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Sazetak

Alternativna antimikrobna sredstva koja posjeduju dezinfekcijska svojstva zauzimaju sve vecu
paznju u usporedbi s tradicionalnim dezinfekcijskim sredstvima. Alternativna sredstva cesto se
smatraju manje toksi¢nima, ekoloski prihvatljivijima i prirodnijima. U ovu skupinu spada i
Thieves univerzalno sredstvo za ¢iS¢enje. Klju¢ni sastojci ovog sredstva su neionski povrsinski
aktivni agensi, anionski tenzidi i esencijalno ulje Thieves. Eteri¢no ulje Thieves je terapijska
kombinacija 5 esencijalnih ulja: Eugenia caryophyllus (klin¢i¢), Citrus limon (limun),
Cinnamomum zeylanicum (cimet), Rosmarinus officinalis (ruzmarin) i Eucalyptus radiata
(eukaliptus). Ova koncentrirana formula pogodna za gotovo svaku povrSinu ukljucujuéi tepihe,

podove, staklo i zidove.

Cilj ovoga rada bio je ispitati antibakterijsko djelovanje univerzalnog sredstva za ¢iS¢enje

Thieves na bakterije roda Staphylococcus aureus i Acinetobacter baumannii.

Koristene su dvije metode: metoda difuzije u agar iz rupica i metoda odredivanja antimikrobnog
djelovanja u odredenom vremenu u kojem je mjerena je djelotvornost tri razli¢ito pripremljene
otopine u vremenskom rasponu od 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 minuta. ispitivale su se tri razlicita
pripravka, Thieves i ocat, Thieves i voda te voda i ocat. Sva tri pripravka pokazuju razli¢ite
antimikrobni u¢inak. Otopina a) (Thieves i voda) pokazuje najslabije antibakterijsko svojstvo,
dok otopina b) (Thieves i ocat) pokazuje najjace antibakterijsko svojstvo prema svim sojevima.

Zaklju¢éno, Thieves univerzalno sredstvo za ¢is¢enje pokazuje znacajni antimikrobni u¢inak na
bakterije roda Staphylococcus i Acinetobacter, posebice kombinacija Thieves-a i octa te samim
time ima veliki potencijal kao alternativno sredstvo za c¢is¢enje koje moze zamijeniti grube

kemikalije.

Kljucne rijeci

Thieves, antibakterijski u¢inak, etericna ulja



Summary

Compared with traditional disinfectants, alternative antimicrobials have been given
increasingly more attention. Alternative agents are often considered less toxic, more
environmentally friendly and more natural. This group includes Thieves Household Cleaner.
The key ingredients of this cleaner are non-ionic surface active agents, anionic surfactants and
Thieves Essential Oil. Thieves Essential Oil is a therapeutic combination of 5 essential oils:
Eugenia caryophyllus (clove), Citrus limon (lemon), Cinnamomum zeylanicum (cinnamon),
Rosmarinus officinalis (rosemary) i Eucalyptus radiata (eucalyptus). This concentrated formula

is suitable for almost every surface, including carpets, floors, glass and walls.

The aim of this research was to examine the antibacterial effect of the universal cleaning agent

Thieves on bacteria of the genera Staphylococcus aureus and Acinetobacter baumannii.

Two methods were used: the method of diffusion into agar from the holes and the method of
determining antimicrobial activity at a given time in which the efficacy of three differently
prepared solutions was measured in a time range of 1, 3, 5, 10, 15, 20, and 30 minutes. Three
different solutions were used: Thieves and vinegar, Thieves and water, and water and vinegar.
All three solutions show different antimicrobial effects. Solution a) (Thieves and water) exhibits
the weakest antibacterial property, while solution b) (Thieves and vinegar) exhibits the

strongest antibacterial properties for all strains.

In conclusion, Thieves Household Cleaner shows significant antimicrobial effects on bacteria
of the genera Staphylococcus and Acinetobacter, especially the combination of Thieves and
vinegar, and thus has great potential as an alternative cleaning agent that can replace coarse

chemicals.

Keywords
Thieves, antibacterial effect, essential oils
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1. UvOD

Pocetak koriStenja dezinfekcijskih sredstva seze u proslost, kada se pocinje otkrivati bitna
primjena u preventivnoj medicini, a i dalje u opc¢oj praksi. Shvacanje dezinfekcijskih postupaka
i sredstva nuznim unaprijedilo je higijenu i poboljsalo zivotni standard te na taj nacin spasilo

zivote velikog broja ljudi.

1.1 Sredstva za ¢iS¢enje (dezinficijensi)

Cilj kemijske dezinfekcije je svesti broj patogenih mikroorganizama na prihvatljivu razinu bilo
inaktivacijom ili ubijanjem. Idealan univerzalni dezinficijens trebao bi imati odredena i
poZeljna obiljezja, a Bodenschatz (1989) ih navodi kao: brz i jak mikrobicidan ucinak sa
Sirokim spektrom djelovanja; stabilan prema fizikalnim, kemijskim 1 bioloskim utjecajima; ne
smije biti toksian i ne smije imati izrazen miris; mora biti dobro topljiv, dobro reagirati s
razli¢itim tvarima te mora biti cjenovno prihvatljiv.(1) Pri izboru dezinficijensa treba obratiti

paznju na nekoliko bitnih kriterija koje je sustavno slozio Bodenschatz (1989):

Sirina podrucja i spektar u¢inka
. podrucje uporabe
. toksi¢nost i podnosljivost koze i sluznica

ekoloska podnosljivost

1

2

3

4

5. oblici uporabe
6. koncentracija

7. odnos prema bjelan¢evinama

8. odnos prema zastitnoj tvari

9. vrijeme ucinka

10. odnos prema pH

11. odnos prema temperaturi

12. inaktivacija sredstvima za ¢iS¢enje
13. odnos prema vlazi

14. stabilnost

15. korozivnost



Sve vec¢u paznju zauzimaju alternativna antimikrobna sredstva koja posjeduju dezinfekcijska
svojstva usporediva s tradicionalnim dezinfekcijskim sredstvima i klasi¢nim sredstvima za
I prirodnijima. Alternativni agensi koji se mogu koristiti ukljucuju: ulje ¢ajevca, ulje timijana,
vodu s elektrolizom, ozoniranu vodu, proizvode na bazi srebra, ocat (octena kiselina), limunov
sok (limunska kiselina), sodu bikarbonu i krpe od mikrofibre. Naravno, za svaki navedeni
alternativni agens postoje prednosti i nedostaci. Za razliku od registriranih dezinfekcijskih

sredstava, mnoga alternativna sredstva nemaju identifikacijski broj lijeka (DIN).(2)

