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SAZETAK

Povecana rezistentnost patogenih bakterijskih sojeva na Siroko primjenjivane antibiotike
predstavlja globalni problem s kojim se sure¢e moderna medicina prvenstveno u suzbijanju i
lijeCenju hospitalnih infekcija. Potraga za alternativnim rjeSenjima svrstala je odredene vrste
meda sa izrazitim antibakterijskim djelovanjem u skupinu tvari s potencijalnim antibiotskim
u¢incima. U ovom istraZivanju ispitivano je antibakterijsko djelovanje ukupno 52 uzorka meda
svrstanin u 5 monoflornih grupa prema potvrdenom botanickom podrijetlu: lipa (Tilia sp).,
kadulja (Salvia officinalis L.), bagrem (Robinia pseudoacacia L), kesten (Castanea sativa Mill.)
i medun te po jednog uzorka meda manuke, tzv. ,,umjetnog” meda te antibiotika, uz pomoé
makro- i mikro-diluciijske metode. Uzorci su podrijetlom s razli¢itih lokacija péelinjaka Sirom
Republike Hrvatske (Hrvatsko primorje s otocima Krk, Cres, LoSinj i Pag, Istra, Gorski kotar,
Ogulinsko-plas¢anska udolina, Lika, podrucje zagrebackog prstena, Pokuplje, Banovina,
Medimurje, Zapadna Slavonija, Baranja). Ispitivanje bakteriostatskog (MIK) i baktericidnog
(MBK) ucinka provedeno je na 6 sojeva gram pozitivnih bakterija (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Enterobacter cloacae, ESBL
Escherichia coli) i 3 soja gram negativnih bakterija (Staphylococcus aureus, meticilin-
rezistentan Staphylococcus aureus (MRSA), Enterococcus faecium). Visoku razinu
antibakterijskog djelovanja djelovanja na sve ispitivane bakterije ostvario je uzorak meduna
(MS8) od kojih se posebice istice bakteriostatski u¢inak na rezistentan soj MRSA u koncentraciji
od 0,05 mg/kg (3,1% v/v), dok za isti u€inak potrebna koncentracija antibiotika je 4 puta veca i
iznosi 0,2 mg/kg (12,5% v/v). Pojedini medovi od bagrema, lipe, kadulje, te uzorci tzv.

,2umjetnog* i meda manuke pripadaju skupini sa niskom razinom antibakterijskog djelovanja.

Kljucéne rije¢i: antibakterijsko djelovanje, medun, ESKAPE patogeni



SUMMARY

Increased resistance of pathogenic bacterial strains to widely used antibiotics represents a
global problem faced by modern medicine primarily in the control and treatment of nosocomial
infections. The search for alternative solutions has classified particular types of honey with a
pronounced antibacterial effect into a group of substances with potential antibiotic effects. A
total of 52 honey samples were studied for their antibacterial activity classified in 5 unifloral
groups by their confirmed botanical origin: linden (Tilia sp.), sage (S. officinalis L.), black locust
(R. pseudoacacia L), chestnut (C. sativa Mill.) and honeydew honey, one sample per each of
manuka and the so-called "artificial” honey as well as the antibiotics by means of macro- and
micro-dilution methods). Samples derived from different apiary locations of Croatia (Croatian
Littoral with the islands of Krk, Cres, LoS$inj and Pag), Istria, Gorski kotar, Ogulin-Plaski valley,
Lika, wider District of Zagreb, Pokuplje, Banovina, Medimurje, Western Slavonia and Baranja).
The study of the bacteriostatic (MIK) and bactericidal (MBK) effect of studied honey samples
was carried out on 6 strains of gram-positive bacteria (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Enterobacter cloacae, ESBL Escherichia
cphylococci and Escherichia coli negative), methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA), Enterococcus faecium). High level of antibacterial activity on all tested bacteria was
reached by the honeydew honey sample (M8), with particular bacteriostatic effect on the tested
MRSA strain in the concentration of 0.05 mg/kg (3.1% v/v), whilst the required concentration of
antibiotics for the same effect was 4 times higher amounting 0.2 mg/kg (12.5% v/v). Particular
acacia, linden and sage honey samples, as well as the samples of "artificial” and manuka honey,

fall into the group of samples showing a low level of antibacterial activity.

Key words: antimicrobial activity, honeydew hpney, ESKAPE pathogens
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1. Uvod i pregled podrudja istrazivanja

Od drevnih kultura pa sve do suvremenog doba, medu se pridodaje izrazita vaznost, kako
u prehrambenim tako i u terapijskim svrhama. U prehrani ¢ovjeka prvenstveno se koristi kao
prirodni zasladivaé, koji je ujedno bio i jedini zasladiva¢ do pocetka industrijske proizvodnje
Secera. S druge strane, koriStenje meda i drugih pcelinjih proizvoda u terapijske svrhe posljednih
godina je poznato pod nazivom apiterapija. Temelji apiterapije postavljeni su mnogo prije
suvremene medicine, zahvaljujuéi antickim narodima Egipta, Rima, Grcke, Asirije 1 Kine. Med
se upotrebljavao samostalno ili u kombinaciji s razli¢itim ljekovitim biljem za lijeenje rana
nastalih opeklinama, bolesti crijeva, o¢nih bolesti te za upalu grla i lijeenje kaslja (Bogdanov 1

sur., 2008; Molan, 2009)

Dokazivi terapeutski ucinak meda se moze interpetirati kroz antimkrobno,
antioksidacijsko, gastroprotektivno i protuupalno djelovanje. Antimikrobno djelovanje meda
ponajviSe je rezultat slozenog kemijskog sastava i fizikalnih svojstava §to se odrazava na
stvaranje nepovoljnje sredine za bakterije poput Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa (Molan, 1992).

Visoka vrijednost i Siroki spektar upotrebe u terapijske svrhe te velika globalna
dostupnost, uporabu meda svrstavaju u komplementarne oblike moderne medicine. Glavni razlog
tome jest pretjerana upotreba antibiotika, odnosno, pojava sve vece rezistencije bakterija na
danas poznate antibiotike. Abd-El Aal i sur. (2007.) godine su usporedili antimikrobni uc¢inak
meda i antibiotika na bakterije izolirane iz inficiranih opeklina te pokazali kako je med imao ve¢i

inhibicijski u¢inak na izolirane gram-negativne bakterije (Pseudomonas aeruginosa,



Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae) u odnosu na antibiotike ciprofloksacin,

sulbaktam/ampicilin, ceftriakson i vankomicin (Abd-EIl Aal i sur., 2007).

Znacajno za istaknuti je da vaznu ulogu i iskoristivost, osim meda, imaju 1 drugi pcelinji

proizvodi kao $to je pelud, mati¢na mlije¢, vosak, propolis te pceljinji otrov.

1.1. Definicija meda
Pravilnik o medu (NN 53/15, 47/17) definira med kao ,,prirodno sladak proizvod Sto ga
medonosne pcele (Apis mellifera) proizvode od nektara medonosnih biljaka ili sekreta zivih
dijelova biljaka ili izlucevina kukaca koji siSu na zivim dijelovima biljaka, koje pcele skupljaju,
dodaju mu vlastite specifi¢ne tvari, pohranjuju, izdvajaju vodu i odlaZzu u stanice saca do

sazrijevanja“ (Pravilnik o medu, NN 53/15,47/17).

Vije¢e Europske zajednice je donijelo Direktivu 2001/110/EZ i 2014/63/EU s ciljem
stvaranja ekvivalencije izmedu nacionalnih zakonskih standarda o razli¢itim karakteristikama i
vrstama meda te potpunoj informiranosti potrosata u pogledu kvalitete i podrijetla meda.
Navedenim aktom se pridonijelo uspostavljanju uvjeta i donekle transparentnosti zajednickog
trzista te djelomi¢nom Sprjeavanju nepostenog trziSnog natjecanja u svrhu zastite potroSaca.
Posljedi¢no, med koji je prilikom stavljanja na trziste deklariran za konzumaciju ne smije imati
strani okus ili miris zbog umjetno izmjenjene kiselosti ili dodatkom prehrambenih adiditiva, ne
smije biti u stanju vrenja ili zagrijavan na naéin da prirodni enzimi budu inaktivirani ili
degradirani. Iznimka na koju se ne odnose kriteriji sastava meda jest med za industrijsku uporabu

(Parlament i Vije¢e Europske zajednice, 2001/110; 2014/63).



1.2. Botanicko podrijetlo meda

Ovisno o botanic¢kom podrijetlu meda, osnovna podjela je na nektarni ili cvjetni med i
medun ili medljikovac (NN 53/15, 47/17). Nektar je slatka tekucina u kojoj su glavni sastojci
voda i ugljikohidrati od kojih su najzastupljeniji monosaharidi glukoza i fruktoza te disaharid
saharoza. IzluCuju ga biljne Zlijezde nektarije nakon ¢ega ga medonosne pcele skupljaju i svojom
aktivnoS¢u preraduju u med (Oertel, 1980). Koli¢ina nektara kojeg biljke izluce ovisi o
nadmorskoj visini, zemljopisnoj S$irini, meteoroloskim prilikama (temperatura, vjetar, vlaga),
navodnjavanju, gnojenju i o sortama (ukoliko se radi o poljoprivrednim kulturama). 1z navedenih
razloga, u Hrvatskoj postoji veliki broj vrsta medonosnog bilja, §to se uzro¢no-posljedi¢no

odrazava i na raznovrsne pcelinje ispase (Zima, 2007).

Dio nacionalnog paketa standarda kojima se definirana botanicko podrijetlo meda
ukljucuje i Pravilnikom o kakvoc¢i uniflornog meda (NN 122/09, 141/13). ,,Uniflorni med
proizveden je vecinski od nektara jedne biljne vrste, te u netopljivom sedimentu sadrzavati
najmanje 45% peludnih zrnaca iste biljne vrste, dok multiflorni med vuée podrijetlo od vise
biljnjih vrsta“. 1znimke ovog pravilnika se odnose na medove koji su definirani manjinskim ili
vecinskim postocima peludnih zrnaca iste biljne vrste u netopivom sedimetu. Vrste medova na
koje se odnose iznimke navedenog pravilnika su: med od pitomog kestena (Castanea sativa
Mill.) koji mora sadrzavati najmanje 85% peludnih zrnaca iste biljne vrste, med od uljane repica
(Brassica napus L.) i med od facelije (Phacelia tanacetifolia Benth.) mora sadrzavati 60%
peludnih zrnaca iste biljne vrste, med od lipe (Tilia spp.) mora sadrzavati 25 % peludnih zrnaca
iste biljne vrste ili 10 % uz karakteristiCna senzorska svojstva (miris, okus, boja), med od
bagrema (Robinia pseudoacacia L.), metvice (Mentha spp.), vrijeska (Calluna vulgaris L.),

vriska - primorski vrijesak (Satureja montana L.), maslacka (Taraxacum officinale Weber) i



ruzmarina (Rosmarinus officinalis L.) mora sadrzavati 20 % peludnih zrnaca iste biljne vrste,
med od Kadulja (Salvia officinalis L.) mora sadrzavati 15 % peludnih zrnaca iste biljne vrste ili
10 % uz karakteristi¢na senzorska svojstva (miris, okus, boja), med od planike (arbutus unedo
L.) mora sadrzavati 10 % peludnih zrnaca iste biljne vrste, a medovi agruma (Citrus spp.) i
lavande (Lavandula spp.) moraju sadrzavati 10 % peludnih zrnaca iste biljne vrste ili 5 % uz
karakteristi¢na senzorska svojstva (miris, okus, boja). (Pravilnik o kakvo¢i uniflornog meda, NN
143/2013; NN 122/2009). Bagremov, kaduljin, lipov i kestenov med su medu najznacajnijim

vrstama uniflornih nektarnih medova u Hrvatskoj.

Za razliku od nektarnog med, osnovna sirovina koju pcele skupljaju i iskoriStavaju u
proizvodnji meduna jest medna rosa ili medljika. To je slatki sok koji najcesce proizvode kukci
iz reda Homoptera (lisne i $titaste usi) na nacin da svojim rilcem (usnim aparatom) buse list i
prodiru do dubljih slojeva biljaka odnosno biljnih sokova. 1z biljnih sokova ekstrahiraju dusi¢ne
tvari koje iskoriStavaju za vlastiti metabolizam, a iz organizma izlu¢uju vodenu otopinu bogatu
Se¢erima - mednu rosu. Koli¢ina medne rose na tlu i biljkama koju pcele skupljaju 1 preraduju u
med, ponajviSe ovisi o klimatskim uvjetima koji djeluju na reprodukciju tih kukaca. Meduni od

jele, smreke i hrasta najznacajnije su vrste meduna u Hrvatskoj (Lusi¢ i sur., 2009)

Osim u polaznoj sirovini za proizvodnju meda, medun se od nektarnog meda razlikuje po
odredenim senzorskim (boja i okus) i kemijskim svojstvima te mnogo kra¢em vremenu
potrebnom za kristalizaciju (Lus$i¢ i sur., 2009). Takoder, karakteristicno svojstvo meduna u
odnosu na nektarni med je 1 visoki sadrzaj mineralnih tvari koji proporcionalno utjece na
vrijednosti elektricne vodljivosti. Prema Pravilniku o medu (NN 53/15, 47/17) elektri¢na
vodljivost kod meduna mora biti najmanje 0,8 mS/cm, a nekarnog meda najvise 0,8 mS/cm

(Pravilnik o medu, NN 53/15, 47/17).



1.3. Fizikalno-kemijska svojstva meda

Med je namirnica sa jedinstvenom kombinacijom sastojaka koju u najvecoj koli¢ini
saCinjavaju ugljikohidrati 1 voda te stoga se moze okarakterizirati kao vodena otopina Secera.
Udio vode u medu iznosi 15-20% te kao druga najzastupljenija komponentna ima znacajnu ulogu
u odredivanju kvalitete meda, dok s druge strane, suha tvar meda ¢ini 80-85% od ukupnog
sastava meda. Prema kvantiteti, najzastupljeniji medu makronutrijentima su uglijkohidrati ¢iji
udio u suhoj tvari meda iznosi 95-99%. Osim jednostavnih ugljikohidrata, odnosno fruktoze i
glukoze (85-95% od ukupnih ugljikohidrata), u medu su prisutni i sloZeniji ugljikohidrati ¢iji su
glavni predstavnici disaharidi i oligosaharidi. Ostale komponentne sastava meda koje su prisutne
u vrlo malom postotku su minerali, vitamini, proteini i slobodne aminokiseline, organske
kiseline, enzimi, pigmenti i tvari arome (Kkiseline, alkohol, ketoni, aldehidi). Kemijski sastav
meda, odnosno razli€ita zastupljenost pojedinih makronutrijenata i mikronutrijenata uvelike

ovise o botanickom podrijetlu §to rezultira razlikama medu pojedinim vrstama meda (Bogdanov 1

sur., 2008).

Takoder, razlike u kemijskom sastavu utjecu i na promjenu fizikalnih svojstva meda,
posebice na kristalizaciju, viskoznost, higroskopnost, elektricnu provodiljivost i opticku
aktivnost). Na temelju razlika u fizikalno-kemijskim karakteristikama meda, razvijeno je vise
rutinskih analiza za utvrdivanje kvaliete meda i autenti¢nosti botanickog podrijetla (Bogdanov i

sur., 2002).



