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1)  Uvod

Unato¢ mnogim revolucionarnim otkri¢cima u povijesti medicine, mnoge zarazne bolesti i
njihovi uzrocnici i danas predstavljaju znacajan problem kako u ljudi, tako i u Zivotinja. Medu
najveéim izazovima moderne medicine je razvoj rezistencije na antibiotike. Stoga se danas sve viSe
istrazuju alternative antibioticima, kao i novi, nekonvencionalni mehanizmi antimikrobnog djelovanja.
Upravo zbog sloZenosti svog sastava, pa time i mehanizama antimikrobnog djelovanja, prirodni
pripravci ponovo su u fokusu znanosti, kao jedno od potencijalnih rjesenja u borbi protiv antimikrobne
rezistencije. lako imaju veliki potencijal kao kandidati za razvoj novih antimikrobnih lijekova, veliki
je problem u nacinu istrazivanja njihovog djelovanja. Dok se industrijski proces istraZivanja
potencijalnih lijekova temelji na automatiziranom testiranju velikog brojeva spojeva, u pronalasku
djelotvornih prirodnih pripravaka koristi se anegdotalni pristup te se takvi proizvodi podvrgavaju
laboratorijskom ispitivanju (JURG G., 2009). Takoder, veliki je broj istraZivanja koja pokazuju
djelovanje prirodnih pripravaka na mikroorganizme u in vitro pokusima, ali takvo djelovanje ne

pokazuju u in vivo pokusima, pa iz toga mogu proizac¢i pogresni zakljuccei.

S obzirom na kompleksnost grade prirodnih pripravaka, njihova standardizacija i definiranje
sastava predstavlja izazov u analitickom i regulatornom smislu. No, kako interes javnosti i struke za
ovakvim pripravcima sve viSe raste, sve je viSe strategija kojima se savladavaju ovakvi izazovi.
Klasiéni farmaceutski pristup u kojem je u, najceS¢e polusintetskom pripravku, definirana
koncentracija jedne ili nekoliko aktivnih tvari te njihovo djelovanje u ovisnosti o dozi, u slucaju
prirodnih pripravaka se ne moze primjeniti. Prirodni pripravci su mjesavine velikog broja aktivnih
spojeva koji mogu djelovati sinergisti¢ki ili antagonisticki, ovisno o zastupljenosti i prisutnosti drugih
spojeva. Stoga se oni standardiziraju prema koli¢ini pojedinih ekstrakata ili, ukoliko je rije¢ o
pojedinom ekstraktu, prema odabranim skupinama najzastupljenijih ili po ucinku najznacajnijih
aktivnih tvari. U¢inkovita doza ili koncentracija pripravka izrazava se u odnosu na koli¢inu (ili udio)

ukupnog pripravka (mjesavine) ili ljekovitog oblika koji sadrzi odredenu koli¢inu ekstrakta.

Kako se sve vise istrazuje antimikrobna ucinkovitost prirodnih pripravaka, cilj ovog preglednog
diplomskog rada je dati pregled osnovnih metoda testiranja antimikrobne uéinkovitosti iznijeti i

preporuciti na koji nacin pronalaziti i istrazivati proizvode i ekstrakte prirodnog porijekla.



2) Povijest otkri¢a proizvoda prirodnog porijekla

Etnofarmakologija je znanstvena disciplina koja se bavi proucavanjem bioloski aktivnih tvari
prirodnog porijekla. Iako su se ljudi koristili lijekovima iz prirode od samih pocetaka civilizacije,
pocetak etnofarmakologije nalazimo u prvoj polovici 19. stoljeca kada mnogi znanstvenici pocinju
proucavati kemijsku strukturu farmakoloski aktivnih tvari iz prirode. Mnogi su antropolozi u suradnji s
biolozima i kemicarima dosli do znacajnih otkri¢a u ovom podru¢ju. Tako su Johann Wolfgang von
Goethe i Friedlieb Ferdinand Runge izolirali kofein, a Robert Gordon Wasson i Albert Hofmann
psilocibin iz psihoaktivnih gljiva (JURG G., 2009).

Pronalazak djelovanja biljaka digitalis (Digitalis spp.), maka (Papaver somniferum) i kurare
(mjeSavina biljaka Chondodendron tomentosum i Strychnos spp.) bili su revolucionarni. Digitalis
djeluje tako Sto povecava kontraktilnost srca, smanjuje kontraktilnost provodenja impulsa kroz
atriovetrikularni ¢vor te parasimpatickom aktivno$éu smanjuje broj otkucaja srca. Iz maka se
ekstrakcijom dobiva opijum koji ima analgetski uc¢inak; moze se rabiti kao lijek koji zaustavlja kasalj
(antitustik), medutim moze izazvati i depresiju centra za disanje,euforiju i ovisnost. Dokazano je da
kurare blokira signal na receptorima za acetilkolin i tako dovodi do neuromi$i¢ne relaksacije.
Acetilsalicilna kiselina je izolirana iz kore vrbe (Salix spp) koja se tradicionalno koristila u Europi za
lijeGenje upale i povisene tjelesne temperature. Nedavna istraZivanja u Kini potvrdila su potencijal
biljke jednodnevnog pelina (Artemisia annua) iz koje je izolirana aktivna tvar artemizinin koji se
koristi u lijeCenju malarije. Osim ovih primjera, prepoznat je potencijal tvari prirodnog porijekla u
mnogim podrué¢jima medicine. Zadnjih godina sve je veéi broj ¢lanaka 0 antimikrobnom djelovanju
tvari prirodnog porijekla u specifiénim ¢asopisima kao S$to je Journal of Etnopharmacology. No,
unato¢ velikom broju ¢lanaka i velikom broju potencijalnih prirodnih spojeva koji se mogu Koristiti
kao lijekovi, malo je ¢lanaka koji doista prikazuju na koji na¢in djeluju spojevi te imaju li prakti¢nu
primjenu. Vodeni velikim otkri¢ima znanstvenika na pocetku razvoja etnofarmakologije, veliki broj
znanstvenika danas Zeli istraZivati potencijal tvari prirodnog porijekla. Kako bi $to objektivnije i sa §to
ve¢om to¢nosc¢u dobili zadovoljavajuce rezultate, potrebno je odrediti kriterije na koji nacin istrazivati

prirodne tvari.

Na kraju, nije vazno koliko ¢e tvari i spojeva biti pronadeno, nego pronaéi tvari koje uistinu
djeluju u zivom organizmu. Potrebno je pronaéi brze specifi¢ne testove koji ¢e prepoznati djelovanje
neke biljke ili spoja na patogene mikroorganizme sa §to manjim postotkom lazno pozitivnih rezultata.
Potrebno je standardizirati na¢in istrazivanja i pronalaska ovakvih tvari i tako smanyjiti broj istrazivanja
koja iznose potencijal nekog spoja i povecati broj istrazivanja koja dokazuju njegovo djelovanje

(JURG G., 2009).



3) Proces otkrivanja lijeka

Bilo koji proces otkrivanja i razvoja lijeka je dugotrajan i skup. Proces razvoja nekog lijeka

dijeli se na dvije faze: pretklini¢ku fazu i klini¢ku fazu.

3.1. Pretklinicka faza

Pretklinicka faza pocinje opseznim istrazivanjem velikog broja molekula. Istrazuje se djeluje li
neko protutijelo, gen ili aktivna tvar na neki molekularni mehanizam ( engl. drug target). Provode se
testovi probira (engl. screening test) na velikom broju molekula (5000 do 10000) te se zatim odabire
ona koja djeluje na cilj koji je povezan s bolesti protiv koje se lijek razvija. Nadalje, istrazuju se
karakteristike potencijalnog lijeka kao §to su struktura molekule, toksi¢nost,aktivnost i mehanizam
djelovanja. Takoder, vazno je razviti formulaciju lijeka koja ¢e optimizirati biodostupnost lijeka,
stabilnost, sterilnost, mogucnost skladiStenja te odredivanje uvjeta u kojima se mora drzati te

transportirati.

Pretklini¢ka istrazivanja pocinju in vitro ispitivanjima djelotvornosti molekule na neku
molekulu ili stanicu. Nakon $to su pronadeni kandidati za potencijalni lijek, oni ulaze u niz pokusa
koji podrazumijevaju probiranje svojstva lijeka (eng. drug screening) kojem je za cilj definirati
aktivnost i selektivnost nekog lijeka (raznim metodama na molekularnoj, stani¢noj, tkivnoj razini).
Nakon opseznih istrazivanja definira se farmakoloski profil lijeka, saznaju se toksic¢ki ucinci lijeka,
kao i eventualno neocekivano terapijsko djelovanje (FRANCETIC i VITEZIC, 2007). Kasnije se
prelazi na fazu istrazivanja na Zivotinjama (in vivo). Na temelju rezultata dobienih u ovoj fazi
znanstvenici mogu predvidjeti kako ¢e potencijalni lijek djelovati na ljude. Osim toga, potrebno je
odrediti pojedine parametre farmakokinetike kao §to su Cmax i Tmax. Cmax oznafava maksimalnu
koncentraciju u krvi, dok je Tmax vrijeme za koje je ta maksimalna koncentracija dostignuta (Pacific
Biolabs, 2019).

Pretklinicke studije ukljucuju, dakle, istraZivanje sigurnosti i u€inkovitosti lijeka na pokusnim
zivotinjama. Toksikoloska ispitivanja vazan su korak u istrazivanju sigurnosti. Toksi¢nost pripravka
odreduje se ispitivanjem akutne, subakutne i kroni¢ne toksi¢nosti, kao i djelovanje pripravka na
reproduktivne sposobnosti, spolne organe, razvoj ploda (teratotoksi¢nost), nasljedna obiljezja
(mutageni efekt) i na nastajanje tumorskih promjena (karcinogenost).Akutna toksi¢nost izrazava se
srednjom smrtonosnom dozom (LDsg). Srednja smrtonosna doza oznacava dozu pripravka koja ubija
50% ispitivanih zivotinja. Ova ispitivanja najcesce se koriste na dvije vrste Zivotinja i koriStenjem dva
nacina primjene lijeka. Dobivena doza LDsg usporeduje se s dozom primjene pripravka i zakljucuje se

koliko je pripravak siguran, §to je veca razlika izmedu doza lijek je sigurniji. Subakutna toksi¢nost se



istrazuje u trajanju od 28 dana do 6 mjeseci tako da se ispituje na dvije vrste zivotinja i koriStenjem tri
doze, dok se kroni¢na toksi¢nost ispituje jednu do dvije godine. Za vrijeme ovih ispitivanja prate se

biokemijski parametri, kao i patoanatomske i patohistologke promjene (CUPIC i sur., 2014).

Vazno je napomenuti da se pri planiranju i provodenju pokusa na zivotinjama potrebno pridrzavati
»3R* pravila, jednog od temeljnih nacela u suvremenim biomedicinskim pokusima, kojeg po prvi puta
spominju William Russell i Rex Burch 1959. godine u knjizi The principles of Human Experimental
Technique (ZUZUL i sur. 2016 ). Pravilo 3R oznatava Replacement — zamjenu, Reduction —
smanjivanje i Refinement — poboljsanje, kojim se nastoji svesti broj Zivotinja u pokusu na minimum i
pritom paziti na njihovu dobrobit.Ukoliko je potencijalni lijek zadovoljio sve postupke pretklinickih

studija, prelazi se u klinicke studije.