1.2 Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su koncentrirane, bioloski aktivne i hlapljive tekuc¢ine obi¢no topljive u alkoholu,
nepolarnim ili slabo polarnim otapalima, voskovima i uljima. Eteri¢na ulja je moguce izolirati
iz razlicitih biljaka i razlicitih dijelova biljke. Naj¢esce su to korijen, stabljika, list, cvijet i plod.
Najve¢i dio njihovog sastava ¢ine terpeni, ugljikovodici ugodnog mirisa. Na njihov sastav
utjeCe vise faktora kao Sto su mjesto rasta, kultivacija i uvjeti rasta. Upravo zbog toga su
postavljeni rasponi tj. norme kojima se definira koliko glavnih ili karakteristicnih spojeva neko
ulje u sebi treba sadrzavati. Veliku ulogu igra vrijeme kada se biljke ubiru za proizvodnju
eteriénog ulja. Osim vremena, vazna je osun¢anost biljke, gnojivo u kojem raste, temperatura i
klima i sama obrada biljke nakon ubira.(3) Aromati¢na priroda esencijalnih ulja dobivenih iz
biljaka nastaje zbog mjesavine razli¢itih kemijskih tvari koje pripadaju razli¢itim kemijskim
porodicama, ukljucujuéi terpene, aldehide, alkohole, estere, fenolne, etere i Kketone.
Antimikrobni ucinci esencijalnih ulja i njihovih kemijskih komponenti prepoznali su u proslosti
od strane nekoliko istrazivaca (4). Nadalje, studije su pokazale sinergisti¢ki u¢inak bilo koja

dva ili viSe sastojaka esencijalnih ulja protiv razli¢itih ljudskih patogena (3).

1.2.1 Kemijski sastav esencijalnih ulja

Eteri¢na ulja imaju sposobnost sprijeciti rast velikog spektra patogenih mikroorganizama zbog
prisutnosti prirodnih spojeva koje proizvode biljni organi. Ono $to je bitno, jedinstvena aroma
1 druga bioaktivna svojstva esencijalnog ulja ovise o njegovim kemijskim sastojcima. Opcenito,
kemijski sastav esencijalnih ulja je vrlo slozen. Veéina esencijalnih ulja sastoji se od terpena,

terpenoida i drugih aromati¢nih i alifatskih sastojaka s niskom molekularnom tezinom.(3)



Terpeni se sastoje od izoprenskih jedinica ¢ija je kemijska formula (CsHg)a. Zbog velike
raznolikosti u kemijskoj strukturi terpeni su svrstani u nekoliko skupina kao $to su monoterpeni
(C10H16), seskviterpeni (CisHo4), diterpeni (CaoHs2) i triterpeni (CsoHao). Monoterpeni ¢ine
glavnu komponentu (~90%) bioaktivnih esencijalnih ulja. Kemijski sastojci biljnih esencijalnih
ulja razlikuju se po vrstama. Neki ¢imbenici koji mogu utjecati na te sastavne dijelove ukljucuju
zemljopisni polozaj, okoli$ i stadij zrelosti. Ova kemijska razlika izravno je povezana s
razlikama u antimikrobnim aktivnostima protiv razli¢itih patogenih mikroorganizama. Na

primjer, pokazalo se da se glavni kemijski sastojci etericnog ulja origana (karvakrol i timol)

razlikuju po podrijetlu, kao i prema antimikrobnim svojstvima.(3)
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Slika 1. Strukture nekih vaznih kemijskih spojeva esencijalnih ulja

(https://www.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5206475/)
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1.2.2 Antimikrobni ucinci esencijalnih ulja

Rezistencija bakterija, upotreba dezinficijensa i moguce toksi¢no djelovanje na ljude potaknulo
je znanstvenike da istrazuju nove alternativne protiv razlic¢itih bakterijskih sojeva. U tom
smislu, biljna esencijalna ulja i njihovi glavni kemijski sastojci potencijalni su kandidati kao
antibakterijska sredstva. Ucinak antibakterijskog djelovanja esencijalnih ulja moze se odvijati
na dva nacina: inhibicija rasta bakterija (bakteriostatski) ili uniStavanje bakterijske stanice
(baktericidno). Bakteriostatsko djelovanje ima reverzibilan karakter $to znaci da ¢e se nakon
prestanka djelovanja etericnog ulja stanice mikroorganizama oporaviti i ponovno poceti
razmnozavati. S druge strane, baktericidno djelovanje imat ¢e trajni ucinak jer ¢e se time
mikroorganizmi u potpunosti unistiti i nece biti sposobni za ponovan rast i razmnozavanje.
Nekoliko je faktora koji ¢e utjecati na samu aktivnost eteri¢nih ulja, a to su: medij kulture,
mikrobne vrste, metoda ekstrakcije, pH vrijednost, topljivost etericnog ulja u kulturi i
temperatura. Od izuzetne je vaznosti imati spoznaju o ciljnom mjestu komponenta eteri¢nog

ulja na stanicu.(5)

Ucinkovitost esencijalnih ulja razlikuje se od vrste do vrste, kao i protiv razlicitih ciljnih
bakterija, ovisno o njihovoj strukturi (gram-pozitivne i gram-negativne bakterije). Na primjer,
ulja sandalovine i vetivera pokazuju vecu inhibitornu aktivnost protiv gram-pozitivnih
bakterija; medutim, oni ne uspijevaju inhibirati gram-negativne bakterijske sojeve. Pokazalo se
da esencijalna ulja cimeta, klin¢i¢a, pimento, timijan, origano i ruzmarin posjeduju snazno
antibakterijsko djelovanje protiv Salmonella Typhi, Staphylococcus aureus i Pseudomonas
aeruginosa. Ulje klin¢i¢a pronadeno je kao najefikasnije medu svim ispitivanim esencijalnim
uljima. Antimikrobni u¢inak ovih ulja povezan je s nastankom glavnih spojeva kao §to su
karvakrol, timol, cinamaldehid, eugenol i p-cimen. Inhibicijski u¢inak ovih ulja uglavnom je

povezan s pojavom eugenola i cinamaldehida u esencijalnim uljima.(3)

1.2.3 Mehanizam antibakterijskog djelovanja esencijalnih ulja

Esencijalna ulja sadrze nekoliko vrsta kemijskih sastojaka s antimikrobnim svojstvima, a
sintetizirani su kako bi zastitili biljke od mikroorganizama. Antimikrobna svojstva esencijalnih
ulja uglavnom ovise o njihovim kemijskim sastojcima i koli¢ini glavnih pojedina¢nih spojeva.
Ovi kemijski spojevi se izlu¢uju nizom molekulskih interakcija pod specificnim uvjetima
biotickog/abiotickog stresa. Svaki spoj moze pokazati razli¢it mehanizam djelovanja protiv

mikroorganizama. Mehanizam antibakterijskog djelovanja odvija se nizom biokemijskih
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reakcija u bakterijskoj stanici, koje ovise o vrsti kemijskih sastojaka koji se nalaze u
esencijalnom ulju. Antibakterijsko djelovanje esencijalnih ulja takoder se razlikuje zbog
razliCite bakterijske strukture, poput gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija, koje se

razlikuju po sastavu stani¢ne membrane.(3)

