ANTIMIKROBNI UCINAK ODABRANIH ETERICNIH ULJA
PRIMORSKE HRVATSKE NA BAKTERIJU
ACINETOBACTER BAUMANNII

Zivkovié¢, Nensi

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2015

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Rijeka, Faculty of Medicine / Sveuciliste u Rijeci, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:184:103477

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-10

(MED

Medicinski fakultet lista u Rijec R epository /R epozitorij:

Repository of the University of Rijeka, Faculty of
Medicine - FMRI Repository

™ UAT s aopar

Z i r. n 5 k. h r DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:184:103477
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repository.medri.uniri.hr
https://repository.medri.uniri.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/medri:209
https://www.unirepository.svkri.uniri.hr/islandora/object/medri:209
https://dabar.srce.hr/islandora/object/medri:209

SVEUCILISTE U RIJECI

MEDICINSKI FAKULTET

PREDDIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ

SANITARNOG INZENJERSTVA

Nensi Zivkovié

ANTIMIKROBNI UCINAK ODABRANIH ETERICNIH ULJA PRIMORSKE

HRVATSKE NA BAKTERIJU ACINETOBACTER BAUMANNTII

Zavrsni rad

Rijeka, 2015.



SVEUCILISTE U RIJECI

MEDICINSKI FAKULTET

PREDDIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ

SANITARNOG INZENJERSTVA

Nensi Zivkovié

ANTIMIKROBNI UCINAK ODABRANIH ETERICNIH ULJA PRIMORSKE

HRVATSKE NA BAKTERIJU ACINETOBACTER BAUMANNTII

Zavrsni rad

Rijeka, 2015.



Mentorica rada: doc.dr.sc. lvana Gobin, dipl.sanit.ing.

Zavrsni rad obranjen je dana u/na

, pred povjerenstvom u sastavu:

Rad ima 39 stranica, 10 slika, 4 tablice, 19 literaturnih navoda.



SAZETAK

Acinetobacter baumannii nepokretni je Gram - negativni Stapi¢ koji izaziva teske infekcije
kod imunokompromitiranih bolesnika. U posljednje vrijeme, ovaj oportunisticki uzro¢nik
znacajno je povezan s rastom infekcija povezanih sa zdravstvenom skrbi, odnosno bolnickih
infekcija. Njegova rezistentnost na vecinu antibiotika danas predstavlja veliki problem. Cilj
ovog rada bio je utvrditi antimikrobni u¢inak eteri¢nih ulja primorske Hrvatske na referentne
sojeve A. baumannii (ATCC BAA-1605 i ATCC 19606) od kojih je A.baumannii ATCC BAA-

1605, multiplorezistentni soj.

Razli¢itim je metodama testirano antimikrobno djelovanje pet razli¢itih biljnih eteri¢nih ulja
(smilje, proljeée i jesen - Helichrysum arenarium, ulje kadulje - Salvia officinalis, ulje borovice
- Juniperus communis, ulje tuje - Thuja occidentalis i ulje lavandnina - Lavandula hybrida) na
oba soja A. baumannii. Dokazano je kako je A. baumannii osjetljiv na sva testirana eteri¢na ulja
unutar 48 sati. Najbolji antimikrobni uéinak pokazalo je eteri¢no ulje lavandina, Lavandula
hybrid, uz minimalnu inhibicijsku koncentraciju od 1,6 mg/mL te istu minimalnu baktericidnu
koncentraciju. Metodom difuzije uz busenje rupa u agaru takoder je zabiljezen dobar u¢inak
eteri¢nog ulja lavandina, ali samo na referentni soj A. baumannii ATCC 19606 s promjerom
inhibicije od 27 mm, dok je eteri¢no ulje borovice djelovalo na oba soja u promjeru od 18 do

19 mm.

Zaklju¢no, rezultati pokazuju da etericna ulje lavandina i borovice posjeduju dobru
antimikrobnu aktivnost prema acinetobakteru i imaju veliki potencijal primjene kao sredstvo za

suzbijanje nastanka ili Sirenja infekcija, najve¢im djelom zastupljenih u bolnickom okruzenju.

Kljuéne rije€i: Acinetobacter baumannii, eteri¢na ulja, antimikrobni u¢inak



SUMMARY

Acinetobacter baumannii is immobile Gram - negative rod which iduces severe infection in
compromited pacient. Lately, this oprotunistic cause is significantly connected with increased
number of hospital infections which represents global problem due to bacterial resistance to
larger amount of antibiotics. Objective of this study was to determine antimicrobial activity of
plant essential oils from Croatian coastal region on reference strains A. Baumannii (ATCC
BAA-1605 andATCC 19606), of which A.baumannii ATCC BAA-1605 is multiply-resistant

strain.

The activity of five different essential oils (Helichrysum arenarium, Salvia officinalis,
Juniperus communis, Thuja occidentalis and Lavandula hybrida) was tested by different
methods on both strains of A. baumannii. It is shown that regadless to antibiotic resistancy, A.
baumannii is sensitive to all tested plant essential oils within 48 hours. The best antimicrobial
effect was shown by the essential oils of Lavandula hybrida with a minimum inhibitory
concentration of 1.6 mg/mL and the same bactericidal concentration. The good performance of
essential oil Lavandula hybrid was also recorded by agar well diffusion method, but only on
A.baumannii ATCC 19606 with diameter of inhibition of 27 mm, while the essential oil of

Juniperus communis had an effect on each strain in diameter from 18 to 19 mm.

