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Bioloska aktivnost etarskih ulja odabranih aromati¢nih biljaka na vrste
rodova Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Pseudomonas,
Enterococcus i Candida izolovane iz usne duplje ¢oveka

Rezime
Oralno zdravlje smatra se vaznim delom opsteg zdravlja ljudi, ali je Cesto zanemarena oblast,
a razlozi tome su raznovrsni i kompleksni. Visoka ucestalost oralnih oboljenja ima veliki
socijalni i ekonomski uticaj. Najcesc¢a oboljenja usne duplje su karijes, parodontalna oboljenja
1 oralne infekcije, dok su glavni uzroc¢nici ovih oboljenja vrste rodova Streptococcus mutans-
grupa, Staphylococcus, Lactobacillus, Pseudomonas, Enterococcus i Candida. Efikasan
tretman i razvoj novih antiseptika koji poseduju antimikrobnu aktivnost je od velikog znacaja
za medicinu. Najc¢eSce se koriste preparati koji sadrze hlorheksidin, povidon jod i
cetilpiridinijum hlorid, zatim sinteticka sredstva kao Sto su penicilin, cefalosporini, tetraciklini
i njihovi derivati, nistatin, amfoterecin B, flukonazol itd. Ovi agensi poseduju antimikrobno
dejstvo i kontrolisu upalu desni, ali imaju ogranicenu efikasnost i veliki broj negativnih
posledica kao Sto su bojenja zuba, iritacije sluzokoze usne duplje, pojave alergije,
nefrotoksi¢nost i endokrinu toksi¢nost, a povezuju se i sa kancerom i drugim sekundarnim
oboljenjima. Problem rezistencije prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji je najveca pretnja
globalnom zdravlju ¢oveka. Jedna od alternativa koja je poslednjih decenija u zizi nau¢nih

interesovanja jesu etarska ulja kao izvor bioloski aktivnih jedinjenja.

U cilju dobijanja novih bioloskli aktivnih jedinjenja, koja nece biti toksi¢na za humane i
animalne ¢elije, u ovoj disertaciji analiziran je hemijski sastav i bioloska aktivnost in vitro 60
komercijalnih uzoraka etarskih ulja ekstrahovano iz 47 biljnih vrsta: Cananga odorata,
Foeniculum vulgare, Pimpinella anisum, Pastinaca sativa, Anethum graveolens, Matricaria
recutita, Achillea millefolium, Helichrysum italicum, Boswellia carterii, Canarium luzonicum,
Commiphora myrrha, Juniperus communis, J. virginiana, Gaultheria procumbens, G.
fragrantissima, Pelargonium graveolens, Hyssopus officinalis, Mentha piperita, M. pulegium,
Lavandula angustifolia, Thymus algeriensis, T. vulgaris, T. serpyllum, Rosmarinus officinalis,
Salvia lavanudilifolia, S. officinalis, S. sclarea, S. triloba, Satureja montana, Laurus nobilis,
Leptospermum petersonii, L. scoparium, Eucalyptus citriodora, E. globulus, Melaleuca
alternifolia, M. quinquenervia, Syzygium aromaticum, Abies procera, A. grandis, A. alba,
Pseudotsuga douglasii, Pinus silvestris, Piper nigrum, Cymbopogon martinii, Rosa centifolia,

Citrus aurantium spp. aurantium i C.limon. Cilj rada je ispitivanje bioloske aktivnosti i uticaja



etarskih ulja i komponenti odabranih aromati¢nih biljaka na mikroorganizme izolovane iz usne
duplje Coveka i primena u prevenciji i leCenju oralnih bolesti i infekcija. Kvalitativna i
kvantitativna analiza uzoraka etarskih ulja vrSena je gasnohromatografski koris¢enjem GC/MS
i GC/FID procedura. Ukupno je identifikovano 342 komponente iz grupa jedinjenja
oksidovanih monoterpena, monoterpenskih ugljovodonika, seskviterpenskih ugljovodonika,
oksidovanih seskviterpena, fenilpropanoida, spiroetra, alifaticnih ketona, visih alkana,

oksidovanih diterpena, alifati¢énih ugljovodonika i oksidovana alifati¢na jedinjenja.

U periodu 2010-2011. godine izvrSena je izolacija i identifikacija mikroorganizama iz usne
duplje pacijena sa Klinike za decju i preventivnu stomatologiju Stomatoloskog Fakulteta,
Univerziteta u Beogradu. Antibakterijska aktivnost testirana je na 8 klinickih izolata
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans, Lactobacillus
acidophilus, Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis, Pseudomonas aeruginosa i
Enterococcus feacalis). Antifungalna aktivnost ispitana je na 58 klinickih izolata (Candida
albicans, C. glabrata 1 C. krusei) 1 dva referentna soja (C. albicans 1 C. tropicalis).
Antimikrobna aktivnost etarskih ulja odredivana je pomoc¢u mikrodilucione i bioautografske
metode na TLC plocama. Odredivane su minimalne inhibitorne (MIK) i minimalne
baktericidne i fungicidne (MBK/MFK) koncentracije. Kao pozitivne kontrole koris¢eni su
komercijalni antibiotici i mikotici (Ampicilin, Streptomicin i Flukonazol) i preparati za
odrzavanje oralne higijene (Hexoral® i Curasept®), kao i koloidni rastvor srebrne vode i

ozona.

Rezultati mikrodilucione metode su pokazali da etarsko ulje 7. serpyllum poseduje najbolji
antibakterijski potencijal, dok su ulja M. recutita’ i J. virginiana pokazala najslabije dejstvo na
ispitivane bakterije. Najbolji antifungalni potencijal pokazalo je etarsko ulje S. montana, dok

je najslabiju aktivnost imalo etarsko ulje H. italicum’

. Prema rezultatima kori$¢éenja
bioautografske metode na TLC plocama sva etarska ulja 1 izolovana jedinjenja pokazala su
antimikrobnu aktivnost. Za potvrdivanje antimikrobne aktivnosti i ispitivanje mehanizma
dejstva etarskih ulja i komponenti koriS¢ena je skening elektronska mikroskopija (SEM),
kojom je potvrdena njihova aktivnost na destabilizacije ¢elijske membrane ¢éelija C. albicans.
Kori$¢enjem kriterijuma jac¢ine antimikrobne aktivnosti etarska ulja odabrana su za ispitivanje
medusobne interakcije, antiquorum sensing, antibiofilm i citotoksi¢nog efekta/potencijala su
bila C. limon, P. nigrum? M. alternifolia’, T. algeriensis, T. serpyllum, T. vulgaris, G.

fragrantissima, P. graveolens, C. limon, R. centifolia, L. petersonii, S. montana, C. martinii i

C. myrrha. Medusobne interakcije etarskih ulja i njihovih komponenti testirane su na



reprezentativne klinicke izolate S. mutans i C. albicans. Rezultati ispitivanja pokazuju
sinergisticko, aditivno i antagonistiCko dejstvo. U okviru antiqourum-sensing aktivnosti,
ispitan je uticaj ulja na proces kretanja celija P. aeruginosa PAO1 (twiching i flagella test),
produkciju piocijanina kao i sposobnost formiranja biofilma. Odabrana etarska ulja su se
pokazala vrlo efikasnim u inhibiciji quorum-sensing zavisnih procesa i pokazala jak
antiqourum sensing potencijal. Testirane minimalne inhibitorne 1 sub-inhibitorne koncentracije
etarskih ulja inhibirale su proces formiranja biofilma kod S. mutans i C. albicans, u odnosu na
kontrolnu grupu. Citotoksi¢nost etarskih ulja ispitivana je pomocu sulforodamin B testa (Sr-B
test) 1 test redukcije tetrazola (MTT test) na celijske linije MCF-7, NCI-H 46, HCT15, HeLa,
HepG2, PLP2, LS-174, K562, A549, Fem-X i MRC-5. Kvantifikacijom stepena citotoksi¢nosti
odabranih etarskih ulja, utvrdeno je da pokazuju dejstvo na tumorske ¢elijske linije. Prikazana
bioloska aktivnost odabranih etarskih ulja na mikroorganizme iz usne duplje Coveka ukazuje
na mogucnost izrade preparata na bazi etarskih ulja i njegove upotrebe u terapijske i

profilakticke svrhe.

Naucna oblast: Biologija
UZa naucna oblast: Mikologija
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Biological activity of essential oils of selected aromatic plants in the species
of the genera Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Pseudomonas,
Enterococcus and Candida isolated from the human oral cavity

Abstract

Oral health is considered an important part of general health, but is often neglected area, and
the reasons for this are diverse and complex. The high incidence of oral disease has a huge
social and economic impact. The most common diseases of the oral cavity are dental caries,
periodontal disease, and oral infections, while the main causal agents of these diseases are
species of genus Streptococcus mutans-group, Staphylococcus, Lactobacillus, Pseudomonas,
Enterococcus and Candida. Effective treatment and developing new drugs that have
antimicrobial activity is of great significance for medicine. The most commonly used
preparations containing chlorhexidine, povidone iodine and cetylpyridinium chloride, followed
by synthetic drugs such as penicillin, cephalosporins, tetracyclines and their derivatives,
nystatin, amphotericin B, fluconazole, etc. These agents possess antimicrobial activity and
control gum inflammation, but have limited efficacy and a large number of negative effects
such as tooth staining, mucosal irritation, allergy, nephrotoxicity and endocrine toxicity, and
are also associated with cancer and other secondary illnesses. The problem of resistance to the
World Health Organization is the biggest threat to global human health. One of the alternatives
that in recent decades are in focus of scientific interest are essential oils as a source of

biologically active compounds.

In order to obtain new biologically active compounds, which will not be toxic to human and
animal cells, in this dissertation analysis of the chemical composition and biological activity in
vitro of 60 commercial samples of essential oils extracted from 47 plant species were used:
Cananga odorata, Foeniculum vulgare, Pimpinella anisum, Pastinaca sativa, Anethum
graveolens, Matricaria recutita, Achillea millefolium, Helichrysum italicum, Boswellia
carterii, Canarium luzonicum, Commiphora myrrha, Juniperus communis, J. virginiana, G .
fragrantissima, Pelargonium graveolens, Hyssopus officinalis, Mentha piperita, M. pulegium,
Lavandula angustifolia, Thymus algeriensis, T. vulgaris, T. serpyllum, Rosmarinus officinalis,
Salvia lavanudilifolia, S. officinalis, S. sclarea, S. triloba, Satureja montana, Laurus nobilis,
Leptospermum petersonii, L. scoparium, Eucalyptus citriodora, E. globulus, Melaleuca
alternifolia, M. quinquenervia, Syzygium aromaticum, Abies procera, A. grandis, A. alba,

Pseudotsuga douglasii, Pinus silvestris, Piper nigrum, Cymbopogon martinii, Rosa centifolia,



Citrus aurantium spp. aurantium and C. limon. The aim was to test their biological activity and
the impact of essential oils and components from selected aromatic plants to microorganisms
isolated from human oral cavity for the application in the prevention and treatment of oral
diseases and infections. Qualitative and quantitative analysis of essential oils Gas
chromatographic was performed using GC / MS and GC / FID procedures. A total of 342
compounds were identified belonging to different groups such as oxidized monoterpenes,
monoterpenskih  hydrocarbons, sesquiterpene hydrocarbons, oxidized sesquiterpenes
phenylpropanoids, spiro ethers, aliphatic ketones, higher alkanes, oxidized diterpenes, aliphatic

hydrocarbons and oxidized aliphatic compounds.

In the period 2010-2011 the isolation and identification of microorganisms from the oral cavity
were collected of patients who attend the Clinic for Pediatric and Preventive Dentistry, Faculty
of Dentistry, University of Belgrade. The antibacterial activity was tested on 7 clinical isolates
of bacteria (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans,
Lactobacillus acidophilus, Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis, Pseudomonas
aeruginosa and Enterococcus faecalis). Antifungal activity was investigated on 58 clinical
isolates (Candida albicans, C. glabrata and C. krusei) and two reference strains of fungi (C.
albicans and C. tropicalis). The antimicrobial activity of essential oils was determined by
microdilution and bioautography method on TLC plates. Determination of minimal inhibitory
concentrations (MIC) and minimum bactericidal and fungicidal (MBC / MFC) concentration
were done. As a positive control we used a commercial antibiotics and antimycotics
(Ampicillin, Streptomycin and Fluconazole), and preparations for oral hygiene (Hexoral® and

Curasept®), as well as colloidal silver, and a ozone gas.

Results from the microdilution method showed that the essential oil of 7. serpyllum has the
best antibacterial potential, while oil M. recutita’ and J. virginiana showed the lowest effect
on the examined bacteria. Best antifungal potential was achived by the essential oil of S.
montana, while the lowest activity had essential oil of H. italicum’. According to the results of
bioautography method used on TLC plates, all essential oils and isolated compounds showed
antimicrobial activity. To confirm the antimicrobial activity and the potential mechanism of
action of essential oils and components scanning electron microscope was used, which
confirmed their activity on the cell membrane destabilisation to C. albicans. The essential oils
with the best antimicrobial activity, as main criteria, were selected for further study as testing
interactions, antiquorum sensing, antibiofilm and cytotoxic effect / potential C. /imon, P.

nigrum’ M. alternifolia®, T.algeriensis, T. serpyllum, T. vulgaris, G. fragrantissima, P .



graveolens, R. centifolia, L. petersonii, S. montana, C. martinii and C. myrrha. Mutual
interactions of essential oils and their components are tested on a representative clinical isolates
of S. mutans and C. albicans. The test results demonstrate the synergistic, additive and
antagonistic effects. Within antiqourum-sensing activities, the effects of the oils on the process
of moving of P. aeruginosa PAO1 (twiching and flagella test), piocyanin production, as well
as the ability to form biofilms were investigated. Selected essential oils have proven very
effective in the inhibition of quorum sensing dependent processes and showed strong
antiqourum sensing potential. Tested minimum inhibitory and sub-inhibitory concentrations of
essential oils were found to inhibit the process of biofilm formation of S. mutans and C.
albicans in comparison to the control group. The cytotoxicity of the essential oils was tested
using a sulforhodamine B assay (Sr-B test) and the test of the tetrazole salt reduction (MTT
assay) in the cell lines MCF-7, NCI-H 46, HCT15, HeLa, HepG2, PLP2, LS-174, K562, A549,
Fem-X and MRC-5. The results of the quantification of cytotoxicity of the essential oils
selected, it has been found to exhibit the effect on all tumor cell lines. Displayed biological
activity of selected essential oils on microorganisms from the oral cavity as man point show
the possibility of making preparations based on essential oils and their use in therapeutic and

prophylactic purposes.

Scientific field: Biology

Specific scientific field: Plant Physiology

UDC number: [582.28:616.31-083]:581.135.5:616-022.7(043.3)

Key words: oral health, Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Pseudomonas,
Enterococcus, Candida, essential oils, chemical composition, antibacterial, antifungal, TLC
bioautography, scening electronic microscopy, mutual interaction of essential oils and

components, quorum sensing, biofilm, cytotoxicity



SKRACENICE

GC — gas chromatography

MS — mass spectrometry

FID — flame ionisation detector

RI - retencioni indeks

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija
MBK — minimalna baktericidna koncentracija
MFK — minimalna fungicidna koncentracija
TLC — thin layer chromatography

SEM — skening elektronski mikroskop

HIV — virus humane imunodificijencije

SAD - Sjedinjene Ameri¢ke Drzave

SZO — Svetska zdravstvena organizacija

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

RNK - ribonukleinska kiselina

rRNK - ribozomalna ribonukleinska kiselina
EM — ekstracelularni matriks

MRSA — meticilin rezistentan Staphyloccocus aureus
SDA/SDB — sabourand dextrose agar/broth
TSB/TSA — triptic soy agar/broth

LBA — Luria-Bertani agar

INT — jodonitrotetrazolijum

FIK — frakciona inhibitorna konentracija

FIKI — frakcioni inhibitorni koncentracioni indeks
DMSO — dimetil sulfoksid

HMDS — heksametildisizilan

RPMI — “Roswel park memorial institut”
DMEM — “Dulbecco’s modified eagle medium”
MO — mikroorganizmi

AHL — acil homoserin laktoni
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1. Uvod

Antimikrobni agensi uvedeni su u terapiju infektivnih oboljenja pre nesto vise od 70
godina, proizvodnjom prvih antibiotika, Sto je predstavljalo najvece dostignuée u istoriji
medicine. Ovim pronalaskom spaseni su milioni zivota. Porastom upotrebe antimikrobnih
agenasa, koji je uslovljen sve ve¢im brojem infekcija i oboljenja, doslo je i do povecanja
rezistencije tj. pojave otpornosti mikroorganizaama na tretman sintetickim antimikrobnim
agensima (Sa i sar., 2011). Sa pocetkom novog milenijuma, Sirom sveta, propagira se
smanjenje upotrebe sintetickih sredstava u $to vecoj meri (World Health Organisation, Geneve,
2002). Pojava rezistentnosti, poremecaj mikrozajednice konzumiranjem antibiotika Sirokog
spektra, pojave preosetljivosti na lek, toksicnost kao posledica nepravilne i preterane primene,

samo su neke od negativnih posledica upotrebe sintetickih antimikrobnih agenasa.

1.1. Oralno zdravlje

Oralno zdravlje smatra se vaznim delom opsteg zdravlja Coveka. Medutim, Cesto je
zanemarena oblast, a razlozi za tako nesto su kompleksni i raznovrsni. Definicija opSteg
zdravlja ¢oveka koja je usvojena 1948. godine od strane Svetske zdravstvene organizacije,
podrazumeva zdravlje kao “stanje kompletnog fizickog, mentalnog i socijalnog blagostanja, a
ne samo odsustvo bolesti” (WHO, 1948). Oboljenjima usne duplje nije se pridavalo znacaja i
pripisivale su se neugodnom iskustvu bez po Zivot opasnih posledica. Prema istraZivanju
Gerson, (1972) i Dunell i Cartwright, (1974) isti¢e se da oralna oboljenja predstavljaju sporedni
problem, a ne bolest. U Srbiji je nakon reorganizacije stomatoloske zastite zakonom iz 2005.
godine doslo do desetkovanja “drzavne” stomatologije (Ivanovi¢ i sar., 2011). Stomatoloska
zdravstvena zastita dece i mladih do punoletstva, tj. do zavrSetka Skolovanja (26 godina), kao i
trudnica i osoba sa posebnim potrebama i socijalne kategorije prema pravilniku o sadrzaju i
obimu prava na zdravstvenu zastitu iz obaveznog zdravstvenog osiguranja iz 2009. godine se
finansira iz Republi¢kog zavoda za zdravstveno osiguranje. Stanje oralnog zdravlja dece u
Srbiji je na nezadovoljavajuéem nivou, na Sta ukazuju poslednja istrazivanja. Standardi u Srbiji
uglavnom su uskladeni sa Evropskim standardima kadrovske obezbedenosti za stomatolosku

zdravstvenu zastitu.

