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SAZETAK

Cilj ovog master rada je bio ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja Origanum
vulgare L., Calluna vulgaris L., Helichrysum italicum L.,u odnosu na odabrane sojeve uslovno
patogenih mikroorganizama. Komercijalno dostupna etarska ulja smilja, vreska i origana
testirana su mikrodilucionom metodom u odnosu na referentne sojeve i izolate odabranih vrsta
rodova Staphylococcus, Escherichia, Bacillus, Candida, Sarcina, Enterobacter, Pseudomonas
I Salmonella.

Utvrdeno je da se aktivnost smilja kreée u rasponu od 0,62-5,00 mg/ml. Etarsko ulje
vreska inhibiralo je rast test mikroorganizama pri koncentracijama od 0.62-2,50 mg/ml, dok je
origano bio efikasan u opsegu koncentracija 0,62-2,50 mg/ml.

Kljuéne reci: antimikrobna aktivnost, etarsko ulje, Origanum vulgare L., Calluna

vulgaris L., Helichrysum italicum L., referentni sojevi i izolati.



ABSTRACT

The aim of this master thesis was to investigate the antimicrobial activities of the
essential oils of Origano vulgare L., Calluna vulgaris L., and Helichrysum italicum L., against
selected strains of conditionally pathogenic microorganisms. Commercially available essential
oils of Origano vulgare, Calluna vulgaris and Helichrysum italicum were tested by
microdilution method against the reference strains and isolates of selected species of
Staphylococcus, Escherichia, Bacillus, Candida, Sarcina, Enterobacter, Pseudomonas and
Salmonella.

The activity of the Helichrysum italicum was found to be in the range of 0.62-5.00
mg/ml. Essential oil of the Calluna vulgaris inhibited the growth of microorganisms at a
concentrationsin the range from 0.62-2.50 mg/ml, while Origanum vulgare has beenefficient
at concentrations from 0.62 to 2.50 mg /ml.

Keywords: antimicrobial activity, essential oil, Origanum vulgare L., Calluna vulgaris

L., Helichrysum italicum L., reference strains and isolates.
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Tokom citave istorije covecCanstva, etarska ulja i aromati¢no bilje su bili oduvek veoma
cenjeni. Vekovima se od etarskih ulja prave razli¢ite infuzije i tinkture koje se i danas
koriste u fitoterapiji. Neka ulja se primenjuju u veterini, zatim kao insekticidi, a koriste se
i u kozarskoj industriji i industriji boja i lakova. Najveéi potrosaci etarskih ulja
prvenstveno su parfimerijska i kozmetic¢ka industrija, kao i industrija slatkisa, alkoholnih
i bezalkoholnih pica, koja upotrebljavaju a jedinjenja osveZavajuceg mirisa, poreklom od
biljaka. Etarska ulja imaju zna¢ajnu ulogu u aromaterapiji, kao i u prevenciji raznih bolesti.
Neka etarska ulja se upotrebljavaju kao dodaci sredstvima za dezinfekciju, zahvaljujuci
njihovim osobinama, kao Sto su: velika isparljivost, baktericidno svojstvo, prijatan miris
itd. Proizvodnja i promet etarskih ulja je izuzetno znacajna i organizovana delatnost, Sto
je, izmedu ostalog, rezultat jacanja ekoloSke svesti i saznanja o neZeljenim posledicama
upotrebe proizvoda sintetske hemije (Matovi¢, Vulovi¢, 2004). Ovaj rad se bavi
antimikrobnom aktivnos¢u etarskih ulja Origanum vulgare L., Calluna vulgaris L. i

Helichrysum italicum L.

Calluna vulgaris

Vresak (Calluna vulgaris (L.) Hull, sin. Erica vulgaris L.) je jedina vrsta roda Calluna, koja
pripada rodu Ericales i familiji Ericaceae. Ova biljka je poreklom iz Evrope i Severne
Afrike, dok u Australiji, Kanadi i u Americi postoji kao introdukovana vrsta (Ghedira &
Goetz, 2013).

Sezona cvetanja ove biljke poCinje u maju i zavrSava se u novembru. Cvasti su veoma male,
dijametra 3 do 4 mm. U okviru hemijskih komponenti zastupljenih u ovoj biljci, najbitnija
su fenolna jedinjenja, kao i triterpenoidi a posebno ursulna i oleanolna kiselina (Hai et al.,
2012; Garcia-Risco et al, 2014). U cvetu i liS¢u ekstrakata ove biljke takode su
identifikovani lupeol i friedelin (Chudzik et al, 2015). Ova biljka sadrzi i znaCajne
aminokiseline poput glutaminske i aspartanske, koje su znaCajne za proces
neurotransmisije i strukturne su komponente albumina i globulina (Starchenko &
Grytsyk, 2017). Studijom Mandim et al. (2018), kojom je ispitivan hemijski sastav vreska,
utvrdeno je da je nutritivni sastav cvasti dominantan u ugljenim hidratima. Nakon njih,

najzastupljeniji su proteini, dok su lipidi najmanje prisutni. Od dva identifikovana Secera



(fruktoza i glukoza), glukoza je bila zastupljenija. Prisustvo organskih kiselina bilo je
takvo da su identifikovane oksalna, hininska, askorbinska i limunska kiselina. Takode je
utvrdeno prisustvo 26 razli¢itih masnih kiselina, gde su najzastupljenije bile linolenska,
palmitinska i linoleinska Kkiselina. Ispitivanja tokoferola utvrdila su prisustvo sve Cetiri
izoforme, od kojih je najzastupljeniji bio a-tokoferol. Analiza fenolnih komponenti
utvrdila je prisustvo 12 fenolnih jedinjenja sa miricetin 3-0-glukozidom i miricetin 3-0-
ramnozidom kao dominantnim jedinjenjima (Mandim et al., 2018).

Ova biljna vrsta je potvrdena lekovita biljka, koja se intenzivno koristi u etnofarmakologiji
i to najCeSce u formi infuzije i dekokta (Escuredo et al., 2013). Takode se koristi kao zacin
i obezbeduje izuzetne medonosne osobine.

Etnofarmakoloska primena ove vrste ukljucuje tretman ekcema, rana i akni (Neves et al.,
2009), reumatoidnog bola i problema vezanih za artritis (Monschein et al., 2010). Takode,
vresak je izuzetno efikasan u tretmanu urinarnih infekcija, pri cemu dezinfikuje urinarni
trakt i ispoljava blago diuretsko svojstvo (Monschein et al., 2010; Ghedira & Goetz, 2013).
U okviru bioloskih efekata koje ispoljava ova biljka, nau¢ne studije na ovu temu uglavnom
su izucavale razliCite vrste ekstrakata ove biljke. Do sada su opisane antioksidativna
(Rieger et al., 2008; Filip et al,, 2012), antiinflamatorna (Orhan et al,, 2007; Ghareeb et al,,
2014), antinociceptivna (Orhan et al., 2007), antivirusna (Garcia-Risco et al., 2014), enzim
inhibitorna (Saaby et al., 2009; Ghareeb et al., 2014), citotoksi¢na (Calliste et al., 2001;
Filip et al,, 2012) i antimikrobna aktivnost (Braghiroli et al., 1996; Sen et Yalcin, 2010;
Huttuen et al., 2012; Vuci¢ et al., 2014; Pavlovi¢ et al., 2014; Dezmirean et al., 2015).
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Antimikrobna aktivnost Calluna vulgaris

Jedna od prvih istraZivanja na temu antimikrobne aktivnosti ove biljke (Braghiroli et al.,
1996) ispitivalo je vodeni, etanolni i etarski ekstrakt koji su izolovani iz suvih nadzemnih
delova C. vulgaris. U istom radu, aktivnost ovih ekstrakata poredena je sa Cistim
jedinjenjima arbutinom, hidrokinonom i ursulnom kiselinom, koja su prisutna u ovim
ekstraktima kao najzastupljenije komponente. Antimikrobna aktivnost je testirana na
klinicke izolate bakterija i gljiva. Rezultati su pokazali da ni etarski ni etanolni ekstrakt
nisu imali nikakvu antimikrobnu aktivnost, dok je vodeni ekstrakt inhibirao rast
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Candida albicans i Cryptococcus neoformans. U
okviru testiranja Cistih komponenti, arbutin nije pokazao nikakvu aktivnost, dok je
ursulna kiselina znacajno inhibirala rast S. aureus. Vodeni ekstrakt, koji je ujedno pokazao
i najvecu antimikrobnu aktivnost, imao je minimalne inhibitorne koncentracije u rasponu
od 281 pg/ml do 9000 pg/ml (Braghiroli et al., 1996).

