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Sazetak

Diplomskog rada studenta Karla Elblingera, naslova

INHIBICIJA RASTA PATOGENIH BAKTERIJA EKSTRAKTIMA RUZMARINA |
ORIGANA

Patogeni mikroorganizmi predstavljaju ozbiljnu prijetnju zdravlju ljudi, Zivotinja i biljaka.
Stoga postoji i velik interes za kontrolu i inhibiciju njihova rasta. Jedna od mogucih
opcija je primjena ekstrakata razli€itih biljaka. U ovom radu koristeni su vodeni ekstrakti
ruzmarina i origana dobiveni ekstrakcijom uz visokonaponsko praznjenje, te je ispitano
njihovo inhibitorno djelovanje na razliCite sojeve fitopatogenih mikroorganizama,
patogena koji uzrokuju bolesti kod ljudi i prenose se hranom te na viSestruko
rezistentne patogene bakterije. Inhibitorni utjecaj ekstrakata je ispitan metodom difuzije
bunara u agaru i dvojnih kultura, te su odredene minimalna inhibitorna (MIK) i
minimalna baktericidna (MBK) koncentracija. Ekstrakt ruZmarina nije pokazao
inhibitorno djelovanje u odnosu na sve tretirane mikroorganizme, dok je ekstrakt
origana pokazao inhibitorno djelovanje na dva soja Staphylococcus aureus, SA 6 i
SA 7. MIK vrijednost ekstrakta origana za soj SA_6 iznosila je 12,5 %, dok je MBK
vrijednost iznosila 25 %. MIK i MBK vrijednosti za soj SA_7 iznosile su 12,5 %.

Kljuéne rije€i: vodeni ekstrakti ruzmarina (Salvia rosmarinus Spenn.) i origana
(Origanum vulgare L.), patogene bakterije i gljive, minimalna inhibitorna koncentracija
(MIK), minimalna baktericidna koncentracija (MBK)



Summary

Of the master’s thesis — student Karlo Elblinger, entitled

INHIBITION OF THE GROWTH OF PATHOGENIC BACTERIA BY ROSEMARY
AND OREGAN EXTRACTS

Pathogenic microorganisms pose a serious threat to human, animal and plant health.
Therefore, there is a great interest in controlling and inhibiting their growth. One of the
possible options is the application of extracts of different plants. In this work, aqueous
extracts of rosemary and oregano obtained by extraction with high-voltage discharge
were used, and their inhibitory effect on phytopatogenic microorganisms, pathogens
that cause diseases in humans and are transmitted through food, as well as on multi-
resistant bacteria, was estimated. The inhibitory effect of the extracts was tested using
the agar well diffusion as dual culture methoda, and the minimum inhibitory (MIC) and
minimum bactericidal (MBC) concentrations were determined. Rosemary extract did
not show an inhibitory effect on all treated microbes, while oregano extract showed an
inhibitory effect on two strains of Staphylococcus aureus bacteria, SA 6 and SA 7.
The MIC value of the oregano extract for strain SA_6 was 12.5%, while the MBC value
was 25%. MIC and MBC values for strain SA_7 were 12.5%.

Keywords: water extracts of rosemary (Salvia rosmarinus Spenn.) and oregano
(Origanum vulgare L.), pathogenic bacteria and fungi, minimum inhibitory
concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC)
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1. Uvod

Patogeni mikroorganizmi koji uzrokuju bolesti biljaka, ljudi i Zivotinja, znacajno
utjeCu na poljoprivrednu proizvodnju, zdravstveni sustav i gospodarstvo. Najveéu
zabrinutost izazivaju patogeni mikroorganizmi koji su viSestruko rezistentni na
antibiotike zbog otezane mogucnosti lijeCenja infekcija koje uzrokuju. Zbog toga je
potrebno pronaci ucinkovita sredstva kako bi se prevenirala pojavnost patogenih
mikroorganizama i kontorolirao njihov rast. Patogeni mikroorganizmi koriSteni u ovom
radu podijeljeni su u tri znaCajne skupine.

Prva skupina su biljni patogeni u koje spadaju Agrobacterium tumefaciens,
Pseudomonas syringae, Erwinia amylovora i Botrytis cinerea. Biljni patogeni
predstavljaju veliki problem za poljoprivrednu proizvodnju uzrokujuci velike gubitke i
prijetnja su sigurnosti hrane (Cerda i sur., 2017). Procjene pokazuju da godiSnji gubitci
svjetske biljne proizvodnje koji su uzrokovani biljnim patogenima iznose do 40 % Sto
godiSnje donosi gubitke vece od 220 milijardi dolara (FAO, 2022).

Druga znacajna skupina patogena su bakterije koje izazivaju bolesti kod ljudi, a
prenose se hranom. Patogeni koji spadaju u ovu skupinu su Pseudomonas
fluorescens, Salmonella enterica subsp. enterica, Listeria innocua, Staphylococcus
aureus i Enterococcus faecium. Do bolesti povezanih s hranom dolazi uslijed
konzumacije hrane koja sadrZi patogenu bakteriju ili kao posljedica konzumiranja
hrane koja sadrzi toksine koji su nastali kao posljedica kontaminacije hrane
bakterijama (Bintsis, 2017). U svijetu svaka deseta osoba oboli od bolesti koje se
povezuju s hranom §to godisnje uzrokuje do 420 000 smrtnih slu¢ajeva (Bintsis, 2017).
Procjenjuje se da se svega 20 % slucajeva bolesti povezanih s hranom moze povezati
s odredenim patogenom, a tih 20 % slu€ajeva gospodarstvo mogu kostati preko 15,5
milijardi dolara godi$nje (Hoffmann i sur., 2015).

U tre€u skupinu znacajnih patogena spadaju karbapenem rezistentne Klebsiella
pneumoniae i Acinetobacter baumannii koje su dio ESKAPE skupine mikroorganizama
(Pendleton i sur., 2013). Ova skupina patogena trenutno najviSe zabrinjava zbog
rezistencije na vise klasa antibiotika i otezanu moguénost lijecenja oboljelih pacijenata
(Tacconelli i sur., 2018).

Zbog velikog utjecaja ove tri skupine patogenih bakterija na poljoprivredu,
gospodarstvo i ljudsko zdravlje, postoji velik interes za pronalazenjem alternativnih
sredstava pomoc¢u kojih se moze inhibirati njihov rast. Kao ucinkovito sredstvo za
inhibiciju rasta patogenih mikroorganizama pokazali su se biljni ekstrakti. Medutim,
ucinkovitost biljnih ekstrakata ovisi o brojnim ¢imbenicima poput nacina ekstrakcije,
koriStenog otapala, vrsti biljinog materijala i vrsti samih testnih mikroorganizama. 1z tog
razloga u ovom radu su koristeni vodeni ekstrakti ruzmarina i origana kako bi se ispitalo



njihovo inhibitorno i letalno djelovanje na razliCite bakterije iz tri skupine znacajnih
patogenih mikroorganizama.



2. Hipoteza i ciljevi rada

2.1. Hipoteza

Vodeni ekstrakti ruzmarina (Salvia rosmarinus Spenn.) i origana (Origanum
vulgare L.) dobiveni ekstrakcijom uz visokonaponsko praznjenje pokazati ce
antimikrobna svojstva na rast patogenih bakterija Agrobacterium tumefaciens,
Pseudomonas syringae, Erwinia amylovora, Pseudomonas fluorescens, Salmonella
enterica subsp. enterica, Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecium, Acinetobacter baumanii i Klebsiella pneumoniae te plijesan Botrytis cinerea.
Utjecaj Ce ovisiti 0 koncentraciji i tipu ekstrakta te bakterijskoj vrsti i soju.

2.2. Ciljrada

Cilj ovog rada je ispitati in vitro antimikrobno djelovanje vodenih ekstrakata
ruzmarina i origana na biljne patogene (Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas
syringae, Erwinia amylovora i Botrytis cinerea), patogene koji izazivaju bolesti kod ljudi
i prenose se hranom (Pseudomonas fluorescens, Listeria innocua, Salmonella
enterica, Enterococcus faecium i Staphylococcus aureus), te patogene viSestruko
rezistentne na antibiotike (Acinetobacter baumannii i Klebsiella pneumoniae).

2.2.1. Specificni ciljevi rada

1. Utvrditi inhibitorni ucinak ekstrakata ruzZzmarina i origana u 100 % - tnoj
koncentraciji na rast patogenih bakterija Agrobacterium tumefaciens, Erwinia
amylovora, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas syringae, Listeria
innocua, Salmonella enterica, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii i Klebsiella pneumoniae te plijesan Botrytis cinerea
metodom difuzije bunara u agaru i dvojnih kultura.

2. Utvrditi minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) ekstrakata ruzmarina i
origana koja odgovara bakteriostatskom ucinku.

3. Utvrditi minimalne bakteriocidne koncentracije (MBK) ekstrakata ruzmarina i
origana koje odgovara baktericidnom ucinku.



3. Pregled literature
3.1. Biljni patogeni

Gubitci usjeva uzrokovani biljnim Stetnicima i bolestima velika su prijetnja
svjetskoj ekonomiji i sigurnosti hrane. Informacije o gubitcima prinosa i razumijevanje
njihovih pokretaca klju€ni su za procjenu ucinkovitosti prakse zaStite usjeva, procjenu
odrzivosti sustava proizvodnje, donoSenje odluka za upravljanje StetoCinama i
procjenu ucinkovitosti regulacije Stetnika i bolesti. Gubitci prinosa mogu se definirati
smanjenjem prinosa u smislu koli€ine i kvalitete koje se mozZe dogoditi prije Zetve {j.
na polju ili nakon same zetve tijekom skladiStenja. Biljni Stetnici i bolesti mogu
uzrokovati primarne i sekundarne gubitke. Primarni gubitci su oni koji se pojave u
odredenim godinama kada se javi Stetnik ili bolest, dok su sekundarni uzrokovani
pojavljivanjem Stetnika i bolesti tijekom prethodnih godina (Cerda i sur., 2017). Kod
jednogodisnjih usjeva sekundarne gubitke uzrokuju patogeni u tlu ili na sjemenu koji
se Cesto javljaju kod monokulture te je vazno koristiti plodored. Kod viSegodis$njih
usjeva sekundarni gubitci su uzrokovani preranom defolijacijom ili odumiranjem
stabljika i grana $to u narednim godinama dovodi do gubitka snage i smanjenom
proizvodnjom te se takvi gubitci ne mogu sprijeciti na ve¢ oste¢enim biljkama (Cerda
i sur., 2017). FAO procjenjuje da godisnji gubitci svjetske proizvodnje usjeva iznose
40 % kao posljedica biljnih patogena (grafikon 1) Sto godiSnje svjetsko gospodarstvo
kosta viSe od 220 milijardi dolara (FAO, 2022). Procjene gubitaka za ekonomski
najvaznije kulture kao npr. pSenice kre¢u se oko 21,5 % (10,1% — 28,1 %), rize 30 %
(24,6% — 40,9 %), kukuruza 22,5 % (19,5% - 41,1%), krumpira 17,2 % (8,1% - 21%)
te soje 21,4 % (11% - 32,4%) (Savary i sur., 2019).

U ovom istrazivanju koriStene su fitopatogene bakterije Agrobacterium
tumefaciens, Pseudomonas syringae i Erwinia amylovora, te ¢e navedeni patogeni u
nastavku biti opisani.



Godisnji gubitci usjeva

m Gubitci = Urod

Grafikon 1. FAO procjena gubitaka usjeva uzrokovana biljnim patogenima (Izvor: Modificirano
prema Food and Agriculture Organization, https://www.fao.org/home/en/)

3.1.1. Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je bakterija koja spada u porodicu Rhizobiaceae.
To je Gram negativna, aerobna bakterija koja ne stvara endospore. Stanice su joj
Stapicastog oblika i pokre¢u su pomocu flagela.

Agrobacterium tumefaciens uzroCnik je ekonomski vazne bolesti raka vrata
korijena. Kozmopolitski je rasprostranjena bakterija koja napada dikotiledone, a od
poljoprivrednih kultura je najées¢a na kostiCavom vocu poput jabuke, treSnje, Sljive i
marelice. Ova bolest se prvenstveno Siri preko zaraZenih zivotinja, a sekundarni nacin
Sirenja joj je kroz uzgoj (Escobar i Dandekar, 2003). Tlo oko oboljele biljke postaje
rezervoar bakterija koje u korijen biljka ulaze kroz rane koje mogu nastati tijekom
sadnje, cijepljenja ili kao posljedica hranjenja kukaca u tlu. Nakon ulaska u biljke A.
tumefaciens ugraduje dijelove vlastitog DNK u genom biljke domacina Sto rezultira
nekontroliranom diobom stanica i razvojem izraslina nalik na tumore na korijenu i
stabljici biljke (slika 1) (Escobar i Dandekar, 2003). Bolest se u poCetku manifestira
kao male otekline na korijenu ili na prizemnim dijelovima stabljike koje nalikuje na
kalusno tkivo koje je posljedica ranjavanja. Tumorske izrasline se s vremenom kvare
i po€inju propadati te se bakterije vracaju u tlo gdje mogu prezivjeti viSe godina $to im
omogucava daljnje Sirenje (Arigos, 2005).



sadnja u zarazeno
tlo

Sirenje A. tumefaciens
odvojenim tumorimaii
zarazenim tlom

tumor korijena na
korijenu tresnje

A. tumefaciens biofilm
na rizoplanu pracen
infekcijom

Slika 1. Ciklus Sirenja A. tumefaciens (Izvor : Apsnet.org,
httpswww.apsnet.orgedcenterdisandpathprokaryotepdlessonsPagesCrownGall.aspx)

Bolest najteZe pogada mlada stabla jer izrasline na njihovom korijenju smanjuju

protok vode i hranjiva $to rezultira slabljenjem i usporenim rastom (Lacroix i Citovsky,

Najbolja metoda kontrole ove bolesti je prevencija jer kada se jednom pojavi na

nekom podrucju vrlo tesko ju je eliminirati. Prije sadnje je potrebno temeljito provjeriti
sadnice i ukoliko se primijete bilo kakve izrasline ne saditi takvu biljku u tlo. Ukoliko se
tumorske izrasline otkriju dovoljno rano mogucée ih je mehaniCki ukloniti. A.
tumefaciens moze se i bioloSki kontrolirati uz pomo¢ A. radiobacter K — 84 koja korijen
biljke &titi proizvodnjom antibiotika Agrocin 84 (Penalver i sur., 1994). Ukoliko se bolest
primijeti na nedavno posadenoj biljci potrebno ju je iskopati uz uklanjanje sloja zemlje
oko nje i spaliti (Grabowski, 2019.).



3.1.2. Pseudomonas syringae

Pseudomonas syringae je bakterija koja spada u porodicu
Pseudomonadaceae. To je Gram negativha, aerobna bakterija. Stanice su joj
Stapicastog oblika i kre¢e se pomocu flagela. Uz flagele posjeduje i pile koje joj uz
kretanje sluze i za lakSe prianjanje i stvaranje biofilmova. Naj¢e&¢e ju nalazimo na
povrsSini razli€itih vrsta biljka. Zahvaljujuci Sirokom rasponu biljaka domacina Siroko je
rasprostranjena bakterijska vrsta. Osim na biljnim povr§inama moze se pronadi i u
ekoloskim niSama poput jezera i potoka (Cameron i Sarojini, 2014).