1.4.  Antibakterijske komponente meda
Od 1892. godine antibakterijsko svojstvo meda poprimilo je novo znacenje u medicini,
ali i u cjelokupnoj znanstvenoj zajednici (Molan, 1992). Do danas, mnogi znanstvenici su u
istrazivanjima proucavali utjecaj razli¢itih vrsta meda i njihovih fizikalno-kemijskih svojstava na
razli¢ite sojeve bakterija (Hussain, 2019; Gobin i sur., 2018; Mulu i sur. 2004). Takoder, opisani
su mehanizmi djelovanja i metode detekcije. Temeljem dobivenih rezultata moderna medicina
prepoznala je sve veéu ulogu antibakterijskog svojstva meda (Bang, 2003; Jantakee, 2015;

Kwakman, 2010; Adams i sur. 2009; Brozni¢ i sur., 2018; Kwakman i sur.,2010)

Svojstva meda kojima se ostvaruje antibakterijsko djelovanje su dvostrukog karaktera: 1)
fizikalnog (visoka osmolarnost, kiselost) i 2) kemijskog (vodik peroksid, metilglioksal, defensin-
1, fenolni spojevi) (Brudzynki, 2011; Girma, 2019; Bogadanov 1997; Mavric i sur., 2008;

Fijuwara i sur., 1990)

1.4.1. Kiselost meda
Med s prosjecnom vrijednosti pH od 3,2 do 4,5 pripada skupini namirnica koje
predstavljaju nepovoljnu sredinu za rast i razvoj. Kiselost meda ponajvise ovisi o sadrZaju
organskih kiselina od kojih je najzastupljenija glukonska kiselina a koja nastaje enzimskom

razgradnjom glukoze pod djelovanjem enzima glukoza oksidaze (Anupama, 2003).

Istrazivanja su pokazala kako niske vrijednosti pH meda posljedi¢no djeluju inhibicijski
na bakterije Corynebacterium diphtheriae i Bacillus cereus, dok se prilikom neutralizacije i
povecanja pH vrijednosti inhibicijski u¢inak velikim djelom smanjuje ili u potpunosti izostaje

(Roth i sur., 1986; Molan, 2009).



S druge strane, Bogdanov (1997.) linearnom korelacijom analizira utjecaj pH, slobodne i
ukupne kiselosti razli¢itih uniflornih i polifornih medova na inhibiciju rasta bakterije
Staphylococcus aureus. Rezultat istrazivanja je utvrdivanje znacajne korelacije izmedu inhibicije
rasta bakterije te ukupne i slobodne kiselosti meda, ali ne i korelacije s vrijednostima pH. lako su
niske vrijednosti pH jedne od glavnih karakteristika antibakterijskog djelovanja meda, u nekim
slu¢ajevima drugi faktori utjecu na inhibiciju meda, poput meda od kestena koji sprjec¢ava rast

bakterija s vrijednostima pH >5 (Bogadnov, 1997).

1.4.2. Osmolarnost meda
Osmotski u¢inak meda izraZzen je zahvaljuju¢i povoljnom koncentracijskom omjeru
izmedu ugljikohidrata i vode. Zbog visoke koncentracije ugljikohidrata u suhoj tvari meda, udio
slobodnih molekula vode dostupnih za rast bakterija, odnosno aktivitet vode u medu je vrlo
nizak. Optimalne vrijednosti aktiviteta vode za rast vecine bakterija se kre¢u u rasponu od 0,94-
0,99, dok se vrijednosti prosjecnog raspona aktiviteta vode u medu kre¢u od 0,56 do 0,62 §to
osim antibakterijskog ucinka rezultira 1 inhibicijom ostalih vrsta mikroorganizama (Molan,

1992).

lako visoka osmolarnost direktno utjeCe na rast bakterija, ona ne predstavlja klju¢an
faktor antibakterijske aktivnosti meda. Vidljivo je to iz rezultata mnogobrojnih istrazivanja u
kojima je dokazano da odredene vrste meda pri niskim, odnosno razrijedenim koncentracijamaod
5%, 6,25%, 9,5% i 12% zadrzavaju antibakterijsko djelovanje na razliCite sojeve bakterija
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli (Mulu i sur., 2004,

Henriques i sur., 2011). Nadalje, dodatni dokaz ¢injenici da visoka osmolarnost ne predstavlja



kljucan faktor u antibakterijskom djelovanju meda jeste djelovanje tzv. ,,umjetnog meda“. Zainol
I sur. su prezentirali utjecaj tzv. ,,umjetnog meda“, odnosno smjese Secera (40,5% fruktoze,
33,5% glukoze, 7,5% maltoze i 1,5% saharoze) i 100 ml sterilne deionizirane vode, na razlicite
sojeve bakterija, a dobiveni rezultat je bio samo bakteriostatski uc¢inak pri 50%-tnoj koncentraciji

(Zainol i sur., 2013).

1.4.3. Vodikov peroksid
Vodikov peroksid se opisuje kao jedan od glavnih i najistaknutijih sastojaka meda s
antibakterijskim djelovanjem. Reakcija stvaranja vodikovog peroksida u medu ukljucuje

oksidaciju glukoze koju katalizira enzim glukoza oksidaza (White i sur., 1963).

GriaoH CHaOH CH,OH  OH
H OH H
glucose oxidase ! HZD H Cow
OH  H N Do —— B,
HO %] HO .
\ FAD® FADH;*
o o H oOH VI
- Glucose HaOa g gluconolactone D - gluconic acid

The generated antimicrobial
agent — hydrogen peroxide

Slika 1. Reakcija stvaranja vodikov peroksida (Szweda, 2016)

Dokazano je da izvor enzima glukoza oksidaze predstavljaju pcelinje faringealne Zlijezde
koje ga luce u sakupljeni nektar tijekom ispase. Enzimska aktivnost glukoza oksidaze u medu
ovisi 0 nizu fizikalno-kemijskih ¢imbenika koji dovode do smanjenja njezinih funkcija ili

inaktivacije. Neki od tih ¢imbenika su povecano izlaganje meda svjetlosti i toplini, inhibicija
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viSom koncentracijom supstrata (glukozom) te stupanj razrjedenja meda. (Molan, 1992; White 1
sur., 1963). Utvrdeno je kako je ovaj enzim velikim dijelom inaktivan u nerazrijedenom medu,
dok se razrjedenjem meda uvelike povecava faktor aktivnosti samog enzima (Brudzynski i sur.,

2011).

Skupini enzima Kkoji zna¢ajno utjecu na koncentraciju vodikovog peroksida u medu, osim
glukoza oksidaze pripada i katalaza. Za razliku od glukoza oksidaze koja je pcelinjeg podrijetla,
izvor katalaze je botani¢kog podrijetla, odnosno nalazi se u sastavu peludnih zrnaca. Stoga je,
koncentracija vodikovog peroksida uvjetovana i koli¢inom peludnih zrnaca koje dospiju u med.
Katalaza ima i razli¢iti mehanizam djelovanja na vodikov peroksid u odnosu na glukoza
oksidazu te se umjesto produkcije, njezino djelovanje ocituje hidrolizom vodikovog peroksida na
dva razgradna produkta: kisik i vodu. Iz tog razloga enzim katalaza se upotrebljava u analiticke

svrhe za odredivanje koncentracije vodikovog peroksida (Molan, 1992).

White i sur. (1963.) su medu prvima vodikovom peroksidu pripisali antibakterijsko
djelovanje zbog znacajne korelacije izmedu koncentracije prisutne u medu 1 bakteriostatskog
ucinka (White i sur., 1963). Mehanizam antibakterijskog djelovanja vodikovog peroksida opisan
je reakcijama oksidacije kojim se povecava oksidativni stres u samoj bakterijskoj stanici. Na
smanjenje oksidativnog stresa, odnosno povecane razgradnje vodikovog peroksida u medu,
bakterijama osim vlastitih mehanizama obrane i katalaze, posebice pomazu ostale komponentne
meda s antioksidativnim djelovanjem kao $to su polifenoli i odredeni vitamini. Brudzynski i sur.
(2011.) su pokazali da vodikov peroksid oksidacijskim djelovanjem uspje$no inhibira rast
Escherichia coli, dok na drugu ispitivanu bakteriju Bacillus subtilis nije potvrden inhibicijski

uc¢inak (Brudzynski i sur., 2011).



1.4.4. Metilglioksal
Druga skupina komponenti meda s kemijskim karakterom kao $to su metilglioksal,

pcelinji defensin-1 i polifenoli ostvaraju antibakterijsko djelovanje kroz neperoksidnu aktivnost.

Visoka razina neperoksidne aktivnosti utvrdena je u medu manuke (lat. Leptospermum
scoparium) podrijetlom s Novog Zelanda. Jedno od glavnih obiljeZja te vrste meda je jedinstveni
manuka faktor (engl. Unique Manuca Factor, UMF), posebna jedinica kojom se izrazava i
procjenjuje mo¢ antibakterijskog u¢inka meda manuke. Znaéajnost UMF-a prvensteno se ocituje
u marketinske svhe, a raspon UMF vrijednosti u manuka medu se kre¢e od 5 do 26 jedinica,
obzirom na koli¢inu metilglioksala. Njegovo inhibitorno djelovanje ocituje se na rast i razvoj
razli¢itih sojeva gram pozitivnih i gram negativnih bakterija, primjerice Escherichia coli,
Staphylococcus aureusa, Pseudomonas aeruginosa (Allen i sur., 1991; Mavric i sur., 2008;

https://www.umf.org.nz/grading-system-explained/).

Od niza bioaktivnih komponenti meda manuke koje sudjeluju u neperoksidnoj
antibakterijskoj aktivnosti, najznacajniji je metilglioksal. Vrijednosti metilglioksala pronadene u
medu manuke se kreé¢u u rasponu od 38 mg/kg do 1282 mg/kg, §to ukazuje na bitnu razliku u
odnosu na ostale vrste medova (do 24 mg/kg), fermentirane proizvode (3-11 mg/kg) te przenu

kavu (23-47 mg/kg) (Mavric i sur, 2008; https://www.umf.org.nz/grading-system-explained/).

Koncentracija metilglioksala uvelike ovisi o prisustvu spoja dihidroksiacetona
identificiranog i u razli¢itim vrijednostima kvantificiranog u nektaru cvjetova biljke manuke.
Adams i sur. (2009.) godine su pokazali kako metilglioksal izravno nastaje mehanizmom koji

ukljucuje reakciju pri kojoj dolazi do neenzimske pretvorbe dihidroksiacetona. Ipak, razlog zasto
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je reakcija uvjetovana visokim koncentracijama dihidroksiacetona u nektaru cvjetova jo§ je

nepoznanica.

Takoder, u istom istrazivanju, u svjeze prikupljenom medu manuke pronadena je visoka
kolicina dihidroksiacetona i niska koli¢ina metilglioksala, a nakon ¢uvanja meda na 37 °C omjer

izmedu dihidroksiacetona 1 metilglioksala znacajno se povecao u korist produkta (Adams 1 sur.,

2009).

1.45. Defensin-1

Tijekom zadnjih par desetljeca identificiranim komponentama meda sa antibakterijskim
svojstvom pridruzen je i defensin-1. Njegovo prisustvo prvotno je dokazano u mati¢noj mlijeci
pod nazivom rojalisin, a zatim s odredenim vremenskim odmakom dokazan je 1 u medu
upotrebom uzastopnih neutralizacija viSe antibakterijskih komponentni (Fujiwara 1 sur., 1990;
Kwakman i sur., 2010). Razlog takvom pristupu jest sloZzena kemijska grada, odnosno
preklapanja u bakteriostatskom 1 baktericidnom ucinku komponenti meda. Naime,
neutralizacijom vodikovog peroksida 1 metilglioksala u analiziranom medu nije uocen izostanak
antibakterijske aktivnosti ve¢ se njezina razina prvenstveno smanjuje. Posljedi¢no, daljnjim
neutraliziranjem je otkriven niz komponenti medu kojima se nasao i defensin-1 (Kwakman i sur.,
2010).

Defensin-1 nastaje kao jedan od produkata u hemolimfi pcela, a primarna uloga mu je
zaStita 1 ocuvanje pcelinje zajednice od raznih nepovoljnih mikroorganizama (Klaudiny 1 sur.,
2005). Prema kemijskoj gradi svrstava se u kationske proteine, ¢iji lanac sadrzi 51

aminokiselinu, visoki udio cisteina te tri unutarmolekulska disulfidna mosta $to ¢ini kompaktnu
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globularnu strukturu. Medu ostalim karakteristikama defensina-1 izdvaja se snazno
antibakterijsko djelovanje na razli¢ite sojeve gram-pozitivnih bakterija poput Bacillus subtilisa i

Staphylococcus aureusa (Fujiwara i sur. 1990; Kwakman i sur. 2010).

1.5. Interpretiranje antibakterijskog djelovanja meda

Ogroman doprinos istrazivanjima na ovu temu ostvarili su Dold i sur. (1955.) godine koji
su pod pojmom ,,inhibicijski broj* kvantificirali antibakterijski potencijal meda. Inhibicijski broj
oznacava najveci stupanj razrjedenja u kojem je utvrdeno antibakterijsko djelovanje meda.
Metoda ukljucuje dilucijski niz od pet stupnjeva razrjedenja uzorka, a svaki se stupanj
razrjedenja povecava za 5%, odnosno rezultat je raspon od 25% do 5% koncentracije uzorka u
otopini (Molan, 1992). Takoder, metoda se i danas nalazi u $irokoj primjeni u podrucju
mikrobiologije uz male promjene. U najvecoj mjeri promjene se odnose na stupnjeve razrjedenja
ovisno o granicama detekcije antibakterijskog djelovanja za razli¢ite tvari (npr. eteri¢na ulja,

med, antibiotici)

Pojam koji se danas koristi za oznaCavanje antibakterijskog djelovanja meda, a
predstavlja zapravo sinonim ,,inhibicijskom broju“ jest minimalna inhibitorna koncentracija
(MIK). U mnogim istrazivanjima, za razliku od ,,inhibicijskog broja“, odredivanje MIK-a je
provedeno serijom dvostrukih razrjedenja uzoraka meda. Uz MIK koji predstavlja bakteriostatski
ucinak, antibakterijsko djelovanje meda izrazava se 1 baktericidnim ucinkom, odnosno
odredivanjem minimalne baktericidne koncentracije (MBK) (Anthimidou i Mossialos, 2013;

Burdzinsky i sur., 2011; Jantakee i Tragoolpua, 2015; Mama i sur., 2019).
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1.6. Escherichia coli i ESKAPE patogeni mikroorganizmi

Escherichia coli je gram negativna fakultativno anaerobna bakterija Stapic¢astog oblika iz
porodice Enterobacteriaceae. Prirodno je prisutna u gastrointestinalnom sustavu ljudi i Zivotinja
gdje se u simbiotskom odnosu nalazi u sastavu normalne crijevne mikrobiote i svojim enzimima
pomaze u metabolickoj razgradnji odredenih makronutrijenata. Uz domacinski organizam, E.
coli moze prezivjeti i u vanjskoj okolini (voda i tlo) u koju dospijeva preko fecesa. Osim
navedenog, izvor infekcije moze biti viSestruk (kontaminirana hrane, razne neciste povrSine)
zbog toga §to se infekcija uzorkavana E. coli prenosi fekalno-oralnim putem,a njezina prisutost u
vanjskoj okolini karakteristika je loSih higijenskih uvjeta 1 moguceg fekalnog zagadenja. Danas
je poznato vise od 700 serotipova E. coli od kojih su neki izrazito patogeni poput enterotoksi¢ne
E. coli (ETEC), enteroinvazivne E. coli (EIEC) i enterohemoragijske E. coli (EHEC) te mogu
uzrokavati razliite infekcije mokra¢nog sustava, crijevnog sustava i raznih drugih organih

sustava (Nataro i Kaper, 1998).