Ultimately, results suggest that essential oils Lavandula hybrid and Juniperus communis
have a good antimicrobial activity against Acinetobacter and have large potential of application
as a means of controlling the formation and spread of infection which are mainly represented

in the hospital environment.

Keywlords: Acinetobacter baumannii, essential oils, antimicrobial activity
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Opce karakteristike bakterije Acinetobacter

U porodicu Moraxellaceae, rod Acinetobacter ubrajamo Gram-negativne, nefermentativne,
nepokretne kokobacile. Ove saprofite bakterije rasprostranjene su u tlu i vodi te su znacajan
uzro¢nik infekcija vezanih za zdravstvenu skrb, posebno u jedinicama intezivnog lijecenja.
Veoma vazna karakteristika Acinetobactera je njegova rezistentnost na glavne antibiotike
(cefalosporini tre¢e generacije, karbapanemi i ksipenicilini), a jedna od najrezistanitnijih i

najc¢esce izoliranih vrsta je A. baumannii (1).

Danas je poznata 31 vrsta od kojim je 17 imenovano, a neke od njih prikazene su u Tablici 1.

Tablica 1. Taksonomija i klasifikacija unutar roda Acinetobacter (1)

VRSTA GENOVRSTA
A. baumannii 2
A. baylyi
A. bouvetii
A. calcoaceticus 1
A. gerneri
A. grimontii
A. haemolyticus
A. johnsonii
A. junii
A. lwoffii 8/9
A. parvus
A. radioresistens 12
A. schindleri
A. tandoii
A. tjernbergiae
A. towneri
A. ursingii

o | b




1.1.1. Labratorijska dijagnostika acinetobaktera

Osim $to su Gram-negativni, acinetobakteri posjeduju kapsulu te su nefermentativni,
katalaza-pozitivni, oksidaza-negativni kokobacili. Iako je kod nekih opisana klizu¢a
pokretljivost, inace su nepokretni jer nemaju flagele. Lako se uzgajaju na hranjivim podlogama,
posebno na krvnom agaru (Slika 1.) pri 37°C. Nakon inkubacije od 18-24 sata vidljive su

sivobijele kolonije, glatke i ponekad sluzave povrsine (1).

Slika 1. Porast A. baumannii na krvnom agaru

Neke genovrste pokazuju hemolizu na krvnom agaru, dok kod A. baumannii nije prisutna.
Za identifikaciju pojedinih vrsta koristi se DNA-DNA hibridizacija, no u klini¢kim
mikrobioloskim laboratorijima nije rutinska. Zbog prevencije i1 kontrole bitno je razlikovati A.
baumannii kompleks od ostalih acinetobaktera kako bi se moglo sprijeciti i suzbiti Sirenje
infekcije. U rutinskom radu veéina se glukoza-oksidiraju¢ih nehemolitickih acinetobaktera

identificira kao A. baumannii (1).



1.1.2. Patogeneza i imunost

A. baumannii ima polisaharidnu kapsulu kojom zajedno s pilima i fimbrijima adherira na
ljudske epitelne stanice, ali ne proizvodi difuzibilne toksine i citolizine. Stvaranje biofilma,
inhibicija fagocitoze i adheriranje na povrsinu sluznice ili biomaterijala onemogucuje
imunosnom mehanizmu da se brani. Poticanje proinflamatornih citokina dovodi do patogeneze

infekcije (1).

1.1.3. Klini¢ka slika

Acinetobakteri su oportunisti¢ki patogeni koji dovode do postoperativnog meningitisa,
sepse, infekcije rana te respiratornog i urinarnog trakta. Infekcije su najceSce prisutne kod
unutarbolnicke populacije, no moguce je nastajanje 1 izvan bolnice. Posebno vazan patogen u
jedinicama intezivnog lijeCenja je A. baumannii za kojeg se vezu brojne infekcije — od
asimptomatskih infekcija do fulminantnih sepsi. Naj¢eSc¢a oboljenja povezana su sa strojnom
ventilacijom 1 intravaskularnim kateterima te su Cesta pojava kod osoba s oslabljenim
imunitetom. Pojedine studije pokazuju da su rezistentni sojevi A. baumannii uzrokovali

infekcije koje su rezultirale s 1osijim ishodom (1).

1.1.4. Epidemiologija

U gastrointestinalnom sustavu bakterija je kolonizirana kod 45% nehospitaliziranih i 25%
zdravih ljudi, dok kod hospitaliziranih osoba brojka seze do 75%. Acinetobacter baumannii se
rijetko, u svega 0,5-3%, moze naci na ljudskoj kozi, kao i u fecesu (0,8%). Unatoc ¢injenici da
se moze naci u uzorcima tla i na biljkama, kolonizacija spomenute bakterije rijetka je u Europi.
U bolnickom okruzenju acinetobakteri neuobicajeno prezivljavaju na suhim povrSinama poput

koze ili u Cesticama prasine te na vlaznim povrSinama poput opreme za terapiju i respiratornu
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potporu. Boravak u jedinicama intezivnog lije¢enja, teSka osnovna bolest, strojna ventilacija 1

nedavni kiruski zahvati ¢imbenici su rizika povezanih s nastankom infekcije (1).

1.2. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su hlapljive smjese bioloski aktivnih spojeva koja se dobivaju iz biljnog
materijala (korijena, lista, stabljike, cvijeta i ploda), procesom destilacije, ekstrakcijom ili
tijeStenjem (2). Najveéim dijelom sastoje se od terpena, hlapljivih nezasi¢enih ugljikovodika

koji su ugodnog mirisa. Ovisno o procesu dobivanja, mogu biti Zuc¢kaste boje ili bezbojni (3).