U biljku ulazi kroz rane ili prirodne otvore poput puci pomocu flagela i pila, gdje
prelaskom iz epifitne u endofithu fazu uzrokuje bolesti pomocu fitotoksina koje
proizvodi. Fitotoksini koje proizvodi ova bakterija mogu se podijeliti u dvije skupine. U
prvu skupinu spadaju toksini koji uzrokuju klorozu (fazeolotoksin, tabtoksin i koronatin)
dok drugu skupinu €ine toksini koji uzrokuju nekrozu (siringopeptin i siringomicin).
Fitotoksini koji uzrokuju klorozu inhibiraju enzime uklju€ene u sintezu aminokiselina u
ciklusu uree, dok siringopeptin i siringomicin stvaraju citotoksi¢ne pore na plazmatskoj
membrani uzrokujuc¢i nekroze (slika 2). Uz fitotoksine koje proizvodi, P. syringae
proizvodi i enzime koji razgraduju biljno tkivo poput glikozid hidrolaze koja razgraduje
celulozu pektinske matrice te tako ostecuju biljku i uzrokuju trulez na krajevima
cvatova (Arrebola i sur., 2011).

Slika 2. 1zgled lista nakon infekcije P. syringae (Izvor: Microscope master,
https://www.microscopemaster.com/pseudomonas-syringae.html )



Metode suzbijanja bolesti uzrokovanih bakterijom P. syringae najceScCe se
temelje na upotrebi baktericida na bazi bakrenih spojeva i drugih teSkih metal. U
rijetkim sluCajevima koriste se i antibiotici poput streptomicina. Ove metode nikada
nisu bile zadovoljavajuée jer su uz suzbijanje bolesti i smanjivale prinose (Bashan,
1997). Posljednjih godina otkriveni su sojevi otporni na bakrene spojeve Sto dodatno
smanijuje uc€inkovitost ovih metoda. Neke od strategija koje se koriste u kontroli bolesti
su dezinfekcija sjemena toplinom, DbioloSka kontrola  antagonistickim
mikroorganizmima i solarizacija tla. Uz ove strategije u manjoj mjeri se Kkoristi i
prskanje biljaka prirodnim antibakterijskim spojevima i razne tehnike odrzive
poljoprivrede  bez  koriStenja  kemijskih  spojeva (Bashan,  1997).

Izbijanje epidemije P. syringae pv. actinidiae 2010. godine u Novom Zelandu
dovelo je do velikih ekonomskih gubitaka u proizvodnji kivija. Gubitci su ve¢ nakon 4
godine od izbijanja epidemije uz troSkove izgubljenog izvoza iznosili preko 930 milijuna
NZ dolara. Uz smanjenje vrijednosti zarazenih voénjaka i nezaraZeni vocnjaci su
pretrpjeli smanjenje vrijednosti pa su u konacnici ukupni gubitci za gospodarstvo bili
procijenjeni na ¢ak 2 milijarde NZ dolara (Vanneste, 2017). U Italiji Stete na ljeSnjacima
koje izazva P. syringae godiSnje iznose 1,5 milijuna dolara. Juzna Afrika ima godiSnje
Stete na koStunjicavom vocu procijenjene na 10 milijuna dolara. U Njemackoj bolesti
uzrokovane P. syringae dovode do 30 % smrtnosti stabala $ljive (Lamichhane i sur.,
2014).



3.1.3. Erwinia amylovora

Erwinia amylovora je Gram negativna, fakultativno anaerobna bakterija,
Stapicastog oblika. Raste u temperaturnom rasponu od 4 do 37°C, a optimalna
temperatura rasta joj je 28°C. Uzrocnik je plamenjace, bilijne bolesti koja pogada
gospodarski vazne vocne vrste poput jabuke i kruSke, te ukrasno bilje iz porodice
Rosaceae. Za Sirenje plamenjace najkritiCnija je temperatura, a u poljskim uvjetima su
potrebne temperature od 18°C za Sirenje epidemije (Santander i Biosca, 2017).

U biljke bakterija ulazi kroz prirodne otvore, a posebno kroz cvijet i rane u
proljeCe. Kada ude u biljku brzo prodire kroz novi rast do starijeg dijela biljke. Pojavom
bolesti zarazeni dijelovi biljke izgledaju kao da su opeceni vatrom. Ulaskom bakterije
u biljku zarazeni dijelovi poprimaju smedu boju, a listovi i peteljke crnu boju. Zarazeni
listovi nekrotiziraju i suSe se, ali ne padaju u jesen vec ostaju na biljci do kasne zime
(slika 3) (Zzahao i sur., 2005). Tijekom zime prelazi u stanje mirovanja u ostecenim
granama, a u proljeée postaje aktivha. Rast bakterija stvara mulj na granama i ranama
koji priviac¢i muhe, mrave, pCele i druge insekte koji onda prenose bolest. Osim
insektima bolest se moze Siriti vjetrom iz rana ili kiSom, te kontaminiranim alatom za
rezidbu (Zahao i sur., 2005).

Slika 3. Posljedice plamenja¢e na stablu kruske (Izvor: Ministarstvo poljoprivrede,
https://www.savjetodavna.hr/2017/08/18/erwinia-amylovora-bakterijska-palez/)



U slu€ajevima jake pojave bolesti poduzimaju se radikalne fitosanitarne mjere
koje ukljuCuju kréenje nasada u cilju sprje€avanja Sirenja bolesti. U ranim fazama
bolesti u svrhu sprjeCavanja Sirenja reZzu se zarazene grane, a mjesto reza se
premazuje bakrenim spojevima kako bi se sprijeCio sekundarni ulazak bakterija u
biljku. Orezane dijelove biljke je potrebno spaliti. Alati koji se koriste u orezivanju
moraju biti sterilizirani prije svakog rezanja kako bi se sprijeCilo Sirenje bolesti na
zdrave biljke. U preventivne mjere se takoder koriste i bakreni spojevi u vrijeme
kretanja vegetacije pa sve do cvatnje (Norelli i sur., 2003).

Sirenje vrste Erwinia amylovora u Kraljevskim botanickim vrtovima u Melburnu
uzrokovalo je Stete australskoj industriji jabu€astog voc¢a u iznosu veéem od 20
milijuna australskih dolara zbog izgubljenih prihoda (Rodoni i sur., 2006). TroSak
istraZivanja vocCnjaka, program iskorjenjivanja i kontrole je iznosio dodatnih 2,2 milijuna
australskih dolara. Uslijed prodora zaraze nametnuta su ograni¢enja za medunarodnu
trgovinu koja su industriju koStala preko 7 milijuna australskih dolara zbog izgubljene
prodaje i nizih cijena. Naknadno su radene procjene za buduca potencijalna Sirenja
bolesti. Prvi scenarij je uklju€ivao gubitke prinosa od 30 % i iskorjenjivanje bolesti u
roku pet godina $to bi rezultiralo gubitcima od 260 milijuna australskih dolara (Rodoni
i sur., 2006). Drugi scenarij je raden na pretpostavci da bolest nije iskorijenjena to
uzrokuje pad proizvodnje kruSaka od 50 % i jabuka od 20 % $to rezultira sa gubitcima
od 870 milijuna australskih dolara (Rodoni i sur., 2006).
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3.2. Patogeni koji izazivaju bolesti kod ljudi

U nastavku rada biti ¢e opisani problemi vezani uz bakterije koje izazivaju
bolesti kod ljudi, a koje su otporne na jednu ili viSe klasa antibiotika, i/ili koje se prenose
hranom (eng. food born bacteria).

3.2.1. Otpornost bakterija na antibiotike

Rezistencija na antimikrobna sredstva koja se razvila kod patogenih bakterija
predstavlja znacajnu prijetnju javhom zdravlju jer za infekcije koje uzrokuju takvi
patogeni postoji vrlo malo dostupnih antibiotika te ponekad ne postoje ucinkovita
sredstva za lijeCenje. Otkricem penicilina 1928. godine zapocela je i komercijalna
proizvodnja i otkrivanje mnogih drugih antibiotika. Procjenjuje se da godisSnja
proizvodnja antibiotika u svijetu iznosi preko 100 000 tona (Nikaido, 2009). Posljedica
takve Siroke proizvodnje i primjene dovela je do pojave otpornosti patogena na
antibiotike, a neki su razvili i otpornost na antibiotike i kemoterapijske agense (Nikaido,
2009).

Antimikrobne tvari mogu se podijeliti prema mehanizmu djelovanja. Glavne
skupine antimikrobnih tvari prema takvoj podjeli su tvari koje inhibiraju sintezu stani¢ne
stijenke (beta laktami), inhibiraju sintezu proteina (aminoglikozidi), inhibiraju sintezu
nukleinskih kiselina (fluorokinoloni) i tvari koje inhibiraju metaboliCke puteve u
bakterijama (sulfonamidi) (Reygaert, 2018).

Pojava antibiotiCke rezistencije se mozZe objasniti pomo¢u dva mehanizma, prvi
je, mutacija, a drugi horizontalni transfer gena. Mutacije koje dovode do rezistencije
na antibiotike najées$ce se javljaju kod gena koji kodiraju njihove transportere ili
regulatore koji potiskuju ekspresiju prijenosnika (Martinez, 2014). Te mutacije nisu
same po sebi geni otpornosti, ali dovode do stjecanja otpornosti na antibiotike. Tako
mutacija gena koji kodira prijenosnik antibiotika i €ini bakteriju otpornom na antibiotik
ne Cini taj gen genom rezistencije (Martinez, 2014).

Kod horizontalnog transfera gena, kao drugog nacin stjecanja otpornosti na
antimikrobne tvari, geni otpornosti moraju potjecati od komenzalne bakterije ili
bakterije iz okoliSa. Horizontalni prijenos gena moguc¢ je pomo¢u mobilnih genetskih
elemenata kao $to su plazmidi ili pomoc¢u bakteriofaga koji inficiraju bakterije. Mobilni
genetski elementi se prenose pomocu tri mehanizma, transformacije, konjugacije i
transdukcije. Kod transformacije bakterija preuzima slobodne fragmente DNA u obliku
plazmida koji se nalaze u njihovoj okolini. Konjugacijom se genetski materijal
izmjenjuje tijekom privremenog spajanja dviju stanica $to dovodi do prijenosa
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plazmida. Kod transdukcije se DNA prenosi iz jedne stanice u drugu pomocu
bakteriofaga (Reygaert, 2018).

Trenutno najvecu zabrinutost izazivaju ESKAPE patogeni, grupa bakterija koju
tvore Sest bolni¢kih patogena koji pokazuju otpornost na vise lijekova i virulentnost.
Otpornost na viSe lijekova definira se kao nedostatak osjetljivosti na barem jedan
agens u tri ili viSe klasa antibiotika kao npr. beta — laktam (penicilin, cefalosporin),
aminoglikozid (gentamicin, streptomicin) i makrolid (eritromicin, azitromicin) (Kumar i
Khan, 2015). U grupu ESKAPE patogena spadaju Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp. (Pendleton i sur., 2013). Ova grupa
patogena odgovorna je za vecinu bolnickih infekcija, te su povezani sa najve¢im
rizikom smrtnosti. Svjetska zdravstvena organizacija uvrstila je ESKAPE patogene na
popis bakterija za koje su hitno potrebni novi antibiotici. Na listu kriti€nih prioriteta
stavljeni su Acinetobacter baumannii i Pseudomonas aeruginosa otporni na
karbapene i beta laktame proSirenog spektra, te Klebsiella pneumoniae i Enterobacter
spp. otporni na karbapene. Na listu visokih prioriteta uvrsteni su Enterococcus faecium
otporan na vankomicin i Staphylococcus aureus otporan na meticilin (MRSA) i
vankomicin (VRSA) (Tacconelli i sur., 2018). U borbi protiv ovih patogena koriste se
alternativne terapije koje uklju€uju koriStenje antibiotika u kombinaciji sa spojevima
koji pospjeSuju imunosni odgovor, terapija sa bakteriofagima, antibakterijskih
protutijela, fitokemikalija i nanoCestica kao antibakterijskih sredstava (Kaur, 2016).

LijeCenje pacijenata zarazenih bakterijama rezistentnim na antibiotike bolnice
moze koStati dodatnih 40 tisu¢a dolara zbog povecane smrtnosti, produljenja bolesti i
smanjenja ucinkovitosti rada (Cecchini i sur., 2015). Procjene radene na usporedbi
svijeta bez rezistencije na antibiotike pokazuju da bi zemlje OECD -a mogle imati
gubitke od 2,9 trilijuna dolara kao posljedica rezistencije na antibiotike do 2050. godine
(Cecchini i sur., 2015).

12



3.2.2. Patogeni koji se prenose hranom

Bolesti uzrokovane hranom tj. trovanje hranom vezano je uz konzumiranje
hrane koja je kontaminirana bakterijama i/ili njihovim toksinima. Bolesti koje se
prenose hranom se stoga mogu klasificirati kao infekcije i intoksikacije. Kod infekcija
je zbog vremena potrebnog za inkubaciju potreban dulji period do pojavljivanja prvih
simptoma, dok je kod intoksikacija taj period puno kraci (Bintsis, 2017). Danas je
identificirano viSe od 200 bolesti koje se prenose hranom. NajtezZi sluCajevi trovanja
naj¢esce se javljaju kod starijih ili vrlo mladih ljudi, te kod imunokompromitiranih. Kod
zdravih ljudi su tezi slucajevi moguci ukoliko su izlozeni vrlo visokim koncentracijama
mikroorganizama i/ili toksina (Bintsis, 2017).