3.2. Klini¢ka faza

Klini¢ka faza razvoja lijeka podrazumijeva testiranje sigurnosti i uc¢inkovitosti potencijalnog
lijeka na ljudima ili ciljnoj vrsti Zivotinja. Naravno, prethodno se, u pretklinickim istrazivanjima mora

dokazati da je potencijalni lijek siguran za primjenu (FRANCETIC i VITEZIC, 2007)..

Klinicka faza dijeli se u tri podfaze. Prva faza klinickih ispitivanja provodi se na zdravim
ispitanicima (izuzetak su lijekovi koji bi nastetili zdravim ispitanicama, npr. citostatici) koji se
dobrovoljno javljaju na ispitivanje. Broj ispitanika vrlo je mali na pocéetku (nekoliko desetaka). U ovoj
fazi istrazuje se farmakokinetika, koji su ¢inci lijeka na organizam i sigurna doza koja bi se mogla
upotrijebiti pri nekoj indikaciji. Ova faza Cesto je otvorena, $to znaci se zna da se daje lijek koji se
ispituje. Druga faza klinic¢kih ispitivanja uklju¢uje bolesne ispitanike kojima je cilj ustanoviti ,,proof of
concept®, tj. djeluje li lijek za neku indikaciju i kojim mehanizmom. Druga faza ukljucuje 100-250
ispitanika i odgovara na pitanje u kojoj dozi je lijek zapravo djelotvoran. Ova faza ukljucuje i
istraZivanje nuspojava. Treca faza pocinje nakon uspje$no provedene prve dvije te odgovara na pitanje
je li lijek zaista siguran i u¢inkovit te uzima u obzir dugotrajniji period moguce pojave nuspojava. U
ovoj fazi sudjeluje 1000-5000 pomno odabranih ispitanika. Nakon ove faze podnosi se zahtjev za
registraciju lijeka. Ukoliko se odobri registracija, odnosno zahtjev za odobrenjem pustanja u promet,
lijek se moze staviti na trziSte. Nakon toga slijedi faza farmakovigilancije, odnosno pracenje sigurnosti
primjene lijeka, a to podrazumjeva dugotrajno istraZivanje prijavljenih nuspojava lijeka (FRANCETIC
i VITEZIC, 2007)..



4) Proces istrazivanja i razvoj antimikrobnih pripravaka prirodnog
porijekla

4.1. Odabir biljaka

Pripravci prirodnog porijekla istrazuju se zbog mnogobrojnih ucinaka, poput protuupalneh,
antimikrobneh, antiparazitske, antidijabeti¢ke i antikancerogene ucinke (RIAZ A., 2018). Cetiri su
standardna nacina pronalaZenja biljaka zanimljivih s aspekta antimikrobnog djelovanja: slucajan
odabir biljaka koje se potom kemijski testiraju, slu¢ajan odabir biljaka koje se potom testiraju prema
antimikrobnom djelovanju, pra¢enje antimikrobne djelatnosti i izvjeStaja o takvom djelovanju neke
biljke kroz vrijeme i pracenje tradicionalne primjene biljaka protiv odredenih zaraznih bolesti
(FABRICANT I FARNSWORTH, 2001).

Prvi pristup koji se temelji na kemijskoj analizi ¢esto se provodi u zemljama u razvoju jer ne
zahtjeva velika financijska sredstva i testovi su jednostavni za izvedbu. TraZe se sekundarni metaboliti
neke biljke koja pokazuje antimikrobnu aktivnost npr. alkaloidi, izotiocijanati itd. Mana ovakvog

pristupa je manja specificnost testa, tj. pronalazak veceg broja lazno pozitivnih rezultata.

U drugom pristupu gdje se biljke skupljaju i potom se istrazuje njihova antimikrobna aktivnost
uzimaju se svi dijelovi biljke neovisno o prijasnjem znanju i iskustvu o djelovanju neke biljke. Takve
se biljke potom testiraju na razli¢itim patogenima. Mane ovakvog nacina odabira biljaka su skupoca i
intenzivan i mukotrpan rad. Takoder, rezultati ovakvog testa uvelike ovise o panelu patogena koji neki

laboratorij posjeduje kao i o kriterijima koje postave oko razine aktivnosti.

Treca metoda iskoriStava velik broj istrazivanja i izvjeS¢a o djelovanju neke biljke. Ova
metoda moZe imati svoje poteskoce u pronalazenju odredenih biljaka posto neka istrazivanja mogu
dati kontradiktorne rezultate jer nisu pratili istu metodologiju, stoga ih je potrebno uzimati s dozom

sumnje.

Cetvrta metoda koristi etnomedicinske informacije bile one prenijete usmenim ili pisanim
putem. Informacije iz organiziranih tradicionalnih medicinskih sustava (Ayurveda, Unani, Kampo,
tradicionalna kineska medicina) mogu biti prikupljene iz mnogih izvora kao §to su knjige, herbariji,
pregledni ¢lanci (istrazuju medicinske biljke odredene regije), terenskim radom i raCunalnim bazama

podataka npr. NAPRALERT | USDA-Duke (PAUL i sur., 2006).

Dakle, koja se god metoda odabere potrebno je prikupiti podatke o biljkama, identificirati i

prikupiti biljke te njene dijelove, odrediti kemijski sastav biljaka pomocu plinske kromatografije-



masene spektrometrije, prikupiti podatke o farmakoloskom djelovanju pojedinih sastojaka i krenuti u

istraZivanje djelovanja prirodne supstance ili ekstrakta (CHAVEERACH i sur. 2017).

4.2. Priprema i ekstrakcija biljaka

Brojnim istrazivanjima dokazano je da osnovu ljekovitosti neke biljke, a posebice njihove
antimikrobne ucinkovitosti, odreduju kemijska struktura glikozida, flavonoida, saponina, tanina te
eteri¢nih ulja, ukljucujuéi njihove brojne sastavnice (terpeni, geraniol, terpenoidi, timol, karvakrol,

fenolpropani, eugenol, cimaldehid, vanilin, ketoni, alicin, izocijanati i drugi) (PEPELINJAK, 2018).

Sastav bilja moze se podijeliti u dvije skupine. Prva obuhvaca sastojke primarnog
metabolizma neke biljke kao §to su proteini, ugljikohidrati i masti dok druga ukljuc¢uje sekundarne
metabolite kao $to su flavonoidi, alkaloidi, kinoni, tanini, kumarini itd. Veé¢ina sekundarnih metabolita
pruza biljkama zaStitu od mikroorganizama, insekata ili biljojeda. Kemijska struktura vecine
sekundarnih metabolita koji pokazuju antimikrobno djelovanje sastoji se od substituiranih fenolnih
prstenova koji sadrze —OH skupinu. Veéi broj —OH skupina predstavlja vec¢u toksi¢nost naspram
mikroorganizama. S druge strane kinoni su visoko reaktivni i u kombinaciji s pojedinim

aminokiselinama inaktiviraju proteine mikroorganizama (LAY i ROY, 2018).

Prvi korak u pripremi biljke za istrazivanje je ekstrakcija aktivnih sastojaka. Odredenim
postupcima se ekstrahiraju aktivne tvari s namjerom da se pritom §to manje izgube U OvOom procesu.
Biljni ekstrakti se pripremaju maceracijom ili filtracijom svjezeg zelenog bilja ili suSenog biljnog
materijala u vodi ili organskom otapalu. Za hidrofilne sastojke koriste se polarna otapala kao $§to su
metanol, etanol, etil — acetat. Za ekstrakciju lipofilnih sastojaka koriste se diklormetan ili mjeSavina
diklormetana i metanola u omjeru 1:1. Ponekad Ce se koristiti heksan za uklanjanje klorofila. Jos jedan
vazan ¢imbenik kod odabira otapala je i tradicionalni nacin pripreme lijeka u etnomedicini. Obzirom
da je Cesto koncentracija aktivnih tvari u biljkama vrlo mala, potrebno je koncentrirati ekstrakt,
uobicajeno evaporacijom u otapalu u vakuumu. Evaporacija se izvodi na niskim temperaturama kako
se ne bi unistili aktivni sastojci. S druge strane koncentriranje sastojaka dovodi do precipitacije koja
moze dovesti do losijih rezultata istrazivanja i bioloskih pokusa. Jedna od metoda koja se moze
koristiti za odvajanje sastojaka je i primjena razli¢itth pH vrijednosti kako bi se odvojili kiseli,
neutralni i bazi¢ni sastojci. Od mnogih shema ekstrakcije prihvaéena je ona predlozena od
MITSCHER i suradnika (1972) (slika 1) posto daje logican, jeftin, izvediv i uspjeSan pocetak. Nadalje,
ukoliko logistika dopusta moguce je primijeniti ,,primarno* frakcioniranje od ukupnog broja
ekstrakata kako bi se odvojili polarni od nepolarnih ili manje polarnih sastojaka (VANDEN BERGE i
VLIETINCK, 1991). Ovo omogucava bolju podjelu sastojaka na one koji imaju citotoksican ucinak od

onih koji imaju antimikrobni potencijal.



Nakon pravilnog postupanja sa sastojcima i ekstraktima prelazi se na sljedecu fazu, in vitro

testiranje.
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Slika 1. Shema ekstrakcije biljnog materijala

(Preuzeto s https://www.researchgate.net/figure/Standard-scheme-for-preparation-of-plant-extracts-for-
biological-screening-Mitscher_fig7_50927169)
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4.3. Odabir primjerenog testa

Tako postoji vise testova za otkrivanje antimikrobnog ué¢inka pojedinih prirodnih tvari, zlatnim
standardom smatra se in vitro testiranje na mikroorganizmima (PAUL i sur., 2006). Osim testiranja na
cijelim mikroorganizmima postoje i testovi na subcelularnoj razini gdje se testovi izvode na enzimima,
receptorima i genima. lako ovi testovi imaju svoje prednosti kao §to su brze i jeftinije testiranje,
jednostavna izvedba i manja koli¢ina opreme; smatra se kako su oni lo§ odabir pri pronalasku
takozvanih pogodaka (engl. ,.hit molecules®) odnosno nalaZzenje tvari koje pokazuju antimikrobno
djelovanje. Subcelularni testovi ¢esto pokazuju pogotke (engl. ,.hits*) kao djelotvorne, ali u daljnjoj
fazi takvi spojevi se Cesto pokazuju neuspjesnima. Prirodni spojevi ¢esto su kompleksnog sastava i
spojevi unutar njih mogu imati sinergisti¢no ili antagonisticko djelovanje koje se ne mora iskazati na
cijelom mikroorganizmu. Neki spojevi, iako djeluju na substani¢noj razini tako da inhibiraju neki
enzim, nece djelovati na cijeli mikroorganizam. Razlog tome je $to nece svi sastojci ili cijeli spoj proci
staniénu membranu i djelovati na uzroénika stoga bi uvijek prvi izbor i odabir testa trebao biti test
primijenjen na cijele mikroorganizme (bakterije, viruse, parazite, gljivice). Uz testove koji ¢e otkriti
djeluje li neki prirodni sastojak na mikroorganizme, potrebno je istraZiti i citotoksi¢ni u¢inak sastojak.

Odabir testa ovisiti ¢e i 0 uzro¢niku na kojeg se testira odredeni prirodni sastojak.

