiksin E) koriste se kao posljednji
pokusaj tretiranja visoko otpornih gram-negativnih bakterijskih patogena. Radi se o pozitivno
nabijenim peptidima koji elektrostatski vezu negativno nabijen lipid A, sastavnicu
lipopolisaharida, Sto rezultira naruSavanjem vanjske i unutarnje membrane (Olaitan 1 sur.,
2014). Najpoznatiji mehanizam kojim bakterije odrzavaju otpornost na ove antibiotike jest
tako postizu redukciju negativnog naboja proteina s vanjske strane membrane modificiranjem

lipida A, esencijalne komponente bakterijskog lipopolisaharida (Li i sur., 2012).

Aminoglikozidi su baktericidi $irokog spektra — djeluju na veéinu klini¢ki izoliranih
patogena i oportunistickih patogena. Veéinu aminoglikozida prirodno sintetiziraju odredeni
mikroorganizmi ili se radi o polu-sintetickim derivatima prirodnih spojeva. Ovi antibioticCi
inhibiraju rast bakterija u dva koraka — unosom antibiotika u stanicu te vezanjem na ribosom.
Primjenjuju se u stacionarnoj fazi rasta bakterija. Glavni mehanizam otpornosti na
aminoglikozide kod gram-negativnih bakterija je enzimska modifikacija amino i hidroksilnih
skupina aminoglikozida, ¢ime se reducira ili potpuno onemogucuje njegovo vezanje na

ribosom (Zeng i sur., 2013).

Tablica 1. Mehanizmi djelovanja osnovnih klasa antibiotika

Antibiotik Mehanizam djelovanja
B-laktam inhibicija sinteze stani¢ne stjenke
Tetraciklin

Kloramfenikol inhibicija biosinteze proteina

Polimiksin oStecenje plazma membrane bakterija

Aminoglikozid inhibicija biosinteze proteina

Bakterije mogu ste¢i otpornost de novo mutacijom ili razmjenom gena otpornosti iz
drugih organizama. Stjecanje novog genskog materijala od bakterija osjetljivin na
antimikrobne tvari iz otpornih sojeva bakterija moze se dogoditi putem konjugacije,
transformacije ili transdukcije s transpozonima koji ¢esto olakSavaju ugradnju visestrukih

gena otpornosti u genom domacina (Tenover 2006).
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Vrlo je dobro dokumentirano u brojnim radovima da je otpornost bakterija na
antibiotike vrlo razli¢ita u razli¢itim podruc¢jima svijeta; nadalje, u razli¢itim dijelovima jedne
zemlje, te napokon, na razli¢itim odjelima jedne te iste bolnice (Tripkovic¢ i sur. 1998, White i
sur. 2000, Kaleni¢ 2000). Stoga, bez obzira na poznavanje opcenitih trendova, na svakom
odjelu, u svakoj bolnici, u svakom dijelu neke zemlje, treba poznavati lokalne otpornosti

pojedinih bakterijskih vrsta na antibiotike koji se upotrebljavaju na tom podrucju.

1.6. Postupci testiranja bakterija na djelovanje antibiotika

Osjetljivost bakterija na antibiotike moZe se testirati na dva nacina; postupkom dilucije

— razrjedenja i postupkom difuzije — Kirby Bauerov disk test (Jerkovié i sur. 2014).

U postupku razrjedenja, epruvete se inokuliraju sterilnom tekuc¢om podlogom koje
sadrze nisku koncentraciju odabranog antibiotika sa standardnom koncentracijom testirane
bakterije. Nakon 24 sata inkubacije, odreduje se inhibiraju¢a koncentracija antibiotika,
odnosno to je epruveta s najnizom koncentracijom antibiotika u kojoj nema vidljivog porasta

bakterije (Jerkovi€ i sur. 2014).

Kirby Bauerov disk test se obavlja tako $to se na odgovarajucu &vrstu podlogu
Stapicastim brisom nanese inokulirana tekuc¢ina koji sadrzi testiranu bakteriju. Nakon §to se
inokulirana tekucina apsorbira u podlogu sterilnom pincetom na povrsSinu podloge se stavljaju
diskovi impregnirani antibiotikom. Nakon inkubacije, djelotvornost antibiotika se ocituje kao
vidljiva zona inhibicije rasta, odnosno prozirna zona oko diska. Zona inhibicije se mjeri
milimetarskim papirom te se izmjerene vrijednosti usporeduju s vrijednostima datim od strane

proizvodaca za svaki antibiotik (Jerkovi¢ i sur. 2014).
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1.7. Definicija i vrste meda

Prema Pravilniku o medu ,med je sladak, gust, viskozan, teku¢ ili kristaliziran
proizvod $to ga medonosne péele (lat. Apis mellifera) proizvode od nektara medonoshih
biljaka, sekreta zivih dijelova biljaka ili izlu¢evina kukaca koji siSu na zivim dijelovima
biljaka, koji pcele sakupljaju, dodaju mu vlastite specificne tvari, izdvajaju vodu i odlazu u
stanice saca do sazrijevanja” (Pravilnik o medu Narodne novine: Zagreb, 2009).

Dok naziv "uniflorni med” sluzi za opis meda koji potjeCe dominantno od nektara (ili
medne rose) jedne biljne vrste, postoje 1 medovi koji potjeCu od mjeSavine nektara vise
razli¢itih biljnih vrsta i kao takvi se nazivaju “multiflorni medovi” (Persano i sur. 2004,
Malacalza i sur. 2005).

Kada se govori o podrijetlu meda, prije svega se misli na njegovo botanicko podrijetlo,
tj. na podrijetlo nektara ili medne rose, koje pcele svojom aktivnos¢u prerade u med. Nektar je
Secerna otopina koja potjece od biljnih sokova visih biljaka, iz cvijeta (floralni) ili pak kao
sekret posebnih biljnih organa za lucenje nektara, nektarija. Biljke luce nektar kako bi
privukle kukce, a oni izvr$ili oprasivanje prilikom pristupa nektaru. Drugi izvor meda, mednu
rosu, luce parazitski kukci koji za svoj metabolizam, stiletima smjeStenim u rostrumu
(specijalni usni aparat) buSe ili zarezuju zile listova, odnosno stabljika i1 hrane se uglavnom
bjelanc¢evinama sadrzanim u biljnim sokovima koje siSu. Po iskoriStenju proteinske duSi¢ne
komponente za vlastite metabolicke procese, mednu rosu, vodenu otopinu bogatu Secerima,
paraziti izbacuju iz organizma. Ona pada po biljkama i tlu, a pcele je, uz druge zainteresirane
kukce, sakupljaju 1 preraduju u med (Faria 1 sur. 2008). Nakon Sto pcela unese nektar ili
mednu rosu usnim aparatom, ona se apsorbira u mednom mjehuru pcéele, gdje mu on dodaje
vlastite enzime. Takva otopina prebacuje se u kos$nice, gdje pcele svojom aktivnoscu utjecu na

isparavanje viska vlage te ga deponiraju u sace da sazrije prije uporabe (Sabatini i sur. 2009).

1.8. Sastav i nutritivna svojstva meda

Med je namirnica koja je dominantno sastavljena od razli¢itih Secera i vode. Kada se
izuzme sadrzaj vode (u pravilu 15 — 20%), ugljikohidrati ¢ine 95 do 99% suhe tvari meda;
uglavnom su to jednostavni Seceri, fruktoza i glukoza (85 — 95% ukupnih Seéera) uz nekoliko
drugih monosaharida. Ve¢inom je nesto vise fruktoze u odnosu na glukozu, a posebice je ta
razlika izraZenija kod tzv. cvjetnih (nektarnih) vrsta meda u odnosu na medune, odnosno
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medljikovce. Odredeni sadrzaj kompleksnih Secera takoder je prisutan i to su uglavnom
disaharidi, saharoza, maltoza i izomaltoza, te nekoliko trisaharida i oligosaharida, kako je
prikazano u tablici 2. Prevladavanje jednostavnih Secera u medu uvelike je odgovorno za
vecinu fizickih 1 nutritivnih svojstava meda. Drugi najzastupljeniji sastojak meda je voda i
njezina koli¢ina kreée se od 15% do, zakonski maksimalno dozvoljenih, 20% (Sabatini i sur.
2001). Ostale tvari prisutne u medu uglavnom se ubrajaju u organske kiseline, mineralne
tvari, proteine i slobodne aminokiseline, enzime, vrlo malo u vitamine, hidroksimetilfurfural
(HMF), pigmente tvari, arome — Kiseline, alkohole, ketone, aldehide i sl. Uzimajuéi u obzir
navedeni sastav Secera, jednostavnom racunicom o energetskoj vrijednosti meda, jasno je da
je njegova energetska vrijednost barem 15 do 20% manja (uzimajuéi u obzir i sadrzaj vode) u
odnosu na istu koli¢inu obi¢nog, kristalnog Sec¢era (med — 1338.88 kJ/100 g, saharoza —
1673,3 kJ/100 g) (Bogdanov i sur. 2010).

Tablica 2. Sastav meda (Sabatini i sur. 2001)

Komponenta u medu Prosjecni sadrzaj (%)
Fruktoza 38
Glukoza 31
Saharoza i ostali disaharidi 8
Ostali seceri (a) 2
Voda 17
Ostale tvari (b) 4

(a) Ostali seceri: gentobioza, izomaltoza, maltoza, saharoza, trehaloza, centoza,1-ketoza, erloza i dr.

(b) Ostale tvari: kiseline, minerali, proteini i aminokiseline, enzimi i vitamini, arome, lipidi i esti¢ni elementi.

1.8.1. Antibakterijske komponente u medu

Antibakterijsku aktivnost meda prvi je otkrio van Ketel 1892. godine (Gobin i sur.
2014). Do danas su ulozeni veliki napori da se jasno protumaci antibakterijska aktivnost meda
1 njegov antibakterijski potencijal iskoristi na najbolji moguéi nacin. Medovi opcenito
posjeduju dvije osnovne grupe mehanizama kojima ostvaruju antibakterijsku aktivnost. Prvoj
grupi pripadaju mehanizmi antibakterijske aktivnosti zasnovani na njegovim fizi¢ko-
kemijskim osobinama (osmolarnost, viskoznost, pH vrijednost, odnosno aciditet). Druga

grupa mehanizama antibakterijske aktivnosti meda zasnovana je na kemijskim tvarima koje su
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u njemu prisutne (vodikov peroksid, metilglioksal i antimikrobni peptid pcelinji defensin-1)
(Molan 1992).

Visoka osmolarnost meda - med je u osnovi prezasi¢ena otopina Secera s niskim
aktivitetom vode (aw), Sto znaci da je vrlo malo vode na raspolaganju za rast i razvoj bakterija
i gljiva. Mnoge vrste bakterija rast ¢e samo ako je aktivitet vode (aw) 0,94 — 0,99, dok se
prosjecan aktivitet vode u medu kreée u rasponu od 0,56 do 0,62. Visoka osmolarnost meda
vazna je u kontekstu kvarljivosti, stoga med ubrajamo u slabo kvarljive namirnice (Lusi¢
2011). Cooper i sur. pokazali su da odredene vrste meda ¢ak i u koncentraciji od 2% (V/Vv)
potpuno inhibiraju rast S. aureus, odnosno u koncentraciji od 4% (v/v) inhibiraju rast S.
aureus otpornog na meticilin (methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA). U istoj
studiji minimalna inhibicijska koncentracija (minimal inhibitory concentration, MIC) za sirup,
koji se sastojao od smjese Secera u istoj koncentraciji kao i u medu, iznosila je 30% (v/v) i tek
u navedenoj koncentraciji sirup je inhibirao rast spomenutih mikroorganizama (Cooper i sur.
2002).

Kiselost meda - za antibakterijska svojstva meda djelomic¢no je zasluzna i kiselost
koja pak ovisi o prisutnosti organskih kiselina, prvenstveno glukonske kiseline. pH meda
uglavnom se kre¢e u rasponu od 3,2 do 4,5 1 dovoljno je nizak da djeluje inhibicijski na velik
broj mikroorganizama (Molan 1992). Studije pokazuju da kiselost meda inhibira rast
pojedinih bakterija te je minimalna inhibitorna koncentracija meda za Corynebacterium
diphtheriae porasla sa 4,5% na 10% nakon $to je kiselost meda bila neutralizirana. Zanimljivo
je da je Bacillus cereus pokazao osjetljivost prema parametru kiselosti meda, dok je inhibicija
bakterijskog porasta nestala koriStenjem neutralizacijskog pufera (Molan 2009).