Medutim, visoka ucestalost oralnih oboljenja kao $to su: karijes, parodontopatija, oralne
infekcije, oralni karcinomi i dr. imaju veliki socijalni i ekonomski uticaj. Pristup kvalitetnoj

oralnoj nezi je veliki problem, narocito u nerazvijenim zemljama i u zemljama u tranziciji.



Zemlje poput Nemacke i Britanije ulazu velika sredstva za odrzavanje oralne higijene
stanovnika pa je tako na 1000 stanovnika angazovan jedan stomatolog. U nerazvijenim
zemljama ili zemljama u razvoju, taj odnos je drugaciji, pa jedan stomatolog je zaduzen za 50
000 ljudi, a u nekim africkim zemljama odnos je 1:900 000 (Lancet, 2009). U Srbiji radi 1020
stomatologa, u decjoj i preventivnoj zastiti 845 i ortopediji 175. Na 1500 dece obezbeden je
jedan stomatolog, jedan specijalista ortodoncije na 7000 dece i1 jedan specijalista
parodontopatije na 120 000 dece. Kada bi se racunali i privatni stomatolozi koji rade u
odredenim regionima stomatoloske zastita po kadrovskoj obezbedenosti, posebno u gradskim
sredinama, moze se reci da je veoma zadovoljavajuca. Generalno, najvec¢i broj stomatologa je
angazovan u velikim gradovima u kojima zivi stanovnistvo koje sebi moze priustiti leCenje, dok
je u ruralnim podru¢jima stanovniStvo liSeno najosnovnije stomatoloske zastite. Karijes
predstavlja najzastupljenije oboljenje usne duplje, a ucestalost ovog oboljenja ide i do 100% u
nekim regionima sveta. Posle karijesa parodontopatija je najrasprostranjenije oboljenje. Cak
90% stanovniStva ima neki oblik parodontopatije. Procenat ljudi koji imaju problema sa nekom
oralnom infekcijom je oko 40-50%, dok je oralni karcinom na osmom mestu najces¢ih
karcinoma na svetu. (Lancet, 2009). Procenat dvanaestogodiSnjaka koji imaju jedan ili vise
karijesnih zuba iznosi 91%, a ¢ak 97% kod petnaestogodiSnjaka 1 98% kod
osamnaestogodisnjaka. Svaki stanovnik Srbije u proseku godisnje dobije po jedan obleo zub.
Podaci o rasprostranjenosti paradontopatija i gingivitisa se dosta razlikuju, ali generalno
ukazuje na visok nivo ucestalosti, ali se tezina i progresija smanjuje (Ivanovi¢ i sar., 2011).
Prema podacima istrazivanja stanja oralnog zdravlja stanovnika Republike Srbije iz 2013.
godine, izdaci za posete stomatologu u drzavnoj praksi, u toku istrazivanja zabeleZeni su kod
2,1% stanovnika Srbije, Sto je nize nego 2006. godine (3,8%). Usluge privatnog stomatologa
koristilo je 7% stanovnika, isto kao i 2006. godine. Privatna stomatoloska praksa zastupljena je
znacajno ¢eS¢e medu domacinstvima koja imaju viSe prihode. Uprkos odredenim projektima
koji za cilj imaju promociju oralnog zdravlja, prema istrazivanjima iz 2013. godine, samo 8.3%
stanovnika uzrasta 25 godina i viSe imaju sve svoje zube. LoSu procenu svog oralnog zdravlja
u visokom procentu imaju stanovnici nizeg obrazovnog i loSeg materijalnog statusa. Problem
loseg oralnog zdravlja u Srbiji posledica je slabe zdravstvene kulture, slabe oralne higijene,
nepravilne ishrane i opsteg socijalno-ekonomskog stanja stanovniStva. Faktori rizika koji
ukljucuju pusenje, fizicku neaktivnost i konzumiranje alkohola znacajno povecavaju rizik od

obolevanja (Izvestaj 2013).



1.2. Bolesti usne duplje i glavni uzrocnici

Usnu duplju coveka naseljava preko 700 razli¢itih vrsta mikroorganizama, od cega
preko polovine, trenutno, nije moguce kultivisati u laboratorijskim uslovima. Oko 400 vrsta je
izolovano iz parodontalnih dZzepova, dok je oko 300 vrsta izolovano sa jezika, mukozne
membrane, karijesnih lezija, jezika i ostalih povrSina u usnoj duplji. Smatra se da u usnoj duplji
svake individue zivi negde oko 100-200 vrsta, tako da postoji veliki diverzitet mikroorganizama
medu ljudima tj. njihove oralne mikrozajednice (Paster i sar., 2006). Karijes je hroni¢no
oboljenje tvrdog tkiva zuba i dovodi do njegove demineralizacije i propadanja. Prema
literaturnim podacima karijes pocinje kao posledica prisustva kiseline na povrsinu gledi zuba,
gde dolazi do najvece akumulacije plaka (Lemos i sar., 2013). Plak predstavlja biofilm, tj skup
mikroorganizama pri¢vr§¢en za podlogu (abioti¢ku 1 bioticku), sastavljen od jedne ili viSe vrsta
i njihovih ekstracelularnih produkata (Dufour i sar., 2010). Dosadasnja istrazivanja ukazuju na
vaznu ulogu kariogenih sojeva bakterija streptokoka u etiologiji karijesa (Nicolas i Lavoie,
2011). Kao naj¢eséi uzrocnici karijesa spominju se vrste Streptococcus mutans-grupe i S.
sobrinus, S. salivarius, S. mitis, S. constellatus, S. parasanguinis, Lactobacillus spp. i
Vellionella spp. Vrste Actinomyces 1 nekariogeni sojevi streptokoka su ukljuceni u inicijalnim
fazama nastanka karijesa, dok je S. mutans prisutan u kasnijim fazama (Paster i sar., 2006).
Veliki broj faktora utiCe na nastanak karijesa kod ljudi kao npr. doba starosti, nasledni ¢inioci,
nacin zivota, pol, ishrana, oralna higijena i sl. Patogeni acidofilni i acidogeni sojevi S. nutans u
zrelom dentalnom plaku stvaraju mikrosredinu u kojoj pH pada ispod kriti¢ne vrednosti od 5.5-
5.2, Sto dovodi do demineralizacionih procesa u gledi. Kada ovakvi uslovi traju dovoljno dugo,
proces demineralizacije dovodi do ireverzibilnih promena, do kavitacije gledi i ovakvo stanje

se naziva karijes (Loeshe, 1996).

Vrste rodova Staphyloccocus, Enterobacter, Pseudomonas takode mogu uzrokovati
patogena stanja u usnoj duplji. Pomenute bakterije su povezane sa razvojem periodontalnih
bolesti (Slots i sar., 1990; Ccahuana-Vasquez i sar., 2007). Staphylococcus aureus se dovodi u
vezu sa nekoliko patoloskih stanja kao S§to su angularni stomatitis, parotitis i stafilokokni
mukozitis (Smith i sar., 2003). Periodontitis apikalis, nekroza pulpe i pulpitis, samo su neka od
oboljenja sa kojima se povezuje prisustvo P. aeruginosa u velikom broju u usnoj duplji (Barben
isar., 2008). Iako prisutne u maloj koli¢ini kod zdravih individua, vrste Enterococcus s najcesée
nalaze kod hroni¢nih endodontskih infekcija (Sedgley i sar., 2005). Prevalenca Enterococcus
spp. u parodontopatiji se krece od 3.7-35% (Rams i sar., 1992), a prisutni su i u maloj koli¢ini

kod peri-implantitisa i mukoznih lezija (Dahlen i sar., 2012).



Vrste roda Candida su prisutni u usnoj duplji kao komensali, medutim, usled smanjene
otpornosti organizma mogu izazvati oboljenja i poremecaje kod ljudi i zivotinja. Oralna
kandidijaza se manifestuje upalom sluznih povrsina usne duplje i u vidu beli¢astih naslaga, ¢ije
uklanjanje prati neprijatan miris. Oralna kandidijaza predstavlja naj¢escu infekciju humane
populacije usne duplje sa stalnim trendom rasta poslednjih decenija (Martins i sar., 2014).
Najces¢i uzro¢nik ovog oboljenja je Candida albicans, ali usled neselektivne upotrebe
sinteti¢kih antimikrobnih agenasa sve vise su prisutne i vrste: C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. dublinienisis i dr (Worthington i sar., 2002). Najces¢i razlozi za
postojanje infekcije su: prekomerna upotreba antibiotika Sirokog spektra, imunosupresivi
(koritkosteroidi i citostatici), neodgovarajuée zubne proteze, losa oralna higijena i dr (Scully i
sar., 1994). Tokom polovine dvadesetog i poCetkom dvadesetprvog veka zabelezen je porast
broja infekcija vrstama roda Candida, narocito kod imunokompromitovanih pacijenata (HIV,
dijabetes, kancer) (Albougy i Naidoo, 2002), sto je izazvalo veliko interesovanje za proucavanje
uzroka i leCenja infekcija koje mogu varirati od mukoznih lezija do Zivotno veoma opasnih
sistemskih infekcija. Invazivne kandidiijaze se odlikuju groznicom i Sokom, ukljucujuéi i nizak
krvni pritisak, ubrzan puls, a ponekad i sistemski osip ili ljustenje koze. U Sjedinjenim
Americkim Drzavama (SAD) kandidemija je jedna od najucestalijih infekcija u bolnicama sa
godisnjim troSkovima le¢enja preko 1 milijarde dolara i oko 10 000 umrlih godisnje (Kuhn i

sar., 2004).

C. albicans je najceséa vrsta roda Candida izolovanih iz usne duplje, kod zdravih i
bolesnih individua (60-80% slucajeva) (da Silva-Rocha i sar., 2014) i moze se naci u
kvasolikom obliku (u vidu ovalnih ¢elija — blastospora, koje se razmnozavaju pupljenjem), kao
izduzene elipsoidne Celije (pesudohife) i u vidu prave hife sa paralelnim zidovima koje zajedno
predstavljaju micelijsku formu (Jacobsen i sar., 2012). Prelaz iz kvasolike u micelijsku formu
(poznat kao dimorfizam) i obrnuto, je regulisan kompleksnom mrezom puteva i prenosom
signala, kao odgovor na stimuluse iz zivotne sredine. Opste prihvacena Cinjenica je da je
micelijska forma invazivna, Sto je prikazano na vecini histoloskih preparata. S druge strane,
retki su izvestaju o invaziji kvasolikih ¢elija. Dimorfizam je od sustinskog znacaja za formiranje
biofilma sa drugim vrstama mirkoorganizama koji je veoma otporan na tretman antimikrobnim

agensima (Molero i sar., 1998).



1.3. Prevencija i le¢enje oralnih oboljenja

Prevencija i lecenje, kao i razvoj novih sredstava za hemijsku kontrolu plaka koji imaju
antimikrobnu aktivnost je od velikog znacaja za medicinu (Stewart i sar., 2001). U kontroli
zubnog plaka koriste se preparati koji sadrze hlorheksidin, povidon jod i cetilpiridinijum hlorid.
Ovi agensi poseduju antimikrobno dejstvo i kontroliSu upalu desni, ali imaju ograni¢enu
efikasnost u prevenciji karijesa. Obzirom da je karijes multikauzalno oboljenje, direktno zavisi
od nacina ishrane. Poznato je da koriS¢enje ovih agenasa moze dovesti do bojenja zuba, iritacije
sluzokode usne duplje, pojave alergije i dr. (Cechini i sar., 2012). Pojedini preparati mogu da
imaju visok sadrzaj alkohola, $to se dovodi u vezu sa nastankom kancera (Conway i sar., 2012).
Neki od najcesce koriScenih klasa antibiotika u lecenju oralnih oboljenja su: penicilin,
makrolidi, cefalosporini, tetraciklini i njihovi derivati, sulfonamidi i hinoloni. Izmedu 1-10%
pacijenata je alergi¢no na tretman penicilinom (Costelloe i1 sar., 2010), dok su dijareja,
povracanje, mucnine i glavobolje Cesti nezeljeni efekti primene ovih sredstava (Blaser, 2011).
U lecenju oralne kandidijaze koriste se agensi iz grupe poliena (nistatin, amfoterecin B), azola
(klotrimizol, flukonazol, mikonazol, ketokonazol), kaspofungin i flucitozin. Azoli, inace
najces¢i primenjivani u tretmanu kandidijaze, imaju fungistati¢no, ali ne 1 fungicidno dejstvo.
Kao negativne posledice upotrebe azola se pored rezistencije navode i nefrotoksi¢nost i

endokrina toksicnost (Ramage i sar., 2011).

Imajucéi u vidu prethodno navedeno, postoji izrazena potreba za efikasnijim sredstvima
za kontrolu oralnog biofilma kao i antimikrobnim sredstvima sa manje sporednih efekata, Cija
bi upotreba smanjila razvoj rezistentnih i po prihvatljivijoj ceni. Negativni efekti sinteti¢kih
agenasa kao $to su: neselektivnost, toksicnost, akumulacija u organima, slaba mo¢ razgradnje,
kao 1 nedostupnost u nerazvijenim zemljama znaCajno povecava potrebu za drugacijim
pristupom. Razvila se i svest i potreba za koriS¢enje prirodnih sredstava u svim segmentima
ljudskog Zivota od ishrane do lecenja. Prema podacima Svetske Zdravstvene Organizacije
(SZO) najveéa pretnja globalnom zdravlju coveka je sve ucestalija pojava rezistencije
mikroorganizama na postojece sintetit¢ke antimkrobne agense (Goosens i sar., 2005). Ne samo
da postoje teskoce pri leCenju, narocito izrazene otpornoscu biofilma, ve¢ i relativno male
povrede i infekcije mogu postati opasne po Zivot. Ako se u buducénosti ne bude pridavalo vise
paznje upotrebi i zloupotrebi antimikrobnih agenasa dostignuc¢a savremene medicine su pod
velikim znakom pitanja. Jedna od ponudenih alternativa, koja je poslednjih decenija u zizi
nauc¢nih interesovanja i koja ¢e biti izlozena u ovoj disertaciji je bioloska aktivnost etarskih ulja

biljaka i njihova potencijalna primena u oralnoj medicini. Ogromna strukturna raznolikost



prirodnih jedinjenja biljnog porekla pruza jedinstvenu priliku za dobijanje efikasnih
medicinskih sredstava. Etarska ulja imaju dokazanu biolosku aktivnost, koja je naucno
potvrdena, Sto ih svrstava u idealne modele za proucavanje i primenu u prevenciji i leCenju
oralnih oboljenja. Pored etarskih ulja u stomatologiji se ve¢ decenijama uspe$no Koriste
sredstva na bazi ozona i srebra. Ovi agensi primenjuje se u terapiji karijesnih lezija, u
endodontskoj terapiji za redukciju mikrobne zajednice korenskog kanala i ne deluje negativno
na periapikalna tkiva Cime se smanjuje rizik od postoperativnih komplikacija. Zbog
baktericidnih, virocidnih i fungicidnih svojstava, ovi agensi se mogu primenjivati i u slucaju

bolesti mekih tkiva usne duplje (Prskalo i sar., 2013).

2. Etarska ulja

2.1. Istorijat

Koris¢enje lekovitog bilja u leCenju ljudi, vodi poreklo jos iz daleke proslosti.
Arheoloske iskopine pokazuju da su neke lekovite biljke bile poznate Vaviloncima (6000 pre
nove ere) (Bakkali i sar., 2007). Sredinom XX veka mnogi nauc¢nici poceli su da uvidaju znacaj
tradicionalne medicine, kao i to da podaci o koris¢enju lekovitog bilja starih naroda uz primenu
i potvrdu savremene nauke, mogu da se iskoriste u cilju dobijanja novih medikamenata
(Hammeri sar., 1999). Uzimajuci u obzir da biljke mogu produkovati stotine ili ¢ak i hiljade
metabolita, postoji veliko interesovanje za njihovo fitohemijsko ispitivanje (Rios i Recio,
2005). Poslednjih decenija, vrSe se intenzivna bioloSka 1 fitohemijska ispitivanja sekundarnih
metabolita biljaka (Betts i sar., 2001; Burt, 2004). Postoje brojni podaci iz in vitro i in vivo
studija koji govore u prilog upotrebe etarskih ulja pri leCenju brojnih infekcija i oboljenja
(Charles i sar., 2000; Gutierrez i sar., 2008; Scollard i sar., 2009; Javed i sar., 2012; Lu i sar.,
2013). S obzirom na brojne prednosti koje etarska ulja imaju u odnosu na sinteticke agense kao
§to je netoksi¢nost, biodegradibilnost i smanjena mogucénost za pojavu rezistentnosti neosporno
je da poslednjih decenija njihovo istrazivanje i kori§¢enje nije samo interes veé i potreba.
Prednost jedinjenja biljnog porekla u odnosu na sinteticka sredstva je, pre svega, u tome §to
biljke poseduju veci farmakoloski kompleks pa mogu uticati na vise razli¢itih oboljenja. Dok
su sinteticki agensi dizajnirani da inhibiraju (ili stimuliSu) jedan od puteva farmakoloskih

efekata prirodna jedinjenja mogu delovati na veci broj razli¢itih puteva bez negativnih efekata.