Podstaknuta etnofarmakoloskom primenom C. vulgaris, antimikrobna istrazivanja ove
biljke najcesce su se fokusirala na uzrocnike infekcija urinarnog trakta. Razli¢iti autori
utvrdili su da ekstrakti vreska nisu imali efekat na Escherichia colli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris i meticilin rezistentnu Staphylococcus aureus
(MRSA). Antimikrobna aktivnost vodenih, etanolnih i hidroetanolnih ekstrakata cvasti C.
vulgaris ispitivani su na sedam bakterijskih sojeva i to Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, MRSA, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris i Candida albicans. Ekstrakt koji je pokazao najbolju
aktivnost bio je hidroetanolni ekstrakt sa MIK vrednostima koje su se kretale od 2 do 8,5
mg/ml. Sa druge strane, najniZi potencijal u smislu antimikrobne aktivnosti pokazao je

etanolni ekstrakt, gde su MIK vrednosti varirale od 10,8 do 43,2 mg/ml.
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Vuci¢ et al. (2014) ispitivali su in vitro antibakterijsku aktivnost vodenog, etanolnog i etil
acetatnog ekstrakta izolovanih iz C. vulgaris. Ekstrakti dobijeni vodom, etanolom i etil
acetatom kao rastvaracima testirani su na po deset izolata koji su pripadali trima
bakterijskim vrstama (Escherichia coli, Enterococcus faecalis i Proteus vulgaris). Od
testiranih ekstrakata, vodeni ekstrakt pokazao najvecu aktivnost, dok je etil acetatni bio
najslabiji. Vodeni ekstrakt pokazao je aktivnost na sve ispitivane sojeve, ukljucujuéi svih
deset sojeva svake od tri testiranih vrsta. Rezultati su pokazali najbolju aktivnost ovog
ekstrakta u odnosu na sojeve vrste Proteus vulgaris (MIK=2,5 mg/ml na svih 10 sojeva),
dok je na preostalih 20 sojeva inhibicija rasta postignuta pri koncentracijama od 10 i 20
mg/ml.

Istrazivanja finskog tima (Huttuen et al, 2012) koja su vrSila testiranje razlicitih
monofloralnih medova na humane patogene, utvrdila su znac¢ajnu antimikrobnu aktivnost
meda iz ove biljke. Testiranje je pokazalo da su sve testirane bakterije, ukljucujuci
Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes, S. aureus i MRSA bile osetljive na med dobijen iz
vreska. NajniZa koncentracija meda od 20% inhibirala je rast S. aureus do 60% od rasta
kontrolne kulture, dok je najniZi efekat od svega 10% inhibicije postignut protiv S.
pneumoniae. Sa druge strane, viSe koncentracije meda (40% i 60%) pokazale su
medusobno slican efekat u odnosu na sve testirane vrste, inhibiraju¢i 60-90%
bakterijskog rasta.

Nesto Kkasnije istrazivanje rumunskih nauc¢nika (Dezmirean et al., 2015) takode je
potvrdilo znacajan antimikrobni efekat vreskovog meda, gde je najbolja aktivnost
utvrdena u odnosu na vrste Salmonella enteritidis i Pseudomonas aeruginosa.

Etanolni ekstrakt izolovan iz liS¢a vreska sakupljanog u Srbiji, testiran je na bakterije roda
Staphylococcus, Microccus, Bacillus, Sarcina, Pseudomonas, Klebsiella i Escherichia.
[spitivani ekstrakt bio je efikasan samo na dve Gram pozitivne vrste i to na S. aureus i B.
subtilis (Pavlovi¢ et al., 2014).

U istrazivanju Sen et Yalgin (2010) ispitivana je aktivnost nus-produkta destilacije
(destilacione vode) etarskog ulja C. vulgaris u odnosu na gljive razlagacCe drveta, gde je
utvrdeno da ova voda ispoljava inhibitorni efekat na rast micelije Oligoporus placenta i

Ceriporiopsis subvermisphora.
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Helichrysum italicum

Smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don, sin. Helichrysum angustifolium) je tipi¢no
mediteranska biljka sa aromati¢nim grmom i Zutim cvetovima, koja pripada redu
Asterales i familiji Asteraceae. Raste na suvim liticama i peS¢anom tlu. Rasprostranjena je
duZ isto¢ne obale i na ostrvima Jadranskog mora. Clapham et al. (1976) su podelili vrstu
Helichrysum italicum na tri podvrste i to: Helichrysum italicum ssp. italicum, Helichrysum
italicum ssp. microphyllum i Helichrysum italicum ssp. serotinum. Medu velikim brojem
fitoprodukata izolovanih iz smilja, etarsko ulje pokazuje vaznu biolosku ulogu. Etarsko
ulje smilja ima sloZen hemijski sastav koji se sastoji iz monoterpena i seskviterpena.
Buducdi da biljku karakteriSe visok nivo genetskog i metabolickog polimorfizma koji zavisi
od uslova Zivotne sredine, fenofaze uzorkovanih biljaka i geografskog porekla, mogu se
ocekivati razli¢iti hemotipovi etarskih ulja dobijenih iz ove vrste (Bianchi et al., 2001;
Angioni et al., 2003; Paolini et al., 2006; Mateli¢ et al., 2008; Maksimovi¢ et al., 2013; Costa
et al.,, 2015; Staver et al., 2018). Glavne komponente ulja smilja su a-pinen (22%), neril-
acetat (6%), a-cedren (10%), nerol (16%), a-kurkumin (10%) i geranil-acetat (36%)
(Weyerstahl et al. 1986; Blazevi¢ et al. 1995). Etarsko ulje je bogato aldehidima (Usai et
al. 2010) koji su odgovorni za aromu biljke, kao i trans-kariofilenom (Tundis et al. 2005).
Smilje je poznato je po svom protivupalnom, antialergijskom i antimikrobnom delovanju.
Koristi se u narodnoj medicini kao holeretik, diuretik i ekspektorans (Chinou et al. 1996).
Oliva et al. (2019) analizirali su uzorke etarkog ulja smilja gasnom hromatografijom i
masenom spektrometrijom, pri ¢emu su analizirane i teCna i gasovita faza. Rezultati
dobijeni iz analize tecne faze pokazali su da u njoj dominiraju seskviterpeni i to -
eudezmen (21.65%) i f-bisabolen (19.90%). Monoterpenska frakcija je sadrZala najvise
a-pinena (17%) i neril acetata (10%). Sa druge strane, u gasnoj fazi najzastupljenije
jedinjenje bilo je a-pinen (78%). Studija Nincevi¢ et al. (2019) ukljucuje taksonomiju
Helichrysum italicum, detaljan opis morfoloSkih karakteristika, upotrebu, hemijsku
raznolikost, kao i bioloSku aktivnost. Ve¢ina nauc¢nih podataka sadrzanih u ovom radu
fokusirana je na hemijski sastav etarskog ulja. Ispitan je i fitoremedijacioni efekat i
pokazana je njegova sposobnost da apsorbuje teske metale.

Etnofarmakoloska studija u razli¢itim regionima Evrope je pokazala da se Helichrysum
italicum koristi kao lek za mnoge bolesti (Vieges et al., 2014) ukljuCujuci antimikrobno,

antivirusno i antiproliferativno dejstvo (Rosa et al. 2007; Sala et al., 2013).
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Antimikrobna aktivnost Helichrysum italicum

U istrazivanju Chinou et al. (1996) ispitivan je hemijski sastav etarskih ulja Helichrysum
italicum ssp. italicum i Helichrysum italicum ssp. amorginum dobijenih iz cvasti biljaka, pri
¢emu je koriS¢ena metoda gasne hromatografije/masene spektrometrije (GS/MS). Od 25
identifikovanih komponenti u ovoj studiji, 89,98% i 82,06% c¢inili su geraniol (35,59%),
geranil-acetat (14,69%) i nerolidol (11,86%) kao glavne komponente. U ovom
istrazivanju takode je utvrdeno da ulja pokazuju antibakterijsko delovanje na testirane
bakterije, odnosno Gram-pozitivne S. aureus (ATTC 25923), S. epidermidis (ATCC 12228)
i Gram-negativne bakterije E. coli (ATCC 25922), Enterobacter cloacae (ATCC 13047),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) i Pseudomonas aeruginosa (ATCC 227853).

Nostra et al. (2001) imali su za cilj da procene uticaj dietil etarskog ekstrakta smilja na
rast S. aureus ATCC 6538, kao i uticaj subminimalnih inhibitornih koncentracija na
njegovu produkciju stafilokoknih enzima (koagulaza, hijaluronidaza, katalaza,
stafilokinaza, nukleaza, lipaza) koji se smatraju faktorima virulencije. Rezultati su
pokazali da je ekstrakt Helichrysum italicum inhibirao rast sojeva S. aureus, ali i da je imao
redukujuci efekat na produkeciju stafilokoknih enzima.

