Originalarbeiten | Original contributions

Antimikrobielle in-vitro-Wirkung

acht atherischer Ole auf Pasteurella
multocida und Mannheimia haemolytica
aus Nasenrachentupferproben von

Mastkalbern

B. A. Salzmann', D. Bismarck?, O. J. Glardon4, M. Meylan3, J. Becker3

Vetsuisse-Fakultat, Universitat Bern; 2LABOKLIN GmbH & Co KG, Bad Kissingen;
3 Wiederkauerklinik, Vetsuisse-Fakultat, Universitat Bern;4 Cabinet vétérinaire des Jordils, Yverdon-les-Bains

Zusammenfassung

Atherische Ole sind sekundire Metaboliten aromatischer
Pflanzen und werden in der Phytotherapie zur Behandlung
unterschiedlicher Erkrankungen eingesetzt. In der vorlie-
genden Studie wurden acht ausgewihlte itherische Ole —
Ajowanél (Trachyspermum ammi L.), Fencheldl (Foeniculum
vulgare Mill. subsp. vulgare var. vulgare), Thymianél chemo-
typ (ct.) thymol (Zhymus vulgaris L.), Teebaumél (Melalenca
alternifolia Cheel.), Oreganodl (Origanum vulgare L.), Berg-
bohnenkrautdl (Satureja montana L.), Lemongrasdl (Cym-
bopogon citratus (DC.) Stapf.) und Eukalyptusél (Eucalyptus
globulus Labill.) — mittels Agardiffusion und Mikrodilution
auf ihre antibakterielle Wirkung gegeniiber Pasteurella (P.)
multocida- und Mannheimia (M.) haemolytica-Isolaten aus
tiefen Nasenrachentupferproben von Mastkilbern unter-
sucht.

Alle acht itherischen Ole zeigten sich gegeniiber den getes-
teten Isolaten wirksam. Lemongrasol erwies sich als das po-
tenteste aller acht itherischen Ole, wobei Fenchels! hingegen
nur schwach wirksam war. Unterschiedliche Wirkungen
wurden zwischen den beiden angewandten Untersuchungs-
methoden beobachtet. Beispielsweise war die Wirksamkeit
von Ajowan-, Thymian-, Oregano- und Bergbohnenkrautél
in der Agardiffusion vergleichbar. Dies konnte jedoch mit
dem Verfahren der Mikrodilution nicht reproduziert werden.
P. multocida erwies sich gegeniiber allen getesteten itheri-
schen Olen empfindlicher als M. haemolytica.

Diese Untersuchung zeigt erstens, dass die getesteten dthe-
rischen Ole i vitro eine antimikrobielle Wirksamkeit auf
klinische P. multocida- und M. haemolytica-Isolate haben.
Zweitens zeigt sie, dass die Untersuchungsmethode mit dem
Testergebnis assoziiert ist.

Schliisselwoérter: Agardiffusion, Aromatogramm,

stherische Ole, Mannheimia haemolytica, Mikrodilution,
Pasteurella multocida
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Antimicrobial in vitro effects of eight
essential oils on Pasteurella multocida
and Mannheimia haemolytica from
nasopharyngeal swab samples of
fattening calves

Essential oils are secondary metabolites of aromatic plants
and are used in phytotherapy to treat various diseases. In
the present study, eight selected essential oils - ajwain oil
(Trachyspermum ammi L.), fennel oil (Foeniculum vulgare
Mill. subsp. vulgare var. vulgare), thyme oil chemotype (ct.)
thymol (7hymus vulgaris L.), tea tree oil (Melaleuca alterni-
folia Cheel.), oregano oil (Origanum vulgare L.), mountain
savory oil (Satureja montana L.), lemongrass oil (Cym-
bopagon citratus (DC.) Stapf.) and eucalyptus oil (Eucalyp-
tus globulus Labill.) -were examined for their antibacterial
effect against Pasteurella (P.) multocida and Mannheimia
(M.) haemolytica isolates from deep nasopharyngeal swab
samples of fattening calves using agar diffusion and mi-
crodilution.

All eight essential oils were effective against the tested iso-
lates. Lemongrass oil proved to be the most potent of all
eight essential oils, while fennel oil was only weakly effec-
tive. Different antimicrobial effects were observed between
the two research methods. The effectiveness of ajwain,
thyme, oregano and mountain savory oils was comparable
in agar diffusion. However, this could not be reproduced
using the microdilution method. P. multocida was found to
be more sensitive to all essential oils tested than M. haemo-
Wytica.

This study shows that the tested essential oils have antimi-
crobial in-vitro effects on P. multocida and M. haemolytica
isolates and that the examination method is associated with
the test result.

Keywords: Agar diffusion, aromatogram,
essential oils, Mannheimia haemolytica, microdilution,
Pasteurella multocida
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Einleitung

Atherische Ole (A0) sind sekundire Metaboliten in unge-
fihr 300 Pflanzenfamilien und schiitzen diese unter ande-
rem vor Schiden durch Mikroorganismen oder Insekten;
sie kdnnen auch Herbivoren davon abhalten, die Panze zu
fressen.6 Meist werden AQO durch Wasserdampfdestillation
aus verschiedenen Teilen einer Pflanze gewonnen.?” Athe-
rische Ole sind extreme Vielstoffgemische, die aus bis zu
200 oder mehr verschiedenen, meist fliichtigen Komponen-
ten zusammengesetzt sein kdnnen, wobei hiufig ein Anteil
einer einzelnen oder weniger Komponenten dominiert (Ta-
belle 1).5460 Sie bestehen aus Mono-, Sesqui- und Diterpe-
nen und deren Verbindungen. Im Gegensatz dazu sind
fette Ole Wenigstoff-Systeme, die im pflanzlichen Primir-
stoffwechsel als Energielieferant gebildet werden und sich
hauptsichlich aus Glycerinestern von Fettsduren zusam-
mensetzen. Atherische Ole verfiigen aufgrund ihrer kom-
plexen, aus einzelnen pharmakologisch wirksamen Bestand-
teilen zusammengesetzten Struktur iiber bakterizide,
antivirale, fungizide und antioxidative Wirkungen und
wurden bereits frith in der Menschheitsgeschichte therapeu-
tisch eingesetzt.6?

Diese Ole kénnen inhaliert werden. In der Humanmedizin
gilt die Inhalation #therischer Ole als eine sichere und zu-
verlissige Anwendung bei bronchopulmonalen Erkrankun-
gen.>8

Auch in der Tiermedizin wird eine inhalative Therapie bei
respiratorischen Problemen empfohlen.'® Eine neue Studie
beschreibt eine Verschiebung der nasopharyngealen Mikro-
biota, inkl. eines Kurzzeiteffektes auf das Vorkommen von
Mannheimia haemolytica bei einmaliger Anwendung eines
intranasal verabreichten AO-Sprays (Ajowan-, Thymian-,
Fenchel-, Citronella-, Zimtblittersl, je 0,025 %) ohne Ne-
benwirkungen.38

Bei der Inhalation gelangen Bestandreile AQ in die Lunge
und wirken auf vorhandene Krankheitserreger und die
Bronchialschleimhaut. Thre antibakterielle Wirkung als
auch ihre Wirkung auf Kérperzellen kénnen die AO iiber
apolare Wechselwirkungen mit der Zellwand/-membran
entfalten und werden hier aufgrund ihrer physikochemi-
schen Eigenschaften in die Lipidbereiche eingelagert. Meist
werden bei der inhalativen Anwendung von AQ hohere
Konzentrationen in der Gasphase erreich, als fiir die Ent-
faltung der antibakteriellen Wirkung nétig ist.’8

Die Wirkung auf die Bronchialschleimhaut ist bei niedrigen
Olkonzentrationen relativ spezifisch, da je nach Molekiil-
grosse und Komponente eine Einlagerung in Membranen
bevorzugter Zelltypen oder bestimmter Dominen der
Membran stattfindet. So reagieren Driisenzellen der Bron-
chialschleimhaut meist mit einer gesteigerten Sekretion
diinnfliissigen Sekrets und die Zilien mit erhéhter Schlag-

frequenz.58 Bei der praktischen Anwendung sollten AQ auch
bei der Inhalation stets nur verdiinnt angewandt werden um
z.B. Nebenwirkungen wie Reizungen der Schleimhiute zu
vermeiden. In der Humanmedizin gibt es Dosierungsanga-
ben und Rezepturen von AO-Mischungen fiir unterschied-
liche Erkrankungssymptome des Respirationstraktes.®? In
der Veterinirmedizin ist ihr Einsatz nicht weit verbreitet
und beruht hauptsichlich auf empirischen Daten.!647 Fiir
die Veterinirmedizin relevante Bakterien wurden nur in
wenigen Studien untersucht.!341:56In Ermangelung ofhiziel-
ler, international angewendeter Richtlinien und Interpreta-
tionskriterien fusst die Auswertung von Wirksamkeitstests
von AQ auf relevante Keime auf individuell festgelegten
Masszahlen oder Referenzen. Ausserdem werden hiufig
Referenzkeime als standardisiertes Testobjekt herangezo-
gen, statt im Feld zirkulierende Keime zu verwenden. Dem-
entsprechend besteht Bedarfan weiteren wissenschaftlichen
Studien.’