Vodikov peroksid - dokazano je da je vodikov peroksid jedna od najznacajnijih
antimikrobnih komponenti meda. White i sur. uocili su da se antibakterijska aktivnost meda
moze smanjiti ili potpuno ukloniti dodatkom enzima katalaze. Takoder su demonstrirali
izravnu povezanost vodikovog peroksida s antibakterijskim djelovanjem razli¢itih vrsta meda
(White i sur. 1963). Vodikov peroksid u medu nastaje kao rezultat djelovanja enzima glukoza
oksidaze, koju u nektar izlucuje pcela. Produkcija vodikovog peroksida tijekom sazrijevanja
meda sprjecava kvarenje meda (Molan 1992). Dio uzoraka meda nakon neutralizacije
vodikovog peroksida ipak je zadrzao minimalnu antibakterijsku aktivnost (Israili 2014). Na
smanjenje nakupljanja vodikovog peroksida u medu utjeCe inaktivacija enzima glukoza
oksidaze kao posljedica izlaganja meda toplini ili svjetlosti, radi ¢ega dolazi do razgradnje
vodikovog peroksida u medu (Molan 1992). Koncentracija vodikova peroksida u

razrijedenom medu varira od uzorka do uzorka, odnosno ovisi o razli¢itim vrstama meda. To
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se povezuje s botani¢kim izvorom, buduci da neke biljne komponente sastava mogu djelovati
na enzimsku aktivnost koja ¢e rezultirati ili pove¢anjem kolicine ili uniStavanjem vodikova
peroksida (Molan 1992).

Metilglioksal (MGO) - mnogi medovi posjeduju znatnu neperoksidnu antibakterijsku
aktivnost (NPA) (Molan 1992, Allen i sur. 1991). Med manuke (podrijetlom s grma manuke
— lat. Leptospermum scoparium) najdetaljnije je ispitan i u njemu su identificirani mnogi
neperoksidni antimikrobni sastojci. Nedavno je pronadena iznimno visoka razina
antimikrobnog spoja MGO u medu manuke (Mavric 2008). Visoka razina MGO-a u medu
manuke nastaje konverzijom dihidroksiacetona (DHA) prisutnog u izuzetno visokim
koncentracijama u nektaru cvjetova grma L. scoparium (Adams i sur. 2009). MGO je takoder
prisutan i u medovima podrijetlom iz drugih medonosnih biljaka, ali u ispitivanja 106
razli¢itih uzoraka meda koncentracija MGO-a nije presla 24 mg/kg (Mavric 1 sur. 2008,
Kwakman i sur. 2010). Zbog jake korelacije izmedu razine MGO-a i inhibicije rasta S. aureus
pretpostavilo se da je ovaj spoj zasluzan za uocena snazna antibakterijska svojstva meda
manuke. No iako je neutralizacija ovog spoja ponistila antibakterijsku aktivnost protiv S.
aureus, te smanjila antibakterijsku aktivnost protiv B. subtilis, nije utjecala na antibakterijsko
djelovanje protiv E. coli i Ps. aeruginosa (Kwakman i sur. 2011). Stoga MGO zasigurno ne
predstavlja jedinu komponentu sastava odgovornu za neperoksidnu antibakterijsku aktivnost
meda manuke.

Péelinji defensin-1 — identificiran je antimikrobni peptid pcela defensin-1 u
medicinskom medu Revamil® koji je odobren u klini¢koj primjeni (Kwakman i sur. 2010).
Ovaj peptid (poznat 1 pod nazivom rojalisin) prethodno je identificiran u organizmu pcele te u
mati¢noj mlijeci, ali nikada nije bio otkriven u sastavu meda (Klaudiniy 1 sur. 2005). Pcelin;ji
defensin-1 ima snazno djelovanje, ali samo protiv gram-pozitivnih bakterija, ukljucujuci B.
subtilis, S. aureus i Paenibacillus larvae (Kwakman i sur. 2010, Gobin i sur. 2018). Potonja
vrsta uzro¢nik je americke gnjilo¢e pcelinjeg legla, Siroko rasprostranjene i vrlo tvrdokorne
bolesti pcela. Nakon eksperimentalne infekcije s E. coli, u hemilimfi pcela stvaraju se Cetiri
vrste razliCitih antimikrobnih peptida: hemenoptecin, pcéelinji defensin-1, apidaecin i skupina
abaecin peptida. Svaki od tih antimikrobnih peptida ima razliCit spektar antimikrobnog
djelovanja (Kwakman i sur. 2010). Iako je pcelinji defensin-1 relativno lako detektirati u
medicinskom medu Revamil®, u medu manuke nije dokazana njegova prisutnost (Kwakman i
sur. 2011). Prisutnost pcelinjeg defensina-1 u razli¢itim vrstama meda joS nije sustavno

istrazena.
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Od ostalih antimikrobnih tvari prisutnih u medu znacajni su fenolni spojevi, t0 su
spojevi koji potjecu iz biljnog nektara predlozeni su kao vazni ¢imbenici za neperoksidno
antibakterijsko djelovanje meda. Nekoliko antibakterijskih fenolnih spojeva identificirano je u
medu, ali njihov doprinos na ukupnu aktivnost meda za sada ipak ostaje nejasan, s obzirom na
to da je koncentracija pojedinacnih fenola izoliranih iz meda suviSe niska da bi mogla
znacajnije pridonijeti antibakterijskom djelovanju (Molan 1992, Aamer i sur. 2014). Bakterije
i gljive izolirane iz meda takoder mogu biti potencijalni izvor antimikrobnih tvari u medu. U
in vitro pokusima pokazano je da bakterije iz meda produciraju aktivne antimikrobne tvari, ali

jos uvijek se ne zna jesu li one prisutne u medu i u kojoj koncentraciji (Lee i sur. 2008).

1.9. Medonosno bilje

Bagrem (Robinia pseudoacacia L.) potjece iz Sjeverne Amerike odakle je prenesen u
Europu. Cvate, ovisno o nadmorskoj visini, u svibnju i poc¢etkom lipnja. Na jednom mjestu
cvate do 20 dana. Moze dobro mediti, a prinos po kosSnici moze iznositi 15 do ¢ak 50
kilograma meda. Lucenju nektara pogoduje mirno vrijeme i umjerene temperature zraka.
Bagremov med je vrlo svijetao, bistar, ponekad ima zuckastu boju, blagog i ugodnog je
mirisa, sporo kristalizira. Med bagrema je lagan i ukusan i ubraja se u najcjenjenije vrste
meda (Stanimirovic¢ i sur. 2000).

Kadulja (Salvia officinalis L.) je viSegodi$nji drvenasti grm i poslije bagrema je
najvrjednija pcelinja pasa. Kadulja pocinje cvasti koncem travnja i pocetkom svibnja, a
cvatnja u unutrasnjosti i u viSim predjelima zavrSava oko polovice lipnja. Najbolje medi kad
je toplo vrijeme s dosta vlage u zraku. Na medenje negativno utjeCe promjenjivo, kiSno 1
hladno, kao 1 jako suho 1 vjetrovito vrijeme. Kaduljin med je svijetlozute, blago zelenkaste
boje. Ugodnog je do blago gorkog okusa i ima izraziti miris po cvijetu biljke (Stanimirovic¢ i
sur. 2000).

Lipa (Tilia cordata Mill.) raste kao stablasica s velikim, pravilnim, gustim kro$njama.
Cvatovi su pastitasti s Zutim dvospolnim pravilnim cvjetovima, zasticenim pricvjetnim uskim
listovima koji pomazu rasprSivanju plodova na vjetru. Ve¢ih lipovih Suma u naSim
podrucjima je malo te se ve¢inom sade u parkovima i oko naselja. Lipa cvate od kraja svibnja
do sredinje lipnja. Med je blago zut do zelenkast, ugodna i oStra mirisa te se ubraja u

prvoklasne vrste meda (Stanimirovi¢ i sur. 2000).
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Zahvaljuju¢i pc¢elama koje opraSuju razno livadno cvijece, poznat je livadni ili cvjetni
med ¢iji sastav ovisi o geografskom polozaju pasnjaka, ali i o vremenskom ,,ulovu meda®,
odnosno je li rije¢ o jesenjem ili proljetnom pasnjaku.

Osim navedenog bilja, znacajne medonosne biljke na podru¢ju Hrvatske i Bosne i

Hercegovine su amorfa, bijela djetelina, kesten, lavanda, ruzmarin 1 suncokret.
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2. CILJEVI RADA

Cilj ovog rada je dokazati pozitivan utjecaj meda na antibiotsku osjetljivost kod
bakterija kojima je potvrdena viSestruka otpornost na antibiotike. Kako bi se potvrdio
sinergijski ucinak meda i antibiotika usporedivane su promjene inhibicijskih zona antibiotika
prije 1 nakon djelovanja meda na bakterije. Da bi cilj rada bio ostvaren, bilo je potrebno

ostvariti sljedece korake:

- testirati osjetljivosti viSe medicinski znacajnih vrsta gram-negativnih bakterija
(Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sakazakii, Citrobacter
freundii, Proteus mirabilis, Providentia rettgerii, Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli)

na 18 vrsta antibiotika iz razli¢itih skupina,

- odrediti vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije i minimalne baktericidne
uc¢inkovitosti bagremovog, kaduljinog, lipovog i livadnog meda kod navedenih vrsta gram-

negativnih bakterija viSestruko otpornih na antibiotike,

- ponoviti testiranje osjetljivosti na antibiotike za sve navedene vrste bakterija nakon

tretmana medom te usporediti dobivene rezultate prije i nakon tretmana,

- donijeti zakljucke o u¢inku meda na eventualno povecanje osjetljivosti na antibiotike

kod viSestruko otpornih bakterija.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. KoriStene bakterije

Istrazivanje je radeno na sljedec¢im, gram-negativnim, bakterijama: Acinetobacter
baumannii, Citrobacter freundii, Enterobacter sakazaki, Escherichia coli, Klebisella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Providentia rettgeri i Pseudomonas aeruginosa. Bakterije su
klini¢ki izolati razli¢itog porijekla; rana, endotrahealnog tubusa, nosa i urina. Bakterije su
izolirane kod hospitaliziranih pacijenata na razli¢itim odjelima u Opc¢oj bolnici u Travniku,
Kantonalnoj bolnici u Zenici i u Sveucilisnoj klinickoj bolnici u Mostaru, a bakterijski izolati
su pohranjeni u Mikrobioloskom laboratoriju Sluzbe za mikrobiologiju Kantonalne bolnice
Zenica. Kod svih je bakterija, prije ovog istrazivanja, metodom lancane reakcijom
polimerazom detektirani su SHV, TEM, CTX-M, PER i AmpC B-latkamaza, ¢ime je utvrdena
visestruka otpornost na antibiotike. Molekularna karakterizacija je radena u Laboratoriju za

molekularnu biologiju, KBC-a Rebro, Zagreb.

3.1.1. Kultiviranje bakterija

Bakterije su ¢uvane pri -80°C u glicerolnom bujonu (glicerol 10%), a za eksperiment,
odmrznute su na sobnoj temperaturi. Nakon odmrzavanja klini¢ki materijal je inokuliran na
krvni (5%) Columbia agar base i McConkeyev agar (Oxoid, Basingstoke, UK), koji je
inkubiran preko no¢i u termostatu pri 37°C. Gram-negativni izolati su potvrdeni standardnim
mikrobioloSkim metodama, a biokemijskim testovima je odredena njihova pripadnost

odredenoj vrsti.
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3.2. KoriSteni uzorci meda

Uzorci koristenih medova, prikupljeni su kod pcelara, s podru¢ja srednje Bosne i
Hercegovine, zeni¢ko-dobojske zupanije. Cuvani su u sterilnim posudama, na tamnom pri
8°C. Vrste uzoraka meda koriStenih u ovom istrazivanju su: bagremov, kaduljin, lipov i
livadski. Odabrani su zbog toga S§to su najviSe upotrebljavani u prehrani na ovom
geografskom podrucju. Prije nego su bili upotrijebljeni u eksperimentu, svaka vrste meda je
odvagano 1,200 mg i nakon toga je razmazana na hranjivoj podlozi (Oxoid, Basingstoke, UK)

te inkubirana 24 sata, pri 37°C kako bi se potvrdila odsutnost bilo kakvih bakterija u medu.