4.3.1. Odabir testa za bakterije i gljivice

Antimikrobna aktivnost prirodnih sastojaka i ekstrakata moze se gledati kroz rast
mikroorganizama u uzorcima u Kkojima su prirodni sastojci i mikroorganizmi u kontaktu.
Antibakterijski i antigljivicni testovi mogu se podijeliti na tri glavne grupe: difuzija, dilucija
(razrjedivanje) i bioautografija te Cetvrta nadolaze¢a metoda provodljivosti pomocu elektri¢ne struje
(PAUL i sur., 2006). Sve metode imaju svoje prednosti i mane, nacine i uvjete izvodenja te ¢e svaka

biti objasnjena.
4.3.1.1. Metode difuzije

4.3.1.1.1. Agar-disk difuzijska metoda

Agar-disk difuzijska metoda testiranja antimikrobne osjetljivosti razvijena je 1940. godine i
najée$¢e je primjenjivana metoda u klinickim mikrobioloskim laboratorijima pri izvodenju
antibiograma tj. testa za otkrivanje osjetljivosti i rezistencije bakterija na pojedine antibiotike. Ovom
metodom nije moguce provjeriti osjetljivost svih patogenih mikroorganizmama. Standardiziran je za
patogene kao $to su Streptococcus spp, Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae,

Neisseriagonorrhoeae i Neisseria meningitidis upotrebljavajuci specifiéne uvjete inkubacije, medija te
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kriterija za inhibicijsku zonu (MOUNYR i sur., 2016). Ova metoda vrlo je jednostavna za izvodenje,
jeftina je i brzo daje rezultat (18 — 24 sata nakon izolacije i identifikacije bakterija) te omogucuje
ispitivanje veceg broja antibiotika ili ekstrakata u isto vrijeme. lzvodi se pomoc¢u filter diskova (oko 6
mm promjera), hranjive podloge odgovarajuce debljine koja je inokulirana patogenom. Medij u kojem
raste patogen, temperatura, vrijeme inkubacije i koncentracija bakterija odreden je prema CLSI
standardima (MOUNYR i sur., 2016). Metoda se izvodi tako da se natopljeni diskovi odredene
koncentracije postavljaju na Cistu bakterijsku Kulturu te se mjeri promjer tj. veli¢ina zone inhibicije
(BUBONJA i sur. 2008). Agar difuzijska metoda daje kvalitativne rezultate i oznacava ispitani uzorak
kao osjetljiv, umjereno osjetljiv i rezistentan. Ova metoda odli¢an je prvi izbor u ispitivanju
osjetljivosti neke bakterije. Jednostavna je za izvedbu, nije skupa, mogucée je testirati velik broj
ekstrakata u relativno malo vrijeme te je relativno jednostavna za ocitavanje. Sve ove prednosti dovele
su do toga da se ova metoda vrlo Cesto koristi kao test probira antimikrobne aktivnosti biljnih
ekstrakata, esencijalnih ulja i drugih lijekova. Nedostaci ove metode su nemogucnost odredivanja
bakteriostatskog ili baktericidnog uéinka lijeka, nije pogodna za odredivanje MIK(minimalna
inhibitorna koncentracija). Minimalna inhibitorna koncentracija definirana je kao najniza
koncentracija antimikrobnog sredstva koja ¢e inhibirati vidljivi rast mikroorganizma nakon inkubacije

(M. ANDREWS J., 2001).

PredloZeni protokol za agar disk difuziju: u Petrijevu zdjelicu doda se 20 ml hranjive podloge
koja se ostavi na sobnoj temperaturi kako bi se osusila. Zatim se sterilnim priborom nacijepi bakterija
protiv koje se Zeli testirati antimikrobni pripravak i inkubira se pola sata na 37°C. Nakon pola sata
dodaju se diskovi (diskovi su promjera 6mm i natopljeni s 10ul pripremljenog uzorka). Petrijeva
zdjelica inkubira se preko no¢i na 37°C i idu¢i dan se oéituju zone inhibicije. Takoder ovaj protokol
moze biti promijenjen upotrebom TWEEN 80 (detergent koji se koristi za stvaranje emulzija ulje u
vodi, koristi se kako bi se pojacao rast bakterija). TWEEN 80 dodaje se ili u hranjivu podlogu (10ml
koncentracija 0,2%, 0,1% i 1%) ili dodatkom u uzorak prije dodavanja na diskove (u koncentracijama
0,5%, 1%, 2,4%, 5%). Treba napomenuti kako koncentracija TWEEN-a 80 moze utjecati na veli¢inu
zone inhibicije. (PATI i KURADE, 2004)
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Slika 2. Agar disk difuzija

Preuzeto s https://en.wikipedia.org/wiki/Disk_diffusion_test

4.3.1.1.2. Metoda odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije (E-test)

Jedna od metoda odredivanja MIK-a temelji se na kombinaciji difuzije i dilucije tj.
razrjedivanja. Test se izvodi tako da se postavi trakica s antibiotikom ili ekstraktom s rastu¢om
koncentracijom antimikrobnog pripravka na agar s prethodno nacijepljenim pretrazivanim patogenom.
MIK vrijednost se o€itava na krizanju trakice i elipse zone inhibicije. Ova metoda ima prednost jer
moze odrediti MIK vrijednost, ali ne primjenjuje se Cesto zbog toga Sto je relativno skupa, svaki

komercijalni test s trakicom kosta oko 15 — 20 kuna te nije pogodan za testiranje velikog broja

pripravaka (JORGENSEN i FERRARO, 2009).
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Slika 3. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije metodom difuzije

(Preuzeto s https://microbiologynotes.com/e-epsilometer-test-principle-purpose-
procedure-result-interpretation-with-precaution-advantages-and-disadvantages/)
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4.3.1.1.3. Metoda difuzije buSenjem rupica u agaru

Metoda difuzije buSenjem rupica u agaru vrlo je rasprostranjena metoda ispitivanja
antimikrobne osjetljivosti biljaka, biljnih ekstrakata i mikrobnih ekstrakata. Ova metoda se izvodi tako
$to se na prethodno pripremljeni agar nacijepi odredeni patogen te se izbuSe rupice u agaru promjera
6-8 mm pomocu sterilnog busaca rupa volumena 20-100 pl. U rupice se pomocu sterilne pipete Stavi
odredeni ekstrakt ili pripravak zeljene koncentracije (MOUNYR i sur., 2016). Prednosti metode su

jednostavna izvedba, brzina izvodenja i niska cijena (VALGAS i sur., 2007). Ova metoda takoder je

Slika 4. Metoda difuzije buSenjem rupica u agaru

(Preuzeto s https://www.researchgate.net/figure/Agar-well-diffusion-test-showing-inhibition-of-
Listeria-innocua-HPB-13-by-divergicin-M35_figl_24361856)

kvalitativna i nije predvidena za odredivanje MIK neke tvari.
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4.3.1.2. Tankoslojna kromatografija (TLC) — bioautografija

Godine 1946. Goodal i Levi kombinirali su papirnatu kromatografiju (PC) s bioautografijom
kako bi detektirali razli¢ite penicilinske pripravke. Poslije toga Fisher i Lautner uvode tankoslojnu
kromatografiju u ovo podru¢je (MOUNYR i sur., 2016). Biljni pripravci koji nisu topivi u vodi kao §to
su esencijalna ulja nemoguce je testirati metodama difuzije i dilucije, stoga je za takve pripravke
potrebno optimatizirati i reproducirati testove koji su pogodni za ovakva ulja (HORVATH i sur.,
2010). Rjesenje problema moglo bi se na¢i u tankoslojnoj kromatografiji u kombinaciji s
bioautografijom. To je ucinkovita i jeftina tehnika za istrazivanje biljnih spojeva kako bi se odredile
bioaktivne supstance te joj je prednost u tome §to se moze izvoditi i u skupim i softificiranim kao i u
manje opremljenim laboratorijima (DEWANJEE i sur., 2015). Tri metode bioautografije su opisane za
istraZivanje antimikrobne osjetljivosti prirodnih pripravaka: agar difuzija, direktna bioautografija,

tehnika prekrivanja agara.

4.3.1.2.1. Agar difuzija

Agar difuzija ili kontaktna bioautografija uklju¢uje difuziju antimikrobnog pripravka s
kromatograma na agar plo¢u nasadenu odgovaraju¢im mikroorganizmom. Ova metoda je najmanje
koristena tehnika od navedenih bioautografija (MARSTON A., 2011). Pripremljeni kromatogram s
ispituju¢om tvari poloZen je na nacijepljeni agar. Agar se nacijepi s odgovaraju¢im mikroorganizmom.
Nakon odgovarajuc¢eg vremena (kako bi se omogucila difuzija ispitujuée tvari) mi¢e se kromatogram s
agara. Agar se potom inkubira (16 — 24 sata). Osjetljivost mikroorganizma se ocituje kao zona
inhibicije na povrSini (DEWANJEE i sur., 2015). Nedostaci kontaktne bioautografije su poteSskoce u
postizanju potpunog kontakta izmedu agara i ploce te je glavni problem ove metode nepredvidiva
difuzija tj. nejednaka difuzija sastojaka biljaka, posebno onih netopivih u vodi (MARSTON A., 2011).

4.3.1.2.2. Direktna bioautografija

U direktnoj bioautografiji pripremi se TLC (engl. Thin Layer Chromatography) plo¢a (TLC ploca
je staklena, metalna ili plasti¢na ploca na koji je nanesen odredeni adsorbens (npr. silikagel), na koju
se potom nanese kap ispitivane tvari te se pomocu otapala na temelju razli¢itih fizikalno — kemijskih
svojstava komponente neke smjese razdvajaju na pojedine sastojke) s biljnim pripravkom gdje se su
razli¢ite komponente pripravka odvojile na kromatogramu. Potom se kromatogram naspreja ili namoci

suspenzijom mikroorganizma. Prema radu G. SCHMOURLO i suradnika (2004) dovoljno je
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upotrijebiti suspenziju koja sadrzi 10° CFU/mI za bakterije i gljivice. Potom se bioautogram inkubira
48 sati na 25°C u vlaznim uvjetima. Kako bi se reakcija o¢itovala koriste se tetrazolium soli koje se uz
enzim dehidrogenazu u prisutstvu mikroorganizama pretvaraju u formazan koji se intenzivno boji.
Kada se soli tetrazolium dodaju na bioautogram, on se ponovno inkubira 24 sata na 25°C ili 3 — 4 sata
na 37°C. Reakcija te potvrda antimikrobne aktivnosti ocituje se bijelim zonama inhibicije na
ljubicastom papiru (DEWANJEE i sur., 2015). Za uzgoj mikroorganizama koristi se mjesavina Muller
— Hintonog tekuceg agara i MH krutog agara u omjeru 90:10 (OKUSA i sur., 2010). Direktna
bioautografija koristi se za otkrivanje antimikrobne aktivnosti biljaka protiv gljivica iz rodova
Aspergillus, Penicillium i Cladosporium kao i protiv bakterija Bacillus subtilis, E. coli, S. aureus.