U svijetu svaka deseta osoba oboli od bolesti povezane sa hranom, $to dovodi
do 420 000 smrtnih slu¢ajeva godisSnje. NajviSe su pogodena djeca mlada od 5 godina
kod koje je zabiljezeno 125 000 smrtnih sluCajeva (Bintsis, 2017). VeCina smrtnih
sluCajeva povezana je sa bolestima probavnog sustava. Osim bolesti probavnog
sustava sa hranom je povezano zatajenje bubrega i jetre, poremecaji mozga i
Ziv€anog sustava, artritis i neke vrste karcinoma. NajviSe sluCajeva zaraze i smrti je
povezano sa siromastvom u zemljama s niskim i srednjim prihodima, ali je rastuci
javnozdravstveni problem diljem svijeta. Na Sirenje zaraze i patogena povezanih sa
hranom najvedéi utjecaj ima sve veCa medunarodna trgovina, dugi i slozeni
prehrambeni lanci te klimatske promijene i migracije (WHO, World health organization,
2022). Procjene AmeriCke agencije za hranu i lijekove pokazuju da se u SAD godiS$nje
zabiljezi preko 48 milijuna slucajeva bolesti povezanih sa hranom $to rezultira sa 128
000 hospitalizacija i 3000 smrtnih slu¢ajeva (FDA, US. Food and Drug administration,
2022). NajceSc¢i patogeni koji uzrokuju bolesti povezane sa hranom u SAD — u su
Salmonella spp., Clostridium perfringens, Campylobacter spp. i Staphylococcus
aureus. U 2020. godini u EU je zabiliezeno 20017 sluCajeva bolesti povezanih s
hranom §to je rezultiralo sa 1675 hospitalizacija i 34 smrtna slu¢aja (EFSA, European
food safety authority, 2021). Brojke za 2020. godinu pokazuju smanjenje broja
sluCajeva zaraze, hospitalizacije i smrti $to je povezano sa izbijanjem epidemije
COVID - 19. U 2019. godini prije izbijanja epidemije COVID — 19 u EU su zabiljezena
49463 sluCaja zaraze $to je rezultiralo sa 3859 hospitalizacija i 60 smrtnih slu¢ajeva
(EFSA, European food safety authority, 2019). Procjene govore da samo tih 20 %
slu€ajeva koji se mogu povezati sa odredenim patogenom gospodarstvo kostaju preko
15,5 milijardi dolara godiSnje (Hoffmann i sur., 2015).
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Patogeni koji se mogu prenositi hranom najceSce na nju dospijevaju na polju,
pomocu prijenosnika kao Sto su muhe ili teku¢inama. Uz ove nacCine prijenosa
patogeni na hranu mogu doci i preko osoblja ili kontaminiranih povrSina koje se koriste
za pripremu ili konzumaciju hrane. Veliku ulogu u prijenosu patogena ima voda koja
je klju€na za proizvodnju, preradu i pripremu hrane. Tako se vodom na svjeze povrce
mogu prenijeti bakterije poput Listeria innocua, Escherichia colli te Salmonella spp
(Bintsis, 2017). Tako je putem povrSinskog navodnjavanja i kontaminiranog komposta
zabiljeZzen prijenos Listeria innocua na salatu (Oliveira i sur., 2011). Epidemija
Escherichia colli koja proizvodi verotoksin u Svedskoj 2005. godine takoder je
povezana sa salatom koja je bila kontaminirana putem vode za navodnjavanje
(Soéderstrom i sur., 2008). U SAD — u su 2002. i 2005. godine izbile epidemije soja
Salmonella Newport koja je bila povezana sa rajCicama koje su bile kontaminirane
vodom iz ribnjaka koja se koristila za navodnjavanje (Greene i suradnici, 2008). Kukci
poput muha, Zohara i mrava koji su prilagodeni na suzivot s ljudima i prisutni su u
zgradama poznati su vektori prijenosa patogena povezanih s hranom (Pava-Ripoll i
sur., 2015). Istrazivanje provedeno u gradskoj bolnici u Brazilu tako je povezalo mrave
sa bakterijama Escherichia colli i Salmonella spp. (Pesquero i sur., 2008). Druga
studija je povezale Zohare u bolnicama, postrojenjima za preradu hrane i
ugostiteljskim objektima sa bakterijama Salmonella spp. , Escherichia colli i
Enterobacter (Garcia i sur., 2012). Patogeni koji su prisutni u okruZzenjima za preradu
hrane mogu potjecati iz viSe izvora kao $to je sama kontaminirana hrana tj. namirnice,
povrSine koje se koriste za pripremu hrane ili od samih osoba koje rukuju sa hranom.
lzvor patogena u prostorima za preradu hrane mogu biti unakrsna kontaminacija,
kuhinjski pribor, nedovoljna termicka obrada ili neadekvatno skladiStenje. Studija
provedena u Portugalu medu osobama koje rukuju hranom pokazala je da je 20 %
zaposlenika imalo nazalnu kontaminaciju, a oko 11 % zaposlenika imalo je ruke
kontaminirane bakterijom Staphylococcus aureus (Castro i sur., 2016). Osim na polju,
u proizvodniji i preradi hrane te ugostiteljskim objektima do kontaminacije namirnica i
prijenosa bakterija povezanih s hranom moze dodi i u ku¢anstvima. U ku¢anstvima je
naj¢es¢i problem unakrsna kontaminacija $to je dokazala studija provedena u SAD —
u 2015. godine (Kosa i sur., 2015) ¢iji je cilj bio ispitati svjesnost potrosaca o sigurnosti
hrane. Studija je pokazala kako 70 % ispitanika ispire sirovo meso peradi $to moze
dovesti do prskanja kontaminirane vode i prijenosa patogena na drugu hranu i
povrSine na kojima se hrana priprema. Studija je pokazala i kako samo 17,5 %
potroSaca pravilno ¢uva sirovo meso peradi u hladnjaka (Kosa i sur., 2015).

U nastavku ¢e biti opisane bakterije koje izazivaju bolesti kod ljudi i koji se
prenose hranom, a koji su koristeni u ovom istrazivanju. Pojedini patogeni (S. aureus
i E. faecium), osim &to izazivaju bolesti koje se prenose hranom, nalaze se i u ESKAPE
skupini patogena, kada su rezistentni na pojedine klase antibiotika.
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3.2.3. Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens je gram negativna, aerobna bakterija. Stanice su u
obliku Stapica i pokretne. Moze se pronacdi u vlaznim okruzenjima kao Sto su tlo, voda
ili biljke. Optimalne temperature rasta su mu od 25 do 30°C, a moze rasti i na
temperaturama ljudskog tijela od 37°C (Scales i suradnici, 2014).

Pseudomonas fluorescens se Cesto moze naci u hrani spremnoj za jelo.
Pokazuje Sirok raspon temperatura rasta pa je Cest problem kod rashladenih
namirnica kao $to su sir, mlijeko i mesni proizvodi. Uzrokuje kvarenje hrane lucenjem
enzima kao $to je lipaza koja djeluje na molekule masti u hrani i uzrokuje oslobadanje
nezasicenih glicerola i masnih kiselina (Kumar i suradnici, 2019). Kratkolanane
nezasi¢ene masti daju neugodan okus, dok se nezasicene masti srednjih lanaca
povezuju sa gorkim okusom. U sirevima se lipaze apsorbiraju unutar masnih kuglica i
ostaju u siru, gdje potiCu truljenje usred zrenja polutvrdih i tvrdih sireva (Samarzija i
suradnici, 2012). Kod hladnog skladistenja mlijeka najprisutniji je P. fluorescens
(Machado i suradnici, 2015). Nakon toplinske sterilizacije enzimi koje tvori P.
fluorescens ostaju aktivni i uzrokuju gor€inu, talog i geliranje mlijeka. Uz kvarenje
dovode i do stvaranja biofilmova na povrsini opreme i alata u linijama za proizvodnju
nakon €ega ih je vrlo teSko ukloniti. Stvaranje biofilmova stvara povoljne uvjete za rast
drugih patogenih bakterija koji predstavljaju rizik za po zdravlje potrosaca (Shpigel i
suradnici, 2015). U mesu lipaze razgraduju gliceride i tvore slobodne masne kiseline
koje tvore neugodan okus poput uzeglosti (Huis In’'t Veld, 1996). P. fluorescens je
izoliran i iz lisnatih zelenih salata prikupljenih iz razli€itih restorana u Turskoj. Svi
izolirani izolati su bili otporni na antibiotike ampicilin, amoksicilin i cefuroksim (DUyuncu
i Ulusoy, 2019).

Pseudomonas fluorescens opcenito se ne smatra patogenom kod ljudi, ali
moZze uzrokovati bakterijemiju. Vecina slu€ajeva bakterijemije moze se povezati s
koriStenjem kontaminirane opreme za intravensku infuziju, a identificiran je i u
respiratornim uzorcima. Pronaden je i kod viSe od 50 % pacijenata sa Chronovom
bolesti (Scales i sur., 2014). Infekcije naj¢eS¢e pogadaju krvotok , a najviSe sluCajeva
je povezano sa bolnickim pretragama. Javlja se u izbijanjima, a najvecCe izbijanje je
povezano sa fizioloSkom otopinom pripremljenom u ljekarni kada je zahvaceno preko
80 pacijenata u Sest drzava (Gershman i sur., 2008). Pseudomonas fluorescens
pokazuje i znaCajke oportunisticCkog patogena u ziv€anim stanicama gdje se mozZe
vezati na citoplazmatsku membranu neurona i izluCivati citotoksine koji mogu
uzrokovati stani¢nu smrt (Picot i sur., 2001)

15



3.2.4. Salmonella spp.

Salmonella spp. je fakultativno anaerobna, Gram negativna bakterija. Stanice
su joj u obliku Stapica i pokretne su pomocu flagela. Smatra se mezofilom i moze
podnijeti ekstremno niske i ekstremno visoke temperature Ciji se raspon krec¢e od 2 do
54°C. Dio su porodice Enterobacteriaceae i medicinski su vazan patogen kod ljudi i
Zivotinja. Rod Salmonella sastoji se od dvije vrste i Sest podvrsta. Trenutno prepoznate
vrste su S. enterica i S. bongori. Salmonella enterica se dalje moze podijeliti u podvrste
S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae,
S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica. subsp. houtenae i S. enterica subsp. indica
temeljem biokemijskih i genomskih modifikacija (Tindall i sur., 2005). Vecina vrsta roda
Salmonella su fermentatori laktoze, proizvodaci hidrogen sulfita, oksidaza negativni te
katalaza pozitivni. Uz navedena biokemijska svojstva koja omogucuju identifikaciju
Salmonella ima sposobnost rasta na citratu, kao jedinom izvoru ugljika,
dekarboksilaciju lizina i hidrolizu uree (Jensen i Hoorfar, 2000).

Salmonella spp. prirodno obitava u probavnom traktu ljudi i Zivotinja, a moze se
pronaci i kod divljih ptica i pojedinih kukaca. Zbog prirodnog prisustva u probavnom
traktu glavni izvori kontaminacije na farmama su tlo, stelja, stoCna hrana i fekalne tvari.
Izlu€ivanjem putem fekalni tvari kukci i zivotinje mogu bakterije prenijeti na veliki broj
mjesta, a moze se pronaci i u vodi u kojoj je pokazatelj fekalne kontaminacije (Hoelzer
i sur., 2011). Salmonella se naj¢esce Siri putem sirove piletine, a izvor joj mogu biti i
mnoge druge namirnice kao $to su puretina, govedina, svinjetina, jaja, voce, klice, ali
i preradena hrana kao $to s maslaci od oradastog voca. Ptice zarazene salmonelom
u vedini sluCajeva ne pokazuju znakove bolesti $to dodatno oteZzava dijagnosticiranje
na farmi i omogucava Sirenje bakterija u proizvodnji hrane (Andino i Hanning, 2015).

Kod zaraze salmonelom simptomi se javljaju u roku od Sest sati do maksimalno
tri dana od konzumacije kontaminirane hrane. Kod vecine zdravih ljudi simptomi
uklju€uju blagi proljev, povracanje, vrucicu i glavobolju, te prolaze u roku od 2 dana.
Kod 90 % zaraZenih bolest prolazi bez trazenja medicinske pomodéi. Kod 7 % ljudi
zaraza prolazi uz trazenje lijeCniCe pomodi, ali ne zahtjeva hospitalizaciju i procjenjuje
se da traje u prosijeku 5 dana (Hoffmann i sur., 2015). Kod ostalih 2 — 3 % sluCajeva
simptomi su dovoljno ozbiljni da zahtjevaju hospitalizaciju. Simptomi povezani sa
hospitalizacijom uklju€uju krvavi proljev i dehidrataciju koja zahtjeva primjenu infuzije.
Kod 98 % hospitalizacija dolazi do potpunog ozdravljenja, dok je kod 2 % zabiljezen
smrtni ishod. Hospitalizacija u prosijeku traje Sest dana, a do oporavka dolazi tri dana
nakon hospitalizacije (Hoffmann i sur., 2015). Ovakve zaraze godiSnje u SAD — u
kostaju gospodarstvo preko 3,7 milijardi dolara, od ¢ega se 90 % financijskog tereta
povezuje sa smrtnim ishodom (3,3 milijarde dolara), 8 % sa hospitalizacijom (294
milijuna dolara) i 2 % sa ne hospitaliziranim slu¢ajevima (Hoffmann i sur., 2015). U EU
se godisSnje zabiljezi oko 90 000 slu€ajeva zaraze salmonelom, a procjenjuje se da bi
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to moglo donijeti ekonomski teret od 3 milijarde eura godisSnje (EFSA, European food
safety authority, 2022).

3.2.5. Listeria innocua

Listeria innocua je Gram pozitivha, fakultativno anaerobna bakterija koja je
prisutna u okolisima kao $to su tlo, voda, biljni materijal i hrana. Listeria innocua je
bliski rodak vrste Listeria monocytogenes koja je vazan patogen koji se prenosi
hranom, a kod ljudi uzrokuje listeriozu. Listerioza je rijetka, ali vrlo Cesto smrtonosna
bolest kod ljudi (Orsi i Wiedmann, 2016). Tipi¢ni sojevi L. innocua smatraju se
nepatogenim za ljude i sisavce iako su prijavljeni slucajevi septikemije i meningitisa
(Favaro i sur., 2014; Perrin i sur., 2003). Uz tipicne sojeve koji su nehemolitiCki u
raznim namirnicama poput morskih plodova u Aziji, svinjetine u Sjevernoj Americi i
piletine u Europi zabiljezeni su atipicni hemolitiCki sojevi L. innocua (Moura i sur.,
2019).

Provedene studije koje su istrazivale povezanost atipi¢nih sojeva L. innocua i
L. monocytogenes pokazale su da je patogenost atipiénih sojeva povezana sa
patogenosti L. monocytogenes. Studije su pokazale da su atipi€ni sojevi L. innocua
virulentni i sposobni izazvati infekciju, ali u manjoj mjeri od L. monocytogenes (Moura
i sur., 2019).

3.2.6. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je Gram pozitivna, fakultativno anaerobna bakterija.
Prirodno se nalazi u tlu, vodi i zraku, a kolonizira i nosnu sluznicu i koZu kod ljudi gdje
uglavnom ne uzrokuju nikakve zdravstvene tegobe. Temperaturni raspon u kojem je
moguc rast S. aureus je od 7 do 48°C, a optimalna temperatura rasta je 37°C. Otporan
je na smrzavanje pa tako moze prezivjeti i temperature do -20°C. Posjeduje otpornost
na nepovoljne uvjete poput niskog aktiviteta vode i visokog sadrzaja soli pa moze
prezivjeti u razliCitim namirnicama koje inaCe nisu sklone bakterijskom rastu kao Sto
su to suhomesnati proizvodi (Rasheed i Hussein, 2021).

U hranu naj¢eS¢e dolaze kontaminacijom preko ljudi pa posebnu opasnost
predstavlja hrana koja se termicki ne obraduje prije konzumacija kao salate, kruh, te
voce (Castro i sur., 2016). lako se termic¢kom obradom bakterije ubijaju, toksini koje
je proizvela ostaju i mogu izazvati bolest. Toksini koje proizvodi ukljuCuju citoliticke
toksine koji napadaju imunoloske i krvne stanice (egzotoksini ai R) te superantigenske
egzotoksine poput egzotoksina A — G i toksina sindroma toksi¢nog Soka (Cheung i
sur.,2021). Proizvodnja toksina povecCava sposobnost S. aureus da izazove razliCite
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infekcije koje mogu biti blage, ali i opasne po zivot (Rasheed i Hussein, 2021).
Staphylococcus aureus je takoder razvio i rezistentnost na antimikrobne tvari i Sirok
spektar antibiotika kroz horizontalni prijenos gena, bakteriofage, plazmide i otoke
patogensoti (Rasheed i Hussein, 2021).

Stafilokokno trovanje hranom javlja se relativno brzo nakon konzumacije
kontaminiranih namirnica, najéeSc¢e u roku od tri sata. Simptomi trovanja ukljucuju
povracanje, gr€eve u trbuhu i proljev. Uz najcesSce simptome kod ozbiljnijih sluCajeva
Do potpunog oporavka najceS¢e dolazi nakon jednog do tri dana od trovanja. Smrtni
sluCajevi kod stafilokoknog trovanja hranom su rijetki, ali su zabiljeZzeni kod male djece
i starijih osoba sa stopom smrtnosti od oko 4 % (Matthews i sur., 2017).