1.2.1. Dobivanje eteric¢nih ulja
Najcesce se dobivaju destilacijom vodenom parom ili tijeStenjem. Ovisno o nac¢inu samog
dobivanja ulja ili o dijelu biljke koji se podvrgava destilaciji katkad se mogu dobiti razli¢ita ulja

iz iste biljke (4).

1.2.1.1. Destilacija vodenom parom

Temperatura vreliSta etericnih ulja veoma je visoka 1 prelazi 100°C. Kako bi odvojili
eteri¢no ulje od ostatka materijala, a da ne dode do oksidacije, provodi se postupak destilacije
vodenom parom. Netopljivost u vodi jedna je od bitnih karakteristika eteri¢nih ulja koja je
vazna za destilaciju. Prilikom postupka destilacije dolazi do prolaska vru¢e vodene pare kroz
biljnu masu koja zbog pritiska destilira hlapljive mirisne tvari. Nakon §to se mjeSavina para
ohladi i kondenzira u posebnom hladioniku s hladnom vodom nastaju dva produkta: mala
koli¢ina eteri¢nog ulja koja ovisno o gusto¢i potone na dno ili pliva na povrsini te cvijetna
vodica odnosno hidrolat. Nekoliko stotina kilograma do nekoliko tona potrebno je za dobivanje

jednog kilograma eteri¢nog ulja (4).
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1.2.1.2. Tijestenje
Hladno presanje je jednostavan postupak kojim se dobivaju etericna ulja iz kore citrusa u

kojoj su sadrzane znatne koli¢ine vrlo ugodnog mirisa (5).

Usplode se izbusi sitnim iglicama ili preSa kako bi se oslobodio sadrzaj iz zlijezda. Potom
se materijal mijesa s vodom, a od ostatka biljne mase se centrifugiranjem odvaja ulje koje se

sastoji od hlapive i nehlapive komponente (5).

1.2.2. Antimikrobni u¢inak eteri¢nih ulja

Na djelovanje etericnog ulja otpornije su Gram-negativne bakterije. Prisutnost dvostrukog
sloja fosfolipida i lipopolisaharida (LPS) pruza vecu otpornost. Kod Gram-pozitivnih bakterija
stani¢na stijenka se veéinskim dijelom sastoji od peptidoglikana na kojeg su vezane ostale
molekule poput kiselina i proteina. Upravo ta struktura omoguc¢ava molekulama da lako prodru
u stanicu i djeluju unutar nje (6). Stoga, antimikrobni u¢inak eteri¢nih ulja najbolje objasnjava
njihova hidrofobnost. Ta karakteristika omogucuje eteri¢nom ulju da akumulira izmedu lipida

staniéne membrane bakterije ¢ime ju €ini jo§ propustljivijom, posebno za protone i ione.

1.2.3. Lavandin (Lavandula hybrida)

Lavandin je dobiven kriZzanjem lavande latifolije (Sirokolistne lavande) i prave lavande.
Iako su intezivnijeg mirisa, lavandini nemaju izrazena svojstva kao lavanda stoga im je i
primjena razli¢ita. Od mnogobrojih klonova, pojedini su istaknuti kao §to su Abrial, Super,
Grosso i Budrovka. Lavandin Super i Grosso pronasli su primjenu u kozmeti¢koj industriji, dok
je Abrial prepoznatljiv po antibakterijskom i antifungalnom djelovanju, a Budrovka je dobar
analgetik. Suhi cvijet lavandina koristi se za zaStitu od moljaca, dok su svi lavandini prisutni u

industriji deterdZenata i sredstva za cCiS¢enje. Hibridna lavanda, iako zahtjevna, najbolje
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uspijeva na plodnim, dubokim i vodozra¢nim tlima i to ve¢ na 300 metara n/v. Po izgledu veoma

je sli¢na lavandi, a ono $to ju ¢ini drugacijom je visi rast i tri cvjetne glavice (Slika 2.) (3).

Slika 2. Cvijet lavandina (13)

Destilacijom cvijeta, dobiveno etericno ulje, koristi se kao mirisna komponenta u
farmaceutskoj industriji i kozmetickim proizvodima te kao sastojak aroma za hranu i u

aromaterapiji. Takoder, primjenjuje se kod koznih tegoba, gréeva, opeklina i nervoze (3).
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1.2.4. Borovica (Juniperus communis, porodica Cupressaceae, ¢empresi)

Borovica je nisko stablo ili visok grm 3-5 m, ponekad i do 15 m visok i oko 50 cm S§irok, a
visine od 3-5 m. Habitus je nepravilan, stupast, jajast ili cunjast. Grane su dignute ili vise¢e dok
je deblo Zljebasto. U pocetku je kora glatka, poslije izbrazdana, odvaja se u obliku ljuski i traka.
Sustav korijena je razgranat zilom sr¢anicom, a i endotrofna mikroza je razvijena. Pupovi su
oblozeni ljuskama i sitni, a liS¢e je bodljikavo, Siroko, uspravno, najSire na pocetku te se
postepeno suzava u $iljasti vrh. Donja strana je zelena, a gornja ima bijelu ili sivu uzduznu
prugu. Na stablu znaju ostajati i do Cetiri godine. Sporog je rasta i moze dozivjeti veliku starost.
Veoma je otporna na jake mrazove i velike suse. Ovisno o nadmorskoj visini, cvijeta u travnju

ili svibnju (3).