4.3.1.2.3. Tehnika prekrivanja agara

Tehnika prekrivanja agara kombinacija je direktne bioautografije i kontaktne bioautografije. Ona se
izvodi tako da se nacini suspenzija pretrazivane bakterije u odgovaraju¢em agaru te se njezno razmaze
po veé pripremljenoj TLC plo¢i. Plo¢a se zatim inkubira nekoliko sati u vlaznim uvjetima. Aktivni
sastojci difuzijom prelaze na mikroorganizme (MARSTON A., 2011). Poslije inkubacije i difuzije
potrebno je reakciju uciniti vidljivom, a to omoguéavaju soli tetrazoliuma koji se uz prisutstvo
dehidrogenaze pretvaraju u formazen ljubiCaste boje. Zona inhibicije oCituje se bijelom bojom na
ljubicastoj podlozi. Za Gram negativne bakterije moguce je upotrijebiti crveno obojanu bakteriju
Serracia marcescens. Na ovakvoj podlozi nakon inkubacije pojaviti ¢e se bijele ili zuckaste zone
inhibicije na crvenoj podlozi (DEWANJEE i sur., 2015). Ova tehnika moze se koristiti za otkrivanje
antimikrobne aktivnosti biljnih pripravaka protiv gljivice Candida albicans i bakterije B. subtilis
(RAHALISON i sur., 1991) te bakterija E. coli, S. aureus i Pseudomonas aeruginosa (SAXENA i
sur., 1995).

BIOAUTOGRAFIJA

TEHNIKA

KONTAKTNA DIREKTNA
BIOAUTOGRAFLIA PREKRIVANJA AGARA BIOAUTOGRAFIJA

AGAR &  TEKUCA PODLOGA 7

TLC PLOCA

Slika 5. Usporedba metoda tankoslojne kromatografije

(Preuzeto s https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012417223400011X)
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4.3.1.3. Metode dilucije

Metode dilucije najprikladnije su za odredivanje MIK vrijednosti posto one omogucuju
odredivanje koncentracije testiranog antimikroba, kako na tvrdoj podlozi (agar dilucija) tako i na
tekucoj podlozi (makrodilucija ili mikrodilucija). Nadalje, na obje podloge moguce je odredivati in
vitro MIK vrijednosti bakterija i gljivica (MOUNYR i sur., 2016). Test se moze izvoditi na tekucoj ili
¢vrstoj podlozi tako da se antibiotik serijski razrjeduje, inkorporira u bakteriolosku podlogu i zatim se
u nju (ili na nju) inokulira ispitivani soj bakterije. Nakon inkubacije od 18 do 24 sata na 35 °C — 37 °C
gleda se prisutnost zamucenja (bujona) ili porast kolonija (na cvrstoj) podlozi. Koncentracija
antibiotika, koja se nalazi u prvoj podlozi (u nizu), u kojoj nema porasta bakterija, naziva se
minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) i izrazava se mg/L ili ug/ml (SMILJA KALENIC i sur,
2013).

Za izvodenje testova dilucije mnogi laboratoriji diljem svijeta voditi ¢e se smjernicama
pruzenim od CLSI i EUCAST-a (MOUNYR i sur., 2016). Smjernice su prakti¢ne i sadrze uniformne
procedure testiranja koje se mogu provesti u veéini svjetskih laboratorija. Tako standardizirani postupci
ne garantiraju nuzno i klinicku vaznost omogucuju standardiziran pristup bioanalizi i procjenu

razlicitih rezultata klinickih ispitivanja (PFALLER i sur., 2004).

4.3.1.3.1. Izvodenje testova dilucije na tekucoj podlozi

Izvodenje dilucijske metode na tekucoj podlozi moze se podijeliti na mikrodiluciju i
makrodiluciju. Ove dvije metode jedne su od najosnovnijih testova za odredivanje osjetljivosti
mikroorganizama na antimikrobne pripravke. Postupak izvodenja testova ukljucuje pripremu
dvostrukih razrjedenja antimikrobnog sredstva ( npr. 1, 2 ,4, 8, 16, 32 pg/ml) u tekucoj podlozi u
epruvetama minimalnog volumena 2 ml (makrodilucija) ili u mikrotitracijskim jazicama
(mikrodilucija) (MOUNYR i sur., 2016). Nakon toga svaka epruveta ili jazica inokulira se ispitanim
mikroorganizmom koncentracije 5x10° CFU/mI te se svi sastojci testa mijeSaju. Potom se epruvete ili

jazice inkubiraju pod uvjetima koje zahtijeva testni mikroorganizam.

Mikrodilucijska metoda za odredivanje MIK vrijednosti podrazumijeva upotrebu
mikrotitracijskih jaZica, pri ¢emu ukupna zapremina u jazici ploce ne prelazi zapreminu od 500 pL
(WIEGAND i sur., 2008). Standardne mikrotitracijske ploce imaju zapremninu 12x8 jazica (ukupno
96) stoga se moze ispitivati 12 antimikrobnih pripravaka u 8 koncentracija ili 8 antimikrobnih
pripravaka u 12 koncentracija. Mikrotitracijske ploce mogu se proizvoditi u laboratoriju u kojem se
ispituje antimikrobna osjetljivost ili postoje komercijalne plo¢e koje u svojim jazicama imaju
dehidrirani antibiotik u odgovaraju¢im koncentracijama (LEDINA i sur, 2018).
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Rezultati kod makrodilucijske metode se ocituju na osnovi zamucenja bujona, a kod
mikrodilucijske metode na osnovu prisutstva ili odsustva sedimenta u mikrotitracijskoj jazici. Takoder

su razvijene metode spektorfotometrijskom odredivanja upotrebom tetrazolijskih soli.

Prednosti postupka mikrodilucije uklju¢uju moguénost upotrebe velikog broja pripremljenih
ploca te ekonomicnost reagensa i prostora do kojih dolazi uslijed minimalizacije testa. Dodatna
pomo¢ moze se naci u raunalnim izvjeStajima ako se koristi automatizirani ¢ita¢ ploca. Nadalje,
nekoliko kolorimetrijskih metoda je razvijeno temeljenih na upotrebi bojila kao §to su soli
Tetrazoiuma, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl), 2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT) i 2,3-bis{2
methoxy-4-nitro-5-[(sulfenylamino)carbonyl]-2H- tetrazolium-hydroxide}(XTT). Alamar plava boja
(rezasurin) takoder se moze Koristiti u svrhe detekcije (MOUNYR i sur., 2016). Glavni nedostatak

metode mikrodolucije je limitirani izbor lijekova dostupnih u standardnim komercijalnim panelima.

Prednost makrodilucijske metode je u tome $to je ona bila jedna od prvih razvijenih metoda za
otkrivanje osjetljivosti neke bakterije prema ispitivanim antibioticima. Danas se makrodilucijska
metoda rijetko upotrebljava zbog svojih mnogih mana. Glavni nedostaci makrodilukcijske metode su
naporna priprema antibiotskih otopina za svaki test koje osoblje mora samo pripremiti, moguénost
pogresaka u pripremi otopina antibiotika i relativno velika koli¢ina reagensa i prostora potrebnog za

svako ispitivanje (JORGENSEN i FERRARO, 2009).

Na MIK vrijednost utjecu koli¢ina bakterija, vrsta tekuce hranjive podloge, vrijeme inkubacije

i nacin pripreme inokuluma.

U istrazivanju koje su proveli GOMEZ-LOPEZ A. i suradnici 2005. godine na sojevima
Aspergillus spp. dobiveni rezultati sugeriraju kako nisu pronadene promjene u MIK vrijednosti s
hranjivom podlogom kojoj je dodano 2% glukoze naspram obi¢ne hranjive podloge (koristena je
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 podloga) nakon ¢ak 100h inkubacije, a MIK

vrijednosti nisu lazno povisene kada je koristen inokulum veli¢ine 10 CFU / ml.

Zapazen je znacajan utjecaj sufraktanta na rezultate MIK-a Aspergillusa. Vise MIK vrijednosti
dobiveni su kada su za koncentriranje inokuluma Koristene velike koncentracije TWEEN-a koji se
koristio kako bi se olaksala priprema spora Asprergillus spp . TWEEN 20 je neionski deterdzent koji
se Siroko koristi u biokemijskim primjenama. Koristi se kao emulgator za pripremu stabilnih emulzija

ulje-u-vodi.

U istom istrazivanju pokazalo se kako je inhibitorni u¢inak TWEEN-a bio dramati¢an za
itrakonazol i terbinafin i posebno znacajan za izolate A. terreus. Vrijeme inkubacije znacajno je
utjecalo na krajnje MIK vrijednosti. Zabiljezena je znacajna razlika izmedu 24 i 48 h, razlika koja se

moze objasniti ¢injenicom da je mnogim izolatima bilo potrebno 48 sati za postizanje rasta koji se
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mogao detektirati. Medutim, razlike izmedu ocitanja MIC vrijednosti tijekom 48 i 72 h bile su

minimalne za vecinu analiziranih antifungalnih lijekova.

Ako se u dilucijskoj metodi u bujonu, nakon inkubacije od 18 do 24 sata, podloge bez
vidljivog porasta bakterija subkultiviraju na ¢vrstu podlogu bez antibiotika, moze se odrediti i
minimalna baktericidna koncentracija (MBK), tj. ona najniza koncentracija antibiotika koja ubija
odredenu bakteriju, a izrazava se takoder u mg/L (SMILJA KALENIC i sur, 2013). Na isti na¢in moze
se odrediti i minimalna fungicidna koncentracija (MFK) koje zajedno mozemo nazvati minimalna
letalna koncentracija (MLK). Kod odredivanja MBK potrebno je odrediti koncentraciju antimikrobnog
pripravka koji uni$tava 99,9% (>3-log 10) inokuluma, dok je kod odredivanja MFK potrebno odrediti
koncentraciju antimikrobnog pripravka koji unistava 98-99,9% (>3-log10) inicijalnog inokuluma
(ARIKAN S.,2007).

Prijenos 1/10 ot. u
MH tekucu podlogu

1) Sterilna MH tekuca
-
3 2)
' 50 mikrolitara u svaku
jazicu
Kontrolne jazice
. N\~ bezlijeka
\.\‘

N

Priprema otopine

wodka 3) Prijenos 100

mikroljtara

n erijska razrijedenja

7 o l'.
} Inkubacija 18h l . 5)Razrijedenje 1/150

6) Inokulum, prijenos
50 mikrolitara u svaku \! Bakt. susp.
jazicu od 0,5 McFarlanda

Slika 6. Mikrodilucija

(Preuzeto s https://www.researchgate.net/figure/Broth-microdilution-for-antibacterial-testing-as-
recommended-by-CLSI-protocol_fig4d 285656686)
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4.3.1.3.2. Test dilucije na tvrdoj podlozi

Test agar dilucije ukljucuje pripremu razli¢itih koncentracija antimikrobnog pripravka na agar
podlozi. Test se izvodi tako da se pripreme padajuca dvostruka razrjedenja ispitivanog antimikrobnog
pripravka (npr. 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 itd.), pripremljene koncentracije pripravka mijesaju se s
agarom i stavljaju u Petrijeve zdjelice. Potom se na agar plo¢ama s dvostrukim razrjedenjima
antimikrobnog pripravka inokulira ispitivani mikroorganizam. Ovaj test prikladan je i za ispitivanje
osjetljivosti bakterija i gljivica. Prednost agar dilucije je u tome §to se moze istovremeno ispitivati
osjetljivost vrlo velikog broja mikroorganizama i1 to¢no odredivanje minimalnih inhibicijskih
koncentracija (MIK) kada se koristi puni raspon razrjedenja antimikrobnog sredstva. Takoder, moze se
upotrijebiti ukoliko se MIK vrijednost ne moze detektirati na tekucoj podlozi (kada spoj ili ekstrakt
zamaskira rast mikroorganizma svojim bojenjem). Metoda agar dilucije poznata je i kao zlatni
standard pri testiranju osjetljivosti na antimikrobne lijekove, medutim rijetko se izvodi zbog potrebne
velike koli¢ine radne snage. Ova tehnika zahtijeva opseznu obuku osoblja i moZe biti skuplja i
zahtjevnija prilikom testiranja mnogih organizama na veliki broj antimikrobnih pripravaka nego druge
metode ispitivanja (VARELA i sur., 2008).