Biljke su godinama sluzile kao izvor bioloski aktivnih supstanci, §to govori Cinjenica da

je 40% svih medikamenata na biljnoj bazi. Od ukupno 250 000 cvetnica, samo 6% je testirano



na potencijalnu biolosku aktivnost a 15% je podvrgnuto fitohemijskim analizama (Borris,
1996; De Smet, 1997; Heinrich i sar., 2014). Ovi podaci sugerisu da je ovo podruc¢je veoma
neistrazeno i prepuno potencijala. Prirodni produkti biljaka koriste se vekovima u svim
kulturama §irom sveta, a ogroman broj biljnih metabolita je zbog svoje bioloSke aktivnosti

naSao primenu u farmaceutskoj industriji i savremenoj medicini.

2.2. Opste karakteristike etarskih ulja

Etarska ulja su kompleksna smeSa aromati¢nih isparljivih komponenti koja nastaju kao
produkti sekundarnog metabolizma biljaka. Predstavljaju smeSu razli¢itih jedinjenja:
ugljovodonika, alkohola, ketona, aldehida, organskih kiselina, fenola i dr (Simon, 1990).
Produkcija etarskih ulja se odvija narocito u listovima i cvetovima biljke, medutim mogu se
naci i u korenu i rizomu, kori, drvetu, plodovima i semenu. Sastav etarskog ulja je veoma
varijabilan u jednoj istoj biljci, kao Sto moze da varira izmedu razli¢itih primeraka iste vrste
(Kalemba i Kunicka 2003). Ovo zavisi od uslova sredine u kojooj biljka raste, pre svega klime
ali i ¢injenice da vecina biljaka koja se koristi za proizvodnju etarskog ulja, bilo kultivisane ili
sakupljene u prirodi, ima brojne varijetete, podvarijetete, sorte, klonove i hibride tako da
hemijski sastav ulja biti poprilicno neujednacen usled genetickog diverziteta biljaka (Bajpai i
sar., 2008). Na osnovu dosadasnjih ispitivanja, prihvaceno je misljenje da je kvalitativni sastav
etarskih ulja pod genetickom kontrolom, dok su variranja u kvantitativnom sadrzaju
komponenti pod uticajem spoljasnjih faktora (Valmaai sar., 2007; Bakkali i sar., 2008). Sinteza
i sekrecija etarskih ulja u biljkama se odvija u specijalizovanim strukturama koje se mogu
podeliti na spoljne (zlezdane dlake i osmofore) i unutrasnje (uljne ¢elije, sekretorne Supljine,

sekretorne kanale) (Kostic i sar., 2012).

Etarska ulja biljaka imaju biolosku i ekolosku funkciju koja se ogleda u zastiti od
preteranog zagrevanja prilikom intenzivne insolacije, u privlacenju polinatora svojim mirisima,
odbijanju herbivora, smanjenjem kompeticije alelopatskim delovanjem koje je Stetno za druge
biljne vrste i ispoljavanju antimikrobne, antiviralne i insekticidne aktivnosti (Maia i sar., 2000;

Marin, 2003).

2.3. Hemijski sastav etarskih ulja

Etarska ulja su veoma slozene mesavine koje mogu da sadrze od 20 do 60 komponenti u
razli¢itom kvantitativnom odnosu (Slika 1). Veoma cesto, u sastavu etarskih ulja ulaze 2-3

glavne komponente ¢esto u ve¢em procentu (20-95%) u odnosu na ostale komponente koje su



prisutne u manjem procentu. Glavne komponente etarskih ulja su terpeni/terpenoidi i
aromati¢na i alifati¢na jedinjenja male molekulske mase. Terpeni su derivati izoprena (2,metil-
1,3-butadien) i u zavisnosti od broja izoprenskih jedinica koje se kondenzuju razlikujemo
hemiterpene (Cs), monoterpene (Cio), seskviterpene (Cis), diterpene (Cao), triterpene (Cso),
tetraterpene (Cao) 1 politerpene. U sastavu etarskih ulja najceSc¢e ulaze mono i seskviterpeni.
Hemiterpeni su najjednostavniji terpeni, sacinjeni iz jedne izoprenske jedinice, 1 retko ulaze u
sastav etarskih ulja. Monoterpeni nastaju kondenzacijom dve izoprenske jedinice (tacka
klju¢anja 140-180°C), a seskviterpeni su gradeni iz tri izoprenske jedinice (tatka klju¢anja je
preko 200°C), i jedni i drugi, na osnovu grade ugljenickog skeleta, mogu biti acikli¢ni, mono i
bicikli¢ni. Svi terpeni sintetiSu se prema biosintetskom izorpenskom pravilu prema kome svi
terpeni u prirodi nastaju preko mavalonskog puta (iz mavalonske kiseline) iz nekoliko prostih

acikli¢nih jedinjenja (Bakkali i sar., 2008).
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citral geraniol citronelol eugenol sabinen mentol terpinen-4-ol

Slika 1. Hemijske strukture odabranih komponenti etarskih ulja

2.4. Terapijski znacaj etarskih ulja

Hipokrat, koji se smatra ocem medicine, pisao je o upotrebi aromati¢nih biljaka
(Guenther, 1948). Aromatic¢ne biljke koje sadrze etarska ulja, koriS¢ene su od davnina za razne
namene ukljucuju¢i medicinske tretmane, kao konzervansi i zaCini. Etarska ulja su se
primenjivala u medicini jo$ u starim civilizacijama Egipta i Kine, o ¢emu postoje pisani podaci
(Burt, 2004). Termin etarsko ulje je po prvi put upotrebljen u 16. veku u knjizi Paracelzusa van
Hoanejma. U starom Egiptu etarska ulja su koris¢ena za prevenciju i leenju razli¢itih
oboljenja. Kasnije, Grei i Rimljani su nasledili praksu koriSé¢enja etarskih ulja u aromaterapiji
1 znatno prosirili njihovu primenu (Bauer i sar., 2001). Cela jedna grana alternativne medicine

— aromoterapija, se zasniva na leCenju organizma primenom razliitih etarskih ulja za
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otklanjanje bola, zaceljivanje povreda, leCenje i prevenciju infektivnih oboljenja (Lawless,
2001). Pocetak industrijske eksploatacije etarskih ulja poceo je u Francuskoj 1700. godine, a
od 1800. do danas razvijeni su postupci za produkciju velikog broja ulja. Prema literaturnim
podacima poznato je oko 3000 etarskih ulja, a oko 300 ima komercijalnu upotrebu (Shaaban i
sar., 2012). Etarska ulja i njihove komponente se koriste u izradi parfema i kozmetickih
proizvoda, u stomatologiji i medicini, u poljoprivredi kao konzervansi i aditivi i kao prirodni

medikamenti (Guenther, 1948).

2.5. Bioloska aktivnost etarskih ulja

Upotreba etarskih ulja i pojedina¢nih komponenti se zasniva na njihovoj bioloskoj
aktivnosti. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da etarska ulja poseduju: antimikrobnu (Jeevan i
sar., 2004; Alviano i sar., 2009; Kuete i sar., 2010), antioksidativnu (Babili i sar., 2011; Ennajar
i sar., 2011; Raskovic i sar., 2014), antiviralnu (Benencia i sar., 1999; Mimica-Duki¢ i Bozin,
2008; Dunki€ i sar., 2011), insekticidnu (Liu i sar., 2013; Huang i sar., 2014), citotoksi¢nu
(Manosroi i sar., 2006; Zu i sar., 2010), antibiofilm (Zijnge i sar., 2010; Kerekes i sar., 2013),
antiquorum sensing (Vasavi i sar., 2013; Koh i sar., 2013), antiinflamatornu (Riella i sar., 2012;

Jeena i sar., 2013) aktivnost kao i mnoge druge aktivnosti.

2.5.1. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja

Sposobnost etarskih ulja da inhibiraju rast bakterija i gljiva naziva se antimikrobna
aktivnost. Razli¢ita jedinjenja prirodnog porekla prvobitno su testirana uglavnom zbog njihove
potencijalne primene u kontroli rasta mikroorganizama vezano za sa kvarenje hrane (Tajkarimi
i sar., 2011). Etarska ulja deluju mikrobiostati¢ki (inhibicija rasta) ili mikrobicidno (ubijanje
mikroorganizama). Prvobitna istrazivanja bioloske aktivnosti etarskih ulja bila su bazirana na
antibakterijskom potencijalu, dok je interesovanje za istrazivanjem antifungalne aktivnosti
pocelo nesto kasnije. Veliki broj studija govori o aktivnosti etarskih ulja na patogene bakterije
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa (Sokovi¢ i sar., 2010; Sienkiewicz i sar., 2011; Tesch i sar., 2011).
Mesavina etarskih ulja 7. serpyllum, O. vulgare 1 S. officinalis poseduje jak inhibitorni efekat
narast B. cereus, P. aeruginosa, E. coli (Gutierrez i sar., 2008). U ispitivanju Kelly i sar. (1999)
antibakterijske aktivnosti 36 etarskih ulja na bakteriju Helicobacter pylori, koja je glavni
uzro¢nik gastritisa i ¢ira na zeludcu, pokazala su znacajnu aktivnost. Najce$¢e ispitivana
etarska ulja su poreklom iz vrsta rodova Mentha, Origanum, Thymus, Rosmarinus, Salvia

(Sokovi¢, 2001). Kada je u pitanju ispitivanje antifungalne aktivnosti poznato je da visoke
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koncentracije etarskih ulja inhibiraju rast gljiva, dok manje koncentracije mogu ¢ak i stimulisati
njihov rast (Sokovi¢, 2001). Naime, vrste rodova Aspergillus i Rhyzopus imaju moguénost
biotransformacije etarskih ulja i njihovih komponenti (Moleyar i sar., 1987). Istrazivanja
potvrduju antifungalnu aktivnost na gljive izazivace bolesti biljaka (Veres i sar., 2012), na vrste
koje izazivaju kvarenje hrane (Ben Hsouna i sar., 2014) i one koje izazivaju mikoze kod Coveka
(Pinto i sar., 2013). Najveci broj ispitivanja antimikrobne aktivnosti etarskih ulja poznat je iz
eksperimenata in vitro. Najcesce metode koje se koriste u testiranju antimikrobne aktivnosti su
difuziona, diluciona (mikro i makro) i bioautografska metoda (Sokovi¢, 2001). Ispitivanje
etarskih ulja je otezano zbog njihovog lipofilnog karaktera, isparljivosti i kompleksnosti. Na
sam ishod rezultata pored vrste testa, uti¢u i razliciti faktori kao Sto su: metode ekstrakcije
etarskog ulja, volumen inokuluma, faze rasta mikroorganizama, kulture koje se koriste, pH

podloge, vreme inkubacije i temperatura (Casadevall i Fang, 2010).

2.5.2. Antiquorum sensing aktivnost etarskih ulja

Etarska ulja biljaka su provobitno cenjena zbog svoje antimikrobne aktivnosti i primene
u tradicionalnoj medicini, medutim novija istrazivanja pokazuju njihovu ulogu u regulisanju
komunikacije izmedu mikroorganizama (Koh i sar., 2010). Ovaj vid komunikacije naziva se
quorum sensing (QS) i predstavlja brojno-zavisnu komunikaciju putem malih molekula,
autoinduktora, koji uticu na promenu genske ekspresije i ponasSanje mikroorganizama (Raffa i
sar., 2005). Autoinduktori su signalni molekuli koji se proizvode kao odgovor na promenu
gustine ¢elija. Kada gustina celija bakterija raste, povecava se i koncentracija autoinduktora.
Pomocu enzima sintetaze bakterije sintetiSu autoinduktore koji difunduju u spoljasnju sredinu,
gde se vezuju za receptore koji se nalaze na povrsini ¢elije 1 formiraju autoinduktor-receptor
kompleks. Vezivanje autoinduktora za receptor pokrece seriju reakcija i aktivaciju
transkripcionih faktora Sto rezultira ekspresijom odredenih gena. Pod QS mehanizmom su
regulisani procesi: formiranje biofilma, bioluminiscencija, faktori virulentnosti, produkcija
antibiotika, sporulacija i drugi mehanizmi (Novick, 2005). Postoji tri tipa autoinduktora: acil-
homoserinski laktoni (AI-1) koji su karakteristicni za Gram-pozitivne bakterije, dok su peptidi
(AP) karakteristi¢ni za Gram-negativne bakterije i derivati furanona (AI-2) koji su pronadeni i
kod Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija i smatra se da predstavljaju univerzalne

autoinduktore (Koh i sar., 2010; Rutherford i Bassler. 2012; Dendekar i Greenberg, 2013).
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Slika 2. Sematski
prikaz do sada poznatih
(A, B, C) quorum-
sensing signalnih puteva

(Xavier 1  Basssler,

2003).

191 kaskadna u

Prema dosada$njim
aktivacija

ispitivanjima, veliki broj

Gram-pozitivnih

bakterija  koristi tzv.
LuxI/LuxR sistem QS
regulacije (Zheng 1 sar.,
2006). LuxI protein ima
ulogu u sintezi Al-1
molekula iz  masnih
kiselina, dok LuxR ima

ulogu u  regulaciji

transkripcije. Al-1

molekuli koji difunduju
u spoljasnju sredinu se vezuju za LuxR receptore, i formiraju Al-1/LuxR kompleks koji aktivira
transkripciju target gena (Slika 2 A). AP autoinduktori po hemijskom sastavu predstavljaju
aminokiseline ili oligopeptide. Ovi molekuli se vezuju za histidinske protein kinaze na povrsini
¢elije, koje zatim aktiviraju fosforilacijom (dodavanje fosfatne (PO4) grupe na protein ili neki
drugi organski molekul) regulatorne proteine zaduzene za proces transkripcije jednog ili vise
target gena (Slika 2 B). Derivati furanona (AI-2), ¢ija struktura jos§ uvek nije razjasnjena nastaju
usled aktivacije /uxS gena. Vezivanjem za LuxP (homolog LuxR) i formiranjem AI-2/LuxP
kompleksa dolazi do aktivacije uz pomo¢ fosforilacija kao kod prethodno navedenog primera

(Slika 2 C).

QS inhibicija predstavlja potencijalno novu strategiju lecenja infektivnih oboljenja i
koristi se u razvoju novih antimikrobnih agenasa. Zbog ¢injenice da veliki broj osobina
mikroorganizama zavisi od QS, njegova inhibicija predstavlja novi nacin za kontrolu infekcija.
Smatra se da se blokiranjem signalizacije i slabljenjem virulentnosti mikroorganizama ne

namece selektivni pritisak 1 razvoj rezistencije. Ovaj pristup se oznacava kao pocetak
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postantibiotske ere i predstavlja veliki potencijal (Koh i sar., 2010). Smatra se da su evolucijom
biljke stekle sposobnost sinteze antiquorum sensing molekula, kao poseban sistem odbrane od
patogenih mikroorganizama. Poslednjih godina, otkrice QS antagonista biljnog porekla
pokazuje trend rasta. Neke biljke poput Pisum sativum produkuju odredena jedinjenja koja
mogu da oponaSaju aktivnost autoinduktora (Teplitski i sar., 2000). Veliki broj biljnih
ekstrakata kao i etarska ulja pokazuju anti-QS aktivnost (Koh i sar., 2010). Furanokumarini iz
biljaka izazivaju inhibiciju sinteze Al-1 i Al-2 grupe autoinduktora (Vikram i sar., 2010).
Jedinjenje Malabirakon C izolovano iz biljke Myristica cinnamomea inhibira LasR i rhIR
sistem kod P. aeruginosa PAO 1 (Teplitski i sar., 2000). Ekstrakti propolisa inhibiraju sintezu
pigmenta violaceina, koji je znacCajan faktor virulentnosi, kod bakterije Chromobacter
violaceum (Teplitski i sar., 2000). Prethodna istrazivanja pokazuju da biljke imaju moguénost
sinteze odredenih enzima koji izazivaju degradaciju autoinduktora i pri tome smanjuju

virulentnost mikroorganizama (Daniels i sar., 2002).

2.5.3. Antibiofilm aktivnost etarskih ulja

U prirodi je vefina mikroorganizmama organizovana u vidu biofilma, a prema
istrazivanjima ¢ak 80% humanih infekcija je povezano sa razvojem biofilma (Zijnge i sar.,
2010). Biofilm se ¢esto formira na biotickim i abiotickim povrS§inama i u njegovom formiranju
moze ucestvovati jedna ili viSe vrsta mikroorganizama. Vecinski sastojak biofilma je voda
(95%), a ostatak predstavlja ekstracelularni matriks (EM) (1-2%) i mikroorganizmi (2-5%).
Ekstracelularni matriks, koji je u vidu gela, sastoji se od polisaharida, enzima, proteina i DNK
1 RNK molekula (Wimpenny i Colasanti, 1997). Formiranje biofilma se moze podeliti u tri faze:
pripajanje, sazrevanje i disperzija. U prvoj fazi pripajanja dolazi do reverzibilnog vezivanja
mikroorganizama za povrsine bogate organskim materijama (supstrat). Nakon toga, dolazi do
ireverzibilne adhezije mikroorganizama pomocu adhezina (pili, flagele, povrsinski proteini) za
supstrat. Umnozavanje mikroorganizama 1 stvaranja polimernog matriksa koji ¢ini najvecu
masu biofilma se deSava u fazi sazrevanja, a kao poslednja faza disperzija podrazumeva
otpustanje jedne ili viSe planktonskih ¢elija i ima znacajnu ulogu u Sirenju infekcije. Smatra se
da postoji odredeni balans izmedu rasta i disperzije (Sauer i sar., 2002). U zavisnosti od velikog
broja faktora, a pre svih koli¢ine dostupne hrane i fizi¢kih faktora sredine postoje tri tipa
biofilma: heterogeni-mozaicni tip, porozni tip-ispresecan vodenim kanalima i gusti-konfluentni
tip (Tolker-Nielsen, 2014). Heterogeni-mozaicni tip je karakteristi¢an za uslove sa nedovoljno
hranljivih materija, ogleda se u tankom i gustom sloju mikroorganizama od kojeg u okolinu

polaze mikrokolonije u vidu stubi¢a dugackih i do 100 mikrometara. Porozni tip, graden je od
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ve¢ih mikrokolonija koje su povezane sa supstratom preko tanjih traka ekstracelularnih
polimera. Izmedu mikrokolonija i veznih traka se provlace vodeni kanali koji dopremaju
materije 1 nutrijente iz okoline do pojedina¢nih bakterija. Ovaj tip se javlja u prirodi, najcesce
je polimikroban i sadrzi, ne samo razlicite vrste bakterija, nego i protozoe, gljive i diatomeje.
Treéi, gusti, konfluentni tip se nalazi na dentalnom plaku, graden je od razlicitih bakterijskih
vrsta koje medusobno kooperiraju i razmenjuju hranjive materije. lako se ¢ini da u ovom tipu
postoje ogranicenja rasta zbog nutrijenata, ovakav tip biofilma moze da dostigne najvecu

gustinu i debljinu (Tolker-Nielsen, 2014).