U studiji Velluti et al. (2003), cilj je bio utvrditi antimikrobni efekat etarskog ulja
Helichrysum italicum u in vitro uslovima na sedam vrsta mikroorganizama, ukljucujuci
Bacillus subtilis, E. coli, S. aureus, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Aspergillus
flavus i Aspergillus parasiticus. Minimalna inhibitorna (MIK) i minimalna baktericidna
koncentracija (MBK) odredene su za etarsko ulje metodom mikrodilucije, a rezultati su
pokazali da je Bacillus subtilis (MIK=781,25 i MBK=6250 pg/ml) bio otporniji u odnosu na
ostale bakterijske vrste i da ulje pokazuje znacajno antimikrobno delovanje.

U studiji Masteli¢ et al. (2005), cilj je bio utvrditi antimikrobno delovanje ulja i uporediti
ga sa frakcijama ugljovodonika (terpenima) i terpenoidima. Ulje je frakcionisano na
koloni silika gela. Jedna frakcija terpenskih ugljovodonika i jedna frakcija terpenoida su
dobijene teCnom i ¢vrstom hromatografijom. Sastav obeju frakcija, kao i ulja testirane su
kao i u prethodno pomenutim istrazivanjima, GC/MS metodom. ViSe od 60 komponenti je
izdvojeno, a 52 identifikovano. SadrZaj terpenskih ugljovodonika je bio 46,9%, a sadrzaj
terpenoida 43,7%. Neidentifikovana jedinjenja (9,4% etarskog ulja), (13,3 terpenoidne
frakcije) su predstavljala monoterpenske estre. Rezultati su pokazali da su terpenoidna

frakcija i etarsko ulje imali slabo antimikrobno delovanje na Gram-negativne sojeve (P.
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aeruginosa i E. coli). ZabeleZeno je veca redukcija rasta medicinski vaznog patogena poput
S. aureus u slucaju etarskog ulja (zona inhibicije 10 mm) i njegove terpenoidne frakcije
(zona inhibicije 9 mm). Etarsko ulje inhibiralo je rast Candida albicans (zona inhibicije 9
mm), na koju je terpenoidna frakcija pokazala vecu zonu inhibicije (10 mm).
Staphylococcus aureus i Candida albicans su inhibirani u minimalnoj koncentraciji od 5
pug/ml etarskog ulja i njegove terpenoidne frakcije. Escherichia coli je inhibirana u
koncentraciji od 7 ug/ml, dok Pseudomonas nije bio inhibiran ni jednom testiranom
koncentracijom.

Prilikom istraZivanja Séepanovi¢ et al. (2019) kori$éena je, kao i u gore navedenom
istrazivanju GC/MS metoda za ispitivanje hemijskog sastava etarskog ulja izolovanog iz
Helichrysum italicum. Ulja su preteZzno sacinjena od seskviterpenskih ugljovodonika
(52,35%), medu kojima su najzastupljeniji bili y-kurkumin (14,11%), B-selinen (11,31%)
i a-kurkumen (10,42%), ali su zastupljeni bili i i monoterpeni, poput neril acetata i a-
pinena. Vrednosti minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) odredene su za spektar
mikrobnih sojeva (E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC 6633,
Listeria monocytogenes ATCC 19111, Proteus mirabilis ATCC 25933, P. aeruginosa ATCC
27853, Streptococcus faecalis ATCC 19433 i Candida albicans ATCC 10231). Rezultati su
pokazali da su najosetljivije bakterije bile S. aureus, Listeria monocytogenes (MIK <1,4 ug
/ml ) i B. subtilis (MIK 1,4 pg /ml).

Glavni cilj rada Dzamic¢ et al. (2019) bio je utvrdivanje hemijskog sastava etarskog ulja iz
cvasti biljke, ali i procena potencijalnih antimikrobnih i antioksidativnih aktivnosti ulja.
Tehnika gasne hromatografije-plamene jonizacije (GC/FID) i gasne hromatografije-
masene spektrometrije (GC/MS) otkrila je najveéu koli¢inu seskviterpenskih
ugljovodonika (37,88%), sa neril-acetatom (20,44%), y-kurkuminom (14,08%) i trans-a-
bergamotenom (6,99%) kao glavnim komponentama. Ukupan fenolni sadrZaj ispitivanih
ekstrakata odreden je Folin-Ciocalteu testom, a kao standard je koriS¢ena galna kiselina.
Najveca fenolna koncentracija merena je u vodenom ekstraktu. Aktivnost vezivanja
slobodnih radikala uzoraka procenjena je pomo¢u DPHH metode. U ovom testu, vodeni
ekstrakt imao je najveéi antioksidativni efekat (IC=0,35 mg/ml), zatim metanolni
ekstrakt, dok je etarsko ulje imalo najmanju aktivnost.

i Salmonella typhimurium, dok je medu gljivama najvecu osetljivost pokazao kvasac

Candida albicans. Rezultati su pokazali da je antimikrobno delovanje etarskih ulja i
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ekstrakata pokazalo minimalne inhibitorne koncentracije za sledece vrste u vrednostima:
S. aureus (MIK=15 mg/ml), Bacillus cereus (MIK=2,50 mg/ml), Listeria monocytogenes
(MIK=15 mg/ml), P. aeruginosa (MIK=1,50 mg/ml), E. coli (MIK=2,50 mg/ml), S.
typhimurium (MIK=2,50 mg/ml).

Navedeni rezultati pokazuju da i ulje i ektrakti smilja poseduju vredan bioloski potencijal.
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Origanum vulgare

Origano (Origanum vulgare (L.) Hull, sin. Origanum hirtum) je biljka koja je Siroko
rasprostranjena u Sredozemlju i Aziji (Yi et al. 2016). Rod Origanum sadrZi 38 vrsta
jednogodisnjeg i viSegodisnjeg grmolikog bilja. Prema sadrzaju etarskog ulja, vrste roda
Origanum delimo u tri grupe:

1. Vrste siromasne etarskim uljima, sadrze manje od 0,5% ulja (Origanum calcaratum);
2. Vrste sa sadrzajem etarskih ulja od 0,5-2% (Origanum microphylum);

3. Vrste bogate etarskim uljima, sadrze viSe od 2% ulja (Origanum onites, Origanum
vulgare subsp. hirtum).

Etarska ulja se kod biljaka roda Origanum nalaze u cvetovima i u listovima. Posmatrajuci
prinose ulja, sadrZaj ulja u cvetovima je veci od onog u listovima (De Mastro, 1995). Glavni
terpeni koji su identifikovani u razli¢itim vrstama origana su: karvakrol (85,4%), timol
(68%), y-terpinen (33,14%), a znacajni su i: p-cimen, terpinen-4-ol, linalol, B-mircen,
trans-sabinen hidrat i kariofilen (Leyva-Lépez, 2017). Karvakrol kao antibakterijski i
aktivni sastojak origana pokazuje jako antisepticko dejstvo. Deluje tako Sto dovodi do
narusavanja membranskog potencijala, Sto posledi¢no dovodi do oStecenja respiratornog
lanca bakterijskih Celija i sprecava njihovo disanje, zbog Cega dolazi do smrti bakterija.
Glavni metabolicki put je esterifikacija fenolne grupe sa sumpornom i glukuronskom
kiselinom. Sto je ve¢i procenat karvakrola u ulju origana, ulje je efikasnije u smislu
antimikrobne aktivnosti. Karvakrol (5-izopropil-2-metilfenol) i timol (2-izopropil-5-
metilfenol) su izomeri i predstavljaju monoterpenske fenole (Hammer & Carson, 2011).
Mogu se dobiti ekstrakcijom iz biljnih droga i sintetskim putem. Timol je kao i karvakrol
odgovoran za antisepti¢nost etarskog ulja origana (Wichtl, 2002; Kovacevi¢, 2004).

Dve najpoznatije vrste roda Origanum su: Origanum vulgare subsp. onites L. - grcki
origano i Origanum onites L. - turski origano. Obe vrste imaju sadrzaj etarskog ulja iznad
2% (ml/100 g) suve materije. BioloSka aktivnost origana ukljucuje Sirok spektar efekata
pocev od antibakterijskog, antifungalnog, antiviralnog i antioksidativnog, ali poseduje i
sedativno dejstvo. Uz navedene efekte, origano je i sekretolik, karminativ, digestiv,
analgetik, antireumatik, antispazmolitik, antitoksik, diuretik, ekspektorans i rubefacijens.