Slika 3. Plod borovice (14)

Etrericno ulje borovice koje se dobiva destilacijom ploda, koristi se u laksativima i

diureticima, kao mirisna komponenta u kozmetickim proizvodima, u aromaterapiji te za

14



aromatiziranje hrane. Djelovanje ulja je antisepti¢ko, antireumatsko, spazomoliticko,
rubefacijentno, tonizirajuce, emenagogno, detoksificirajuée i diureticko. Primjenjuje se kod
problema s probavom, bronhitisa, bolova u misi¢ima, nakupljanju tekuéine u tijelu te celulita.
Nije preporucljiva duza primjena od 3 tjedna te ne smiju koristiti osobe s bolesnim bubrezima

ili trudnice (3).

1.2.5. Kadulja (Salvia officinalis, porodica Lamiaceae, usnace)

Kadulja je viSegodisnja biljka, otporna na susu, drvenastog korijena koji prodire duboko u
tlo. Toplog je podneblja te klije pri temperaturi od 12°C do 15°C, a moze i pri 6 do 8°C, ali je
tada nesto sporiji proces. Mlada biljka ima zeljastu stabljiku koja pri dnu s vremenom odrveni.
Mladi izdanci su svijetlozeleni do ljubicasti, prekriveni rjedim ili gusé¢im dladicama koje su
sivobijele boje. Listovi su s obje strane obrasli dlacicama, jajasto do izduZeno kopljastog oblika
i svijetli. Cvast je klasast te se sastoji od 2 — 8 cvjetova (Slika 4.), ruzicaste, bijele ili plave boje
koji zbog vrlo ugodnog mirisa privlace pcele. Etericno ulje nalazi se u cijelom nadzemnom
dijelu biljke, a najve¢im dijelom u listovima te ga u osuSenom obliku mozemo pronaci od 1,6
do 2,7 %. Kadulja ima zivotni vijek 5-7 godina, no, ukoliko je dode do lo$e tehnologije uzgoja,

urod se moze smanjiti ve¢ nakon cetiri godine (3).
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Slika 4. Cvijet kadulje (15)

Destilacijom biljke dobiva se etericno ulje koje se upotrebljava za aromatizaciju hrane, kao
mirisna komponenta u kozmetickoj industriji i u aromaterapiji. Djelovanje je antibakterijsko,
eksponirajuée 1 lipoliticno. Moze se koristiti kod virusnih infekcija, poticanja probave, afti,
celulita i pretilosti, a takoder je primjenjivo kod amenoreje. U ve¢im dozama, posebno unesno

oralno, moze nadraziti kozu, a ima i abortivno djelovanje (3).
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1.2.6. Smilje (Helichrysum italicum, porodica Asteraceae, glavocike)

Smilje je trajni, zeljasti, aromati¢ni polugrm kojem sivkastu boju daje vunasta dlaka.
Rasprostranjen je na mediteranskom podrucju, a proteze se kamenjarima i kamenjarskim
travnjacima i to ljeti kada cvjeta od lipnja do srpnja. Stabljika je uspravna i obrasla duguljastim
listovima, a na vrhu ima nekoliko glavicastih zutih cvjetova (Slika 5.) od kojih se razlikuju
zenski koncasti cvjetovi, dok su muski neugledni i cjevasti. Kada se cvjetovi po¢nu otvarati,
cvjetne glavice upotrebljavaju se kao lijek. Plod je ahenija (suhog izgleda, karakteristican za
porodicu Asteraceae) hrapava ili glatka, duZine do jednog milimetra. Zuékastu boju i eteri¢no

ulje daju flavonski heterozidi. Osim njih, biljka sadrzi i tanine, gorku materiju i smolu (3).

Slika 5. Cvijet i li¢e smilja (16)

Destilacijom biljke dobivamo etericno ulje koje se koristi u aromaterapiji 1 kao mirisna

komponenta u kozmeti¢kim proizvodima. Njegovo djelovanje je fungicidno, kolagogno,
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antialergijsko, spazmoliticno, antisepticno, antikoagulantno, mukoliti¢no, ekspektorirajuce,
diureti¢no, adstringentno, protuupalno i neurotonizirajuce. Primjenjuje se kod reumatoidnog
artritisa, za olakSavanje tegoba prosirenih vena, u tretmanu napetih i bolnih misi¢a i kod gréeva.
Takoder, primjena je Cesta i kod raznih vrsta kaslja, bakterijskih infekcija, gripe, prehlade,
stresa te u programima za detoksifikaciju kod bronhitisa, astme i sinustitisa. Upotreba nije

preporucljiva trudnicama, premda je primjena sigurna i ulje ne nadrazuje kozu (3).

1.2.7. Tuja (Thuja occidentalis, porodica Cupressaceae, ¢empresovke)
Tuja je zimzeleno crnogori¢no stablo ¢ije su grane lepezastog oblika, a lis¢e je ljuskavo i
tamnozelene boje. Kora je crveno-smeda, izbrazdana s uzduznim trakama. CeSeri su zuto-zeleni

i vitki (Slika 6.), a kad sazriju poprimaju smedu boju (7).