Agar dilucija je u pozitivnoj korelaciji s E-testom (91,2 + 1,5% za gram-pozitivne bakterije i
92,5 £ 0,7% za gram-negativne bakterije) vjerojatno jer su MIK vrijednosti dobivene na tvrdoj podlozi
(BAKER i sur., 1991).

4.3.1.4. Time-Kkill test (Time-Kkill krivulja)

Time-kill testovi omogucuju procjenu brzine baktericidne aktivnosti u razli¢itim
koncentracijama antimikrobnog pripravka tijekom vremena. lako su ova ispitivanja dugotrajna i
naporna jer zahtijevaju 24 satnu inkubaciju, time-kill test moze usporediti kombinirano djelovanje
dvaju ili vise antimikrobnih pripravaka. Rezultati analize time-kill testa obi¢no su prikazani graficki,
prikazujuéi prezivjeli broj kolonija i koncentraciju testiranog antimikrobnog pripravka u odredenom
vremenu(0, 4, 8, 12 i 24 sata) (JENKINS i SCHUETZ, 2012).

Time-kill test najprikladniji je za odredivanje djeluje li neki antimikrobni pripravak tako §to
ubija (baktericidno ili fungicidno) ili tako Sto zaustavlja rast bakterija ili gljivica (bakteriostatski ili
fungistatski). Za bakterije ovaj test je standardiziran i opisan u dokumentu M26-A (CLSI). Test se
provodi u tekuéem mediju pomocu tri epruvete koje sadrze bakterijsku suspenziju koncentracije 5x10°
CFU / mL. Prva i druga epruveta sadrze ispitivani antimikrobni pripravak obi¢no u krajnjoj
koncentraciji od 0,25xMIK i 1xMIK, a tre¢a epruveta sluzi kao kontrola rasta. Inkubacija se vrsi u

pogodnim uvjetima kroz 24h. Potom se ra¢una postotak uginulih bakterija u prve dvije epruvete tako
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da Sto se usporeduje broj uginulih bakterija naspram trece epruvete koja je sluzila kao kontrola rasta.
Brojanje bakterija i izracun postotka uginulih radi se na PCA agaru (Plate Count Agar). Baktericidni
uc¢inak postize se postotkom smrtonosnosti od 90% za 6h, $to je ekvivalent smanjenju od 99,9% za
24h (MOUNYR i sur., 2016). Naposljetku izradom time-kill krivulje moguce je pomocu
farmakokinetickih i farmakodinamic¢kih modela odrediti prikladnu dozu antimikrobnog pripravka (in
silico) (MUELLER i sur., 2004).

4.3.1.5. Odabir mikroorganizama i hranjive podloge za izvodenje metoda

Izbor mikroorganizama koji ¢e sudjelovati u odredenoj metodi ovisi o cilju istrazivanja. U
prvotnom izvodenju testova kada se testira velik broj pripravaka pozeljno je upotrijebiti na antibiotik

ili antimikotike osjetljive mikroorganizme.

Test bi trebao sadrzavati predstavnike Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija. Pripravci
koji pokazu potencijal i aktivnost protiv Gram pozitivnih koka bilo bi poZeljno testirati na meticilin
rezistentnog Staphylococcus aureus (MRSA) i vankomicin rezistentnog enterokoka (VRE) (PAUL i
sur., 2006). Problem kod otpornosti mikroorganizama je i stvaranje biofilma. Biofilm je danas
definiran kao sesilna zajednica mikroorganizama cije su stanice ireverzibilno povezane sa supstratom i
medusobno, uklopljene u izvanstani¢ni matriks polisaharidnih polimera koji su same stvorile, a imaju
izmijenjen fenotip uslijed promijenjene brzine razmnozavanja i transkripcije gena koje ne uocavamo u
planktonskih organizama (VRANES i LESKOVAR, 2009). Stoga se u testovima preporuéuje
kori$tenje neke bakterije koja stvara biofilm (npr. Staphylococcus aureus ATCC6538).

Kao predstavnike dermatofita predlaze se koriStenje Trichophyton mentagrophytes i

Epidermophyton floccosum. Za oportunisti¢ke nitaste gljivice Aspergillus niger i Fusaruim solari.

Najcesée upotrebljavana hranjiva podloga za bakterije je Muller-Hinton (MH) agar ili tekuca
podloga. Uz nju moZe se koristiti jo§ i podloge kao $to su Tryptic soy agar (TSA) i Tryptic soy broth
(TSB). Za bakterije koje zahtijevaju posebne uvjete rasta koristiti ¢e se prikladne hranjive podloge s
dozom opreza. Npr. dodatkom ov¢je krvi u MH agar povecava se MIK vrijednost flavomicina s 0,12
na 256 mg/l (BUTAYE i sur., 2000).

MH podloga predstavlja standard i zadovoljava vecinu zahtjeva (moguce je usporediti razlicite
antimikrobne pripravke, dobra je za rast mnogih bakterija i sadrzi malen broj antagonista) za
obavljanje testova. Pri testiranju antimikrobne tvari na gljivicama koristi se Sabouraud agar (SAB)
(PAUL i sur., 2006).

4.3.2. Odabir testa za viruse
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Dokazivanje antivirusne aktivnosti ukljucuje antivirusnu efikasnost i stani¢nu toksic¢nost.
Virusi rastu na razli¢itim stani¢nim kulturama i gotovo je nemoguce dizajnirati jedinstveni antivirusni
test koji bi se mogao primijeniti na sve viruse. Dostupno je nekoliko metoda za otkrivanje virucidne ili
inhibicijske antivirusne aktivnosti. Istrazivanje moze biti usmjereno na citopatogeni u¢inak virusa,
stvaranje plakova ili proliferativni u¢inak na stani¢ne kulture. Test inhibicije citopatogenog ucinka,
CPE prikazuje morfoloSke promjene u stanicama uzrokovane citopatogenim virusom. Uobicajeni
primjeri citopatogenog uéinka ukljucuje zaokruzivanje zarazene stanice, fuziju sa susjednim stanicama
te nastanak sincicija i pojavu nuklearnih ili citoplazmatskih tijela. Ovo je najisplativiji i vremenski
najucéinkovitiji test, ali koristi se samo kod virusa s ovim ué¢inkom. Kod testa koji gleda redukciju
stvaranja plakova virusa, virus ima sposobnost stvaranja plakova zaraZenih stanica. Plakovi se
otkrivaju ili kao mrtve stanice detektirane stani¢nim mrljama ili kao podruc¢ja zarazenih stanica koja
mogu biti obojana posebnom bojom. Kod testa redukcije plaka gleda se smanjenje stvaranja takvih
podrucja nakon primjene testnog pripravka. Reprodukcija virusa moze se testirati detekcijom virusnih
produkata poput DNK, RNK ili polipeptida. Jedan od testova koji se ovdje moze koristiti je lan¢ana
reakcija polimeraze u stvarnom vremenu gdje ¢e se gledati smanjenje koli¢ine DNK ili RNK virusa
nakon primjene nekog pripravka. Treba napomenuti da se u antivirusnim testovima cesto istrazuju
aktivne tvari koje sprjecavaju adsorpciju mikroorganizma u stanicu domacina. Ova se aktivnost
zanemaruje u postupcima provjere antibakterijskih i gljiviénih tvari iako ima dokaza o antiadhezivnim
svojstvima antibakterijskih tvari. Preporucljivo bi bilo $to ¢esc¢e procijenjivati antimikrobne pripravke
biljnog porijekla na ovakvo djelovanje, osim na baktericidno i bakteriostatsko djelovanje (COWAN,
1999).

PredloZeni virusni paneli ukljuc¢uju Herpex simplex virus (HSV) i adenovirus kao predstavnike
DNK virusa i coxsackievirus kao predstavnika RNK virusa. Coxsackievirus predstavlja obitelj

Picornaviridae, koji ukljucuje rinoviruse i enterovirus (PAUL i sur., 2006).

Kljucni dio testiranja antivirusnih pripravaka je odredivanje indeksa selektivnosti (SI). Indeks
selektivnosti se odnosi na omjer maksimalne koncentracije lijeka izazivaju¢i 50% ili 90% inhibicije
rasta normalnih stanica (CCso, CCg) i minimalnu koncentraciju lijeka koja inhibira rast 50% ili 90%
virusa (ICso, 1Cqo). Stani¢na kultura koja se koristi u testu ovisiti ¢e 0 osobinama pretrazivanog virusa.
Najcesc¢e stani¢ne linije koje se koriste su VERO (stani¢na linija koja se dobiva iz epitelnih stanica
bubrega africkog zelenog majmuna) i MRC-5 (diploidna linija ljudske stani¢ne kulture sastavljena od

fibroblasta plu¢nog tkiva 14-tjednog pobacenog muskog ploda izdvojenih 1966. god.).
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4.3.3. Odabir testa za parazite

Paraziti su jednostani¢ni (protozoa) ili viSestani¢ni (helminti, artropodi) organizmi koji
prezivljavaju zive¢i unutar drugog, u pravilu veéeg organizma. Svi paraziti imaju specifi¢ne zivotne
cikluse. Parazitarne bolesti imaju veliki znacaj u zemljama u razvitku. Preko pola ljudske populacije
bolesti koje prevladavaju u tropskim i subtropskim krajevima (MONZOTE, 2014). Iako su se ulozili
veliki napori za razvitak cjepiva protiv parazitarnih bolesti, niti jedno cjepivo nije u¢inkovito u borbi
protiv parazitarnih invazija. Jedini nain suzbijanja parazitarnih invazija je nespecificna prevencija i
kemoterapeutici. Nedostatak kemoterapeutika je posljedica visoke cijene, razvitka rezistencije, lose

ucéinkovitosti postojecih sredstava i nedovoljna sigurnost primjene.

Pri proucavanju antimikrobnih pripravaka koji djeluju na parazite tesko je postaviti odredeni
test i upotrijebiti ga za veéi broj vrsta obzirom su paraziti vrsno specifi¢ni. Zbog svoje specifi¢nosti u
ovom radu prikazani su oni testovi za one parazite koji predstavljaju najveci rizik za ljudsko zdravlje
tj. javno zdravstvo. lako su testovi za parazite specificni potrebno je drzati se nekih pravila. Potrebno
je koristiti sojeve koji su osjetljivi na ve¢ poznate antihelmintike te klinicke sojeve upotrebljavati u
kasnijim stadijima istrazivanja. Tehnike ocCitanja rezultata mogu biti vrsno specifi¢ne, ali preporucljivo
je koristenje najjednostavnijih metoda. Tako ¢e jednostavno bojenje po Giemsi dati odli¢ne rezultate
za uzro¢nike malarije, liSmanijoze i ameri¢ke tripanosomijaze (Chagasove bolesti). Rezultati se

izrazavaju kao postotak redukcije broja parazita u usporedbi s kontrolom (PAUL i sur., 2006).