Infekcije uzrokovane biofilmom su znatno slozenije jer se Cesto radi o asimptomskin
infekcijama ili umerenim simptomima i rezistencijom na konvencionalnu terapiju. Poznato je
da su ¢elije biofilma otpornije i do 1000 puta u odnosu na planktonske (Abdallah i sar., 2014).
Otprornost biofilma na antimikrobne agense ima dva aspekta: toleranciju i rezistenciju. Pod
tolerancijom se podrazumeva nemogucnost rasta mikroorganizama u prisustvu leka, dok
rezistentnost omogucava rast mikroorganizmima u prisustvu leka (Tolker-Nielsen, 2014). Ovi
aspekti biofilma omogudéeni su pre svega zbog tridimenzionalne strukture, jer prisustvo
nekoliko slojeva omogucéava sporije prodiranje antimikrobnih agensa kroz matriks.
Diferencijalni rast u okviru biofilma dokumentovan je u nekoliko publikacija (Quivey i sar.,
2001; Burt i sar., 2004; Khan i sar., 2012), sto ukazuje na postojanje odredenih podrucja unutar
biofilma ¢ije ¢elije su u stacionarnoj ili ¢ak latentnoj fazi. Spoljasnji sloj biofilma sadrzi
eksponencijalno rastuce éelije koje su osetljive na antimikrobna sredstva, dok se u centru nalaze
¢elije sa usporenim metabolizmom koje su sposobne da razviju tolerantnost ili rezistenciju.
Otpornost biofilma uslovljena je favorizovanjem anerobnog metobolizma, usporenim rastom
zbog ogranicenih koncentracija kiseonika i hranljivih materija, kao i prisustvom tzv. “persister”
¢elija koje se odlikuju sporom deobom i time smanjuju efekat antimikrobnih sredstava cije
dejstvo je usmereno na membranu ili neke procese kao Sto su replikacija, transkripcija,
translacija i dr. (Werner 1 sar., 2004). Poznato je i da aktivnost efluksnih pumpi na celijskoj
membrani bakterija i gljiva koje se nalaze blize povrSini biofilma utice na izbacivanje
antimikrobnih sredstava u spoljasnju sredinu i time dodatno $titi ¢elije u centru. Tako npr.
aktivnost makrolida i tetraciklina je znatno smanjena na nizim pH vrednostima, dok je aktivnost
aminoglukozida u direktnoj srazmeri sa koncentracijom kiseonika u biofilmu (Walters 1 sar.,
2003). Vezivanjem ekstracelularne DNK i RNK za antimikrobne medikamente i teSke metale
pokazalo je smanjenje efekta antibiotika tobramicina (Mulcahy i sar., 2008) kao i visoku

toleranciju ¢elija biofilma kod P. aeruginosa na cink, gvozde i zivu (Teitzel 1 sar., 2003).
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Upotreba etarskih ulja u kontroli biofilma kao alternativa konvencionalnim medikamentima se
pokazala vrlo efikasnom u brojnim in vitro i in vivo studijama (Saharkhiz i sar., 2012; Babu i
sar., 2012; Lee i sar., 2013; Selim i sar., 2014). Antibiofilm aktivnost etarskih ulja je direktno

povezana sa antimikrobnim potencijalom ulja (Saviuc i sar., 2015).

2.5.4. Medusobne interakcije izmedu etarskih ulja i pojedina¢nih komponenti

Etarska ulja predstavljaju kompleksne smese razli¢itih jedinjenja i njihovo delovanje je
uglavnom posledica medusobne interakcije pojedina¢nih komponenti. Smatra se da je oko 100
000 sekundarnih metabolita biljaka uklju¢eno u odbrambeni mehanizam biljke (Wink, 1999).
Interakcija sekundarni metaboliti kao Sto su tanini, terpenoidi, alkaloidi i flavonoidi moze
dovesti do sinergistickog, aditivnog, indiferentnog i antagonistickog delovanja (Karatzas i sar.,
2001; Delaquis i sar., 2002). Aldehidi i fenoli, kao §to su cinamaldehid, citral, karvakrol,
eugenol i timol su glavne komponente i nosioci antimikrobne aktivnosti etarskih ulja koja u
vecem sadrzaju sadrze terpenske alkohole (Bassole i sar., 2010). Etarska ulja koja sadrze
ketone i estre, poseduju znacajno slabiju antimikrobnu aktivnost od etarskih ulja koja sadrze
terpenske ugljovodonike (Dorman i sar., 2000; Inouye i sar., 2001; Carneriro i sar., 2009).
Snazna aktivnost etarskih ulja vrsta rodova Thymus i Origanum se prepisuje fenolnim
komponentama timolu, karvakrolu (Lambert i sar., 2001) i eugenolu kod pripadnika vrsta
rodova Syzigium 1 Ocimum (Bassole i sar., 2010). Kod etarskog ulja S. aromaticum zabelezen
je sinergisticki efekat izmedu eugenola i linalola (Shirazi i sar., 2014). Hidroksilna grupa fenola
je pokazala mnogo snazniju antimikrobnu i antioksidativnu aktivnost u poredenju sa metil
eugenol grupom (Bassole i sar., 2010). Postoje podaci o medusobnoj interakciji etarskih ulja i
antibiotika (Mulyaningsih i sar., 2010). Kombinacijom etarskih ulja koja pokazuju sinergisticki
efekat dovodi do smanjenja koncentracija za izazivanja Zzeljenog efekta. Sinergisticki
delovanjem cinamaldehida i timola na E. coli dobija se smanjenje koncentracije od 25% u
odnosu na pojedina¢no dejstvo ovih komponenti (Bassole i Juliani, 2012). Prakti¢na aplikacija
ovakvog pristupa se ogleda u upotrebi etarskih ulja u §to manjim koncetracijama, zbog
isparljivosti koja moze dovesti do promene ukusa i mirisa hrane. Primena sinergistickih
kombinacija etarskih ulja i komponenti u industriji hrane (kao konzervanasa) ima veliki

potencijal, jer njihov visok sadrzaj nije pozeljan (Pei i sar., 2009).

2.5.5. Dosadasnja ispitivanja etarskih ulja i primena u stomatologiji

Antimikrobno dejstvo etarskih ulja na mikroorganizme iz usne duplje, narocito na one

koje doprinose formiranju biofilma, ima vaznu ulogu u prevenciji karijesa i parodontopatije
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(Pastorius i sar., 2003). [ako etarska ulja pokazuju slab toksi¢ni potencijal i malu farmakolosku
aktivnost, postoji ogranicen broj studija o njihovoj potencijalnoj upotrebi u stomatologiji
(Dagli i sar., 2014). Velika potraznja za novim i efikasnijim agensima za suzbijanje i inhibiciju
formiranja biofilma, dovela je do povecanja interesa za istrazivanje etarskih ulja i njihovih
pojedinac¢nih komponenti poslednjih godina. Pizzo i sar. (2008) su pokazali da ne postoji
razlika u primeni fluorida i etarskih ulja na inhibiranje oralnog biofilma. Etarska ulja imaju
inhibiraju¢e dejstvo na mikroorganizme uzro¢nike parodontopatije (Fine i sar., 2007;
Morozumi i sar., 2013). Poznato je da se etarska ulja koriste kao anksiolitik. Rezultati
istrazivanja pokazuju da ulja L. angustifolia i C. aurantium smanjuju nervozu i menjaju
emotivno stanje pacijenta (Lehrner i sar., 2005). Sli¢na studija pokazuje smanjenje oseéaja bola
prilikom aplikacije injekcija uz koriS¢enje etarskog ulja u ordinaciji (Kimisar., 2011). Rastvori
za ispiranje usta pored natrijum bikarbonata i natrijum fluorida Cesto sadrze etarska ulja i/ili
njihove komponente (Pannuti i sar., 2003; Ozaki i sar., 2006). Etarska ulja se koriste i kod
zubnih implantata. Prema rezultatima studije koju su sproveli Al-Radha i sar. (2013), ¢iS¢enje
dentalnih implantata etarskim uljima sprecilo je formiranje biofilma na njihovoj povrSini.
Etarska ulja pokazuju jaci antimikrobni potencijal nego metilparaben, koji se koristi kao
konzervans u stomatoloskim anestezijama (Herman i sar., 2013). Kod pacijenata koji su
alergi¢ni na metilparaben, etarska ulja se mogu koristiti kao adekvatna zamena. Komparativnu
studiju koju su sproveli Groppo i sar. (2002), pokazala je da etarsko ulje Melaleuca alternifolia
poseduje jace antimikrobno dejstvo u odnosu na hlorheksidin (koji predstavlja aktivnu
komponentu komercijalnih preparata za higijenu usne duplje). Kombinacija etarskih ulja i
fluora je dala pozitivne rezultate u remineralizaciji tvrdog tkiva zuba, prethodno oStecenim
karijesom. Interesovanje za proucavanje etarskih ulja tokom poslednjih decenija raste. Prema
dosadasnjim rezuiltatima, jasno je da etarska ulja i njihove komponente imaju lekovita
svojstva. Medutim, odsustvo klini¢kih studija i informacija o bezbednosti i toksi¢nosti su
ozbiljna prepreka za njihovu primenu pri pravljenju stomatoloskih sredstava/medikamenata

zasnovanih iskljucivo na etarskim uljima i njihovim komponentama.
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2.6. Opis testiranih mikroorganizama

Streptococcus pyogenes Rosenbach 1884

Gram-pozitivne koke rasporedene u lance zbog ravni deobe koje se postavljaju
paralelno (Slika 3). Pripada grupi A Streptokoka i obi¢no stvara male zone hemolize B tipa.
Hemoliza je pojam koji oznacava raspadanje crvenih krvnih celija (eritrocita). Bakterijske
kulture imaju sposobnost da dovedu do hemolize kada se uzgajaju na krvnom agaru. Postoje
tri tipa hemolize koji pomazu razlikovanje
streptokoka u mikrobiologiji, tako da se razlikuju a,
B 1 y hemoliticke streptokoke. S. pyogenes je
fakultativni anaerob (5-10% CO,), raste na 37°C i
zahteva minimalne koncentracije nutrijenata tj.

Secera 1 peptida. Na testivima katalaze i oksidaze

negativna 1 poseduje  sposobnost mlecne

fermentacije (Gera 1 Mcvler, 2013). S

Slika 3. Izgled kolonije Streptococcus — Pyogenes izaziva oboljenja od blagih povrSinskih
pyvogenes nakon bojenja po Gram-u
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia
/COmmons/e/e4/strept0Coccus_pyogen Infekcije S€ najéeéée jaVljaju u grlu ili na koii, to su

koznih infekcija do oboljenja koja ugrozavaju zivot.

faringitis (upala grla tj. upala sluznice zdrela),

gnojna angina i impetigo (zarazna infekcija koze) (Ruiz-Aragon i sar., 2010).
Streptococcus mutans Clarke 1924

Fakultativni anerob, Gram-pozitivna koka naj¢esce se nalazi u usnoj duplji Coveka gde
je jedan od glavnih faktora nastajanja karijesa (Slika

4). Raste na temperaturi od 18-40°C. S. mutans ima

D . oy, . c .
‘o sposobnost metabolisanja Secera pri tom kreirajuci
di7 .
P kiselu  sredinu koja ima za  posledicu
s demineralizaciju tvrdog tkiva zuba. Produkuje i u
S

vodi nerastvorljive glukane, i mlec¢nu kiselinu.

Prema istrazivanju zdrava osoba ima oko 10 000
Slika 4. Izgled kolonije Streptococcus
mutans nakon bojenja po Gram-u

(https://upload.wikimedia.org/wikipedi
a/commons/thumb/b/b8/Streptococcus
_mutans_01.jpg/240px- glatku povrSinu zuba, stvaranju zubnih naslaga,
Streptococcus_mutans_01.jpg)

¢elija/ml S. mutans u usnoj duplji (Kuramitsu i sar.,

1993). S. mutans ima sposobnosti da prijanja na

kiselina 1 Stetnog delovanja na zube. Ostale
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bakterije imaju aktivnu ulogu u Sirenju karijesa nakon najverovatnije zapocetih aktivnosti S.
mutans. Povecano prisustvo S. mutans ne znaci i da ¢e se razviti karijes ali se povecava rizik u

zavisnosti od prisustva drugih faktora (Cvetkovic¢ i Ivanovi¢, 2006).
Lactobacillus acidophilus (Moro 1900) Hansen & Mocquot 1970

Gram-pozitivna bakterija, homofermentivnog metabolizma (metabolisanjem Seéera
stvara mlecnu kiselinu) (Slika 5). Spada u mikroaerofilne bakterije kojima su potrebne
minimalne koncentracije kiseonika za rast. Za optimalan rast zahteva niske vrednosti pH (5.0)
i 37°C. L .acidophilus se javlja u usnoj duplji i

o o AR T
gastrointestinalnom traktu kod ljudi i Zivotinja. ~ ‘
Razli k 1 o

azli¢iti sojevi se koriste mnogim mle¢nim :
st sojey u o & (],
\
’
J 8

proizvodima, jer proizvodi vitamin K i laktaze. o
Postoje dokazi da L. acidophilus ima pozitivne efekte W ‘, e,
u leCenju vaginalnih infekcija (Sanders i ki :7 \\”

Klaenhammer, 2001). Iako se smatra da nema ] B )
Slika 5. Izgled kolonija Lactobacillus

nezeljena dejstva, povecan broj L. acidophilus u  acidophilus nakon bojenja po Gram-u
(http://s.hswstatic.com/gif/gross-body-

ustima moze izazvati Intestinalne probleme 1 ing)

slabljenje imuniteta ili prekomeran rast bakterija u

crevima (Vercoe i sar., 2003; Chen i sar., 2005).
Streptococcus salivarius Andrewes & Horder 1906

Gram-pozitivna koka prosecne duzine 2 um, koje su rasporedene u lance (Slika 6).

Pripada viridans grupi streptokoka, koja naseljava usnu duplju i gornje respiratorne puteve

(Burton 1 sar., 2006). Fakultativni je anerob i DI L™
izaziva hemolizu o tipa. Na povrSini celije se — .. - . ""‘ ga
. e f-
nalaze fimbrije. Smatra se oportunistickim L AP E  E £
T hat T i’
patogenom. U laboratorijskim uslovima S. 4 .7 ‘e » & »
L . r*_‘\- 8
salivarius fermentiSe glukozu produkujuci €s o B s B . ‘."
w2 i L
mle¢nu kiselinu. Odredeni sojevi S. salivarius N ‘g T 0% v

e »
imaju sposobnost produkcije antimikrobnih
Slika 6. Izgled kolonije Streptococcus
salivarius nakon bojenja po Gram-u
prenamnoZavanje patogenith bakterija (S.  (http://www.medschool.lsuhsc.edu/microbi
ology/DMIP/sang.gif)

peptida  koji  sprecavaju  kolonizaciju i

pyogenes), pa se koristi i kao probiotik

(Wescombe i sar., 2012). Medutim, po najnovijim istrazivanjima moze izazvati po Zivot opasne
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infekcije nervnog sistema (meningitis). Broj slucajeva meningitisa uzrokovanih od strane S.

salivarius je znacajno porastao sredinom 20. veka (Wilson i sar., 2012).
Streptococcus sanguinis White and Niven 1946

Gram pozitivna koka i pripadnik viridans grupe streptokoka (Slika 7). Izaziva hemolizu
na krvnom agaru o tipa i raste na temperaturi od 37°C. Fakultativni je anaerob i naseljava usnu
duplju gde funkcioniSe kao pionir kolonizacije zubnih povrSina formiranjem zubnog plaka, §to

dovodi do karijesa i1 paradontalne bolesti. S.

-

.' "; (" ‘ i}, *‘_' : > ‘:_, ) sanguinis‘ J:e bliskc?.p.ovcvezana vrsta sa infektivnim
wx . o, 0 3/ v ‘ - @ endokarditisom koji je Cesto uzrokovan prodorom
Qﬂ. ! V’ A N Kt bakterije iz usne duplje u krvotok usled traume (Paik

L\ "/, ‘\\}:7' ."1,. I" i sar., 2005). Poseduje manji kariogeni potencijal od
" ey S. mutans, pa je prema ispitivanjima odnos S.

sanguis/S. mutans pokazatelj rizika od karijesa (De
Slika 7. Izgled kolonije Streptococcus
sanguinis nakon bojenja po Gram-u

http://www.medschool.Isuhsc.edw/micro  ; o7p ' (1968) pokazuje da S. sanguinis kolonizuje
biology/DMIP/sang.gif

Stoppelaar i sar., 1969). Prema istrazivanju Carlsson

usnu duplju tek pri pojavi prvih zuba i to pre S.

mutans (Xu i sar., 2007).
Pseudomonas aeruginosa (Schroter 1872) Migula 1900

Gram-negativni striktni aerob, asporogen bacil dugacak 1,5-3,0 mikrometra (Slika 8).
Brzo se krec¢e pomoc¢u monopolarno rasporedenih flagela. Moze se naci u zemljistu, vodi i na
kozi. Dobro uspeva na svim podlogama a neki sojevi produkuju pigmente koji difunduju u

podlogu i njihove boje okruzuju kolonije. P. aeruginosa je izrazito otporna bakterija. Ima

brojne faktore virulencije, ukljuc¢ujuéi toksine i T
Y ' ¥
. T . v . =Xy 1} J ’
enzime. Oportunisticki je patogen i kod coveka moze R | Y 3,
L -
\' s - \ ), < - 4
da izazove razlicita oboljenja. Infekcije mogu st Vi e
[} - -t ' 1 'u
.. o . .. o -.“ ’ *‘J:J':a ’('. ‘_
zahvatiti razliCite anatomske lokalizacije — kozu, () SEYW PR
Y > e ] TV
“ . . , - L ] N = \
potkozno tkivo, kosti, uho, oko, mokra¢ne puteve, 2 ] & Y. J 5 oy e
’ A
, . v . ,. . . . 1
pluéa i sréane =zaliske. Veéina infekcija koje o R

uzrokuje P. aeruginosa pojavljuje se u
S o y ) Slika 8. Izgled kolonija Pseudomonas
hospitaliziranim  pacijentima, koji su naj¢eSCe  geruginosa nakon bojenja po Gram-u
. . . . . . (http://textbookotbacteriology.net/P.
imunokompromitovani. P. aeruginosa je drugi po . :
aeruginosa.jpeg)

ucestalosti uzro¢nik infekcija u jedinicama intenzivne
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nege i Cest je uzrocnik pneumonije kod bolesnika na respiratoru. Osim nozokomijalnih
infekcija, bolesnici s HIV-infekcijom imaju povecan rizik od infekcija uzrokovanih P.

aeruginosom (Lister i sar., 2009; Gellatly i Hackock. 2013; Sousa i Pereira, 2014).
Enterococcus faecalis

Gram-pozitivne koke povezane u dugacke lance (Slika 9). U proslosti su meSane sa
pripadnicima roda Streptococcus. Fakultativni anerob, raste na temperaturi od 0-44°C.