E. coli otpornost na antibiotike ostvaruje sa sojevima prosirenog spektra f-laktamaze E.
coli (ESBL - engl. extended-spectrum beta-lactamase) prvenstveno beta-laktamske antibiotike.
Melzer 1 Petersen su proucavali razlike u stopi smrtnosti 1 duZini boravaka u bolnici kod
pacijenata sa potvrdenom dijagnozom bakterijske infekcije uzorkovane sojevima E. coli koje
produciraju ESBL i onim sojevima koji ne produciraju ESBL EC. Rezultati studije su pokazali
kako potvrdene infekcije sa ESBL EC imaju vecu stopu smrtnosti u odonsu na infekcije

uzrokovane sojevima E. coli koji ne produciraju ESBL (Melzer i Petersen, 2007).

ESKAPE predstavlja akronim za skupinu vrlo patogenih mikroorganizama koja ukljucuje
sojeve gram pozitivnih bakterija Enterococcus faecium i Staphylococcus aureus te sojeve gram
negativnih bakterija kao sto su Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
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aeruginosa i Enterobacter spp. Najznacajnija karakteristika ESKAPE-a se o¢ituje u sposobnosti
“izbjegavanja” baktericidnog djelovanja antibiotika uzrokuju¢i hospitalne infekcije. Mehanizmi
rezistencije ESKAPE bakterija ostvaruju se enzimskim reakcijama, raznim promjenama u
ciljevima djelovanja lijeka, promjenom propusnosti vanjske membrane bakterija te stvaranjem

biofilma (Pendleton i sur., 2013).

Enterococcus faecium je gram pozitivna fakultativno anaerobna bakterija. Pripada
skupini oportunisti¢kih patogena, a ¢ini normalnu mikrobiotu crijeva Covjeka i zivotinja.
Njegova virulentnost se posebice ocituje u rezisteniciji na f-laktamske antibiotike ampicilin i
vankomicin. Staphylococcus aureus je takoder gram pozitivna fakultativno anaerobna okruglasta
bakterija koja u komenzalnom odnosu sa ¢ovjekom kolonizira kozu, usta i nazofaringealnu
Supljinu. Staphylococcus aureus virulentnost iskazuje proizvodnjom razli¢itih termostabilnih
toksina i enterotoksina koji mogu izazvati infekcije i uzrokovati mnoge bolesti poput
bakterijemije, endokarditisa, sepse i sindroma toksi¢nog Soka. Uz navedeno, S. aureus posebice
stvara ogromne probleme u bolnic¢ki sustavima, a jedan od najznacajnijih uzro¢nik hospitalnih
infekcija je meticilin-rezistentan S. aureus (MRSA). Njegova rezistentnost sadrzana je u enzimu
beta-laktamaza ¢iji mehanizam djelovanja ukljucuje hidrolizu f-laktamskog prstena §to rezultira
inaktivacijom skupine antibiotika na bazi penicilina. Klebsiella pneumoniae je gram negativna
fakultativno anaerobna bakterija Stapicastog oblika iz porodice Enterobacteriaceae. Njezina
virulentnost se izrazava posjedovanjem fimbrija i guste kapsule, a povecanu rezistentnost na
peniciline, cefalosporine, a u nekim sluc¢ajevima i karbapeneme zahvaljuje enzimu f-laktamazi.
Acinetobacter baumannii je oportunisticki gram negativni patogen koji sadrzi sposobnost dugog
prezivljavanja izvan domacina. Uzro¢nik je bolnickih infekcija izazvanih unakrsnom

kontaminacijom iz razloga §to dugo prezivljava na ljudskim rukama. Acinetobacter baumannii je
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tvorac spojeva nove virulentnosti koja se o€ituje enzimima impinenem metalo-f-laktamaze i S-
laktamaze serin oksacilinaza (OXA) te zbog toga stvara ogromne probleme u lijeenju.
Pseudomonas aeruginosa je gram negativna fakultativno anaerobna bakterija. Najcesci izvori
infekcije uzorokovane Pseudomonas aeruginosa u bolnicki sustavima su egzogeni (iz vanjske
okoline). Svoju otpornost na antibiotike (u vecini sluCajeva na imipenem) ostvaruje zbog
posjedovanja AmpC enzima i vanjske membrane koja povecava otpor prema prolasku
antimikrobnih lijekova u samu bakteriju. Enterobacter spp. je gram negativna bakterija koja
najée$ée inficira urinarni i respiratorni sustav. Odredeni sojevi posjeduju kapsulu. Siroki spektar
rezistencije na antibiotike veéina sojeva Enterobactera postize zbog f-laktamaze i

karbapenemaze (Santajit i Indrawattana, 2016;
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2. Cilj istrazivanja

Primarni cilj ovog istrazivanja bio je procjena antibakterijskog djelovanja razli¢itih vrsta
meda odredivanjem minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) i minimalne baktericidne
koncentracije (MBK). Ispitivanje je provedeno na 6 sojeva gram pozitivnih bakterija
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Enterobacter cloacae, ESBL Escherichia coli) i 3 soja gram negativnih bakterija
(Staphylococcus aureus, meticilin-rezistentan Staphylococcus aureus (MRSA), Enterococcus
faecium) pomocu dvije dilucijske metode (makro- i mikro-dilucijska metoda). Bakteriostatski i
baktericidni uc¢inak ispitivan je na skupini od pet odabranih vrsta medova (medovi od lipe,
kadulje, bagrema, kestena i medun) s razli¢itih pcelinjaka Republike Hrvatske (Hrvatsko
primorje s otocima Krk, Cres, Losinj i Pag, Istra, Gorski kotar, Ogulinsko-plas¢anske udoline,
Lika, podru¢je zagrebackog prstena, Pokuplje, Banovina, Medimurje, Zapadna Slavonija,
Baranja) prikupljenih u razdoblju od 2017. do 2019. godine, jednom uzorku manuka meda (iz

komercijalnog izvora), tzv. ,,umjetnog* meda te antibiotika.

Dodatno, cilj istrazivanja bio je ispitati podudarnosti izmedu dviju dilucijskih metoda,
odnosno metode makrodilucije u epruvetama i metode mikrodilucije u mikrotitarskim plo¢icama,
primijenjenih u odredivanju antibakterijskog djelovanja na prethodno navedene bakterijske

sojeve.
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3. Materijali i metode

3.1. Uzorci meda

Antibakterijsko djelovanje uzoraka meda, tzv. ,,umjetnog* meda (umjetne supstitucije) i
uzorka antibiotika ispitivano je u mikrobioloSkom laboratoriju Odjela zdravstvene ekologije pri
Nastavhom Zavodu za javno zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije. Od ukupno obradena 53
uzorka, jedan uzorak se odnosi na tzv. ,,umjetni* med (smjesa Secera i vode), dok su preostala 52
uzorka monoflorni medovi botanicki raspodjeljeni u Sest identificiranih vrsta (medovi od lipe,
kadulje, bagrema, kestena, meduna te manuka med iz komercijalnog izvora) uzorkovani u
vremenskom razdoblju od 2017. do 2019. godine. Zemljopisno podrijetlo pet vrsta meda (medun,
med od kadulje, med od bagrema, med od kestena, med od lipe) s mirkoregijske razine obuhvaca
lokacije pcelinjaka u Hrvatskom primorju s otocima Krk, Cres, LoSinj 1 Pag, Istri, Gorskom
kotru, Ogulinsko-plas¢anskoj udolini, Lici, podru¢ju zagrebackog prstena, Pokuplju, Banovini,
Medimurju, Zapadnoj Slavoniji te Baranji. Na slici 2. je graficki prikazan udio zastupljenost Sest
ispitivanih vrsta meda s obzirom na ukupni broj uzoraka, od kojih se 18 uzoraka (35%) odnosi na
med od kadulje, 13 uzoraka (25%) na medun, 9 uzoraka (17%) na med od bagrema, 6 uzoraka
(11%) na med od kestena, 5 (10%) uzoraka na med od lipe te jedan uzorak (2%) na manuka med.
Slika 3. predstavlja kartu Republike Hrvatske s oznacenim geografskim podrijetlom proizvodnje
pet vrsta ispitivanih uzoraka meda’. Lokaliteti proizvodnje p&elinjaka sa kojih potjedu uzorci

meda od kadulje na slici 2. su oznaceni razli¢itim bojama.

!Slika 3. se nalazi na sljedecoj stranici.
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Slika 2. Udio zastupljenosti ispitivanih vrsta meda s obzirom na ukupni broj uzoraka
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Slika 3. Karta Rebuplike Hrvatske s oznacenim lokalitetima ispitivanih uzoraka meda (med od lipe, med
od kadulje, med od kestena, med od bagrema, medun)(autorska slika)

Med od kadulje je oznacen crvenim tockama, meda od lipe ruzicastim tockama, meda od

kestena zelenim to¢kama, meda od bagrema Zzutim tockama i medun crnim tockama.
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Svim uzorcima uniflornin medova, deklariranim kao takvima od strane proizvodaca,
determinirano je i potvrdeno botanicko podrijetlo temeljem melisopalinoloske i senzorske

procjene svojstava.

3.1.1. Med od kadulje
Med od kadulje je najzastupljenija vrsta meda u istrazivanju (18 uzoraka od ukupno 52
uzorka meda, 35%). U tablici 1. su prezentirani uzorci meda od kadulje (K1-K18) prikupljeni
tijekom dvije godine, 2018. i 2019. obuhvacajuéi arhipelag pet jadranskih otoka®. S geografskog
polozaja gledano, viSe od polovine uzoraka, njih deset potjece s otoka Krka, Cetiri uzorka su s
podrucja otoka Prvica u sjevernom Jadranu, dva uzorka s otoka Paga te po jedan uzorak s otoka

Cresa i LoSinja.

Tablica 1. se nalazi na sljedecoj stranici.
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Tablica 1. Popis uzoraka meda od kadulje razvrstanih prema godini proizvodnje i lokalitetu

Uzorci Godina Vrsta Lokacija
K1 2019. Med od kadulje Otok Prvi¢, sj. Jadran
K2 2019. Med od kadulje Otok Prvié, sj. Jadran
K3 2019. Med od kadulje Stara Baska, Otok Krk
K4 2019. Med od kadulje Stara Baska, Otok Krk
K5 2019. Med od kadulje Nerezine, Otok LoSinj
K6 2019. Med od kadulje Stara Baska, Otok Krk
K7 2019. Med od kadulje Stara Baska, Otok Krk
K8 2019. Med od kadulje Omisalj, Otok Krk
K9 2019. Med od kadulje Vrana, Otok Cres
K10 2019. Med od kadulje Dokulovo, Otok Krk
K11l 2019. Med od kadulje Stara Baska, Otok Krk
K12 2018. Med od kadulje Rudine, Otok Krk
K13 2018. Med od kadulje Punat, Otok Krk
K14 2018. Med od kadulje >~ urd, Otok Prvié,

sj. Jadran

K15 2018. Med od kadulje Simuni, Otok Pag
K16 2018. Med od kadulje Dokulovo, Otok Krk
K17 2018. Med od kadulje Simuni, Otok Pag
K18 2018, Med od kadulje > ural, Otok Prvic,

sj. Jadran

3.1.2. Med od lipe

U tablici 2. od pet ispitivanih uzoraka meda od lipe (L1-L5), kroz 2018. godinu su

prikupljena cetiri uzorka, od kojih su dva proizvedena na lokalitetima u Hrvatskom primorju, po

jedan uzorak je proizveden na lokalitetu Like i Ogulinsko-plasanske udoline®. Prethodnoj

godini, 2017. pripada samo jedan uzorak proizveden na podrucju grada Samobora.

Tablica 2. se nalazi na sljedecoj stranici.
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Tablica 2. Popis uzoraka meda od lipe razvrstanih prema godini proizvodnje i lokalitetu

Uzorci Godina Vrsta Lokacija
L1 2017. Med od lipe Samobor
L2 2018. Med od lipe Podlopaca, Udbina
L3 2018. Med od lipe Matulji, Rijeka
L4 2018. Med od lipe Ogulin
L5 2018. Med od lipe Kastav

3.1.3. Med od kestena

U tablici 3. navedeno je Sest uzoraka meda od kestena (KE1-KE6) koji su proizvedeni u

razdoblju od tri godine (od 2017. do 2019.). Pet od Sest uzoraka meda od kestena podrijetlom je s

prostora kontinentalne Hrvatske. 1z 2017. godine dva uzorka potjecu s podru¢ja Banovine te po

jedan uzorak s podruc¢ja Pokuplja i Samobora, a u 2019. godini samo je jedan uzorak podrijetlom

iz Pozeske kotline. Jadranskoj regiji, preciznije Kvarnerskom zaljevu (obronci Uc¢ke) geografski

pripada jedan uzorak iz 2018. godine.

Tablica 3. Popis uzoraka meda od kestena razvrstanih prema godini proizvodnje i lokalitetu

Uzorci Godina Vrsta Lokacija
KE1 2017. Med od kestena Ozalj
KE2 2018. Med od kestena Ucka, Rijeka
KE3 2017. Med od kestena Sakanlije, Dvor
KE4 2019. Med od kestena Pozega
KE5 2017. Med od kestena Samobor
KE6 2017. Med od kestena Kosna, Dvor
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3.1.4. Med od bagrema
Devet uzoraka meda od bagrema (B1-B9), prezentirano tablicom 4. proizvedeni su
tijekom razdoblja od dvije godine na pet lokaliteta. Sest uzoraka je prikupljeno u 2017. godini,
od Cega polovina na istarskim pcelinjacima. Tri preostala uzorka proizvedena su na pcelinjacima
oko grada Daruvara, u Medimurju (Slakovec) i Baranji. Uzorci meda od bagrema iz 2018.
godine, proizvedeni su na lokalitetima - Bilogore, Medimurja (Macinec) te okolici grada

Varazdina.

Tablica 4. Popis uzoraka meda od bagrema razvrstanih prema godinama i lokalitetima proizvodnje

Uzorci Godina Vrsta Lokacija
Bl 2017. Med od bagrema Visnjanj, Istra
B2 2018. Med od bagrema Macinec, Medimurje
B3 2017. Med od bagrema Golubinjak, Daruvar
B4 2017. Med od bagrema Podolje, Baranja
B5 2017. Med od bagrema Baderna, Istra
B6 2017. Med od bagrema Slakovec, Medimurje
B7 2018. Med od bagrema Bilogora
B8 2017. Med od bagrema  Skropeti, Istra
B9 2018. Med od bagrema Selm? MamsevaCkl’

Varazdin
3.1.5. Medun

Kategorija medova meduna sa ukupnim brojem od 13 uzoraka (M1-M13) predstavlja
drugu najzastupljeniju vrstu meda u ovom istrazivanju. Za razliku od ostalih ispitivanih vrsta
medova, svi uzorci meduna potjecu iz iste godine, a lokacijski su ograniceni na jednu Zupaniju.

Tablica 5. prikazuje uzorke meduna podrijetlom iz 2019. godine i Primorsko-goranske Zupanije s
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unutrasnjom distribucijom na Hrvatsko primorje i Gorski kotar. U Hrvatskom primorju je
proizvedeno sedam uzoraka koji najveéim dijelom, ¢ak njih Cetiri, pripadaju Sirem podrucju
Vinodola i Bribira, dva uzorka potjecu sa Sireg rijeckog podrucja, dok je jedan uzorak
podrijetlom s otoka Krka. S druge strane, Sest uzoraka goranskog meduna je iz kontinentalnog

dijela Primorsko-goranske Zupanije, sa lokacija oko Vrbovskog, Delnica i Cabra..