Ein im Moment an Wichtigkeit gewinnendes Forschungs-
gebiet ist die Bekimpfung von Biofilmen.26 Dabei zeigten
AO und ihre Einzelkomponenten iz vitro Wirkung gegen
die Bildung von Biofilmen von Pseudomonas spp., Staphylo-
coccus aureus und Escherichia coli.3%3142 Von besonderem
Interesse ist jedoch die antibakterielle Wirkung von AO im
Zusammenhang mit bakteriellen Antibiotikaresisten-
zen. 4657 Atherische Ole wirken gleichermassen auf anti-
biotikaresistente und sensible Keime.!3.18:43

In der vorliegenden Studie wurden klinische Isolate von
Pasteurella (P.) multocida und Mannheimia (M.) haemolyti-
ca aus tiefen Nasenrachentupferproben von Schweizer Mast-
kilbern untersucht. Beide Bakterien haben eine wichtige
Bedeutung als opportunistische Keime bei der Entstehung
von Lungenerkrankungen.’? Gerade bei Kilbern haben Re-
spirationserkrankungen eine grosse Bedeutung.®3536.45,48
Bisweilen werden AQO in der Nutztierpraxis gegen Atem-
wegserkrankungen eingesetzt. Dazu gehoren beispielsweise
Ole aus den Pflanzen Thymian, Eukalyptus, Oregano und
Teebaum.'%!5 Eukalyptusdl wird vor allem wegen seiner
antiinflammatorischen Wirkung eingesetzt.2 Auch fiir
trans-Anethol, eine Hauptkomponente von Fencheldl,
konnte an Miusen mit dem Acute Respiratory Distress Syn-
drom eine entziindungshemmende Wirkung beobachtet
werden. 9 [n vitro wurde eine antibakterielle Wirkung fiir
Ajowansl und Thymiansl und dessen volatilen Komponen-
ten gegen P. multocida, M. haemolytica und Histophilus
somni aufgezeigt.?

Um den Erfolg einer Therapie mit AO im Tier abzuschitzen,
kénnen sie im Vorhinein i vitro auf ihre Wirksamkeit gegen
das entsprechende Isolat getestet werden.53 Die dazugehs-
rige Methode, die routinemissig von Labors angeboten
wird, ist das Aromatogramm.2? Es handelt sich dabei um
einen Agardiffusionstest, wobei das zu testende AO in Form

eines getrinkten Filterplittchens auf eine mit dem betref-
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fenden Keim beimpfte Agarplatte aufgebracht wird. Die
Wirkung wird nach Inkubation anhand der Grésse des
Hemmbhofradius abgelesen (Abbildung 1). Zusitzlich wur-
de in der vorliegenden Studie eine weitere, aufwendigere
Methode, die Mikrodilution, hinzugezogen. Hier werden
in einer seriellen Verdiinnungsreihe mehrere Olkonzentra-
tionen in einem fliissigen Nihrmedium gegen bakterielle
Erreger getestet. Diese Methode erlaubt den Kontake aller
Wirkkomponenten des AO mit dem Keim. Dies ermbglicht
die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

(MHK).

Ziel der vorliegenden Studie war es, acht AO aufihre anti-
bakterielle Wirkung gegeniiber 20 P. multocida- und 20 M.
haemolytica-Isolate mittels Agardiffusion und Mikrodilu-
tion zu testen. Die Hypothese lautet: AO wirken in vitro
gegen P. multocida und M. haemolytica aus tiefen Nasen-
rachentupferproben von Schweizer Mastkilbern.

Material und Methoden

Atherische Ole

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden Aromatogram-
me mit den folgenden AO durchgefiihre: Ajowansl (Trachy-
spermum ammi L.), Fencheldl (Foeniculum vulgare Mill.
subsp. vulgare var. vulgare), Thymianal (ct.) thymol (Zhymus
vulgarisL.), Teebaumdl (Melaleuca alternifolia Cheel.), Ore-
ganodl (Origanum vulgare L.), Bergbohnenkrautdl (Sazure-
ja montana L.), Lemongrasdl (Cymbapogon citratus (DC.)
Stapf.) und Eukalyptusdl (Eucalyptus globulus Labill.).

Originalarbeiten | Original contributions

Oregano-, Lemongras-, Bergbohnenkraut- und Eukalyptus-
6l wurden von TAOASIS® GmbH (Dahlbrede 3, D-32758
Detmold, Deutschland), Thymian-, Fenchel- und Teebaumsl
von PRIMAVERA® (Naturparadies 1, D-87466 Oy-Mittel-
berg, Deutschland) und Ajowanél von Oshadhi (Schwanen-
strasse 15, D-77815 Biihl, Deutschland) bezogen.

Bakterien-lsolate

Die getesteten Keimisolate stammten aus tiefen Nasenrachen-
tupferproben von Mastkilbern, welche im Rahmen des Pro-
jekts «Freiluftkalb» der Wiederkduerklinik der Vetsuisse-Fa-
kultde, Universitit Bern, isoliert wurden.!2 Insgesamt waren
dort 3551 Tupferproben entnommen worden, aus welchen
am Institut fiir Veterinirbakteriologie der Vetsuisse-Fakultit,
Universitit Bern, unter anderem 1603 P. multocida und 450
M. haemolytica isoliert wurden.10 Die Isolate wurden in 30 %
Glycerol-Stocks bei -80°C aufbewahrt. Aus allen Pasteurel-
laceae wurden 200 zufillig gewihlte Isolate fiir eine Uber-
priifung der Wirksamkeit von AO an LABOKLIN GmbH,
Bad-Kissingen iibergeben. Hier erfolgte eine Anzucht auf
Columbia-Agar mit 5% Schafblut (BD Columbia Agar with
5% Sheep Blood, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) mit
anschliessender Lagerung bei -20 mittels Cryobank™ (Mast
Diagnostica GmbH, Reinfeld) bis zur Durchfithrung weite-
rer Untersuchungen. Daraus wurden 20 P. multocida- und
20 M. haemolytica-Isolate zufillig ausgewihlt. Vor der Unter-
suchung wurden die Isolate auf Columbia-Agar mit 5%
Schafblut (BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg) bei 36:1°C angeziichtet. Fiir
die Versuche wurden 24 Stunden alte Kolonien verwendet.
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Tabelle 1: Prozentualer Anteil ausgewéahlter Komponenten der getesteten atherischen Ole in Aromatogrammen tiefer Nasenrachentuperproben Schwei-

zer Mastkalber gegen gegen P. multocida und M. haemolytica (Gaschromatografie, vorgelegt von den jeweiligen Herstellern).