Slika 6. Ceseri tuje (17)
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Eteri¢no ulje u biljci koristi se za ¢iS¢enje, kao osvjeziva¢ zraka, kod dezinfekcijsnih
sredstava, insekticida, masti i mekih sapuna. Zbog neurotoksi¢nog spoja, interna upotreba moze

biti Stetna ako se koristi dulje vrijeme ili tijekom trudnoce (7).
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2. CILJ RADA

Cilj ovog rada bio je ispitati kako odabrana eteri¢na ulja (smilje proljece i jesen (Helicrysum
italicum), kadulja (Salvia officinalis), borovica (Juniperus communis), tuja (Thuja occidentalis)
i lavandin (Lavandula hybrid)), koja rastu na podru¢ju primorske Hrvatske, djeluju na bakteriju

A. baumannii, odnosno njena dva referentna soja: ATCC BAA-1605 i ATCC 19606.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

e Petrijeve zdjelice

Inkubator (BTE-S, Bodalec i Havoié¢, Dugo selo — Zagreb)
e Spektrofotometar (Biofotometar, "Eppendorf”, Njemacka)
e Tresilica (Tecno Kartell)
e Mikrotitar plocCice
e Automatske pipete: 0,5-10 uL (Eppendorf, Njemacka), 2-20 uL, 20-100 nuL, 20-200 uL
i 10-1000 pL “Gilson Pipetman” (Gilson, USA)
e Plamenik (Poligas OMM)
e Sterilni brisni Stapi¢i
e Parafilm “M”
¢ Nastavci za automatske pipete (ep T.I.P.S.)
e Epruvete

e Mikrobioloske uSice (“eze”

Odabrana eteri¢na ulja

Testirana eteri¢na ulja dobivena su iz poduze¢a "IREKS AROMA d. o. 0.” koja je jedna od

tvrtki iz grupe IREKS ¢ije je sjediste u Klumbachu u Njemacko;.

Za ispitivanje antimikrobnog djelovanja pripremljena je Stok otopina eteri¢nih ulja u DMSO

(dimetil sulfoksid) otopini ¢ija je koncentracija bila 200 mg/mL.
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Bakterijski soj

U istrazivanju su koristena dva referentasoja (Tablica 2.): Acinetobacter baumannii ATCC
19606 i A. baumannii ATCC BAA-1605 koji je multiplorezistentan soj. Izolati ovih bakterija
najcesce su prisutni unutar bolnicke sredine gdje predstavljaju veliku prijetnju, stoga je za
potrebe ovog rada koristen klinicki izolat. Bakterije su bile skladistene na -80°C, a za potrebe
koriStenja nasadivale su se na Mueller Hinton i krvni agar, nakon ¢ega su se inkubirale 24 sata

na 37°C.

Tablica 2. Sojevi koji su koriSteni u istrazivanju

Naziv soja Rezistencija na antibiotika Osjetljivost na antibiotika

ATCC BAA-1605 Ceftazidim, , Piperacilin, Tobramycin,Amikacin
Aztreonam, Gentamicin ,
Meropemem, Ticarcilin, Cefepim,

Ciprofloksacin, Imipenem

ATCC 19606 Gentamicin Amikacin, Tobramycin,
Imipenem, Tigecyclin
Meropenem, Ciprofloksacin,
Mimocyclin, Gatifloksacin,

Levofloksacin

Hranjive podloge i mediji

Hranjive podloge i bujoni su koriSteni za uzgoj mikroorganizama prema propisanoj
recepturi. Proizvodac¢i od kojih su dobavljene kemikalije: Biolife (Italija), Difco (SAD),

Kemika (Hrvatska) i Oxoid (Engleska).
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Mueller Hinton agar

Sasatav podloge: 2,0 g govedeg ekstrakta, 17,5 g kiselog hidrolizat kaezina, 1,5 g skroba,

17,0 agara po litri proc¢is¢ene vode
Krvni agar

Sastav podloge: 10,0 g/L. govedeg ekstrakta, 10,0 g/L triptoze, 5,0 g/L. natrijevog klorida,

15 g/L agar po litri destilirane vode

Sterilizacija hranjivih podloga se provodi autoklaviranjem 15 minuta na 121°C. Kada se
podloga ohladi na priblizno 50°C, asepticki se dodaje 5% sterilna defibrinirana ov¢ija krv, a pH

podloge iznosi 7,4+0,2.
Priprema bakterijskog inokluma

Broj bakterija u inokulumu odreden je spektrometrijski te se raCunski namjestala opti¢ka

gusto¢a (OD) na vrijednost 1 §to oznacava 10° CFU/ml (engl. colony — forming units).

3.2. Metode ispitivanja antibakterijskog djelovanja
U ovom radu kori$tene su Cetiri metode: dvije metode difuzije - disk difuzija i metoda
difuzije uz busenje rupa u agaru, dilucijska metoda i metoda ispitivanja hlapljivih komponenti

etericnih ulja.

3.2.1. Metoda difuzije
NajceSce primjenjena i jednostavna metoda koja se koristi za odredivanje antimikrobnog
ucinka eteri¢nih ulja je metoda difuzije. U ovom radu korisStene su dvije metode difuzije:

metoda diska 1 metoda difuzije uz busSenje rupa u agaru.
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3.2.1.1. Metoda diska

Na Mueller Hinton ploc¢e s dodatkom detergenta, brisnim $tapi¢em se nanosi suspenzija
ispitivane bakterije. Zatim se na ploCe u pravilim razmacima rasporede diskovi na koje se
nakapa 5 pL pripremljenog etericnog ulja. Inkubacija se provodi 24 sata na 37°C nakon cega

se oCitavaju rezultati odnosno zona inhibicije bakterija oko diska (Slika 7.).