Tablica 5. Popis uzoraka meduna razvrstanih prema godini proizvodnje i lokalitetu

Uzorci Godina Vrsta Lokacija
M1 2019. Medun Novi Vinodolski
M2 2019. Medun Vrbovsko
M3 2019. Medun Vrbovsko
M4 2019. Medun Grizane, Vinodol
M5 2019. Medun Hrvatsko, Delnice
M6 2019. Medun Rijeka
M7 2019. Medun Plesce, Cabar
M8 2019. Medun Novi VinodolskKi
M9 2019. Medun Novi Vinodolski
M10 2019. Medun Prezid, Cabar
M11 2019. Medun Prezid, Cabar
M12 2019. Medun Rijeka
M13 2019. Medun Punat, Otok Krk

3.1.6. Manuka med
Komercijalni uzorak meda manuke proizvela je tvrtka Haines Apiares Ltd. iz grada
Kaitaia sa sjevera Novog Zelanda, a uvoznik i distributer za Republiku Hrvatsku je tvrtka Kavo
Commerce d.o.0 iz Lovrana. Ispitivani uzorak, punjen je 19.11.2018 godine u neprozirnu
ambalazu neto koli¢ine 250 grama, a njegov deklarirani sastav u potpunosti je pripisan manuka
medu s pripadnom vrijednosti UMF 5+,
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3.1.7. Tzv. ,,umjetni med
Postupak pripreme smjese vode i Secera, to jest tzv. ,umjetnog” meda, ukljucuje dva
monosaharida (glukozu i fruktozu) te dva disaharida (saharozu i maltozu) u prosje¢nim omjerima
karakteristi¢nim za najc¢es¢e medove i otopljenim u 17 ml destillirane vode. Priblizno polovinu
smjese ¢ini glukoza u koli¢ini od 40,5 g i fruktoza u koli¢ini od 33,5 g. Cjelina od Cetiri Sec¢erna

sastojka zaokruzena je s maltozom u koli¢ini od 7,5 g te saharozom u koli¢ini od 1,5 g.

3.2.  Prprema stock otopine uzoraka meda i tzv. ,,umjetnog*“ meda
Uzorci meda (medun, med od bagrema, med od kadulje, med od kestena, med od lipe) su
podrijetlom od hrvatskih proizvodaca obiteljskih poljoprivrednih gospodarstava (OPG).
Podrijetlo manuka meda, “umjetnog” meda opisano je u poglavlju 3.1.6., a nacin pripreme tzv.

,2umjetnog* meda u poglavlju 3.1.7.

Za pripremu stock otopine uzoraka meda i tzv. ,,umjetnog” meda odredena je masa od
14+0,1 grama uzoraka (6 uniflornih vrsta meda + tzv. “umjetni* med) koju je potrebno otopiti u
10 mililitara destilirane vode s ciljem postizanja 50 %-tne koncentrirane otopine. Potrebna
koli¢ina uzoraka odvagana je na tehnickoj vagi u plasti¢ne epruvete koje sadrze ¢ep s navojem, a
zatim je u epruvetu dodano 10 ml destilirane vode temperirane na 37°C kako bi se odredene vrste
meda mogle lakse otopiti. Pripremljena otopina meda (50% v/v) tijekom ispitivanja je ¢uvana u
hladnjaku na temperaturi od 2 do 8°C zbog usporavanja povecanja aktiviteta vode u samom

uzorku meda te posljedi¢nog sprje¢avanja dovodenje do stanja vrenja.

24



3.3. Priprema stock otopine uzorka antibiotika
Za pripremu stock otopine uzorka antibiotika 1 ml 1%-tnog antibiotika (100 U/ml
penicillin, 100 ug/ml streptomycin) razrijeden je s 99 ml destilirane vode cilju postizanja
razrjedenja 1:100, osim za bakterije Acinetobacter baumannii i ESBL Escherichia coli koje su na
te koncentracije antibiotika pokazale rezistenciju. Zbog toga se, u ispitivanju antibakterijskog
djelovanja antibiotika na Acinetobacter baumannii i ESBL Escherichia coli pripremlila stock

otopina koja sadrzi 1 ml 1%-tnog antibiotika otopljenog u 9 ml destilirane vode.

3.4. Bakterijski sojevi

Ispitivanje antibakterijskog u¢inka uzoraka meda, tzv. “umjetnog” meda i antibiotika
provedeno je na sljede¢im sojevima gram negativnih: Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Acinetobacter baumannii
ATCC 19606, okolisnom izolatu Enterobacter cloacae i klini¢kom izolatu ESBL Escherichia
coli, gram pozitivnih bakterija Staphylococcus aureus ATTC 25923, klini¢kom izolatu meticilin-
rezistentnog Staphylococcus aureus (MRSA) i izolatu iz uzorka medulaboratorijske usporedbe
Enterococcus faecium. Izvor okolisnih izolata koriStenih u ovom istrazivanju pripada kolekciji
Zdravstveno-ekoloskog odjela dok klini¢ki izolati pripadaju kolekciji Mikrobioloskog odjela

Nastavnog Zavoda za javno zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije.

3.5.  Priprema inokuluma

Posljednja faza pripreme materijala potrebnih za izvodenje eksperimenta predstavlja

pripremu bakterijske suspenzije za inokulaciju §to ukljucuje uzgajanje kultura izabranih sojeva,
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odredivanje Faktora (f), priprema bakterijske suspenzije s OD ~ 1, postizanje Zeljene
koncentracije bakterija u samom inokulumu te potvrdu postignute koncentracije bakterija u

inokulumu.

3.5.1. Odredivanje faktora (f)

Faktor (f) predstavlja odnos izmedu broja kolonija u 1 ml bakterijske suspenzije (N) i pri
odgovarajucoj vrijednosti opticke gustoc¢e (OD- engl. optical density) Nakon odredivanja faktora
za pojedinu bakteriju (temeljem triplikata), isti se moze koristiti u daljnjim ispitivanjima ukoliko
se ne mijenjaju uvjeti. Optimalno je pripremiti bakterijsku suspenziju s OD ~ 1, obzirom da se
iznad 1 gubi linearnost. Ukoliko je OD vrijednost premala, smanjuje se preciznost mjerenja

instrumenta.

3.5.1.1. Odredivanje opticke gustoée (OD)

Postupak pripreme inokuluma (radna suspenzija) zapocinje nasadivanjem bakterijskih
kultura ispitivanih sojeva na neselektivnom hranjivom agaru koji se zatim stavlja na inkubaciju
preko noéi. Nakon inkubacije”, sterilnom ezom se prenese dovoljna koli¢ina bakterijskih kolonija
u staklenu epruvetu koja sadrzi 9 ml fizioloske otopine kako bi se postigla optimalna vrijednost
ODgno~1. Opticka gusto¢a (OD) bakterijske suspenzije mjerena je UV-Vis spektrofotometrom
Shimadzu DR 3900 s dvije zrake (engl. dual beam) pri valnoj duljini (L) od 600 nanometara

(nm).

* Ovaj dio postupka je proveden u triplikatu zbog preciznijeg izratunavanja faktora (f).
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Svako odstupanje od ODggo~1 korigirano je sukcesivnim dodavanjem bakterijskih kultura
ukoliko su ocitane vrijednosti ODgg<1 ili razrjedivanjem suspenzije s fizioloSkom otopinom ako
su vrijednosti ODgpo>1, s ciljem izbjegavanja lazno pozitivnih ili lazno negativnih rezultata
antibakterijskog ucinka. KoriStenjem preguste bakterijske suspenzije (s veéim vrijednostima
ODgpo>1) moze utjecati na porast minimalne inhibitorne koncentracije (MIK). Odnosno
ispitivana tvar bi antibakterijski u¢inak ostvarivala pri visim koncentracijama, dakle rezultat bi
bio manji antibakterijski potencijal. S druge strane, bakterijska suspenzija s nizim vrijednostima
ODgpo<l moze dovesti do smanjenja MIK-a, a posljedicno i do porasta vrijednosti

antibakterijskog potencijala odredene tvari (Wiegand, 2008).

Nakon postignute vrijednosti ODggo~1 bitno je bakterijsku suspenziju iskoristiti unutar 30
minuta jer u protivnom postoji moguénost Kvantitativne promijene unutar suspenzije, odnosno

dolazi do povecanja broja bakterija.

Cilj je u finalnoj bakterijskoj suspenziji koja ¢e se aplicirati u epruvete/mikrotitarske

plocice koncentracija ispitivane bakterije bude 5x10° cfu/ml.

3.5.1.2.  Odredivanje broja kolonija (N) u pocetnoj bakterijskoj suspenziji
Sljedeci korak u pripremi inokuluma ukljucuje izradu dilucijskog niza s deseterostrukim
razrjedenjem (1:10) postojece bakterijske suspenzije vrijednosti ODggo~1. Raspon dilucijskog
niza se kreée od 107 do 10°® jer broj kolonija za ve¢inu bakterijskih vrsta u suspenziji s
pripadajuéom vrijednosti ODggo~1 iznosi od 10% do 10°. Zatim se na ploge s Mueller-Hinton
agarom (MHA) nasadi 100 pl bakterijske suspenzije iz epruveta s razrjedenjima od 10™ do 107

(pocevsi od najveceg razrjedenja 10'7) koje se inkubiraju na 37°C preko noci.
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Nakon inkubacije, oc¢itava se broj kolonija izraslih na hranjivom agaru, uzimajuci u obzir
samo ploce s brojem kolonija u rasponu od 100 do 500 cfu. Bakterijska suspenzija s viSim
brojevima kolonija (>500 cfu) ne predstavlja toc¢nu koncentraciju originalne suspenzije zbog
moguca dva razloga: 1) premalog prostora koji bakterije imaju na raspolaganju za rast (prerast
kolonija) ili 2) zbog ograni¢ene koli¢ina nutrijenata. Navedeno moze rezultirati manjim brojem
kolonija poraslih na agaru u odnosu na realni broj u orginalnoj suspenziji. S druge strane,
uzimanje u obzir plo¢e s manjim brojem poraslih kolonija u odnosu na optimalni raspon (<100
cfu) moze dovesti do statisti¢ke i metodoloske pogreske koja se javlja pri pripremi razrjedenja za
radnu suspenziju. Takoder, argument pri odabiru ploca s navedenim selekcijskim uvjetom jest taj
da s ploca koje sadrze broj kolonija u optimalnom rasponu (100-500 cfu) moze najpreciznije
odrediti korelacijski odnos izmedu vrijednosti ODggo | broja kolonija u suspenziji (N), koji je

kljuCan za izracunavanje faktora (f).

Nadalje, za svaku MHA ploc¢u koja sadrzi optimalan broj kolonija izra¢unat je broj
kolonija (N) prema sljedecoj jednadzbi:
_Cx10
~ 107D
gdje je:
* N = broj kolonija u suspenziji (cfu mI™)
e ( =Dbroj kolonija na MHA ploc¢i koje sadrze optimalan raspon (100-500 cfu)

e D =broj razrjedenja (1:10) koji odgovara MHA ploci s optimalnim rasponom
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Poslije zavrSenog izraCunavanja broja kolonija (N) u sve tri replike, uzeta je njihova
prosjec¢na vrijednost i korelirana s ocitanim vrijednostima ODggo~1, nakon Cega je izracunat

faktor (f) sljede¢com jednadzbom (Wiegand, 2008):

N

f a 0D600

gdje je:

N = broj kolonija u suspenziji (cfu mI™)

e ODggo = opticka gustoca bakterijske suspenzije mjerena pri 600nm

Jednom odreden faktor () visestruko je iskoristiv u daljnjim eksperimentima (pri istim

uvjetima) u svrhu efikasnog izraCunavnja broja kolonija u bakterijskoj suspenziji prema

jednadzbi:
gdje je:

e N= broj kolonija (cfu mI™)

o ODggo= opticka gustoca bakt. suspenzije mjerena pri 600nm

Glavni uvjet za iskoristivost faktora (f) precizno odredivanje broja kolonija u bakterijskoj
suspenziji jest da se u daljnjim eksperimentima koristi isti bakterijski soj koji mora biti uzgojen u
istim uvjetima kao i bakterijski soj koriSten za odredivanje faktora. Osim navedenog uvijeta,
bitno je u daljnjim eksperimentima posti¢i vrijednost ODggo Sto blize 1, Sto aproksimativno znaci

da je broj kolonija (za veéinu bakterija) u suspenziji od 10° do 10°.
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3.5.1.3.  Primjer izratunavanja faktora (f)
U nastavku je prezentiran primjer koji ukljucuje postupke (I-V1) izraCunavanja faktora

(f) za bakterijski soj Escherichia coli ATTC 25922.

()  Postizanje bakterijske suspenzije s vrijednosti ODggo~1
(I1)  Izrada dilucijskog niza (1:10), nasadivanje 100 pl suspenzije na MHA plocu iz
epruveta s razrjedenjima od 10™ do 10°; inkubacija na 37°C preko noéi.
(1) Brojanje kolonija (N) na MHA plo¢ama koje sadrze od 100-500 cfu
(IV)  Nakon izracuna broja kolonija Escherichia coli ATTC 25922 u sve tri replike, uzeta

je njihova prosje¢na vrijednost i korelirana s ocitanim vrijednostima ODgpo~1.

1. replika: Ng co1i1 =404 >0Dg co1i1 = 0,9497

2. rep”ka: NE.coliZ =300 HDE.COUZ =0,9262

3. repllka NE.COli3 =304 HDE.COH?» = 0,9497

(V)  Faktor (f) izratunat je za svaku za svaku repliku prema jednadzbi:

f — NE coli
ODgo0
oo 4,04 x 10° 9
1. replika: fE coti 1= Y 4,3x 10
_ 3x10° 9
2. replika: fE.coti 2= Soro7 = 3,2x 10
3,04 x 10°

3. replika:  frcoliz="gg.0, = 31 x10°
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(V) Rezultat faktora (f) za bakteriju Escherichia coli ATTC 25922 je aritmeticka

vrijednost prema jednadzbi:

- ht Ht S
f="5—

_ 43x10°+ 3,2x10° + 3,1x10°

= - = 3,36 x 10°

3.5.2. Razrjedivanje bakterijske suspenzije vrijednosti ODgyo~1
U posljednjem koraku u pripremi inokuluma, poc¢etnu bakterijsku suspenziju vrijednosti
ODgpo~1 je potrebno pravilno razrijediti s obzirom da je cilj u MIK testu primijeniti
koncentraciju bakterija od 100 000 do 1 000 000 cfu/ml (optimalno 500 000 cfu/ml). Pocetna

bakterijska suspenzija razrijedena je prema jednadzbi:
Cl X Vl == CZ X Vz
gdje je:
e (,=eksperimentalno dobiven broj kolonija (N) povezan s ODgyo~1 (cfu/ml)
e ;= volumen bakterijske suspenzije OD600~1 koji ¢emo razrijediti s MHB u cilju
dobivanja potrebnog volumena suspenzije zeljene koncentracije od 500 000 cfu/ml

e (,=ciljna koncentracija (500 000 cfu/ml)

e V,=ciljni volumen suspenzije potreban za provedbu eksperimenta (500 ml)

U ispitivanju, radna suspenzija za Escherichiu coli ATTC 25922 je pripremljena na nacin

da je menzurom odmjereno 500 ml Mueller-Hinton bujona (MHB) te preliveno u staklenu bocu s
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navojnim ¢epom u koju je zatim automatskom pipetom dodano 74 pl pocetne bakterijske
suspenzije vrijednosti OD600~1. Isti postupak razrjedenja s pripadaju¢im pocetnim bakterijskim
suspenzijama je napravljen za Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 za koju je potrebno 465 pl
pocetne bakterijske suspenzije dodati u 500 ml MHB-a, za Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 102 pl suspenzije u 500 ml MHB-a, za Acinetobacter baumannii ATCC 19606 263 pl
suspenzije u 500 ml MHB-a, za okolisni izolat Enterobacter cloacae 109 pl suspenzije u 500 ml
MHB-a, za klinicki izolat ESBL Escherichia coli 83 pl suspenzije u 500 ml MHB-a, za
Staphylococcus aureus ATTC 25923 367 pl suspenzije u 500 ml MHB-a, za MRSA-u 178 ul
suspenzije u 500 ml MHB-a te izolat iz uzorka medulaboratorijske usporedbe Enterococcus
faecium 524 ul suspenzije u 500 ml MHB-a kako bi se postigla ciljna koncentracija bakterijske

suspenzije od 500 000 cfu/ml.