Etarsko ulje origana se upotrebljava u leCenju reumatizma (Popovi¢ et al., 2010)
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Antimikrobna aktivnost Origanum vulgare

[straZivanje Farag et al. (1989) testiralo je efekat etarskog ulja origana (dobijeno
hidrodestilacijom) na inhibiciju rasta razli¢itih vrsta mikroorganizama. In vitro
antimikrobna aktivnost testirana je tehnikom mikrodilucije i to na patogene sojeve vrsta
Escherichia coli RSKK 340, Klebsiella pneumoniae RSKK 06017, Pseudomonas aeruginosa
RSKK 06021, Salmonella enteritidis RSKK 96046, Streptococcus pyogones RSKK 413 /214,
Bacillus cereus RSKK 1122, Staphylococcus aureus RSKK 96090 i Micrococcus luteus.
Testirane koncentracije bile su u rasponu od 256,128 do 0,5 ug/ml, dok je rast meren
spektrofotometrijski na 620 nm pomocu ¢ita¢a mikroploca. Rezultati su pokazali da je
etarsko ulje inhibiralo rast svih ispitivanih, gore navedenih bakterija, pri ¢emu su Bacillus
cereus (32 pg/ml) i Micrococcus luteus (16 ug/ml) bile najosetljivije na etarsko ulje
origana. Ostale su imale delimi¢nu otpornost, odnosno Gram-pozitivne bakterije su bile
osetljivije na antimikrobno delovanje u odnosu na Gram-negativne. Utvrdena je i veza
izmedu hemijskih struktura najzastupljenijih jedinjenja kao Sto su timol i karvakrol u
etarskom ulju i njihovog antimikrobnog delovanja.

Ozkalp et al. (2010) su istrazivali antimikrobnu aktivnost biljnih etarskih ulja medu
kojima je testiran i origano u odnosu na Sirok spektar mikroorganizama, ukljucujuci
patogene iz hrane (Conner et al, 1993; Srinivasan et al., 2001; Ozcan et al, 2001;
Friedman et al,. 2002; Erkmen et al., 2004; Biavati et al., 2004).

U studiji Marques et al. (2015) zamisao je bila da se in vitro proceni antimikrobna
aktivnost origana (Origanum vulgare) i majorana (Origanum majorana) na bakteriju S.
aureus, izolovane iz mesa Zivine i da se izvrSi molekularna i fenotipska karakterizacija. Svi
izolati S. aureus testirani su na prisustvo gena koji kodiraju stafilokokne enterotoksine
(gen za enterotoksin A (sea) i gen za enterotoksin B (seb)). Antimikrobna aktivnost je
testirana disk-difuzijom, dok su metodom mikrodilucije odredene MIK i MBK.
Antimikrobna aktivnost odredena in vitro testovima pokazala je da etarsko ulje Origanum
vulgare na S. aureus izolovanog iz mesa Zivine deluje antimikrobno, sa MIK vrednostima

u rasponu od 6,25 pl/ml do 25 pl/ml.
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[straZivanje Boughendjioua et al. (2017) je sprovedeno tokom cvetanja biljke kako bi
utvrdili sadrzaj etarkog ulja iz uzoraka cvasti biljke. Hemijska analiza (GC/MS) etarskog
ulja izvedena je na TRACE GC ULTRA opremljenoj kapilarnoj koloni VB5 (5% fenil i 95%
metilpolisiloksan), spojenom sa masenim spektrometrom. Ispitivani sojevi su bili
izolovani iz klinickih uzoraka. Testovi su izvedeni na pet sojeva roda Bacillus: B.
amyloliquefaciens FZB42, B. amyloliquefaciens S499, B. subtilis ATCC 21332, B.
licheniformis ATCC 14580 i B. pumilus. Hemijskom analizom etarskog ulja identifikovano
je 25 komponenti, uglavnom fenola i terpena, a dominantna jedinjenja bili su p-cimen
(24,01%), karvakrol (21,31%), y-terpinen (9,5%) i a-terpineol (3,4%). Pet sojeva
pokazalo je visoku osetljivost prema etarskom ulju sa prec¢nicima inhibicije od 21,5 mm

do 41 mm i MIK od 0,4 mg/ml.
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Osobine ispitivanih mikroorganizama

Mikroorganizmni su kosmopolitski organizmi, koji mogu biti sitniji od 0,1 mm, mikroskopskih
veli¢ina. Oni se ne mogu videti golim okom, ali obuhvataju i organizme koji dostizu makroskopske
razmere koji se mogu videti golim okom. Mikroorganizmi obuhvataju: viruse, bakterije, alge,
gljive, lisaje i protozoe (Petrovi¢ et al., 2007). Najveci broj bakterija obrazuje jedna ¢elija, medutim
ima i bakterija koje predstavljaju koncaste ili grozdaste skupine velikog broja ¢elija - kolonije.
Bakterije naseljavaju sva raspoloZiva stanista, zahvaljuju¢i pre svega ogromnoj metabolickoj
aktivnosti (Petrovi¢ et al. 2007). Uslovno patogene bakterije ili oportunisti u normalnim
okolnostima ne izazivaju bolesti, ve¢ samo kada se za to stvore posebni uslovi. Ve¢ina bakterijskih
vrsta je apatogena, tj. ne izaziva patolo$ke procese (Svabi¢-Vlahovié¢, 2005). Prema sastavu
¢elijskog zida i bojenja po Gram-u bakterije se dele na: Gram-pozitivne i Gram -negativne
bakterije. Gram -pozitivne i Gram -negativne bakterije razlikuju se, osim po sastavu ¢elijskog zida
i prema: osetljivosti na antibiotike, koli¢ini lipida u ¢elijskom zidu, zahtevima za hranljivim

materijama i dr. (Mihajilov-Krstev, 2008).

Gram-negativne bakterije:

Rod Escherichia, vrsta Escherichia coli;

Bakteriju Escherichia coli je otkrio i opisao nemacko-austrijski pedijatar Theobald Escherich 1885,
po kojem je i dobila ime (Chen i Frankel, 2005). Pripada porodici Enterobacteriaceae, koja
obuhvata gram-negativne Stapicaste pokretne ili nepokretne forme, fakultativne anaerobe, koji u
anaerobnim uslovima fermentiraju Secere do razli¢itih krajnjih produkata. To su pravi Stapidi,
precnika 1-1,5 pm, duZine 2-4 um. Rasporedeni su pojedinac¢no ili u nepravilnim skupinama.
Escherichia coli je najvazniji pripadnik normalne rezidualne crevne flore coveka i Zivotinja
(Svabi¢-Vlahovi¢, 2005). U aerobnim uslovima se kao supstrat za dobijanje energije u procesu
disanja koriste amino i masne kiseline, kao i Seeri. Stanovnik je gastro-intestinalnog trakta
coveka gde je deo normalne flore creva u kojima je dominantna vrsta. Zajedno sa srodnim
bakterijama ¢ini 0,1% crevne flore (Eckburg et al. 2005). E. coli ima vrlo kompleksnu antigensku
gradu jer poseduje veliki broj O, H i K antigena. Na osnovu “0” antigena eSerihije se dele u
serogrupe, a na osnovu “H” antigena u serotipove (Svabié-Vlahovi¢, 2005). Kod ljudi, E. coli kao
dominantni fakultativni anaerob crevne flore, naj¢eS¢e kolonizuje gastrointestinalni trakt gde u
vecini slucajeva ostaje u lumenu creva ne dovodeci do bilo kakvih negativnih promena. Ipak, kod
oslabljenog ili imunosuprimiranog domacina ili pri povredi crevnih barijera, ¢ak i uobicajeni
nepatogeni sojevi eSerihije mogu izazvati infekciju. Neki od visoko adaptiranih sojeva E. coli su

razvili sposobnost da uzrokuju Sirok spektar oboljenja i kod zdravih, imunoloski jakih ljudi.
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Infekcije uzrokovane patogenom E. coli mogu biti ograni¢ene na mukozne povrsine ili se mogu
prosiriti po celom telu (Sussman, 1997). Kao rezultat infekcije inherentno patogenom eserihijom,
javljaju se tri opsSta klinicka sindroma: infekcija urinarnog trakta, sepsa/meningitis i
entericne/dijarealne bolesti (Nataro i Kaper, 1998). Postoji viSe sojeva Escherichia coli, Koji su
retko patogeni, obi¢no u uslovima smanjene otpornosti organizma Coveka. Podela patogenih
sojeva Escherichia coli je u pet grupa: EPEC - enteropatogene; EHEC - enterohemoragicne; UPEC -
uropatogene; ETEC - enterotoksicne i EAEC - enteroagregativne (Georgiades et al, 2011).
Nekoliko patogenih sojeva eSerihije, povezanih sa dijarealnim oboljenjima, predstavlja globalan
problem javnog zdravstva, sa preko 2 miliona smrtnih ishoda kod ljudi godisnje (Chen i Frankel,
2005), posebno dece starosti od 6 meseci do 12 godina u zemljama u razvoju (Komolafe et al.,
2013). Bakterijska infekcija uzrokovana inokulacijom Escherichia coli dovodi do ozbiljnih
patoloskih procesa u organizmu poput sepse i meningitisa u neonatalnom periodu (Korhonen et
al, 1985), te raznih sistemskih infekcija kao Sto su infekcija urinarnog trakta i kolonizacija

gastrointestinalnog trakta (Sarff et al., 1975; Plos et al., 1995; Karch et al., 2005).