U ltaliji je 2015. godine (Ercoli i sur., 2017) doSlo do izbijanja stafilokoknog
trovanja hranom u lokalnom restoranu gdje su 24 gosta od njih 42 prijavila
gastrointestinalne simptome. Provedena je inspekcija te je utvrdeno da je pet osoba
koje rukuju hranom bilo pozitivho na S. aureus, a stafilokokni enterotoksin je naden u
desertu i na kuhinjskim povrSinama. Zaklju¢eno je da kontaminacija potjeCe od osoba
koje rukuju hranom, a nepravilno skladiStenje deserta na sobnoj temperaturi
omogucilo je rast bakterija i proizvodnju toksina (Ercoli i sur., 2017). U Vijetnamu je
2018. godine (Le i sur., 2021) doSlo do velikog trovanja u Skolskoj kantini koje je
rezultiralo hospitalizacijom 352 u€enika koji su pokazivali simptome stafilokoknog
trovanja hranom. Utvrdena je prisutnost S. aureus u dva prehrambena artikla, przenim
raCi¢ima i piletini. Prisutnost S. aureus takoder je pronadena u uzorcima stolice
radnika koji su rukovali hranom i na smrznutom pileCem mesu, ali ne i na rukama
radnika. Zaklju€eno je da je izvor kontaminacije bilo zamrznuto pile¢e meso. Izolacijom
sojeva koji su doveli do trovanja utvrdeno je da su otporni na penicilin i tetraciklin (Le
i sur., 2021).

Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) nastao je kao posljedica
prijenosa mutacije proteina koji veze penicilin, a prenosi ga bateriofag (Hartman i
Tomasz, 1984). MRSA ima sposobnost izazvati niz infekcija razliCitih organskih
sustava, a najCesce su infekcije koze i potkoznog tkiva, a slijede ih meningitis i upala
plu¢éa. Mogucénost infekcije meticilin rezistentnim S. aureus najCeSce povecava
dugotrajan boravak unutar bolnice i koriStenje invazivnih nacina lijeCenja poput
hemodijalize, venskih i urinarnih katetera (Siddiqui i Koirala, 2022).

Kod lije€¢enja MRSA infekcija kod bolnickih pacijenata naj¢esée se intravenozno
koristi vankomicin na koji je ve¢ina MRSA infekcija osjetljiva, iako se ponekad javljaju
i slu€ajevi otpornosti na vankomicin. Ukoliko vankomicin nije dostupan ili postoji
opasnost od alergijske reakcije na njega kao alternativa moze posluZziti i daptomicin
(Siddiqui i Koirala, 2022). Kod MRSA infekcija kljuénu ulogu imaju mjere prevencija
kako do izbijanja infekcija uop¢e nebi doSlo. Prevencija ukljuCuje stroge higijenske
mjere kao $to su Cesto pranje ruku sapunom ili sredstvima na bazi alkohola, koristenje
rukavica i posebne medicinske opreme kod lijeCenja pacijenata zarazenih MRSA —
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om, izolacija pacijenata i Sto je manje moguce seljenje pacijenata unutar bolnice
(Siddiqui i Koirala, 2022).

Uz prisustvo MRSA — e, u posljednje vrijeme pojavili su si u sojevi vankomicin
rezistentnog Staphylococcus aureus koji predstavljaju ozbiljnu prijetnju javnom
zdravlju iz razloga sto je vankomicin jedan od posljednjih antibiotika dostupnih za
lije€enje MRSA infekcija. Do rezistencije na vankomicin doslo je uslijed prijenosa gena
vanA iz enterokoka rezistentnog na vankomicin (Cong i sur., 2019). Kao i kod MRSA
infekcija, VRSA infekcije naj¢eSc¢e se javljaju u bolnickom sustavu gdje su povezane
sa visokom stopom smrtnosti, a za sprjeCavanje pojave VRSE je kljuCna prevencija
koja ukljuCuje stroge higijenske mjere. Ukoliko do izbijanja infekcije VRSA — om dode
naj¢esce se u lijeCenju koriste antibiotici daptomicin i linezolid (Cong i sur., 2019).

3.2.7. Enterococcus faecium

Enterococcus faecium je Gram pozitivna, fakultativno anaerobna bakterija.
MozZe se pronadci u biljkama, gastrointestinalnom traktu zivotinja i na hrani. Namirnice
u kojima se mogu pronaci enterokoki su uglavnhom namirnice Zivotinjskog podrijetla
kao Sto su meso, fermentirani i kuhani proizvodi od mesa i sirevi. Enterokoki spadaju
u bakterije mlije¢ne kiseline te su vazni u kvarenju hrane i fermentaciji. Primjenjuju se
i kao probiotici kod ljudi i zivotnija, ali su takoder i vazni bolnicki patogeni koji uzrokuju
bakterijemiju, endokarditis i druge infekcije (Hanchi i sur., 2018). Sojevi koji se koriste
kao probiotici u farmaceutskim pripravcima unose se u velikim koli¢inama za lije¢enje
dijareje, sindroma iritabilnog crijeva ili za sniZzavanje kolesterola i poboljSanje
imuniteta. (Franz i sur., 2011) . Neki od sojeva posjeduju i otpornost na antibiotike, te
je njihova uloga u bolestima potaknula pitanje o njihovoj sigurnosti za upotrebu u hrani
ili kao probiotika (Franz i sur., 2011).

Rod Enterococcus svrstava se u rizicnu skupinu dva, koja ukljuCuje
mikroorganizme Kkoji nose gene otpornosti ha antibiotike i gene virulencije, a mogu se
Siriti hranidbenim lancem (Jahan i suradnici, 2015). Studije su pokazale da je mogu¢
prijenos gena izmedu roda Enterococcus i S. aureus (de Niederhausern i sur., 2011).

Buduci da spadaju u bakterije mlijeéne kiseline u sirovom mlijeku mogu djelovati
kao prirodni starteri obzirom da mogu preZivjeti temperature hladenja mlijeka i
pasterizacije, te su prilagodljivi na toplinu i razli€ite uvjete rasta (Hanchi i sur., 2018).

Enterococcus faecium dio je prirodne mikrobiote mnogih fermentiranih
proizvoda, a moze se pronaci i u sirovom mesu (Garriga i Aymerich, 2014). Takoder
je prisutan i u ribi i fermentiranim ribljim proizvodima (Ishibashi i sur., 2012).

Kod bolesnih svinja i hospitaliziranih pacijenata izolirana je bakterija
Enterococcus faecium koja je bila rezistentna na penicilin, amikacin, ampicilin i
ciprofloksacin (Lu i sur., 2002). U Koreji (Kim i Koo, 2020) je provedena studija
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pojavnosti E. faecium u proizvodima od preradenog svinjskog mesa dostupnih u
maloprodaiji. Pronadeni sojevi E. faecium u mesnim proizvodima bili su rezistentni na
nekoliko antibiotika, a najvise na eritromicin (80 %), klindamicin (50 %) i nitrofurantoin
(20 %). E. faecium otporan na eritromicin dokazuje da se otpornost na lijekove moze
prenijeti i hranom i uzrokuje zabrinutost za sigurnost hrane i javno zdravlje (Kim i Koo,
2020).

Enterokoki su razvili mnoge mehanizme rezistencije na antibiotike kao Sto su
aminoglikozidi, 3 — laktami, tetraciklini, kinolini i glikopeptidi. Najveéu zabrinutost
izaziva rezistentnost na glikopeptide u koje spada vankomicin. Rezistencija na
vankomicin javlja se kao posljedica promijene u formiranju peptoglikana koji Cini
stanicnu stijenku bakterije, a koja uzrokuje smanjenje afiniteta vezanja vankomicina (
Levitus i sur., 2022).

Enterokoki otporni na vankomicin (VRE) pojavili su se u Europi 1980 — ih
godina, a njihova pojava vjerojatno je uzrokovana koristenjem antibiotika avoparcina
koji spada u grupu glikopeptida kod stoke za poticanje rasta. U SAD- u je do pojave
rezistentnosti vjerojatno doslo uslijed prekomjerne upotrebe vankomicina u bolnickom
okruzenju (Levitus i sur., 2022).

Enterokoki otporni na vankomicin najveci rizik predstavljaju za pacijente koji su
podvrgnuti dugotrajnoj antibiotskoj terapiji koja dovodi do promijena u crijevnoj
mikroflori, zatim pacijenti sa tezim osnovnim bolestima i imunokompromitirani, te
pacijenti koji dugo borave u bolnicama. Pacijenti zarazeni VRE pokazuju Sirok raspon
bolesti, a naj¢eSca je bakterijemija i endokarditis. Uz ove najCeSce bolesti, VRE moze
uzrokovati i infekcije urinarnog trakta koje su povezane za koriStenjem urinarnih
katetera i abdominalne infekcije (Levitus i sur., 2022).

Kod infekcija uzrokovanih E. faecalis lijeCenje se provodi 3 — laktamima, dok je
vecina sojeva E. faecium vrlo otporna na 3 — laktame i aminoglikozide. Ukoliko je VRE
vrlo otporan na druge antibiotike lijeCenje se provodi antibioticima daptomicinom i
linezolidom (Levitus i sur., 2022).
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3.2.8. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii je Gram negativna, nepokretna, aerobna bakterija.
Vrste roda Acinetobacter sveprisutne su u prirodi te se mogu izolirati iz gotovo svih
uzoraka tla i povrSinskih voda. A. baumanii kao patogen naj¢eSce je prisutan na
vlaznim tkivima poput sluznica ili podru€ja na koZzi koja su izloZzena uslijed ozljeda.
Koza i meka tkiva zarazen A. baumannii u poCetku imaju izgled sli¢an kori narance
nakon Cega se na podrucjima oSte¢enja mogu vidjeti nekroze prac¢ene bakterijemijom
(Sebeny i sur., 2008). Osim infekcija na kozi A. baumannii ukljuen je u Sirok raspon
anatomskih regija i povezan sa razligitim ishodima bolesti. Siroko je prisutan patogen
kod imunokompromitiranih osoba i osoba koje imaju produzen boravak u bolnicama,
tji. u njima su duze od 90 dana. U bolni¢kom okruzenju Cest je uzroénik upala pluc¢a
povezanih sa respiratorom. Duzi boravci u bolnici, duZe vrijeme provedeno na
respiratoru i prethodna uporaba antibiotika faktori su koji mogu povecati rizik od upale
pluéa povezane sa respiratorom (Luna i Aruj, 2007). Sirenja infekcija A. baumannii u
bolnicama mogu biti uzrokovana i zdravstvenim radnicima koji imaju ruke kolonizirane
A. baumannii te zbog loSe higijene. Uz zdravstvene radnike Sirenju mogu pridonijeti i
kontaminirani respiratori i oprema za njegu diSnog sustava (Luna i Aruj, 2007). Osim
unutar bolnica, upala plu¢a koju uzrokuje A. baumannii se moze pojaviti i izvan
bolni¢kog sustava. lzvor infekcija mogu biti osobe koje nose A. baumannii u grlu i javlja
se kod osoba povezanim sa pretjeranom konzumacijom alkohola (Anstey i sur., 2002).

Acinetobacter baumannii postao je jedan od najCescih patogena u zdravstvenoj
skrbi zahvaljujuéi svojoj velikoj sposobnosti stjecanja rezistencije na antibiotike.
Nekoliko sojeva A. baumannii visoko je rezistentno na vecinu kliniCki dostupnih
antibiotika. Neki od mehanizama rezistencije koje posjeduje A. baumannii su
posjedovanje enzima beta laktamaza koji inaktivira beta laktame i enzima Kkoji
modificiraju aminoglikozide, efluksne pumpe koje su povezane sa rezistencijom na
razliCite klase antibiotika poput imipemena i tigeciklina, te modifikacija ciljanih mjesta
za antibiotike (Lee i sur., 2017). Acinetobacter baumannii razvio je rezistentnost na
aminoglikozide, karbapeneme, fluorokinolone, cefalosporine, rifampicine, tetracikline
i polimiksine (Vazquez-Lopez i sur., 2020).

Antimikrobna terapija protiv A. baumannii uklju€uje koriStenje kombinacije
dostupnih antibiotika poput kombinacije kolistina i eifampicina, kolistina i minociklina
ili kolistina i karbapenema. Uz kombinacije antibiotika koriste se i terapije
bakteriofagima koji inficiraju bakterije sa preciznim bakteriolitickim djelovanjem.
Nedostatak terapija bakteriofagima je njena visoka cijena i mali broj eksperimentalnih
dokaza koji ograni€avaju njenu upotrebu (Vazquez-Lépez i sur., 2020).
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3.2.9. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae je Gram negativna, fakultativno anaerobna bakterija
koja spada u porodicu Enterobacteriaceae. Prirodno se nalaze u ljudskim crijevima
gdje ne uzrokuju bolesti, te se mogu pronaci u ljudskom izmetu. Sposobna je
uzrokovati razliCite vrste infekcija povezanih sa zdravstvenom skrbi poput, upale
plu¢a, infekcija krvotoka, infekcija rana ili kirurSkih zahvata te meningitisa. NajCeSc¢e
se javljaju u bolnickom sustavu medu imunokompromitiranim pacijentima koji se lijeCe
zbog drugih stanja (de Koster i sur., 2022). Najveci rizik od infekcije imaju pacijenti koji
zahtijevaju koriStenje uredaja poput respiratora, intravenskih katetera ili dugotrajno
koriste antibiotike (de Koster i sur., 2022). Izvan bolni¢kog sustava hipervirulentni
sojevi mogu izazvati ozbiljne infekcije koje ukljuCuju upalu plu¢a, piogeni apsces jetre
i meningitis kod inace zdravih osoba (Wyres i sur., 2020).

Unutar zdravstvenog sustava K. pneumoniae se moze Siriti kontaktom sa osobe
na osobu preko kontaminiranih ruku zdravstvenih radnika ili riede kontaminacijom
okoliSa. K. pneumoniae otporna na antibiotike pronadena je i u pileCem mesu u Alziru
(Chagalla i sur. 2021), a mnogi drugi visokorizi€ni sojevi pronadeni su kod Zivotinja u
Kini (Yang i sur., 2019). Pojava sojeva rezistentnih na antibiotike kod Zivotinja i u hrani
predstavlja prijetnju sigurnosti hrane i zdravlja Zivotinja i ljudi (de Koster i sur., 2022).

K. pneumoniae ima sposobnost lakSeg razvoja rezistencije na antibiotike nego
vecina drugih bakterija. Ta sposobnost pripisuje se moguénosti proizvodnje enzima
poput beta laktamaza spektra i karbapenemaza (Nirwati i sur., 2019). K. pneumoniae
razvila je rezistentnost na gotovo sve beta laktame ukljuujuéi i karbapeneme zadnje
generacije Sto pokazuje sposobnost brze prilagodbe na promjene u okoliSu.
Rezistentnost na ove antibiotike mozZe se pripisati prisutnosti gena koji kodiraju
otpornost na karbapenemazu. Genima za rezistentnost mozZe se pripisati |
rezistentnost K. pneumoniae na cefalosporin. Razvoj rezistentnosti na aminoglikozide
kod K. pneumoniae moze biti poslijedica modifikacije stani€ne propusnosti. Niska
razina rezistencije na starije generacije antibiotika poput kolistina mogu biti pripisane
ogranicenoj upotrebi u medicini zbog njihove toksi¢nosti i predstavljaju moguénost za
lije€enje (Effah i sur., 2020). Kao i kod drugih viSestruko rezistentnih bakterija za
lije€enje se primjenjuju kombinacije antibiotika (de Koster i sur., 2022).
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3.3. Karakteristike ruzmarina (Salvia rosmarinus Spenn.)