3.5.2.1.  Primjer izracunavanja bakterijske suspenzije ODggo~1
Na primjeru Escherichia coli ATTC 25922 opisan je naéin (I-1I) izra¢unavanja

razrjedenja pocetne bakterijske suspenzije vrijednosti ODgpo~1.

() N = ODg x faktora (f) ODgoo ~ 1
N =1x (3,36 x 10% faktora (f) = 3,36 x 10°

N = ¢, = 3,36 x 10°= 3,4 x 10° cfu/ml

(n GxVi=GxV, C;= 3,4 x 10° cfu/ml
3,4 x 10° cfu/ml x V; = 500 000 cfu/ml x 500 ml V="
V= 500 000 cfumi™" x 500ml 24l C,=500 000 cfu/ml
= 3,4x10° cfuml-? B s
V,= 500 ml
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3.5.3. Potvrda koncentracije radne suspenzije
Po zavrSetku pripreme radne suspenzije slijedi postupak provjere uspjesnosti postizanja
zeljene koncentracije bakterija u inokulumu. Provjera zapocinje izradom dilucijskog niza s
deseterostrukim razrjedenjem (1:10) pripremljene radne suspenzije ¢iji raspon ukljucuje
razrjedenja od 10™ do 10, U drugom koraku 0,1 ml iz razrjedenja 10 i 10™ nasadi na MHA
plocu koja se zatim inkubira preko no¢i na temperaturi od 37°C. Zadnji korak se odnosi na
ocitavanje broja kolonija i izraCunavanje koncentracije bakterija u radnoj suspenziji na na¢in da

se u obzir uzima samo MHA ploca s brojem kolonija >100 cfu.

Vrijednosti dobivene u postupku potvrde bakterijskih koncentracija u radnoj suspenziji,
odnosno inokulumu za Escherichiu coli (ATTC 25922) 188 000 cfu/ml, za Klebsiella
pneumoniae (ATCC 3883) 446 000 cfu/ml, za Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) 208 000
cfu/ml, za Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) 750 000 cfu/ml, za okoli$ni izolat
Enterobacter cloacae 430 000 cfu/ml, za klini¢ki izolat ESBL Escherichia coli 205 000 cfu/ml,
za Staphylococcus aureus 300 000 cfu/ml, za meticilin-rezistentnog Staphylococcusa aureusa
386 000 cfu/ml te za izolat iz uzorka medulaboratorijske usporedbe Enterococcus faecium 960
000 cfu/ml $to odgovara referentnim vrijednostima optimalnog raspona (100 000 do 1 000 000

cfu/ml) koncentracije bakterija u radnoj suspenziji.

3.5.3.1.  Primjer izratunavanja potvrde koncentracije bakterija u radnoj suspenziji
U nastavku je prikazan postupak (I-V) izra¢unavanja koncentracije bakterija u radnoj

suspenziji na primjeru bakterijskog soja Escherichia coli ATTC 25922.
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3.6.

S MHA ploge na kojoj je nasadeno 0,1 ml iz razrjedenja 102 o¢itan je broj kolonija
od 188 cfu, dok broj kolonija na MHA plo¢i koja sadrzi 0,1 ml iz razrjedenja 107

iznosi 14 cfu.

U daljnji izra¢un u obzir se uzima samo MHA ploc¢a koja sadrzi broj kolonija >100

cfu, sto je u ovom slu¢aju MHA ploca sa brojem kolonija od 188 cfu (razrjedenje 10
%)
Broj bakterija u 1 ml suspenzije se izraGunava prema jednadzbi:

C = broj kolonija (cfu) x nasaden volumen na MHA plo¢u (ml) x razrjedenje

Uvrstavanjem eksperimentalnih  vrijednosti u jednadzbu (I11) dobivena je
koncentracija bakterija u radnoj suspenziji.

C =188 cfux (10x 0,1 ml) x 100 = 188 000 cfuml™*

Rezultat je koncentracija Escherichia coli ATTC 25922 u radnoj suspenziji iznosi

188 000 cfu mI™.

Metode odredivanje antibakterijskog djelovanja meda

Antibakterijsko djelovanje uzoraka meda i tzv. “umjetnog meda” ispitano je pomocéu

dvije dilucijske metode, preciznije metodom makrodilucije u epruvetama i metodom

mikrodilucije u mikrotitarskim plo¢icama u mikrobioloskom laboratoriju Zdravstveno-ekoloskog

odjela Nastavnog Zavoda za javno zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije.
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Eksperimentalna izvedba metoda se sastoji od dva povezana dijela obzirom da je
ispitivan bakteriostatski i baktericidni ucinak. Prvi dio obuhvaéa Sest koraka (priprema stock
otopine uzorka, priprema inokuluma, izrada dilucijskog niza, inokulacija, inkubacija i o€itavanje
rezultata) u kojima se ispituje bakteriostatski uc¢inak, odnosno minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK). Pojam MIK oznac¢ava najnizu koncentraciju antimikrobne tvari pri kojoj je
inhibiran rast ispitivanog bakterijskog soja u suspenziji. Nastavak ispitivanja predstavlja drugi
dio koji obuhvaca tri koraka (nasadivanje na MHA ploce, inkubacija i ocitavanje rezultata)
kojima se ispituje minimalna baktericidna koncentracija (MBK), odnosno najniza koncentracija
antimikrobne tvari potrebna da izazove smrt bakterijskih stanica u suspenziji u odredenom

vremenskom periodu.

Usporedbom makrodilucijske i mikrodilucijske metode (slika 4.)° postaju vidljive mnoge
sli¢nosti u izvedbi, ali takoder i dvije osnovne razlike. Prvenstveno u prvom dijelu, to jest u
odredivanju MIK-a. Prva razlika se odnosi na prefiks u imenu metode koji je povezan sa
koli¢inom koristenog volumena stock otopine uzoraka i inokuluma, a druga razlika na instrument

koji se koristi prilikom ocitavanja rezultata MIK-a.

5 . . . o ..
Slika 4. se nalazi na sljedecoj sranici.
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MAKRODILUCIJSKA
METODA
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Podetni volumeni u 6
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- 200 pL stock otopine

A 4
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ELISA ¢itat
mikrotitarskih ploéica

1

Slika 4. Usporedba makrodilucijske i mikrodilucijske metode u odredivanju MIK-a (autorska slika)

3.6.1. Makrodilucijska metoda

3.6.1.1.

Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK)

Makrodilucijska metoda provodi se u epruvetama (https://microbeonline.com/minimum-

inhibitory-concentration-mic-broth-dilution-method-procedure-interpretation/). Odredivanje

MIK-a makrodilucijskom metodom zapocinje pripremom stock otoine uzoraka (50% v/v)

opisano u poglavlju 3.2. te pripremom i oznacavanjem staklenih epruveta u kojima je izveden

test odredivanja MIK-a. Na slici 5. su prikazane staklene test epruvete podijeljene u redove od

kojih svaki predstavlja po jednu repliku uzorka s odgovaraju¢im nizom dvostrukih razrjedenja u
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https://microbeonline.com/minimum-inhibitory-concentration-mic-broth-dilution-method-procedure-interpretation/
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Mueller-Hinton bujonu (MHB) s ciljem postizanja koncentracija meda i tzv. ,,umjetnog* meda

od 0,8 g/ml, 0,4 g/ml, 0,2 g/ml, 0,1 g/ml, 0,5 g/ml i 0,025 g/ml.

Slika 5. Staklene epruvete u kojima je odredivan MIK (autorska slika)

Gledajuéi s lijeva na desno na slici 5., u prvu od ukupno 6 epruveta u dilucijskom nizu
dodano je samo 2 ml stock otopine uzorka $t0 0znacava razrjedenje mati¢nog uzorka od 50%
(0,8 g/ml), dok je u svaku sljede¢u epruvetu dodano po 1 ml MHB. Zatim je automatskom
pipetom iz prve epruvete preneseno 1 ml stock otopine uzoraka u drugu epruvetu koja ve¢ sadrzi
1 ml MHB te nakon centrifugiranja na vortexu (Vortex-genie 2, Scientific Industries i Reax top
vortex, Heidolph) postignuto je razrjedenje mati¢nog uzorka koje iznosi 25 % (0,4 g/ml). Na
identi¢an nacin postupak dvostrukih razrjedenja je ponovljen do zadnje epruvete u seriji iz koje
se 1 ml izdvaja u otpad kako bi postignuti volumeni u svim epruvetama bili jednaki. Preostala

razrjedenja (prema rastu¢em nizu) od tre¢e do Seste epruvete u seriji iznose 12,5% (0,2 g/ml),
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6,25% (0,1 g/ml), 3,13% (0,05 g/ml) i 1,56% (0,025 g/ml). Na kraju dilucijskog niza u jednoj
epruveti je pozitivna kontrola koju ¢ini 1 ml radne bakterijske suspenzije i 1 ml MHB, dok druga
epruveta predstavlja negativnu kontrolu u kojoj se nalazi samo 2 ml MHB. Cjelokupna izrada

dilucijskog niza prikazana je shemom na slici 6.

2l
1 1l 1l 1l 1l 11
% % % ; 1 ml izbaciti
RAZRIFBDENJE 1:1 1:2 1:4 1:8 1:1a 1:32 Sarmo Sarmo
bujon inolualurm
Koncentrarcija 0.% giml 0.4 0,2 0.1 0,05 0,025
uzoraka : ’ :

Slika 6. Shema izrade dilucijskog niza s dvostrukim razrjedenjima u odredivanju MIK-a
makrodilucijskom metodom (autorska slika)

Po zavrSetku izrade dilucijskog niza s dvostrukim razrjedenjima, slijedi postupak
inokulacije koji ukljucuje retrospektivno pripremljenu radnu bakterijsku suspenziju (inokulum)
priblizne koncentracije 5 x 10° cfu/ml (opisana u poglavlju 3.4.) inokuliranu u svaku epruvetu po
1 ml (osim u negativnu kontrolu). Epruvete se zatim promuckaju na vortexu te inkubiraju na

temperaturi od 37°C tijekom 16-20 sati.

Nakon inkubacije, slijedi ocitavanje rezultata inhbicije rasta bakterija u suspenziji.

Princip ocitavanja rezultata MIK-a se temelji na vizualnoj procjeni pri kojem je najvec¢em
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razrjedenju uzorka (u usporedbi s negativnom kontrolom) porast ispitivanog bakterijskog soja
sprijeCen. Na slici 7. prikazan je dilucijski niz sa serijom dvostrukih razrjedenja uzorka meduna

(M9) nakon inkubacije s ispitivanim bakterijskim sojem Staphylococcus aureus ATTC 25923.

Slika 7.Rezultati odredivanja MIK-a makrodilucijskom metodom (autorska slika)

3.6.1.2.  Odredivanje minimalne baktericidne koncentracije (MBK)
U drugom dijelu makrodilucijske metode, MBK je ispitivan na nacin da se iz epruvete za
koju je odreden MIK, te iz prethodne dvije epruvete s manjim razrjedenjima uzoraka 100 pl
sadrzaja prenese na MHA plo¢u nakon ¢ega slijedi inkubacija na 37°C tijekom 24 sata. Na slici

8. demonstrirana je shema odredivanja MBK-a nakon zavrSenog vizualnog odredivanja MIK-a.
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1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:52

RAZRIFDENJE
0.4 n,z2 0,1 0,05

el S =

agar

Koncentracija uzorka 0.8 girnl 0,025

Slika 8.Shema odredivanja MBK-a makrodilucijskom metodom (autorska slika)

Nakon inkubacije, kao rezultat baktericidnog ucinka oc€itava se najmanja koncentracija
uzorka koja je u potpunosti sprijecila rast bakterijskog soja. Na slici 9. prikazan je dio MHA
plo¢e s rezultatom MBK-a za uzorak meda od bagrema (B6) odredivan makrodilucijskom
metodom s koriStenom radnom suspenzijom bakterijskog soja Staphylococcus aureus ATTC
25923%. U ovom je slu¢aju najmanja koncentracija meda od bagrema koja je u potpunosti

sprijecila rast ispitivanog bakterijskog soja iznosila 0,8 g/ml.

®slika 9. se nalazi na sljedecoj stranici.
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Slika 9.Rezultati odredivanja MBK-a na uzorku meda od bagrema (B6) (autorska slika)

3.6.2. Mikrodilucijska metoda

3.6.2.1.  Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK)

Odredivanje bakteriostatskog ucinka uzoraka meda i ,,umjetnog™ meda mikrodilucijskom
metodom provedeno je pomocéu mikrotitarskih plo¢ica s 96 jazica (Sarstedt AG & Co. KG,
Njemacka), u kojima su jaZice rasporedene u 12 redaka i 8 stupaca (A-H). Ispitivanje je
provedeno prema Wiegand i sur. (2008) i Anand (2019). Za razliku od makrodilucijske metode
u kojoj je izvedba sastavljena od jedne replike uzoraka, u mikrodilucijskoj metodi svaki uzorak

je napravljen u tri replike.

Sest od osam stupaca (H-C) predstavlja dilucijski niz s dvostrukim razrjedenjima
identi¢an kao i u makrodilucijskoj metodi. Medutim, u mikrodilucijskoj metodi koristeni su
manji volumen za izradu dilucijskog niza pa je stoga u jazice stupca H naneseno 200 pul stock

otopine uzorka (priprema otopine opisana u poglavlju 3.2.), a u ostale jazice koje pripadaju
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rasponu stupaca od G do A je preneseno 100 pl MHB. Daljnji postupak izrade dilucijskog niza
ukljucuje prenosenje 100 pl otopine iz prethodnog u sljedeéi stupac pocevsi od stupca H, uz
napomenu da se iz zadnjeg stupca (C) 100 pl otopine izdvaja u otpad kako bi volumen bio
jednak u cijelom nizu. Takoder, vazno je naglasiti da se prije svakog prijenosa sadrzaj jazice
mora resuspendirati uz pomo¢ automatske pipete, Sto predstavlja analogiju centrifugiranju
epruvete kod makrodilucijske metode. Krajnji rezultat dilucijskog niza predstavlja vrijednost
koncentracija od 0,8 g/ml do 0,025g/ml postignutih s razrjedenjima mati¢nog uzorka od 50% do

1,56 % .

Sljede¢i postupak je inokulacija u kojem je 100 pl radne bakterijske suspenzije priblizne
koncentracije 5 x 10° cfu/ml (priprema inokuluma opisana u poglavlju 3.4.) dodano u jaZice koje
pripadaju stupcima od H do C. Posljednja dva stupca (B i A) oznacavaju pozitivnu i negativnu
kontrolu, odnosno u stupac B je dodano 100 ul radne bakterijske suspenzije i 100 ul MHB, dok u

stupac A je dodano samo 200 pl MHB.