Komponenten (%) Ajowandl Fenchelél Thy 6/ | Teeb 6l | Oreganodl Bergbohnenkrautél | Lemongrasél | Eukalyptusol
Monoterpene
alpha-Terpinen - - 1,71 9,49 - - - -
gamma-Terpinen 43,32 0,97 10,86 20,26 - 11,24 - -
para-Cymol 23,69 0,31 - 2,63 13,2 16,4 - 1,25
beta-Cymol - - 18,76 - - - - -
alpha-Pinen - 14,43 1,41 2,562 - - - 17,05
alpha-Phellandren 0,06 10,79 0,21 0,44 - - - 0,27
1,8-Cineol (Eucalyptol) - - 0,58 1,08 - 0,6 - 62,04
Terpinen-4-ol 0,05 - 0,82 40,39 0,51 - - 4,7
Geraniol - - - - - - 9,42 -
Citral (Geranial + Neral) - - - - - - 68,71 -
Fenchon - 12,69 - - - - - -
Thymol 25,25 - 44,95 - 2,65 5,77 - -
Carvacrol 0,17 - 3,36 - 61,69 42,03 - -
Phenylpropanoide
trans-Anethol - 50,89 - - - - - -
Estragol - 2,13 - - - - - -
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In-vitro-Methoden

Agardiffusion

Fiir den Agardiffusionstest wurde in steriler NaCl-Losung
(0,9%, pH 5,7-5,8) eine Bakteriensuspension hergestellt
und mit dem Densitometer (Kisker Biotech GmbH & Co.
KG, Steinfurt, Deutschland) auf 0,5 McFarland, eingestellt.
Aus der Bakeeriensuspension wurden 100pl auf eine Miill-
ler-Hinton-Agarplatte mit 5% Schafblut (BD Mueller Hin-
ton II with 5% Sheep Blood, Becton Dickinson, Heidel-
berg) gegeben und mit einem Spatel ausplattiert. In die
Mitte der Agarplatten wurde jeweils ein Filterpapierplitt-
chen mit 6mm Durchmesser (BBLO Sensi-DiscO Suscep-
tibility Test Disc, Blanc Disc, Becton Dickinson, Heidel-
berg) platziert, das anschliessend mit 10ul des zu testenden
A beschickt wurde. Pro Platte wurde jeweils ein AO ge-
testet, um Interaktionen zwischen den Olen zu vermei-
den.213 Danach wurden die Agarplatten bei Zimmertem-
peratur fiir 30 Minuten mit dem Filterpapierplittchen
inkubiert, um eine Diffussion der AO in den Agar zu er-
méglichen. Die darauffolgende Inkubation (fiir 24h bei
36+1°C) initiierte das Keimwachstum. Die Hemmbhofra-
dien wurden manuell in Millimeter gemessen (Abbildung
1). Eine Wachstumskontrolle ohne AO wurde mitgefiihre.!3

Die Agardiffusion mit P. multocida (n=20) und M. haemo-
lytica (n=20) wurde fiir jedes der acht verwendeten AQ im
Duplikat durchgefiihrt. Inhomogen gewachsene oder kon-
taminierte Bakterienrasen wurden verworfen und der Aus-
strich wurde wiederholt.

Mikrodilution
Die Mikrodilution wurde in 96-Well-Platten (Mikrotiter-
Platten U-Form 96-Fach, Engelbrecht Medizin- und Labor-

Abbildung 1: Agardiffusionstest mit konfluierendem Keimwachstum und deutlichem
Hemmhof (Ajowanél auf P. multocida Keimisolat Nr. 196).
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technik GmbH, Endermiinde, Deutschland) wie bei Cer-
melli et al (2008) beschrieben durchgefiihre.!” Als
Flissignihrmedium wurde Wilkins-Chalgren Bouillon
(WCB, Wilkins-Chalgren Anaerob Broth, Lot: 2451246,
Oxoid Limited, Basingstoke, Hampshire, UK, 500g/15,1 L)
verwendet. Zur Bouillon wurde der Emulgator Polysorbat
20 (1%, Tween200, CAS-No. 9005-64-5, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben, um eine adiquate
Vermischung der hydrophilen Bouillon mit dem lipophilen
AO zu erreichen.? Die Bakteriensuspension wurde in ste-
riler NaCl-Lésung (0,9 %, pH 5,7-5,8) hergestellt und mit-
tels Densitometer (Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Stein-
furt, Deutschland) auf 2,0 McFarland eingestellt.

Eine serielle Verdiinnungsreihe der AQ, sowie die Vorver-
diinnung und Zugabe der Keimsuspension, wurden mittels
Pipettiermaschine (Precision, BioTek Instruments, USA)

durchgefiihrt (Abbildung 2).

Es ergab sich ein Endvolumen von 100pl pro Vertiefung
mit folgenden AO-Konzentrationen in 1 %-iger Polysorbat-
WCB: 10 %, 5%, 2,5 %, 1,25 %, 0,625 %, 0,313 %, 0,156 %,
0,078 %, 0,039 %, und 0,02%. Die urspriingliche 2,0
McFarland Keimsuspension lag in einer Endverdiinnung
von 1:200 pro Vertiefung vor.

Eine Wachstumskontrolle mit WCB, dem Emulgator Poly-
sorbat jedoch ohne AQ sowie eine Wachstumskontrolle mit
WCB, ohne Polysorbat und ohne AO wurden mitgefiihrt.
Die zweite Wachstumskontrolle wurde eingefiithrt, um
mégliche Einfliisse des Polysorbats auf das Keimwachstum
auszuschliessen. Anschliessend wurden die Mikrotiterplat-
ten bei 36+1°C iiber 16-20h inkubiert.””

Als MHK wurde die tiefste AO-Konzentration notiert, die
ein Keimwachstum inhibierte.

Die visuelle Beurteilung der MHK-Methode, i.e., die
Knépfchenbildung am Boden der Vertiefungen, ist beim
Einsatz von AQ nicht fehlerfrei moglich, da die Nahrfliissig-
keit durch die AO getriibt wird. Daher wird der Farbindi-
kator Resazurin als Hilfsmittel zur visuellen Auswertung
und als Objektivierung derselben verwendet (Resazurin
Sodium Salt, Lot: MHCG3379, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland). Resazurin, auch Alamar-
blau genannt, ist ein blau-violetter Farbstoff, der durch
Reduktion zu Resorufin (pink) und weiter zu Hydroreso-
furin (farblos) umgewandelt wird und so als Indikator fiir
Zellwachstum dient.?! Eine 0,01 % Losung von Resazurin
in phosphatgepufferter Salzlssung (PBS, BRAUN Aqua
destilliert, pH 7,2) wurde hergestellt.4

In jede Vertiefung wurden 25ul Resazurinlésung hinzu-
gegeben. Nach erneuter Inkubation fiir 2—4h bei 36+1°C
konnte mithilfe des Farbumschlags daraufhin die MHK

abgelesen werden.4
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Erfassung der Wirkungsstarke

Aus den Duplikaten der Testansitze wurde der Mittelwert
berechnet und die Standardabweichung angegeben. Hemm-
hofradien 40 mm wurden zur weiteren Berechnung mit
40 mm veranschlagt. Der Test auf Normalverteilung fiir die
einzelnen Keim-AO-Kombinationen wurde mittels Shapi-
ro-Wilk-Test in «R» (R Core Team, Wien, Osterreich;
https://www.R-project.org/) durchgefiihre.

Mit den Mittelwerten der Duplikate wurde fiir jedes der
acht verwendeten AQ ein Medianwert errechnet.

Resultate

Ergebnisse der Agardiffusion

Bei der Agardiffusion zeigte sich ein konfluentes Keim-
wachstum mit einem deutlichen Hemmhof um das mit AQ
beladene Filterpapierplittchen (Abbildung 1). Grundsitz-
lich zeigten alle acht getesteten AQO eine antibakterielle
Wirkung gegeniiber der 20 verwendeten P. multocida- und
der 20 M. haemolytica-Isolate.

Mit Eukalyptusdl wurde bei sechs P. multocida-Isolaten
(Nr. 32, 49, 58, 92, 130 und 141) ein atypisches Keim-
wachstum beobachtet. Dort waren die Kolonien nicht kon-
fluent gewachsen, sondern multifokal auf der Agarplatte
verteilt (Abbildung 2). Dies verunméglichte das Messen
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Abbildung 2: Atypisches Keimwachstum von P. multocida
mit Eukalyptusél. Die Kolonien sind multifokal auf der
Agarplatte verteilt.
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Tabelle 2: Mittelwerte der Hemmhofradien (mm) aus den Duplikaten mittels Agardiffusion getesteten dtherischen Olen auf 20 P. multocida-lsolate mit Stan-
dardabweichung (+). aW=kein interpretierbares Aromatogramm erhéltlich.