Kao negativna kontrola koriSten je umjetni med koji je gotovo istovjetan medu po
sastavu Secera. To je nuzno buduci da osnovni sastojci SeCera interferiraju u pojedinim
testovima mogu dati lazno pozitivne, odnosno, lazno negativne rezultate. Umjetni med je
pripravljen otapanjem saharoze (1,5 g), maltoze (7,5 g), fruktoze (40,5 g) i glukoze (33,5 g) u
17 ml deionizirane, sterilne vode (Cooper i sur. 2002). Nakon $to se dovoljno zgusnuo,

ostavljen je na hladenje, u sterilnoj posudi na tamnom, pri §°C

3.3. KoriSteni antibiotici

Na pocetku istrazivanja je odredena osjetljivost navedenih bakterija na antimikrobne
lijekove. Antimikrobna osjetljivost/otpornost testirana je disk-difuzijskom metodom (Kirby-
Bauer) na Mueler-Hinton agaru (MHA) (National Committee for Clinical Laboratory
Standards, 2002) u skladu sa standarnim protokolom CLSI iz 2010. (Clinical and Laboratory
Standards Institute). Kao pozitivni kontrolni izolati koriSteni su visestruko otporni sojevi
bakterija kojima su utvrdeni geni odgovorni za proizvodnju beta-laktamaza prosirenog spektra
dijelovanja (eng. Extended spectrum beta lactamases - ESBLs): Klebsiella spp. — KPC
otporna na karbapanem, sojevi bakterija Klebsiella spp. koji proizvode oksacilinazu (OXA —
48 i OXA — 24) te Proteus mirabilis AmpC koji proizvodi beta-lakatamazu. Kao negativna
kontrola, koriSten je osjetljivi soj bakterije E. coli ATCC 25922. Kod navedenih izolata
testirana je osjetljivost na 18 antibiotika (Becton, Dickinson and Company, USA) iz razli¢itih
skupina prikazanih u tablici 3: aminoglikozidi, penicilini, fluorokinoli, cefalosporini i

karbapenemi.
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Tablica 3. Popis koristenih antibiotika s naznacenom kolicinom i njihova pripadnost skupini
antibiotika

SKUPINA ANTIBIOTIKA

B LAKTAMI

AMINOGLI-
KOZIDI

FLUORO-
KINOLI

SULFONAMIDI
|
TRIMETOPRIM

DERIVATI
NITROFURANA

cefalosporin

karbapanem

penicilin

gentamicin
(10 pg)

ciprofloksac
in (10 pg)

sulfometoksazol/tr
imetoprim
(1,25/23,75 pg)

nitrofurantoin
(30 pg)

Cefaleksin
(30 pg)

meropenem
(10 pg)

amoksicilin/

klavulanska
kiselina

(20/10 pg)

amikacin
(30 pg)

Cefuroksim
(30 ng)

imipenem
(10 pg)

Ceftazidim
(30 pg)
Cefepim
(30 pg)

Ceftriakson
(30 pg)

Cefotaksim
(30 pg)

Cefpodoksim
(10 pg)
Cefiksim
(5 ng)

3.4. Odredivanje antibakterijske osjetljivosti/otpornosti bakterija na

antibiotike

Osjetljivost na antibiotike odredili smo difuzijskom metodom — Kirby Bauerov disk
test. Metoda se zasniva na principu difuzije antibiotika kroz ¢vrstu hranjivu podlogu (Mueller-
Hinton agar, Oxoid, Basingstoke, UK), koju smo prethodno, uz pomo¢ etalera (Copan,
Italija), inokulirali teku¢inom koja sadrzi ispitivanu bakterijsku kulturu koja je prenocila
nakon Kkultiviranja u termostatu. Gusto¢u bakterijskih suspenzija odredili smo prema
McFarlandovom standardu ¢iji je princip usporedivanje sa suspenzijom poznatog zamucenja,
a koja se nalazi u ampuli jednakog promjera. Uporaba McFarland standarda je neophodna pri
standardizaciji mikrobioloskih metoda. U ovom istrazivanju smo koristili Standard 0.5 kod

kojeg koncentracija bakterija iznosi 150 x 106 /mL Nakon S§to je podloga apsorbirala
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inokuliranu tekuéinu, sterilnom pincetom na povrSinu podloge stavili smo papirnati disk
natopljen standardiziranom koli¢inom testiranog antibiotika (slika 1). Tako pripravljenu
podlogu, postavili smo u inkubator (Selecta, Spanjolska) na temperaturu od 37°C tijekom 24
sata. Tijekom inkubacije, antibiotik iz diska difundira u podlogu, te smo njegovu
djelotvornost uocili kao izostanak rasta bakterije oko diska — prozirnu zonu inhibicije.
Ukoliko antibiotik nije ucinkovit, odnosno ako je ispitivana bakterija otporna na testirani
antibiotik, rast ispitivane bakterije je vidljiv potpuno oko diska-antibiotika, bez ikakve zone
izostanka rasta, odnosno inhibicijske zone. Inhibicijska zona mjerena je u milimetrima uz

pomo¢ milimetarskog papira.

Slika 1. Odredivanje antibakterijske osjetljivosti/otpornosti bakterije Enterobacter sakazakii na
antibiotike

3.5. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije

Minimalna inhibitorna koncentracija (minimum inhibitory concentration, MIC)
definirana je kao najniZa koncentracija antimikrobnog agensa koja ¢e sprijeciti vidljiv rast

mikroorganizama nakon inkubacije (Andrews 2001) i1 izrazava se u mg/ml.

Ove vrijednosti odredene su metodom razrjedivanja u skladu s protokolom Europskog
odbora za ispitivanje antimikrobne osjetljivosti (EUCAST, The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing ).

Za odredivanje vrijednosti MIC, najprije smo uz pomo¢ analiticke digitalne vage
(Sartorius, Njemacka) odvagali 3,2 mg uzorka ispitivanog meda. Nakon toga, koristili smo
Sest, brojevima oznacenih, sterilnih epruveta. U epruvete smo pipetom (Eppendorf,

Njemacka) prenijeli 2 ml hranjivog bojana — peptonske vode (Oxoid, Basingstoke, UK) kako
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bismo pripravili dvostruko serijsko razrjedenje meda. Dvostruko serijsko razrjedenje
pripravljeno je tako S$to smo pipetom prenosili 1 ml sadrzaja iz epruvete 1 u epruvetu 2, zatim
iz epruvete 2 u epruvetu 3 itd. Postupak smo ponavljali sve dok nismo dobili kona¢ne
koncentracije ispitivane vrste meda krenuvsi od epruvete 1; 0.8 mg/ml, epruvete 2; 0.4
mg/ml, epruvete 3; 0.2 mg/ml, epruvete 4; 0.1 mg/ml, epruvete 5; 0.05 mg/ml i epruvete 6;
0.025 mg/ml. Nakon svakog prijenosa pipetom, zatvorenu epruvetu mijesali smo na vrtloznoj
mijealici (Vortex-Vib, Selecta, Spanjolska) 5 - 10 sekundi, radi homogenizacije sadrzaja.
Pomocu pipete u svaku epruvetu dodali smo 50 pl ispitivanih bakterija (slika 2). Epruvete s
bakterijskim kulturama inkubirali smo pri 37°C tijekom 24 sata. Najvece razrjedenje
ispitivanog meda koji sprjeCava rast (epruveta u kojoj nema zamucenja, sadrzaj je bistar)

smatrano je MIC vrijednos¢u tog meda protiv ispitivane bakterijske vrste (EUCAST).

l | ISPITIVAMNA BAKTERLIA

cEmg/ml  0amz'ml C2mgiml 01mgml 205meml  0,25mgiml

24ah, 37T

SV

MIC

Slika 2. Odredivanje vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije metodom razrjedenja

3.6. Odredivanje minimalne baktericidne koncentracije

Vrijednost minimalne baktericidne koncentracije (minimal bactericidal concentration,
MBC) je ona koncentracija antimikrobne tvari (meda) koja ¢e sprijeciti rast organizma nakon
kultiviranja na ¢vrstu hranjivu podlogu bez antibiotika (Andrews 2001) i takoder se izraZzava u
mg/ml. Prema pravilu, MBC je veca ili jednaka od vrijednosti MIC.

Nakon §to smo odredili MIC vrijednost, iz epruveta u kojima nije bilo vidljivog znaka
rasta bakterija, sterilnom ezom, inokulirali smo svaki uzorak na ¢vrstu hranjivu podlogu.

Uzorke smo ostavili na inkubaciju 24 sata pri 37°C (slika 3). Nakon inkubacije, ¢vrsta
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hranjiva podloga (krvni — hranjivi agar, Oxoid, Basingstoke, UK), s najmanjom
koncentracijom meda, na kojem nije bilo rasta bakterije, smatrana je MBC vrijednoséu
ispitivanog meda u odnosu na ispitanu bakterijsku vrstu (EUCAST).

Vrijednosti MIC i MBC odredene su za svaku bakterijsku vrstu tretiranu svakim od

navedenih uzoraka meda.

cEmg/ml  Damz/ml  o2mrgiml 01mgml 0.05mgfml 025 mgdml

T

0.8 mgSml

/ MEC=0,4 mg/ml

_—/

KRUTA PONIOMGA

Slika 3. Odredivanje vrijednosti minimalne baktericidne vrijednosti

3.7. Odredivanje antibakterijske osjetljivosti/otpornosti bakterija na

antibiotike nakon tretmana medom

Nakon §to su odredene vrijednosti minimalne inhibitorne 1 baktericidne koncentracije
meda, izrasle kolonije s krutog medija, na kojem su odredene vrijednosti minimalne
baktericidne koncentracije, sterilnom ezom smo prenijeli u epruvetu s fizioloSkom otopinom.
Potom smo epruvetu sa sadrzajem mjeSali kako bismo dobili homogeniziranu smjesu |
sterilnim etalerom inokulirali svjeze sterilne hranjive Mueller Hinton podloge te je ispitivani
uzorak bakterije ponovno podvrgnut testu osjetljivost na antibiotike prema protokolu
opisanom u poglavlju 6.4. postupak smo ponovili za svaku ispitivanu bakteriju koje su

prethodno tretirane testiranim vrstama meda.
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3.8. Statisticka analiza rezultata

Dobivene podatke iz odredivanja vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne
bakericidne koncentracije obradili smo pomocu Studentova T-testa, a rezultate mjerenja
inhibitornih zona, kod ispitivanja osjetljivosti bakterija na antibiotike, analizirali smo

statistickom analizom ANOVA.

3.8.1. Studentov T-test

Razlike izmedu testiranih uzoraka meda, obzirom na dobivene vrijednosti MIC i
MBC, statisti¢ki su analizirani uz pomo¢ Studentova T-testa. Podaci su uneseni u Microsoft

Excel® 2010, a p-vrijednost < 0,05 smatra se statisticki znaajnom.

3.8.2. Analiza ANOVA

Obrada podataka je uradena pomocu statistickog programa SPSS. Za ocjenu
znacajnosti dobivenih rezultata postavljena je razina znacajnosti 0.05. Dobivenim rezultatima

analizirana je varijanca uz pomo¢ jednosmjernog ANOVA testa i post-hoc Bonferroni testa.
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4. REZULTATI

4.1.

Rezultati iz tablice 4 prikazuju veli¢ine inhibicijskih zona testiranih antibiotika na

bakterije, prije nego su bakterije tretirane medom. Vidljive zone inhibicije (slika 4) mjerene

Rezultati antibiograma

su milimetrima u promjeru.

Tablica 3. Rezultati antibiograma prije tretiranja bakterija medom

Antibiotik A. baumanni C. freundii E. sakazaki E. coli
Tubus Urin Urin Urin
AMC 0 0 0 0
CN 0 0 0 0
CXM 0 20 0 0
CAZ 0 30 0 15
FEP 10 30 0 20
FOX 0 0 15 25
GEN 0 20 0 0
A 0 0 0 0
CRO 0 30 0 7
SMZ 0 0 0 0
IPM 0 25 35 31
NIT 0 20 20 24
CT 15 10 15 15
MEM 0 30 30 30
CPD 0 20 0 0
CIP 0 30 0 0
CFM 0 15 0 0
NOR 0 30 0 0
Antibiotik K. pneumoniae P. mirabilis P. aeuriginosa Pr. rettgeri
Nos Urin Urin Rana
AMC 0 0 0 0
CN 0 0 0 0
CXM 0 0 0 0
CAZ 20 15 30 0
FEP 20 30 35 20
FOX 25 0 0 22
GEN 0 0 25 20
A 0 0 0 0
CRO 10 15 25 0
SMZ 0 0 0 0
IPM 30 20 30 22
NIT 20 0 0 0
CT 10 0 20 0
MEM 30 30 30 30
CPD 0 0 0 0
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CIP 0 0 30 10
CFM 0 0 0 0

NOR 0 0 30 0
AMC - amoksicilin/klavulanska kiselina; CN - cefaleksin; CXM - cefuroksim; CAZ - ceftazidim; FEP - cefepim; FOX -
cefoksitin; GEN - gentamicin; A - amikacin; CRO - ceftriakson; SMZ - sulfometaksozol/trimetoprim; IPM - imipenem; NIT -
nitrofurantion; CT — cefotaksim; MEM - meropenem; CPD - cefpodoksim; CIP - ciprofloxacin; CFM - cefiksim; NOR -

norfoksacin

Slika 4. Antibiogram nakon 24 h inkubacije, testiranje otpornosti bakterije Citrobacter freundii:
a) ploca s vidljivim zonama inhibicije, oznaceno strelicama; b) ploca bez vidljivih zona inhibicije

4.2. Rezultati ispitivanja minimalne inhibitorne i baktericidne vrijednosti

testiranih medova

Vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne vrijednosti izmjerene su

na bagremovom, kaduljinom, lipovom i livadskom medu.

4.2.1. Antimikrobno djelovanje meda bagrema

Bagremov med prireden je u koncentracijama 0,025 mg/ml-0,8 mg/ml te su izmjerene
vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije za sve koriStene
bakterije, ukljucuju¢i i kontrole. Rezultati su prikazani u tablici 5. Kod svih testiranih
bakterija vrijednosti minimalne baktericidne koncentracije bile su jednake ili vise od
vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije. Kada se uzmu u obzir prikazane vrijednosti

minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije, rezultati ukazuju da bagremov
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med ima najjace baktericidno djelovanje na A. baumannii, dok je ono najslabije kod bakterija
Pr. rettgeri i P. mirabilis.