Ruzmarin (Salvia rosmarinus Spenn.) je mala vazdazelena biljna vrsta iz
porodice Lamiaceae. Podrijetlom je s Mediterana, ali je Siroko rasprostranjen u veéem
dijelu Europe i uzgaja se vrtovima u toplim krajevima (Nieto i sur., 2018). Visegodisniji
je grm koji naraste do jednog metra visine, a pojedine biljke mogu dosedi i visinu do
dva metra. Listovi su mu dugi oko jednog cm i tamnozelene su boje i sjajni odozgo,
dok je nali¢je lista bijele boje. Ima male plavi€aste cvjetove koji se nalaze u pazusnim
grozdovima (slika 4). Prilicno je otporna biljka na vec€inu Steto€ina i biljnih bolesti, dok
je u vlaznim uvjetima osjetljiv na gljivicne infekcije kao Sto je pepelnica. U proSlosti se
vjerovalo da jaCa pamcenje, a u tradicionalnoj medicini se koristio kao aromaticni
sastojak tonika. Listovi mu imaju pomalo gorak okus i danas se svjeZi ili suSeni koriste
kao zacCin u kulinarstvu, kod pripreme janjetine, piletine, morskih plodova, juha,
krumpira i raznog drugog povrca (Britannica, The Editors of Encyclopaedia, 2022).

Slika 4. RuZzmarin (Salvia rosmarinus) ( Izvor: Vrtni centar Flora,
https://flora.com.hr/proizvod/rosmarinus-officinalis-ruzmarin-fi-14/)

Ruzmarin sadrzi mnoge spojeve s antioksidativnim djelovanjem, najCeSce
polifenole. Najvazniji polifenolni spojevi u ruzmarinu su karnozinska kiselina, kafeinska
kiselina i njeni derivati poput ruzmarinske kiseline. Antibakterijska svojstva ruzmarina
rezultat su djelovanja ruzmarinske kiseline, rozmaridifenola, karnozola, epirosmanola,
karnozinske kiseline, rozmanola i izorozmanola (Nieto i sur., 2018). Najjace
antibakterijsko djelovanje imaju karnozinska i ruzmarinska kiselina (Vegara i sur.,
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2011). Spojevi koje sadrzi ruzmarin stvaraju interakcije s proteinima u membrani Sto
uzrokuje gubitak funkcionalnost membrane i njezine strukture (Nieto i sur., 2018).

Karnozinska kiselina je fenolni diterpen kemijske formule C20H2804 koji
posjeduje antioksidativna i antimikroban svojstva (slika 5). Prvi put ju je otkrio Horst
Linde u kadulji 1964. godine. Kasnije je u puno vec¢im koncentracijama otkrivena u
ruzmarinu, a nalazi se i u mnogim drugim vrstama koje spadaju u porodicu Lamiaceae
(Birti¢ i sur., 2015). Njena koncentracija u biljkama ovisi 0 uvjetima uzgoja i stresnim
uvjetima kojima je biljka izlozena tijekom uzgoja. Dokazano je da engleska klima viSe
pogoduje proizvodnji karnozne kiseline od toplih i sudnih uvjeta koji prevladavaju na
Mediteranu (Birti¢ i sur, 2015). Ruzmarin izlozen povecanom UVB zraCenju pokazao
je vecCi sadrzaj karnozinske kiseline. U biljkama nije ravnomjerno rasporedena, te je
uglavhom prisutna u nadzemnim dijelovima biljke. U ruzmarinu je u najvecCim
koncentracijama prisutna u fotosintetskim dijelovima biljke poput listova i latica (Birti¢
i sur., 2015).

Slika 5. Strukturna formula karnozinske kiseline (Birti¢ i sur., 2015)

Ruzmarinska kiselina je fenolna kiselina koja se smatra esterom, proizvodom
esterifikacije kafeinske kiseline i 3,4 — dihidroksifenil mlije¢ne kiseline. Kemijska
formula joj je C1sH160s (slika 6). Posjeduje antimikrobna, protuupalna, antioksidativna,
antidijabetiCka i antikancerogena svojstva (Matejczyk i sur., 2018). Ruzmarinska
kiselina pokazuje obecéavajucu antifungalnu i antibakterijsku aktivnost. Takoder
pokazuje sposobnost sprjeCavanja pri¢vrS€ivanja stanica i iskorjenjivanja
uspostavljenih  biofiilmova koje je povezano sa smanjenjem proizvodnje
egzopolisaharida. Antifungalna svojstva ruzmarinske kiseline ukljuCuju smanjenje
mitohondrijske aktivnosti, promijena integriteta membrane i blagu inhibiciju
proizvodnje proteaze (lvanov i sur., 2022).
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Slika 6. Strukturna formula ruzmarinske kiseline (Izvor: ScienceDirect)
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3.4. Karakteristike origana (Origanum vulgare L.)

Origano (Origanum vulgare L.) aromatiCna je viSegodiSnja biljna vrsta iz
porodice Lamiaceae. PotjeCe iz brdskih predjela Mediterana i zapadne Azije, a raSiren
je i u dijelovima Meksika i SAD — a. Uzgaja se kao zimzeleni grm u podrucjima blage
klime. Ima zbijene ovalne listove koji su rasporedeni nasuprotno i prekriveni sitnim
dlaCicama (slika 7). Mlade stabljike su Cetvrtaste i dlakave, a s godinama odrvene.
Cvjetovi su mali i skupljeni u grozdovima, bijele do ruziCaste ili blijedo ljubiCaste boje.
Bitan je sastojak mediteranske kuhinje i koristi se kao zacCin u mnogim jelima.
Kulinarske varijante poput gr¢kog i talijanskog origana imaju jaku aromu, a ukrasne
varijante blazu i nisu pogodne kuhanje (Britannica, The Editors of Encyclopaedia,
2022).

Slika 7. Origano (Origanum vulgare) (Izvor: Agroklub, https://www.agroklub.com/hortikultura/kako-
osusiti-i-cuvati-origano/78910/)

Origano sadrzi mnoge polifenolne spojeve koji posjeduju antioksidativna i
antimikrobna svojstva kao i mnoge druge vrste iz porodice Lamiaceae. Glavni sastojci
origana odgovorni za njegova antimikrobna svojstva su fenolni spojevi poput
karvakrola i timola. Osim karvakrola i timola koji se nalaze u najvisoj koncentraciji u
origanu, antimikrobnoj aktivnosti doprinose i monoterpenski ugljikovodici gama —
terpinen (y-terpinen)iro — cimen (p-cimen) (Fournomiti i sur., 2015; Coccimiglio i sur.,
2016).

Karvakrol i timol su strukturno vrlo sli¢ni spojevi, timol se od karvakrola razlikuje
po smjestaju hidroksilne skupine na drugom mjestu na fenolnom prstenu (slika 8).
Antibakterijsko djelovanje karvakrola i timola povezano je sa njihovom sposobnosc¢u
da Cine stani€nu membranu propusnom (Lambert i sur., 2001). Karvakrol i timol
sposobni su razgraditi vanjsku membranu Gram negativnih bakterija, otpustajuci
lipopolisaharide koji povec¢avaju propusnost citoplazmatske membrane (Burt, 2004).
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Dokazano je da karvakrol stvara kanale u membrani razdvajajuc¢i lance masnih
kiselina kod fosfolipida, te omogucava ionima napustanje citoplazme. Timol se
hidrofobno veZe za membranske proteine i pomocu vodika se spaja i tako mijenja
karakteristike propusnosti membrane. Ro-cimen doprinosi antimikrobnim svojstvima
origana uzrokujuci bubrenje citoplazmatske membrane u vecoj mjeri nego sam
karvakrol. Ro-cimen nema izrazena antimikrobna svojstva ukoliko se Kkoristi
samostalno (Burt, 2004).

OH

OH

Timol Carvacrol

Slika 8 Strukturne formule timola i karvakrola (Izvor: ResearchGate,
https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Estrutura-de-timol-e-carvacrol_figl 262757327)
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3.5. Metode ekstrakcije biljnog materijala

Ekstrakcija je proces odvajanja biljnih metabolita kao Sto su alkaloidi, glikozidi,
fenoli, terpenoidi i flavonoidi koriStenjem selektivnih otapala. Konvencionalne metode
ekstrakcije ukljuuju maceraciju, infuziju, dekokaciju, perkolaciju, Soxhlet ekstrakciju i
hidrodestilaciju. Moderne metode ekstrakcije uklju€uju mikrovalnu ekstrakciju i
ekstrakciju tekuc¢inama pod tlakom. Moderne netermalne metode ekstrakcije koje se
koriste su ultrazvuCna ekstrakcija, ekstrakcija superkriticnim tekucinama, pulsirajuca
ekstrakcija potpomognuta elektri¢nim poljem (Rasul, 2018). Ekstrakti koriSteni u ovom
radu dobiveni su ekstrakcijom uz visokonaponsko praznjenje.

Maceracija je stara metoda ekstrakcije koja se koristila za pripremu ljekovitih
pripravaka. Siroko je primjenjiv i jeftin nagin dobivanja prirodnih proizvoda od bilinog
materijala. Kod maceracije se usitnjeni materijal stavlja u zatvorenu posudu u koju se
dodaje otapalo i ostavlja da stoji duze vrijeme, tj. dovoljno vremena da otapalo
difundira u stani¢ne stijenke $to omogucuje otapanje sastojaka prisutnog u biljci.
Nakon zavrSene maceracije tekucéina se procijedi, a kruti ostatak se preSa kako bi se
izdvoijilo Sto viSe otapala. Prednosti ove metode su to Sto je jednostavna metoda koja
ne zahtjeva koriStenje komplicirane opreme, Stedi energiju i prikladna je za proizvodnju
jeftinijih lijekova. Nedostatci ove metode su njeno vremenski dugo trajanje koje varira
od nekoliko dana do nekoliko tjedana i potrebne velike koliine otapala (Azmir i sur.,
2013). Infuzija i dekokacija se baziraju na istom principu kao i maceracija, ali kao
otapalo koriste hladnu ili prokuhalu vodu (Rasul, 2018).

Soxhlet ekstrakcija ili kontinuirana vruca ekstrakcija je metoda u kojoj se biljni
materijal usitnjava i stavlja u poroznituljac od celuloze. Celulozni tuljac se zatim stavlja
u Soxhlet aparat u kojem se otapalo zagrijava i isparava u celulozni tuljac u kojemu
dolazi do kondenzacije Sto rezultira ekstrakcijom biljnog materijala. Prednosti ove
metode su Sto omogucava ekstrakciju velikih koli€ina biljnog materijala odjednom,
omogucéava ponovnu upotrebu iskoriStenog otapala, ne zahtjeva filtraciju nakon
ekstrakcije i vrlo je jednostavna tehnika. Nedostatci Soxhlet ekstrakcije su Sto se biljni
materijal zagrijava na relativno visoku temperaturu $to mozZe dovesti do termickog
uniStenja nekih spojeva, vrijeme ekstrakcije je dugo i zahtjeva velike koli€ine otapala
(Rasul, 2018).

Hidrodestilacija je tradicionalna metoda ekstrakcije biljnih materijala koja ne
koristi organska otapala. Kod hidrodestilacije u biljni materijal se dodaju dovoljne
koli€¢ine vode koja se zatim dovodi do vrenja, a alternativho se moZe koristiti i vodena
para koja se dovodi u biljni materijal. Hladenjem vodom dolazi do kondenzacije pare
¢ime se dobiva mjeSavina vode (hidrolata) i ulja. Korisna je metoda za ekstrakciju
etericnih ulja iz biljaka i njihovih razli€itih dijelova (Silva i sur., 2005). Prednosti
hidrodestilacije su te Sto nije potrebna upotreba organskih otapala $to ¢ini ovu metodu
jeftinom i ekoloski prihvatljivom, omogucuje vecée koli€ine dobivenog eteri€nog ulja i
kvaliteta ulja dobivena ovom metodom je ponovljiva. Nedostatci ove metode su

28



nemogucnost potpune ekstrakcije, mogucnost hidrolize nekih sastojaka uslijed
dugotrajnog djelovanja visokih temperatura, nemogucnost kontrole temperature i
zahtjeva veci broj zaposlenika, viSe prostora i energije (Rasul, 2018).

Mikrovalna ekstrakcija koristi neionizirajuce elektromagnetsko zraCenje
frekvencije 300 Mhz do 300 Ghz. Mikrovalno zraCenje prenosi se kao valovi i moze
prodrijeti u matricu i djelovati izravno na polarne molekule kao Sto je voda. Temeljni
princip ove metode ekstrakcije je prijenos energije pomocu elektricnog polja.
Mikrovalna energija dolazi u kontakt s vlagom unutar matrice Sto dovodi do
isparavanja koje stvara pritisak na staniCnu stijenku koja zatim puca i oslobada
bioaktivnu tvar (Zia i sur., 2022).

Ekstrakcija teku¢inama pod tlakom je metoda koja koristi visoki tlak u
ekstrakciji. Visoki tlak odrzava otapala u teku¢em stanju iznad njihove toCke vrelista
Sto rezultira visokom topljivos¢€u i visokim prodiranjem otapala u matricu biljnog
materijala (Zhang i sur., 2018).

Ultrazvuéna ekstrakcija koristi ultrazvuk u rasponu od 20 do 2000 kHz.
Mehanicki uc€inak ultrazvuka poboljSava povrsinski kontakt izmedu otapala i biljnog
materijala. Ultrazvuk mijenja i naru$ava fizikalna i kemijska svojstva biljnog materijala
i tako olakSava otpustanje spojeva i pospjeSuje prodiranje otapala u biljne stanice.
Ultrazvu€na ekstrakcija primjenjiva je za ekstrakciju termolabilnih i nestabilnih spojeva
(Zhang i sur., 2018).

Ekstrakcija superkriticnim tekucinama Kkoristi superkritiénu tekucinu kao
ekstrakcijsko otapalo. Superkiticne tekucine imaju sli¢nu topljivost kao tekucine i sli¢nu
difuznost kao plin pa mogu otopiti Siroku paletu prirodnih proizvoda. Temperatura i tlak
C¢imbenici su koji guraju tvar u njeno superkriticno stanje, pa tako CO:2 postaje
superkriticna tekucina iznad 31,1°C i pri tlaku od 7380 kPa (Zhang i sur., 2018).

Pulsirajuéa ekstrakcija potpomognuta elektricnim poljem radi na principu
elektroporacije za ekstrakciju bioaktivnih spojeva. Elektroporacija je pojava u kojoj se
stanica izlaZze impulsima elektricnog polja visokog intenziteta koji privremeno
destabilizira staniénu membranu. Elektroporacijom se gubi strukturna funkcionalnost
staniéne membrane Sto pospjeSuje difuziju otapala. Ciljani spojevi tako se ekstrahiraju
pod utjecajem elektricnog polja uz medudjelovanje otapala (Zia i sur., 2022).
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3.5.1. Ekstrakcija uz visokonaponsko praznjenje ( high voltage
electric discharge extraction — HVED)

Ekstrakcija visokonaponskim elektricnim praznjenjem je nova, ucinkovita i
ekoloski prihvatljiva metoda ekstrakcije. Ova metoda smatra se alternativom tehnikom
konvencionalnim metodama ekstrakcije. Sustavi za ekstrakciju uz visokonaponsko
praznjenje mogu se podijeliti u tri kategorije, serijske, kontinuirane i cirkulirajuce
sustave. Osnovni princip rada je isti kod sva tri sustava, a to je stvaranje praznjenja
zbog lokalnog visokog elektri€nog polja i uniStavanje stanica i pojaCanje prijenosa
uzrokovano raznim sekundarnim pojavama (Li i sur., 2019).