Slika 7. Metoda disk difuzije na A. baumannii

3.2.1.2. Metoda difuzije uz buSenje rupa u agaru
Na Mueller Hinton agar kojem je dodan detergent Tween 80 zbog pojacavanja difuzije ulja,

brisnim sterilnim Stapi¢em nanosi se suspenzija bakterija. Nakon inkubacije od 15 minuta kako
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bi bakterije upile u podlogu, pomocu sterilnog busaca rupa izbuSene su rupe promjera S mm u
koje je dodano 40 uL pripremljenog eteri¢nog ulja. Za svaki testni mikroogranizam provodi se
inkubacija 24 sata na 37°C nakon ¢ega se mjeri promjer oko izbusene rupe (Slika 8.), odnosno

zona inhibicije koja oznacava djelovanje etericnog ulja izrazeno u mm.

Slika 8. Metoda difuzije uz busenje rupa u agaru

3.2.2. Dilucijska metoda
Metoda za utvrdivanje minimalne inhibicijske koncentracije (MIK) i minimalne
baktericidne koncentracije (MBK) je tehnika koja zahtjeva homogenu disperziju u vodi,

odnosno metoda kojem se razrjeduje u teku¢em mediju ili agaru (8).

25



Minimalna inhibicijska koncentracija (MIK) definirana je kao najniza koncentracija koja ¢e

sprijeciti vidljivi rast mikroorganizma nakon inkubacije.

Minimalna baktericidna koncentracija (MBK) je najniza koncentracija koja ¢e unistiti

mikroorganizme nakon nasadivanja na podlogu (9).

Metoda se temelji na izlaganju tocno definiranog broja bakterija na razlicite koncentracije
antibiotika ili ispitivane prirodne tvari. Nakon provedene inkubacije ocitava se MIK vrijednost
kao izostanak zamuéenja u rupi s najmanjom koncetracijom antibiotika ili ispitivane tvari (Slika
9.). Nasadivanjen na krvni agar, uzoraka u kojima je izostalo zamucenje i ponovnom

inkubacijom, dobiva se MBK vrijednost.

K 256 128 64 32 16 08 04 02

Slika 9. Odredivanje MIK i MBK vrijednosti
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3.2.2.1. Odredivanje minimalne inhibicijske koncentracije (MIK)
Metodom razrjedenja iz Stok otopine eteri¢nog ulja (200 mg/mL) radilo se razrjedenje od

25,6 mg/mL do 0,025 mg/mL.

U svaku rupu osim one koja je oznacena kao kontrola otpipetirano je 100 puL bujona s
opadajuc¢im koncentracijama etericnog ulja i 100 uL bakterijske suspenzije. Kontrola sadrzi
100 pL bujona i 100 uL bakterijske suspenzije. Mikrotitar plo¢icu se stavlja na inkubaciju

37°C/24 sata.

Dobiveni rezultati o¢itavaju se vizualno tj, golim okom. Usporedbom prisutstva/odsutstva
zamucenja ili taloga s kontrolnom rupom koja sadrzi samo bakterijsku suspenziju, konstatira se
dali je doslo do porasta bakterija. MIK vrijednost predstavlja rupa u kojoj je najvece razrjedenje

eteri¢nog ulja, a ne pokazuje vizualno zamucenje ili talog.

3.2.2.2. Odredivanje minimalne baktericidne koncentracije (MBK)

Nakon provedene inkubacije i vizualnog oCitavanja rezultata, uzorke iz rupa u kojima nije
bilo zamucenja nasadujemo na krvni agar i inkubiramo na 37°C/24-48 sati. MBK vrijednost
oznacava izostanak porasta bakterija na krvnom agaru iz uzorka s najmanjom koncentracijom

eteri¢nog ulja.

3.2.3. Metoda ispitivanja hlapljivih komponenti eteri¢nih ulja
U ovom je ispitivanju takoder koristena Mueller Hinton podloga s dodatkom detergenta.
Brisnim sterilnim Stapi¢em nanosi se suspenzija ispitivanih bakterija. Na poklopac petrijeve

zdjelice stavi se sterilni disk na kojeg se pipetom nanosi 5 uL odredenog eteri¢nog ulja. Na
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petrijeve zdjelice stavlja se parafilm te potom idu na inkubaciju 24 sata na 37°C, nakon Cega se

mjeri zona inhibicije ispod diska (Slika 10.).

Slika 10. Metoda ispitivanja hlapljivih komponenti eteri¢nih ulja
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4. REZULTATI
Pomocu Cetiri razlic¢ite metode ispitano je antimikrobno djelovanje eteri¢nih ulja na dva soja
acinetobaktera. Koristene su dvije varijante difuzijske metode, dilucijska metoda te ispitivanje

antibakterijskog u¢inka hlapljivih komponenti ulja na agaru.

4.1. Rezultati disk metode
Postavljanjem diskova na plocu gdje je bila naneSena suspenzija bakterija nije doslo do
inhibicije rasta acinetobaktera. Zbog neucinovitosti ove metode, dalje se provodila difuzijska

metoda uz buSenje rupa u agaru.

4.2. Rezultati difuzijske metode uz busenje rupa u agaru
Ovom metodom ispitali smo zonu inhnibicije odabranih eteri¢nih ulja. U Tablici 3.
prikazani su rezultati odabranih eteri¢na ulja na A. baumannii ATCC 19606 i ATCC BAA-

1605.
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Tablica 3. Promjeri inhibicijske zone eteri¢nih ulja na A. baumannii ATCC 19606 i ATCC

BAA-1605

A. baumannii ATCC BAA-

A. baumannii ATCC 19606

1605

ETERICNA ULJA Zona inhibicije/mm
Smilje jesen 12 14
Smilje proljeée 13 13
Tuja 10 10
Borovica 18 19
Kadulja 1 15
Lavandin 1 27

Iz rezultata se vidi da su eteri¢na ulja imala bolji antibakterijski u¢inak na A. baumannii

ATCC 19606, dok su na multiplorezistentni ATCC BAA-1605 slabije djelovala.