PredloZeni su razli¢iti mehanizmi antibakterijskog djelovanja esencijalnih ulja. Esencijalna ulja
u prvom redu destabiliziraju stani¢nu strukturu, sto dovodi do uniStavanja membrane i povecane
propusnosti na taj nacin naruSavaju¢i mnoge stani¢ne aktivnosti kao na primjer: proizvodnju
energije, transport kroz membranu i druge metabolicke regulatorne funkcije. Poremecaj
stani¢ne membrane esencijalnim uljima moze usporiti ili u potpunosti prekinuti razne vitalne
procese kao Sto su procesi pretvorbe energije, obrada hranjivih tvari, sinteza strukturnih
makromolekula i izlu¢ivanje regulatora rasta. Eteri¢na ulja mogu utjecati i na vanjsku ovojnicu
stanice i na citoplazmu. Zbog svoje lipofilne prirode esencijalna ulja vrlo lako mogu prodrijeti
kroz stani¢ne membrane bakterija. Zabiljezeno je da esencijalna ulja razlicitih biljaka uzrokuju
povecanu propusnost bakterijske stanice Sto dovodi do istjecanja stani¢nih komponenata i
gubitka iona. Antibakterijski uc¢inak esencijalnih ulja povezan je i sa smanjenim membranskim
potencijalima, poremecajem protonskih pumpi i iscrpljivanjem ATP-a. Ova promjena u
stani¢noj organizaciji moze uzrokovati kaskadni uc¢inak, uslijed ¢ega mogu nastradati i ostale
stani¢ne organele. Takoder, esencijalna ulja prolaze kroz stani¢nu stijenku i citoplazmatsku
membranu, $to moZe poremetiti raspored razli¢itih molekula masnih kiselina, fosfolipida 1

polisaharida.(3)

Antibakterijski u¢inak sastojaka esencijalnog ulja poput timola, mentola i linalil acetata nastaje
zbog poremecaja lipidnih frakcija bakterijskih membrana plazme S$to moze utjecati na
propusnost membrane i izazvati istjecanje unutarstani¢nih materijala. Karvakrol je hidrofobni
spoj koji utjeCe na stanicne membrane mijenjajuci sastav masnih kiselina, koji tada utjecu na
fluidnost i propusnost membrane, ali jos uvijek nije U potpunosti jasan njegov mehanizam
djelovanja. Jo$ jedan ucinak esencijalnih ulja na stani¢ne membrane je inhibicija izlu¢ivanja
toksina. Ultee i Smid (6) istrazili su da je izloZenost B. cereus karvakrolu rezultirala inhibicijom
proizvodnje toksina, a primjena esencijalnog ulja origana potpuno je ukinula proizvodnju
enterotoksina S. aureus. Izlucivanje toksina moze se sprijeciti modifikacijama u bakterijskoj
membrani zbog utjecaja spojeva esencijalnog ulja na proces transmembranskog transporta u
plazma membrani $to ograni¢ava oslobadanje toksina u vanjsko okruZenje. Na proteine vanjske
membrane takoder utjeCu komponente esencijalnog ulja. Karvakrol takoder moze inhibirati

sintezu flagelina, mikrobnog proteina potrebnog za bakterijsku pokretljivost. Fenilpropen i
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eugenol, takoder pokazuje modificirajucu aktivnost zbog koje dolazi do promijene
citoplazmatske membrane razli¢itih bakterija. Pored toga, on moze unistiti razlicite bakterijske
enzime kao Sto su ATP-aza, amilaza, histidin karboksilaza i proteaze. Isto tako, istrazeno je da
cinamaldehid inhibira enzime ATP-aze i remeti vanjsku stani¢cnu membranu. Druge studije
otkrile su da vanilin pokazuje antimikrobno djelovanje ometajuci puteve bakterijskog disanja i
ometajuéi protok K* iona i gradijent pH. Uz sve to, neka esencijalna ulja mogu inhibirati mrezu
za prepoznavanje kvoruma izmedu stanica posredovanih razli¢itim signalnim molekulama
bakterija.(3)
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Slika 2. Antimikrobni mehanizmi esencijalnih ulja na mikrobe
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5206475/)

1.3 Thieves univerzalno sredstvo za ¢iS¢enje

Thieves univerzalno sredstvo za ¢is¢enje nastalo je pod utjecajem americke kompanije Young
Living. Cilj ovog sredstva za ¢iS¢enje je pranje, odmaséivanje, ¢iS¢enje mrlja, prasine i ostalog,
a sve bez grubih i Stetnih kemikalija. Proizvoda¢ navodi da je Thieves sredstvo za ¢iS¢enje
sigurno za djecu, kuéne ljubimce, pa i okoliS. Klju¢ni sastojci ovog sredstva su neionski
povrsinski aktivni agensi (alkilni poliglukozid), anionski tenzidi (natrijev metil-2 sulfolaurat,

dinatrijev 2-sulfolaurat) i esencijalno ulje Thieves. Eteri¢no ulje Thieves je terapijska


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5206475/

kombinacija 5 esencijalnih ulja: klin¢i¢, cimet, limun, ruzmarin i eukaliptus. Sam proizvodac
navodi sastojke ovog univerzalnog sredstva za CiSCenje, a to su: voda, alkil poliglukozid,
natrijev metil-2 sulfolaurat, Eugenia caryophyllus (klin¢i¢), Citrus limon (limun), tetrasodium
glutamat diacetat, Cinnamomum zeylanicum (cimet), Rosmarinus officinalis (ruzmarin),
Eucalyptus radiata (eukaliptus), dinatrijev 2-sulfolaurat. Ova koncentrirana formula pogodna
za gotovo svaku povrsinu ukljucujuéi tepihe, podove, staklo i zidove. Proizvoda¢ navodi da je
ovo sredstvo neabrazivno, u¢inkovito i korisno za ¢is¢enje bez opasnih kemikalija. Formula je
na bazi biljaka i sigurna za septic¢ke sustave. Potrebno je izbjegavati kontakt s o¢ima te ¢uvati

na hladnom i tamnom mjestu.(7)



Tablica 1. Eteri¢na ulja i njihove karakteristike

Eteri¢no ulje

Latinski

naziv

Eugenia

caryophyllus

Citrus limon

Cinnamomum

zeylanicum

Rosmarinus

officinalis

Eucalyptus
radiata

. Dio koji se
Hrvatski o
] koristi
naziv
Cvjetni
o pupovi,
klinci¢ o
listovi,
stabljika
limun Kora
. Kora,
cimet )
lisce
Lisce,
ruzmarin cvjetni
vrhovi biljke
) Lisce,
eukaliptus )
grancice