Na slici 10. je predstavljena shema s tri mikrotitarske plocice koje oznacavaju slijed
postupaka u odredivanju MIK-a mikrodilucijskom metodom’. U prvoj mikrotitarskoj plo¢ici s
desne strane prikazani su volumeni stock otopine uzoraka (stupac H) i MHB-a naneseni u
odgovaraju¢e stupce (G-A). Druga plocica ukljucuje izradu dilucijskog niza sa serijom
dvostrukih razrjedenja (stupci od H-C), a tre¢a demonstrira raspon stupaca u koji je dodana radna

bakterijska suspenzija (H-B)

7 Slika 10. se nalazi na sljedecoj stranici.
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| STOCK OTOPINE + MHB | | DILUCIISKI NIZ S DVOSTRUKIM RAZRJEDENJIMA | BAKTERIJSKA SUSPENZIJA

C+ C- C+ C- C+ C-
IOTMTmMOO®D> IOGTMmMOO®mD> I®@TMmMOO®WD>»
£
Med 1 Med 1 Med 1 E
\
Med 2 Med 2 Med 2 }
%
Med 3 Med 3 Med 3 E
¢ |
Med 4 Med 4 Med 4 E
200 pl stock otopine \ |/ ‘———— oy~ . \

100 yl MHB 200 pl MHB 100 pl MHB bakterijske suspenzije

Slika 10. Shema s tri mikrotitarske plocice koje oznacavaju slijed postupaka u odredivanju MIK-a
mikrodilucijskom metodom (autorska slika)

U vremenskom razdoblju od zavrsetka inokulacije do pocetka inkubacije, mikrotitarske
plocice su najprije stavljene na Orbital shakers (IKA® Ks 130 Basic) frekvencije 320
pokreta/minuti kroz 5 minuta, a zatim je izmjerena opticka gustoca (OD) uzorka pri valnoj
duljini od 620 nm pomocu ELISA ¢itaca mikrotitarski plocica (Sunrise, Tecan, godina
proizvodnje: 2008.; Software: Magellan 7 V7.0, 2010 TECAN) $to oznacava pocetak postupka
odredivanja MIK-a. Nakon pocetnog mjerenja8 OD; uzoraka, mikrotitarske plo¢ice se stavljaju
na inkubaciju tijekom 24 sata pri temperaturi 37°C. Nakon inkubacije, mikrotitarske plocice
ponovno su podvrgnute mjerenju OD; pomoc¢u ELISA ¢itaca pri valnoj duljini od 620 nm, a

razlika u vrijednostima izmedu OD; u ,,nultom* stanju i OD; nakon inkubacije odreduje postotak

® Mjerenje OD; uzoraka provedeno prije inkubacije ozna¢ava ,,nulto” stanje (t=0).
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(%) inhibicije rasta bakterija u pojedinim otopinama uzoraka®’. U ovom slugaju, rezultat MIK-a

predstavlja jaZica koja sadrzi najmanju koncentraciju uzorka sa 100%-tnom inhibicijom.

Navedeni c¢ita¢ mikrotitarskih ploCica predstavlja zamjenu za vizualnu osobnu procjenu u
odredivanju MIK-a, odnosno drugu razliku izmedu makrodilucijske 1 mikrodilucijske metode.
Bakteriostatski uc¢inak pojedinih uzoraka u mikrodilucijskoj metodi se temelji na sljedecoj

jednadzbi:
% inhibicije = (1 —[(0OD1)/(0Dy)]) x 100
gdje je:

e 0D;= opticka gustoca ispitivanih uzoraka mjerenih pri valnoj duljini od 620 nm

e 0D,= optitka gustoéa kontrole'®

3.6.2.2.  Odredivanje minimalne baktericidne koncentracije (MBK)

4. MBK u mikrodilucijskoj metoditemelji odreduje se na isti nacin kao i u makrodilucijskoj
metodi Sto znaci da se iz prve tri jaZice koje nemaju detektiran porast bakterija, to jest
imaju 100 %-tnu inhibiciju, volumen od 10 uL prenese na MHA ploce, kako je prikazano
na slici 11", MHA plo&e se inkubiraju u periodu od 24 sata na temperaturi 37°C. nakon
cega se rezultat MBK-a ocitava kao najvece razrjedenje pri kojem nije doslo do porasta

kolonija ispitivane bakterije, odnosno vidljiv je baktericidni u¢inak.

® Utjecaj boje uzoraka na rezultate postotka (%) inhibicije rasta bakterija korigiran je oduzimanjem vrijednosti OD
prije inkubacije od vrijednosti OD nakon inkubacije

0D, je izmjerena oduzimanjem vrijednosti OD nacjepljenog hranjivog bujona s bakterijama bez dodane otopine
meda od vrijednosti OD hranjivog bujona bez bakterija
' Slika 11. se nalazi na sljedecoj stranici.
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Slika 11.Shema odredivanja MBK-a mikrodilucijskom metodom (autorska slika)

Na slikama 122, i 13®. prezentirani su rezultati MBK-a za uzorke meda od bagrema (B2,
B3, B4, B5), meda od kadulje (K17, K18) i meduna (M1, M2) ispitivani mikrodilucijskom
metodom nakon ocitanja MIK-a na mikrotitarskim ploficama pomocu ELISA ¢itaca. Na
navedenim slikama MBK se ispitivala na bakterijski soj Escherichia coli ATTC 25922, a
dobiveni rezultati na slici 9. ukazuju na to da niti jedan uzorak meda nije ostvario baktericidno
djelovanje, dok na slici 10. gotovo kod svih uzoraka meda se poklapa bakteriostatski ucinak s

baktericidnim uc¢inkom, osim u zadnjoj replici uzorka meda od kadulje (K18).

*2 Slika 12. se nalazi na sljedecoj stranici.
3 Slika 13. se nalazi na sljedecoj stranici.
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Slika 13. Rezultati odredivanja MBK-a za uzorke meda od kadulje (K17, K18) i uzorke meduna (M1, M2)
(autorska slika)
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5. Rezultati

5.1. Klasifikacija antibakterijskih u¢inaka meda pomoc¢u neuronskih mreza

5.1.1. Neuronska mreza (Neural-gas)

Neuronska mreza (Neural-gas) je metoda izbora obrade rezultata MIK-a i MBK-a
dobivenih mikrodilucijskom metodom zbog izrazito velikog skupa podataka koje je vrlo tesko
provjeriti vizualnom metodom te je takav skup podataka potrebno reducirati. Jedna od
redukcijskih metoda je Neural-gas koja kao rezultat generira odredeni broj vektora (BMU™) koji
se poput plina slobodno $ire i rasporeduju prostorom podataka pritom minimiziraju¢i ukupnu
pogresku. Glavna funkcija Neural-gas metode je smanjenje dimenzije prostora podataka, pri
¢emu se prostor podataka opisuje s malim brojem odabranih BMU vektora. Prednost Neural-gas
metode nad ostalim redukcijskim metodama poput Samo-organizirau¢e mape (SOM - engl. Self-
Organizing Map) i obic¢nih klasterizacija se oc€ituje u mogucénosti modeliranja ekstremnijih
vrijednosti i analizi odnosa izmedu klastera, §to S obzirom na ispitanu vrstu i broj uzoraka u
ovom istrazivanju ima vrlo bitnu ulogu. Takoder, vazno je istaknuti kako su odabrani BMU
vektori medusobno statisticki znacajno razliCiti unato¢ tome $to sama metoda Neural-gas tu
tvrdnju ne provjerava. Pretpostavlja se ako je metoda neuronske mreze generirala BMU vektore,
da su vektori po karakteristikama statisti¢ki znacajno razli€iti te da se mogu grupirati u razli¢ite

skupine.

“BMU - engl. Best Matching Units
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5.1.2. Algoritam neuronske mreze (Neural-gas)

Stvaranje algoritma neuronske mreze zahtjeva odredivanje tri parametra. Prvi i najvazniji

parametar je broj BMU™ vektora koji su potrebni za redukciju prostora podataka, dok preostala

dva parametra

odreduju doseg pojedinog BMU vektora u prostoru podataka. Drugim rije¢ima,

drugi 1 tre¢i parametar u stvaranju algoritma neuronske mreze odreduju koliko opsezno ce

pojedini BMU ukljucivati podatke te koliko ¢e mu vremenski trajati pamcenje. Nakon

odredivanja parametara, svakom BMU vektoru ¢e biti pridruzen odreden broj podataka koje on

najbolje opisuje, stoga neki ¢e BMU vektori opisivati jedan podatak, a neki dva ili vise podataka.

U nastavku je prikazano cetiri koraka (I-1V) u stvaranju algoritma neuronske mreze:

(M

(1

(1)

(V)

Odabrani broj BMU vektora se inicijalizira slu¢ajnim brojevima, odnosno ukupan
broj BMU vektora je slucajan.

Zatim se uzima prvi vektor podataka®® koji grupira pojedine BMU vektor (od
najblizeg prema najdaljem) ovisno o udaljenosti od vektora podataka.
Modifikacija BMU vektora na na¢in da najblizi BMU vektor koji najbolje opisuje
podatke se dodatno priblizi vektoru podataka, a preostali BMU vektori u manjoj
mjeri prate proces modifikacije, odnosno priblizavanje vektoru podataka. Koliko
¢e se preostali BMU vektori (izuzevsi najblizeg BMU vektora) korigirati ovisi o
zadanim parametrima na samom pocetku stvaranja algoritma

Nakon toga svaki sljede¢i vektor podataka prolazi korake 2. i 3., a proces se
ponavlja dok se ne stvori algoritam neuronske mreze, u ovom istrazivanju dok s

ne stvori klasifikacija antibakterijskih svojstava meda.

¥ BMU vektori se jo§ nazivaju codebook vektorima, a u Machine Learning-u predstavljaju jedan neuron u

neuronskoj mrezi.

18 U ovom istraZivanju vektor podataka predstavlja jednu repliku.
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5.1.3. Algoritam neuronske mreze antibakterijskih svojstava uzoraka

U procesu stvaranja Neural-gas algoritma s ciljem klasifikacije antibakterijskih svojstava
koristenih uzoraka obuhvaceno je ukupno 162 vektor podataka. Svaki vektor podatak predstavlja
po jednu repliku od 54 uzorka (52 uzorka meda + 1 uzorak ,umjetnog™ meda + 1 uzorak
antibiotika) analiziranu na devet razlic¢itih bakterija (E. coli, S. aureus, P .aeruginosa, K.
pneumoniae, E. faecium, E. cloacae, ESBL EC, A. baumannii i MRSA). Dakle uzlazni podatak
ne predstavlja antibakterijsko djelovanje jedne replike uzorka na jednu odredenu bakteriju, vec¢
skup podataka (vektor) u zdruzenom djelovanju (MIK + MBK) na sve ispitivane bakterije.
Vektor je formiran od niza elemenata od kojih svaki opisuje djelovanje jedne replike uzorka na
jednu bakteriju S$to u konacnici rezultira da se u ovom istrazivanju svaki vektor sastoji od 18
elemenata.

U tablici 6. je prikazan primjer principa klasifikacije vektor podataka koristenih u
kreiranju Neural-gas algoritma prema ukupnom (zdruZzenom) antibakterijskom djelovanju na
ispitivane bakterije. Razlog zbog kojeg je su u analizi ukljuene replike uzoraka umjesto
prosjecnih vrijednosti tih replika jest moguénost pojedinacne analize odnosa izmedu samih
replika te dodatno uocavanje anomalija (pogreska) na replikama”.

Takoder, vrijednosti replika uzoraka su vrlo sli¢ne i stoga je napravljena dodatna provjera
njihove medusobne neovisnosti pomocu SSIntra algoritma. Rezultati provedenog testa pokazuju
da su svi vektori medusobno neovisni, odnosno da su odredene vrste uzoraka medusobno

razlidite.

Y Tablica 6. se nalazi na sljedecoj stranici.
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Tablica 6. Prikaz organizacije podataka za antbakterijsku analizu uzoraka u Neural-Gas algoritmu

E. coli S. aureus MRSA
MIKROMETODA MIKROMETODA MIKROMETODA
OZNAKA
UZORKA MIC MBC MIC MBC MIC MBC
K1 Vektor podataka

Vektor podataka
Vektor podataka
K2 Vektor podataka
Vektor podataka
Vektor podataka

Vektor podataka

Antibakterijsko djelovanje uzoraka opisanih ukupnim prostorom od 162 vektor podatka
reducirano je i raspodijeljeno Neural-gas metodom na sveukupno 9 podataka (BMU vektora).
Svaki od tih 9 BMU vektora opisuje odredenu razinu uspjeSnosti, odnosno jacinu
antibakterijskog djelovanja replike uzorka (vektor podatka) na ispitivane bakterije.

U teoriji svaki vektor podataka promatran je u 18 dimenzionalnom prostoru, §to je u
praksi vizualno tesko prikazati te se zbog toga svi podaci reduciraju i projiciraju na dvije
najznacajnije osi 18 dimenzionalnog prostora metodom glavnih komponenti kao rezultat nastaje
dvodimenzionalni prostor. Na slici 14. prikazana je projekcija podataka i pobjednickih vektora
(BMU) na dvije glavne osi PC1 (x-0s) i PC2 (y-o0s). Ulazni podaci (crne tockice) nisu
ravnomjerno rasporedeni izmedu osi PC1 i PC2, kvantitativno gledano najviSe podataka je oko
ishodista, dok s povecanjem udaljenosti od ishodista broj ulaznih podataka se smanjuje. Takoder,
nepravilnu raspodjelu podataka slijede i BMU vektori od kojih su BMU4 i BMUS te BMUG i
BMUS8 najudaljeniji od ishodiSta. Udaljenost od ishodiSta zapravo definira jacinu
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antibakterijskog djelovanja pojedine replike, odnosno sve replike (vektor podataka) Cije je
antibakterijsko djelovanje opisano sa BMU4, BMUS5, BMU6 i BMUS pokazuju najjaci
bakteriostatski i baktericidni ucinak, dok preostale replike opisane sa BMU-ovima najblizih
ishodistu pokazuju slabiji antibakterijski uc¢inak. Udaljenost BMU-ova od ishodista prikazana je i
dendogramom na slici 15%. gdje je takoder vidljivo da su BMU4, BMU5, BMU6 i BMUS
najudaljeniji od ishodista dok se preostali BMU-ovi (blizi ishodistu) dijele u dvije skupine. Jednu

skupinu sa¢injavaju BMU1 i BMU3 dok drugu skupinu ¢ine BMU2, BMU7 i BMU9™®.
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Slika 14. Projekcija podataka (crne tockice) i BMU-a iz Neural-gas algoritma (plave zvjezdice) na glavne
osi dobivene metodom glavnih komponenata

' Slika 15. se nalazi na sljedeéoj stranici.
v Vrijednosti BMU vektora pojedinacnih replika nalaze se u tablici 7. poglavlje 8.
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Slika 15. Dendogram pobjednickih neurona s oznacenim uzorcima

Karakteristike pojedinih BMU vektora unutar skupine prikazane su na slici 16. Najblizi
ishodistu, prema slici 14., je BMUL te stoga opisuje uzorke sa vrlo slabim antibakterijskim
djelovanjem. Potvrda navedenog se mozZe uociti na slici 16%°. gdje su vrlo niske vrijednosti
razrjedenja uzoraka koji ostvaruju bakteriostatski (A) i baktericidni (B) u¢inak na sve ispitivane
bakterije, odnosno na nekim bakterijama cak je i vidljiv izostanak baktericidnog (B) djelovanja.
Iza BMUI, drugi po redu najblizi ishodistu je BMU3. Unato¢ tome §to BMU3 na slici 16.

opisuje uzorke sa malo boljim antibakterijskim djelovanjem od BMU1, ipak sacinjavaju

2% Slika 16. se nalazi na sljedecoj stranici. Na slici 16. slovo A oznaCava bakteriostatski ucinak , a slovo B
baktericidni u¢inak. Sa lijeve strane na slici 16. brojevima od 0 do 32 su oznacena razrjedenja radnih otopina
ispitivanih uzoraka. ,,Nulto“ razrjedenje oznacava koncentraciju uzoraka >50 %, a 32 oznacava koncentraciju
pocetnog uzorka od 1,6 %.
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zajedniCku skupinu klaster uzoraka slabijeg antibakterijskog djelovanja u kojoj su sva
razrjedenja radne otopine <25%. Drugu skupinu BMU vektora po udaljenosti najblizih ishodistu
¢ine BMU2, BMU?7 i BMU9 (slika 14.). Unutar ove skupine postoje dvije razlike koje se mogu
uociti na slici 16. Prva razlika se odnosi na analiziranje jacine antibakterijskog djelovanja
navedenih BMU vektora na S. aureus i K. pneumoniae, gdje BMU7 pokazuje najjaci, a BMU2
najslabiji antibakterijski ucinak. Druga razlika prezentirana je odstupanjima u vrijednostima
MIK-a i MBK-a unutar pojedinog BMU. Kod BMU9 i BMU2 uocena su ve¢a odstupanja u
vrijednostima bakteriostatskog i baktericidnog ucinka, odnosno potrebno je primijeniti vecu
koncentraciju radne otopine kako bi se ostvario baktericidni ucinak. Posebice je ova razlika
izrazena kod BMU?2 vektora za bakterije E. faecium, E. cloacae i ESBL EC, a najveca razlika se

ocituje za S. aureus.
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Slika 16. Karakteristike BMU vektora s obzirom na antibakterijski ucinak na sve ispitivane bakterije

BMUS BMUS BMUT BMUG BMUS BMU4 BMUS BMU2 BMU1
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Za razliku od mikrodilucijske metode, rezultati dobiveni makrodilucijskom metodom

nisu se obradivali Neural-gas metodom zbog manjeg broja podataka (uzorci nisu analizirani u

triplikatima, nego kao jedna replika).