Najbolje rezultate dalo je ulje lavandina, ali samo za A. baumannii ATCC 19606 gdje je

promjer inhibicijske zone iznosio 27 mm, dok za drugi soj je iznosilo 1 mm. NajloSije se

pokazala tuja gdje su zone kod oba soja iznosile 10 mm.
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4.3. Rezultati dilucijske metode

Odredivanjem MIK i MBK vrijednosti ispitali smo koliki je antimikrobni u¢inak pojedinog

etericnog ulja na A. baumannii. U Tablici 4. prikazane su dobivene vrijednosti za sva testirana

ulja na sojeve ATCC BAA-1605 i ATCC 19606.

Tablica 4. MIK i MBK vrijednosti testiranih eteri¢nih ulja na bakteriju A. baumannii ATCC

BAA-1605 i ATCC 19606

BAKTERIJE
A. baumannii ATCC A. baumannii ATCC
BAA-1605 19606
MIK MBK MIK MBK
ETERICNA ULJA mg/mL mg/mL
Lavandin (Lavandula hybrid) 1,6 1,6 1,6 1,6
Borovica (Juniperus communis) 3,2 3,2 6,4 6,4
Kadulja (Salvia officinalis) 6,4 6,4 6,4 6,4
Smilje — prolje¢e (Helicrysum italicum) 3,2 6,4 3,2 6,4
Smilje — jesen (Helicrysum italicum) 3,2 6,4 3,2 6,4
Tuja (Thuja occidentalis) 12,8 12,8 12,8 12,8

Iz rezultata se vidi da sva eteri¢na ulja pokazuju dobar antimikrobni uéinak prema oba

testirana soja acinetobaktera. Kod oba soja najucinkovitijim se pokazalo eteri¢no ulje

lavandina, Lavandula hybrid, gdje je MIK vrijednost 1,6 mg/mL, kao i MBK.

Eteri¢no ulje tuje, Thuja occidentalis, pokazalo je najlosiji ué¢inak. MIK i MBK vrijednosti

iznosile su 12,8 mg/mL.
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4.4. Rezultati metode ispitivanja hlapljivih komponenti eteri¢nih ulja

Ovom metodom istrazili Smo ima li hlapljivost komponenti eteri¢nih ulja inhibicijski u¢inak
na ispitivane sojeve acinetobaktera. Nakon inkubacije koja je trajala 24 sata na ploci je bio
vidljiv porast bakterija §to nam ukazuje da hlapljive komponente ispitivanih eteri¢nih ulja ne

djeluju inhibicijski.
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5. RASPRAVA

Eteri¢na ulja smjesa su hlapljivih i bioloski aktivnih spojeva koji se dobivaju iz biljnog
materijala (korijena, lista, stabljike, cvijeta i ploda), procesom destilacije, ekstrakcijom ili
tjeStenjem (2). Sastav najvecim dijelom Cine terpeni, hlapljivi nezasi¢eni ugljikovodici koji su

ugodnog mirisa. Ovisno o procesu dobivanja, mogu biti Zu¢kaste boje ili bezbojni (3).

Zbog svoje hidrofonosti eteri¢na ulja akumuliraju izmedu lipida stani¢ne membrane i imaju

dobar antimikrobni u¢inak, posebno na Gram-pozitivne bakterije.

Acinetobakter je znacajan uzrocnik infekcija u bolni€¢kom okruzenju, a kao najrezistentnija
vrsta prisutan je A. baumannii. Upravo tu vrstu Gram-negativnih, nepokretnih kokobacila
potrebno je razlikovati zbog prevencije 1 kontrole kako bi se suzbila infekcija. Oportunisticki
su patogeni i naj¢esce problem stvaraju u strojnoj ventilaciji i intravaskularnim kateterima te su
Cesta pojava kod osoba s oslabljenim imunitetom. U ovom su istrazivanju koristena dva soja

acinetobaktera Cije su karakteristike definirane.

Multiplorezistentni soj A.baumannii ATCC BAA-1605 izoliran je iz sputuma vojnika koji
se vratilo iz Afganistana, u kanadskoj bolnici, 30. lipanja, 2006. godine (10). Otporan je na
ceftazidim, gentamicin, tikarcilin, piperacilin, aztreonam, cefepim, ciprofloksacin, imipenem i

meropemem, a osjetljiv je na amikacin i tobramicin (11).

Referentni soj A. baumannii ATCC 19606 je osjetljiv na vecinu antibiotika te proizvodi i

izluCuje bakterijski siderofor koji ima vaznu ulogu u patogenezi (12).

Antimikrobni ucinak eteri¢nih ulja predstavlja alternativni pristup borbe protiv bakterija 1

njihovog razmnoZavanja.

Cilj ovog rada bio je ispitati kako odredena eteri¢na ulja primorske Hrvatske utjeCu na

razmnozavanje i rast dva soja iz roda Acinetobactera, referentni Acinetobacter baumannii
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ATCC 19606 i multiplorezistentni ATCC BAA-1605. U radu je koristeno pet eteri¢nih ulja:
smilje proljece i jesen (Helicrysum italicum), kadulja (Salvia officinalis), borovica (Juniperus

communis), tuja (Thuja occidentalis) i lavandin (Lavandula hybrid).