Pasteurella multocida

Keim-Nr. Ajowanoél Fenchelol Thymianél Teebaumol Oreganool Beﬁ:::glen- Lemongrasél Eukalyptusol
1 20 +0,00 4,75 +0,25 21 +0,50 5,75 +0,25 | 20,25 1,25 18 +0,50 | 31,75 £0,75 4,75 +0,25
24 20,25 £0,25 7 +0,50 21,5 +0,00 6,75 +0,75 16,5 +0,50 18,5 +0,50 35,5 +0,50 5,25 +0,25
27 22,25  £0,25 7,5 +0,50 23 +0,50 8,75 +1,25 22,5 +0,00 | 20,75 0,75 40 +0,00 5,25 +0,25
31 20,5 +1,00 5,75 +0,25 | 20,25 | +0,25 10,5 +0,50 20 +0,00 20 +0,50 40 +0,00 5 +0,50
32 20 +1,00 8,25 +0,75 21 +0,00 | 15,75 | +0,75 23 +0,50 | 22,25 1,25 40 +0,00 aW
33 19,25  +0,75 7 +0,00 | 18,26 | +0,25 1 +0,00 | 18,75 0,75 | 16,75 1,25 34,5 +1,50 5,25 +0,25
49 21,75  +0,75 1 +0,50 23 +1,00 | 14,75 | +0,75 23 +0,00 21 +0,50 40 +0,00 aW
53 18,75 +0,25 6 +0,00 20,5 +0,50 8 +0,60 | 20,75 1,25 17,25  +0,75 40 +0,00 4,75 +0,25
58 20,5 +0,50 7,75 +0,25 | 21,25 | +0,75 | 16,25 | +0,25 20,5 +0,50 22 +2,00 40 +0,00 aW
60 20,25 £0,25 6 +0,00 21,5 +0,00 6,25 +0,25 20,5 +0,00 | 19,25 0,75 40 +0,00 4,5 +0,00
66 20 +0,00 5,5 +0,00 | 22,25 | 0,25 6,5 +1,00 21,5 +0,00 20 +0,50 | 38,75 1,25 5 +0,00
74 18,5 +0,50 6 +0,00 | 21,25 | +0,75 6,75 +0,25 | 19,25 0,25 18,5 +0,50 | 35,75 0,75 4,5 +0,00
92 20 +1,00 6,5 +0,00 21,5 +1,50 | 14,25 | +0,25 21,5 +1,00 20 +1,50 40 +0,00 aW
102 19,25  +0,25 5,25 +0,25 | 21,25 | 0,25 6 +0,00 18,5 +1,00 | 18,75 +0,25 | 37,25 0,75 4,5 +0,00
116 18,75  +0,25 5,25 +0,25 | 20,75 | +0,25 6,5 +0,50 19 +1,00 18,5 +1,00 37 +0,00 4,5 +0,00
123 19,25  +0,25 5,5 +0,00 | 21,75 | 0,25 6,5 +0,00 | 20,75 0,25 | 19,75 0,75 37,5 +2,50 6,5 +1,00
130 23,5 +0,50 | 18,25 1,75 25,5 +0,00 24,5 +1,50 25,5 +0,50 | 24,75 1,25 40 +0,00 aW
141 19,5 +1,50 9,25 +0,25 25 +0,00 23,5 +1,00 26,5 +2,00 | 27,25 1,25 40 +0,00 aW
160 20 +0,00 7 +0,00 21 +1,00 9,5 +0,50 | 20,25 0,25 20 +0,00 40 +0,00 5,75 +0,25
196 19,75 0,25 9,75 +0,25 23,5 +0,00 10 +1,00 | 21,75 0,75 | 20,25 0,75 40 +0,00 6 +0,00
alle 20 +1,34 | 6,625 +2,99 21,5 +1,69 | 9,375 | 5,53 | 20,625 +2,40 | 19,625 +2,59 40 +2,47 | 4,875 +0,69
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eines Hemmbhofradius. Bei der Wiederholung zeigten sich
jedoch unverinderte Resultate, sodass diese Beispiele als
nicht interpretierbar beurteilt und aus der Studie ausge-
schlossen wurden. Deshalb gilt fiir Eukalyptussl in der

Agardiffusion fiir P. multocida n=14.

Wirkung der itherischen Ole auf das Wachstum von

Pasteurella multocida in der Agardiffusion

Ausschliesslich bei der Testung von Lemongrasdl auf
P. multocida wurden Hemmbhofradien von 340 mm beob-

B Thymiandl

O Teebaumal

[ Oreganodl

Il Fencheldl

[ Ajowandl

Il Eukalyptusdl

Abbildung 3: Hemmhofdurchmesser von Pasteurella multocida aus tiefen Nasenrachen-
tupferproben von Schweizer Mastkalbern auf acht dtherische Ole im Agardiffusionstest.

achtet. Lemongrasol zeigte mit einem Median von 340 mm
die grosste Wirksamkeit (Abbildung 3). Ajowan-, Thymian-,
Oregano- und Bergbohnenkrautél zeigten alle eine ver-
gleichbare Wirkung auf die P. multocida-Isolate mit Me-
dianwerten der Hemmhéfe um 20 mm.

Der Medianwert von Teebaumél betrug 9,13 mm. In den
Resultaten von Teebaumél gab es starke Schwankungen:
die Grosse der Hemmbhofradien reichte von 5,75 mm bis
24,5mm (Tabelle 2). Fenchel- und Eukalyptusél zeigten
durchgehend kleine Hemmbhofradien mit einem Median
von 6,75 mm resp. 5,00 mm.

Wirkung der Atherische Ole auf Mannheimia
haemolytica in der Agardiffusion

Ajowan-, Thymian-, Oregano-, Bergbohnenkraut- und Le-
mongrasdl zeigten einen medianen Hemmhof zwischen
14,25 mm (Lemongrasdl) und 16,5mm (Thymiandl) bei
M. haemolytica (Abbildung 4). Der Medianwert von Tee-
baumél lag bei 7,5 mm, derjenige von Fencheld! bei 7,0 mm.
Eukalyptusdl zeigte den kleinsten Medianwert mit 4,5 mm.

Ergebnisse in der Mikrodilution

Mittels Mikrodilution wurden 16 der P. multocida- und 18
der M. haemolytica-Isolate untersucht. Zwischen den
Wachstumskontrollen mit und ohne Emulgator wurde kein
Unterschied festgestellt. Alle acht AQ zeigten eine antibak-

Tabelle 3: Mittelwerte der Hemmhofradien (mm) aus den Duplikaten mittels Agardiffusion getesteten dtherischen Olen auf 20 M. haemolytica-lsolate mit
Standardabweichung ().