4.3.3.1. Leishmania spp.

Kod provodenja istrazivanja bitno je koristiti vrste osjetljive na ve¢ poznate medikamente. U
slucaju Leishmania spp. predlaze se koriStenje vrsta koje uzrokuju visceralni tip bolesti. Vrste koje
uzrokuju visceralni tip su L. donovani i L. infantum. Osim §to predstavljaju najvecu prijetnju ljuskom
zdravlju za ove vrste postoje referentni lijekovi s kojima je moguce usporediti rezultate istrazivanih
pripravaka. U istrazivanjima bi trebalo izbjegavati upotrebu promastigota (razvojni ciklus liSmanija

odvija se u fazi promastigota u vektoru i amastigota u domacinu).

Za pripremu uzorka koriste se slezene zarazenih sisavaca (npr. hréak), a za stani¢nu kulturu
koriste se miSji peritonealni makrofazi. Nakon pripreme uzorka stanice magrofaga prenesu se na
mikrotitracijske plo¢ice (uzima se 10* stanica po plo¢ici i 10° amastigota) te se inkubira 5 dana. Potom

se gleda postotak prezivljavanja amastigota pomo¢u metode bojanja po Giemsi (PAUL i sur., 2006).
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4.3.3.2. Trypanosoma spp.

Uzroc€nici iz roda Trypanosoma uzrokuju razne parazitarne bolesti. Dvije najznacajnije bolesti
su bolest spavanja i Chagasova bolest. Bolest spavanja uzrokuju dvije vrste Trypanosoma brucei
gambiense i Trypanosoma brucei rhodesiense i prenosi ju ce-ce muha. Za istrazivanje se uzima SOj
koji je za Covjeka nepatogen i osjetljiv na kemoterapeutike Trypanosome brucei. Uzima se krv
zarazenih Zivotinja u kojoj se nalaze tripomastigoti koji se uzgajaju na Hirumi 9 mediju (HMI) na
37°C u atmosferi 5% CO, (PAUL i sur., 2006). Test se provodi na plocici s 96 jazica gdje svaka sadrzi
10* parazita i ispitivani lijek. Nakon inkubacije od 4 dana rast parazita procijenjuje se dodatkom boja

rezasurina ili Alamar blue boje florometrijskim o¢itanjem.

Chagasova bolest ili americka tripanosomoza uzrokovana je s vrstom Trypanosoma cruzi kod
rizika od Sirenja u zajednicu moraju se poduzeti sve mjere biosigurnosti kod istrazivanja ovog
patogena u posebnim laboratorijima. U ispitivanjima uzima se Tulahuen soj T. cruzi koji je osjetljiv na
nifurtimox i uzgaja se na MRC-5 stani¢noj kulturi. Test se provodi na mikrotitracijskoj plo¢i s 96
jazice gdje svaka jazica sadrzi 3x10° MRC-5 stanica i 3x10* parazita. Nakon inkubacije rezultate je
moguce oéitati pomoc¢u Almar blue boje (PAUL i sur., 2006).

4.3.3.3. Plasmodium spp.

Kao 1 kod ostalih parazita bitno je uzeti soj koji je osjetljiv na ve¢ poznate kemoterapeutike i
jedan koji je rezistentan. Parazita je potrebno odrZavati u eksponencijalnoj fazi rasta u RPMI-1640
mediju s dodatkom 10% ljudskog seruma ili govedeg albumina i 4% ljudskih eritrocita. Uzgaja se na
37°C i u mikroaerofilnim uvjetima (7% COz, 2% Oz i 92% N2) (TRAGER | JENSEN, 1976).
Testiranje se provodi u mikrotitracijskim plo¢ama. Svaka jaZica sadrzi inokulum koji sadrzi parazite i
ispitivanu tvar koja se dodaje u dvostrukim razrjedenjima. Inokulum se priprema tako da se uzme krv
zdravih donora krvi. Krv se potom razrjeduje antikoagulansom (npr. citrat fostat dekstroza) kako bi se
dobio 2% hematokrit i parazitemija od 1% (CORBETT i sur., 2004). Poslije 72h inkubacije ploce se
mogu Cuvati na -20°C. Prije izvodenja testa 20pul suspenzije hemoliziranih parazita iz svake jazice se
prenesu na novu plocu uz dodatak 100ul Malstat reagensa i 10pl mjeSavine PES (fenazin ethnosulfat) i
NBT (Nitro Blue Tetrazolium Grade III) u omjeru 1/1 kako bi mogli ocitati promijenu broja
mikroorganizma. Ploce se zatim drze u mraku 2 h i promjena boje se o€ita spektrofotometrijski na 655

nm. Moze se koristiti i obi¢no bojanje po Giemsi (PAUL i sur., 2006).
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4.4. ToksikoloSka ispitivanja

Prednosti in vitro testova toksi¢nosti su niZa cijena u odnosu na in vivo testove, mogucnost
ponavljanja testa tj. standardizacija i brzina izvodenja te dobrobit eksperimentalnih Zivotinja. Takoder,
primjenom stani¢nih kultura u kratkom se vremenu moZze analizirati veliki broj tvari u razlicitim
koncentracijama. Nedostaci primjene su nepotpuna ili u potpunosti odsutna metaboli¢ka aktivnost
ispitivane tvari u stani¢nim sustavima, s obzirom da stanice ipak imaju izmijenjena svojstva u odnosu
na ishodne stanice, te moguénost reagiranja ispitivane tvari sa sastojcima medija (RADOJCIC

REDOVNIKOVIC i sur., 2016).

Test redukcije tetrazoliuma, redukcija rezasurina i aktivnost proteaze su testovi koji mjere
opc¢eniti metabolizam stanica ili enzimatsku aktivnost kao markeri stanica. Uz ove testove Cesto se

koriste i Kenacid Blue, tripansko modrilo i Neutral Red metoda.

4.4.1. Testovi redukcije tetrazoliuma

MTT ((3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolij bromid)) bio je medu prvim testovima
razvijenim za otkrivanje citotoksi¢nosti neke tvari na mikrotitracijskim plo¢ama. MTT otopina se
priprema u fizioloskoj otopini i dodaje se stani¢noj kulturi u koncentraciji od 0,2-0,5 mg/ml. Zive
stanice imaju moguénost redukcije MTT u vidljivi ljubicasto obojani formazin. Za otapanje stvorenih
kristala formazana koriste se Kiseli izopropanol, DMSO (dimetil sulfoksid), SDS (natrijev dodecil
sulfat) itd. Postotak mrtvih stanica odreduje se usporedbom apsorbancije tretiranih stanica i
netretiranih stanica. Nedavno razvijeni tetrazolijevi reagensi (MTS, XTT, WST) mogu se reducirati

zivim stanicama koje stvore formazan izravno topiv u mediju.

4.4.2. Redukcija rezasurina

Test redukcije rezasurina slican je onom kao i kod tetrazolijumskih reagensa. Rezasurin se
moze otopiti u fizioloskim puferima (otopina plave boje) i dodaje se izravno u stani¢nu kulturu.
Inkubacija traje jedan do Cetiri sata. Zive stanice reduciraju rezasurin u resorufin (ruzicast i
fluorescentan). Koli¢ina resorufina mjeri se fluorometrom. Prednost redukcije rezasurina je ta §to je
jeftin za izvodenje i osjetljiviji je od tetrazolijuma. Dok su nedostatci eventualno flouresciranje same

tvari koja se testira i njegov dodatni toksi¢ni u¢inak na stanice (RISS i sur., 2016).
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4.4.3. Test aktivnosti proteaze

Mjerenjem aktivnosti enzima proteaze moguce je odrediti je li stanica ziva ili mrtva. Nedavno
je razvijen stani¢no propustljivi fluorogeni supstrat proteaze (glicilfenilalanil-aminofluorokoumarin;
GF-AFC) za selektivno otkrivanje aktivnosti proteaze zivih stanica. GF-AFC supstrat moze penetrirati
zive stanice gdje citoplazmatske aminopeptidaze odstranjuju dio molekule tako da ostane saCuvan
aminoflourokumarin (AFC) koji potom fluorescira, a ja¢ina fluorescencije povezana je s koli¢inom
zivih stanica. Ukoliko je stanica mrtva nema citoplazmatske aminopeptidaze kako bi rascijepala
supstrat i stani¢na kultura manje fluorescira. Prednost ovog testa je relativna ne toksi¢nost, moguénost
dugotrajnog koriStenja i krace vrijeme inkubacije (30 min do 1 sat). Upravo obiljeZje netoksi¢nosti
¢ini ovaj supstrat pogodan za usporedbu s drugim testovima kako bi se istrazio mehanizam toksi¢nosti

(npr. upotreba uz adenozin trifosfat tj. ATP kao marker test) (RISS i sur., 2016).

4.4.4, ATP test

ATP je marker zivih stanica. Kod oStecenja integriteta membrane, stanice gube sposobnost
sinteze ATP-a, a endogene ATP-aze brzo iscrpljuju preostali ATP iz citoplazme. Za mjerenje koli¢ine
ATP-a koristi se luciferin. Spajanjem luciferina i ATP-a uz luciferazu kao katalizator reakcije nastaje
Luminiscentni signal doseZe stabilno stanje i stabilizira se u roku od 10 minuta nakon dodavanja
reagensa (luciferin). Prednosti testa su brzina izvodenja (nema inkubacije) te test moze prepoznati
mali broj stanica u jazici (10 stanica) $to ga ¢ini pogodnim za koriStenjem na plo¢ama malog formata.

(RISS i sur., 2016)

4,45, Ostali testovi

Kenacid blue boja koristi se kod istrazivanja citotoski¢nosti obzirom se boja veze za stani¢ne
proteine. Sto se vise boje veZe veéa je toksi¢nost nekog pripravka. Isti u¢inak dobije se primjenom
tripanskog modrila takoder ulazi u mrtve stanice i veze se na njih te sulfohodamin B koji se veze za

stanine proteine.

Neutral red metoda zasniva se na moguénosti stanice da pomocu lizosoma u sebe unese, u

vodi topivu, crvenu boju. Pripravei koji uniStavaju plazmu, lizosomalnu membranu ili ometaju
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normalan proces endocitoze smanjiti ¢e moguénost stanice da primi crvenu boju (PUTNAM i sur.,
2002).

Analizom laktatne dehidrogenaze (LDH) mjeri se integritet stanicne membrane koli¢ina

izlu¢enog LDH u medij koji je proporcionalna s oSte¢enjem stanica.

Iako je mnogo testova dostupno za odredivanje citotoksi¢nosti u istrazivanju antimikrobnih

pripravaka prirodnog porijekla predlaze se slijede¢i nacin odredivanja.