Kako bi ispitali antimikrobni u¢inak pojedinog eteri¢nog ulja koristili smo 4 metode: dvije
metode difuzije —disk metodu imetodu difuzije uz busenje rupa u agaru, dilucijsku metodu i

metodu ispitivanja hlapljivih komponenti eteri¢nih ulja.

Metoda disk difuzije nije pokazala inhibicijski u€inak eteri¢nih ulja. Smatramo da je razlog
tome slaba difuzija isptitivanog biljnog ulja u podlogu bez obzira na dodatak detergenta te mala
koli¢ina nanesena na disk. Zbog neucinovitosti ove metode primjenili smo metodu difuzije uz
busenje rupa u agaru gdje smo u izbuSene rupe dodali vecu koli¢inu ispitivanih eteri¢nih ulja te
inkubirali 2 sata na 4°C kako bi se olaksala ravnomjerna difuzija u agar. Zadnja metoda u kojoj
smo ispitivani hlapljivost komponenti eteri¢nih ulja pokazala je da hlapljive komponente

ispitivanih eteri¢nih ulja nemaju inhibicijski u¢inak na acinetobakter.

Metodom difuzije uz buSenje rupa u agaru sva etericna ulja pokazala su bolji u¢inak na
referentni soj A. baumannii 19606, dok su na multiplorezistentni slabije djelovala. Najbolje se
pokazalo ulje lavandina, ali samo za A.baumannii ATCC 19606 gdje je promjer inhibicijske
zone iznosio 27 mm, dok za drugi soj je iznosilo 1 mm. Drugo najbolje djelovanje kod ove
metode je pokazalo eteri¢no ulje borovice pri ¢emu je zona inhibicije kod ATCC 19606 bila 19
mm, a kod BAA-1605 18 mm. Iza njih slijedi kadulja, smilje jesen i proljece, a najlosijim se

pokazala tuja gdje su zone kod oba soja iznosile 10 mm.

Odredivanjem MIK 1 MBK vrijednosti ispitali smo koliki je antimikrobni u€inak pojedinog
etericnog ulja na A. baumannii. U rezultatima koji su dobiveni vidljivo je da sva eteri¢na ulja
imaju dobar antimikrobni ucinak. Posebno se ponovo istaknulo etericno ulje lavandina,

Lavandula hybrid i to kod oba soja gdje je MIK vrijednost iznosila 1,6 mg/mL, kao i MBK.
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Najlosije djelovanje dobiveno je takoder s etericnim uljem tuje, gdje je MIK i MBK vrijednost
bila 12,8 mg/mL. Eteri¢no ulje borovice isto je dalo dobre rezultate na multiplorezistantni A.
baummannii ATCC BAA-1605. Dobivena MIK vrijednosti bila je 3,2 mg/ mL, kao i MBK, dok
su rezultati losiji za A.baumannii ATCC 19606 gdje je MIK i MBK vrijednost 6,4mg/mL.
Vrijednosti MIK i MBK za eteri¢no ulje smilje i jesen i proljece pokazala su se ista za oba soja.
MIK vrijednosti iznosila je 3,2 mg/mL, a MBK 6,4. Kadulja je dala iste vrijednosti kod oba

soja, MIK i MBK vrijednost bila je 6,4 mg/mL.

Dokazano je da eteri¢no ulje kore cimeta pokazuje snaznu antibakterijsku aktivnost protiv
klini¢kih i ekoloskih sojeva A. baumannii s MIK vrijednostima u rasponu od 0,5 do 2,5uL/ mL
(ref). U istom su istrazivanju pokazali da MIK vrijednosti za eteri¢no ulje geranija iznosi

izmedu 7,51 9,5 uL/ mL, a za etri¢no ulje lavande izmedu 10,5 i 13,0 uL/mL (18).

Nadalje, Prakasam i suradnici su utvrdili da eteri¢na ulja klin¢i¢a, paprene metvice i
eukaliptusa imaju antibakterijsko djelovanje protiv klini¢kih izolata A. baumannii dobivene iz

razli¢itih klini¢kih uzoraka kao Sto su: krv, endotrahealni aspirat, gnoj, urin i pljuvacka (19).

Usporedba podataka koji su dobiveni u ovom radu je kompleksna iz razloga $to su koristene
razlicite metode ispitivanja, a uzorci eteri¢nih ulja su pripremani odnosno otapani u razli¢itim
otapalima. Dodatni problem je da ista eteri¢na ulja, porijeklom od biljaka iz razli¢itog
geografskog podru¢ja, mogu imati razliciti kemijski sastav te stoga i razli¢ita antimikrobna

svojstva.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da testirana eteri¢na ulja, a posebno eteri¢no ulje

lavandina, pokazuju dobar antibakterijski u¢inak na bakteriju A. baumannii.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati pokazuju kako je bakterija A. baumannii osjetljiva na sva testirana eteri¢na ulja.
Najbolji antimikrobni u¢inak na referentni i multiplorezistentni soj pokazalo je eteri¢no ulje
lavandina, Lavandula hybrid, s minimalnom inhibicijskom koncentracijom 1,6 mg/mL kao i
minimalnom baktericidnom koncentracijom. Metodom difuzije takoder je zabiljezen izrazen
ucinak lavandina, ali samo na referentni A. baumannii 19606, 27 mm, dok je eteri¢no ulje

borovice djelovalo na oba soja 18-19 mm.

Zbog dobrih rezultata koji su pokazali antimikrobni uc¢inka na rast acinetobaktera mozemo
zakljuciti kako odabrana eteri¢na ulja imaju velik potencijal primjene u suzbijanju infekcija

uzrokovanih ovom bakterijom.
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