Tablica 4. Vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije
bagremova meda

BAKTERIJA MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
Acinetobacter baumanni 0,4 0,4
Citrobacter freundii 0,8 0,8
Enterobacter sakazaki 0,8 0,8
Escherichia coli 0,8 0,8
Klebsiella pneumoniae 0,4 0,8
Proteus mirabilis 0,8 >0,8
Providentia rettgeri 0,4 >0,8
Pseudomonas aeurginosa 0,8 0,8

Rezultati testiranja pozitivnih (viSestruko otpornih) i negativnih (osjetljivih na
antibiotike) kontrolnih izolata prikazani su u tablici 6. Rezultati su pokazali kako su potrebne

koncentracije iznad 0,8 mg/ml ovog meda kako bi bio inhibiran rast bilo koje ispitivane vrste.

Tablica 5. Vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije
bagremovog meda ispitivano na kontrolnim sojevima

BAKTERIJA MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
KPC — K. pneumoniae | >0,8 >0,8
OXA-48 — K. pneumoniae | >0,8 >0,8
AmpC — P. mirabilis | >0,8 >0,8
E. coli ATCC 25922 | >0,8 >0,8

Negativna kontrola: E. coli ATCC 25922, pozitivne kontrole: KPC — K. pneumoniae, OXA-48 — K.
pneumoniae i AmpC — P. mirabilis

4.2.2. Antimikrobno djelovanje kaduljinog meda

Za ispitivanje, kaduljin med je pripremljen u koncentracijama 0,025 mg/ml-0,8 mg/ml
te su izmjerene vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije za
sve koristene bakterije, ukljucujuéi pozitivne i negativne kontrole. Rezultati prikazani u tablici
7 pokazuju kako je od ispitivanih bakterija Pr. rettgeri najosjetljivija na kaduljin med, te ovaj
med baktericidno djeluje pri koncentraciji 0,2 mg/ml. Uzimajuéi u obzir prikazane vrijednosti
minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije, za sve ispitivane bakterije, bila
je dovoljna najvisa primijenjena koncentracija od 0,8 mg/ml, kako bi ovaj med baktericidno 1
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inhibitorno djelovao na ispitivane bakterije. Kod svih testiranih bakterija vrijednosti
minimalne baktericidne koncentracije bile su jednake ili viSe od vrijednosti minimalne

inhibitorne koncentracije.

Tablica 6. Vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije
kaduljinog meda

BAKTERIJA MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
Acinetobacter baumanni 0,4 0,4
Citrobacter freundii 0,8 0,8
Enterobacter sakazaki 0,8 0,8
Escherichia coli 0,8 0,8
Klebsiella pneumoniae 0,8 0,8
Proteus mirabilis 0,8 0,8
Providentia rettgeri 0,2 0,2
Pseudomonas aeuriginosa 0,4 0,8

Kako je i ocekivano, niti jedna primijenjena koncentracija nije bili dovoljna za
inhibiranje rasta kontrolnih izolata, kako negativne kontrole E. coli ATCC 25922, tako i
pozitivnih kontrola KPC — K. pneumoniae, OXA-48 — K. pneumoniae i AmpC — P. mirabilis

Sto je prikazano u tablici 8.

Tablica 7. Vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije
kaduljinog meda ispitivano na kontrolnim sojevima

BAKTERIJA MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
KPC — K. pneumoniae | >0,8 >0,8
OXA-48 — K. pneumoniae | >0,8 >0,8
AmpC — P. mirabilis | >0,8 >0,8
E.coli ATCC 25922 | >0,8 >0,8

Negativna kontrola: E. coli ATCC 25922, pozitivne kontrole: KPC — K. pneumoniae, OXA-48 — K.
pneumoniae i AmpC — P. mirabilis

4.2.3. Antimikrobno djelovanje meda lipe

Rezultati ispitivanja minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije
meda lipe, prikazani u tablici 9, pokazali su kako lipov med najbolje baktericidno djelovanje
pokazuje na bakteriji A. baumannii, dok je za sprjecavanje rasta E. coli potrebna visa

koncentracija lipovog meda od primjenjivane u ovom istrazivanju vrste meda. Minimalna
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baktericidna koncentracija je jednaka minimalnoj inhibitornoj kod bakterija A. baumannii, C.
freundii, K. pneumoniae i Pr. rettgeri, dok je kod E. sakazaki, E. coli, P. mirabilis i P.
aeuriginosa minimalna baktericidna koncentracija visa od minimalne inhibitorne

koncentracije.

Tablica 8. Vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije meda

lipe
BAKTERIJA MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)

Acinetobacter baumanni 0,2 0,2
Citrobacter freundii 0,8 0,8
Enterobacter sakazakii 0,4 0,8
Escherichia coli 0,8 >0,8
Klebsiella pneumoniae 0,8 0,8
Proteus mirabilis 0,4 0,8
Providentia rettgeri 0,8 0,8
Pseudomonas aeuriginosa 0,4 0,8

Lipov med nema znacajno inhibitorno djelovanje na kontrolne izolate, kako za
negativnu kontrolu E. coli ATCC 25922, tako i za pozitivhu kontrola KPC — K. pneumoniae,

OXA-48 — K. pneumoniae i AmpC — P. mirabilis sto je prikazano u tablici 10.

Tablica 9. Vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije lipovog
meda ispitivano na kontrolnim sojevima

BAKTERIJA MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
KPC — K. pneumoniae | >0,8 >0,8
OXA-48 — K. pneumoniae | >0,8 >0,8
AmpC — P. mirabilis | >0,8 >0,8
E. coli ATCC 25922 ‘ 0,8 >0,8

Negativna kontrola: E. coli ATCC 25922, pozitivne kontrole: KPC — K. pneumoniae, OXA-48 — K.
pneumoniae i AmpC — P. mirabilis

4.2.4. Antimikrobno djelovanje meda livade

Koncentracije livadskog meda pripravljene su u rasponu 0,025 mg/mi-0,8 mg/ml.
Analizirajuéi vrijednosti minimalne inhibitorne 1 minimalne baktericidne vrijednosti
livadskog meda, prikazanih u tablici 11, vidljivo je da testirani med inhibitorno djeluje na
bakteriju A. baumannii gdje je dovoljna koncentracija 0,1 mg/ml kako bi se sprijecio raste ove

bakterije, medutim za bakterije En. sakazakii, E. coli i P. mirabilis, najvisa primijenjena
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koncentracija 0,8 mg/ml nije bila dovoljna kako bi djelovala baktericidno. Minimalna
baktericidna koncentracija je veta od minimalne inhibitorne koncentracije kod svih
ispitivanih bakterija osim K. pneumoniae i P. aeuriginosa, gdje su ove dvije vrijednosti

jednake.

Tablica 10. Vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalna baktericidne koncentracije
livadskog meda

BAKTERIJA MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
Acinetobacter baumanni 0,1 0,2
Citrobacter freundii 0,2 0,4
Enterobacter sakazakii 0,8 >0,8
Escherichia coli 0,8 >0,8
Klebsiella pneumoniae 0,8 0,8
Proteus mirabilis 0,8 >0,8
Providentia rettgeri 0,2 0,4
Pseudomonas aeruginosa 0,4 0,4

Rezultati prikazani u tablici 12 pokazuju kako niti jedna od primijenjenih

koncentracija livadskog meda nije bilja dovoljna kako bi zaustavila rast kontrolnih izolata.

Tablica 11. Vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije lipovog
meda ispitivano na kontrolnim sojevima

BAKTERIJA MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
KPC — K. pneumoniae | >0,8 >0,8
OXA-48 — K. pneumoniae | >0,8 >0,8
AmpC — P. mirabilis | >0,8 >0,8
E.coli ATCC 25922 | >0,8 >0,8

Negativna kontrola: E. coli ATCC 25922, pozitivne kontrole: KPC — K. pneumoniae, OXA-48 — K.
pneumoniae i AmpC — P. mirabilis

4.2.5. Anitmikrobno djelovanje umjetnog meda

Umjetni med koristen je kao negativna kontrola. Umjetni med ni u jednoj od
primjenjivanih koncentracija nije imao ni inhibitorni ni baktericidni ucinak, vrijednosti
minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije su iznad >0,8 mg/ml za sve

ispitivane bakterije (tablica 13).
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Tablica 12. Vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije
umjetnog meda

BAKTERIJA MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
Acinetobacter baumanni >0,8 >0,8
Citrobacter freundii >0,8 >0,8
Enterobacter sakazakii >0,8 >0,8
Escherichia coli >0,8 >0,8
Klebsiella pneumoniae >0,8 >0,8
Proteus mirabilis >0,8 >0,8
Providentia rettgeri >0,8 >0,8
Pseudomonas aeruginosa >0,8 >0,8

4.2.6. Zbirni rezultati mjerenja

Obradujuc¢i MIC i MBC vrijednosti uz pomo¢ Studentova T-testa, dobili smo rezulate
za med lipe i livade, Cije su p vrijednosti nize od 0,05 i te rezultate smatramo statisticki
znacajnim (tablica 14). Utvrdene su 1 male razlike izmedu meda lipe i livade 1 zaklju€eno je
kako med lipe ima bolji antibakterijski uc¢inak. p vrijednost za bagremov i kaduljin med je

veca od 0,05 i te rezultate ne smatramo statsticki znacajnim.

Tablica 13. p vrijednost za T-test

V/rsta meda p vrijednost
Bagrem 0,181
Kadulja 0,175

Lipa 0,003
Livada 0,004

Ono §to je grafiCkim prikazom na slici 5 uocljivo jest kako med livade ima najnize
MIC i MBC vrijednosti kod bakterija A. baumannii, C. freundii, Pr. rettgeri i Ps. aeruginosa
Sto potvrduje njegovo dobro bakteriostatsko djelovanje. Ono S$to je zajedni¢ko djelovanju
meda livade i lipe jest da ni najvisa primijenjena koncentracija ove dvije vrste meda (0,8
mg/ml) nije bila dovoljna za baktericidno djelovanje na bakterije E. coli. Ovim grafovima
takoder je vidljivo da je MBC vrijednost kod svakog ispitivanog meda jednaka ili veca od

MIC vrijednosti, kao §to je i o¢ekivano.
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a) b)
Pseudomonas aeurginose | Pseudomonas aeurfinoss
Providentio retiger a— Providentio rettgeri |
Proteus mirabilis  e—— Proteus mirabilis |y
Kiebsiello preumonioe | — Klebsiello pneumonios |
Escher i Ol Escherichio coll |
Enterohacter SOk ok Enterobocter sokozoki
Citrabacter freundil | — Citrobacter freunall
Acinetobocter boumaonni Acinetobacter baumanni
o 02 04 065 0B 1 o 02 04 06 0B 1
B MBC (g/fmL) ®MIC (g/mL) EMBC (g/ml) mMIC (g/ml)
c) d)
Pseudomonas geurigness T — Pseudomonas acruginosa |
Providentio retiger Providentira rettgeri
Prateus mirabilis r Proteus mirabilis R
Klebsiella pneumonioe Klebsiella pneumonioe [
Escherichio coll  n— Escherichia Coll  pe——
Enterobacter sakozaki R m— Enterobacter makazaki  a—
Citrobacter freundii |y Citrobacter freundii | —
Acinetobocter boumanni [ Acinetobacter baumanni
o 02 04 056 08 1 o0 02 04 06 08 1

B MBC (g/ml} mMIC (g/ml) B MBC (g/ml) mMIC (g/mi)

Slika 5. Graficki prikaz vrijednossti minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije za
razlicite vrste meda: a) bagrem b) kadulja c) lipa d) livada

4.3. Rezultati antibiograma nakon tretmana bakterija medom

U sljede¢im tablicama prikazani su rezultati antibiograma nakon tretmana medom i
njihova usporedba s rezultatima antibiograma dobivenim prije tretmana medom. Zone

inhibicijskog djelovanja mjerene su u milimetrima.
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4.3.1. Acinetobacter baumannii

Svi antibiotici koji su pokazali inhibicijsko djelovanje na rast bakterije A. baumanni
prije tretiranja medom, bili su djelotvorniji nakon Sto je bakterija tretirana medom, te se
veli¢ina inhibicijskih zona povecala. Rezultati mjerenja zone inhibicije nakon tretmana
antibioticima prikazani su u tablici 15. U slucaju antibiotika sulfametoksazol/trimetoprim i
gentamicin, gdje prije tretmana medom nije dokazano inhibitorno djelovanje antibiotika,
tretman pojedinim vrstama meda doveo je do inhibitornog ucinka navedenih antibiotika.
Statisticki je utvrdeno kako su sve vrste testiranith medova osim, umjetnog, imali utjecaj na
povecanje inhibicijskih zona, a najve¢i utjecaj imali su medovi bagrema i livade (slika 6).