25



5) Primjeri antimikrobne aktivnosti prirodnih tvari

5.1. Prirodne tvari s antimikrobnom aktivnosc¢u

Péelinji vosak. Pcelinji vosak proizvod je pcéela radilica kojeg luce iz svojih voskovnih
zlijezda. Najcesce vrste péela koje se koriste u proizvodnji voska su azijska medonosna pcela (Apis
cerana) i europska medonosna péela(Apis mellifera). Vosak je topiv u vodi, hladnom alkoholu i
kloroformu. Vosak je mjesavina ugljikovodika, slobodnih masnih kiselina, estera masnih kiselina,
diestera i raznih stranih primjesa (propolis, pelud). To¢an sastav voska najvise ovisi o vrsti pcele i
okolisu u kojem se prikuplja. Njegova upotreba zabiljezena je u ranoj ljudskoj povijesti pa su ga tako
stari Egipcani koristili za lijeGenje Zuljeva, opekotina i rana; Grei za lijeCenje upale krajnika; Rimljani
za lijeCenje opekotina, rana, lomova. Posljednjih godina mnogo se istrazivao antimikrobni potencijal
voska. Dokazana je djelotvornost protiv gljivice Candidae albicans, gram pozitivnih bakterija
Staphilococcus aureus, Streptococcus epidermidis i Streptococcus pyogenes, gram negativnih
bakterija Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli (GHANEM, 2011). Takoder
pokazalo se kako vosak u kombinaciji s propolisom i maslinovim uljem pokazuje antimikrobnu
aktivnost prema gljivicama iz roda Malassezia (Malassezia furfur, Malassezia sympodialis,
Malassezia globular i Malassezia obtusa) (FRATINI i sur., 2016). lako se vosak pokazao kao
potencijalni antimikrobni pripravak potrebno ga je dodatno istrazivati samostalno kao i u kombinaciji
s ostalim pcelinjim proizvodima, potrebno je standardizirati test kojim bi se odredivala MIK. Treba
uzeti u obzir i upotrebu pesticida, antibiotika, raznih okolisnih oneciSéenja, akaricida u tehnologiji
proizvodnje pcelinjih proizvoda tj. u gospodarenju pcela te ih svesti na minimum kako ne bi nanijeli

Stetu zdravlju ljudi.

Propolis. Propolis je prirodna smolasta tvar koju skupljaju péele obilaze¢i razno cvijece.
Koriste ga kao gradevni materijal u kosnici i §titi koSnicu od bakterija i gljivica. U tradicionalnoj
medicini propolis se koristi viSe od tisu¢u godina. Propolis se razlikuje po geografskom podru¢ju u
kojem obitavaju pcele no opéenito sastav je 50% smola, 30% vosak, 10% esencijalna i aromati¢na
ulja, 5% peludi i 5% necisto¢a. Najvazniji spojevi u sastavu propolisa su flavonoidi (luteoin, kvercetin,
garbanzol, medikarpin itd.), potom slijede terpeonidi i fenolni spojevi (ZABAIOU i sur.,2017). Mnoga
istrazivanja potvrdila su ucinkovitost propolisa protiv bakterija, gljivica, protozoa i virusa.
Bakteriostatski mehanizam djelovanja bazira se na oSteCenju stani¢ne membrane ili nemogucénosti
sinteze nukleinskih kiselina. Antimikrobno djelovanje uvelike ovisi o vrsti propolisa, dozi i otapalu.
Dokazano je djelovanje protiv Candidae albicans, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Trypanosoma brucei, Leishmania donovani (SFORCIN, 2016; ORYAN i sur., 2018). Propolis osim
antimikrobnih svojstava ima i razne druge funkcije kao §to su protuupalna, antioksidativna,

hepatoprotektivna, antitumorska i citostatska te djeluje kao imunostimulans. Unato¢ mnogobrojnim
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u¢incima potrebno je standardizirati postupak ekstrakcije propolisa, utvrditi najbolji nacin primjene i

odrediti dozu i vrijeme trajanja lijeCenja (ORYAN i sur., 2018).

Zacini. Kako bi se smanjila upotreba raznih aditiva i konzervansa koji sprjeavaju rast
patogenih bakterija u prehrambenoj industriji, istraZzuje se antimikrobna aktivnost raznih zaéina.
Mnogi zaCini se u tradicionalnoj medicini, poput klin¢i¢a, origana, timijana, cimeta i kumina,
primjenjuju za lijeenje zaraznih bolesti te za sprjeCavanje rasta mikroorganizama koji uzrokuju

kvarenje hrane i alimentarne infekcije i intoksikacije.

Klin¢i¢ se Cesto koristi kao antiseptik kod periodontalnih bolesti i kao prirodni zac¢in u hrani.
Glavni metabolit zasluzan za njegovu antimikrobnu aktivnost je eugenol. Dokazano je kako djeluje in
vitro i in vivo na bakterije Staphylococcus aureus i Escherichia coli (NASSAN i sur., 2015). Takoder
dokazano je kako prah klin¢i¢a djeluje protiv Brochothrix thermosphacta, Lactobacillus rhamnosus i
Pseudomonas fluorescens (KUANG i sur., 2011 ). Smatra se kako klin¢i¢ djeluje tako $to uniStava
stani¢nu stjenku ili membranu, ima mogucnost pro¢i kroz membranu i potom inhibirati sintezu

proteina i DNK (LIU i sur., 2017).

Origano je visegodiS$nja zeljasta biljka iz porodice usnaca (Lamiaceae) koja se koristi kao
zacinsko bilje dugi niz godina. Glavni spojevi odgovorni za antimikrobnu aktivnost u sastavu origana
su karvakrol i timol. Oni spadaju u skupinu fenolnih spojeva. Djeluju na stani¢nu membranu jer imaju
lipofilna svojstva te tako uzrokuju oStecenje iste te remete promet tvari i iona (RODRIGUEZ-
GARCIA i sur., 2016). Kao i ostala eteri¢na ulja origano je pokazao bolje djelovanje na gram
pozitivne bakterije i gljivice nego na gram negativne bakterije. Neke od bakterija na koje djeluje su
Salmonella spp. (S. gallinarum, S. enteriditis, S. typhimurium), Stapylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans i Aspergillus niger (LIU i sur.,
2017).

Timijan (Thymus vulgaris) je trajna biljka iz porodice usnaca (Lamiaceae). Glavne
komponente ulja timijana su flavonoidi i fenolni spojevi od kojih su najzastupljeniji timol i cimene
(ASSIRI i sur., 2016). Mehanizam djelovanja sli¢an je kao i kod origana jer aktivni sastojak timol
djeluje tako $to remeti funkciju stani¢ne membrane i tako onemogucava transport tvari. U raznim
istraZivanjima pokazalo se kako timijan tj. njegova ulja djeluju protiv Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Mycobacterium
smegmatis i gljivica Candida albicans i Candida vaginalis. Takoder pokazalo se kako su vrste

timijana T. vulgaris i T. serpyllum najdjelotvornije (LIU i sur., 2017).

Cimet (Cinnamomum zeylanicum) je tropsko drvo koje pripada porodici lovorovki
(Lauraceae). Cinamaldehid, cinnamil acetat i cinamilni alkohol su tri glavne komponente cimeta.

Komponente inhibiraju sintezu stani¢ne membrane i inhibira funkciju membrane. Istrazivanja su
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pokazala kako je esencijalno ulje cimeta djelotvornije od ekstrakta cimeta (GUPTA i sur., 2008).
Cimet djeluje protiv Bacillus cereus, Penicillium spp., Escherichia coli. Pokazalo se kako moze
djelovati i protiv meticilin rezistentnog stafilokoka te stvaranja biofilma iste bakterije (CUI i sur.,
2016).

Kumin (Cuminum cyminum) je biljka iz porodice Stitarki (Apiaceae) koji se upotrebljava kao
za¢in, u Indiji se sjemnke kumina Koriste kao antiseptik i dezificijens. Cuminaldehid, cimen i
terpenoidi glavne su komponente s antimikrobnom aktivno$¢u. Pokazalo se kako esencijalna ulje
kumina djeluje protiv E. coli, S. aureus i S. faecalis, dok su bakterije P. aeruginosa i K. pneumoniae
rezistentne (ALLAHGHADRI i sur., 2010) . Takoder djeluje protiv mnogih gljivica koje uzrokuju
trovanje hranom (A. fumigatus, A. niger, P. citrinum) (KEDIA i sur., 2014). Kao i ostali za¢ini smatra

se kako aktivne komponente kumina djeluju na stani¢nu membranu bakterija i gljivica.

5.2. Sekundarni metaboliti s antimikrobnom aktivno$¢u

Fenoli i fenolne Kiseline. Mnoge fitokemikalije u sebi sadrze jednostavni fenolni prsten.
Jedna od najpoznatijih je kafeinska kiselina koju sadrze biljke estragona (Artemisia dracunculus) i
timijana (Thymus vulgaris) te je pokazala djelovanje na mnogobrojne bakterije, viruse i gljivice.
Mehanizam toksi¢nosti fenola prema mikroorganizmima leZi u njihovoj mogucnosti oksidacije drugih

spojeva (COWAN M.M.,1999).

Kinoni. Kinoni su organski spojevi s aromatskom bazom kao $to su benzen, naftalen i atracen.
Kinoni su ubikvitarni spojevi. MoZe ih se naci u obliku vitamina K, koenzima Q, takoder nalaze se u
vocu te uzrokuju smede obojenje vocke nakon nekog oStecenja, sudjeluju u stani¢nom disanju,
fotosintezi te mnogim drugim procesima. Kinoni se mogu vezati za aminokiseline te uzrokuju
oSte¢enje funkcije aminokiselina i proteina. Zbog tog svojstva imaju veliki antimikrobni potencijal
posto se mogu vezati za peptide stani¢ne membrane i razne enzime. Kinoni, a naro¢ito naftokinoni,
dobro su poznati po protubakterijskim, protugljivicnim i protutumorskim aktivnostima. Jo$ jedna
skupina, antrokinoni imaju Sirok spektar antimikrobnog djelovanja (djeluje i na mikobakterije)
(TAMOKOU i sur.,2017). KAZMI i suradnici (1994) dokazali su bakteriostatsko djelovanje
antrokinona, iz biljke bezbojne kane (Senna italica), prema bakterijama Bacillus anthracis,
Corynebacterium pseudodiphthericum i P. aeruginosa te baktericidno djelovanje prema bakteriji

Pseudomonas pseudomallei.

Terpeni. Terpeni su nezasi¢eni ugljikovodici ugodna mirisa. Opéa formula im je CioHis |
pojavljuju se u obliku monoterpena (Cs), diterpena (Cx), triterpena (Cso), seskviterpena (Cis) itd.

Ukoliko u svojoj strukturi imaju dodatne elemente, obicno Kisik, nazivaju se terpenoidi (TAMOKOU i
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sur.,2017). U mnogim istrazivanjima dokazano je kako terpeni i terpenoidi djeluju protiv bakterija,
gljivica, virusa i protozoa. Mehanizam djelovanja im nije u potpunosti objasnjen, ali pretpostavlja se
kako ukljucuje prekid kontinuiteta membrane lipolitickim djelovanjem. Frakcija topiva u etanolu,
ljubicaste prerijske djeteline (Dalea purpurea), daje terpenoid nazvan petalostemumol, koji je pokazao
aktivnost protiv B. subtilis, S. aureus, C. albicans i manju aktivnost protiv Gram negativnih bakterija.
Najznacajniji predstavnik terpena je artemisin koji se koristi kao lijek protiv malarije (COWAN,1999).