Mannheimia haemolytica

Keim-Nr. Ajowanol Fenchelol Thymianél Teebaumol Oreganoél Berﬂl;:?glen- Lemongrasél Eukalyptusol
29 14,25  +0,75 7,25 +0,25 14,5 +0,50 7,25 +0,25 14,5 +0,50 14 +0,50 | 14,25 1,25 4 +0,00
48 18,5 +0,50 6,5 +0,00 | 19,75 0,25 75 +0,50 | 19,25  +0,25 18,5 +0,00 16 +0,00 5,25 +0,25
52 15,75  x0,25 8 +0,00 17,75  £0,75 7,5 +0,00 16 +0,00 | 14,75 0,25 14 +0,50 4,25 +0,25
78 16 +0,00 7 +0,00 17,25  +0,25 7,5 +0,00 16,75  +0,25 15,75 +0,25 | 13,75 0,25 4,5 +0,00
82 14 +0,00 6,25 +0,25 15 +0,50 7 +0,00 13,75 +0,25 13,75 0,75 13 +0,00 4,25 +0,25
93 15,5 +0,00 7,25 +0,25 16,5 +0,00 775 +0,25 15,75 0,25 | 14,75 0,25 | 14,25 0,25 4,75 +0,25
94 15,5 +0,00 7 +0,00 16 +0,00 7,75 +0,25 16,75 0,25 | 16,25 +0,25 | 14,75 0,25 4,75 +0,25
97 15,25 0,25 6,5 +0,00 16,5 +0,50 7,25 +0,25 | 16,25 +0,75 15 +0,50 15 +0,50 4,75 +0,25
100 15,75  +0,25 7,5 +0,00 17,25  +0,25 8 +0,00 17 +0,00 15,75  +0,25 15 +0,00 5 +0,00
103 15,25  +0,25 7,25 +0,25 16,5 +0,00 8 +0,00 15,5 +0,00 | 15,256 +0,25 | 13,25 0,25 4,5 +0,00
113 14,75 0,25 6,25 +0,25 16 +0,00 6,75 +0,25 16 +0,00 | 15,256 0,25 14 +0,50 4,25 +0,25
128 15,25 0,25 7,75 +0,25 14,75 0,75 8,25 +0,25 16,5 +0,00 16 +0,00 | 15,25 0,25 6 +0,00
133 15,25  +0,25 7,25 +0,25 16,5 +0,00 7,75 +0,25 15,5 +0,50 | 15,256 +0,25 | 14,25 +0,25 5 +0,00
134 14,75  +0,25 6,5 +0,00 15,5 +0,00 6,75 +0,25 15 +0,00 13,75 0,25 | 15,75 0,25 4,5 +0,00
150 13,25  +0,25 7 +0,00 | 14,25 0,25 6,5 +0,00 13,75 +0,25 | 13,26  +0,25 14,25  +0,75 4,25 +0,25
158 16 +0,00 7 +0,00 17,25  +0,25 7,75 +0,25 15,75  +0,25 15,5 +0,50 | 14,75 0,25 4,25 +0,25
171 15 +0,50 7 +0,00 | 16,25 0,25 7,75 +0,25 15,56 +0,50 14,75  +0,25 15 +0,00 5 +0,00
172 16 +0,00 6 +0,00 17,5 +0,00 6,5 +0,00 | 16,25 +0,25 15 +0,00 13 +0,00 4,5 +0,00
174 14,25 0,25 6,5 +0,00 17 +1,00 6,75 +0,25 16 +0,00 14,75  x0,25 14,5 +0,50 4,5 +0,00
189 15,25 0,25 7,5 +0,00 15,5 +0,50 7,25 +0,25 | 15,25  +0,25 14,5 +0,00 | 13,75 0,25 4,5 +0,00
alle 15,5 +1,07 7 +0,54 16,5 +1,33 75 +0,56 16 +1,21 15 +1,14 14,5 +0,91 4,5 +0,47
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terielle Wirkung auf die inkludierten Isolate (Abbildung 5,
6). Im vorangegangen Testansatz waren die nicht getesteten
Stimme nicht angewachsen. Die Wachstumskontrollen
waren ausserdem negativ. Die itherischen Ole der vorhan-
denen Chargen reichten nicht fiir eine Testwiederholung
aus. Eine Wiederholung mit einer anderen Charge wire
aufgrund einer méglichen anderen der Ole Zusammenset-
zung nicht sinnvoll.

Effekte der itherischen Ole auf das Wachstum von
Pasteurella multocida in der Mikrodilution

In der Mikrodilution zeigte sich Lemongrasol gegeniiber P.
multocida als potentestes AO mit einer MHK von 0,078 %.
Bergbohnenkraut- und Eukalyptusdl zeigten mediane
MHEK-Werte von 0,39 % bzw. 0,23 %. Bei einer Olkonzen-
tration von 0,625 % erreichten Oregano-, Teebaum- und
Thymiand! eine vollstindige Hemmung. Die hochsten
MHK-Werte (1,25 %) zeigten Ajowan- und Fencheldl (Ab-
bildung 5).

Effekte der itherischen Ole auf

Mannheimia haemolytica in der Mikrodilution

Die tiefsten MHK-Werte gegeniiber den getesteten M. ha-
emolytica-Isolaten zeigte Lemongrasdl mit einem Median-
wert von 0,156 %. Fiir Teebaumél wurde ein Medianwert
von 0,547 % beobachtet. Thymian-, Oregano- und Berg-
bohnenkrautdl wiesen alle eine MHK von 0,625 % auf.
Eukalyptusél lag nur wenig dariiber mit 0,781 %. Die
héchsten MHK-Werte zeigten Ajowandl und Fenchell
(1,25 % bzw. 1,563 %) (Abbildung 6).

Originalarbeiten | Original contributions

Diskussion

Antibakterielle Wirkung der einzelnen
atherischen Ole

In den durchgefiithrten Untersuchungen war Lemongrassl
von allen getesteten AQ dasjenige mit der stirksten anti-
bakteriellen Wirksamkeit. Ebenso zeigte Lemongras in der
Studie von Mayaud et al. (2008) niedrige MHK-Werte
gegeniiber P. multocida®® Mittels Agardiffusion erhielt
Chao (2008) gute Ergebnisse mit Lemongrasdl, welches das
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Abbildung 4: Hemmhofdurchmesser von Mannheimia haemolytica aus tiefen
Nasenrachentupferproben von Schweizer Mastkilbern auf acht dtherische Ole im

Agardiffusionstest.

Tabelle 4: Mittelwerte der Minimalen Hemmkonzentrationen (MHK in %) mit Standardabweichung (+) aus den Duplikaten mittels Mikrodilution getesteten

atherischen Olen auf 16 Pasteurella multocida-lsolate.

P. multocida

Keim-Nr. Ajowanol Fenchel6l Thymianél Teebaumél Oreganoél Berkgr:z:;en- Lemongrasol Eukalyptusél
1 1,250 0,00 | 1,250 0,00 | 0,625 +0,00 | 0,625 +0,00 | 0,469 0,16 | 0,234 0,08 | 0,078 +0,00 | 0,156  +0,00
24 1,250 +0,00 | 1,250 0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 0,078 0,00 | 0,039 0,00 | 0,039 0,00 | 0,195 0,12
27 0,313 0,00 | 0,313 0,00 | 0,756 0,00 | 0,756  +0,00 | 0,234 0,08 | 0,078 0,00 | 0,039 0,00 | 0,756  +0,00
31 1,250 0,00 | 1,250 +0,00 | 0,625 +0,00 | 0,313 +0,00 | 0,469 0,16 0,117  +0,04 | 0,039 0,00 | 0,078 0,00
32 1,250 0,00 | 0,625 +0,00 | 0,625 +0,00 | 0,313 +0,00 | 1,250 +0,00 | 0,469 0,16 | 0,078 +0,00 | 0,234 +0,08
49 2,500 +0,00 | 6,250 3,75 | 1,250 +0,00 | 0,625 +0,00 | 1,250 +0,00 | 0,938 0,31 0,078 +0,00 | 0,938 0,31
53 2,500 0,00 | 1,250 0,00 | 1,250 0,00 | 0,625 0,00 | 1,250 0,00 | 0,469 0,96 | 0,117 0,04 | 0,938 0,31
58 2,600 +0,00 | 1,260 +0,00 | 1,250 +0,00 | 0,625 +0,00 | 0,469 0,296 | 0,469 0,96 | 0,039 +0,00 | 0,234 +0,08
60 0,625  +0,00 | 2,500 0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 1,250 0,00 | 0,469 0,96 | 0,078 0,00 | 0,156  +0,00
66 2,500 +0,00 | 1,250 +0,00 | 1,250 +0,00 | 0,625 +0,00 | 2,500 +0,00 | 0,938 0,31 0,156  +0,00 | 0,938 +0,31
74 1,875 +0,63 | 2,500 +0,00 | 1,250 +0,00 | 0,625 +0,00 | 1,875 +0,63 | 0,469 0,16 | 0,156  +0,00 | 0,469 0,16
102 0,625 0,00 | 2,500 +0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 0,469 0,16 | 0,117 0,04 | 0,313 0,00
116 1,260  +0,00 | 1,250 +0,00 | 0,625 +0,00 | 0,313 0,00 | 0,625 0,00 | 0,313 +0,00 | 0,078 +0,00 | 0,234 +0,08
141 0,625 +0,00 | 0,313 0,00 | 0,625 0,00 | 0,469 0,96 | 0,313 0,00 | 0,234 0,08 | 0,078 0,00 | 0,469 0,16
160 1,250 +0,00 | 2,500 +0,00 | 1,250 +0,00 | 0,625 +0,00 | 0,938 +0,31 | 0,234 +0,08 | 0,078 +0,00 | 0,469 0,16
196 2,500 +0,00 | 2,500 +0,00 | 1,250 +0,00 | 0,625 +0,00 | 0,625 +0,00 | 0,313 +0,00 | 0,078 +0,00 | 0,234 +0,08
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Wachstum eines Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus (MRSA) Stamm hemmte.'8 Ahnlich der Resultate
aus der vorliegenden Studie mittels Agardiffusion auf
P. multocida zeigte sich in der Studie von Chao (2008) voll-
stindige Keimwachstumshemmung auf der ganzen Agar-
platte.!'8Auch mittels Agardiffusion zeigte sich Lemongrasél
gegeniiber tierpathogenen Keimen als gut wirksam.!3 Ajo-