5.2.

Ispitivanje podudarnosti antibakterijskog ucinka izmedu makrodilucijske i

mikrodilucijske

Statisti¢ka analiza podudarnosti rezultata MIK-a i MBK-a dobivenih makrodilucijskom i

mikrodilucijskom metodom provedena je u programu Statistica 13.0 (Stat. Soft. Inc., Tulsa,

SAD) pomoc¢u Wilcoxonovog testa ekvivalentnih parova samo za bakterijske sojeve E. coli, S.

aureus i MRSA. Wilcoxonov test je neparametrijski test koji se temelji na izra¢unavanju razlike
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izmedu ¢lanova u svakom paru. Elemente svakog para ¢ini jedna vrijednost MIK-a odredena
makrodilucijskom metodom i druga vrijednost MIK-a odredena mikrodilucijskom metodom za
pojedinacni uzorak. Na isti nacin su formirani parovi i za MBK. Prije pocetka same analize
potrebno je odrediti prosjecnu vrijednost MIK-a i MBK-a za uzorke ispitivane mikrodilucijskom
metodom, iz razloga §to je u istrazivanju antibakterijski u¢inak makrodilucijskom metodom

odreden jednom replikom a mikrodilucijskom metodom u tri replike.

Rezultati Wilcoxonovog testa, odnosno p-vrijednost od 0,003 ukazuje na to da postoji
statisticki znaéajna (p<0.05) razlika izmedu vrijednosti MIK-a i MBK-a dobivenih
makrodilucijskom i mikrodilucijskom metodom. Na slici 17%. graficki su prikazani rezultati
pomocu box plota s oznacenim srednjim vrijednostima (lijevo za makrodilucijsku, a desno za
mikrodilucijsku metodu) koje predstavlaju prosje¢nu koncentraciju uzorka u postocima, potrebnu

za ostvarivanje bakteriostatskog i baktericidnog ué¢inka.

?! Slika 17. se nalazi na sljedecoj stranici.
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Slika 17.Prikaz prosjecni vrijednosti koncentracija uzoraka potrebnih za postizanje MIK-a i MBK-a u
makrodilucijskoj i mikrodilucijskoj metodi

Prosje¢na koncentracija uzoraka za postizanje MIK-a i MBK-a u makrodilucijskoj metodi
iznosi 17,0%, dok za isto djelovanje prosje¢na koncentracija uzoraka dobivenih mikrodiucijskom
metodom iznosi 29,7 %. Prema tome proizlazi da za postizanje istog djelovanja na pojedinu
bakteriju, makrodilucijskom metodom je potrebna manja koncentracija uzorka za 12,7% u

odnosu na mikrodilucijsku metodu.
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6. Rasprava

Prema rezultatima dobivenih pomoc¢u Neural-gas algoritma utvrdeno je kako najslabiju
skupinu uzoraka s obzirom na antibakterijski uc¢inak prema svim bakterijama (E. coli, S. aureus,
P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. faecium, E. cloacae, ESBL E. coli, A. baumannii i MRSA)
opisuju BMU vektori najblizi ishodistu PC1 i PC2 osi, odnosno vektori BMUI 1 BMU3. U
navedenu skupinu, s odgovaraju¢om vrijednosti BMU1, pripada vise od polovine od ukupnih
uzoraka meda od kadulje (K1, K2, K3, K4, K5, K10, K12, K14, K15, K16, K18), svi uzorci
meda od bagrema (B1-B9), uzorak ,,umjetnog™ meda, manuka meda i meduna (M5) te 4 uzorka

meda od lipe (L1, L3, L4, L5).

Prema dostupnim literaturnim izvorima, manuka med prvenstveno je okarakteriziran kao
vrsta meda s izrazitim antibakterijskim svojstvima prvenstveno zahvaljuju¢i ViSOKoj
koncentraciji metilglioksala (Allen i sur.,1991). Razina metiglioksala u manuka medu opisana je
UMF vrijednosti, a njihov odnos je proporcionalan. U ovom istrazivanju, razlog za slab
antibakterijski potencijal uzorka manuka meda na sve ispitivane bakterije moguce je objasniti
niskim razinama metilglioksala. Naime, koristen je manuka med s najnizom vrijednosti u UMF
gradacijskom sistemu cija je oznaka UMF 5+, $to odgovara razini metilglioksala od 83 mg/kg
(https://www.umf.org.nz/grading-system-explained/). Medutim, Girma i sur. (2019.) su prezentirali
rezultate koji pokazuju kako manuka med pri vrlo visokim razrjedenjima (6-27% Vv/v) s
vrijednosti UMF 5+ pokazuje bolji bakteriostastki uc¢inak u usporedbi sa manuka medom UMF
10+ i1 UMF 15+ na ispitivane sojeve bakterija P. aeruginosa i MRSA-u zakljucuju¢i kako UMF

vrijednost moguce nije pouzdan pokazatelj antibakterijskih svojstava (Girma i sur., 2019).
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Skupini uzoraka s niskom razinom antibakterijskog djelovanja pripadaju pojedine replike
7 uzoraka meda od kadulje (K6, K7, K9, K10, K11, K17, K18), jednim uzorkom meda od lipe
(L2), dva uzorka meda od kestena (KE3, KE5) te pojedinim replikama 4 uzorka meduna (M5,
M9, M10, M11) koje opisuje vektor BMU3. Naposljetku, 25% od ukupnog broja ispitivanih

replika uzoraka pripada skupini uzoraka sa niskom razinom antibakterijskog u¢inka.

Sljedec¢u skupinu uzoraka sa selektivno visokom razinom antibakterijskog djelovanja na
odredene bakterijske sojeve opisuju tri BMU vektora (BMU2, BMU7 i BMU9) malo udaljenija
od ishodista PC1 i PC2 osi u odnosu na vektore BMUL1 i BMU3. Glavna karakteristika skupine
se ocituje u razini antibakterijskog djelovanja na ispitivane sojeve S. aureus i K.pneumonia
Najveca razina antibakterijskog djelovanja na ispitivanu bakteriju S. aureus odnosi se na uzorke
meduna (M1, M2, M3, M4, M6, M10) i uzorke meda od kestena (KE1, KE6) te jedan uzorak
meda od kadulje (K8), dok rast i razmnozavanje K. pneumoniae najbolje sprjecava uzorak meda

od kadulje (K13), uzorci meda od kestena (KE2, KE4) te uzorci meduna (M7, M9, M12, M13).

Uz antibakterijsko djelovanje na navedene bakterije, skupina sa selektivno visokom
razinom antibakterijskih svojstava ukljucuje i pojedine replike uzoraka meda od kadulje (K6,K7)
opisane vektorom BMUS5. Za razliku od vektora BMU2, BMU7 i BMU9, visoku razinu

antibakterijskog djelovanja uzorci opisani vektorom BMUS5 ostvaruju na bakterijski soj E. coli.

Osim bakteriostatskog i baktericidnog djelovanja na S. aureus i K. pneumoniae, izrazito
antibakterijsko djelovanje meduna u odnosu na ostale ispitivane vrste meda ocituje se i u zadnjoj,
najudaljenijoj skupini BMU vektora od ishodista PC1 i PC2 osi koja opisuje uzorke meda s
visokom razinom antibakterijskog djelovanja. Najznacajnije svojstvo skupine opisane vektorom

BMUA4, kojoj pripada samo uzorak meduna (M8), jest visoka razina antibakterijskog uc¢inka na
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sve ispitivane bakterije od kojih se posebice isti¢e djelovanje na rezistentan klinicki soj MRSA.
Vrijednost ostvarenog antibakterijskog potencijala uzorka meduna (M8) na MRSA-u dobiva
dodatno na znacaju slabim bakteriostatskim ucinkom te izostankom baktericidnog ucinka
antibiotika za navedeni bakterijski soj. Koncentracija uzorka meduna (M8) potrebna za
postizanje bakteriostatskog ucinka na ispitivani soj MRSA iznosi 0,05 mg/kg (3,1% v/v), dok za
isti u¢inak potrebna koncentracija antibiotika je 4 puta veca i iznosi 0,2 mg/kg (12,5% v/v). S
druge strane, baktericidni u¢inak na bakteriju MRSA ostvaren je pri koncentraciji meduna (M8)
u vrijednosti od 0,1 mg/kg (6,25% v/v), a za isti u¢inak na isti bakterijski soj koncentracija dvije

replike antibiotika iznosi 0,8 mg/kg (50% Vv/v), dok je trecoj replici baktericidni u¢inak izostao.

Antibakterijsko djelovanje uzorka antibiotika opisano je Neural-gas analizom sa dva
vektora BMUG6 i BMUS. lako je udaljenost ta dva vektora od ishodista PC1 i PC2 osi najveca,
antibakterijsko djelovanje ispitivanog antibiotika je u potpunosti izostalo na bakterijskim
sojevima ESBL EC i A. baumannii. Mogu¢nost za nastanak ovakvih anomalija u rezultatima u
ispitivanju uzorka antibiotika proizlazi iz njegovih vrlo razli¢itih replika koje su se tijekom
Neural-gas analize i separirale. Prva replika unutar uzorka antibiotika opisana je s vektorom
BMUSG, dok su preostale dvije replike opisane vektorom BMUS. S druge strane, svi ispitivani
uzorci meda i ,,umjetnog™ meda su ostvarili antibakterijsku aktivnost na sojeve ESBL EC i A.

baumannii, ve¢inom pri najmanjem razrjedenju (50% Vv/v).

Rezistentnost bakterijskih sojeva na Siroko primjenjivane antibiotike postao je jedan od
glavnih problema s kojim se susre¢e moderna medicina, a indirektna potvrda toga se moze
pronaci i u ovom istraZivanju u rezistenciji oportunistickih patogena bolnickih infekcija ESBL
EC i A. baumannii na ispitivani antibiotik. Takoder, u prilog navedenom je i in-vitro studija

Georgea i Cuttinga (2007) kojom su demonstrirali antibakterijsko djelovanje standardiziranog
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medicinskog meda Medihoney™ Antibacterial Honey (manuka med) na multi-rezistentne
mikroorganizme. Medihoney™ Antibacterial Honey je ostvario bakteriostatski ucinak na
bakterije ESBL EC i A. baumanniim u koncentraciji od 6-8% (v/v) §to je puno efikasnije u

odnosu na uzorke meda koriStene u ovom istrazivanju.

Provedenim analizama na ukupno 5 vrsta medova s podru¢ja Republike Hrvatske i
jednim komercijalnim uzorkom manuka meda postignuta je Kklasifikacija s obzirom na
antibakterijsko djelovanje. Prema postignutoj klasifikaciji i opisanim razinama antibakterijskog
djelovanja, medun se pokazao kao vrsta meda sa visokom razinom antibakterijskog djelovanja,
dok med od lipe i med od bagrema su opisani kao vrste meda sa najmanjom razinom

antibakterijskog ucinka.

Razlog visokim razinama antibakterijskog djelovanja meduna u odnosu na ostale vrste
nektarnih medova teSko je objasniti jednom specificnom razlikom, ali razli¢ito podrijetlo
osnovnih sirovina potrebnih za proizvodnju meduna i nektarnog meda te vjerojatno geografsko

podrijetlo imaju veliku ulogu u tome.

U ovom istrazivanju, ispitivani uzorci meduna potjecu s dva lokaliteta koja se odnose na
Gorski kotar i Hrvatsko primorje. Biljne zajednice koje prevladavaju u podrucju Gorskog kotra
koje direktno utjeCu na proizvodnju medne rose, a samim tim i na proizvodnju meduna su
zajednice crnogori¢nog (jela,smreka) i bjelogori¢énog drveca (hrast i bukva). Osim navedenog,
drugi faktor koji uvjetuje obilnu proizvodnju medne rose u crnogori¢nim 1 bjelogori¢nim
Sumama Gorskog Kkotara su raznolike vrste biljnih usi koje zapravo i proizvode mednu rosu

(Lusi¢ i sur., 2009). S druge strane, biljna zajednica na odredenim dijelovima Hrvatskog
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primorja sadrzi rijetku kombinaciju bjelograba (Carpinus orientalis) i hrasta crnike (Quercus

ilex), zna¢ajnu za proizvodnju meduna (Trinajsti¢, 2007).

Takoder, Gobin i sur. (2018.) godine su ispitivali antibakterijski potencijal 12 uzoraka
hrvatskih medova na S. aureus, A. baumanni, P. aeruginosa i E. coli u kojoj su uzorke meduna,
podrijetlom iz Gorskog kotara, oznalili kao vrstu meda sa najboljim antibakterijskim
djelovanjem u odnosu na ostale vrste medova, a dobivene vrijednosti za MIK (0,05 mg/kg-0,2
mg/kg) su identi¢ne vrijednostima dobivenim u ovom istrazivanju (Gobin i sur., 2018). Nadalje,
Brozni¢ i sur. (2018.) godine su proucavali antioksidativni kapacitet te antimikrobni i
antiproliferativni potencijal 4 uzorka meduna iz Gorskog kotara na bakterije S. aureus,
A.baumanni. Rezultati studije pokazuju kako se vrijednosti MIK-a i MBK-a za S. aureus kre¢u u
rasponu od 0,05 mg/kg do 0,0125 mg/kg, dok za A. baumanni vrijednosti MIK-a i MBK-a se
kre¢u u rasponu od 0,1 mg/kg do 0,025 mg/kg. U istoj studiji, autori su zakljucili kako medun iz
Gorskog kotara posjeduje terapeutski potencijal te se moze iskoristiti za unaprjedenje zdravlja iz

razloga $to pokazuje snaznu bioloSku aktivnost (Brozni¢ i sur.,2018)

Terapeutski ucinak odredenih vrsta medicinskog meda s viskom razinom antibakterijskih
svojstava prvenstveno se ocituje u lijeCenju opeklina i raznih kirur§kih i kroni¢nih rana
inficiranih patogenim mikroorganizmima poput MRSA-e u svakoj Zivotnoj dobi, ¢ak i kod
imunokompromitiranih osoba koje boluju od diabetes mellitusa (Simon i sur., 2009). Osim
navedenog, podruc¢je primjene medicinskog meda se $iri i prema drugim organskim sustavima, a
glavni cilj je prevencija bakterijskih infekcija te brzi oporavak oStecenih sluznica (Simon i sur.,

2009).
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Visoka razina antibakterijskog djelovanja meduna s podrucja Gorskog kotara i Hrvatskog
primorja u odnosu na ostale vrste nektarnih medova je jo§ jednom potvrdena i u ovom
istrazivanju, ¢iji rezultati su pridonijeli porastu vaznosti meduna, posebice u smjeru primjene u
medicinske svrhe poput vrsta manuka meda. Takoder, na temelju rezultata ovog istrazivanja, ali i
prethodnih kao 1 buducih istrazivanja meduna, svakako ga je potrebno podvrgnuti
standardiziranim procesima za proizvodnju medicinskog meda poput filtracije i ozracivanja s
gama zraka, a zatim u in vitro uvjetima ispitati njegovo antibakterijsko djelovanje $to je ujedno i

prvi korak za primjenu u medicinske svrhe.