Tanini. Tanini spadaju u grupu polimernih fenolnih supstanci koji imaju adstrigena svojstva.
Oni su topivi u vodi, alkoholu i acetonu te imaju moguénost precipitiranja proteina. Dijele se u dvije
skupine: derivate flavanola (kondenzirani tanini) i hidroliziraju¢e tanine (galotanini), koji su mnogo
znacajnija grupa. Djeluju tako S§to precipitiraju proteine stani¢éne membrane bakterija te tako smanjuju
permeabilnost same membrane (MUJEZINOVIC i sur., 2018). Tanini u biljkama inhibiraju rast
insekata i smanjuju rad probavnih organa u prezivaca. Na bakterije djeluju bakteriostatski. Pokazali su

se djelotvorni protiv protozoa, gljivica, insekata, helminta i virusa.

Kumarini. Kumarini su fenolne tvari koje se sastoje od benzena i a-pironskog prstena.
Kumarini pokazuju mnstvo bioloskih aktivnosti, uklju¢ujuéi antikoagulacijsku, estrogenu, dermalno
fotosenzitiraju¢u, antimikrobnu, vazodilatacijsku, moluskicidnu (ubijanje mekusaca), djeluju kao
antihelmintici u Zivim organizmima, sedativi i hipnotici, a pokazuju i analgetsko i hipotermicko
djelovanje (MOLNAR 1 CACIC, 2011). Najpoznatiji predstavnik je varfarin koji se koristi kao
antikoagulans u medicini te kao rodenticid u proizvodima za uklanjanje Stetnih glodavaca. Pokazalo se
kako kumarini djeluju na C. albicans, kako moze sprijeéiti recidive prehlade u osoba zarazenih HSV-1
(Herpes simplex virus) preko stimulacije makrofaga, skopoletin koji djeluje protiv uzro¢nika

tuberkuloze. Neki derivati kumarina kao $to je fitoaleksin djeluju protugljivi¢no.

Flavonoidi. Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva koje sintetiziraju razne biljke kao
odgovor na razne infekcije uzrokovane mikroorganizmima, pa ne cudi §to su pokazali svoj in vitro
antimikrobni potencijal. Mehanizam njihovog djelovanja slican je djelovanju kinona. Mijenjaju
strukturu proteina (vezu se za stani¢nu membranu, mijenjaju oblik transportnih proteina, razliitih
stani¢nih enzima). Najznacajniji pripadnik ove skupine je katekin koji je pokazao in vitro
antimikrobno djelovanje protiv Vibrio cholerae, Streptococcus mutans,Shigella spp i mnogih drugih
bakterija. Od virusa djeluju inhibitorno na virus HIV-a, respiratornog sincicijskog virusa (RCV) i
HSV-1. Takoder, ukoliko se primjenjuju topikalno mogu sprijeciti shitosomijazu (izoflavon)
(COWAN,1999). Osim svojeg antimikrobnog djelovanja, flavonoidi djeluju i antioksidativno,
protuupalno, protumutageno i protutumorski te su pokazali efikasnost u lije¢enju Alzheimerove bolesti
i atheroskleroze (PANCHE i sur., 2016). Predstavnici s najve¢im potencijalom su kvarcetin, naringin,

hesperetin i katekin.
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Alkaloidi. Alkaloidi su prirodni spojevi s dusikom luznatih svojstva. Najpoznatiji alkaloid je
morfij. Alkaloidi izolirani iz biljne porodice Zabnjakovki (Ranunculaceae) pokazali su antimikrobno
djelovanje na razne mikroorganizme. Solamargine, alkaloid izoliran iz bobica biljke Solanum
khasianum, moze biti koristan kod pacijenata s HIV-om i sprjeCavanju gastrointestinalnih infekcija
osoba oboljelih od AIDS-a. Jos jedan bitan predstavnik alkaloida je i berberin koji djeluje protiv
Trypanosom spp. i Plasmodium spp. te protiv gljiva (ZORIC i sur., 2017) Djeluju tako $to se umecu u
stani¢nu stjenku i DNK (TAMOKOU i sur.,2017).

Antimikrobni peptidi. Antimikrobni peptidi (AMP), zvani peptidi obrane, su male molekule
sa Sirokim spektrom antimikrobnog djelovanja protiv bakterija, virusa, gljivica. Uz to djeluju i
citostati¢ki prema stanicama tumora, protuupalno i kao imunomodulatori. AMP predstavljaju davni
oblik obrane domacina od raznih infekcija, takoder znacajni su u evoluciji jednostavnih oblika Zivota u
mnogostani¢ne oblike (KANG i sur., 2017). U svojoj strukturi AMP imaju razli¢ite kombinacije
aminokiselina, ali glavna znacajka im je da su pozitivno nabijeni te ih privlaci negativno nabijena
stanicna membrana raznih mikroorganizama. Druga vazna znacajka AMP-a je hidrofobnost §to im
omogucava prodiranje u stanicu i uniStavanje same membrane, kao i ometanje sinteze DNK i
unutarstani¢nih proteina te samog metabolizma stanice (AOKI i UEDA, 2013). Postoje humani,
prirodni te sintetizirani AMP. Primjeri prirodnih AMP su nadeni u kozZi vodozemaca, najc¢es¢e zaba.
Kod vodozemaca imaju ulogu sprjecavanja koznih infekcija i mehanickih, elektri¢nih ili kemijskih
oSte¢enja. Upotreba u ljudi im je ograniCena zbog visoke hemotoksi¢nosti. Magainin predstavlja
tipicni AMP izoliran iz vodozemaca. Njegov analog Pexiganan odobreni je topikalni lijek za lijeCenje
infekcija koje su posljedica dijabetesa te se pokazao kao dobar lijek kod dekubirusnih rana, ulcera,
Kirurskih rana. (KANG i sur., 2017) Kod biljaka su izolirane dvije vrste AMP-a, to su thionini i
defensini. U in vivo istraZivanjima thionin se pokazao aktivan na bakterije i gljivice (COWAN,1999;
JENSSEN i sur, 2006). lako su se AMP-ovi pokazali kao dobri antimikrobni pripravci esto su
toksi¢ni za ljudski organizam (hemoliticki uc¢inak), pokazuju presiroko djelovanje §to moze poremetiti
biolo§ku mikrofloru organizma, mogu biti deaktivirani visokim postotkom soli, skupa im je
proizvodnja te se brzo metaboliziraju u organizmu, stoga ih je potrebno dodatno klini¢ki istrazivati i
poboljsati im farmakokinetiku (AOKI i UEDA, 2013).
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6) Zaklju¢ak

Antimikrobna rezistencija je sposobnost nekog mikroorganizma da razvije otpornost prema
antimikrobnim lijekovima koji su do tada bili uspje$ni u lijeCenju infekcija uzrokovanih tim
mikroorganizmima. Antimikrobna rezistencija se razvila u tolikoj mjeri zbog pretjerane i neracionalne
upotrebe antimikrobnih pripravaka, naroéito antibiotika. Posljedica toga je sve veci broj
multirezistetnih mikroorganizama koji uzrokuju smrt ljudi i zivotinja. Stoga se razvila potreba razvitka
novih, u¢inkovitijih antimikrobnih tvari. Veliki potencijal prirodnih pripravaka u lijecenju covjek je
koristio od svojih ranih pocetaka pa sve do danas. Buduci da je velik broj tvari prirodnog porijekla te
njihovi produkti pokazuju antimikrobnu sposobnost potrebno je osigurati standardizirane protokole
istrazivanja takvih tvari kako bi se $to vjerodostojnije odredila njihova u¢inkovitost. U ovome radu su
prikazane metode koje se koriste u in vitro istrazivanjima antimikrobne ucinkovitosti. Neke od tih

metoda je bolje koristiti za prirodne pripravke od drugih.

U fazi otkrivanja prirodnih pripravaka potrebno je istraZiti povijesnu upotrebu istih kroz razne
baze podataka. Potom je potrebno prikupiti biljku, identificirati ju, pravilno skladistiti i pravilno
pripremiti za daljnje istrazivanje. Kod odabira mikroorganizama treba koristiti standardizirane sojeve
koji su osjetljivi na poznate antibiotike i koji se koriste u svakodnevnoj upotrebi kao §to su ATCC
(engl. American Type Culture Collection). Kod svih navedenih metoda potrebno je koristiti Citave
mikroorganizme. Uz ispitivanje antimikrobne osjetljivosti pojedinog pripravka potrebno je pararelno
istraziti Stetnost prema stanicama odredenim testovima citotoksi¢nosti. Kako bi se iskljucilo previse
lazno pozitivnih rezultata potrebno je uzeti granicu za IKsp manju 0d100 pl/ml za mjeSavine i IKsg
manji od 25 pg/ml za Ciste tvari. Kod svakog istrazivanja potrebno je koristiti i kontrolne testove s
barem jednim pripravkom koji djeluje na pretrazivani mikroorganizam i jednim pripravkom s
negativnom kontrolom. Ukoliko neka tvar pokaze antimikrobno djelovanje na odredene
mikroorganizme u in vitro uvjetima neizbjezno je i istrazivanje na zivotinjskim modelima. Klinicka
ispitivanja prirodnih antimikrobnih pripravaka provode se rigorozno kao za sve ostale lijekove.
Prirodni pripravci imaju veliki potencijal u borbi protiv raznih zaraznih bolesti stoga je opravdano
ulaganje u njihov razvoj i istrazivanje. Naravno, kao kod svakog istrazivanja, pritom je potrebno drzati
se propisanih, standardnih protokola i preporuka. Usprkos brojnim izazovima prirodni pripravci imaju

1 imati ¢e vaznu ulogu u borbi protiv antimikrobne rezistencije i ouvanju zdravlja ljudi i zivotinja.
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8) Sazetak

Kako istrazivati antimikrobnu ucinkovitost tvari prirodnog porijekla

Zarazne bolesti uzrokovane bakterijama, gljivama, virusima i parazitima predstavljaju
opasnost za javno zdravlje. lako postoje brojni antimikrobni lijekovi, danas je potraga za novim
supstancama s antimikrobnim djelovanjem sve intenzivnija posebice s obzirom na razvoj rezistentnih
sojeva, te zbog nedostupnosti lijekova u siromasnim zemljama. Naime, bioloska raznolikosti i
postojanje brojnih prirodnih produkata, koje nalazimo kao ¢iste tvari ili kao standardizirane ekstrakte,

su brojni §to daje veliku mogucnosti pronalaska adekvatnog lijeka.

Istrazivanje antimikrobnog djelovanja prirodnih pripravaka nuzno treba biti standardizirano
kao i samo dobivanje ekstrakata. U ovom se preglednom radu iznose preporuke za stvaranje okvira

istrazivanja antibakterijskih, antivirusnih, antiparazitskih i antivirusnih u¢inaka prirodnih pripravaka.
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9) Summary

How to test antimicrobial activity of natural products

Infectious diseases caused by bacteria, fungi, viruses and parasites pose a threat to public
health. Although there are numerous antimicrobials, the search for new antimicrobial substances is
increasingly intensified, especially with regard to the development of resistant strains and the
unavailability of drugs in poor countries. Biodiversity and the existence of numerous natural products,
which are found as pure substances or as standardized extracts, are numerous, which gives a great
opportunity to find an adequate drug. Research of the antimicrobal activity of natural substances needs
to be standardized as well as the extraction itself. With this review graduate thesis we give
recommendations for the research of antibacterial, antifungal, antiparasite and antivirus effect of

natural products.
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