Kemijski sastav

eugenol,
acetil eugenol,
B -kariofil,
vanilin,

tanini

D-limonen,
B-pinen,
y-terpinen,

citral

cinamaldehid

kamfor,

a-pinen,
1,8-cineol
verbenon,

borneol

1,8-cineole,
a-pinen,
3-metilbutanal,
izoamil

izovalerat

Mikroogranizm
i protiv kojih
djeluje

S. aureus
S. pyogenes
P. aeruginosa

E. faecalis,
B. subtilis,

S. typhimurium,
S. sonnei,

H. pylori

E. coli,
Acinetobacter
spp.,

K. pneumoniae,
P. vulgaris,
E. faecalis,

S. aureus

S. aureus
E. faecalis,
S. mutans,

P. aeruginosa

A. baumannii,
E. coli,

K. pneumoniae,

P. aeruginosa,

S. typhimurium

Mehanizam djelovanja

Izaziva lizu bakterija
unutar biofilma;
promjena citoplazmatske
membrane; uniStavanje
razli¢itih bakterijskih
enzima (ATPaza,
amilaza, histidin
karboksilaza i proteaze)
Inhibira enzime potrebne
za proizvodnju energije u
bakterijskoj stanici;
mijenja propusnost
stanice; inhibira sintezu
RNA

Razara stani¢nu

membranu

Inhibira stvaranje
biofilma; sprjecava
adheziju planktonskih
stanica; blokira

kolonizaciju mikroba

Inhibitor quorum

sensinga

Reference

(3) (10)

(14) (15)
A7)

(3) (11)

(3) (16)
(17

(12) (13)
)



1.4 Rod Staphylococcus

Stafilokoki su gram-pozitivni koki koji naj¢e$¢e formiraju nakupine u obliku grozdova. Ne
posjeduju flagele, nepokretni su i asporogeni te za razliku od streptokoka produciraju katalazu.
Otporni su na isuSivanje zbog stani¢ne stijenke u kojoj se nalaze peptidoglikan i teikoi¢na
kiselina. Oni su fakultativni anaerobi, ali najbolje rastu aerobno na temperaturi izmedu 18 1
vestibulu, na vlaznim dijelovima koze te kao normalna mikrobiota u probavnom sustavu.
Karakteristika koja ga izdvaja od ostalih vrsta u rodu Staphylococcus je produkcija koagulaze.
S. aureus je osjetljiv na poviSenu temperaturu, na dezinficijense koji se primjenjuju u
bolnicama, ali mogu preZivjeti duze vrijeme na suhim povrSinama. Stafilokoki mogu rasti u
prisustvu visokih koncentracija soli, kao i u prisustvu visokih koncentracija Secera, Sto
omogucuje rast u razli¢itoj vrsti hrane. Sposobnost lu¢enja egzotoksina S. aureus u hrani
uzrokuje gastrointestinalne simptome, primarno povracanje. Lako se prilagodava na razlicite
situacije, a osobito lako stjece rezistenciju na antibiotike kao npr. na penicilin. Takoder, po
svojoj rezistenciji je poznata i MRSA, odnosno, meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus
koji je postao velik problem u bolnickom lije¢enju i zdravstvenoj skrbi. Cest je uzroénik
bakterijemije s ishodiStem u plu¢ima, mokra¢nom sustavu, probavnom sustavu te nakon
kirurskih zahvata. Ostali koagulaza negativni stafilokoki nalaze se kao dio normalne mikrobiote
na kozi, u probavnom i spolno-mokra¢énom sustavu, ali mogu uzrokovati bolest u
imunokompromitiranih osoba. Mogu kontaminirati proteze tijekom implantacije ili se proSiriti
u krv.(8)

Slika 3. S. aureus na krvnom agaru (https://www.researchgate.net/figure/ )


https://www.researchgate.net/figure/

1.5 Rod Acinetobacter

U rod Acinetobacter ubrajamo gram-negativne, aerobne, nepokretne kokobacile koji su prisutni
u vodi i tlu. Oni su katalaza pozitivni, oksidaza negativni te posjeduju polisaharidnu kapsulu
koja im zajedno s fimbrijama omogucuje adheraciju na ljudske epitelne stanice. Ne posjeduju
flagele Sto znaci da su nepokretni. Uzgajaju se na hranjivim podlogama poput krvnog agara na
37°C, inkubiraju se u vremenu od 18 do 24 sata. Acinetobacter spp. je ubikvitarni
mikroorganizam, uzroé¢nik je hospitalnih infekcija, narocito u jedinicama intenzivnog lije¢enja.
Jedna od njegovih karakteristika je da ima iznimnu mogucnost stvaranja rezistencije. Mnogi
sojevi Acinetobacter spp. rezistentni su na -laktame Sirokog spektra poput cefalosporina trec¢e
generacije, karboksipeniciline i karbapeneme. Medu najceS¢e izoliranom vrstom je
Acinetobacter baumannii, uzro¢nik razli¢itih bolni¢kih infekcija i najrezistentnija je medu
pripadnicima roda. Acinetobacter spp. je oportunisticki patogen koji uzrokuje urinarne i
respiratorne infekcije, takoder infekcije rana te moze uzrokovati postoperativni meningitis i
sepsu. Kao $to je ve¢ spomenuto, Acinetobacter spp je ubikvitaran, $to znaci da se moze naéi u
gotovo svim uzorcima tla i vode, a takoder mogu dio mikrobiote kozZe i sluznica u ljudi. Imaju
mogucnost prezivljavanja na vlaznim, ali takoder 1 na suhim povrSinama poput koze ili Cestica
prasine, §to je uobicajena karakteristika gram-negativnih bakterija. S obzirom na osobine ovog
najprije bolnickog patogena, pozornost je usmjerena na sprjeavanje Sirenja provodenjem

kontrole infekcija i obavezne mjere prevencije.(8)

Slika 4. Acinetobacter spp. na krvnom agaru
(http://www.medical-labs.net/acinetobacter-1839/)
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovoga rada bio je ispitati antibakterijsko djelovanje tri prethodno pripremljene otopine koje
se sastoje od univerzalnog sredstva za ¢isc¢enje Thieves, vode i octa, pripremljene u razli¢itim
omjerima i koncentracijama. U izradi ovog zavrSnog rada koristile su se bakterije roda
Staphylococcus (S. aureus i meticilin rezistentni Staphylococcus aureus) i Acinetobacter (A.
baumannii ATCC 1605 i A. baumannii ATCC 19606).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Materijali

3.1.1 Laboratorijski pribor i uredaji

e Sterilni brisni Stapici

e Epruvete

e Mikrobioloske usice (“eze”
e Petrijeve zdjelice

e Metalni cilindar

e Spektrofotometar

e Inkubator
e Plamenik
e Tresilica

e Automatske pipete: 10-1000 pL i 0,5-10 pL, 2-20 uL, 20-100 pL, 20-200 uL.