Rod Pseudomonas, vrsta Pseudomonas aeruginosa;

Gram-negativni $tapici, nemaju kapsulu i ne stvaraju spore, poseduju fimbrije. Veoma je otporna
bakterija i uzrocnik je brojnih infekcija. MoZe da kolonizuje digestivni trakt ili druge regione kao
oportunista. Zivi u prirodi, najée$¢e u povrsinskim vodama i zemlji$tu. Koristi razli¢ite izvore
ugljenika i energije, raste u aerobnim uslovima i na promenljivim temperaturama. Na krvnom

agaru izaziva f3-hemolizu (Svabi¢-Vlahovi¢, 2005)
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Rod Salmonella, vrsta Salmonella enterica;

Rod Salmonella pripada porodici Enterobacteriacae. Clanovi ovog roda su Gram-negativni,
fakultativno anaerobni bacili koji ne formiraju spore. Vecina poseduje peritrihijalne flagele t;.
imaju sposobnost aktivnog kretanja (Adams & Moss, 2008), izuzev Salmonella pullorum i
Salmonella galinarum. Danas je prihvaceno da se rod Salmonella sastoji iz dve vrste: Salmonella
enterica i S. bongori, (Forshell & Wierup, 2006). Uglavnom se prenosi konzumiranjem
kontaminiranog Zivinskog mesa, zaraZene vode ili konzumacijom sirovih ili delimi¢no kuvanih jaja
(Wisner et al., 2010). Cest je uzro¢nik alimentarnih toksikoinfekcija u razli¢itim delovima sveta
Cijem Sirenju doprinose globalizacija saobracaja, trgovine i drugih drustveno-ekoloskih procesa.
S. enteritidis, kao i drugi serotipovi salmonela, ima plazmid virulencije koji joj omoguc¢ava da
opstane i da se odrzava unutar retikuloendotelnih ¢elija, za razliku od sojeva bez plazmida koji se
brzo eliminiSu (Miljkovi¢-Selimovi¢ et al.,, 2010). U ljudskom domacinu kolonizuje tanko crevo i
najcesce dovodi do lokalnog gastroenteritisa (enterokolitisa) nego do sistemskih oboljenja. To je
bio glavni uzro¢nik bolesti izazvane hranom u Urugvaju tokom 1990-ih, sa izraZenim periodom
epidemije izmedu 1995.1 2004. godine,a sli¢na se situacija desila u SAD-u i Evropi deceniju ranije

(Yin etal.,, 2010).

Rod Enterobacter, vrsta Enterobacter aerogenes;

Enterobacter aerogenes je Siroko rasprostranjen u prirodi. Nalazi se u zemlji, vodi, otpadnim
vodama, na biljkama i u intestinalnom traktu ljudi i Zivotinja. [zaziva oportunisticke infekcije. E.
aerogenes javlja se kao uzrocnik infekcija respiratornog i urinarnog trakta, opekotina i rana,

ponekad meningitisa i sepse (Svabi¢-Vlahovi¢, 2005).
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Gram-pozitivne bakterije:

Rod Staphylococcus, vrsta Staphylococcus aureus;

Staphylococcus aureus je dobio ime po karakteristicnom pigmentu koji kolonijama ove bakterije
daje zlatnoZutu boju. To je Gram-pozitivna bakterija loptastog oblika, naj¢eS¢e rasporedena u vidu
grozdastih formacija. S. aureus je jedina vrsta stafilokoka koja produkuje koagulazu. [zuzetno je
otporna, moZe dugo da opstane van tela domadina i Siroko je rasprostranjena u prirodi.

U stanju je da izazove oboljenja gotovo svih organa u i tkiva covecjeg organizma. Produkuje beta-
laktamaze i druge mehanizme rezistencije na antibiotike. Najznacajnije morfoloske karakteristike
S. aureus su: Celijski zid, peptidoglikan, protein A, teihonska kiselina i clamping faktor. Odredeni
sojevi S. aureus sintetiSu egzotoksine koji se oznacavaju velikim latini¢nim slovima: A, B, C, D i E.
Odredeni procenat sojeva produkuje eksfolijatin ili epodermoliticki toksin (tipovi: A i B). S. aureus
ima sposobnost produkcije i pet razli¢itih citotoksina: o, B, y, § i leukocidin (Svabié-Vlahovié,
2005). Staphylococcus aureus se dovodi u vezu sa nekoliko patoloskih stanja kao $to su angularni

stomatitis, parotitis i stafilokokni mukozitis (Smith et al., 2003).

Rod Bacillus, vrsta Bacillus cereus/subtilis;

Rod Bacillus predstavlja Gram-pozitivne, sporogene bakterije, ¢ija DNK sadrZi lance G+C
(Guanin+Citozin), u procentu od 37% i pripada phylum-u Firmicutes (Holt et al., 1994). Prvi put
rod Bacillus je opisan 1872. godine od strane Ferdinanda Kohna. Prvi put kao izazivac trovanja B.
cereus je dokazan 1950. godine kao uzrocnik bolesti nastale nakon unosa hrane, jer je potvrdeno
da je sos od vanile bio zagaden, Sto je rezultiralo dijarejom. 1971. godine utvrdeno je da je kod
osoba koje su konzumirale kuvani pirinac¢ u kineskim restoranima, doslo do gastrointestinalnih
tegobaidaje uzrocnik B. cereus koji luci termostabilni emeti¢ni toksin (Mortimer i McCann, 1974).
Vrste koje pripadaju rodu Bacillus su aerobni i fakultativno anaerobni, Gram-pozitivni, sporogeni
Stapic¢i. Raspostranjeni su u Sirokom spektru stanista: zemlji, vodi, vazduhu, hrani, kao i u
fekalijama ljudi i Zivotinja (Beattie i Villiams, 2000). Pod mikroskopom celije su Stapicaste, prave,
u prec¢niku obi¢no 0,5-2,5 pm i u duzini 1,2-10 pm, ¢esto rasporedene u parovima ili lancima (Holt
etal. 1994). Celije se boje Gram-pozitivno, s tim $to se starije kulture teZe boje ljubi¢asto (Varnam
i Evans, 1991). Bacillus cereus je izolovan iz prakti¢no svih nesterilnih uzoraka hrane (Kolstg et
al,, 2002; Granum, 2007), a ispitivano je i nekoliko razli¢itih staniSta na prisustvo tj. produkciju
toksina. Tom prilikom konstantovano je da samo nekoliko sojeva B. cereus produkuju ovaj toksin

(Jaaskeldinen, 2008).

23



Rod Sarcina, vrsta Sarcina lutea;

Celije roda Sarcina su Gram pozitivne i sferi¢ne, pre¢nika 1,8-3 pm. Nastaju u kuboidnim paketima,
ima ih osam ili viSe, deobna ravan ide u tri pravca. Anaerobne su. Hemoorganotropni
mikroorganizmi, koji zahtevaju nutricijski bogate medijume sa ugljenim hidratima. Metabolizam
je fermentativan pri ¢emu su ugljeni hidrati supstrati iz kojih se proizvode sircetna kiselina, H2,
CO2idrugajedinjenja. Optimalna temperatura je 30°C do 37°C. Izolovani su iz intestinalnog trakta

sisara i iz semena Zitarica (Bergey et al., 1974).

Rod Candida, vrsta Candida albicans

Candida albicans je najce$c¢a vrsta roda Candida izolovanih kod zdravih i bolesnih individua (60-
80% slucajeva), (Silva-Rocha et al, 2014) i mozZe se naci u kvasolikom obliku kao izduZene
elipsoidne c¢elije (pesudohife) i u vidu prave hife sa paralelnim zidovima koje zajedno
predstavljaju micelijsku formu (Jacobsen et al., 2012). Prelaz iz kvasolike u micelijsku formu
(poznat kao dimorfizam) i obrnuto, je regulisan kompleksnom mreZom puteva i prenosom
signala, kao odgovor na stimuluse iz Zivotne sredine. OpSte prihvacena €injenica je da je micelijska
forma invazivna, Sto je prikazano na veéini histoloskih preparata. S druge strane, retki su izveStaju
o invaziji kvasolikih Celija. Dimorfizam je od sustinskog znacaja za formiranje biofilma sa drugim
vrstama mirkoorganizama koji je veoma otporan na tretman antimikrobnim agensima (Molero et

al, 1998).
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Cilj rada:
e Testirati antimikrobnu aktivnost komercijalnih etarskih ulja vrsta Origanum
vulgare, Helichrysum italicum i Calluna vulgaris, metodom mikrodilucije.
e Utvrditi najaktivnije od testiranih ulja
e Utvrditi najosetljivije bakterijske vrste
e PredloZiti najbolji nacin upotrebe svakog od ovih ulja u prevenciji i/ili tretmanu

infektivnih oboljenja
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Materijal i metode:

Etarska ulja

Etarska ulja su kupljena kao finalni produkt u lokalnoj biljnoj apoteci. Prema podacima
proizvodaca (Semperviva Oils), ulja su dobijena destilacionim procesom iz sveZeg biljnog

materijala.