Kod serijskog sustava za ekstrakciju elektroda s pozitivnim naponom nanesena
je na iglu. Kada se postigne dovoljno visok impulsni napon dolazi do elektricnog
praznjenja u vodu zbog visoke jakosti elektricnog polja koje je koncentrirano u igli.
Praznjenje stvara udarne valove i intenzivnu turbulenciju tekucine emitirajuci
ultraljubiCasto svjetlo i oslobadajuci guste aktivne radikale. Uslijed praznjenja stanica
je ozbiljno osteéena i unutarstani¢na djelatna tvar lako difundira u otapalo. Ekstrakcija
u ovakvom sustavu moZze se podijeliti u tri dijela. Biljni materijal je prvo potrebno
pripremiti za ekstrakciju, tj. oCistiti ga, osusiti, samljeti ili usitniti i prosijati, nakon ¢ega
se Cuva na odredenoj temperaturi do koriStenja. Nakon pripreme biljnog materijala
slijedi proces obrade HVED — om. Suhi materijal se pomijeSa sa otapalom i tretira
HVED — om u komori za ekstrakciju. Nakon HVED obrade dodaje se jo$ otapala kako
bi se pospjeSilo difundiranje spojeva koji se ekstrahiraju u otapalo. Zadnji dio
ekstrakcije je odvajanje supernatanta od ostataka centrifugiranjem (Li i sur., 2019).

U kontinuiranom sustavu se umjesto igle u kojoj je koncentrirano jako elektricno
polje koriste paralelne mrezaste elektrode. Na jednu elektrodu djeluje visoki napon, a
druga sluzi kao uzemljenje. Da bi se moglo koncentrirati elektricno polje u
kontinuiranom sustavu koristi se izolacijska ploCa koja je postavljena izmedu dvije
paralelne elektrode. Na izolacijskoj ploCi se nalazi mala rupica koja sluzi kao podrucje
tretmana u komori za ekstrakciju i omoguéava da je elektricno polje visoko
koncentrirano (Zhang i sur., 2009).

U cirkuliraju¢em sustavu komora je cilindri€énog oblika, a elektroda za elektricno
praznjenje je u obliku igle i centrirana je toéno u sredinu komore. Cilindri¢ni oblik
komore omogucuje veci procesni kapacitet uz relativno malu komoru $to rezultira
povecanjem ucinkovitosti i smanjenjem potrosSnje energije.

Ekstrakcijom visokonaponskim elektricnim praznjenjem mogu se ekstrahirati
fenolne komponente, ulja, polisaharidi i proteini (Li i sur., 2019).

Ekstrakcija visokonaponskim elektricnim praznjenjem ima mnoge prednosti u
odnosu na ostale metode ekstrakcije, a neke od njih su niska potrosnja energije, kratko
vrijeme obrade biljnog materijala, niske radne temperature i veéi oporavak bioaktivnih
komponenti (Banozi¢ i sur., 2021).
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3.6. Antimikrobno djelovanja ekstrakata ruzmarina

Ekstrakt ruzmarina koji se komercijalno koristi kao antioksidans lipida u hrani
(Oxy'less), a koji je dobiven otapanjem u etanolu (100 mg/ml) testiran je kao
antimikrobno sredstvo za patogene koji se nalaze u hrani (del Campo i sur., 2000). Za
Gram pozitivne bakterije minimalna inhibitorna koncentracija (eng. minimum inhibitory
concentration; MIC) iznosila je 1 % za Leuconostoc mesenteroides, 0,5 % za Listeria
monocytogenes, 0,5% za Staphylococcus aureus, 0,13% za Streptococcus mutans i
0,06% za Bacillus cereus. Etanolna otopina ruzmarina koncentracije manje od 1 %
nije pokazala antibakterijsko djelovanje na Gram negativne bakterije Escherichia coli,
Salmonella enteritidis i Erwinia carotovora. Ekstrakt je usporio rast Penicillium
roquefortii i Botrytis cinerea (del Campo i sur., 2000).

Ruzmarin uzorkovan u sjevernom podrucju Palestine u lipnju 2009. godine
(Jarrar i sur., 2010) koristen je za pripremu ekstrakta sa 80 % - tnim etanolom nakon
Cega je filtriran i isparen do suhog na 40°C. U istraZivanju je koriSteno pet klinickih
izolata MRSA — e i standardni bakterijski soj Staphylococcus aureus kao kontrola.
Antibakterijska aktivnost odredena je difuzijom u jaZice. Na petrijeve zdjelice sa Muller
— Hinton agarom nacjepljene su mikrobne kulture strae 24 h, a u jazice promjera 6 mm
dodano je 50 ul ekstrakta koncentracije 100 mg/ml. Zone inhibicije kretale su se od 16
mm do 28 mm za sve ispitivane izolate. MIC vrijednosti ruzmarina za svih pet izolata
bio je u rasponu od 0,39 do 3,13 mg/ml (Jarrar i sur., 2010).

Etericno ulje ruZzmarina dobiveno je iz 40 g svjezih biljnih dijelova
hidrodestilacijom tijekom tri sata i osuSeno natrijevim sulfatom. Antimikrobna aktivnost
ispitana je na patogene Enterococcus faecalis, Streptococcus salivarius,
Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus i Streptococcus
sanguinis. MIC vrijednosti su iznosile > 2000 za E. faecalis, 600 za S. salivarius, >
2000 za S. sanguinis, > 2000 za S. mitis, > 2000 za S. mutans i 500 za S. sobrinus.
(Bernarde i sur., 2010).

Antimikrobno djelovanje dva ekstrakta ruzmarina s razliitim koncentracijama
karnozinske kiseline, VivOX 20 i VivOX 40 ispitano je na razli¢itim vrstama roda
Listeria i sojevima L. monocytogenes. MIC vrijednosti odredene su u rasponu od 625
Mg ekstrakta/ml EtOH do 5000 ug ekstrakta/ml EtOH za ekstrakt VivOX 201 312,5 ug
ekstrakta/ ml EtOH do 2500 pg ekstrakta/ ml EtOH za ekstrakt VivOX 40 (Rozman i
Jersek, 2009).

Antimikrobna aktivnost ruzmarina prikuplienog u sjevernoj Sardiniji ispitana je
na Gram pozitivnim bakterijama Staphylococcus aureus i dva soja Staphylococcus
epidermis izoliranih iz urina, te Gram negativne bakterije Escherichia coli i
Pseudomonas aeruginosa. Ulja koristena u istrazivanju (S1 prikupljeno u Porticciolo u
razini mora i S2 u Monte Doglia na nadmorskoj visini od 400 m) dobivena su
hidrodestilacijom pomocu aparata Clevenger. Gram pozitivne bakterije bile su
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osjetljivije na ulje ruzmarina od Gram negativnih bakterija. MIC vrijednost za
Staphylococcus aureus je iznosila 2,5 mg/ml za ulje S1 i 3,5 mg/ml za ulje S2, a za
Staphylococcus epidermis 3 mg/ml za oba ulja. MIC vrijednost za E. coli iznosila je >4
mg/ml za oba ulja i za P. aeruginosa > 4 mg/ml za oba ulja (Pintore i sur., 2002).

3.7. Antimikrobno djelovanje ekstrakata origana

Eterino ulje origana koriSteno je za inhibiciju klini¢kih izolata E. coli otpornih
na vise lijekova (n = 27), Klebsiella oxytoca (n = 7) i Klebsiella pneumoniae (n = 16).
Rezultati su pokazali da je najosjetljivija bakterija bila K. oxytoca s MIC vrijednosti od
0,9 yg/ml. MIC vrijednost za K. pneumoniae iznosila je u prosjeku 73,5 pg/ml. Sojevi
E. coli bili su najotporniji i njihove MIC vrijednosti bile su u rasponu od 219,9 do 236,1
Mg/ml (Fournomiti i sur., 2015).

Inhibitorno djelovanje ekstrakta origana pripremlijenog ekstrakcijom 5,5 g
origana u 100 ml etanola ispitano je na klinickim izolatima Pseudomonas aeruginosa,
Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli, Burkholderia cenocepacia, Acinetobacter
baumannii, Moraxella catarrhalis, Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus. MIC
vrijednosti za P. aeruginosa bile su u rasponu od 6,3 do 25 ug/ml, za B. bronchiseptica
12,5 pg/ml, za E. coli u rasponu od 12,5 do 25 pg/ml, za B. cenocepacia u rasponu od
6,3 do 25 ug/ml, za A. baumannii iznosile su 12,5 ug/ml, za M. catarrhalis 12,5 ug/ml,
za B. subtilis 6,3 yg/ml i za S. aureus su bile u rasponu od 12,5 do 25 pg/ml
(Coccimiglio i sur., 2016).

Antimikrobno djelovanje ekstrakata origana ispitano je na uskladistenom
pileéem mesu koje je bilo pakirano u vakuumu pod niskim tlakom i na temperaturi od
- 18°C (Haé-Szymanczuk i sur., 2019). U meso je dodan origano kao suhi zacin,
ekstrakt u vodi i etanolu (40 i 70%) i etericno ulje. Dobiveni rezultati pokazali su
sposobnost pripravaka origana da ogranii rast mezofilnih aerobnih bakterija i
psihrotrofnih bakterija u pilecem mesu. Unato€ statistiCki neznatnoj razlici u odnosu
na kontrolni uzorak najmanji broj mezofilnih i psihrotrofnih organizama naden je u
mesu u koje je dodano etericno ulje origana. Dodavanje svakog pripravka origana
ograniCilo je rast bakterija iz porodice Enterobacteriaceae, a najucinkovitijim se
pokazalo eteri¢no ulje i ekstrakt ptipremljen u 70% etanola (Ha¢-Szymanhczuk i sur.,
2019).

In vitro ispitivanje antibakterijskog djelovanja ekstrakata origana u etanolu
ispitano je na S. aureus, P. aeruginosa i E. coli (Pérez-Delgado i sur., 2021).
Antibakterijsko djelovanje ispitano je metodom difuzije u bunare u agaru.
Koncentracije ekstrakata koje su koristene iznosile su 80, 40 i 20 mg/ml. Ekstrakt
origana pokazao je prosjecne veli€ine zona inhibicije od 21,64, 15,24 1 11,45 mm za
S. aureus. Zone inhibicije za P. aeruginosa iznosile su 13,31, 12,271 7,35 mm i za E.
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coli 12,5, 11,40 i 10,6 mm. ZakljuCeno je da etanolni ekstrakti origana imaju
bakteriostati¢ni u€inak (Pérez-Delgado i sur., 2021).
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4. Materijali i metode

4.1. Laboratorijski uredaji

U ovom istrazivanju koriSteni su sljedeci uredaiji:

Brojac kolonija, Colony star (Funke Gerber, Njemacka)
Denzitometar, DEN-1 Densitometer (Biosan, Latvija)
Inkubator, Sanyo incubator (Sanyo Electronic CO. Ltd., Japan)
Laboratorijska vaga (Santarius AG, Hrvatska)

Orbitalna treskalica/inkubator, Orbital shaker — Incubator ES-20 (Biosan,
Latvija)

Vorteks mijeSalica, Vorteks V-1-plus (Biosan, Latvija)

4.2. Kemikalije

Glukoza (CsH120s, Kemika, Hrvatska)
Natrij klorid (NaCl) (VWR Chemicals, Belgija)
Dimetil sulfoksid 10% ((CHzs)2SO, Sigma-Aldrich, SAD)

Resazurin natrijeva sol (C12HsNOa4-Na, Santa Cruz Biotechnology, SAD)
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4.3. Puferi i indikatorske otopine

4.3.1. FizioloSka otopina (0,85 %)

FizioloSka otopina pripremljena je otapanjem 8,5 g NaCl (VWR Chemicals,
Belgija) u 1000 ml destilirane vode. Dobivena otopina je sterilizirana u autoklavu pri
121 °C tijekom 15 minuta.

4.3.2. Otopina resazurina (0,02%)

Indikatorska otopina resazurina (0,02%) pripremljena je otapanjem 0,02 g
resazurin natrijeve soli (Santa Cruz Biotechnology, SAD) u 100 ml sterilne destilirane
vode. Ovako pripremljena otopina je sterilno filtrirana kroz membranski filter (promjer
pora = 0,22 um; VWR International, Belgija).

4.4. Hranjive podloge

4.4.1. Brain heart infusion agar (BHI)

BHI podloga (Biolife, Italija) pripremljena je tako da je 37 g dehidrirane BHI
podloge i 15 g agara (Biolife, Italija) otopljeno u 1000 ml destilirane vode. Tako
pripremljena podloga je zatim sterilizirana u autoklavu pri 121 °C tijekom 15 minuta.
Nakon autoklaviranja BHI podloga je ohladena na 45-50 °C, po 12 ml BHI podloge je
otpipetirano u Petrijeve zdjelice promjera devet cm i ostavljeno da polimerizira na
sobnoj temperaturi.

4.4.2. Muller-Hinton agar (MHA)

MHA podloga (Biolife, Italija) pripremljena je tako da je 38 g dehidrirane MHA
podloge otopljeno u 1000 ml destilirane vode. Tako pripremljena podloga je zatim
sterilizirana u autoklavu pri 121 °C tijekom 15 minuta i ohladena na 45-50 °C. U
Petrijeve zdjelice promjera devet cm je sterilno otpipetirano po 12 ml MHA podloge,
nakon ¢ega je podloga ostavljena da polimerizira na sobnoj temperaturi.
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4.4.3. Miller-Hinton Broth (MHB)

MHB podloga (Biolife, Italija) pripremljena je tako da je 22 g dehidrirane Muller-
Hinton podloge otopljeno u 1000 ml destilirane vode. Tako pripremljena podloga je
zatim sterilizirana u autoklavu pri 121 °C tijekom 15 minuta.

4.4.4. Krumpir dekstrozni agar (PDA)

PDA podloga je pripremljena otapanjem 20 g glukoze (Kemika, Hrvatska) i 15
g agara (Biolife, Italija) u 1000 ml infuzije krumpira. Infuzija krumpira pripremljena je
kuhanjem 200 g neoguljenog i narezanog krumpira u 1000 ml destilirane vode tijekom
30 min. Nakon kuhanja infuzija je filtrirana kroz cjedilo. PDA hranjiva podloga
sterilizirana je u autoklavu pri 121 °C tijekom 15 minuta.

4.5. Ekstrakti

U ovom istrazivanju ispitano je potencijalno antimikrobno djelovanje sljedecinh
ekstrakata dobivenih ekstrakcijom uz visokonaponsko praznjenje:

e Vodeni ekstrakt ruzmarina (Salvia rosmarinus Spenn.)

¢ Vodeni ekstrakt origana (Origanum vulgare L.)