e Nastavci za automatske pipete

3.1.2 Thieves i njegova priprema

Za provedbu pokusa koristeno je Thieves univerzalno sredstvo za ¢iS¢enje, a uzorci su

pripremljeni na sljedece nacine:
a) Thievesivoda

U sterilnu pipetu s ¢epom volumena 50 mL dodano je 0,5 mL Thieves-a i 49,5 mL vode,

odnosno do oznake. Zatim je otopina sterilizirana filtriranjem.
b) Thieves i ocat

U sterilnu pipetu s ¢epom volumena 50 mL dodano je 0,5 mL Thieves-a, 10 mL octa i 39,5

mL vode, odnosno do oznake. Zatim je otopina sterilizirana filtriranjem.
c) Ocativoda

U sterilnu pipetu s ¢epom volumena 50 mL dodano je 10 mL octa 1 40 mL vode, odnosno

do oznake. Zatim je otopina sterilizirana filtriranjem.
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3.1.3 Mikroorganizmi

Za istrazivanje su se koristile bakterije roda Staphylococcus — Staphyococcus aureus i MRSA
(meticilin rezistentni Staphylococcus aureus) te bakterije roda Acinetobacter — Acinetobacter
baumannii ATCC 1605 i Acinetobacter baumannii ATCC 19606. Oba bakterijska soja su
nasadena na Miieller Hinton agar te se skladiSte u tami i na temperaturi od 4 °C. Nasadivane su
na krvne agare i Miieller Hinton agar te inkubirane 24 sata/37°C. Kako bi se bakterije koristile
u ispitivanju potrebno ih je pomocu plasticne mikrobioloske usice (eze) pokupiti s hranjive

podloge te prenijeti u medij kako bi se napravila bakterijska suspenzija.

3.2 Metode

3.2.1 Priprema bakterijske suspenzije

Nakon $to su porasle kolonije na Miicller Hinton agaru, 1-5 Kkolonija je pikirano ezom i
razmuceno u 2 mL vode iz slavine. Izmjeren je turbiditet suspenzije kako bi se odredila koli¢ina
bakterija na sljedec¢i nacin: u plasti¢nu kivetu za spektrofotometriju dodano je 500 uL sterilne
vode te je ta kiveta ocitana kao slijepa proba. Nakon toga u drugu plasticnu kivetu za
spektrofotometriju dodano je 500 uL pripremljene bakterijske suspenzije kako bi se izmjerila
apsorbancija, odnosno opti¢ka gustoca. Turbiditet se mjeri spektrofotometrom na 500 nm, a
apsorbancija odreduje gusto¢u, odnosno koli¢inu bakterija u suspenziji, & konac¢na suspenzija
mora biti 10° bakterija. Kona¢na suspenzija od 10° bakterija dobila se mijesanjem 990 pL vode
iz slavine i 10 pL primarne suspenzije. Takva suspenzija se dalje koristi u metodi difuzije u

agar iz rupica i u metodi odredivanja antimikrobnog djelovanja u odredenom vremenu.

3.2.2 Metoda difuzije (rupe u agaru)

Koristi se Miieller Hintonov agar. Na Miieller Hintonov agar se pomocu brisnog Stapica
nasadila ispitivana bakterijska kultura te se podloga inkubirala 30 minuta kako bi se suspenzija
upila u podlogu. Rupe na agaru su napravljene metalnim cilindrom koji je prethodno steriliziran
na plamenu, a promjer rupe iznosi 6 mm. U izbusene rupe dodano je 30 pl prethodno
pripremljenih otopina i zatim je slijedila inkubacija od 24 sata na 37°C. Nakon inkubacije
ocitavaju se zone inhibicije u milimetrima. U slu¢aju inhibitornog djelovanja odredene otopine

na rast bakterija, podruc¢je oko otvora bit ¢e ve¢e od 6 mm. Rezultati su kvalitativni, a sluze
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samo kako bi vidjeli pokazuje li mikroorganizam osjetljivost ili otpornost na ispitivanu tvar.

Rezultati se o¢itavaju na nacin da se mjeri zona inhibicije oko rupice s otopinom (Slika 5.).

Slika 5. Prikaz metode difuzije u agar iz rupica

3.2.3 Metoda odredivanja antimikrobnog djelovanja u odredenom vremenu (testiranje
efikasnosti sredstva)

Pripremljena je radna otopina koja se sastojala od 0,5 mL otopine i 0,5 mL bakterijske
suspenzije. Na Miieller Hintonov agar, podijeljenom u 3 dijela (stupca), naneseno je 10 uL
radne otopine nakon 1, 3, 5, 10, 15, 20 i 30 minuta. Prvi stupac je sadrzavao kombinaciju
Thievs-a i vode, drugi stupac je sadrzavao kombinaciju Thieves-a i octa razrijedenog s vodom,
dok je tre¢i stupac je sadrzavao kombinaciju octa i vode. U samom donjem uglu na agaru se
nalazi kontrola (oznaka K) da bi mogli lakse uociti djelotvornost samih otopina. Nakon toga

hranjiva podloga je stavljena na inkubaciju 24 sata na 37°C.
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Slika 6. Prikaz metode odredivanja antimikrobnog djelovanja u odredenom vremenu za
bakterije A. baumannii 1605, A. baumannii 19606, MRSA i S. aureus

3.2.4 Ocitavanje dobivenih rezultata

Nakon 24-satne inkubacije o€itani su dobiveni rezultati na hranjivima agarima na kojima su bili
nasadeni Staphylococcus aureus, MRSA, Acinetobacter baumannii ATCC 1605 i
Acinetobacter baumannii ATCC 19606. Ocitavanje se sastojalo od mjerenja promjera zone
inhibicije ispod diska nastale inhibitornim djelovanjem gore navedenih kombinacija otopina na
ve¢ spomenute bakterijske rodove. Za svaku otopinu se izmjerio promjer zone inhibicije i
rezultat se izrazio u milimetrima. Sto se ti¢e odredivanja antimikrobnog djelovanja u
odredenom vremenu odnosno testiranja efikasnosti sredstva, nakon 24-satne inkubacije o€itani

su dobiveni rezultati na hranjivima agarima za gore navedene bakterijske sojeve. OCitavanje se

15



sastojalo od brojanja poraslih kolonija u odredenom vremenskom periodu 1 rezultat se izrazio

u CFU/mL.

3.2.5 Racunanje postotka inhibicije za 30 minuta

Nakon ocitanih rezultata i obrade podataka, izraCunat je postotak inhibicije za 30 minuta za
odredene otopine i bakterije. Postotak inhibicije racuna se na na¢in da uzmemo broj bakterije
nakon 30 minuta i taj iznos podijelimo s brojem 100 000 i nakon toga taj dobiven rezultat
pomnozimo s brojem 100. Dobiven rezultat predstavlja postotak zivih bakterija nakon 30

minuta.