Fermentise glukozu bez produkcije gasa, na katalazu

je negativna. E. faecalis je oportunisticki patogen i .-;‘1\ ) k,r“‘ ;, &

moze uzrokovati po zivot opasne infekcije \{ “‘ (" “"_ ) \("“‘ , "‘?*I
(nozokomijalne, infekcije urinarnog  trakta, 9"\?" M’?‘;’? %:} ,” ...: f&&)p
endokarditis). Patogenost ove vrste povezana je sa ',t .,.‘, ,{ r? ‘.,’.,1,‘} ,,.Jlﬂ-’ ‘
proteinom Esp, koji ima ulogu u adheziji i procesu ‘ " ~r ”; ‘f' ’T i "5:' "\ {" )
formiranja biofilma. Izuzetno je otporna vrsta na i 'A:m’, YL A

tretman antibioticima (cefalosporini, vankomicin,
Slika 9. Izgled kolonija Enterococcus
faecalis nakon bojenja po Gram-u

(u 30-90% slucajeva) (Molander i sar., 1998; (http://www.atsu.edu/faculty/chamberlai
n/website/lab/idlab/efgm.jpg)
Kayaoglu i Orsavik, 2004; Vu i Carvalho, 2011).

klindamicin). Cesto se nalazi u kanalu korena zuba

Staphylococcus aureus Rosenbach 1884

Stafilokoke su loptastog ili jajolikog oblika 0.8-1.0 mikrometra, rasporedene u
nepravilne grozdaste gomilice (Slika 10). Nepokretne su, ne stvaraju spore ni kapsule. S. aureus
je aerob ili fakultativni anerob i obilno se razmnozava na mnogim podlogama. Boja kolonija
potic¢e od pigmenta i obi¢no je zlatno-Zuta, ali u tecnim podlogama ne proizvodi pigment tako

da je osrednje zamuéuje. Izolovan je iz usnih i

‘ "‘ﬁM‘ E sluznih kanala i sa koze coveka i zivotinja.
»"” t Medicinski ovo je najvaznija stafilokoka jer je
..“- ¥ 5 ‘_;.{ ﬁ 'ﬁ&h“gg" 3 patogen i izaziva klinicka oboljenja nazvanih jednim
# ' ‘:f * 1&: Rj‘ﬁ imenom stafilokokoze. Tonzilofaringitis, sinusitis,
%-é .‘;:5 i stafilokokni akutni enteritis ili razne epidemoloske

bolesti su neke koje su prouzrokovane ovom

Slika 10. Izgled kolonija Staphylococcus  bakterijom. Prisustvo bakterije S. aureus na
aureus nakon bojenja po Gram-u ) ) S )

(https://classconnection.s3.amazonaws.c ~ neostecenoj kozi kod vecine ljudi ne izaziva nikakva
(smllﬁég-/lﬂ j 15 ggg%éffjg?gg%ﬁ—;gﬁu ostecenja, dok prodor mikroorganizma ispod koze ili
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u telo (npr. plu¢a) moze izazvati ozbiljne zdravstvene probleme. U bolnicama Sirom sveta je
povecana ucestalost pojave oblika bakterije S. aureus koja je razvila specificnu otpornost,
najpre na delovanje penicilina, a posle i na delovanje antibiotika meticilina i sli¢nih
medikamenata koji pripadaju grupi beta-laktamazama, i naziva se Methicilin Resistant

(otporan) S. aureus (MRSA) (Liu, 2009; Plata i sar., 2009; Holland i sar., 2014).
Candida albicans (C.P.Robin) Berkhout (1923)

C. albicans je diploidna, dimorfna vrsta koja se moze na¢i u jednocelijskom (kvasolika
forma) ili visecéelijskom obliku (u vidu pseudohifa i hifa) (Slika 11). Pod uticajem represora
transkripcije odrzava se kvasolika forma, a pupljenjem celija bez razdvajanja formiraju se
pseudohife na kojima se ¢esto obrazuju hlamidospore. Prelaz iz kvasolike u micelijsku formu
zavisi 1 od spoljasnjih uslova i prvenstveno je uslovljen temperaturnim i pH promenama.
Fenotipska varijabilnost, koja se ogleda u promeni boje i oblika kolonije, ima znacajnu ulogu
u procesu razmnozavanja i formiranja biofilma. C. albicans je uslovno patogena vrsta gljive
koja se nalazi u usnoj duplji, digestivnom traktu, urogenitalnom traktu i na kozi ¢oveka. U
fizioloski, konstitutivano stabilnim organizmima
pod kontrolom je telesnog odbrambenog
mehanizma. Do prenamnoZzavanja tj. infekcije
dolazi usled poremecene imunoloS§ke ravnoteze
ili pod dejstvom spoljasnjih uticaja. Najceséi

razlozi su: prekomerna upotreba antibiotika

sirokog spektra, kortikosteroida, imunosupresora

Slika 11. Izgled kolonije Candida itd. Kvasolika 1 filamentozna forma imaju

albicans pod svetlosnim mikroskopom razli¢iti afinitet za razlicita tkiva. C. albicans je
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/c S o )
ommons/e/c6/Candida_albicans 2.jpg medicinski najznacajnija vrsta (Sudbery 1 sar.,

2004; Nikoli¢ i sar., 2014).
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Candida glabrata (H.W.Anderson) S.A.Mey. & Yarrow (1978)

C. glabrata nema sposobnost dimorfizma, obrazuje jajaste, haploidne ¢elije (Slika 12)

koje pupe i blastokonidije (1-4 um) koje su znatno manje nego kod C. albicans (4-6 pm)

(Kucharikova i sar., 2011). Prisutna je u usnoj duplji i gastrointestinalnom traktu kao deo

mikrozajednice. Ne formira pseudohife na temperaturima iznad 37°C. Na SDA podlozi C.

glabrata formira bele, ovalne, mat kolonije koje se retko morfoloski mogu razlikovati od C.

albicans. Najveca razlika se ogleda u haploidnosti ¢elija
C. glabrata (C. albicans ¢elije su diploidne) i malim
subjedinicima rRNK (Fidel i sar., 1999). Iako se dugo
smatrala za nepatogenu vrstu prisutnu kod zdravih
individua, nedavna istrazivanja pokazuju da je posle C.
albicans najces¢i uzrocnik mukoznih 1 sistemskih

kandidijaza, naroc¢ito kod imunokompromitovanih

pacijenata (Katiyar i sar., 2006). Zbog svoje otpornosti

Slika 12. Kolonije Candida glabrata pod

na flukonazol, infekcije uzrokovane C. glabrata imaju  gyetlosnim mikroskopom

visoki stepen mortaliteta (Hitchcock 1 sar., 1993;

Brunke i Hube, 2013).

Candida krusei (Castellani) Berkhout

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/
commons/7/7b/Glabrata.jpg)

Celije C. krusei su izduZene, kao zrno pirinéa (Slika 13), suprotno jajastim ¢elijama C.

albicans 1 C. glabrata. Na hranljivim podlogama obrazuje belo-zute kolonije naborane

povrsine. MoZe da raste na temperaturima do 45°C, dok je otpimalna 37°C, i jedna je od retkih

A .

W0 6

’e? s
4

a -

Slika 13. Kolonije Candida krusei pod
svetlosnim mikroskopom
(http://enologyaccess.org/EA2/images/st
ories/Microbes/2518¢%20cs5.jpg)

vrsta koja moZe da raste u medijumu bez vitamina.
Od ugljenih hidrata fermentiSe samo glukozu. Moze
se na¢i u voéu, zemljiStu, hrani, vinu i pivu kao
fakultativni saprob. Medutim, zbog preterane
upotrebe antimikotika kod ljudi, poznata je 1 kao
oportunisticki  patogen  (Amaral-Lopes-Moura,
2012). Naime smatra se multi-rezistentnom vrstom
zbog razvijene otpornosti na tretman flukonazolom i
smanjene osetljivosti na flucitozin i amfoterecin B
(Samaranayake i Samanarayake, 1994). Ucestalost

C. krusei kao uzrocnika kandidijaza je u porastu i sa
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jako visokim mortalitetom (30-60%), naro¢ito kod imunikompromitovanih pacijenata.

Osetljiva je na tretman vorikonazolom (Pfaller i sar., 2008).

2.7. Opste karakteristike biljnih vrsta ¢ija su etarska ulja ispitivana

Cananga odorata (Lam.) Hook.f. & Thomson — ilang ilang

Slika 14. Cananga odorata (Lam.) Hook.f. &
Thomson — ilang ilang (Anonaceace)
(http://plants.usda.gov/gallery/large/caod 003 lhp.

jpg)

C. odorata je brzorastuca
drvenasta  biljka  poreklom iz
jugoistone Azije 1 sa ostrva u
Indijskom okeanu (Madagaskar i
Komoro ostrvo). Zbog ekonomske
vrednosti produkcije ulja, ova bilja
vrsta je introdukovana na nekoliko
kontinenata, ukljucujué¢i Afriku i
Ameriku. Etarsko ulje C. odorata se
dobija  hidrodestilacijom cvetova
(Slika 14), zute je boje i poseduje

karakteristican cvetni miris. U njemu

preovladuju monoterpeni, terpenski i seskviterpenski alkoholi, seskviterpenski ugljovodonici i

acetati i fenoli. Upotrebljava se za izradu parfema, Sampona i losiona, a osim kozmeticke, ulje

naslo primenu i u prehrambenoj industriji (sladoledi, slatkisi) i kao pojacivac¢ ukusa (Gaydou i

sar., 1986; Staschenko i sar., 1995).
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Foeniculum vulgare Mill. — mora¢ (Anonaceae)

Visegodisnja zeljasta biljka koja vodi poreklo uz Sredozemlja a danas se gaji u mnogim

zemljama juzne Evrope, Azije, Afrike 1 Juzne Amerke (Slika 15). Etarsko ulje ploda sadrzi 2-

6% ulja ¢iji je glavni sastojak anetol. Ono je bezbojne do zute boje, prijatnog, blagog mirisa i

Slika 15. Foeniculum vulgare Mill. — morac
(Anonaceac)
(http://plants.usda.gov/gallery/large/fovu_003 1

hp.jpg)
2012; Rahimi i Ardekani, 2013).
Pimpinella anisum L. — anis (Apiaceae)
Jednogodisnja biljka iz familije
Apiaceae (Slika 16), ¢iji plod sadrzi 2-3%
etarskog ulja koje u visokom procentu
sadrzi anetol od koga potiCe njegov
karakteristi¢an slatkasti miris i ukus. Anis je
Siroko rasprostranjena vrsta koja vodi
poreklo sa Mediterana i iz jugozapada Azije,
a gaji se Sirom Evrope zbog svog
medicinskog znacaja. Plod anisa iz koga se
ektrahuje ulje upotrebljava seu

prehrambenoj  industriji, naroCito za

aromatizaciju alkoholnih pi¢a ali i kao

slatkog ukusa. Pored anetola, za ovo ulje
su karakteristi¢ne jo§ neke komponente
fenhon, a- i B-pinen, limonen i felandren.
Etarsko ulje moraca se upotrebljava kod
spazmodi¢nog kaslja, Zeluda¢nih tegoba,
poremecéaja u varenju. Koristilo se za
poremecéaje sa nadutoSéu 1 za
ublazavanje dejstva teskih purgativa.
Svojim veoma prijatnim mirisom i
ukusom, pre svega, sluzi za promenu

ukusa medikamenata koji se, inace,

nerado uzimaju zbog neprijatnog mirisa i

ukusa (Markovi¢, 2011; Rather i sar.,

Slika 16. Pimpinella anisum L. — anis (Apiaceae)
(http://earthmedicineinstitute.com/wp-
content/uploads/2012/06/Anise-2-
1024x760.jpg)

dodatak slatkiSima, a koristi se i u lecenju problema sa varenjem, kod nadimanja, u lecenju

gastricnog ulcera, poseduje laksativno, hemoprotektantsko i antidijabeti¢no dejstvo (Orav i
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sar., 2008). Etarsko ulje poseduje antioksidativnu, antikancerogenu, antimikrobnu, antiviralnu

1 antiamebi¢nu aktivnost (Shojaii i Fard, 2012).

Pastinaca sativa L. — paSkanat (Apiaceae)

Slika 17. Pastinaca sativa L. — paskanat
(Apiaceae)
(http://plants.usda.gov/gallery/large/pasa2_00
8_lhp.jpg)

Dvogodisnja zeljasta biljka koja
poti¢e iz Evroazije, a danas se gaji kao
povrtarska kultura u brojnim zemljama.
Etarsko ulje se nalazi u svim delovima ove
biljne vrste, mada ga najvise sadrze plodovi
(1,5 = 3,5%). Koren ove biljke (Slika 17),
takode sadrzi etarsko ulje (1-1,5%), a koristi
se, osim u kulinarstvu, izbog svojih brojnih
lekovitih svojstava (za izazivanje apetita,
bolje varenje, protiv gréeva u crevima i kao
diutretik). Primena ulja ekstrahovanog iz

korena nije poznata, ali je poznato da ga

karakteriSe visok sadrzaj (preko 80%) terpinolena i miristicina (Lawrence, 1979; Stahl, 1981).

Anethum graveolens L. — mirodija (Apiaceae)

Jednogodisnja biljka, poreklom je
iz jugoistoCne Azije, a gaji se Sirom sveta
kao kulturna biljka (Slika 18). Zreli
plodovi sadrze 3-4 % etarskog ulja. Ulje se
ektrahuje iz prethodno samlevenih plodova
procesom hidrodestilacije. Sveze ulje je
skoro bezbojna, lako pokretljiva tecnost
prijatnog 1 jakog mirisa na mirodiju, zbog
Cega se koristi u indistriji za¢ina i hrane
(Jirovetz, 2003). Glavnim komponentama
ovog ulja se smatraju monoterpeni, d-
limonen (do 70%) i d-karvon (min. 30%)
(Jirovetz, 1994).

Slika 18. Anethum graveolens L. — mirodija
(Apiaceae)
(http://www.tramil.net/fototeca/images/Aneth
um%20graveolensSTftk.jpg)

24



Matricaria recutita L.- nemacka kamilica (Asteraceae)

Jednogodisnja biljka, vrlo
rasprostranjena i ima je u gotovo celoj Evropi
1 Aziji. Etarsko ulje se dobija iz cvetnih
glavica (Slika 19) destilacjom vodenom
parom, pri ¢emu prinos ulja varira od 0,2 do
2% (Markovi¢, 2011). Ovo ulje ima prijatnu
aromu (slabasna voéna nota) a njegova

plavicasta boja potice od hamazulena koji

nastaju tokom samog procesa destilacije. U

karakteristicne  komponente ovog ulja

Slika 19. Matricaria recutita L.- kamilica .. .
ubrajaju se trams-f-farnezen, a-bisabolol

(Asteraceae)

(http://www.szepzold.hu/files/Image/Topor oksidi A i B, hamzaulen, a-bisabolol
%20Erika%20%C3%9Aj/Kamilla%20vagy

%20ebsz%C3%A9kf%C5%B1%3F%20Ism (ISO19332:2007). Etarsko ulje nemacke
er(;%20meg%20%C5%9lket!/Chamomile.j kamilice se koristi u parfemima, losionima i
pg ’

preparatima za kosu (Markovi¢, 2011).
Achillea milefolium L. — hajducka trava (Asteraceae)

Visegodi$nja zeljasta biljka koja je
rasprostranjenasSirom  Evrope, u  Sibiru,
Himalajima, Kavkazu, severnoj Persiji,
takodje introdukovana u Severnu Ameriku,
Novi Zeland i juznu Australiju. Etarsko ulje
koje se dobija destilacijom nadzemnog dela
(Slika 20) ove biljne vrste (0,1 - 1%), plave je
boje zbog prisustva azulena, a ostale

komponente koje ga karakteriSu su cineol,

pinen, kamfor, limonen i borneol. Poznate su
_ o Slika 20. Achillea milefolium L. — hajducka
njegove brojne primene u medicinske, trava (Asteraceae)

(http://swbiodiversity.org/imglib/seinet/Aste
raceae/photos/Achillea_millefolium 020207

Kopp, 2007; Applequist i Moerman, 2011; _Lipg)
Saeidnia i sar., 2011).

veterinarske 1 kozmeticke svrhe (Benedek i
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Helichrysum italicum (Roth) G. Don fil. (Asteraceae)

Slika 21. Helichrysum italicum (Roth) G. Don
fil. (Asteraceae)
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/comm
ons/a/a0/Helichrysum_italicum_ssp_serotinu

m_3.jpg)

Visegodisnja biljka siroko
rasprostranjena u mediteranskom delu
Evrope (Slika 21). Etarsko ulje se dobija
destilacijom zlatno Zzutihcvetova ove
biljke, a njegov sadrzaj je jako nizak
0,05%. Bledo zute je boje i jakog voénog
mirisa, sa notom ¢aja i meda. Komponente
koje karakteriSu ovo ulje su neril acetat,
neril propanoat, pinen, geraniol i geranil-
acetat (Viegas i sar., 2014). Ulje smilja
poseduje mnoga lekovita svojstva od kojih

se izdvajaju protivupalno, antimikrobno,

analgeticko i antialergensko delovanje, a ¢esto se koristi u preparatima za negu koze.