Osim analiziranja antibakterijskih svojstava uzoraka, u ovom istrazivanju dodatno je
provedena procjena podudaranja rezultata MIK-a i MBK-a dobivenih makrodilucijskom i
mikrodilucijskom metodom. Prema Wilcoxonovom testu, statisticki znacajne razlike postoje u
medusobnim vrijednostima MIK-a i MBK-a odredene navedenim dilucijskim metodama.
Prosjeéne vrijednosti MIK-a i MBK-a dobiveni mikrodilucijskom metodom su veée u odnosu na
prosjeéne vrijednosti MIK-a i MBK-a dobiveni makrodilucijskom metodom $to zna¢i da su
mikrodilucijskoj metodi potrebne veée koncentracije ishodisnog uzorka u radnoj otopini za

postizanje istog djelovanja.

Statisti¢ki znacajne razlike izmedu vrijednosti MIK-a i MBK-a su zasigurno produkt
pogreska nastalih tijekom mjerenja, odnosno razli¢itosti instrumenta koji se koriste u odredivanju
navedenih vrijednosti. Naime, u izvedbi makrodilucijske metode kao instrument procjene MIK-a
koristi se vizualna procjena, a kod mikrodilucijske metode ELISA ¢ita¢ mikrotitarskih plocica s
96 jazica. Posljedi¢no tome, vrijednosti MBK-a pokazuju isti rezultat Wilcoxonovog testa, iz

razloga Sto prema dobivenim vrijednostima MIK-a se odredivao MBK u ispitivanim uzorcima.
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Szweda (2016.) je u svojoj studiji proucavao razlike izmedu agar-difuzijske metode i
mikrodilucijske metode u odredivanju antibakterijskih svojstava uzoraka meda, a kao prednosti
mikrodilucijske metode navodi veéu moguénost uzastopnih mjerenja rezultata, laksu

interpretaciju rezultata te snazniju diskriminacijsku snagu u analizi rezultata (Szweda, 2016).

Mikrodilucijska metoda bi svakako bila metodom izbora u odredivanju antibakterijskih
svojstava uzoraka meda, ali i u ispitivanju drugih tvari koje pokazuju navedeno djelovanje, u
odnosu na makrodilucijsku metodu prvenstveno zbog jednostavnosti, brze izvedbe te mogucnosti
ispitivanja veéeg broja replika. Za potvrdu navedenih prednosti, definitivno je potrebno napraviti
dodatnu analizu kako bi se utvrdilo koja metoda producira to¢ne i precizne rezultate $to nije

obuhvaceno ovim istrazivanjem.
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7. Zakljucak

Od ukupno 52 uzorka meda raspodijeljenih u 6 monoflornih vrsta, visoku razinu s
najsirim spektrom antibakterijskog djelovanja pokazuju uzorci meduna. Pojedini uzorci meduna
visoku razinu antibakterijskog djelovanja ostvaruju na bakteriju S. aureus (M1, M2, M3, M4,
M6) i K. pneumoniae (M7, M9, M12, M13). Jedini uzorak koji ostvaruje visoku razinu
antibakterijskog djelovanja na sve ispitivane bakterije je medun (M8), medu kojima se istie
djelovanje na rezistentan Kklini¢ki soj MRSA zbog vrlo slabog ili izostanka antibakterijskog

djelovanja ispitivanog antibiotika na navedeni bakterijski soj.

Kod bakterijskin sojeva ESBL EC i A. baumannii nije zabiljezeno antibakterijsko
djelovanje ispitivanog antibiotika, dok su svi ispitivani uzorci meda u minimalnoj koncentraciji

(50% v/v) ostvarili antibakterijski ué¢inak na te bakterijske sojeve.

Visoku razinu antibakterijskog djelovanja, ali samo na soj S. aureus ostvaruju uzorci
meda od kestena (KE1, KEB6), a isti u¢inak postize uzorak meda od kadulje (K13) i uzorci meda
od kestena (KE2, KE4) na bakteriju K. pneumoniae te uzorci meda od kadulje (K6 i K7) na

bakteriju E. coli.

Skupina uzoraka sa niskom razinom antibakterijskog djelovanja prema svim bakterijama
ukljucuje sve uzorke meda od bagrema (B1-B9),, uzorak ,,umjetnog* meda i manuka meda, 4
uzorka meda od lipe (L1, L3, L4, L5) te polovinu ukupnih uzoraka meda od kadulje (K1, K2,
K3, K4, K5, K12, K14, K15, K16). Mogu¢i razlog zbog kojeg manuka med spada u navedenu
skupinu je taj Sto se u ispitivanju koristio uzorak sa najnizom vrijednosti manuka faktora (UMF

5+).
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U procjeni podudaranja rezultata MIK-a i MBK-a dobivenih makrodilucijskom i
mikrodilucijskom metodom prema Wilcoxonovom testu, mikrodilucijska metoda bi svakako bila
metodom izbora u odredivanju antibakterijskih svojstava uzoraka meda prvenstveno zbog
jednostavnosti i brze izvedbe. Potrebno je napraviti dodatnu analizu kako bi se utvrdilo koja
metoda producira tocne i precizne rezultate ispitivanja antibakterijskog djelovanja Sto nije

obuhvaceno ovim istrazivanjem.

Na kraju, zakljuujué¢i prema ukupnoj slici ispitivanja antibakterijskog djelovanja
pomocu makrodilucijske i mikrodilucijske metode, uzorci meduna s podruc¢ja Gorskog kotara i
Hrvatskog primorja su ostvarili najbolji antibakterijski u¢inak u odnosu na ostale vrste nektarnog
meda. Rezultati ovog istrazivanja se poklapaju 1 sa rezultatima ostalih istrazivanja

antibakterijskih u¢inaka provedenih na medunima s istog podrucja.
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8. Dodaci

8.1. Tablice replika uzoraka sa generiranim vrijednostima BMU vektora

Tablica 7.Popis replika uzoraka meda od kadulje(K1-K18) sa generiranim vrijednostima BMU vektora

Uzorci Broj BMU Uzorci Broj BMU
replike vektor replike vektor
1. 1 1. 1
K1-19 2. 1 K10 - 19 2. 3
3. 1 3. 1
1. 1 1. 3
K2-19 2. 1 K11 -19° 2. 3
3. 1 3. 3
1. 1 1. 1
K3-19 2. 1 K12 - 18 2. 1
3. 1 3. 1
1. 1 1. 9
K4 -19° 2. 1 K13 - 18" 2. 9
3. 1 3. 9
1. 1 1. 1
K5-19 2. 1 K14 - 18 2. 1
3. 1 3. 1
1. 5 1. 1
K6 - 19 2. 3 K15 - 18 2. 1
3. 5 3. 1
1. 5 1. 1
K7 -19 2. 3 K16- 18 2. 1
3. 3 3. 1
1. 7 1. 3
K8 -19° 2. 2 K17 - 18 2. 3
3. 2 3. 3
1. 3 1. 3
K9 -19 2. 3 K18 - 18 2. 3
3. 3 3. 1




Tablica 8.Popis replika uzoraka meda od lipe (L1-L5) i meduna (M1-M13) sa generiranim vrijednostima

BMU vektora

Uzorci Brpj BMU Uzorci Br(_)j BMU
replike vektor replike vektor
1. 1 1. 1
L1-17" 2. 1 M5 —19° 2. 3
3. 1 3. 3
1. 3 1. 7
L2 -18 2. 3 M6 —19° 2. 7
3. 3 3. 7
1. 1 1. 9
L3-18" 2. 1 M7 - 18" 2. 9
3. 1 3. 9
1. 1 1. 4
L4-18 2. 1 M8 — 18" 2. 4
3. 1 3. 4
1. 1 1. 9
L5-18" 2. 1 M9 — 18" 2. 9
3. 1 3. 3
1. 7 1. 2
M1-19° 2. 7 M10 - 18" 2. 2
3. 7 3. 3
1. 7 1. 3
M2 -19° 2. 2 M11 - 18 2. 3
3. 7 3. 3
1. 2 1. 9
M3 -19° 2. 7 M12 - 18" 2. 9
3. 7 3. 9
1. 7 1. 9
M4 - 19 2. 7 M13 - 18 2. 9
3. 7 3. 9
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Tablica 9. Popis replika uzoraka meda od kestena (KE1-KE6), meda od bagrema (B1-B9), manuka meda,

tzv. "umjetnog" meda i antibiotika sa generiranim vrijednostima BMU vektora

Uzorci quj BMU Uzorci Br(_)j BMU
replike vektor replike vektor
1. 7 1. 1
KEl1-17 2. 2 B4-17 2. 1
3. 7 3. 1
1. 9 1. 1
KE2 - 18 2. 9 B5-17 2. 1
3. 9 3. 1
1. 3 1. 1
KE3-17 2. 3 B6 - 17 2. 1
3. 3 3. 1
1. 9 1. 1
KE4 - 19 2. 9 B7 - 18 2. 1
3. 9 3. 1
1. 3 1. 1
KE5 - 17 2. 3 B8 - 17 2. 1
3. 3 3. 1
1. 7 1. 1
KE6 - 17 2. 7 B9 - 18 2. 1
3. 2 3. 1
1. 1 1. 1
Bl1-17 2. 1 Manuka med 2. 1
3. 1 3. 1
1. 1 1. 1
B2 -18" 2. 1 ,Umjetni“ med 2. 1
3. 1 3. 1
1. 1 1. 8
B3-17 2. 1 Antibiotik 2. 6
3. 1 3. 6

8.2. Popisslika

Slika 1. Reakcija stvaranja vodikov peroksida (Szweda, 2016)

Slika 2. Udio zastupljenosti ispitivanih vrsta meda s obzirom na ukupni broj uzoraka...............
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Slika 3. Karta Rebuplike Hrvatske s oznacenim lokalitetima ispitivanih uzoraka meda (med od
lipe, med od kadulje, med od kestena, med od bagrema, medun)(autorska slika) ....................... 18

Slika 4. Usporedba makrodilucijske i mikrodilucijske metode u odredivanju MIK-a (autorska

Slika 5. Staklene epruvete u kojima je odredivan MIK (autorska slika) .............cccccooovvcvnvnnnnnn. 37

Slika 6. Shema izrade dilucijskog niza s dvostrukim razrjedenjima u odredivanju MIK-a

makrodilucijskom metodom (aUtorska SHKa) ...........cccooeiiiiiiiiiici 38
Slika 7.Rezultati odredivanja MIK-a makrodilucijskom metodom (autorska slika)..................... 39
Slika 8.Shema odredivanja MBK-a makrodilucijskom metodom (autorska slika) ....................... 40
Slika 9.Rezultati odredivanja MBK-a na uzorku meda od bagrema (B6) (autorska slika).......... 41

Slika 10. Shema s tri mikrotitarske plocice koje oznacavaju slijed postupaka u odredivanju MIK-
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Slika 11.Shema odredivanja MBK-a mikrodilucijskom metodom (autorska slika)...................... 45

Slika 12.Rezultati odredivanja MBK-a za uzorke meda od bagrema (B2, B3, B4, B5) (autorska
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Slika 14. Projekcija podataka (crne tockice) i BMU-a iz Neural-gas algoritma (plave zvjezdice)
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Slika 17.Prikaz prosjecni vrijednosti koncentracija uzoraka potrebnih za postizanje MIK-a i
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9. Zivotopis

Osobni podaci
Ime / Prezime

Adresa(e)
Telefonski broj(evi)

E-mail
DrZavljanstvo
Datum rodenja
Spol

Radno iskustvo

Datumi

Zanimanije ili radno mjesto
Glavni poslovi i odgovornosti
Naziv i adresa poslodavca
Vrsta djelatnosti ili sektor

Ivan Skara
B.Benkovita 24

Broj (evi) fiksnog
telefona:023/324200

Broj mobilnog
telefona:099/8361591

Iskara95@gmail.com
Hrvatsko
2.6.1995.

Muski

Vrazap d.0.0.

7.2016.- 9. 2016.
7.2017-9. 2017

Vozaé

Ul. Marijane Radev 28, 23000, Zadar
Pekarstvo

Kra$ d.d.

6.2018.-9. 2018.

Pozicionera

Ravnice 4810000 Zagreb,Hrvatska

Sektor unapredivanja prodaje

Hotel Pinija, Petréane, Zadar
6.2019-9.2019

Recepcioner SRC-a

Usluzna djelatnost



Obrazovanje i
osposobljavanje

Datumi

Naziv dodijeljene kvalifikacije
[ zvanje

Glavni predmeti / ste¢ene
profesionalne vjestine

Naziv i vrsta ustanove
pruzatelja obrazovanjai
osposobljavanja

Razina prema
nacionalnoj ili
medunarodnoj
klasifikaciji

Osobne vjestine i
kompetencije

Materinski jezik

Drugi jezik(ci)

Samoprocjena
Europska razina (*)

Engleski jezik

jezik

Drustvene vjestine i
kompetencije

Organizacijske vjestine i
kompetencije

2010.-2015.
Medicinski tehni€ar op¢e njege

Medicinska Skola Ante Kuzmanica, Zadar

SSS

2015.-2018
Prvostupnik Sanitarnog inZenjerstva

Medicinski fakultet u Rijeci

Hrvatski
Razumijevanje Govor Pisanje
Slusanje Citanje Govorna Govorna
interakcija produkcija
B1 Samostalni Samostalni Samostalni Samostalni Samostalni
korisnik korisnik korisnik korisnik korisnik

(*) Zajednicki europski referentni okvir za jezike

Komunikativnost .

Organizacijski odbor kongresa ,Neuri“, ,Sanitas” i Nacionalne konferencije o sigurnosti i kakvoéi

pCelinjih proizvoda
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http://europass.cedefop.europa.eu/LanguageSelfAssessmentGrid/hr

Tehnicke vjestine i
kompetencije

Racunalne vjestine i
kompetencije

Umjetnicke vjestine i
kompetencije

Druge vjestine i
kompetencije

Vozacka dozvola

Dodatne informacije

Dodaci

Datum popunjavanja
ili zadnjeg azuriranja
Zivotopisa

Tehnicka sluzba u organizaciji kongresa.

Osnovno koristenje programa MS Office-a,

RadiSnost i Zelja za u¢enjem

Trenutno obrazovanje Medicinski fakultet, Sveuciliste u Rijeci, smjer Sanitarno inzenjerstvo
Student demonstrator na Zavodu za kemiju i biokemiju, kolegiji Opéa i anorganksa kemija
Predstavnik studija Sanitarnog inzenjerstva tijgkom 2018.- 2020.

18.06.2020
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