X - broj bakterija nakon 30

( ) minuta
X100 =a
100000 a - postotak zivih bakterija
nakon 30 minuta
100% — a = b b — postotak mrtvih

bakterija nakon 30 minuta

Postotak mrtvih bakterija (b) dobije se na nacin da 100% oduzmemo od dobivenog postotka
(naznacen s a) koji predstavlja postotak zivih bakterija nakon 30 minuta.
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4. REZULTATI

Nakon inkubacije mjereni su rezultati inhibicije odredenih otopina na porast bakterijskih rodova
Staphylococcus i Acinetobacter. Zona je izmjerena primjenom ravnala. Djelovanjem koristenih
otopina u rupicama koje su izbusene u agaru nalazi se inhibicijska zona - zona u kojoj nema
porasta bakterija. Sto je ta zona veca, to je djelotvornost odnosno antibakterijski u¢inak
pripremljenih otopina veci. Na kraju je rezultat prikazan kao aritmeti¢ka sredina dvaju i vise
ponovljenih eksperimentalnih postupaka. Sto se ti¢e druge metode, mjerena je uginkovitost
sredstva za ¢iS¢enje odnosno djelotvornost tri razli¢ito pripremljene otopine u vremenskom
rasponu od 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 minuta. Oc¢itavanje se sastojalo od brojanja poraslih kolonija

u odredenom vremenskom periodu i rezultat se izrazio u CFU/mL.

4.1 Odredivanje antibakterijskog djelovanja Thieves-a metodom difuzije u agar iz
rupica

Orijentacijsko antimikrobno djelovanje navedenih otopina napravljeno je metodom difuzije u
agar iz rupica, a ispitane su Cetiri bakterijske vrste te se kod svih bakterijskih vrsta zapaza zona
inhibicije u slu¢aju kad su u otopini pomijeSani Thieves i ocat, dok kod koriStene otopine
Thieves-a i vode nije uocena zona inhibicije. Kod sva Cetiri soja bakterija otopina Thievsa i
vode nije pokazala rezultate, $to znaci da je promjer ostao 6 mm kao i prethodno napravljena
rupica. Otopina Thievsa i octa pokazala je rezultate, a najveca zona inhibicije izmjerena je kod
A. baumannii 1605 (11,33 mm), zatim slijedi S. aureus (10,33), nakon toga slijedi A. baumannii
19606 (9,00 mm) i na samom Kkraju najmanja zona inhibicije je izmjerena kod bakterije MRSA
(8,33 mm). Rezultati su prikazani u Grafikonu 1.
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Grafikon 1. Antimikrobni u¢inak odabranih otopina. Prikazana zona inhibicije izrazena je u

mm. Prikazana je srednja vrijednost tri ponovljena mjerenja.

4.2 Odredivanje antibakterijskog djelovanja Thievs-a testiranjem efikasnosti sredstva u
odredenom vremenu

Sudec¢i po rezultatima koji su dobiveni metodom difuzije u agar iz rupica, otopina Thieves-a i
vode nije pokazivala nikakav antimikrobni u¢inak, ali slijedeci izveden test pokazao je suprotne
rezultate. Slijedec¢i dio pokusa bio je istraziti antimikrobna svojstva univerzalnog sredstva za
¢is¢enje Thieves te je mjerena djelotvornost tri razliCito pripremljene otopine u vremenskom
rasponu od 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 minuta. S obzirom da su u pokusu koriStene tri razli¢ite
otopine, sve tri pokazuju razlicite rezultate. Sve vrijednosti su prikazane u grafikonima 2, 3, 4
i 5.

Otopina a) (Thieves i voda) pokazuje opcenito najslabije antibakterijsko svojstvo, a

iS¢itavanjem iz grafikona, najslabije djeluje na A. baumannii 1605 i S. aureus.
Otopina b) (Thieves i ocat) pokazuje najjace antibakterijsko svojstvo prema svim sojevima.

Otopina c) (ocat i voda) pokazuje srednje jako djelovanje, a najjac¢u antibakterijsku mo¢ prema
A. baumannii 19606, a najslabiju prema A. baumannii 1605.
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Grafikon 2. prikazuje antibakterijsko djelovanje tri razli¢ito pripremljene otopine (otopine a),
b) i c¢)) na bakteriju Acinetobacter baumannii 1605. Iz grafikona je odmah uoc¢ljivo da
kombinacija Thievs-a i octa (crvena krivulja) ima najjace djelovanje, odnosno, ve¢ nakon 1
minute djelovanja dolazi do potpune inaktivacije navedene bakterije. S druge strane,
kombinacija Thieves-a i vode (Zuto) i kombinacija octa i vode (plavo) imaju sli¢no djelovanje,
samo $to kod kombinacije octa i vode (plavo) nakon 30 minuta dolazi do inaktivacije bakterije,

Sto kod kombinacije Thievsa i vode nije slucaj.

Takoder, izraCunat je postotak zivih bakterija nakon 30 minuta koji u slucaju otopine a)
(Thieves i voda) iznosi 0.1%, a postotak mrtvih bakterija iznosi 99,9%. Sto se ti¢e otopine b) i

otopine c), postotak mrtvih bakterija nakon 30 minuta iznosi 100%.

Acinetobacter baumannii 1605

1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
|
=
5 Thieves
L
~ 1,00E+02 =—=@=Thieves i ocat
«=@==Ocat i voda
1,00E+01
1,00E+00 ° ° ° ° ° °

0 1 3 5' 10' 15' 20' 30'

Vrijeme/min

Grafikon 2. Antimikrobni uc¢inak tri razli¢ito pripremljene otopine na bakteriju A. baumannii
1605. Pokusi su ponovljeni dva puta u duplikatu i rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost.
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Grafikon 3. prikazuje antibakterijsko djelovanje tri razli¢ito pripremljene otopine (otopine a),
b) i ¢)) na bakteriju Acinetobacter baumannii 19606. Kao i kod prethodnog slucaja iz grafikona
je uo€ljivo da kombinacija Thievs-a i octa (crvena krivulja) ima najjace djelovanje, odnosno,
ve¢ nakon 1 minute djelovanja dolazi do potpune inaktivacije navedene bakterije. Kombinacija
Thieves-a i vode (zuto) i kombinacija octa i vode (plavo) nemaju sli¢no djelovanje, razlika je
ta Sto kod kombinacije octa i vode (plavo) nakon 5 minuta dolazi do inaktivacije bakterije, a
kod kombinacije Thievsa i vode ni u vremenu od 30 minute nije doslo do potpune inaktivacije

bakterije.

Izracunat je postotak zivih bakterija nakon 30 minuta koji u slu¢aju otopine a) (Thieves i voda)
iznosi 0.3%, a postotak mrtvih bakterija iznosi 99,7%. Sto se ti¢e otopine b) i otopine c),

postotak mrtvih bakterija nakon 30 minuta iznosi 100%.