4.6. Mikrobne kulture

U ovom istrazivanju koristene su komercijalno dostupne mikrobne kulture
kupljene od DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures ili
American Type Culture Collection (ATCC) i viSestruko otporne bakterije
(Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus i Klebsiella
pneumoniae). Visestruko otporne bakterije prikupljene su iz otpadnih voda i bolni¢kog
okruZenja te ustupljene od strane Klinike za infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevic¢®
(KFM) i Instituta ,Ruder BoSkovic* (IRB). Popis koridtenih kultura je u nastavku:

e Agrobacterium tumefaciens (DSM 30205)
e Pseudomonas syringae (DSM 10604)

e Pseudomonas fluorescens (DSM 50090)
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Salmonella enterica subsp. enterica (DSM 14221)
Erwinia amylovora (DSM 50901)
Listeria innocua (ATCC 33090)
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4.7. Odredivanje antibakterijskog djelovanja vodenih ekstrakata
ruzmarina i origana

Antimikrobno djelovanje vodenih ekstrakata ruzmarina i origana prema
ispitivanim bakterijama odredena je pomocu modificirane Kirby-Bauerove disk
difuzijske metode (Bauer i sur., 1959.), odnosno pomocu metode difuzije iz bunara.
Prvi korak u ovoj analizi je priprema odgovarajuce bakterijske biomase. Ispitivane
bakterijske kulture prociS¢ene su metodom iscrpljenja do monokulture na krutoj BHI
podlozi. Nakon iscrpljenja izolati su inkubirani (Sanyo MIR — 153, Sanyo electric,
Japan) tijekom 24 h u uvjetima optimalnim za rast pojedinih vrsta:

e 37 °C (aerobno): Acinetobacter baumanii (AB_6, AB_7, AB_8, AB_9,
AB_10), Enterococcus faecium (SE_SC_COL_40, SE_SC_COL_73,
SE_SC_COL_119, 193/0, 560/2), Staphylococcus aureus (SA_6, SA_7,
SA_8, SA 9, SA 14), Klebsiella pneumoniae (SE_SC_COL_173,
SE_SC_COL_79, SE_SC_COL_68, SE_SC_COL_46, SE_SC_COL_96)

e 30 °C (aerobno): Agrobacterium tumefaciens (DSM 30205),
Pseudomonas syringae (DSM 10604), Erwinia amylovora (DSM 50901),
Listeria innocua (ATCC 33090)

¢ 30 °C (anaerobno): Salmonella enterica subsp. enterica. (DSM 14221)

Nakon inkubacije pripremljene su bakterijske suspenzije za svaku vrstu Ciji
turbiditet odgovara turbiditetu McFarland standarda 0,5 (odgovara bakterijskoj
koncentraciji 1,5 x 108 CFU/ml) na nacin da je u sterilnu staklenu epruvetu dodano 3
ml sterilne fizioloSke otopine te je steriinom ezom dodavana jedna po jedna kolonija
do postizanja navedenog turbiditeta. Turbiditet je mjeren pomocu denzitometra (DEN-
1 Densitometer, BioSan, Latvia).

Ovako pripremljene bakterijske suspenzije su inokulirane pomocéu sterilnog
vatenog Stapic¢a na krute BHI i MHA podloge u 3 smjera uz okretanje ploCe za 60 °
izmedu svakog razmazivanja. Zatim su na podlogama Sirim krajem sterilnog nastavka
za mikropipete volumena 1 ml (promjer = 8 mm) izbuSena Cetiri bunara (slika 9).
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Slika 9. Bunari u agaru.

Bunari su ispunjeni s 100 pl vodenog ekstrakta ruzmarina ili origana.
Antimikrobno djelovanje oba vodena ekstrakta (100%) prema svim bakterijskim
patogenima ispitano je u triplikatima. Obzirom da niske koncentracije dimetil sulfoksida
(<1,0% DMSO, Sigma-Aldrich, SAD) ne utjeCu na bakterijski rast, DMSO (0,5%) je
koriSten kao negativna kontrola za provjeru bakterijskog rasta. Negativna kontrola je
aplicirana na isti nacin kao i vodeni ekstrakti.

Nakon dodavanja ekstrakata i DMSO, Petrijeve zdjelice su stavljene u hladnjak
na 4 °C tijekom 30 minuta, kako bi se izbjeglo isparavanje vodenih ekstrakata i
omogucila njihova difuzija u hranjivu podlogu. PloCe su zatim inkubirane u uvjetima
optimalnim za rast pojedinacnih ispitivanih bakterijskih vrsta tijekom 24 h.

Nakon inkubacije izmjerene su zone inhibicije rasta ukljuCujuci i promjer
bunara, rezultati su izraZzeni kao srednje vrijednosti zona inhibicije rasta u milimetrima
(mm) s pripadajuéim standardnim devijacijama.
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4.8. Odredivanje antifungalnog djelovanja vodenih ekstrakata
ruzmarina i origana prema gljivi Botrytis cinerea

Antimikrobna aktivnosti vodenih ekstrakata ruzmarina i origana prema gljivi B.
cinerea ispitana je metodom dvojnih kultura (engl. dual culture assay, Ali i sur., 2020;
Tanapichatsakul i sur. 2020). Izolat B. cinerea je ozZivlien na PDA podlozi i inkubiran
pri 30 °C tijekom sedam dana.

Antifungalna aktivhost je odredena za ekstrakte ruzmarina i origana
koncentracija 100%, 50% i 12,5%. Ekstrakti koncentracije 50% pripremljeni su
razriedivanjem 100%-tnog ekstrakta u omjeru 1:2, tj. mijeSanjem 7,5 ml 100%-tnog
ekstrakta i 7,5 ml sterilne fiziolo8ke otopine, a ekstrakti koncentracije 12,5%
razrjedivanjem 50%tnog ekstrakta u omjeru 1:4 mijeSanjem 5 ml 50%-tnog ekstrakta
s 15 ml sterilne fizioloSke otopine. Dobivene radne otopine sterilno su filtrirane kroz
membranske filtere (promjer pora = 0,22 ym, VWR International, Belgija).

Za svaki ispitivani izolat na PDA ploCi je 1,5 cm od ruba Petrijeve zdjelice
oznacen kvadrat povr§ine 1 cm? na koji je naneseno 50 ul ekstrakta. Tri cm od
kvadrata gdje je nanesen ekstrakt postavljen je micelijski disk gljive Botrytis cinerea
(DSM 877). Micelijski diskovi su pripremljeni od kulture B. cinerea stare sedam dana
(slika 10). Za svaku kombinaciju patogen — ekstrakt pripremljene su kontrole tj. u
sredinu PDA ploCe nanesen je samo micelijski disk. Ovako pripremljene plo¢e su
inkubirane pri 25 °C tijekom sedam dana.

Slika 10. Odredivanje antifungalne aktivnosti ekstrakata ruzmarina i origana metodom dvojnih kultura.

Nakon inkubacije izmjeren je radijalni rast B. cinerea na ploCama tretiranim
ekstraktima ruzmarina i origana i kontrolnim ploama. Inhibicija fungalnog rasta
izraZzena je kao postotak inhibicije radijalnog rasta tretmana u odnosu na radijalni rast
kontrole pomocu sljedece formule:
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radijalni rast tretmana

Inhibicija rasta [%] = 100 x [1 )]

radijalni rast kontrole

4.9. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije vodenih
ekstrakata ruzmarina i origana

Minimalna inhibitorna (MIK) i minimalna baktericidna (MBK) koncentracija
odredene su mikrodilucijskom metodom u mikrotitarskoj ploCi uz dodatka resazurina
(REMA, engl. resazurin microplate assay; Coban, 2012)

Ispitivani izolati, prvo, su iscrpljeni na krutim BHI podlogama te inkubirani u
uvjetima optimalnim za pojedini izolat tijekom 24 sata (poglavlje 3.7.). Nakon
inkubacije su pripremljene bakterijske suspenzije Ciji turbiditet odgovara turbiditetu
McFarland standarda 0,5 (odgovara bakterijskoj koncentraciji 1,5 x 108 CFU/mI).
Dobivene bakterijske suspenzije su zatim razrijedene u omjeru 1:10 u sterilngj
fizioloSkoj otopini do koncentracije 1,5 x 10® CFU/mI. Razrjedenje je pripremljeno u
mikrotubicama volumena 2 ml (Eppendorf, Njemacka) tako da su dvije mikrotubice
napunjene s 900 pl sterilne fizioloSke otopine te je u prvu dodano 100 pl bakterijske
suspenzije turbiditeta koji odgovara McFarland standardu 0,5. Sadrzaj mikrotubice je
homogeniziran vorteksiranjem (Vorteks V-1-plus, Biosan, Latvija). U drugu
mikrotubicu je dodano 100 pl suspenzije iz prve mikrotubice nakon Cega je sadrzaj
vorteksiran. Ovako pripremljene bakterijske suspenzije su sadrzavale 1,5 x 10°
CFU/ml bakterijskih stanica i koristene su za odredivanje MIK i MBK.

MIK i MBK vodenih ekstrakata odredeni su u mikrotitarskim plo¢ama, pri Eemu
je ispitan raspon koncentracija 1,56%-100%. Navedeni raspon koncentracija
pripremljen je u mikrotitarskoj plocCi serijskim razrjedenjem u omjeru 1:2 (tablica 1). U
bunare Al i A2 odpipetirano je po 280 pl ispitivanog ekstrakta. U bunare B1 do H1 i
B2 do H2 odpipetirano je 140 pl tekuée Muller-Hinton podloge. Ispitivani ekstrakt zatim
je razrijeden u omjeru 1:2 u redovima A do G prebacivanjem po 140 pl iz bunara u
redu A u bunare u redu B pomo¢u multikanalne pipete. Zatim je 140 pl iz bunara u
redu B prebaceno u bunare u redu C, te je ovaj korak ponavljan do reda G iz kojeg je
na kraju uklonjeno suvisnih 140 ul (svaki bunar je sadrzavao ukupno 140 pl).Bunari u
redu H sadrzavali su samo 140 ul teku¢e Muller-Hinton podloge i sluZili su kao kontrola
rasta ispitivanih izolata. U sve bunare je dodano 10 pl pripremljenih bakterijskih
suspenzija (1,5 x 10® CFU/ml), pa je konacna biomasa svih ispitivanih sojeva u
mikrotitarskoj plo¢i iznosila je oko 10° CFU/m.
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Tablica 1. Shema pipetiranja na primjeru vodenog ekstrakta origana. EO — ekstrakt origana, 1 - S.
aureus (SA _6), 2 - S. aureus (SA_7).

c(EO) 1 2
100% | A | 280 yLEO | 280 uL EO
50% | B | 140 yLMH | 140 uL MH
25% | C | 140 yLMH | 140 uL MH
12,50% | D | 140 yLMH | 140 uyL MH
6,25% | E | 140 uL MH | 140 pL MH
3,12% | F| 140 LMH | 140 pL MH
1,56% G| 140 yLMH | 140 puL MH
Kontrola H| 140 yLMH | 140 uL MH

Ovako pripremljena mikrotitarska plo¢a stavljena je na inkubaciju pri 35 °C
tijekom 5 sati. Nakon inkubacije u svaki bunar je dodano 15 ul otopine resazurina
(0,02%) te je mikrotitarska plo¢a inkubirana dodatnih sat vremena. Mikrotitarska plo¢a
je ocCitana kada je resazurin u kontroli promijenio boju iz plave u ruzi¢astu. Promjena
boje je uzrokovana redukcijom resazurina u resofurin u zivim stanicama. Minimalna
inhibitorna koncentracija je najniza koncentracija kod koje je izostala promjena boje
(slika 11).

Slika 11. Mikrotitarska plo€a s dodatkom resazurina za odredivanje MIK vodenog ekstrakta origana.
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Takoder, u ovom istrazivanju provjerena je i toCna bakterijska biomasa koja je
koriStena za odredivanje MIK-a vodenih ekstrakata serijskim razrjedenjem u omjeru
1:10. U red A mikrotitarske ploCe otpipetirano je 180 pl odgovarajuce bakterijske
suspenzije biomase 1,5 x 106 CFU/ml. U sve ostale redove, od B do H, dodano je po
180 pl sterilne fizioloSke otopine. 20 pl je prebaceno iz reda A u red B pomocu
multikanalne pipete, zatim je 20 ul prebaceno iz bunara u redu B u bunare u redu C te
je postupak ponovljen do reda H. Za svaki soj, po 5 pl iz svakog bunara je preneseno
multikanalnom pipetom na krutu BHI podlogu u Cetiri ponavljanja. PloCe su inkubirane
pri 37 °C tijekom 24 h. Nakon inkubacije su prebrojane izrasle kolonije i izraCunat je
broj bakterija prisutan u koriStenoj biomasi prema sljedecoj formuli:

Broj kolonija
V(nacjepljeni uzorak)[mL]

CFU
Broj bakterija [ — ] = x recipro€no razrjedenje uzorka

Rezultati su izrazeni kao jedinice koje formiraju kolonije/ml (engl. colony
forming units, CFU/ml).
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4.10. Provjera MIK i MBK subkultivacijom

Nakon vizualnog ocitanja rezultata minimalne inhibitorne koncentracije MIK i
MBK vrijednosti su dodatno provjerene subkultivacijom na krutim BHI podlogama.
Multikanalnom pipetom je odpipetirano po 5 pl iz stupca A na krutu BHI podlogu u 4
ponavljanja. Isti postupak je ponovljen i za stupac B. Tako pripremljene Petrijeve
zdjelice su stavljene na inkubaciju pri 37 °C tijekom 24 h. Nakon inkubacije porasle
kolonije su izbrojane i izraCunat je CFU/ml prema formuli u poglavlju 3.9.

Broj umrlih stanica je izraZzen u postotcima (%) i izraCunat prema formuli:

CFU2
CFU1

Umrle bakterijske stanice [%]=(1 - ) x 100

gdje je:

CFU1 - broj bakterija koriSten za odredivanje MIK vrijednosti ekstrakta
ruzmarine ili origana

CFU2 — broj prezivjelih bakterija nakon tretmana ekstraktom ruzmarina ili
origana

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) je koncentracija kod koje je postotak
umrlih bakterija > 99,5%, a minimalna baktericidna (MBK) koncentracija kod koje je
postotak umrlih bakterija >99,9%.

4.11. StatistiCka obrada podataka

Zone inhibicije bakterijskog rasta, radijalna inhibicija fungalnog rasta te MIK i
MBK vrijednosti prikazane su kao srednje vrijednosti s pripadaju¢im standardnim
devijacijama. Srednje vrijednosti medusobno su viSestruko usporedene t-testom.
Razlike se smatraju statisticki znaCajnima ako je p < 0,05. Svi podatci i statisticke
analize provedene su u raCunalnom programu Microsoft Excel 2016 uz pomoé
dodatka Analiza podataka (engl. Analysis ToolPak).
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5. Rezultati

5.1. Antimikrobno djelovanje vodenog ekstrakta ruzmarina (Salvia
rosmarinus Spenn.)

U ovom istrazivanju kvalitativno je ispitano potencijalno inhibitorno djelovanje
vodenog ekstrakta ruzmarina na patogene od poljoprivrednog znacaja (Agrobacterium
tumefaciens (DSM 30205), Pseudomonas syringae (DSM 10604), Pseudomonas
fluorescens (DSM 50090), Salmonella enterica subsp. enterica. (DSM 14221), Erwinia
amylovora (DSM 50901) i Listeria innocua (ATCC 33090)) i viSestruko otporne
bakterije (S.aureus, E. faecium, A. baumannii i K.pneumoniae) metodom difuzije iz
bunara. Inhibitorno djelovanje se ocituje kao zona inhibicije rasta ispitivanih bakterija
oko bunara.

Ekstrakt ruzmarina nije pokazao antimikrobnu aktivnost prema ispitanim
izolatima na krutoj BHI i MHA podlozi (slika 12 i 13).