Abbildung 5: Minimale Hemmbkonzentrationen acht atherischer Ole in der Mikrodilution auf
Pasteurella multocida aus tiefen Nasenrachentupferproben von Schweizer Mastkélbern.

wan-, Thymian-, Oregano- und Bergbohnenkrautsl zeigten
im Agardiffusionstest gegeniiber allen Isolaten von P. mul-
tocida und M. haemolytica vergleichbar grosse Hemmbhof-
radien (Abbildung 3, 4). Diese vier AQ haben einen hohen
Anteil der Phenole Carvacrol und Thymol (Tabelle 1), fiir
die bereits in anderen Studien eine antibakterielle Wirkung

aufgezeigt wurde.3?

Thymian- und Ajowansl zeigten in der vorliegenden Studie
sowohl gegen P. multocida als auch M. haemolytica MHK-
Werte von 0,625 % bzw. 1,25%. Hingegen beobachteten
Amat et al. (2019) in einer in-vitro-Studie tiefere MHK-
Werte fiir Ajowan- und Thymiandl gegen P. multocida
(0,013%) und M. haemolytica (0,025 %).2 Allerdings ent-
hielt das in der vorliegenden Studie verwendete Ajowandl
einen geringeren Gehalt an Thymol als das in der Studie
von Amat et al. (2019)2 (25,2 % vs. 46,6 %). Ahnliches gilt
fiir den Thymol-Gehalt des Thymianéls (45 % vs. 58,5 %).

Fencheldl zeigte kleine Hemmbhofradien in der Agardiffu-
sion und hohere MHK-Werte in der Mikrodilution auf die
getesteten Keimisolate, und gehérte demnach zu den weni-
ger wirksamen AO unserer Studie. In der Studie von Amat
et al. (2019)? hingegen zeigte Fencheld! eine dhnlich gute
Wirkung wie Ajowan- und Thymianél. Der Gehalt von

Tabelle 5: Mittelwerte der Minimalen Hemmkonzentrationen (MHK in %) mit Standardabweichung (+) aus den Duplikaten mittels Mikrodilution getesteten
atherischen Olen auf 18 Mannheimia haemolytica Isolate.

M. haemolytica

Keim-Nr. |  Ajowanél Fenchelol Thymianél Teebaumél Oreganodl Be’k‘-‘r:z:‘;e“' Lemongrassl | Eukalyptusél
29 2,500 +0,00 | 5,000 0,00 | 1,250 +0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 1,250 0,00 | 3,750 1,25
48 1,875 0,63 | 5,000 0,00 | 1,250 0,00 | 0,625 0,00 | 1,250 0,00 | 1,250 0,00 | 1,250 0,00 | 3,750 1,25
52 1,250 0,00 | 3,750 1,25 | 0,469 0,16 | 0,313 0,00 | 0,625 0,00 | 1,250 0,00 | 2,500 =0,00 | 5,000 0,00
78 1,250 0,00 | 2,500 0,00 | 0,625 +0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 +0,00 | 0,625 0,00 | 0,156 =0,00 | 0,938 0,31
82 1,250 0,00 | 5,000 0,00 | 1,250 0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 +0,00 | 0,469 =0,16 | 0,156 =0,00 | 0,625 0,00
93 1,875 0,63 | 1,875 0,63 | 0,938 0,31 | 0,469 +0,16 | 1,250 =0,00 | 0,625 0,00 | 0,313 =0,00 | 0,938 0,31
94 1,250 0,00 | 2,500 0,00 | 1,250 0,00 | 0,625 0,00 | 1,250 =0,00 | 0,938 0,31 | 0,156 =0,00 | 0,938 0,31
97 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 0,313 0,00 | 0,625 0,00 | 0,469 016 | 0,078 0,00 | 0,469 0,16
100 | 2,500 0,00 | 1,250 0,00 | 1,876 0,63 | 0,625 0,00 | 1,250 0,00 | 0,938 0,31 | 0,234 0,08 | 0,938 0,31
103 1,250 0,00 | 1,250 0,00 | 0,625 +0,00 | 0,313 0,00 | 1,250 0,00 | 0,938 0,31 | 0,313 0,00 | 0,625 0,00
13 2,500 0,00 | 5,000 0,00 | 1,250 0,00 | 0,625 0,00 | 1,250 0,00 | 0,469 0,16 | 0,156 0,00 | 0,469 0,16
128 | 2,500 0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 0,313 0,00 | 1,250 0,00 | 0,938 0,31 | 0,313 0,00 | 1,250 0,00
133 | 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 0,313 0,00 | 0,313 0,00 | 0,313 0,00 | 0,117 0,04 | 0,078 0,00 | 0,117 0,04
150 1,250 +0,00 | 3,750 +1,25 | 0,938 0,31 | 0,625 0,00 | 1,250 0,00 | 1,250 0,00 | 0,313 0,00 | 0,938 0,31
158 1,250 0,00 | 1,250 0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 0,625 0,00 | 0,156 0,00 | 0,313 0,00
172 | 0,625 0,00 | 0,313 0,00 | 0,313 0,00 | 0,234 0,08 | 0,234 0,08 | 0,156 0,00 | 0,078 0,00 | 0,469 0,16
174 | 0,625 0,00 | 0,234 0,08 | 0,156 =0,00 | 0,234 0,08 | 0,156 =0,00 | 0,078 0,00 | 0,039 =0,00 | 0,156 0,00
189 | 0,625 0,00 | 0,938 =0,31 | 0,313 0,00 | 0,313 =0,00 | 0,625 0,00 | 0,313 0,00 | 0,078 0,00 | 0,469 0,16
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trans-Anethol des in der Studie von Amat et al. (2019)2
verwendeten Fencheldls war hoher als derjenige des in unse-
rer Studie verwendeten Ols (78,1 % resp. 50,89 %).

Der unterschiedlich hohe Anteil bestimmter Komponenten
eines entsprechenden AQ sowie abweichende Isolations-
und Testmethoden erschweren den Vergleich verschiedener
Studien und sollten in diesem Zusammenhang stets beriick-
sichtigt werden.

Die Resultate fir die vier Ole mit hohem Thymol- und
Carvacrolanteil (Thymian-, Oregano-, Ajowan- und Berg-
bohnenkrautél) sind im Agardiffusionstest dhnlich, ihre
MHK-Werte in der Mikrodilution fallen jedoch, ausgenom-
men von Thymian- und Oreganodl, unterschiedlich aus
(Abbildung 5, 6). Eine mégliche Erklirung dafiir ist ein
unterschiedliches Verhalten der AO in den verschiedenen
Nihrmedien sowie die unterschiedlichen verwendeten Ur-
sprungsbakterienkonzentrationen. Auch die Resultate mit
Eukalyptusél sind in dieser Hinsicht interessant. Im Aga-
diffusionstest zeigte Eukalyptusél im Vergleich zu den an-
deren AO kleinere Hemmbhofradien. In der Mikrodilution
hingegen wurde bereits bei einer Olkonzentration von
0,234 % mit P. multocida und bei 0,81 % mit M. haemoly-
tica eine Hemmung beobachtet. Auch hier kénnte die Dif-
fusionseigenschaft des Ols im Agar fiir diese Unterschiede
verantwortlich sein. Ubereinstimmende Ergebnisse erhiel-
ten Studien, die die Agardilutions-Methode anwandten.
Dabei werden die zu testenden Keime auf Agarplatten, die
unterschiedliche Olkonzentrationen enthalten aufgetragen
und inkubiert, dies erméglicht ebenfalls die Bestimmung
der MHK.7 In der Studie von Mayaud et al. (2008)4° wies
Eukalyptusdl gegeniiber P. multocida einen MHK-Wert von
1,25 % auf und in der Studie von Amat et al. (2019)2 wurde
fir Eukalyptusél in den getesteten Konzentrationen von
<0,05 % keine antibakterielle Wirkung gegeniiber M. hae-
molytica beobachtet.2-40

Desweiteren ist das atypische Bakterienwachstum im Agardif-
fusionstest bei sechs P. multocida-Isolaten im Test mit Euka-
lyptusdl aufgetreten, das sich auch nach Wiederholung glei-
chermassen zeigte. Wir vermuten, dass dieser Keim hierbei auf
eine volatile Komponente des Eukalyptuséls reagierte.