Tablica 14. Rezultati antibiograma bakterije Acinetobacter baumannii prije i nakon tretmana
razlicitim vrstama meda

antibiotik | Zone inhibicije prije Zone inhibicije nakon tretmana medom (mm)
tretmana medom (mm)
BEZ MEDA BAGREM | KADULJA LIPA LIVADA | UMJETNI MED

AMC 0 0 0 0 0 0
CN 0 0 0 0 0 0
CXM 0 0 0 0 0 0
CAZ 0 0 0 0 0 0
FEP 10 15 11 14 20 12
FOX 0 0 0 0 0 0
GEN 0 14 13 10 11 0
A 0 0 0 0 0 0
CRO 0 0 0 0 0 0
SMZ 0 10 0 8 10 0
IPM 0 0 0 0 0 0
NIT 0 0 0 0
CT 15 20 15 18 19 15
MEM 0 0 0 0 0 0
CPD 0 0 0 0 0 0
CIP 0 0 0 0 0 0
CFM 0 0 0
NOR 0 0 0 0 0 0

AMC-amoksicilin/klavulanska kiselina; CN-cefaleksin; CXM-cefuroksim; CAZ-ceftazidim; FEP-cefepim;
FOX-cefoksitin; GEN-gentamicin; A-amikacin; CRO-ceftriakson; SMZ-sulfometaksozol/trimetoprim; 1PM-
imipenem; NIT-nitrofurantion; CT-cefotaksim; MEM-meropenem; CPD-cefpodoksim; CIP-ciprofloxacin; CFM-
cefiksim; NOR-norfoksacin
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Slika 6. Graficki prikaz zona inhibicije prije i zona inhibicije nakon tretmana razlicitim vrstama meda
bakterije Acinetobacter baumannii. Intervali prikazuju + SD, a aritmeticke sredine oznacene s istim
slovima “a” se ne razlikuju statisticki znacajno s intervalom od 95% pouzdanosti, a gdje se razlikuju
oznaceni su slovima “b” (jednosmjerna Anova).

Statistickom analizom rezultata, uz pomo¢ analize ANOVA, nisu utvrdene statisti¢ki
znacajne razlike zone inhibicije antibiotika prije i nakon tretiranja razli¢itim vrstama meda

bakterije A. baumannii (F=0.370, p>0.05). Razina znacajnosti (sig) je 0.830.

4.3.2. Citrobacter freundii

Tablica 16. prikazuje rezultate antibiograma ispitivane na bakteriji C. freundii. 1z
rezultata je uocljivo da se osjetljivost na antibiotike znacajno povecala gotovo na sve
antibiotike koji su imali inhibicijsko djelovanje na rast C. freundii i prije nego je bakterija bila
tretirana pojedinim vrstama meda. Osobito su znacajno djelovali med lipe i med bagrema.
Djelovanje je najvise vidljivo kod antibiotika sulfometoksazol-trimetoprim, gdje su se zone
inhibicije znacajno povecale. Na slici 7 graficki je prikazano kako su bagremov i lipov med

imali najveci utjecaj na porast inhibicijskih zona ispitivanih antibiotika.
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Tablica 15. Rezultati antibiograma bakterije Citrobacter freundii prije i nakon tretmana
razlicitim vrstama meda

antibiotik Zone inhibicija prije Zone inhibicije nakon tretiranja medom (mm)
tretiranja medom (mm)
BEZ MEDA BAGREM | KADULJA LIPA | LIVADA | UMJETNI MED

AMC 0 0 0 0 0 0
CN 0 15 0 0 0 0
CXM 20 28 25 28 22 20
CAZ 30 36 37 33 33 31
FEP 30 38 35 37 30 29
FOX 0 0 0 0 0 0
GEN 20 27 24 22 20 20
A 0 0 0 0 0 0
CRO 30 33 30 33 28 30
SMz 0 10 12 14 6 0
IPM 25 33 28 33 25 25
NIT 20 25 20 25 19 20
CT 10 18 15 18 15 10
MEM 30 30 30 33 30 30
CPD 20 26 25 29 25 22
CIP 30 37 34 40 36 30
CFM 15 15 12 16 14 14
NOR 30 38 35 39 33 30

AMC-amoksicilin/klavulanska kiselina; CN-cefaleksin; CXM-cefuroksim; CAZ-ceftazidim; FEP-cefepim;
FOX-cefoksitin; GEN-gentamicin; A-amikacin; CRO-ceftriakson; SMZ-sulfometaksozol/trimetoprim; IPM-
imipenem; NIT-nitrofurantion; CT-cefotaksim; MEM-meropenem; CPD-cefpodoksim; CIP-ciprofloxacin; CFM-
cefiksim; NOR-norfoksacin
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Slika 7. Graficki prikaz zona inhibicije prije i zona inhibicije antibiograma nakon tretmana razlicitim
vrstama meda bakterije Citrobacter freundii. Intervali prikazuju + SD, aritmeticke sredine oznacene s
istim slovima “a” se ne razlikuju statisticki znacajno s intervalom od 95% pouzdanosti, a gdje se
razlikuju oznaceni su slovima “b” (jednosmjerna Anova).

Analizom testa ANOVA, nisu utvrdene statistiCki znacajne razlike zone inhibicije
antibiotika prije i nakon tretiranja razli¢itim vrstama meda bakterije C. freundii (F=0.358,

p>0.05).

4.3.3. Enterobacter sakazakii

Analiziraju¢i podatke iz tablice 17, uoceno je kako prije tretmana ispitivanim
medovima, inhibicijski su djelovali na rast bakterije En. sakazakii antibiotici cefoksitin,
imipenem, nitrofurantion, cefotaksim 1 meropenem. Veli€ine inhibicijskih zona navedenih
antibiotika bile su iste ili povecane i1 nakon tretmana pojedinim vrstama meda. Znacajno je
spomenuti kako su se zone inhibicije sljede¢ih antibiotika pojavile nakon tretmana medom,
Sto zna¢i da je med stimulirao djelovanje antibiotika cefaleksin, ceftazidim, cefepim,
gentamicin. ceftriakson i sulfmetaksozol/trimetoprim. Utvrdeno je i graficki prikazano na slici
8, kako med bagrema ima daleko najve¢i utjecaj na povecanje inhibicijskih zona testiranih

antibiotika.
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Tablica 16. Rezultati antibiograma bakterije Entertobacter sakazakii prije i nakon tretmana razlicitim
vrstama meda

Antibiotik | Zone inhibicije prije Zone inhibicije nakon tretiranja medom (mm)
tretiranja medom (mm)
BEZ MEDA BAGREM | KADULJA | LIPA | LIVADA | UMJETNI MED

AMC 0 12 0 0 8 0
CN 0 10 8 0 7 0
CXM 0 0 0 0 7 0
CAZ 0 10 8 8 8 0
FEP 0 10 8 0 7 0
FOX 15 18 15 16 15 16
GEN 0 8 10 0 0 0
A 0 0 0 0 0 0
CRO 0 10 10 0 0 0
SMZ 0 0 8 0 12 0
IPM 35 39 38 38 35 33
NIT 20 20 22 22 20 20
CT 15 20 17 18 15 15
MEM 30 34 32 30 30 31
CPD 0 0 0 0 0 0
CIP 0 0 0 0 0 0
CFM 0 0 0 0 0 0
NOR 0 0 0 0 0 0

AMC-amoksicilin/klavulanska kiselina; CN-cefaleksin; CXM-cefuroksim; CAZ-ceftazidim; FEP-cefepim;
FOX-cefoksitin; GEN-gentamicin; A-amikacin; CRO-ceftriakson; SMZ-sulfometaksozol/trimetoprim; IPM-
imipenem; NIT-nitrofurantion; CT-cefotaksim; MEM-meropenem; CPD-cefpodoksim; CIP-ciprofloxacin; CFM-
cefiksim; NOR-norfoksacin
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Slika 8. Graficki prikaz zona inhibicije prije i zona inhibicije nakon tretmana razlic¢itim vrstama meda
bakterije Enterobacter sakazakii. Intervali prikazuju + SD, aritmeticke sredine oznacene s istim
slovima “a” se ne razlikuju statisticki znacajno s intervalom od 95% pouzdanosti, a gdje se razlikuju
oznaceni su slovima “b” (jednosmjerna Anova).

Nakon $to su rezultati analizirani ANOVA testom, utvrdeno je da nema statisticki
znacajne razlike zone inhibicije prije i nakon tretiranja razli¢itim vrstama meda antibiograma

bakterije En. sakazakii (F= 0.415, p>0.05).

4.3.4. Escherichia coli

Rezultati iz tablice 18 prikazuju kako su se zone inhibicije rasta E. coli bitno povecale
pod utjecajem kaduljinog meda i antibiotika cefepim, te u kombinaciji meda livade i
antibiotika gentamicin i meda kadulje i antibiotika gentamicin. Pojac¢ano je i inhibicijsko
djelovanje antibiotika imipenem, meropenem, cefotaksim i norfoksacin nakon tretmana
pojedinim vrstama meda. Prije nego je bakterija E. coli tretirana medom, antibiotik
sulfometaksozol/trimetoprim nije pokazao inhibicijsko djelovanje, no nakon §to je bakterija
tretirana medom kadulje i livade, ovaj antibiotik je pokazao inhibicijsku zonu. Na slici 9,
graficki je prikazan utjecaj ispitivanih medova na povecanje inhibicijskih zona 1 vidljivo je

kako kaduljin i livadski med imaju najbolji utjecaj na djelovanje antibiotika.
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Tablica 17. Rezultati antibiograma bakterije Escherichia coli prije i nakon tretmana razlicitim
vrstama meda

antibiotik | Zone inhibicije prije Zone inhibicije nakon tretmana medom (mm)
tretmana medom (mm)
BEZ MEDA BAGREM | KADULJA | LIPA | LIVADA | UMJETNI MED

AMC 0 0 0 0 0 0
CN 0 0 0 0 0 0
CXM 0 0 0 0 7 0
CAZ 15 19 17 19 15 15
FEP 20 20 26 22 22 20
FOX 25 30 22 25 29 25
GEN 0 0 18 0 16 0
A 0 0 0 0 0 0
CRO 7 0 12 7 8 7
SMZ 0 0 17 0 10 0
IPM 31 38 40 30 33 31
NIT 24 28 27 23 33 24
CT 15 18 22 17 28 14
MEM 30 39 35 36 40 30
CPD 0 0 0 0 0 0
CIP 0 0 0 0 0 0
CFM 0 0 0 0 0
NOR 0 0 0 0 0 0

AMC-amoksicilin/klavulanska kiselina; CN-cefaleksin; CXM-cefuroksim; CAZ-ceftazidim; FEP-cefepim;
FOX-cefoksitin; GEN-gentamicin; A-amikacin; CRO-ceftriakson; SMZ-sulfometaksozol/trimetoprim; IPM-
imipenem; NIT-nitrofurantion; CT-cefotaksim; MEM-meropenem; CPD-cefpodoksim; CIP-ciprofloxacin; CFM-
cefiksim; NOR-norfoksacin
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Slika 9. Graficki prikaz zona inhibicije prije i zona inhibicije nakon tretmana razlic¢itim vrstama meda

9

bakterije Escherichia coli. Intervali prikazuju £ SD, aritmeticke sredine oznacene s istim slovima “a
se ne razlikuju statisticki znacajno s intervalom od 95% pouzdanosti, a gdje se razlikuju oznaceni su
slovima “b” (jednosmjerna Anova).

Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike zone inhibicije prije i nakon tretiranja razliCitim
vrstama meda antibiograma bakterije E. coli (F= 0.348, p>0.05). Razina znac¢ajnosti (sig) je
0.845.