Acinetobacter baumannii 19606

1,00E+05
1,00E+04
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Grafikon 3. Antimikrobni u¢inak tri razli¢ito pripremljene otopine na bakteriju A. baumannii
19606. Pokusi su ponovljeni dva puta u duplikatu i rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost.
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Usporedujuci rezultate ovih dvaju sojeva bakterija A. baumannii 1605 i A. baumannii 19606,
iS¢itavanjem iz grafikona 2. i 3. moZemo rec¢i da je u ovom slucaju rezistentnija bakterija A.

baumannii 1605.

Grafikon 4. prikazuje antibakterijsko djelovanje tri razlicito pripremljene otopine (otopine a),
b) i c)) na bakteriju Staphylococcus aureus. Kao i u dva prija$nja grafikona, uocljivo je da
kombinacija Thievs-a i octa (crvena krivulja) ima najjace djelovanje, odnosno, ve¢ nakon 1
minute djelovanja dolazi do potpune inaktivacije navedene bakterije. S druge strane, u ovom
slucaju, kombinacija Thieves-a 1 vode (zuto) 1 kombinacija octa i vode (plavo) nemaju sli¢no
djelovanje. Kod kombinacije octa i vode nakon 10 minuta dolazi do inaktivacije bakterije, a
kod kombinacije Thievsa i vode ni u vremenu od 30 minuta nije doSlo do potpune inaktivacije

bakterije.

Izracunat je postotak zivih bakterija nakon 30 minuta koji u slucaju otopine a) (Thieves i voda)
iznosi 5%, a postotak mrtvih bakterija iznosi 95%. Sto se ti¢e otopine b) i otopine c), postotak

mrtvih bakterija nakon 30 minuta iznosi 100%.

Staphylococcus aureus
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pu—
S
B Thieves
L
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1,00E+00 @ @ 4 4  J
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Grafikon 4. Antimikrobni u¢inak tri razli¢ito pripremljene otopine na bakteriju S. aureus.
Pokusi su ponovljeni dva puta u duplikatu i rezultati su prikazani kao srednja vrijednost.

21



Grafikon 5. prikazuje antibakterijsko djelovanje tri razli¢ito pripremljene otopine (otopine a),
b) i ¢)) na bakteriju MRSA. Kao i kod prethodnih grafikona, odmah je uocljivo da kombinacija
Thievs-a i octa (crvena krivulja) ima najjae djelovanje, odnosno, ve¢ nakon 1 minute
djelovanja dolazi do potpune inaktivacije navedene bakterije. S druge strane, kombinacija
Thieves-a i vode (zuto) i kombinacija octa i vode (plavo) imaju sli¢no djelovanje, samo $to kod
kombinacije octa i vode (plavo) nakon 10 minuta dolazi do inaktivacije bakterije, a kod

kombinacije Thievsa i vode potpuna inaktivacije se postize za 30 minuta.

Izracunat je postotak zivih bakterija za sve tri otopine nakon 30 minuta 1 iznosi 0%, dok postotak

mrtvih bakterija nakon 30 minuta u slucaju sve tri otopine a), b) i ¢) iznosi 100%.
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Grafikon 5. Antimikrobni uc¢inak tri razli¢ito pripremljene otopine na bakteriju MRSA.

Pokusi su ponovljeni dva puta u duplikatu i rezultati su prikazani kao srednja vrijednost.

Usporedujuci rezultate ovih dvaju sojeva bakterija S. aureus i MRSA, is¢itavanjem iz grafikona
4.15. mozemo reéi da je u ovom slucaju rezistentnija bakterija S. aureus, zato sto u slucaju s
otopinom Thievs-a i vode nije doslo do potpune inaktivacije, kao Sto se to dogodilo s bakterijom
MRSA.
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4.3 Cjelokupni pregled rezultata

Najbolje rezultate u sva Cetiri mjerenja pokazala je otopina b), tj. kombinacija Thievesa i octa.
Kombinacija koja je imala najslabiji u¢inak je Thieves i voda, odnosno otopina a), a zatim

slijedi otopina c), kombinacija octa i vode koja je imala srednje dobar u¢inak.

Usporedujucéi rezultate sojeva bakterija A. baumannii 1605 i A. baumannii 19606, is¢itavanjem

iz grafikona 6. mozemo re¢i da je u ovom slucaju rezistentnija bakterija A. baumannii 1605.
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-
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=)
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1,00E+02
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m15'
1,00E+01 w20
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Thieves Thievesiocat Ocativoda Thieves Thievesiocat Ocativoda
Acinetobacter baumannii 1605 Acinetobacter baumannii 19606

Grafikon 6. Usporedba rezultata izmedu bakterija A. baumannii 1605 i A. baumannii 19606

Usporedivanjem rezultata sojeva bakterija S. aureus i MRSA te iS¢itavanjem iz grafikona 7.
mozemo re¢i da je u ovom slucaju rezistentnija bakterija S. aureus. Prilikom usporedivanja sva
Cetiri soja bakterija, mozemo reéi da je najrezistentnija bakterija S. aureus, zbog relativno slabe

inaktivacije bakterija u koriStenim otopinama a) (Thieves i voda) i ¢) (ocat i voda).
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Grafikon 7. Usporedba rezultata izmedu bakterija S. aureus i MRSA
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5. RASPRAVA