Boswellia carterii Flueck. — tamjan (Burseraceae)

Listopadno drvo koje moze dostici visinu od 2-8 m (Slika 22). Vodi poreklo iz Afrike,

Indije i Bliskog Istoka. Poznato je po aromati¢noj smoli koja se koristi u religijskim obredima.

Etarsko ulje tamjana dobija se najéesSée hidordestilacijom smole. Sastav etarskog ulja zavisi od

Slika 22. Boswellia carterii Flueck. — tamjan
(Burseraceae)
(http://www.bbfactory.lv/components/com_virtue
mart/shop_image/product/V__raka Fankinc 4a
c51a2062ae4.jpg)

klimatskih  uslova, a  dominante
komponente u ulju su pinen, tujen 1
kamfen. Koristi se u leCenju rana, akni,
oziljaka, strija i bora. Terapija ulja
tamjana povoljno deluje na respiratorni
sistem 1 olakSava bronhitis, astmu,
sinusitis 1 prehlade 1 alergije. U
aromaterapiji se koristi za olakSanje
stresa, napetosti, histerije i depresije.
Istrazivanja pokazuju da etarsko ulje
tamjana moze pomo¢i u leCenju
karcinoma (Frank i sar., 2009; Wooley i
sar., 2012).
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Canarium luzonicum (Blume) A.Gray — elemi (Burseraceae)

Drvenasta biljka poreklom sa
Filipina, koje raste do visine od ¢ak 30
m. Listovi su u obliku pera, spiralno
rasporedeni. U fazi opadanja listova
izluCuje oleorezin (Slika 23), viskoznu
teCnost polucvrste konzistencije, ¢ijom
hidrodestilacijom se dobija etarsko

ulje. Glavne komponente etarskog ulja

elemija su terpineol, elemicin, elemol,
Slika 23. Canarium luzonicum (Blume) A.Gray —

dipenten, felandren i lomonen. Koristi elemi (Burseraceae) (https://s-media-cache-
se u terapeutske svrhe kao analgetik, ak0.pinimg.com/736x/7b/b9/51/7bb951470aef2f1158
fb1a8383d9466a.jpg)

antiseptik 1 stimulans. Koristi se u
lecenju respiratornih infekcija, bronhitisa, kaslja i odstranjivanje viska sluzi. Etarsko ulje
elemija se koristi za masazu, kod koznih infekcija i leCenju rana i posekotina (Mogana i sar.,

2011).
Commiphora myrrha (Nees) Engl. — mira (Burseraceae)

Trnovita Zbunasta ili drvenasta
biljka koja vodi poreklo sa Arabijskog
poluostrva i iz istocne Afrike (Slika
24). Zarezivanjem grancica, ova biljna
vrsta  produkuje  oleogumirezin
(meSavina smole gume 1 etarskog
ulja). Destilacijom vodenom parom iz
oleorezinase dobija gusto ulje bogato

seskviterpenima - i 6-elemenima i o-

kopaenom, seskviterpenskim
Slika 24. Commiphora myrrha (Nees) Engl. — furanima (kurzeren,
mira (Burseraceae) furanoeudezmadien, lindestren) ¢&iji
(http://essentialoilslondon.com/wp- . ] ) .
content/uploads/2012/02/myrrh-commiphora- sadrzaj prelazi 50%. Mira etarsko ulje
myrrha-tree.jpg)

se u Bibliji spominje kao sastojak

svetog ulja koje su koristili Jevreji u svojim religioznim obredima.U Evropskoj uniji ovo ulje
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je registrovano kao kao prirodni zacinski ekstrakt za hranu. Jakog je antibakterijskog,
antivirusnog i protivupalnog delovanja. Takode se koristi u kozmeti¢koj industriji u izradi
parfema i krema, koristi se kod oboljenja desni i1 prevencije karijesa, u leCenju rana i infekcija,
kod problema sa varenjem i kod bolnih menstruacija (Morteze-Semnani i Saeedi, 2003;

Marongiu i sar., 2005; Auffray i sar., 2007).
Juniperus communis L. — kleka (Cupressaceae)

Zimzeleno jednodomo ili dvodomo drvece ili grmovi, Siroko rasprostranjeno po celoj
Evropi, Severnoj Aziji i Severnoj Americi (Slika 25). Stabla sadrze ili muske ili Zenske Sisarke,
pri ¢emu se zenske §iSarke razvijaju u plavkastocrne bobice. Etarsko ulje se dobija iz suvih ili
delimi¢no fermentisanih bobica kleke destilacijom sa vodenom parom, pri ¢emu je prinos ulja
oko 1-3%. Ulje je bezbojno do svetlo zute ili zelenkastee boje, osvezavajuceg prijatnog mirisa,
posebno ako poti¢u sa Balkana. Komponente koje su karakteristicne za ovo ulje su a-pinen,
sabinen 1 mircen, a u manjoj meri su
prisutne i B-pinen, limonen, 1-terpinen-4
ol, B-kariofilen, a-humulen, germakren
D i 6-kadinen (ISO8897:2012). Ovo ulje
se koristi u kulinarstvu kao zacin i kao
sirovina za proizvodnju alkoholnih pica.
Koristi se uglavnom kao diuretik i

urinarni antiseptik, i otklanja bolove u

.....

miSi¢ima 1 zglobovima. Poseduje

antimikrobno antisepticko Slika 25. Juniperus communis L. — kleka
’ ’ (Cupressaceae)
antiinflamatorno, antireumaticno kao (http://www.botanicalgarden.ubc.ca/potd/image

. . . /2011/juni - isl.j
relaksirajucedejstvo (Markovié, 2011). ° Juniperus-communisl.jpg)

Juniperus virginiana L. — kedar (Cupressaceae)

Zimzeleno drveée koje je Siroko rasprostranjeno u Americi, od jugoistocnog dela
Virzinijedo isto¢nog Teksasa (Slika 26). Etarsko ulje se dobija hidrodestilacijom iz piljevine,
fino iscepkanog otpada nakon sece stabala kao i iz panjeva. Ulje je bezbojne do nezno Zute
boje. Karakteri$u ga a-cedren + B-funebren, -cedren + B-kariofilen, tujopsen, cuparen, cedrol
i vidrol (ISO4724:2004). Koristi se za leCenje iritacija koze, ekcema, dermatitisa i akni. Dosta
se koristi u tretmanima hemoroida. Etarsko ulje kedrovog drveta ima blagotvorno dejstvo u

primeni kod respiratornih infekcija i primenjuje se putem inhaliranja za redukovanje upale
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plu¢a. Studija, na pojedincima pokazuju da

primena ulja umanjuje potrebu za koris¢enjem

pumpica kod astmati¢ara (Markovi¢ 2011).
Slika 26. Juniperus virginiana L. — kedar
(Cupressaceae)

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commo
ns/7/79/Juniperus_virginiana Maine.jpg)

Gaultheria procumbens L. — zimzelen (Ericaceae)

G. procumbens je niska zbunasta biljka poreklom iz Amerike. Etarsko ulje se dobija
destilacijom listova iobiluje metil-salicilatom (Slika 27). Ulje su upotrebljavali jos$ i Indijanci.
Obzirom da ima prijatan ukus, koristi se za
aromatizovanje zvakacih guma, slatkisa,
pasta za zube i te¢nosti za ispiranje usta, a
kkao deluje protivupalno i snazno
analgetski, Cest je sastojak ulja za masazu
kod reumatskih tegoba, bolnih zglobova,
artritisa 1 istegnuc¢a misica kao i u le¢enju

celulita i bakterijskihinfekcija (Markovi¢

2011), a pored antimikrobne,dokazano se

da poseduje i antiinflamatornu i Slika 27. Gaultheria procumbens L. —
zimzelen (Ericaceae)
(http://www.srgc.org.uk/wisley/2007/241007/
2012). Gaultheria%?20procumbens.jpg)

antioksidativnu aktivnost (Nikoli¢ i sar.,

Gaultheria fragrantissima L. indijski zimzelen (Ericaceae)

Ugrozena vrsta zbunastog rasta, koja raste na isto¢nim Himalajima i Zapadnim Gatima
na visinama od 1500-2500 m (Slika 28). Etarsko ulje se dobija hidrodestilacijom listova i jako
je bogato je metil-salicilatom, Sto je karakteristika ¢itavog roda Gaultheria. Koristi se u leCenju
tegoba kod reumatizma, artritisa, neuralgija. Zbog visokog procenta salicilata, etarsko ulje se

koristi i kao biopesticid (Bantawa i sar., 2011).
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Slika 28. Gaultheria fragrantissima
L. indijski zimzelen (Ericaceae)
(http://www.flowersofindia.net/catal
og/slides/Fragrant%20Wintergreen.j

pg)

Pelargonium gravolens L'Hér — geranijum (Geraniaceae)

Zeljasta zbunasta aromaticna kojaspontano raste u Juznoj Africi (Komorska ostrva), a
zbog svoje ekonomske vrednosti gaji se u Rusiji, Egiptu, Alziru, Maroku, Kongu, Japanu,
Centralnoj Americi i Evropi. Ulje se dobija iz svezih ili prosuSenih listova i/ ili cvetnih drski
(Slika 29) destilacijom parom, pri ¢emu prinos ulja varira 1-3 %. U zavisnosti od starosti, boja
ulja varira od boje ¢ilibara do zelenkastozute boje, dok miris varira u zavisnosti od poreklac¢
neka su osvezavajuca sa mirisom na limu i ruzu dok su druga neznija i vide podsecaju na miris
mati¢njaka. Bez oobzia na razli¢ito
poreklo, karakteristi¢nim
komponentama ulja se smatraju
cintronelol, geraniol, linalol, menton,
izomenton, linalol, guaja-6,9-dien,
citronelil format 1 geranilformat
(ISO4731:2006).Ulje  geranijuma se
Siroko koristi u izradi parfema, kao iu

prehrambenoj industriji radi davanja

arome hrani i pi¢ima. Ulje ispoljava

Slika 29. Pelargonium gravolens L'Hér -
geranijum (Geraniaceae)

adstringentno i hemostaticki, regulise (http://upload.wikimedia.org/wikipedia/common
s/8/8b/Pelargonium_graveolens Al.jpg)

antidepresivno dejstvo, deluje

cirkulaciju i u kombinaciji sa
diuretickim svojstvima koje takode ispoljava koristi se u borbi protiv celulita i zadrzavanja

teCnosti u organizmu. Zbog antiseptickog dejstva koristi se u odrzavanju oralne higijene.
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Takode, ulje smiruje nervnu napetost i pozitivno deluje kod raznih problema sa kozom

(Lawless, 2001; Markovi¢, 2011).

Hyssopus officinalis L. — izop (Lamiaceae)

Poluzbunasta biljka (Slika 30), rasprostranjena u Mediteranskom podru¢ju. Uglavnom

se gaji radi produkcije ulja. Listovi ove biljne vrste su obostrano pokriveni zlezdama koje

obiluju etarskim uljem, pri ¢emu njihovom destilacijom vodenom parom dobija ostvaruje

Slika 30. Hyssopus officinalis L. — hizopus
(Lamiaceae)
(https://www.horizonherbs.com/images/pr
oducts/Hyssop Hyssopus_officinalis.jpg)

prinos 0,3-1%ulja prijatnog, balzamicnog

mirisa nalik terpentinu.  Karakteristi¢ne
komponente ovog ulja su oa- i [-pineni,
sabinen, limonen, mirtelil metil etar,
pinokamfon,izo-pinokamfon, B-burbonen, B-
kariofilen, allo-aromadendren, germakren D,
elemol 1 spatulenol (ISO 9841:2007). Ulje se
upotrebljava kao antiseptik i stimulans, a
koristi se 1 u farmaciji, parfimeriji i kozmetici
(Duke, 2000). Istrazivanja potvrduju pored
antimikrobne i antiviralnu aktivnost na HIV

virus (Fatemeh i Sanaz, 2014).

Mentha x pipperita L. — pitoma nana (Lamiaceae)

Ova zeljasta biljna vrsta predstavlja
hibrid Mentha aquatica i M. spicata koji se
gaji u mnogim zemljama uljucujuci
Francusku, Spaniju, Italiju, Spaniju,
Nemacku, Madarsku, Rusiju, Kinu, Japan,
Severnu  Ameriku, Kanadu, Juznu
Australiju itd. Etarsko ulje se dobija
hidrodestilacijom nadzemnog dela biljke
(Slika 31) u cvetu (0,3-2%). Dobijeno ulje
je bezbojno 1 bistro sa karakteristi¢nim

mirisom koji potice od mentola. Sastav

Slika 31. Mentha x pipperita L. — pitoma
nana (Lamiaceae)
(http://www.gimnazijaso.edu.rs/gornje-
podunavlje/biljke/korovi/slike/menta3.jpg)
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etarskog ulja varira u zavisnosti od varijateta, a karakteristi¢cne komponente su mentol, menton,

neomentol, 1,8-cineol,limonen, pulegon, B-kariofilen (ISO856:2006). Koristi se za smirenje,

protiv povracanja, gréeva u zeludcu i materici, za leCenje gastritisa, pospesivanje cirkulacije,

prehlade, promuklosti i kaslja. Poseduje antisepticko, antiparazitsko i antiviralno dejstvo.

Primenjuje se u kozmetici, u izradi Zvaka¢ih guma i likera (Bremnes, 1994; Keifer i sar., 2007,

Markovié, 2011).

Mentha pulegium L. — barska nana (Lamiaceae)

Trajna vSegodiSnja biljka (Slika 32) koja je ime dobila verovatno zato Sto raste u

plavnim oblastima velikih reka, jezera i bara. Rasprostranjena je u Evropi, Severnoj Americi,

Severnoj Africi i na Bliskom Istoku. Etarsko ulje barske nane dobija se destilacijom vodenom

parom iz svezih ili delimi¢no osusSenih listova i cvetova (1%). Glavna komponenta etarskog

ulja je pulegion. Koristi se kao stimulativno
sredstvo, protiv nadimanja, kao
anispazmotik i za izazivanje menstruacije.
U tradicionalnoj medicini bila je kori§¢ena
za regulisanje i normalizaciju menstrualnog
ciklusa. Ulje M. pulegium se upotrebljavala
za lecenje bronhijalnog trakta, poremecaja
zeludca 1 muéninu, za preciSéavanje
kontaminirane vode, za glavobolju,
vrtoglavicu, otklanjanje glavobolja, za
ublazavanje gréeva i sli¢no. (Soares i sar.,

2005; Markovi¢ 2011).

Slika 32. Mentha pulegium L. — barska nana
(Lamiaceae)
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/com
mons/7/7e/Gardenology.org-

IMG_2751 rbgslljan.jpg)

Lavandula angustifolia Mill. — lavanda (Lamiaceae)

Poluzbunasta biljka koja spontano raste u Juznoj Evrop a gaji se Sirom sveta kao

poljoprivredna kultura. Stoga postoji veliki broj varijateta, podvarijateta, sorti i hibrida. Etarsko

ulje se dobija destilacijom vodenom parom iz vr$nih delova biljke u cvetu, pri ¢emu je prinos

ulja 0,5-1%. Ulje je bezbojno do svetlozute boje, karakteristicnog mirisa, 1 sadrzi veliki broj

komponenti od kojih su karakteristi¢ne linalol i linalilacetat, tepinen-4ol, lavandulil acetat, cis-

1 trans-f-ocimeni 1 a-terpineol (ISO3515:2002). Ulje se koristi u aromaterapiji za poboljSanje

stanja koze, poseduje antispazmoliticku, sedativnu, hipotenzivnu i antiinflamatornu aktivnost.

(Sokovi¢ 2001; Markovi¢ 2011; Prusinowska i Smigielski, 2014).
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Slika 33. Lavandula angustifolia
Mill. - lavanda (Lamiaceae)
(http://upload.wikimedia.org/wikiped
ia/commons/0/0Ob/Lavandula_angusti
folia 01.JPG)

Thymus algeriensis Boiss. and Reut (Lamiaceae)

Zbunasta endemi¢na biljna vrsta koja
spontano raste u Severnoj Africi (Tunis i
Alzir). Etarsko ulje se dobija iz nadzemnih
delova biljke u cvetu (Slika 34) destilacijom
vodenom parom (1-2,3%). To je bistra
teCnost, zute boje 1 karakteristicnog mirisa, a

karakteriSsu ga komponente timol, p-cimen,

terpinen, bornil acetat i borneol. Etarsko ulje

Slika 34. Thymus algeriensis Boiss. and

je pokazalo inhibitornu aktivnost prema .
e p p Reut (Lamiaceae)

enzimu angiotenzin-I, Sto wukazuje na (http://www.biusante.parisdescartes.fr/sbf/di
B o . . . aporamas/tunisie2008/2%20-%202008-03-
potencijalnu antihipertenzivnu aktivnost (Ali 20/slides/60%20-

%20Thymus%?20algeriensis%20Boiss.%20

isar., 2010; Zouari i sar., 2012; Guesmi i sar., _
&%20Reut.%20(Lamiaceae).JPG)

2014).
Thymus vulgaris L. — timijan (Lamiaceae)

Vrlo razgranata, poluzbunasta,Siroko rasprostranjena biljna vrsta koja spontano raste u
Spaniji, Maroku, Rusiji, Kini, i uop3te na Balkanu, kao i mnogim drugim delovima sveta.
Etarsko ulje se dobija iz delimi¢no suvih biljaka ili cvetova (Slika ) destilacijom vodenom
parom, pri ¢emu daje prinos od 0.5-2%. Boja etarskog ulja varira od narandzaste, preko crvene
do braon boje i ima karakteristi¢an slatkast miris. Sastav ovog ulja takode varira, mada su
komponente koje ovo ulje karakteriSu timol, cimen, karvakrol i limonen. Pojedinacne

komponente, timol i karvakrol, se koriste u farmaceutskoj industriji kao sastojci rastvora za
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odrzavanje oralne higijene, ulaze u sastav
krema, parfema, sirupa protiv kaslja i za
iskasljavanje. Ulje poseduje antimikrobnu i
antioksidativnu aktivnost, a koristi za
dezinfekciju koze 1 lokalno leCenje

gljivicnih oboljenja (Sokovi¢, 2001).