4.3.5.Klebisella pneumoniae

Zone inhibicije kod bakterije K. pneumoniae, nakon tretiranja medom, znacajno su
povecane, posebice u sinergistiCkom djelovanju livadskog meda s antibioticima ceftazidim,
cefepim, ceftriakson i imipenem. Na inhibitorno djelovanje antibiotika stimulativno djeluje i
med bagrema. U tablici 19 prikazani su i ostali rezultati od kojih se jo$ isti¢e sinergisti¢ko
djelovanje meda kadulje i antibiotika ceftazidim, te meda kadulje i antibiotika gentamicina.
Antibiotik gentamicin, prije tretiranja medom, nije imao inhibitorni u¢inak na rast bakterije K.
pneumoniae, $to se promijenilo nakon §to je bakterija tretirana medom kadulje, lipe i livade.
Med bagrema nije imao u¢inka na djelovanje antibiotika gentamicin. Graficki prikazano na
slici 10 kako svi testirani medovi, osim umjetnog, imaju utjecaja na rast inhibicijskih zona, a

najbolje se istice livadski med.
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Tablica 18. Rezultati antibiograma bakterije Klebsiella preumoniae prije i nakon tretmana razlicitim
vrstama meda

Antibiotik | Zone inhibicije prije Zone inhibicije nakon tretmana medom (mm)
tretmana medom (mm)
BEZ MEDA BAGREM | KADULJA | LIPA | LIVADA | UMJIETNI MED

AMC 0 0 0 0 0 0
CN 0 0 0 0 0 0
CXM 0 0 0 0 0 0
CAZ 20 20 26 22 27 20
FEP 20 22 20 22 25 20
FOX 25 30 28 25 30 25
GEN 0 0 16 7 15 0

A 0 0 0 0 0 0
CRO 10 10 10 10 18 10
SMZ 0 0 0 0 0 0
IPM 30 36 30 33 38 30
NIT 20 26 22 25 27 20
CT 10 16 16 18 25 10
MEM 30 38 33 33 36 33
CPD 0 0 0 0 6 0
CIP 0 0 0 0 0 0
CFM 0 0 0 0 0 0
NOR 0 0 0 0 0 0

AMC-amoksicilin/klavulanska kiselina; CN-cefaleksin; CXM-cefuroksim; CAZ-ceftazidim; FEP-cefepim;
FOX-cefoksitin; GEN-gentamicin; A-amikacin; CRO-ceftriakson; SMZ-sulfometaksozol/trimetoprim; IPM-
imipenem; NIT-nitrofurantion; CT-cefotaksim; MEM-meropenem; CPD-cefpodoksim; CIP-ciprofloxacin; CFM-
cefiksim; NOR-norfoksacin
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Slika 10. Graficki prikaz zona inhibicije prije i zona inhibicije nakon tretmana razli¢itim vrstama
meda bakterije Klebsiella pneumoniae. Intervali prikazuju = SD, aritmeticke sredine oznacene s istim

6 _ 9

slovima “a” se ne razlikuju statisticki znacajno s intervalom od 95% pouzdanosti, a gdje se razlikuju
oznaceni su slovima “b” (jednosmjerna Anova).

Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike zone inhibicije prije 1 nakon tretiranja

razli¢itim vrstama meda antibiograma bakterije K. pneumoniae (F=0.278, p>0.05).

4.3.6. Proteus mirabilis

Analizirajuci rezultate antibiograma koji je raden nakon tretiranja bakterija medom, iz
tablice 20 zakljucuje se kako sva Cetiri testirana meda pokazuju izuzetno dobro djelovanje
gotovo na sve antibiotike. Prema mjerenjima zona inhibicije, najviSe se isti¢e med bagrema
koji je svojim djelovanjem povecao inhibicijske zone skoro svih testiranih antibiotika.
Najslabije djelovanje med bagrema je imao na inhibicijski u€inak antibiotika meropenema.
Osim bagremovog meda, jako dobar utjecaj na povecanje zona inhibicije testiranih
antibiotika, pokazao je i livadski med. Antibiotici amoksicilin/klavulanska Kkiselina,
cefaleksin, cefuroksim, cefoksitin, gentamicin, amikacin, sulfametaksozol/trimetoprim,
nitrofurantion, cefotaksim, cefpodoksim, ciprofloxacin, cefiksim i norfoksacin nisu

sprjecavali rast bakterije P. mirabilis prije nego je ona tretirana medom.

Nakon tretmana, med je sinergisticki djelovao sa svim antibioticima te se pojacao njihov

inhibicijski u€inak na rast ispitivane bakterije. StatistiCki je utvrdeno i grafi¢ki prikazano da
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postoje znaCajne razlike izmedu veli¢ina zona inhibicija prije i nakon tretiranja medom,

najbolje se istice med bagrema (slika 11).

Tablica 19. Rezultati antibiograma bakterije Proteus mirabilis prije i nakon tretmana razlicitim
vrstama meda

Antibiotik | Zone inhibicije prije Zone inhibicije nakon tretmana medom (mm)
tretmana medom (mm)
BEZ MEDA BAGREM | KADULJA | LIPA | LIVADA | UMJETNI MED

AMC 0 13 15 12 16 0
CN 0 15 12 17 14 0
CXM 0 18 9 22 11 0
CAZ 15 30 19 30 27 15
FEP 30 40 35 35 33 30
FOX 0 17 10 14 16 0
GEN 0 12 17 17 11 0
A 0 11 15 12 8 0
CRO 15 36 30 30 27 15
SMZ 0 17 10 0 0 0
IPM 20 33 33 30 25 20
NIT 0 23 0 0 14 0
CT 0 16 15 0 16 0
MEM 30 35 34 34 31 30
CPD 0 26 22 21 22 0
CIP 0 14 15 16 18 0
CFM 0 10 13 10 12 0
NOR 0 15 10 10 15 0

AMC-amoksicilin/klavulanska kiselina; CN-cefaleksin; CXM-cefuroksim; CAZ-ceftazidim; FEP-cefepim;
FOX-cefoksitin; GEN-gentamicin; A-amikacin; CRO-ceftriakson; SMZ-sulfometaksozol/trimetoprim; IPM-
imipenem; NIT-nitrofurantion; CT-cefotaksim; MEM-meropenem; CPD-cefpodoksim; CIP-ciprofloxacin; CFM-
cefiksim; NOR-norfoksacin
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Slika 11. Graficki prikaz zona inhibicije prije i zona inhibicije nakon tretmana razlic¢itim vrstama
meda bakterije Proteus mirabilis. Intervali prikazuju £ SD, aritmeticke sredine oznacene s istim
slovima “a” se ne razlikuju statisticki znacajno s intervalom od 95% pouzdanosti, a gdje se razlikuju
oznaceni su slovima “b” (jednosmjerna Anova).

Utvrdene su statisticki znacajne razlike zone inhibicije prije i nakon tretiranja razliCitim
vrstama meda antibiograma bakterije P. mirabilis (F=5.801, p<0.05). Prema tome, razina

znacajnosti (sig.) iznosi 0.000.

Tablica 20. Naknadno testiranje raziika izmedu pojedinih vrsta medova i izmedu situacija prije

tretmana pojedinim medom i nakon tretmana pojedinim medom (primjena Bonferroni post hoc testu)

nE:;a Bagrem | Kadulja Lipa Livada
Bagrem 0.014
Kadulja 0.000 1.000
Lipa 0.010 1.000 1.000
Livada 0.011 1.000 1.000 1.000
Umijetni 1.000 0.021 0.000 0.015 0.017

Statisticki zna€ajno se razlikuju zone inhibicije bez meda i1 nakon svih drugih
tretmana, osim tretmana umjetnim medom. Zone inhibicije bez meda i zone inhibicije
tretmana umjetnim medom su znacéajno nize u odnosu nakon primjenu tretmana ostalih Cetiri

medova. Izmedu razli¢itih vrsta tretmana nije utvrdena statisticki znacajna razlika (tablica 21).
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4.3.7.Providentia rettgeri

Analizom rezultata prikazanih u tablici 22, uoceno je kako med kadulje pokazuje

inhibicijsko djelovanje u sinergizmu s antibioticima amoksicilin i cefuroksim na sprjecavanje.

Prikazani rezultati potvrduju dobro djelovanje i1 ostala tri testirana meda na antibiotike

cefepin, cefoxitin, imipenem i cefiksim. Graficki je prikazano na slici 12 kako med kadulje

ima najvedi utjecaj na porast inhibicijskih zona testiranih antibiotika.

Tablica 21. Rezultati antibiograma bakterije Providentia rettgeri prije i nakon tretmana razlicitim
vrstama meda

Antibiotik Zone inhibicije prije Zone inhibicije nakon tretmana medom (mm)
tretmana medom (mm)
BEZ MEDA BAGREM | KADULJA | LIPA LIVADA | UMJETNI MED

AMC 0 0 16 0 10 0
CN 0 0 0 0 0
CXM 0 0 15 0 0 0

CAZ 0 0 13 0 0 0

FEP 20 29 26 33 22 20
FOX 22 22 22 24 28 22
GEN 20 23 24 22 22 22

A 0 0 0 0 0 0

CRO 0 0 0 0 0 0

SMZ 0 0 0 0 0 0

IPM 22 27 26 27 23 23
NIT 0 0 0 0 0 0

CT 0 0 0 0 13 0
MEM 30 32 30 33 30 32
CPD 0 0 0 0 0 0

CIP 10 15 10 12 15 10
CFM 0 0 0 0 0 0

NOR 0 0 0 0 9 0

AMC-amoksicilin/klavulanska kiselina; CN-cefaleksin; CXM-cefuroksim; CAZ-ceftazidim; FEP-cefepim;
FOX-cefoksitin; GEN-gentamicin; A-amikacin; CRO-ceftriakson; SMZ-sulfometaksozol/trimetoprim; 1PM-
imipenem; NIT-nitrofurantion; CT-cefotaksim; MEM-meropenem; CPD-cefpodoksim; CIP-ciprofloxacin; CFM-
cefiksim; NOR-norfoksacin
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Slika 12. Graficki prikaz zona inhibicije prije i zona inhibicije nakon tretmana razlic¢itim vrstama
meda bakterije Providentia rettgeri. Intervali prikazuju = SD, aritmeticke sredine oznacene s istim

6 _ 9

slovima “a” se ne razlikuju statisticki znacajno s intervalom od 95% pouzdanosti, a gdje se razlikuju
oznaceni su slovima “b” (jednosmjerna Anova).

Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike zone inhibicije prije 1 nakon tretiranja

razli¢itim vrstama meda antibiograma bakterije Pr. rettgeri (F=0.206, p>0.05).

4.3.8. Pseudomonas aeruginosa

Iz dobivenih rezultata prikazanih u tablici 23, vidljivo je inhibitorno djelovanje
antibiotika ceftadizim, cefepim, imipenem, meropenem, ciprofloxacin i norfoksacin. Valja
naglasiti kako je med bagrema imao najviSe utjecaja na povecanje zone inhibicije na
prethodno navedene antibiotike. Med kadulje povecao je ucinkovitost antibiotika amikacin,
ovaj antibiotik nije imao inhibitornog ucinka na rast ispitivane bakterije prije nego je ona bila
bila tretirana navedenim medom. Na slici 13 graficki je prikazan utjecaj isptivanih medova na
povecanje inhibicijskih zona, te je vidljivo kako je nakon tretmana bagremovim medom doslo

do najvise povecanja inhibicijskih zona.
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Tablica 22. Rezultati antibiograma bakterije Pseudomonas aeruginosa prije i nakon tretmana
razlicitim vrstama meda

Antibiotik | Zone inhibicije prije Zone inhibicije nakon tretmana medom (mm)
tretmana medom (mm)
BEZ MEDA BAGREM | KADULJA | LIPA | LIVADA | UMJETNI MED

AMC 0 0 0 0 0 0
CN 0 0 0 0 0 0
CXM 0 0 0 0 0 0
CAZ 30 41 37 33 30 29
FEP 35 40 33 28 33 35
FOX 0 0 0 0 11 0
GEN 25 30 0 25 25 25
A 0 0 27 0 0 0
CRO 25 22 33 26 30 25
SMZ 0 0 18 0 0 0
IPM 30 38 30 33 33 30
NIT 0 0 0 0 0 0
CT 20 30 20 20 20 20
MEM 30 44 35 38 35 30
CPD 0 0 0 0 0 0
CIP 30 40 32 30 33 31
CFM 0 0 0 0 0 0
NOR 30 40 38 35 34 30

AMC-amoksicilin/klavulanska kiselina; CN-cefaleksin; CXM-cefuroksim; CAZ-ceftazidim; FEP-cefepim;
FOX-cefoksitin; GEN-gentamicin; A-amikacin; CRO-ceftriakson; SMZ-sulfometaksozol/trimetoprim; IPM-
imipenem; NIT-nitrofurantion; CT-cefotaksim; MEM-meropenem; CPD-cefpodoksim; CIP-ciprofloxacin; CFM-
cefiksim; NOR-norfoksacin
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Slika 13. Graficki prikaz zona inhibicije prije i zona inhibicije nakon tretmana razlic¢itim vrstama
meda antibiograma bakterije Pseudomonas aeruginosa. Intervali prikazuju + SD, aritmeticke sredine

9

oznacene s istim slovima “a” se ne razlikuju statisticki znacajno s intervalom od 95% pouzdanosti, a
gdje se razlikuju oznaceni su slovima “b” (jednosmjerna Anova).

Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike zone inhibicije prije 1 nakon tretiranja razliitim
vrstama meda antibiograma bakterije Ps. aeruginosa (F=0.160, p>0.05). Razina znacajnosti
iznosi 0.958.

4.4. Kontrolni sojevi

4.4.1. Pozitivna kontrola KPC-Klebsiella pneumoniae

Pozitivna kontrola, soj KPC — K. pneumoniae, kao $to je i ocekivano, nije znatno
promijenila veli¢ine zone inhibicije pod sinergistickim utjecajem bilo kojeg ispitivanog meda

i bilo koje testiranog antibiotika.