Slika 12. 1zostanak inhibitornog djelovanja vodenog ekstrakta ruzmarina na krutoj BHI podlozi. 1 -DSM
30205 ; 2 -DSM 10604 , 3 -DSM 50090, 4 -DSM 14221 , 5 -ATCC 33090 ,6 -DSM 50901, 7 -AB 6, 8
-AB 7,9 -AB8, 10 - AB 9, 11 -AB 10, 12 -SE_SC _COL_40 , 13 -SE_SC_COL_73 , 14 -
SE_SC_COL_119,15-193/0, 16 -560/2,17 -SA6,18—-SA7,19-SA8,20-SA 9,21 —-SA 14, 22
- SE_SC _COL_173, 23 -H2.COL_79 , 24 -SE_SC_COL_68 , 25 -SE_SC _COL_46 , 26 -
SE_SC_COL_96.
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Slika 13. Izostanak inhibitornog djelovanja vodenog ekstrakta ruzmarina na MHA podlozi. 1 -DSM 30205
; 2-DSM 10604 , 3 -DSM 50090 , 4 -DSM 14221 ,5 -ATCC 33090 ,6 -DSM 50901 ,7-AB6,8—-AB 7,
9-AB8,10-AB9,11-AB10,12-SE_SC_COL_40, 13-SE_SC_COL_73, 14 -SE_SC_COL_119,
15-193/0, 16 -560/2 ,17 -SA 6,18 -SA7,19-SA8,20-SA 9,21 -SA 14,22 -SE_SC_COL_173,
23-H2_COL_79,24 -SE_SC_COL_68, 25 -SE_SC_COL_46, 26 -SE_SC_COL_96.
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Uz potencijalno antibakterijsko djelovanje, ispitano je i antifungalno djelovanje
vodenog ekstrakta ruzmarina prema B. cinerea (DSM 877) metodom dvojnih kultura.
Antifungalno djelovanje ocituje se kao inhibicija radijalnog rasta.

Niti jedna ispitana koncentracija ekstrakta ruzmarina (100 %, 50 % i 12,5 %) nije
djelovala inhibitorno na B. cinerea (slika 14).

Slika 14. I1zostanak inhibitornog djelovanja vodenog ekstrakta ruzmarina (100%) na B. cinerea (DSM
877). B. cinerea je u potpunosti prerasla PDA podlogu.

Obzirom da ekstrakt ruzmarina nije djelovao inhibitorno na ispitane
mikroorganizme, nisu odredene MIK i MBK vrijednosti za vodeni ekstrakt ruzmarina.
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5.2. Antimikrobno djelovanje vodenog ekstrakta origana (Origanum
vulgare L.)

Potencijalno antibakterijsko djelovanje vodenog ekstrakta origana na patogene
od poljoprivrednog znacaja (Agrobacterium tumefaciens (DSM 30205), Pseudomonas
syringae (DSM 10604), Pseudomonas fluorescens (DSM 50090), Salmonella enterica
subsp. Enterica. (DSM 14221), Erwinia amylovora (DSM 50901) i Listeria innocua
(ATCC 33090)) i visestruko otporne bakterije (S.aureus, E. faecium, A. baumannii i
K.pneumoniae) ispitano je metodom difuzije iz bunara gdje se antibakterijsko
djelovanje ocituje kao zona inhibicije rasta oko bunara.

Ekstrakt origana je inhibirao rast izolata S. aureus (SA_6 i SA_7) na krutoj BHI
podlozi (slika 15, tablica 2). Izolati SA 6 i SA 7 ne pokazuju znacCajne razlike u
osjetljivosti na vodeni ekstrakt origana (t-test, p = 0,80).

Slika 15. Antibakterijsko djelovanje vodenog ekstrakta origana na S. aureus na krutoj BHI podlozi. 1 —
SA 6,2-SA 7.

Tablica 2. Antibakterijsko djelovanje vodenog ekstrakta origana na S. aureus. Prikazane su srednje
vrijednosti zona inhibicije rasta s pripadaju¢im standardnim devijacijama.

Vrsta Izolat Zona inhibicije rasta [mm)]
S. aureus SA 6 13,33+ 2,08
SA_7 14,00 + 3,61

Ekstrakt origana nije djelovao inhibitorno na ostale izolate na BHI (slika 16), niti
na MHA podlozi (slika 17).
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Slika 16. Izostanak inhibitornog djelovanja vodenog ekstrakta origana na BHI podlozi. 1 -DSM 30205 ;
2 -DSM 10604 , 3 -DSM 50090, 4 -DSM 14221 , 5 -ATCC 33090 ,6 -DSM 50901 ,7 -AB 6,8 — AB 7,
9-AB8,10-AB9,11-AB 10, 12-SE_SC_COL_40, 13 -SE_SC_COL_73,14 -SE_SC_COL_119,
15-193/0, 16 -560/2 ,17 -SA 6,18 -SA 7,19-SA8,20-SA 9,21 -SA 14,22 -SE_SC_COL_173,
23-H2_COL_79,24 -SE_SC_COL_68,25-SE_SC_COL_46, 26 -SE_SC_COL_96 .
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Slika 17. Izostanak inhibitornog djelovanja vodenog ekstrakta origana na MHA podlozi. 1 -DSM
30205 ; 2 -DSM 10604 , 3 -DSM 50090 , 4 -DSM 14221 , 5 -ATCC 33090 ,6 -DSM 50901 , 7 -AB 6
,8-AB7,9-AB8,10-AB 9, 11 -AB 10, 12 -SE_SC_COL_40, 13 -SE_SC_COL_73, 14 -
SE_SC_COL_119, 15-193/0, 16 -560/2 , 17 -SA6,18-SA7,19-SA8,20-SA 9, 21 — SA 14,
22 — SE_SC_COL_173, 23 -H2_COL_79 , 24 -SE_SC_COL_68 , 25 -SE_SC_COL_46 , 26 -
SE_SC_COL_96.
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Uz potencijalno antibakterijsko, odredeno je i antifungalno djelovanje vodenog
ekstrakta origana na B. cinerea (DSM 877) metodom dvojnih kultura. Niti jedna ispitana
koncentracija ekstrakta origana (100%, 50% i 12,5%) nije inhibirala rast B. cinerea
(slika 18).

Slika 18. I1zostanak inhibitornog djelovanja vodenog ekstrakta origana (100%) na B. cinerea (DSM
877). B. cinerea je u potpunosti prerasla PDA podlogu.

Dalje u istraZivanju odredene su MIK i MBK vrijednosti vodenog ekstrakta
origana samo za osjetljive izolate (SA 61 SA 7).
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5.3. Minimalne inhibitorne i minimalne baktericidne koncentracije
vodenog ekstrakta origana

Minimalne inhibitorne (MIK) i minimalne baktericidne (MBK) vrijednosti vodenog
ekstrakta origana odredene su metodom mikrodilucije uz dodatak resazurina (REMA).
MIK vrijednost je ocitana vizualno, tj. najniza koncentracija ekstrakta origana gdje je
izostala promjena boje iz plave u ruzi€astu oznacava MIK.

Minimalna koncentracija ekstrakta origana koja je inhibirala rast izolata S.
aureus SA_6 i SA_7 iznosila je 12,5 % (slika 19).

MBK

MIK

MIK=ME

Slika 19. Vizualno odredivanje MIK vrijednosti ekstrakta origana.

Nakon vizualnog odredivanja MIK vrijednosti, MIK i MBK vrijednosti su dodatno
provjerene subkultivacijom na krutim BHI podlogama.

Prilikom subkultivacije, vidljivo je da koncentracije vodenog ekstrakta origana u
rasponu od 6,25% do 1,56% nisu inhibirale rast SA_6, niti SA_7 te da je najniza
koncentracija koja je djelovala inhibitorno iznosila 12,5% §to se poklapa s vizualno
odredenim MIK vrijednostima za iste izolate.

lako je nekoliko kolonija izolata S. aureus SA_6 naraslo i pri koncentraciji
vodenog ekstrakta origana od 12,5% (slika 20.1), tom koncentracijom ubijeno je
99,74% bakterija, ¢ime je potvrdeno da MIK ekstrakta origana iznosi 12,5 %. S druge,
strane minimalna baktericidna koncentracija ekstrakta origana iznosi 25% (ubijeno
100% bakterija, 20.1 1 20.2).

Za izolat S. aureus SA_7 subkultivacijom je potvrdeno da je minimalna
inhibitorna koncentracija ekstrakta origana jednaka minimalnoj baktericidnoj
koncentraciji i iznosi 12,5%, slike 20.1 i 20.2).
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Slika 20. Validacija MIK i MBK vrijednosti subkultivacijom na krutim BHI plo€¢ama. 1 — Soj S. aureus
SA 6,2 —S0j S. aureus SA 7.
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6. Rasprava

Provedenim ispitivanjem antimikrobne aktivnosti ekstrakta ruZmarina dobivenog
ekstrakcijom uz visokonaponsko praznjenje nije dokazana sposobnost inhibicije rasta
biljnih patogena Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae i Erwinia
amylovora, patogena koji izazivaju bolesti kod ljudi i prenose se hranom Pseudomonas
fluorescens, Salmonella enterica subsp. enterica, Staphylococcus aureus, Listeria
innocua i Enterococcus faecium, te viSestruko rezistentnih patogena Acinetobacter
baumanii i Klebsiella pneumoniae, iako je antimikrobna aktivnost ekstrakata ruzmarina
dokazana su u razli€itim drugim istrazivanjima (Jarrar i sur., 2010; Bernarde i sur.,
2010; del Campo i sur., 2000).

Tako je, na primjer, ekstrakata ruzmarina dobiven ekstrakcijom u etanolu (100
mg/ml) pokazao inhibitorno djelovanje na Gram pozitivne bakterije Leuconostoc
mesenteroides (MIK = 1%), Listeria monocytogenes (MIK = 0,5 %), Staphylococcus
aureus (MIK = 0,5 %), Streptococcus mutans (MIK = 0,13%) i Bacillus cereus (MIK =
0,06%). Isti ekstrakt nije pokazao inhibitorni utjecaj na Gram negativhe bakterije
Escherichia coli, Salmonella enteritidis i Erwinia carotovora (del Campo i sur., 2000).
Ispitivanje provedeno na etericnim uljima ruzmarina (S1 i S2) prikupljenog na Sardiniji
(Pintore i sur., 2002) pokazalo je inhibitorno djelovanje na Gram pozitivhe bakterije
Staphylococcus aureus (MIK: 2,5 do 3,5 mg/ml) i Staphylococcus epidermis (MIK = 3
mg/ml). Gram negativne bakterije Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa bile su
manje osjetljive na etericna ulja ruzmarina, a MIK je za oba patogena i oba koriStena
ulja bio je veéi od 4 mg/ml (Pintore i sur., 2002).

Buduci da su u ovom istrazivanju koristeni vodeni ekstrakti ruzmarina, moZzemo
zakljuciti da su evidentne razlike, s obzirom na rezultate sli¢nih istraZivanja, posljedica
koriStenja etanolnih pripravaka, budu¢i da i sam etanol pokazuje intenzivna
antimikrobna svojstva. Takoder, mozemo pretpostaviti da eteri¢na ulja sadrze vece
koncentracije inhibitornih spojeva nego vodeni ekstrakti dobiveni visokonaponskim
praznjenjem.

Ekstrakt origana koridten u ovom istrazivanju, pokazao je inhibitorno djelovanje
na dva soja Staphylococcus aureus (SA_6 i SA_7). Metodom difuzije bunara u agaru,
ekstrakt origana pokazao je zone inhibicije koje su iznosile 13,33 + 2,08 mm (soj SA_6)
i 14,00 £ 3,61 mm (soj SA_7). Ekstrakt origana pokazao je inhibitorno svojstvo na Brain
Heart Infusion agaru (BHI agar), dok je na Muller — Hinton agaru inhibicija istog
ekstrakta izostala, pa bi se u buduéim istrazivanjima mogao utvrditi i utjecaj agara na
difuziju inhibitornih tvari. Nakon dobivenih rezultata probira inhibitornih svojstava
origana provedeno je istrazivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) i
minimalne baktericidne koncentracije (MBK) kojima je kvantificiran ucinak ekstrakta
origana. MIK i MBK ispitane su metodom mikrodilucije uz dodatak resazurina (REMA).
MIK vrijednost je oCitana vizualno, a prepoznata je kao koncentracija ekstrakta origana
pri kojoj je izostala promijena boje iz ljubiCaste u ruzi€astu. Vizualnim ocitanjem
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mikrotitarske plo€e utvrdeno je da je minimalna koncentracija ekstrakta origana koja je
inhibirala rast Staphylococcus aureus (izolata SA_6 1 SA_7) iznosila 12,5 %. Vrijednost
MBK-e ekstrakta origana za izolat SA_6 iznosila 25%, dok je MBK vrijednost za izolat
SA_7 bila jednaka MIK vrijednosti i iznosila je 12,5 %. Ekstrakt origana nije pokazao
inhibitorno djelovanje na rast ostalih ispitivanih patogena iako je prijasnjim
istraZzivanjima dokazano da ima sposobnost inhibicije rasta pojedinih bakterija. Tako je
istraZivanje eteri¢nog ulja origana (Fournomiti i sur., 2015) dokazalo inhibiciju rasta
viSestruko rezistentne bakterije Klebsiella pneumoniae s MIK vrijednosti od 73,5 pg/ml.
Istrazivanje Coccimiglio i sur. (2016) dokazalo je inhibitorni ucinak alkoholnog
ekstrakta origana na viSestruko otpornu bakteriju Acinetobacter baumannii (MIK =12,5

pg/ml).

U ovom radu, dokazan je potencijal vodenih ekstrakata origana za inhibiciju
rasta patogenih bakterija Staphylococcus aureus. Buduéi da se u vecini ostalih
istrazivanja koriste etanolni ekstrakti bilja ili ekstrakti u kojima su koriStena druga
otapala, izostanak ili smanjeno inhibicijsko djelovanje vodenih ekstrakata nije
iznenadujuée. Medutim, buduci da je voda jeftino i svuda dostupno otapalo, ovaj tip
ekstakcije je jedan od najekonomicnijih. |1z tog razloga nuzna su i daljnja istrazivanja u
tom smijeru.
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7. Zaklju€ak

Metodom difuzije bunara u agaru nisu dokazana inhibitorna svojstva vodenog
ekstrakta ruzmarina na rast patogenih bakterija koristenih u ovom radu (Agrobacterium
tumefaciens, Pseudomonas syringae, Erwinia amylovora, Pseudomonas fluorescens,
Salmonella enterica subsp. enterica, Staphylococcus aureus, Listeria innocua,
Enterococcus faecium, te Acinetobacter baumanii i Klebsiella pneumoniae), ¢ime nije
potvrdena hipoteza da ¢e ekstrakt ruzmarina pokazati inhibitorna svojstva prema
patogenim bakterijama.

Vodeni ekstrakt origana pokazao je inhibitorna svojstva prema dva soja
bakterije Staphylococcus aureus (SA_6 i SA_7). Srednje vrijednosti zona inhibicije sa
pripadajucim standardnim devijacijama za soj SA_ 6 iznosile su 13,33 + 2,08 mm, dok
Su za soj SA_7 iznosile 14,00 + 3,61 mm.

Minimalna inhibitorna (MIK) ekstrakta origana za sojeve SA_6 i SA_7 iznosila
je 12,5 %.

MBK vrijednost ekstrakta origana za soj SA_6 iznosila je 25 %, a za soj SA_7
je bila 12,5 %.
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