Um die Wirkung volatiler Bestandteile von AO zu unter-
suchen, steht als in-vitro-Methode z.B. der Vapor Phase Test
zur Verfiigung.?” Diese Methode zusitzlich anzuwenden ist
sinnvoll, da eine antibakterielle Wirkung auf volatile Be-
standteile aufgezeigt werden konnte, die mittels Agardiffu-
sion hingegen nicht sichtbar waren.?? In wissenschaftlichen
Arbeiten, die die Wirkung AO auf Bakterien oder Pilze
untersuchen, die von Relevanz in der Entstehung von Re-
spirationserkrankungen sind, werden derartige Methoden
teilweise angewandt.:328 Auch fiir die in der vorliegenden
Studie getesteten Keimisolate und AQ wire eine weitere
Untersuchungen mit dieser Methode interessant.
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Um eine komplette Hemmung zu erreichen, war Teebaumsl
in der Mikrodilution in einer Konzentration von 0,625 %
bei P. multocida und von 0,547 % bei M. haemolytica nétig.
Damit war Teebaums! dhnlich wirksam wie Oregano- und
Thymianél. Dies stimmt mit Resultaten anderer Studien
iiber Teebaumol mit P. multocida tiberein, die einen MHK-
Wert von 0,47 mittels Agardilution ermittelten.4® Auffillig
waren die variablen Werte in der Agardiffusion mit
Teebaumsél gegeniiber P. multocida (Hemmhofradien von
5,75mm bis 24,5 mm). Dies lisst eine variable Empfind-
lichkeit der Keime vermuten.

Empfindlichkeit der Keime

Fiir die P. multocida-Isolate wurden allgemein im Vergleich
zu den M. haemolytica-Isolaten kleinere Hemmbhofradien
im Agardiffusionstest gemessen. Die Resultate von M. hae-
molytica waren konstanter als die von P. multocida. Zudem
konnten innerhalb der Keime unterschiedliche Resultate
fiir dasselbe AQ beobachtet werden. Dies ist auch in Unter-
suchungen von Pasteurellaceae mit Antibiotika zu beobach-
ten und weist darauf hin, dass Keime unterschiedliche
Empfindlichkeiten auch im Zusammenhang mit anderen
Wirkstoffen aufweisen.>

Agardiffusion und Mikrodilution

Die oben gemachten Beobachtungen sind deskriptiv und
sind nicht mit einer Empfindlichkeitstestung von Antibio-
tika zu vergleichen, fiir welche jeweils anerkannte Durch-
fithrungsvorschriften fiir 7z-vitro-Verfahren deren Inter-
pretation anhand klinischer Grenzwerte gelten und erst
damit eine vergleichbare Einteilung in «empfindlich», «in-
termediir» und «resistent» moglich wird.>! Derartige Inter-
pretationskriterien sind fiir AO momentan nicht vorhanden

und es kann lediglich die Aussage getroffen werden, ob eine
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Abbildung 6: Minimale Hemmkonzentrationen acht dtherischer Ole in der Mikrodilution
auf Mannheimia haemolytica aus tiefen Nasenrachentupferproben von Schweizer Mast-

kalbern.
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antibakterielle Wirkung in den getesteten Konzentrationen
vorliegt oder nicht.

Das Fehlen festgelegter Standards fiir die Durchfithrung
von in-vitro-Tests mit AQ erschwert den Vergleich zwischen
Resultaten verschiedener Studien, zusitzlich zu der variab-
len Zusammensetzung der AO und ihrer Komponenten. In
vielen Studien, in denen antimikrobielle Wirkstoffe getestet
werden, werden deshalb die gewihlten Methoden an die
Standards fiir Mikrodilution und Agardiffusion, welche
jeweils vom Clinical and Laboratory Standard Institute
(CLSI) oder der European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) veroffentlicht werden,

angenihert.”1922

Bei der Agardiffusion sind nebst der antibakteriellen Wir-
kung der einzelnen Komponenten eines AO die Diffusions-
eigenschaften im Agar fiir die Grosse der Hemmbhofradien
bedeutend.?” Atherische Ole sind komplexe Stoffgemische,
bei denen sich jede Komponente individuell im Agar ver-
hilt, was eine Aussage iiber die Diffusion im Agar eines AO
in seiner Gesamtheit erschwert.?5 Beispielsweise diffundiert
der Wirkstoff Farnesol schlecht durch den Agar und fiihrt
deshalb zu kleineren Hemmhofradien.2” Dies kann zu einer
Unterschitzung der Wirkung eines AQ fiihren. Bei der
Interpretation der Ergebnisse von Agardiffusionstests sollte
dies beriicksichtigt werden. Zu beachten ist, dass trotz einer
méglichen Unterschitzung der antibakteriellen Wirksam-
keit eines AQ aufgrund schlechter Diffusionseigenschaften
im Agar ein vorhandener Hemmbhof eine antibakterielle
Wirkung beweist. Somit hat die Agardiffusion als Scree-
ningtest und realisierbare Routineuntersuchung weiterhin
ihre Berechtigung.

Der Vorteil des aufwindigeren Dilutionsverfahrens ist ein
direkter Kontake aller Wirkkomponenten des AO mit den
Erregern im Fliissigmedium. Trotzdem miissen auch bei der
Mikrodilution die lipophilen Eigenschaften vieler Kompo-
nenten der AO beachtet werden und wenn zum Fliissig-
medium kein effizienter Emulgator hinzugefiigt wird, kann
es auch hier zu verfilschten Resultaten kommen.44 In Ver-
fahren mit Flissignihrstoffen wird deshalb das Verwenden
eines Emulgators dringlichst empfohlen.?” Ein weiterer Vor-
teil der Dilution ist die Bestimmung des MHK-Werts, der
trotz fehlender Interpretationskriterien (klinischer Grenz-
werte) beziiglich der /n-vivo-Wirksamkeit eine Orientierung
beziiglich einer wirksamen Dosierung/Verdiinnung des AO
fiir eine topische Behandlung liefern kann, da er eine wirk-
same Konzentration angibt. Allerdings ist auch hier zu be-
achten, dass es sich um ein reines 7 vitro-Ergebnis handelt,
das Gegebenheiten in-vivo, wie z.B. Entziindungsprozesse,
nicht vollstindig widerspiegeln kann.

Weitere Faktoren die Resultate des Agardiffusionstests und
der Mikrodilution beeinflussen: Art des Agars oder Nihr-
mediums, Dauer der Inkubationszeit, verwendete Stamm-

kulturen, unterschiedliche Keimdichten und die volatilen
Eigenschaften von den in den AO enthaltenen Komponen-
ten. In der Agardiffusion kdnnen zudem die Agardichte oder
ein zu hoher wie auch zu tiefer pH-Wert die Grosse der
Hemmbhofradien beeinflussen.2?

In der Auswertung der Resultate der Mikrodilution kann
die Triibung des Mediums durch die AO die Erkennung
des Keimwachstums anhand von Knépfchenbildung er-
schweren. Deshalb wurde Resazurin verwendet. Die Be-
wertung des MHK-Werts wurde dadurch vereinfacht, da
die Grenze zwischen Keimwachstum und keinem Keim-
wachstum durch den Farbumschlag leichter zu erkennen
war. Die Bewertung mittels Resazurin wurde als sensitiver
beurteilt, was sich bereits in anderen Studien bestitigte.??