Slika 35. Thymus vulgaris L. — timijan
(Lamiaceae)
(http://stripe.colorado.edu/~mitton/images/Thy
me%20in%20Flower%20s.JPG)

Thymus serpyllum L. — maj¢ina duSica (Lamiaceae)

Slika 36. Thymus serpyllum L. — maj¢ina
dusica (Lamiaceae)

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/co
mmons/2/2b/Thymus_serpyllum_floweri

ng_plants.jp)

Visegodisnja Zbunasta siroko
rasprostranjena biljna vrsta koja spontano raste
u ¢itavoj Evropi i Severnoj Africi. Destilacijom
vodenom parom nadzemnog dela biljke u cvetu
(Slika 36) dobija se 0.5-1%etarskog ulja, Cije
su karakteristicne komponente timol i
karvakrol. Ulje je snazan antiseptik. Koristi se
za lecCenje infekcija organa za disanje 1
urogenitalnih  organa, leCenje  migrene,
anemije, difterije, kijavice, nesanice i reume

(Raal i sar., 2004; Verma i sar., 2009).

Rosmarinus officinalis L. — ruzmarin (Lamiaceae)

Vrlo razgranata zbunasta biljka koja spontano raste na Mediteranu ali i u severnijim

klimatima. Spontano uspeva i na suvim, kamenitim uzvisenjima u Alziru, Bugarskoj, Isto¢noj

Evropi, Francuskoj, Grckoj, Italiji, Severnoj Africi. Etarsko ulje ruzmarina se dobija

destilacijom vodenom parom grancica i vr$nih izdanaka biljke u cvetu, pri ¢emu je prinos ulja

1-2%. Ulje je bistra tecnost, bezbojne do bledo zuckaste boje ispecificnog mirisa, a

karekteristicne komponente su o~ i B-pinen, kamfen, mircen, limonen, 1,8-cineol, kamfor,

bornil-acetat, o-terpineol, borneol i verbenon (ISO1342:2000). Upotrebljava se kao

aromatikum, stimulans, karminativum, antiseptikum i emanogog, a Koristi se i u tretmanima

tegoba kod reumatizma, glavogoblje, astme, duSevne i telesne iznemoglosti i za ispiranje usne
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duplje. R. officinalis se koristi 1 kao
sredstvo za izbacivanje tecnosti, protiv
nadimanja, epilepsije, hemoroida
(Sokovi¢, 2001; Markovié, 2011).

Slika 37. Rosmarinus officinalis L. — razmarin
(Lamiaceae)
(http://www.public.asu.edu/~camartin/plants/P
lant%20htm1%?20files/Rosmarinus%20officina
1is%20upright.jpg)

Salvia lavandulifolia Vahl. — Spanska zalfija (Lamiaceae)

Visegodiinja Zbunasta biljka, nativna na prostoru Spanije i juznog dela Francuske.
Etarsko ulje Spanske zalfije se dobija destilacijom vodenom parom nadzemnog dela biljke
(Slika 38) u cvetu (0.5-2%). Ulje je bezbojno i oporog je mirisa. Karakteristicne komponente
ulja su kamfor, 1,8-cineol, limonen, borneol,
o-pinen, linalis-acetat, o-terpinil acetat i
sabinil acetat (ISO3526:2005). Koristi se u
prehrambenoj industriji za aromatizovanje
sladoleda, zvakacih guma, peciva i1 pica
(Markovi¢, 2011). Obzirom da ispoljava

antisepticko dejstvo koristi se u tretmanima

respiratornih i deigestivnih infekcija, a takode

je naslo primenu u izradi, sapuna, kupki,
Slika 38. Salvia lavandulifolia Vahl. —
Spanska zalfija (Lamiaceae)

gréeva u midiéima i kao stimulans kod http://upload.wikimedia.org/wikipedia/co
mmons/2/22/Salvia_lavandulifolia 1.JPG)

kremai parfema. Primenjuje se i kod bolova i

anoreksije (Usano-Alemany i sar., 2012).
Salvia officinalis L.. — dalmatinska Zalfija (Lamiaceae)

Poluzbunasta biljka koja poti¢e sa mediteranskog podrucja Hrvatske, Turske, Maroka,
Engleske i Francuske 1 Italije. Etarsko ulje se dobija destilacijom parom listova biljke (Slika
39), pri ¢emu se ostvaruje prinos 0,5-2%. Ono je bezbojne do Zute boje, karakteristicnog mirisa

na kamfor. Karakteristicne komponente ulja su a-pinen, kamfen, limonen, 1,8-cineol, a- i -
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tujoni, kamfor, linalol+linalil acetat, bornil
acetat i o-humulen (ISO09909:1997). Etarsko
ulje S. officinalis je izolovano radi potreba
industrije mirisa i kao polazni materijal koji se
koristio za hemijske sinteze. Ulje se koristi i za
lecenje promuklosti, Cisti krv i jaca nerve,
reguliSe gastrointestinalni trakt, pomaze kod

prehlade, katara 1 influence. Izvrstan je lek za

Cis¢enje jetre, za bolesti bubrega i protiv

Slika 39. Salvia officinalis L. — dalmatinska
zalfija (Lamiaceae)
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/co (Sokovi¢, 2001; Markovié, 2011).
mmons/5/5a/Salvia_officinalis0.jpg)

no¢nog znojenja, narocito tuberkuloznih.

Salvia sclarea L. — muskatna Zalfija (Lamiaceae)

Zeljasta visegodisnja biljka krupnih listova i lepih belo-ljubicastih cvetova (Slika 40),
koja spontano raste na Mediteranu, u Centralnoj Evropi do Irana. Etarsko ulje se dobija
destilacijom vodenom parom nadzemnog dela biljke u cvetui daje prinos od 1-2% ulja. Ulje je
bezbojne do zute boje, jakog mirisa.
Karakteristéne komponente ulja su linalol,
linalil acetat, kariofilen, terpenol, geraniol,
neril acetat i germakren-D. Etarsko ulje se
koristi  kao  relaksant 1  poseduje
antidepresivno, antispazmoliticko,
antisepticko,  karminativno,  digestivno,

hipotenzivno i sedativno dejstvo. Koristi se i

u preozvodnji sapuna, deterdZenata, krema,
Slika 40. Salvia sclarea L. — muskatna zalfija
(Lamiaceae)

industriji se koristi za aromatizovanje pica (http://www.imageflora.com/images/salvia-

. ., . sclarea-mauve-flower-in-summer-
(Peana i sar., 1999; Sokovi¢, 2001; DZzamic i 34980.jpg)

sar., 2008, Markovi¢, 2011).

pudera, parfema i losiona. U prehrambenoj

Salvia triloba L. — gréka zalfija (Lamiaceae)

Visegodisnja zeljasta poluzbunasta biljka, ¢iji listovi sadrze tri lobusa (Slika 41), po
kojima je vrsta i dobila ime. Nativna je na teritoriji Gréke i raste na suvim i sus$nim terenima.
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Etarsko ulje grcke zalfije je bezbojno do zute
boje, prinosa 1.5-3.5%, a u njemu dominiraju
komponente 1,8-cineol, kamfor 1 cineol.
Etarsko ulje ove biljke ima dugu tradiciju
upotrebe zbog svojih medicinskih i kulinarskih
vrednosti. Korsti se za dubok i miran san,
opuSta muskulaturu, stimuliSe rast kose,
odli¢no je sredstvo za negu koze, posebno
inficirane. Koristi se za uspostavljanje balansa
hormona, cirkulatorne promene i u lecenju
hemoroida(Kosar i 2005; Markovic,

2011).

sar.,

Slika 41. Salvia triloba L. — grcka zalfija
(Lamiaceae)
(http://biodiversitysitia.gr/wpsitia/wp-
content/uploads/2013/06/Salvia-triloba-
1.jpg)

Satureja montana L. — rtanjski ¢aj (Lamiaceae)

Visegodisnja Zbunasta biljka nativna je u Juznoj Evropi i Sredozemlju. Cesto se gaji

kao zacinska biljka. Kompletno je prekrivena Zlezdama koje sadrze etarsko ulje a koje se dobija

destilacijom vodenom parom nadzemnog dela biljke u cvetu (Slika 42), pri ¢emu se ostvaruje

Slika 42. Satureja montana L. — rtanjski ¢aj
(Lamiaceae)
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/co
mmons/e/e6/Satureja_montana_1.JPG)

prinos ulja  0.8-2%.  Karakteristi¢ne
komponente ovog ulja su karvakrol, cimen,
terpinen, terpineol, borneol, linalol. Poseduje
veoma jako antisepticko desjtvo. Deluje
imunostimulirajue 1 tonizirajue na celi
organizam. Koristi se za leCenje pluénih
infekcija, gastrointestinalnih i urogenitalnih
infekcija, kod opSteg umora i nervoze, bolesti
jetre, nadutosti i gréeva, a koristi se i za
jacanje potencije (Damjanovi¢-Vratnica i sar.,

2011; Miladi i sar., 2013).
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Laurus nobilis L. — lovor (Lauraceae)

Zimzeleno drvo ili Zbun, sjajnih
aromaticnih listova. Raste kao samonikla u
primorju, u zimzelenim Sumama i makijama.
Poreklom je iz male Azije, odakle se prosirila po
Sredozemlju, a gaji se u raznim delovima sveta
kao zacinska biljka (Slika 43). Etarsko ulje
listova karakteriSu komponente 1,8-cineol,
eugenol, acetil-eugenol, pinen, linalol, geraniol i
terpineol. Ono se koristi kao antiseptik, u
tretmanima koznih osipa, za omekSavanje
potkoznih ¢ireva i kvrzica, za poboljSanje
cirkulacije, kod bolova u misi¢ima i kod uganuca

(Gupta i sar., 2012; Basak i sar., 2013).

Slika 43. Laurus nobilis L.
(Lauraceae)
(http://www.treeseedonline.com/uploads/1
/0/2/3/10233208/5468003859194629765
pl42 i4 w1677 jpeg)

— lovor

Leptospermum petersonii F.M.Bailey — limunsko ¢ajno drvo (Myrtaceae)

Drvenasta ili Zbunasta biljna vrsta, nativna na isto¢noj obali Australije (Slika 44), a gaji

se zbog etarskog ulja na plantazama u Keniji, Juznoj Africi i Gvatamali. Etarsko ulje se dobija

Slika 44. Leptospermum petersonii F.M.Bailey
(Myrtaceae)
(http://cdn.lifestyle.com.au/cache/616x306/pla
nts/thumbnails/Leptospermum-petersonii-

main.jpg)

iz listova destilacijom vodenom parom, a
karakteristicne su komponente citronelal,
citral, geraniol 1 estri. Ulje se koristi se kao
aromatik i antiseptik (zbog Cega se Cesto
upotrebljava za leCenje koznih infekcija i
kaodiuretik,

rana), poseduje

antiinflamatornu, antiviralnu,
antibakterijsku i antifungalnu aktivnost, a
deluje 1 sedativno (Hood i sar., 2010;

Heather i Hassan, 2012).

Leptospermum scoparium J.R. Forst. et G. Forst. — manuka (Myrtaceae)

Drvenasta ili zbunasta biljka sa lisnatom korom i ovalnim $iljatim listovima i roze-

belim cvetovima, visine 2-5 m (Slika 45). Vodi poreklo sa Novog Zelanda i jugoistoéne
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Australije. Etarsko ulje manuke se dobija iz
listova destilacijom vodenom parom, a za
njega su karakteristi‘cne = komponente
leptospermon, iso-leptospermon, flaveson,
kao 1 pinen, mircen, cimen, 1,8-cineol, linalol
i amorfen. Ulje poseduje antimikrobnu,
antiinflamatornu aktivnost i koristi se za
lecenje koznih infekcija, iritacija, ekcema i
akni (Porter 1 Wilkins, 1998; Lis-Balchin i
sar., 2000).

Slika 45. Leptospermum scoparium J.R.
Forst. et G. Forst. — manuka (Myrtaceae)
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/com
mons/3/36/Leptospermum_scopariuml.jpg)

Eucalyptus citriodora W. 1. Hooker — limunski eukaliptus (Myrtaceae)

Drvenasta biljna vrsta koja vodi poreklo sa priobalnog podrucja juznog Kvinslenda.

Zbog produkcije etarskog ulja gaji se u Australiji, centralnoj Africi, juznoj Americi, istocnoj

Evropi i Indiji, mada se Kina smatra vode¢im proizvodacem u svetu. Etarsko ulje se dobija iz

listova 1 grancica (Slika 46), destilacijom
vodenom parom (1,5-2%). Ulje je bledo Zuta
teCnost sa karakteristicnim limunskim mirisom
koji potice od karakteristicnih komponenti,
citronelala i citronelola, a kvalitet ulja odreduje
1 prisustvo neo-isopulegola 1 isopulegola
(ISO3044:1997). Etarsko ulje se Kkoristi u
industriji  parfema 1 sapuna, poseduje
terapeutska svojstva 1 koristi se za inhaliranje za
olaksavanje kongestije i upale disajnih puteva
(prehlada, grip, polenska groznica), kao
antiseptik, kod koznih infekcija, rana, kao i za
mentalno opustanje (Lis-Balchin i sar., 2000;

Markovi¢, 2011).

Slika 46. Eucalyptus citriodora W. L
Hooker -  limunski eukaliptus
(Myrtaceae)
(http://australianseed.com/persistent/cat
alogue images/products/eucalyptus-
citriodora.jpg)

39



FEucalyptus globulus Labill. — eukaliptus (Myrtaceae)

Drvenasta biljna vrsta koja vodi poreklo iz Australije i Tasmanije, pa se odatle prosirila

u razne delove sveta gde je topla klima. Etarsko ulje se dobija iz listova i grancica (Slika 47)

destilacijom vodenom parom (1-3%). Ovo ulje je Zute boje, aromati¢nog i karakteristi¢nog

mirisa na cineol koji je u ulju zastupljen u
visokom procentu. Osim 1,8-cineola, ostale
karakteristicne komponete ula su a-pinen, a-
limonen, trans-

felandren, p-cimen,

pinokarveol, aromadendren i

(ISO770:2002). U narodnoj medicini mirisna

globulol

antisepti¢na isparenja ovog ulja su od velike
pomo¢i kod groznice, za lecenje infektivnih
bolesti, kod problema sa spavanjem, ispiranje
usta 1 grla, kaslja. Ulje se jo$ koristi u izradi
parfema i krema (Markovi¢, 2011; Singh i
sar., 2012).

Slika 47. FEucalyptus globulus Labill. —

eukaliptus (Myrtaceae)
(http://www.australiaplants.com/Eucalyptus
_globulus_JackieAllison.jpg)

Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel — ¢ajno drvo (Myrtaceae)

Drvenasta biljna vrsta nativna na podrucju reka Klarens i Ri¢mond u Australiji. Niz

varijateta se gaji Sirom sveta u Australiji, Severnoj Americi, Kini i Juznoj Africi. Etarsko ulje

Slika 48. Melaleuca alternifolia (Maiden &
Betche) Cheel — ¢ajno drvo (Myrtaceae)
(http://deelish.ie/wp-
content/uploads/2012/03/melaleuca-
alternifolia.jpg)

se dobija destilacijom vodenom parom iz
listova i grancica (Slika 48), a koje sadrze od
1,5% do 3% ulja. Ovo ulje je bistra do bledo
Zuita te¢nost. U sastav ulja ulazi komponenta
terpinen-4-ol koja svojim visokim procentom
definiSe istoimeni hemotip ulja, a uz nju su
karakteristicne jo§ i komponente a-pinen, o.-
1 y- terpineni, limonen, p-cimen, terpinolen,
a-terineol, aromadendren, viridifloren, &-
viridiflorol
(ISO4730:2004). U tradicionalnoj medicini

kadinen, globulol i

ulje M. alternifolia se koristi za inhalaciju u

terapiji glavobolje, prehlade i gripa, kod
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bakterijskih i gljivi¢nih infekcija koze. Ovo ulje se Australiji koristi kao kuéni lek za atletsko
stopalo, posekotine, ogrebotine, razjede, rane, herpese, Cireve, gingivitis, bolno grlo, ujede
antioksidativnu, antiviralnu i antiprotozoalnu aktivnost a velikim brojem klini¢kih studija

potvrden je veliki potencijal ovog ulja (Carson i sar., 2006; Markovi¢, 2011).
Melaleuca quinquenervia (Cav.) Blake — niaoli (Myrtaceae)

Drvenasta biljna vrsta koja raste u
priobalju istocne Australije, najceS¢e na
mocvarnom zemljistu. Etarsko ulje se dobija iz
listova i grancica (Slika 49) destilacijom
vodenom parom, a komponente koje su
karakteristicne za ovo ulje su E-neralidol,
viridiflorol, 1,8-cineol, terpineol i linalol.
Etarsko ulje poseduje analgetsko,
antireumatsko, antisepticko, baktericidno,
insekticidno 1 stimulativno  dejstvo. U

tradicionalnoj medicini ulje se koristi za

lecenje koznih i infekcija respiratornih puteva,

Slika 49. Melaleuca quinquenervia
(Cav.) Blake - mniaoli (Myrtaceae)
dezinficijens se koristi za ¢iS¢enje rana, akni i (http://upload.wikimedia.org/wikipedia/c
ommons/2/27/Starr_061206-

1983 Melaleuca quinquenervia.jpg)

kaslja, prehlade, gripa, tuberkuloze. Kao

posekotina (Conde, 1979; Ramanoelina i sar.,

1994).
Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry — karanfili¢ (Myrtaceae)

Drvenasta, zimzelena tropska biljka koja raste na Moluckim ostrvima, Filipinima,
zapadnoj Indiji 1 Brazilu, a najvec¢i uzgajivac je Zanzibar. Etarsko ulje se dobija destilacijom
vodenom parom iz osusenih cvetnih pupoljaka (Slika 50). Komponente koje su karakteristicne
za ovo ulje su eugenol, B-kariofilen i eugenol acetat (ISO3142:1997). Ovo ulje poseduje
anisepti¢ko, analgetsko, karminativno, antiinfektivno, insekticidno, stimulatorno i toni¢no
dejstvo, a koristi se i u vodicama za posle brijanja i Cest je sastojak orijentalnih parfema

(Markovi¢, 2011; Gaylor i sar., 2014).
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Slika 50. Syzygium aromaticum (L.) Merrill
& Perry — karanfilic  (Myrtaceae)
(http://tropical.theferns.info/plantimages/Sc
b4c61flebab45a9e35d641377¢b30d401697

44.jpg)

Abies procera Rehder — plemenita jela (Pinaceae)

Drvenasta zimzelena biljka
rasprostranjena na severu SAD, na
nadmorskim visinama od 300 dol1500 m.
Listovi ove biljne vrste su u vidu cetkastih,
mekanih iglica plaviCasto-zelene boje (Slika
51), 1 koriste se zajedno sa granCicama za
dobijanje  etarskog ulja, destilacijom

vodenom parom. Karakteristi¢ne

komponente ovog ulja su a-, B-pinen, f-

felandren i bornil acetat. Ovo ulje se koristi

Slika 51. Abies procera Rehder — plemenita

pri izradi sapuna, deterdzenta, osvezivaca,

jela (Pinaceae)
sveca, vodice za ispiranje usta, parfema, (http://upload.wikimedia.org/wikipedia/com
. ) mons/0/03/Abies_procera 'Glauca' -
aromaterapiji, sprejeva, losiona, krema, 20101120-02.jpg)

proizvoda za negu koZe, kozmetike 1 slicno

(Hunt, 1993).
Abies grandis (Douglas ex D. Don) Lindley — dzinovska jela (Pinaceae)

Brzorastuca zimzelena drvenasta biljka koja spontano raste na teritoriji severozapada i
juga Severne Amerike na nadmorskoj visini od 1800 m. Za dobijanje etarskog ulja destilacijom
vodenom parom koriste se iglice i grancice (Slika 52). Karakteristicne komponente ulja su -
pinen, S-felandren i bornil acetat. Etarsko ulje A. grandis su Koristili jo§ stari Grei 1 Rimljani u

leCenju respiratornih infekcija, kaslja, prehlada, gripa. Upotrebljava se kao osvezivaé
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prostorija, u izradi parfema i losiona, za smirivanje
upale misica i zglobova, kao stimulans, tonik, sredstvo
za dezinfekciju i dezodorans (Hunt, 1993).