Testiranje antimikrobne aktivnosti

Bakterijske kulture

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti koriS¢eni su sojevi iz ATCC kolekcije (American
Type Culture Collection), Gram (+) bakterije: Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus aureus 852, Staphylococcus aureus 25923, Enterococcus faecalis ATCC
19433, Bacillus cereus (izolat), Sarcina lutea (izolat) i Gram (-) bakterije: Escherichia coli
ATCC 9863, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella enterica ATCC 13078,
Enterobacter aerogenes (izolat) i diploidna gljiva Candida albicans ATCC 10023.

Mikrodiluciona metoda

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja Origanum vulgare, Helichrysum italicum i Calluna
vulgaris testirana su mikrodilucionom metodom. Od prekono¢nih kultura testiranih
sojeva mikroorganizama uzgajanih na hranljivom agaru napravljene su suspenzije
bakterija u sterilnom fizioloSkom rastvoru koje su podeSene na turbiditet od 0.5 Mc
Farland-a, koji odgovara koncentraciji bakterija 1-5 x 108 CFU/ml (CLSI-Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2008).

Rastvori etarskih ulja (100% DMSO) ubaceni su u bunarci¢e mikrotitar ploce i napravljena
serija od 10 duplih razblaZenja (finalni raspon koncentracija iznosio je 0,015-10 mg/ml)
nakon Cega je svaki bunarci¢ prethodno podesenom suspenzijom odgovarajuce vrste
bakterije inokulisan. Na ovaj naCin pripremljene mikrotitar ploce inkubirane su na 37 °C
u trajanju od 24 h. Zatim su oCitavane minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) nakon
1 h inkubacije na 37 °C sa dodatkom 0,005% TTC-a (trifenil-tetrazolijum hlorid).
Koncentracija prvog bunarcica u kojoj nije bilo crvenog obojenja predstavlja MIK. Metoda
mikrodilucije je izvedena u tri ponavljanja, a kao pozitivna kontrola koriSc¢en je antibiotik

Ciprofoksacin pocetne koncentracije 0,15 mg/ml.
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Rezultati i diskusija

U ovom radu vrSeno je ispitivanje aktivnosti etarskih ulja Origanum vulgare (origano),
Helichrysum italicum (smilje) i Calluna vulgaris (vresak) u odnosu na odabrane sojeve

mikroorganizama (Tabela 1, Grafik 1).

Tabela 1. Antimikrobna aktivnost (MIK) etarskih ulja Origanum vulgare, Helichrysum italicum i
Calluna vulgaris na odabrane sojeve uslovno patogenih mikroorganizama

Gram negativne bakterije

1 | Escherichia coli 8739 2,50 2,50 1,25 3,12
2 Escherichia coli (sir) 2,50 2,50 2,50 3,75
3 | Enterobacter aerogenes 1,25 5,00 2,50 4,38
4 | Pseudomonas aeruginosa 9027 0,62 5,00 2,50 4,06
5 | Salmonella enterica 2,50 2,50 2,50 3,75

Gram pozitivne bakterije

6 | Sarcina lutea 2,50 1,25 2,50 3,12
7 | Staphylococcus aureus 6538 1,25 0,62 0,62 1,24
8 | Staphylococcus aureus 25923 1,25 0,62 1,25 1,56
9 | Staphylococcus aureus 852 2,50 0,62 2,50 2,81
10 | Staphylococcus aureus 1,25 0,31 1,25 1,40
11 | Bacillus subtilis 6633 1,25 0,62 2,50 2,19
12 | Bacillus subtilis 2,50 0,62 2,50 2,81
13 | Bacillus cereus 2,50 2,50 2,50 3,75
14 | Candida albicans 10231 0,62 0,62 1,25 1,25
Srednja vrednost (SV) MIK 3,33 3,37 3,75 5,2
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Mikrodilucionom metodom odredena je minimalna inhibitorna koncentracija (MIK). Ova
metoda, koriS¢ena u ovom istraZivanju, pokazala je aktivnost etarskih ulja u opsegu
koncentracija od 0,31 mg/ml do 5 mg/ml (Tabela 1, Grafik 1). Sva ispitivana ulja ispoljila
su antimikrobni efekat na sve testirane sojeve. Pri tome, moZe se jasno uociti obrazac vece
aktivnosti ulja u odnosu na Gram pozitivne sojeve, posebno sojeve stafilokoke, koji su
imali nize MIK vrednosti u poredenju sa ostalim sojevima. Ovo je posebno uocljivo u
slucaju delovanja etarskog ulja smilja, koje je imalo ujedno i najbolji antimikrobni
potencijal uz jako vidljiv selektivni efekat prema Gram pozitivnim sojevima. Ulje origana
ispoljilo je slican efekat na obe grupe ispitivanih bakterija, a najbolje dejstvo ovog ulja
uoceno je u odnosu na kvasac C. albicans. Takode, od ispitivanih bakterija, utvrdeno je da
ovo ulje imalo jako dobar efekat na soj P. aeruginosa, koji je bio inhibiran koncentracijom
od 0,62 mg/ml. Ova Gram negativna bakterija je ujedno i drugi po osetljivosti soj na
dejstvo etarskog ulja origana. Kod ostalih sojeva, ne moZe se uociti bitna razlika u
aktivnim koncentracijama ni prema vrstama ni prema grupama (Gram
pozitivne/negativne bakterije), jer je delovalo pri koncentracijama od 1,251 2,5 mg/ml.
Poredenjem srednjih vrednosti etarskih ulja origana i smilja moZe se uociti nesto niza
srednja MIK vrednost za origano, medutim kada se posmatra pojedinacni efekat na sojeve,
moZemo reci da je smilje ipak bilo aktivnije. NeSto veca srednja vrednost MIK ovog ulja
posledica je visokih koncentracija koje su bile neophodne za inhibiciju rasta Gram
negativnih bakterija E. aerogenes i P. aeruginosa, na koje je ulje origana ujedno bilo znatno
aktivnije. Etarsko ulje vreska je, sa druge strane pokazalo sli¢nu, ali po srednjoj vrednosti,
lao i pojedinac¢no gledanu, najslabiju antimikrobnu aktivnost. Ovo ulje imalo je efekat pri
koncentracijama od 0,62 do 2.50 mg/ml, sa najboljom aktivnoS¢u utvrdenom na
referentni soj S. aureus.

Raspon aktivnih koncentracija dobijen u ovom istraZivanju za sva tri etarska ulja i koji se
krec¢e od 0,31-5,00 mg/ml je uporediv u poredenju sa prethodnim istrazivanjima, Cije su
se aktivnosti kretale u vrednostima od 0,005 mg/ml do 43,2 mg/ml: 0,28 mg/ml-9,00
mg/ml (Braghiroli et al. 1996), 2,5 mg/ml do 10 mg/ml (Vuci¢ et al. 2014), 2-43,2 mg/ml;
0,78-6,25 mg/ml (Velluti et al. 2003), 1,4 mg/ml (Séepanovi¢ et al. 2019), 1,50 mg/ml-15
mg/ml (Nostra et al. 2001), 1,5 mg/ml-15 mg/ml (DZami¢ et al. 2019), 0,016 mg/ml -
0,032 mg/ml (Farag et al. 1989), 0,0062 mg/ml - 0,1 ,mg/ml (Marques et al. 2015).
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Grafik 1. Uporedni pregled antimikrobne aktivnosti (MIK) etarskih ulja Origanum vulgare,

Helichrysum italicum i Calluna vulgaris na odabrane sojeve uslovno patogenih mikroorganizama
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Jedini izuzetak bila je studija Masteli¢ et al. (2005) koji su utvrdili izuzetnu aktivnost
etarskog ulja H. italicum i njegove terpenoidne frakcije na S. aureus i C. albicans koje su
bile inhibirane pri koncentraciji od svega 0,005 mg/ml, dok je E. coli bila inhibirana pri
koncentraciji od 0,007 mg/ml. Dobijenu aktivnost autori su pripisali terpenoidnoj frakciji
ulja, ali i sinergistickom dejstvu sa manje zastupljenim komponentama. Ovde testirano
ulje nije hemijski ispitivano, pa iz tog razloga nije moguce utvrditi da li razlika u aktivnosti
potice od razli¢itih hemijskih sastava naSeg i tada testiranog etarskog ulja, ali je najveca

verovatnoca da je upravo to uzrok ovako velike razlike u utvrdenim aktivnostima.