Tablica 23. Rezultati antibiograma bakterije KPC-K. pneumoniae prije i nakon tretmana razlicitim
vrstama meda

Zone inhibicije prije Zone inhibicije nakon tretmana medom (mm)
Antibiotik tretmana medom (mm)
BEZ MEDA BAGREM KADULJA LIPA LIVADA
AMC 0 0 0 0 0
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CN 0 0 0 0 0
CXM 0 0 0 0 0
CAZ 0 0 0 0 0
FEP 0 0 0 0 0
FOX 0 0 0 0 0
GEN 21 18 21 21 20

A 0 0 0 0 0
CRO 0 0 0 0 0
SMZ 20 20 23 25 22
IPM 0 9 9 8 0
NIT 0 9 0 10 0
CT 15 15 15 16 14
MEM 0 0 0 0 0
CPD 0 0 0 0 0
CIP 0 0 0 0 0
CFM 0 0 0 0 0
NOR 0 0 0 0 0

AMC-amoksicilin/klavulanska kiselina; CN-cefaleksin; CXM-cefuroksim; CAZ-ceftazidim; FEP-cefepim;
FOX-cefoksitin; GEN-gentamicin; A-amikacin; CRO-ceftriakson; SMZ-sulfometaksozol/trimetoprim; IPM-
imipenem; NIT-nitrofurantion; CT-cefotaksim; MEM-meropenem; CPD-cefpodoksim; CIP-ciprofloxacin; CFM-
cefiksim; NOR-norfoksacin

4.4.2.Negativna kontrola Escherichia coli ATCC 25922

Soj E. coli ATCC 25922 ima neznatan pomak u veli¢ini zone inhibicije pri djelovanju

sve Cetiri vrste meda s antibiotikom ceftriaksonom. Ostali rezultati nisu znacajni, niti su

pokazali neke velike promjene.

Tablica 24. Rezultati antibiograma bakterije Escherichia coli ATCC 25922 prije i nakon tretmana
razlicitim vrstama meda

Antibiotik Zone inhibicije Zone inhibicije nakon tretmana medom (mm)
prije tretmana
medom (mm)
BEZ MEDA BAGREM KADULJA LIPA LIVADA
AMC 12 14 10 15 16
CN 13 12 13 13 14
CXM 20 20 20 21 22
CAZ 26 27 27 26 25
FEP 31 31 33 30 28
FOX 20 22 23 22 23
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GEN 19 22 22 22 22
A 0 0 0 0 0
CRO 25 30 30 30 31
SMZ 28 32 30 33 33
IPM 29 30 34 30 31
NIT 20 20 23 20 21
CT 13 16 16 16 16
MEM 30 30 32 32 31
CPD 22 23 23 24 22
CIp 30 30 31 32 32
CFM 16 17 17 26 17
NOR 24 27 22 28 29

AMC-amoksicilin/klavulanska kiselina; CN-cefaleksin; CXM-cefuroksim; CAZ-ceftazidim; FEP-cefepim;
FOX-cefoksitin; GEN-gentamicin; A-amikacin; CRO-ceftriakson; SMZ-sulfometaksozol/trimetoprim; IPM-
imipenem; NIT-nitrofurantion; CT-cefotaksim; MEM-meropenem; CPD-cefpodoksim; CIP-ciprofloxacin; CFM-
cefiksim; NOR-norfoksacin

4.5. Zbirni rezultati mjerenja

Usporedujuéi rezultate mjerenja inhibicijskih zona te statistiCkom obradom istih,
utvrdilo se kako tretmani bagremovim, kaduljinim, lipovim i livadskim medovima dovode do
znacajnih promjena u veli€ini inhibicijskih zona. Graficki je prikazano na slici 14. Situacija u
kojoj nema vaznih promjena jest tretiranje ispitivanih bakterija umjetnim medom, koji je kao
negativna kontrola potvrdio da nema antimikrobni utjecaj. Kada se usporeduje djelovanje
razli¢itih vrsta meda medusobno, primjerice med lipe 1 bagrema ili med kadulje 1 livade (a 1

ostale kombinacije), statisticki nema znac€ajnijih razlika.
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Slika 14. Graficki prikaz zona inhibicije prije i zona inhibicije nakon tretmana razlicitim vrstama
meda
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5. RASPRAVA

Sve je veéi broj klinicki vaznih bakterija koje pokazuju viSestruku otpornost na
antibiotike. Buduci da otpornost bakterija na antibiotike predstavlja globalni zdravstveni
problem, istrazivanja valja usmjeriti na tvari koje bi inhibirale rast klinic¢ki otpornih bakterija,

a da pri tome ne bi Stetile Covjeku.

U ovom istrazivanju med se pokazao kao jako dobar antimikrobni agens koji u
sinergizmu s pojedinim antibioticima ima znacajan baktericidan ucinak. Antimikrobno
djelovanje meda, prikazano je usporedbom antibiograma, koji je raden na osam klinicki
znaCajnih bakterija prije nego su bakterije tretirane s pojedinim vrstama meda, s
antibiogramom koji je ponovljen na istih osam klini¢kih znacajnih bakterija, ali nakon $to su
bakterije tretirane razliitim vrstama meda. Osam klinickih znacajnih, viSestruko otpornih,
bakterija koje su koriStene u ovom istrazivanju, pripadaju skupini gram-negativnih,
oportunistickih patogena, koje jako brzo razvijaju nove mehanizme otpornosti na razlicite
klase antibiotika: Acinetobacter baumannii, Citrobacter freundii, Enterobacter sakazakii,
Escherichia coli, Klebisella pneumoniae, Proteus mirabilis, Providentia rettgeri i
Pseudomonas aeuruginosa. Antibiogram je obavljen difuzijskom metodom i koristeno je 18

vrsta antibiotika iz razli¢itih skupina - aminoglikozidi, fluorokinoli, (tablica 4).

Kako bi se pokazao antibakterijski u¢inak meda, odredene su vrijednosti minimalne
inhibitorne 1 minimalne baktericidne koncentracije za Cetiri vrste meda; bagremov, kaduljin,
lipov i livadski. Primjenjivane koncentracije za sve Cetiri vrste meda dobivene su dvostrukim

razrjedenjem i to u rasponu 0,025 mg/ml — 0,8 mg/ml.

Za Kklinicki znacajnu bakteriju A. baumannii, u ovom istrazivanju, dobivene su
vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije u rasponu od 0,1 mg/ml — 0,4 mg/ml.
Vrijednosti koje su dobivene za minimalnu baktericidnu koncentraciju su u rasponu od 0,2
mg/ml 0,4 mg/ml. Najbolje inhibitorno djelovanje na viSestruko otpornu bakteriju A.
baumanni, pokazao je med livade, ¢ija je vrijednost minimalne inhibitorne koncentracije 0,1
mg/ml, a minimalne baktericidne koncentracije 0,2 mg/ml. Kako je i o¢ekivano, vrijednost
minimalne baktericidne koncentracije u svim mjerenjima kod ispitivane bakterije bila je

jednaka ili veca od vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije.

Bakterija A. baumannii, prije tretiranja medom, pokazala je osjetljivost na sljedece

antibiotike: cefepim 1 cefotaksim, veli¢ina njihovih inhibicijskih zona bila je 10 mm, odnosno
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15 mm. Nakon §to je ispitivana bakterija tretirana pojedinim vrstama meda, inhibicijska zona
ova dva antibiotika povecana je za oko 5 mm. Bakterija A. baumannii je tretirana s jo$ 16
vrsta antibiotika na koje je pokazala otpornost, no nakon §to je bakterija oslabljena medom,
pokazalo se sinergistiCko djelovanje meda sa sljede¢a dva antibiotika: gentamicin i
sulfametaksozol/trimetoprim. Nakon tretmana sa sve Cetiri vrste meda, inhibicijska zona
antibiotika gentamicina bila je u rasponu 10 mm-14 mm, ovisno o vrsti meda (tablica 14).
Zanimljivo je kako na ispitivanu bakteriju nije djelovao jedino kaduljin med u sinergizmu s
antibiotikom sulafametoksazol/trimetoprim, jer je i nakon tretmana bakterije kaduljinim
medom, inhibicijska zona ovog antibiotika bila 0 mm, dok su ostala tri meda u sinergizmu s
ovim antibiotikom pokazala antimikrobno djelovanje te je zona inhibicije rasta ispitivane
bakterije bila oko 10 mm. ANOVA analiza pokazala je rezultate statisticki neznacajnim
(F=0.370, p>0.05)

Za viSestruko otpornu bakteriju C. freundii, izmjerene su vrijednosti minimalne
inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije za sve Cetiri vrste meda od 0,2 mg/ml — 0,8
mg/ml. Najbolje inhibitorno 1 baktericidno djelovanje pokazao je livadski med, ¢ija je MIC
vrijednost 0,2 mg/ml, a MBC vrijednost 0,4 mg/ml. Za preostale tri vrste meda, vrijednosti

minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije se 0,8 mg/ml.

Od 18 testiranih antibiotika, bakterija C. freundii pokazala je otpornost na pet
antibiotika, i to amoksicilin/klavulansku Kkiselinu, cefaleksin, cefoksitin, amikacin i
sulfometoksazol/trimetoprim, te je njihova inhibicijska zona prije tretmana medom, bila 0
mm. Nakon S$to je bakterija tretirana bagremovim medom, svoje antibakterijsko djelovanje
pokazao je antibiotik cefaleksin €ija je inhibicijska zona iznosila 10 mm, a sve Cetiri vrste
meda dobro su djelovale s antibiotikom sulfometoksazol/trimetoprim, ¢ija je inhibicijska zona
iznosila 5-15 mm, ovisno o vrsti meda. (tablica 15). Kao i kod prethodne bakterije, ANOVA

analizom utvrdeno je da rezultati nisu statisticki znacajni (F=0.358, p>0.05).

Oportunisticki patogen En. sakazakii, tretiran je sa sve Cetiri vrste meda, te vrijednost
minimalne inhibitorne koncentracije kre¢e se 0,4 mg/ml — 0,8 mg/ml, dok je izmjerena
vrijednost minimalne baktericidne koncentracije 0,8 mg/ml za bagremov, kaduljin i lipov
med. Za livadski med, vrijednost minimalne baktericidne koncentracije iznosi vise od 0,8
mg/ml i u ovom istraZivanju nije odredena. U istraZivanju u kojem se primjenjivao americki
med (Wasihun 2016) s proljetnih pasnjaka za sprjeCavanje rasta E. sakazakii, MIC vrijednost
je iznosila 0,4 g/mL, a MBC 0,8 mg/ml.
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Od osamnaest testiranih antibiotika, bakterija En. sakazakii nije pokazala otpornost na
cefoksitin, imipenem, nitrofurantion, cefotaksim i meropenem. Inhibicijske zone ovih
antibiotika izmjerene prije tretmana medom bile su 15 mm - 30 mm. Nakon tretmana, ove
inhibicijske zone su se povecale za 3 mm — 5 mm, ovisno od vrste meda. Tretman pojedinim
vrstama meda, doveo je do pojave inhibicijskih zona kod antibiotika cefaleksin, ceftazidin,
cefepim i ceftriakson, prije tretmana ove inhibicijske zone su bile 0 mm. Nisu utvrdene
statistiCcki znaCajne razlike zone inhibicije prije i nakon tretiranja razli¢itim vrstama meda

antibiograma bakterije En. sakazakii (F=0.415, p>0.05).

Dobivene vrijednosti MIC i MBC meda bagrema i kadulje primjenjivanih na bakteriji
E. coli su bile 0,8 g/ml, dok su za med lipe i livade potrebne vise koncentracije od
primjenjivanih, jer pri najvi$oj koncentraciji jo§ uvijek nije bio inhibiran rast bakterije E. coli.
U skladu s ovim rezultatima, ranije istrazivanje od Wasihuna i suradnika, pokazalo je kako je
potrebna visoka koncentracija meda livade za sprjeCavanje rasta E. coli, najvisa primjenjivana
koncentracija bila je 0,16 mg/ml i nije bila dovoljna za inhibicijski u¢inak u njihovom

istrazivanju (Wasihun i sur. 2016).

Med kadulje i med livade, imali su utjecaj na antibiotsku osjetljivost bakterije E. coli,
posebice kod antibiotika gentamicina i sulfametoksazola/trimetoprima. Ova dva antibiotika,
prije tretmana medom, nisu se pokazali kao dobri antimikrobni agensi, buduc¢i da je
inhibicijska zona bila 0 mm. Nakon tretmana s ove dvije vrste meda, zona inhibicije se
povecala za oko 1 mm. Sve Cetiri vrste meda povecale su inhibicijske zone antibiotika, koji su
i prije tretmana medom, djelovali antibakterijski te inhibirali rast E. coli, a to su ceftazidim,
cefepim, cefoksitin, ceftriakson, imipenem, nitrofurantion, cefotaksin i meropenem.
Inhibicijske zone ovih antibiotika bile su 15 mm — 30 mm. ANOVA analizom, nisu utvrdene
statistiCki znaCajne razlike zone inhibicije prije 1 nakon tretiranja razli¢itim vrstama meda

antibiograma bakterije E. coli (F=0.348, p>0.05).

Za bakteriju K. pneumoniae, vrijednost minimalne inhibitorne koncentracije za med
bagrema izmjerena je 0,4 mg/ml, a za preostale tri vrste meda su 0,8 mg/ml. Vrijednost

minimalne baktericidne koncentracije za sve Cetiri ispitivane vrste meda je 0,8 mg/ml.