Antibiotikaresistenzen und
Einsatzmdglichkeiten dtherischer Ole
Respirationserkrankungen stellen in der Kilbermast den
hiufigsten Grund fiir Antibiotikaeinsatz dar.35-3745.48 Fiir
P. multocida und M. haemolytica wurden bereits Resistenzen
gegen in der Klinik eingesetzte Antibiotika beobach-
tet.11:23:49.50.61 Dies und die hohe wirtschaftliche Relevanz
respiratorischer Erkrankungen in der Kilbermast sind unter
anderem Griinde fiir die Suche nach alternativen Behand-
lungsmethoden.>!1:16

In einigen Studien konnte die antibakterielle Wirkung ver-
schiedener AQ auf Keime von Kilberpneumonie bereits
nachgewiesen werden.23.2840 Dass AQ auch auf antibiotika-
resistente Keime wirken, wurde bereits in verschiedenen
Studien gezeigt.!318:57 Eine Kombination von AO mit Anti-
biotika ist méglich.325 Mittels einer Kombination von
Thymol und Carvacrol mit Antibiotika konnte in-vitro ein
additiver Effekt gegen aus dem Respirationstrakt von Kil-
bern isolierte P. multocida und M. haemolytica nachgewiesen
werden.3? Entsprechende Kombinationen sollten stets im
Vorfeld getestet werden, da AO auch antagonistisch zu
Antibiotika wirken kénnen.25:34 [n-vivo-Studien dazu sind
uns nicht bekannt.

Schlussfolgerungen

Fiir einen wissenschaftlich fundierten Einsatz von AO gegen
Respirationserkrankungen bei Kilbern kann momentan
nur auf eine geringe Anzahl wissenschaftlicher Publikatio-
nen zuriickgegriffen werden. Vor einer Therapie mit AQ
sollte der entsprechende Keim mittels in-vitro-Verfahren auf
dessen Empfindlichkeit getestet werden, da sich AQ in ihrer
Zusammensetzung und somit ihrer Wirksamkeit unter-
scheiden konnen, aber es auch unterschiedliche Empfind-
lichkeiten verschiedener Isolate der gleichen Bakterienspe-
zies geben kann. In der vorliegenden Studie konnte fiir
beide angewendeten in-vitro-Methoden, der Agardiffusion
und der Mikrodilution, fiir acht AO eine antibakterielle
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Wirkung gegen P. multocida und M. haemolytica nachge-
wiesen werden. Eine standardisierte Interpretation dieser
in-vitro-Ergebnisse beziiglich der in-vivo-Wirksamkeit, ana-
log zur Einteilung von Antibiotika in Resistenzklassen, ist
momentan aufgrund fehlender Kriterien nicht méglich. Wie
auch in der aktuellen Studie beobachtet werden konnte,
erzielt man mit unterschiedlichen Test-Verfahren verschie-
dene Resultate. Die verschiedenen biochemischen Eigen-
schaften der einzelnen Komponenten der AO kénnten

unter anderem dafiir verantwortlich sein.

Um Handlungsalternativen zur Therapie mit antibiotika-
haltigen Tierarzneimitteln fiir Tierhaltende sowie Tierirz-
tinnen und Tierirzte zu schaffen, bedarf es einerseits wei-
terer, insbesondere auch klinischer Studien mit AO, und

anderseits einer Standardisierung der Analysemethode.
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Effet antimicrobien in vitro de huit
huiles essentielles sur Pasteurella
multocida et Mannheimia haemolytica
isolés a partir d’échantillons
d’écouvillons nasaux de veaux
d’engraissement

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires de
plantes aromatiques et sont utilisées en phytothérapie pour
le traitement de différentes maladies. Dans la présente étu-
de, huit huiles essentielles sélectionnées — huile d’ajowan
(Trachyspermum ammi L.), huile de fenouil (Foeniculum
vulgare Mill. subsp. vulgare var. vulgare), huile de thym ché-
motype (ct.) thymol (7hymus vulgaris L.), huile d’arbre a thé
(Melaleuca alternifolia Cheel.), huile d’origan (Origanum
vulgare L.), huile de sarriette de montagne (Sazureja monta-
na L. ), huile de citronnelle (Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf.) et huile d’eucalyptus (Eucalyptus globulus Labill.) —
ont été étudiées par diffusion sur gélose et microdilution
pour leur effet antibactérien sur des isolats de Pasteurella
(P.) multocida et de Mannheimia (M.) haemolytica provenant
d’échantillons d’écouvillons nasaux profonds de veaux d’en-
graissement.

Les huit huiles essentielles se sont révélées efficaces sur les
isolats testés. Lhuile de citronnelle sest avérée étre la plus
puissante des huit huiles essentielles, tandis que 'huile de
fenouil n’était que faiblement efficace. Des effets différents
ont été observés entre les deux méthodes de recherche uti-
lisées. Par exemple, I'efficacité des huiles d’ajowan, de thym,
d’origan et de sarriette de montagne était comparable dans
la diffusion sur gélose. Cependant, cela ma pas pu étre
reproduit avec la méthode de microdilution. P. multocida
sest révélée plus sensible que M. haemolytica A toutes les
huiles essentielles testées.
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Effetto antimicrobico in vitro di otto
oli essenziali su Pasteurella multocida
e Mannheimia haemolytica
provenienti da tamponi nasofaringei
profondi nei vitelli da ingrasso

Gli oli essenziali sono metaboliti secondari delle piante aro-
matiche e vengono utilizzati nella fitoterapia per il tratta-
mento di varie malattie. Nel presente studio, sono stati
selezionati otto oli essenziali — olio di ajowan (Trachysper-
mum ammi L.), olio di finocchio (Foeniculum vulgare Mill.
subsp. vulgare var. vulgare), olio di timo chemotipo (ct.)
timolo (Thymus vulgaris L.), olio di melaleuca (Melaleuca
alternifolia Cheel.), olio di origano (Origanum vulgare L.),
olio di santoreggia (Satureja montana L.), olio di citronella
(Cymbopagon citratus (DC.) Stapf.) e olio di eucalipto (Euca-
byptus globulus Labill.) — e sono stati esaminati mediante
diffusione in agar e microdiluizione per la loro attivita an-
tibatterica contro isolati di Pasteurella (P.) multocida e
Mannheimia (M.) haemolytica provenienti da tamponi na-
sofaringei profondi di vitelli da ingrasso.

Tutti gli otto oli essenziali si sono dimostrati efficaci contro gli
isolati testati. L'olio di citronella ¢ risultato il pil potente tra
tueti gli oli essenziali, mentre l'olio di finocchio si ¢ dimostrato
solo debolmente efficace. Sono state anche osservate differenze
di efficacia tra i due metodi di indagine utilizzati. Ad esempio,
abbiamo riscontrato un’efficacia comparabile degli oli di ajo-
wan, timo, origano e santoreggia nella diffusione in agar. Tut-
tavia, questa non si ¢ riprodotta con il metodo della microdi-
luizione. P. multocida si & dimostrato pilt sensibile agli oli
essenziali testati rispetto a M. haemolytica.

Questo studio dimostra in primo luogo che gli oli essenzi-
ali testati hanno un’attivit antimicrobica in vitro sugli iso-
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Cette étude montre premi¢rement que les huiles essentielles
testées ont une efficacité antimicrobienne in vitro sur des
isolats cliniques de P. multocida et de M. haemolytica.
Deuxi¢mement, elle montre que la méthode d’examen est
associée au résultat du test.

Mots clés: Diffusion sur gélose, aromatogramme,
huiles essentielles, Mannheimia haemolytica, microdilution,
Pasteurella multocida

lati clinici di P. multocida e M. haemolytica. In secondo
luogo, dimostra che il metodo di indagine ¢ associato al
risultato del test.

Parole chiave: Diffusione in agar, aromatogramma,
oli essenziali, Mannheimia haemolytica, microdiluizione,
Pasteurella multocida
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