Eteri¢na ulja su koncentrirane, bioloski aktivne i hlapljive tekucine obi¢no topljive u alkoholu,
nepolarnim ili slabo polarnim otapalima, voskovima i uljima, a moguce ih je izolirati iz
razlicitih biljaka i razli¢itih dijelova biljke. Ona takoder pokazuju antimikrobno djelovanje na
stanice mikroorganizama. Trenutno nije poznat toCan nacin djelovanja etericnih ulja na
mikrobne stanice, ali onaj najce$¢i je prodiranje hidrofobnih molekula ulja u stanicu
mikroorganizama, na taj nacin povecavajuc¢i njezinu propusnost. U tom slucaju dolazi do
ometanja razli¢itih funkcija u toj stanici te na posljetku umiranja stanice. Spomenut je jos niz
razli¢itih djelovanja etericnih ulja na stanice mikroba, stoga mozemo zakljuciti da do
unisStavanja stanice ne¢e do¢i samo zbog djelovanja jednog zasebnog mehanizma, ve¢ je to skup
povezanih procesa. Biljna esencijalna ulja i njihovi glavni kemijski sastojci potencijalni su
kandidati kao antibakterijska sredstva. S obzirom da je Thieves univerzalno sredstvo za ¢is¢enje
relativno novo na trziStu, a proizvoda¢ navodi brojne pozitivne strane, Thieves je postao
predmetom brojnih zanimanja i pokusaja da se grube i teske kemikalije zaobidu. Naime, ovo
univerzalno sredstvo za CiS¢enje je na bazi pet eteri¢nih ulja: Eugenia caryophyllus (klin¢ic),
Citrus limon (limun), Cinnamomum zeylanicum (cimet), Rosmarinus officinalis (ruzmarin) i
Eucalyptus radiata (eukaliptus). Upravo zbog toga cilj ovog istrazivanja bio je istraziti i utvrditi
antibakterijsko djelovanje univerzalnog sredstva za ¢iScenje, pritom koristeci tri razliite
otopine. Antibakterijski uc¢inak bio je usmjeren na bakterije roda Staphylococcus i
Acinetobacter, koje predstavljaju opasnost u bolni¢kim sustavima, a vecinski se javljaju kod
imunokompromitiranih osoba te u vidu bolnickih infekcija. Ispitane su Cetiri vrste bakterija s
tri razlicito pripremljene otopine Thieves-a i vode, Thievs-a i octa te octa i vode. Istrazivanje je
provedeno u in vitro uvjetima, a koristene metode su metoda difuzije u agar iz rupica i metoda
odredivanja antimikrobnog djelovanja u odredenom vremenu. Metoda difuzije u agar iz rupica
je orijentacijska metoda te se na taj na¢in provjerava osjetljivost bakterija na ispitivanu tvar, a
rezultati su kvalitativni. Pri pokusu, nijedna od ispitivanih bakterijskih vrsta nije pokazala
primjetnu zonu inhibicije kad je bila tretirana s otopinom a) u kojoj se nalazio Thieves
pomijesan s vodom. Tretiranjem bakterijskih vrsta s otopinom b) koja se sastojala od Thieves-
a pomijeSanog s octom i vodom, doSlo je do nastanka zone inhibicije. Najveca zona inhibicije
izmjerena je kod A. baumannii 1605 (11,33 mm), zatim slijedi S. aureus (10,33), nakon toga
slijedi A. baumannii 19606 (9,00 mm) i na kraju najmanja zona inhibicije izmjerena je kod
bakterije MRSA (8,33 mm). Pokus se dalje nastavlja metodom odredivanja antimikrobnog

djelovanja u odredenom vremenu, odnosno ispitujemo djelotvornost tri otopine. To je metoda
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koja se temelji na nasadivanju ispitivane tvari na agar nakon 1, 3, 5, 10, 15, 20 i 30 minuta te
se prati rast mikroorganizama, a nakon inkubacije 24 sata na 37°C ocitavaju Se vrijednosti.
Nakon toga izracunat je postotak inhibicije nakon 30 minuta. Za A. baumannii 1605 postotak
zivih bakterija nakon 30 minuta u slucaju otopine a) (Thieves 1 voda) iznosi 0.1%, a postotak
mrtvih bakterija iznosi 99,9%. Kod otopina b) i otopine c), postotak mrtvih bakterija nakon 30
minuta iznosi 100%. Za A. baumannii 19606 postotak zivih bakterija nakon 30 minuta u sluc¢aju
otopine a) (Thieves i voda) iznosi 0.3%, a postotak mrtvih bakterija iznosi 99,7%. Sto se ti¢e
otopine b) i otopine c), postotak mrtvih bakterija nakon 30 minuta iznosi 100%. Za bakteriju S.
aureus postotak zivih bakterija nakon 30 minuta u slucaju otopine a) (Thieves 1 voda) iznosi
5%, a postotak mrtvih bakterija iznosi 95%. Sto se ti¢e otopine b) i otopine c), postotak mrtvih
bakterija nakon 30 minuta iznosi 100%. za bakteriju MRSA postotak zivih bakterija za sve tri
otopine nakon 30 minuta i iznosi 0%, dok postotak mrtvih bakterija nakon 30 minuta u slu¢aju
sve tri otopine a), b) i ¢) iznosi 100%. Kao sto je ve¢ spomenuto, sve tri otopine su razlicite, pa
je 1za ocekivati da ¢e dati 1 razliite rezultate. Najbolje rezultate u sva Cetiri mjerenja pokazala
je kombinacija Thievesa i octa. Kombinacija koja je imala najslabiji u¢inak je Thieves i voda,
Sto znaci da ima slab antibakterijski u¢inak, pa se moze zakljuciti kako ostale bakterije nisu
povoljno reagirale na antibakterijska svojstva otopine Thievesa i vode te samo u slucaju s
MRSA ne pokazuju otpornost prema istome. Usporedujuci rezultate sojeva bakterija A.
baumannii 1605 i A. baumannii 19606, u ovom slucaju rezistentnija bakterija je A. baumannii
1605, a vjerojatni razlog tome je da A. baumannii 1605 prirodno rezistentniji soj.
Usporedivanjem rezultata sojeva bakterija S. aureus i MRSA u ovom je slucaju rezistentnija
bakterija S. aureus. Od ukupno cetiri razliCite bakterije najmanje rezistentna je Acinetobacter
baumannii 19606, dok se najviSe rezistentna pokazalo Staphylococcus aureus. Do danas
Thieves univerzalno sredstvo za ¢iS¢enje joS uvijek nije poznat i primijecen brend sredstva za
¢iS¢enje upravo zbog toga Sto nije zastupljen na hrvatskom trzistu, a i cijena moze igrati veliku
ulogu. Smatram da bi se u skoroj buducnosti upravo ovo sredstvo trebalo jos bolje istraziti i
dati prednost u odnosu na univerzalna sredstva za €iS¢enje koja sadrze velike koli¢ine Stetnih

tvari, Sto za okolis, Sto za Covjeka.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovi provedenog istrazivanja moze se zakljuéiti kako su od tri razli¢ito pripremljene
otopine, sve Cetiri bakterije pokazale osjetljivost na otopinu b) odnosno Thieves i ocat. Otopine
koje su pokazale znatno slabiju osjetljivost su otopina a) tj, Thieves i voda i otopina c) tj. ocat
i voda. U sva cetiri slucaja otopina Thievs-a i vode i otopina octa i vode djelovali su malo
slabije, ali svejedno u¢inkovito nakon 30 minuta. Najbolje rezultate postigla je otopina Thievs-
a 1 octa ¢iji je rezultat u svim pokusima nakon 1 minute djelovanja potpuno inaktivirao
ispitivane bakterije. Prema tome mozemo zakljuciti da sam ucinak Thievs-a i octa ovisi 0

njihovom sinergistickom djelovanju.

Zaklju¢no, provedenim pokusima i dobivenim rezultatima moze se potvrditi antimikrobni
svojstvo te moguénost koriStenja ove alternative za CiS¢enje povrsina. To, naravno, ovisi 0
koncentraciji te individualnoj pripremi otopina. Sto se ti¢e samog Thievs-a, nema velik
antimikrobni utjecaj, ali dodatkom octa njegova antimikrobna mo¢ poc€inje rasti Sto mu daje

brojne mogucnosti pri koristenju.
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