U testiranju antibiotske osjetljivosti, bakterija K. pneuomoniae nije bila otporna na
sljedee antibiotike: ceftazidim, cefepim, cefoksitin, ceftriakson, imipenem, nitrofurantion,
cefotaksin i meropenem. Inhibicijske zone ovih antibiotika prije tretmana medom izmjerene

su u rasponu 10 mm — 30 mm, te se nisu znacajnije mijenjale ni nakon tretmana medom

55



(tablica 18). Medovi kadulje, lipe i livade su utjecali na djelotvornost antibiotika gentamicina,
¢ija je inhibicijska zona nakon tretmana ovim medovima izmjerena u rasponu od 7 mm — 15
mm, a prije tretmana je bila 0 mm. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike zone inhibicije
prije i nakon tretiranja razli¢itim vrstama meda antibiograma bakterije K. pneumoniae (F=
0.278, p>0.05).

Adeyemo i suradnici (2017.) objavili su rezultate istrazivanja u kojima su mjerili zone
inhibicije svijetlog i tamnog meda kod bakterije K. pneumoniae. Zone inhibicije su bile vece
kod tamnog meda Cime su zakljucili da ima bolji antibakterijski ucinak od svijetlog meda.
Koncentracija meda kojom su natopili disk i mjerili inhibicijske zone bila je minimalna
baktericidna koncentracija tog meda. Istrazivanja nisu ukljucivala antibiotike.

Visestruko otporna bakterija P. mirabilis, pokazala se visoko otporna na med bagrema
i livade. Vrijednost minimalne inhibitorne koncentracije za ova dva meda je bila 0,8 mg/ml,
dok vrijednost minimalne baktericidne koncentracije nije odredena, budu¢i da najviSa
primijenjena koncentracija nije bila dovoljna za antibakterijsko djelovanje. Koncentracija od
0,4 mg/ml utvrdena je kao minimalna inhibitorna za med lipe, a 0,8 mg/ml za med kadulje.

Minimalna baktericidna koncentracija ova dva meda je 0,8 mg/ml.

Prije nego je bakterija P. mirabilis tretirana medom, nije bila otporna na antibiotike
ceftazidim, cefepim, ceftriakson, imipenem i meropenem. Na preostalih trinaest testiranih
antibiotika, prije tretmana medom, ova bakterija je pokazala otpornost. Nakon $to je bakterija
tretirana sa sve Cetiri vrste meda, antibiogram je pokazao kako bakterija P. mirabilis, nije
otporna niti na jedan od 18 antibiotika, §to bi potvrdilo odli¢no djelovanje meda 1 antibiotika,
budu¢i da su izmjerene zone inhibicija bile u rasponu 10 mm — 30 mm (tablica 19).
Statistickom analizom ANOVA, utvrdene su statisticki znacajne razlike zone inhibicije prije i
nakon tretiranja razliitim vrstama meda antibiograma bakterije P. mirabilis (F=5.801,

p<0.05).

Dobivene vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije kod bakterije Pr. rettgeri
iznosile su 0,2 mg/ml — 0,8 mg/ml. Najnize vrijednosti pokazali su med kadulje i livade.
Vrijednost minimalne baktericidne koncentracije bila je najniza kod kaduljinog meda i to 0,4
mg/ml, dok za med bagrema nije odredena, budu¢i da je visa od 0,8 mg/ml. Antibiotsku
otpornost, bakterija Pr. rettgeri nije pokazala na antibiotike cefepim, ceftriakson, gentamicin,
imipenem, meropenem i ciprofloxacin, te su inhibicijske zone ovih antibiotika prije tretmana
medom bile 10 mm — 30 mm. Nakon tretmana sa sve Cetiri vrste meda, inhibicijske zone ovih

antibiotika povecale su se za 3 mm — 7 mm. Ostale znafajne promjene jesu promjena
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otpornosti bakterije Pr. rettgeri, nakon tretmana kaduljinim medom, na antibiotike
amoksicilin/klavulanska kiselina, cefuroksim 1 ceftazidim, budu¢i da prije tretmana medom,
bakterija je bila otporna na ova tri antibiotika, a nakon tretmana medom pojavila se vidljiva
inhibicijska zona veli¢ine oko 15 mm (slika 12). Analizom rezultata antibiograma, nisu
utvrdene statisticki znacajne razlike zone inhibicije prije 1 nakon tretiranja razli¢itim vrstama
meda antibiograma bakterije Pr. rettgeri (F=0.206, p>0.05).

Za ispitivanu bakteriju Ps. aeuriginosa vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne
baktericidne koncentracije izmjerene su u rasponu 0,4 mg/ml — 0,8 mg/ml. Za sve izmjerene
vrijednosti, kao §to je 1 oCekivano, minimalna baktericidna vrijednost je jednaka ili ve¢a od
minimalne inhibitorne vrijednosti. U istraZivanje koje su objavili Agbaje i suradnici (2006),
iznosi rezultate MIC i MBC vrijednosti meda bagrema koje su bile iznad 0,8 g/mL, te su u
tom istrazivanju bile potrebne trostruko vece koncentracije meda bagrema, od primjenjivanih

u nasem istrazivanju, kako bi se inhibirao rast Ps. aeuriginosa.

Bakterija Ps. aeuriginosa nije pokazala otpornost na sljedece antibiotike: ceftazidim,
cefepim, gentamicin, ceftriaksom, imipenem, cefotaksim, meropenem, ciprofloxacin i
norfoksacin. Inhibicijska zona ovih antibiotika, prije tretmana medom, izmjerena je u rasponu
20 mm — 30 mm. Nakon tretmana medom, gotovo sve inhibicijske zone su se povecale za oko
5 mm. Tretmani medom nisu imali u¢inke na smanjenje otpornosti ove bakterije na ostale
testirane antibiotike, osim meda livade koji je u sinergizmu s antibiotikom cefoksitin
inhibitorno djelovao na ispitivanu bakteriju (tablica 21). Nisu utvrdene statisti¢ki znacajne
razlike zone inhibicije prije 1 nakon tretiranja razli¢itim vrstama meda antibiograma bakterije

Ps. aeruginosa (F=0.160, p>0.05).

U svojem istrazivanju, El-Hadidy i suradnici (2007) mjerili su zone inhibicije bakterije
Ps. aeuriginosa osjetljivosti na amokscilin/klavulansku kiselinu, zatim na sam med i onda na
zajedni¢ko djelovanje navedenog antibiotika i meda. Zona inhibicije oko samog antibiotika
iznosila je 15,2 mm, na med 18 mm, a nakon S§to je bakterija izlozena medu i antibiotiku
skupa, zona inhibicije iznosila 21 mm. Sli¢na je situacija s antibiotikom imipenemom. U

istrazivanju nije naznaceno koja je vrsta meda to¢no koriStena.

Utvrden je statisticki znacajan utjecaj meda na povecanje zona inhibicija pojedinih
antibiotika, osim umjetnog meda, gdje razlike nisu znacajne. Standardna devijacija je vezana
uz aritmeticku sredinu 1 u slucaju ovog istrazivanja je vrijednost standarne devijacije prilicno
velika. Velika vrijednost standardne devijacije je opravdana jer u sva tri mjerenja dobivena su
velika rasprSenja rezultata oko aritmeti¢ke sredine, odnosno srednje vrijednosti, budué¢i da
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veli¢ine inhibicijskih zona variraju od 0 mm pa do preko 30 mm. Ukoliko bi rezulati s velikim
brojem inhibicijskih zona koje iznose 0 mm bili izbaceni, to ne bi bio realan prikaz situacije,
bududi da je vecina bakterija otoporna na ispitivane antibiotike i samim time inhibicijske zone

nije moguce mjeriti.

Inhibitorna aktivnost meda se pripisuje razli¢itim ¢imbenicima kao Sto su osmotski
ucinak meda, prirodno niski pH, visoki sadrzaj Secera, stvaranje vodikovog peroksida (White i
sur., 1963). Istrazivanja su pokazala kako antibakterijski uéinci meda ovise i 0 prisustvu
fenolnih kiselina (Israili, 2013.) i flavonoida (Kwakman i sur., 2010.). U novije vrijeme,
identificirani su metilglioksal i antimikrobni peptid pcelinji defensin-1 kao vatne
antibakterijske tvari u medu (Israili, 2013.). Vjeruje se kako je antibakterijsko djelovanje
meda vrlo slozeno zbog umijeSanosti vise spojeva, te dodatno zbog velikih razlika u

koncentracijama ovih spojeva izmedu razli¢itih vrsta meda.

U nasem istrazivanju smo osim istrazivanih uzoraka meda na hranjivu podlogu uvijek
dodavali i nerazrijedeni umjetni med kao negativhu kontrolu. Umjetni med je slican
prirodnom, nepatvorenom medu tek po sastavu Secera (Cooper i sur., 2002.), stoga mozemo
iskljuciti osmolarnost kao jedini i najvazniji ¢imbenik antibakterijske ucinkovitosti. Naime,
umjetni med ima priblizno istovjetnu osmolarnost kao prirodni med, a kako on nije inhibirao
rast i razvoj niti jedne istrazivane bakterije, moze se s velikom sigurno$c¢u ustvrditi kako
osmolarnost nije ¢imbenik koji je u nasem istrazivanju pridonosio antibakterijskom uéinku
meda. Ovakav zakljuCak podupire i istrazivanje Molana (1992.) koje je pokazalo kako je
antibakterijska ucinkovitost vec¢a kod razrijedenog meda (smanjena osmolarnosti). Pojedina
istrazivanja su takoder pokazala kako su glavni antibakterijski ¢imbenici u medu vodikov
peroksid, katalaza i glukoza oksidaze. Medutim, Gik i suradnici (1995.) su medu prvima
pokazali kako i neperoksidni ¢imbenici mogu takoder doprinijeti antimikrobnim svojstvima
meda, te da flavonoidi i drugi fenolne komponente imaju antioksidativni kapacitet i
sprjecavaju rast brojnih gram negativnih i gram-pozitivnih bakterija. Za uzorke meda koji nisu
imali inhibicijski u¢inak, mozemo pretpostaviti kako nemaju potrebne sastojke kojima bi
utjecali na bakterije, bilo da se radi o fenolima, flavonoidima, bjelan¢evinama, metilglioksalu
ili njihovoj kombinaciji. Naime, antibakterijsko djelovanje meda je vrlo slozeno zbog
umijeSanosti viSe spojeva, a zbog velikih razlika u koncentracijama razli€itih tvari 1 spojeva
izmedu razlicitih vrsta meda nije moguce potpuno jednoznac¢no odrediti koja je vrsta meda

najucinkovitija. Poblize odredivanje antibakterijskih spojeva i njihove aktivnosti, odnosno
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ukljucenosti u slozeno antibakterijsko djelovanje meda, moze omoguditi standardizaciju i

pomoc¢i ukloniti glavne prepreke za primjenu meda u medicini i terapiji.
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ZAKLJUCAK

Svih osam ispitivanih bakterija u ovom istrazivanju, pokazale su odredenu osjetljivost

na testirane vrste meda.

Najprije, antibiogramom je utvrdena osjetljivost bakterija na 18 ispitivanih antibiotika.
Mjerenjem zona inhibicije, potvrdena je potpuna otpornost svih osam ispitivanih bakterija na
antibiotike: amoksicilin/klavulanska kiselina, cefaleksin i sulfametoksazol/trimetoprim. Okolo

navedenih antibiotika, nije bilo vidljive inhibicijske zone.

Za sve Cetiri vrste meda, bagremov, kaduljin, lipov i livadski, utvrdene su vrijednosti
minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije. Najniza inhibitorna
koncentracija, 0,1 mg/ml odredena je za med livade na bakteriji A. baumannii, a najniza
baktericidna koncentracija odredena je za med kadulje na bakteriji Pr. rettgeri i med livade na
bakteriji A. baumannii, od 0,2 mg/ml. Rezultati su analizirani uz pomo¢ T-testa, statisticki
znacCajni rezultati su rezultati lipovog i livadskog meda, gdje je vrijednost p niza od 0,05, dok
je statistickom analizom utvrdeno da su rezultati meda bagrema 1 kadulje statisticki

neznacajni, buduci da je vrijednost p>0,05.

Nakon utvrdivanja vrijednost minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne
koncentracije ispitivanih medova, bakterije su tretirane ispitivanim medovima i ponovnim
antibiogramom je utvrdeno da se osjetljivost bakterija na pojedine antibiotike povecala.
Najbolje sinergistiCko djelovanje sve detiri vrste meda pokazale su s antibioticima
gentamicinom i sulfametoksazolom/trimetoprimom, no statistickom analizom, utvrdeni su
znacajni rezultati samo za bakteriju P. mirabilis. ANOVA analiza ukazala je na to kako ostali
rezultati nisu statisticki znacajni, iako je mjerenje inhibicijskih zona nakon tretmana medom,

kod svih bakterija pokazalo povecanu osjetljivost na testirane antibiotike.
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