Uporednim pregledom aktivnosti ispitivanih etarskih ulja moZe se uociti da je na sojeve S.
aureus najvecu aktivnost pokazalo etarsko ulje smilja, dok su ostala dva etarska ulja
uglavnom imala istu MIK vrednost (Grafik 1). Isto ulje je, za razliku od efekta na Gram
pozitivne vrste, imalo najmanji efekat na E. aerogenes i P. aeruginosa. Takode, moZe se
uociti da su sva tri ulja imala identican efekat na vrste S. enterica i E. coli pri koncentraciji

od 2,5 mg/ml.

U Tabeli 2. prikazane su vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija vreska u
poredenju sa pozitivnom kontrolom, antibiotikom ciprofloksacinom. Kao S$to je i
ocekivano, antibiotik je pokazao viSestruko jacu efikasnost u odnosu na etarska ulja. Ista
situacija se moze videti na Tabelama 3 i 4, koje prikazuju isti uporedni pregled za etarska
ulja smilja i origana.

Etarsko ulje vreska bilo je efikasno u smislu inhibicije rasta bakterija i kvasca pri
koncentracijama od 0,62-2,50 mg/ml. Najvecu osetljivost na dejstvo ulja pokazali su
sojevi vrste (Tabela 2.) Staphylococcus aureus 6538 (0,62 mg/ml), dok su vecu
rezistenciju pokazali sojevi Escherichia coli (izolat iz hrane), Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa 9027, Sarcina lutea, Bacillus subtilis, Salmonella enterica, Bacillus subtilis 6633,

Staphylococcus aures 852 i Enterobacter aerogenes, koji su imali iste vrednosti MIK (2,50

mg/ml).
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Tabela 2. Antimikrobna aktivnost (MIK) etarskog ulja Calluna vulgaris na sojeve uslovno patogenih
mikroorganizama u poredenju sa pozitivnom kontrolom(Ciprofloksacin)

Antibiotik
Redni broj Sojevi uslovno patogenih MO MIK cIp

1 Escherichia coli 8739 1,25 0,00059
2 Escherichia coli (sir) 2,50 0,00059
3 Enterobacter aerogenes 2,50 0,00059
4 Pseudomonas aeruginosa 9027 2,50 0,00012
5 Salmonella enterica 2,50 0,00012
6 Sarcina lutea 2,50 0,00047
7 Staphylococcus aureus 6538 0,62 0,00012
8 Staphylococcus aureus 25923 1,25 0,00023
9 Staphylococcus aures 852 2,50 0,00059
10 Staphylococcus aureus 1,25 0,00023
11 Bacillus subtilis 6633 2,50 0,00059
12 Bacillus subtilis 2,50 0,00059
13 Bacillus cereus 2,50 0,00059
14 Candida albicans 10231 1,25 /
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Dosadasnje studije na temu antimikrobne aktivnosti vreska, pokazuju da dobijene
aktivnosti variraju medu njima i krecu se od 0,3 mg/ml do 43,2 mg/ml (Braghiroli et al.
1996; Vucic¢ et al. 2014; Rodrigues et al., 2018). Ujedno, treba naglasiti da su ova
istraZivanja radena na ekstraktima, dok je ovo prva studija aktivnosti etarskog ulja vreska.
Braghiroli et al. (1996) su ispitivali antimikrobnu aktivnost vodenog, etanolnog i etarskog
ekstrakta, izolovanih iz suvih nadzemnih delova C. vulgaris. Aktivnost ovih ekstrakata
poredena je sa Cistim jedinjenjima arbutinom, hidrokinonom i ursulnom kiselinom, koja
su prisutna u ovim ekstraktima kao najzastupljenije komponente. Antimikrobna aktivnost
je testirana na klinicke izolate bakterija i gljiva. Rezultati su pokazali da ni etarski ni
etanolni ekstrakt nisu imali nikakvu antimikrobnu aktivnost, dok je vodeni ekstrakt
inhibirao rast Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Candida albicans i Cryptococcus
neoformans. U okviru testiranja cistih komponenti, arbutin nije pokazao nikakvu
aktivnost, dok je ursulna Kkiselina znacajno inhibirala rast S. aureus. Vodeni ekstrakt, koji
je ujedno pokazao i najvecu antimikrobnu aktivnost, imao je minimalne inhibitorne
koncentracije u rasponu od 0,3 mg/ml do 9 mg/ml. Pored toga, u radu o antimikrobnoj
aktivnosti vodenih, etanolnih i hidroetanolnih ekstrakata cvasti C. vulgaris, Rodrigues et
al. (2018) su utvrdili da ekstrakti vreska nisu imali efekat na Escherichia colli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris i meticilin rezistentnu
Staphylococcus aureus (MRSA). Antimikrobna aktivnost utvrdena je samo na sojeve
Staphylococcus epidermidis i Staphylococcus aureus, pri cemu je najaktivniji ekstrakt bio
hidroetanolni ekstrakt sa MIK vrednostima u rasponu od 2 do 8,5 mg/ml. Sa druge strane,
najnizi potencijal u smislu antimikrobne aktivnosti pokazao je etanolni ekstrakt, gde su
MIK vrednosti varirale od 10,8 do 43,2 mg/ml.’

Vuci¢ et al. (2014) ispitivali su in vitro antibakterijsku aktivnost vodenog, etanolnog i etil
acetatnog ekstrakta izolovanih iz C. vulgaris. Ekstrakti su testirani na po deset izolata koji
su pripadali trima bakterijskim vrstama (Escherichia coli, Enterococcus faecalis i Proteus
vulgaris). Od testiranih ekstrakata, vodeni ekstrakt je pokazao najvecu aktivnost, dok je
etil acetatni bio najslabiji. Vodeni ekstrakt pokazao je aktivnost na sve ispitivane sojeve,
ukljucujuci svih deset sojeva svake od tri testiranih vrsta. Rezultati su pokazali najbolju
aktivnost ovog ekstrakta u odnosu na sojeve vrste Proteus vulgaris (MIK=2,5 mg/ml na
svih 10 sojeva), dok je na preostalih 20 sojeva inhibicija rasta postignuta pri

koncentracijama od 10i 20 mg/ml.
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Poredenjem naSih sa prethodnim rezultatima, moZe se re¢i da je efekat etarskog ulja u
rangu vodenog ekstrakta, koji se po pravilu u svim dosadasnjim istraZivanjima pokazao
kao najefikasniji (MIK 0,3-9 mg/ml). Ono S$to je takode pravilnost i u dosadasnjim
istrazivanjima i u rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju je ¢injenica da su stafilokoke
pokazale najvecu osetljivost na dejstvo metabolita vreska, ali samo u slucaju jednog
referentnog soja (ATCC 6538), dok su ostali sojevi ove vrste imali neSto vecu otpornost

(Tabela 2.).
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Tabela 3. Antimikrobna aktivnost (MIK) etarskog ulja Helichrysum italicum na sojeve uslovno
patogenih mikroorganizama u poredenju sa pozitivnom kontrolom (Ciprofoksacin)

Antibiotik
Redni broj Sojevi uslovno patogenih MO MIK CIp

1 Escherichia coli 8739 2,50 0,00059
2 Escherichia coli (sir) 2,50 0,00059
3 Enterobacter aerogenes 2,50 0,00059
4 Pseudomonas aeruginosa 9027 2,50 0,00012
5 Salmonella enterica 2,50 0,00012
6 Sarcina lutea 1,25 0,00047
7 Staphylococcus aureus 6538 0,62 0,00012
8 Staphylococcus aureus 25923 0,62 0,00023
9 Staphylococcus aures 852 0,62 0,00059
10 Staphylococcus aureus 0,31 0,00023
11 Bacillus subtilis 6633 0,62 0,00059
12 Bacillus subtilis 0,62 0,00059
13 Bacillus cereus 2,50 0,00059
14 Candida albicans 10231 0,62 /
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Etarsko ulje smilja bilo je efikasno u smislu inhibicije rasta bakterija i kvasca pri
koncentracijama od 0,31-2,50 mg/ml. Najvecu osetljivost na dejstvo ulja pokazali su svi
sojevi vrste Staphylococcus aureus, medu kojima je najvecu osteljivost pokazao izolat iz
hrane, €iji je rast bio inhibiran pri koncentraciji od 0,31 mg/ml. Ostala tri soja zlatne
stafilokoke su bila inhibirana pri duplo vecoj koncentraciji, koja je ujedno bila efikasna i
na oba soja Bacillus subtilis i kvasac C. albicans. Ostali sojevi bili su inhibirani pri Cetiri i

osam puta vedim koncentracijama od najniZze MIK utvrdene za referentni soj zlatne

stafilokoke.
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Studije na temu antimikrobne aktivnosti smilja Helichrysum italicum, pokazale su da
dobijene aktivnosti znatno variraju i kre¢u se od 0,001 mg/ml do 15 mg/ml (1,50-15
mg/ml (Nostra et al. 2001), 0,78-6,25 mg/ml (Velluti et al. 2003), 0,005-0,007 mg/ml
(Masteli¢ et al. 2005), 1,4 mg/ml (Séepanovi¢ et al. 2019), 1,5-15 mg/ml (DZzami¢ et al.
2019)).Jedno od ranijih istraZivanja (Nostra et al., 2001) procenilo je uticaj dietil etarskog
ekstrakta smilja na rast S. aureus ATCC 6538 i uticaj subminimalnih inhibitornih
koncentracija na stafilokokne enzime (koagulaza, hijaluronidaza, katalaza, stafilokinaza,
nukleaza, lipaza) koji se smatraju faktorima virulencije. Pokazali da je ekstrakt
Helichrysum italicum imao inhibitorni uticaj na stafilokokne enzime i sojeve S. aureus
smanjujuci njihov rast.

Studija Velluti et al. (2003) ispitivala je antimikrobni efekat etarskog ulja Helichrysum
italicum u in vitro uslovima na sedam mikrobnih vrsta ukljucujuci Bacillus subtilis, E. coli,
S. aureus, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Aspergillus flavus i Aspergillus
parasiticus. Bacillus subtilis je bio otporniji (MIK=7,8 mg/ml) u odnosu na ostale
bakterijske vrste. Testiranje koje su sproveli Masteli¢ et al. (2005) o antimikrobnoj
aktivnosti ulja i koje su uporedili sa frakcijama ugljovodonika (terpena) i terpenoidima
pokazalo je da su terpenoidna frakcija i etarsko ulje su imali slabo antimikrobno delovanje
na Gram-negativne sojeve (P. aeruginosa i E. coli). ZabeleZeno je veCe smanjenje rasta
medicinski vaznog patogena poput S. aureus za etarsko ulje (zone inhibicije 10 mm) i
njegovu terpenoidnu frakciju (zona inhibicije 9 mm). Etarsko ulje inhibiralo je i rast
kvasca Candida albicans (zona inhibicije 9 mm).

U istrazivanju Séepanovié¢ et al. (2019), MIK etarskog ulja smilja odredene su za mikrobne
sojeve E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC 6633, Listeria
monocytogenes ATCC 19111, Proteus mirabilis ATCC 25933, P. aeruginosa ATCC 27853,
Streptococcus faecalis ATCC 19433 i Candida albicans ATCC 10231. Najosetljivije bakterije
bile su S. aureus, Listeria monocytogenes (MIK <1,4 pg/ml ) i B. subtilis (MIK 1,4 ug/ml ).
U radu DZamic¢ et al. (2019) antimikrobno delovanje etarskih ulja i ekstrakata pokazalo je
minimalne inhibitorne koncentracije za sledece vrste u vrednostima: S. aureus (MIK=15
mg/ml), Bacillus cereus (MIK=2,50 mg/ml), Listeria monocytogenes (MIK=15 mg/ml),
Pseudomonas aeruginosa (MIK=1,50 mg/ml), E.coli (MIK=2,50 mg/ml) i Salmonella
typhimurium (MIK=2,50 mg/ml).
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Tabela 4. Antimikrobna aktivnost (MIK) etarskog ulja Origanum vulgare na sojeve uslovno
patogenih mikroorganizama u poredenju sa pozitivnom kontrolom (Ciprofoksacin)

Antibiotik
Redni broj Sojevi uslovno patogenih MO MIK CIp

1 Escherichia coli 8739 2,50 0,00059
2 Escherichia coli (sir) 2,50 0,00059
3 Enterobacter aerogenes 1,25 0,00059
4 Pseudomonas aeruginosa 9027 0,62 0,00012
5 Salmonella enterica 2,50 0,00012
6 Sarcina lutea 2,50 0,00047
7 Staphylococcus aureus 6538 1,25 0,00012
8 Staphylococcus aureus 25923 1,25 0,00023
9 Staphylococcus aures 852 2,50 0,00059
10 Staphylococcus aureus 1,25 0,00023
11 Bacillus subtilis 6633 1,25 0,00059
12 Bacillus subtilis 2,50 0,00059
13 Bacillus cereus 2,50 0,00059
14 Candida albicans 10231 0,62 /
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Studije na temu antimikrobne aktivnosti origana Origanum vulgare, pokazuju da dobijene
aktivnosti variraju medu njima i krec¢u se od 0,0062 mg/ml do 0,1 mg/ml (0,016-0,032
mg/ml (Farag et al. 1989), 0,0062-0,1 mg/ml (Marques et al. 2015)).

U istraZivanju Farag et al. (1989) in vitro antimikrobna aktivnost testirana je u odnosu na
patogene sojeve Escherichia coli RSKK 340, Klebsiella pneumoniae RSKK 06017,
Pseudomonas aeruginosa RSKK 06021, Salmonella enteritidis RSKK 96046, Streptococcus
pyogones RSKK 413 /214, Bacillus cereus RSKK 1122, Staphylococcus aureus RSKK 96090,
Micrococcus luteus. Etarsko ulje je inhibiralo rast svih ispitivanih bakterija, pri ¢emu su
Bacillus cereus i Micrococcus luteus bile najosetljivije na etarsko ulje origana. Minimalna
inhibitorna koncentracija za origano ulje protiv bakterija je varirala dok su: Micrococcus
luteus (16 pug/ml) i Bacillus cereus (32 pg/ml) bile podloZne origanovom ulju. Ostale su
imale delimi¢nu otpornost, odnosno Gram-pozitivne bakterije su osetljivije na

antimikrobno delovanje u odnosu na Gram-negativne.

Testiranje koje su sproveli Marques et al. (2015) procenilo je antimikrobnu aktivnost
origana (Origanum vulgare) i majorane (Origanum majorana) na bakteriju S. aureus,
izolovane iz mesa Zivine pri ¢emu su izvrsili molekularnu i fenotipsku karakterizaciju. Svi
izolati S.aureus testirani su na prisustvo gena koji kodiraju stafilokokne enterotoksine.
Gen za enterotoksin A (sea) i gen za enterotoksin B (seb). Antimikrobna aktivnost
odredena in vitro testovima pokazala je da etarko ulje Origanum vulgare na S. aureus
izolovanog iz mesa Zivine deluje antimikrobno, sa MIK vrednostima u rasponu od 6,25
ul/ml do 25 pl/ml, dok je majoran bio slabiji sa MIK vrednostima od 6,25 pl/ml do 100
ul/ml. Svi izolati uz pomo¢ PCR-a su identifikovani kao S. aureus. Od devet izolata, Sest
(L1, L5, L6, L8, L17, L18) je pokazalo gene koji kodiraju enterotoksin A (sea), dok su tri
(L1, L51 L18) imala gene koji kodiraju enterotoksin B (seb).

U ovom istrazivanju, ulje origana je pokazalo znatno loSiji efekat nego ranija istraZivanja,
a imalo je aktivnost u spektru koncentracija od 0,62-2,50 mg/ml. U slucaju ovog ulja,
najosetljiviji je bio Gram negativni uslovni patogen Pseudomonas aeruginosa, kao i kvasac
C. albicans, dok su ostali sojevi su bili inhibirani pri duplo ili ¢etvorostruko vecim

koncentracijama od ove, bez nekih pravilnosti u smislu grupe/vrste.
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Zakljucak:

1.

[spitivana etarska ulja origana,vreska i smilja imala su aktivnost u opsegu
koncentracija 0,31-5 mg/ml.

Minimalna inhibitorna koncentracija origana je bila u opsegu koncentracija
0,62-2,5 mg/ml.

Minimalna inhibitorna koncentracija vreska je bila u opsegu koncentracija
0,62-2,5 mg/ml.

Minimalna inhibitorna koncentracija smilja je bila u opsegu koncentracija 0,31-
5 mg/ml.

Etarsko ulje smilja pokazalo je selektivnu efikasnost usmerenu na Gram
pozitivne vrste, a medu njima je najosetljivija bila S. aureus ATCC 6538

Etarsko ulje origana pokazalo je znacajan efekat na vrstu P. aeruginosa

Na osnovu rezultata, testirana ulja mogu se koristiti kao dodatak terapiji za
lecenje stafilokoknih infekcija, dok se etarsko ulje origana moZe dalje ispitivati
u smislu kontrole infekcija uzrokovanih pseudomonasom.
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Abstract, AB:

The aim of this master thesis was to investigate the antimicrobial
activities of the essential oils of Origano vulgare L., Calluna vulgaris
L. and Helichrysum italicum L., against selected strains of
conditionally pathogenic microorganisms. Commercially available
essential oils of Origano vulgare, Calluna vulgaris and Helichrysum
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strains and isolates of selected species of Staphylococcus,
Escherichia, Bacillus, Candida, Sarcina, Enterobacter, Pseudomonas
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2.50 mg/ml, while Origanum vulgare has beenefficient at
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