Slika 52. Abies grandis (Douglas ex D. Don) Lindley —
dzinovska jela (Pinaceae)
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thum

b/0/02/Abies grandis Rog%C3%B3w_6.jpg/240px-
Abies_grandis Rog%C3%B3w_6.jpg)

Abies alba Mill. — jela (Pinaceae)

Drvenasta zimzelena biljna vrsta koja je nativna
u planinama Evrope, od Pirineja do Normandije,
istocno do Alpa i Karpata. Etarsko ulje jele ima veoma
prijatan karakteristicam miris a dobija se destilacijom
vodenom parom iz listova i grancica (Slika 53).
Karakteristicne komponente ulja su limonen i a-pinen.
Ulje 4. alba se vekovima koristi Sirom evropskog

kontinenta za leCenje groznice, artritisa, reumatizma,

.....

poseduje antisepticko i antimirkobno dejstvo, a koristi

Slika 53. Abies alba Mill. - jela se 1 u aromaterapiji (Bagci i sar., 1996; Yang i sar.,

(Pinaceae)
(http://upload.wikimedia.org/wikiped ~ 2009)-

ia/commons/b/b6/Young_Abies alba
_Zwardo%C5%384.jpg)

Pseudotsuga douglasii (Sabine ex D. Don) Carriére — duglazija (Pinaceae)

Drvenasta zimzelena biljna vrsta, nativna na zapadu Severne Amerike. Etarsko ulje se
dobija destilacijom vodenom parom iz listova i grancica (Slika 54). Karakteristicne
komponente ulja su a-, B-pinen, sabinen, terpinolen, d-3-karen. Ulje se koristi kao pojacivac
ukusa, zvaka¢im gumama, bombonama. U tradicionalnoj medicini se koristi kao anitireumatik,
antiseptik, za leCenje rana i koznih oboljenja. Plemena u Severnoj Americi su upotrebljavali u
tretmanima problema sa varenjem, infekcije bubrega i besike, polnih bolesti i ispiranje usta

(Barton, 1972; MacKinnon i sar., 1992).
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Pinus sylvestris L. — beli bor (Pinaceae)

Slika 54. Pseudotsuga douglasii (Sabine ex D. Don)
Carriére
(http://www.derly.fr/images/produit/normal/1994-

Pseudotsuga-Douglasii-Menziesii-1366904143.jpg)

- duglazija (Pinaceae)

Beli bor spontano raste u Rusiji i baltickim zemljam, a ima ga i u ve¢ini Evropskih

zemalja. Listovi su igli¢asti, plavicaste boje, a
kroz njih se pruzaju smolni kanali (Slika 55).
Etarsko ulje se nalazi u mladim, crvenkastim
izdancima (0,4-0,6%). Etarsko ulje je bezbojno
do zute boje, ponekad sa zelenkastom notom.
Ono deluje moéno na zdravlje ljudi (narocito je
okrepljuju¢e za osobe koje imaju tegobe sa
respiratornim  organima), koristi se kao
antisepticko sredstvo i sredstvo za iskasljavanje
kod hroni¢nog laringitisa 1 bronhitisa, za
utrljavanje, kao sastojak melema i masti kod
reumatizma, uganuca i srodnih stanja, a posebno

je popularno u kupkama (Markovi¢, 2011).

Piper nigrum L. — biber (Piperaceae)

Slika 55. Pinus sylvestris L. — beli bor
(Pinaceae)

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/co
mmons/8/88/Pinus_sylvestris_branch.jpg)

Drvenasta zimzelena biljka puzavica (), koja se u prirodi penje 1 uvijaju oko raznog

drveca. Poreklo ove biljne vrste je Indija, medutim danas zbog komercijalnog znacaja gaji se

u drugim tropskim krajevima. Plod joj je bobica i u zavisnosti od nacina susenja razlikuje se

crni biber (kuvan i osuSen, nezreo plod), zeleni biber (osuSen nezreo plod) i beli biber (osusena

zrela semenka). Etarsko ulje bibera je bistra tecnost, bezbojna do jako obojena (zelena, zuta ili
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plava) i dobija se destilacijom vodenom parom.
Variranje boje i sadrzaja mono i seskviterpena se
preprisuje varijetetu, nacinu cuvanja i1 prerade
komercijalnih bibera. Karakteristicne komponente
za ulje crnog bibera su a- i B-pinen, sabinen, 6-3-
karen, limonen, &-elemen, o-kopaen, B-kariofilen,
germakren D, o- 1 P-salineni 1 kafiofilen oksid
(ISO3061:2008). Inhalacija pare etarskog ulja bibera
ublazava simptome odvikavanja od puSenja. Ulje
bibera koristi se za leCenje kaslja, gripa i bronhitisa,
poboljSava cirkulaciju, za masaZzu za ispiranje grla,
za astmu, zubobolju i1 gréeve zbog nedostatka
kalcijuma 1 smatra se da ublazava vrtoglavicu

(Markovi¢, 2011; Ahmad i sar., 2012).

Slika 56. Piper nigrum L. — biber
(Piperaceace)
(http://tropical.theferns.info/plantima
ges/PiperNigrumFruits.jpg)

Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats. — palmorosa (Poaceae)

Visegodisnja trava, nativna u Indiji, a spontano raste na SejSelima, Indoneziji, Javi,

Madagaskaru, Africi i Juznoj Americi. Etarsko ulje se dobija destilacijom vodenom parom iz

nadzemnih delova biljke u cvetu (Slika 57) (0,1-0,2%). Karakteristiéne komponte ovog ulja su

geraniol, limonen, linalol, geranil-acetat,
farnezol, terpinen, kariofilen, nerolidol,
nerol, trans-f-Ocimen (ISO4727:1988).
Ulje poseduje jako antibakterijsko,
antifungalno 1 antivirusno dejstvo.
Koristi za le¢enje koznih infekcija, upala,
osipa, akni, ekcema, za oziljke, bore, u
izradi parfema, krema, sapuna i

aromati¢cnith  materija. =~ Dominantna

komponenta ovog ulja, geraniol, se Slika 57. Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats. —

koristi kao osnovni materijal za

palmorosa (Poaceae)
(https://havenessence.com/wp-

proizvodnju sirokog dijapazona content/uploads/2012/06/palmarosa-300x180.jpg)

miri§ljavih hemikalija (Prashara i sar.,

2003; Markovié, 2011).
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Rosa x centifolia L. — majska ruza (Rosaceae)

Zbunasta biljna vrsta koja se komercijalno gajiu Bugarskoj, juznoj Francuskoj,
istocnom Kavkazu i Bengalu. Etarsko ulje se dobija iz cvetnih latica pri ¢emu je prinos ulja
oko 1%. Komponente koje karakteriSu
ovo ulje su geraniol, linalol, citronelol,
fenil-etanol, karvon. Etarsko ulje R.
centifoliaposeduje antisepticko,
antivirusno, antimikrobno, laksativno
dejstvo, deluje umirujuée na nervni
sistem, napetost, stres. Koristi se u

leCenju problema sa menstrualnim

ciklusom, menopauze, kod glavobolja,

migrene. Koristi se i u aromaterapiji jer Slika 58. Rosa x centifolia L. — majska ruza
. oy e g N . (Rosaceae)

stimulise i hidrira koZu, a upotrebljava se (http://pics.davesgarden.com/pics/2012/01/26/s

i u izradi parfema, krema, losiona, aya/fd54ef,jpg)

Sampona (Lawless, 2001; Jitendra i sar.,

2012).
Citrus aurantium spp. aurantium L. — neroli i petitgrein gorke pomorandze (Rutaceae)

Citrus aurantium spp. aurantium — gorka pomorandZa, raste kao zimzeleno drveée u
toplim predelima Severne Afrike, Tunisa, Maroka, Alzira i Libije, Juzne Evrope (Slika 59).
Etarsko ulje cveta ove biljne vrste se naziva neroli. To je bistra do svetlozuta te¢nost, koja se
dobija destilacijom parom (1-3,6%). Komponente koje karakteriSu ovo ulje su linalol, limonen,
B-pinen, trans-B-ocimen, a-terpineol i linalil acetat (ISO3517:2002). Ovo ulje se upotrebljava
u aromaterpaiji,kao balag sedativ kod psihosomatskih poremecaja, nesanice i nervoze, za
smanjenje krvnog pritiska, kod koznih infekcija, protiv slabog varenja. Ono takode poseduje
sirok spektar antimikrobne aktivnosti, inhibirajuéi veliki broj bakterija i gljiva (Sokovi¢, 2001;

Markovi¢, 2011).

Etarsko ulje lista Citrus aurantium spp. aurantium naziva se petitgrein gorke
pomorandze se dobija i destilacijom lista velikog broja varijateta i hibrida gorke pomorandze
koji spontano rastu u mnogim zemljama Juzne Evrope, Afrike, Juzne Amerike. Razlikuju se
dva tipa ovog ulja, jedno koje se dobija iz listova vrste C. aurantium ssp. amara iz Paragvaja i

drugo iz lista C. aurantium koja se gaji uglavnom na Mediteranu. Ulje je bistra te¢nost,
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Slika 59. Citrus aurantium spp. aurantium L. —
neroli (Rutaceae)
(https://leslitseescitronnees.files.wordpress.com
/2013/12/64835938.jpg)

Citrus limon (L.) Burm. — limun (Rutaceae)

bezbojna do  svetlo Zzute  boje,
karakteristicnog osvezavajuc¢eg mirisa koji
podseca na cvet pomorandZze a potice od
linalil acetata i linalola koji dominiraju u
ovom ulju, a ostale komponente koje ga
karakteriSu su a-terpineol, geraniol, mircen,
trans-B-ocimen, neril- i

(ISO3064:2000). Ulje je naslo

geranil acetat
Siroku
primenu u proizvodnji parfema, kozmetike i

sapuna (Sokovi¢ 2001; Markovi¢, 2011).

Spontano raste kao zbun ili drvo (Slika 60), uglavnom u Argentini, Italiji, Brazilu, na

Kipru, Obali Slonovace, Juznoj Africi i SAD, a gaji se u subtropskim krajevima sveta. Etarsko

ulje limuna se dobija iz sveze kore
procesom hladnog cedenja pri Cemu se
dobija od oko 2.5% ulja. Generano
postoje tri tipa ulja, u zavisnosti od
njegovog porekla, americki, mediteranski
i ekvatorijalni tip. Ovo ulje je bistra
te¢nost, boje koja u zavisnosti od porekla
moze da varira od svetlo zute do tamno
zelene, a komponente koje ga karakterisu
su limonen, B- i o- pineni, y-terpinen,
sabinen, a-terpineol, neral, geranial,

neril- 1 geranil acetati (ISO855:2003).

Ulje se koristi kao sredstvo protiv

Slika 60. Citrus limon (L.) Burm. (Rutaceae) —
limun
(http://faroutflora.files.wordpress.com/2010/05/
four-winds-growers03.jpg)

nadimanja, u kozmetickim preparatima, sapunima, parfemima, le¢enju celulita, povecava

funkciju limfe, leukocita, kao osveziva¢ vazduha i vode. Smanjuje nivo holesterola, deluje

antisepticko, stimuliSe kozu (Sokovi¢, 2001; Markovi¢ 2011).
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3. Ciljevi rada

Sinteticka antimikrobna sredstva, uprkos svom znacaju u lecenju, imaju i Sirok spektar
ograniCavajucih faktora. Pojava rezistentnosti predstavlja najveci problem u ocuvanju opsteg
zdravlja ljudi. U cilju prevazilazenja ovog problema, potrebno je pronaci antimikrobna sredstva
vece efikasnosti, sa manje nezeljenih efekata, a vece biorazgradljivosti. Etarska ulja
predstavljaju ogroman potencijal u procesu dobijanja novih medikamenata s obzirom na

viSevekovnu primenu u medicini, farmaciji, kozmetickoj i prehrambenoj industriji.

Cilj ove disertacije je izolacija i identifikacija mikroorganizama iz usne duplje coveka
glavnih uzro¢nika oralnih oboljenja, ispitivanje bioloske aktivnosti i uticaja etarskih ulja i
komponenti odabranih aromati¢nih 1 lekovitih biljaka na izolovane mikroorganizme,
odredivanje antimikrobnog mehanizma dejstva ispitivanih priprodnih produkata na S. mutans,

C.albicans i P. aeruginosa kao model sisteme.
Radi ostvarivanja cilja, postavljeni su sledeci zadaci:

e izvrsiti izolaciju i identifikaciju sojeva bakterija i gljiva iz materijala poreklom iz usne
duplje pacijenata,

e ispitivanje hemijskog sastava etarskih ulja odabranih aromaticnih i lekovitih biljaka,

e odredivanje minimalnih inhibitornih 1 minimalnih baktericidnih/fungicidnih
koncentracija etarskih ulja 1 komponenti,

e ispitivanje antimikrobne aktivnosti ozona i srebrne vode,

e ispitivanje mehanizma dejstva etarskih ulja pomocu elektronskog mikroskopa,

e ispitivanje medusobne interakcije odabranih etarskih ulja

e ispitivanje antiquorum sensing potencijala odabranih etarskih ulja

e ispitivanje antibiofilm potencijala odabranih etarskih ulja

e ispitivanje citotoksi¢nosti odabranih etarskih ulja

Dobijeni rezultati predstavljali bi osnovu za primenu razjasnjenih mehanizama dejstva
odredenih etarskih ulja i komponenti kao i potencijal za dalja istrazivanja primene istih u
prevenciji i leCenju oralnih bolesti i infekcija, kao i eventualno dizajniranje preparata na bazi

etarskih ulja.
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4. Materijal i metode

4.1. Materijal
4.1.1. Mikroorganizmi

U istrazivanju su koriS¢ene sledece vrste bakterija: Strepfococcus pyogenes (IBR
S003), Streptococcus mutans (IBR S001), Lactobacillus acidophilus (IBR L1L001),
Streptococcus salivarius (IBR S006), Streptococcus sanguis (IBR S002), Pseudomonas
aeruginosa (IBR P001), Enterococcus feacalis (IBR E001) i Staphylococcus aureus (IBR
STOO01). Za istrazivanje antifungalne aktivnosti u in vifro uslovima koriséeno je 58 klinickih
izolata vrste roda Candida (pedeset pet C. albicans, dva C. glabrata i jedan C. krusei) 1 dva
referentna soja (C. albicans ATCC 10231 i C. tropicalis ATCC 750). Svi mikroorganizmi su
deponovani u Mikoteci Mikoloske laboratorije, Odeljenja za biljnu fiziologiju, Instituta za
bioloska istrazivanja ,SiniSa Stankovi¢*, Univerzitet u Beogradu. Uzorkovanje
mikroorganizama radeno je u saradnji sa Klinikom za deciju i preventivnu stomatologiju,
Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. PrelaZzenjem sterilnog brisa preko
sluzokoze usne duplje vrSeno je uzorkovanje mikroorganizama iz usne duplje pacijenata.
Izolacija i identifikacija bakterija i Candida spp. odradena u Mikoloskoj laboratoriji, Odeljenja

za biljnu fiziologiju, Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢®.

4.1.2. Podloge

Triptic Soya Agar/Broth
kazein pepton.......... 15¢

soja pepton.............. S5g
natrijum hlorid........ Sg
F:Tot2) (SRR 15¢g

pH=7.3%0.2 (regulise se uz pomo¢ 1N NaOH)
Luria Bertani Broth/Agar
tripton......ceeveneene 10g

ekstrakt kvasca......5g

destilovana voda....11

pH=7.0£0.2 (reguliSe se uz pomo¢ 1N NaOH)
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Sabouran Dextrose Agar/Broth

glukoza..............

destilovana voda....11
pH=5.6£0.2 (regulise se uz pomo¢ 1N NaOH)
Yeast Pepton Agar/Broth

pH=7.0£0.2 (regulise se uz pomo¢ 1N NaOH)

4.1.3. Etarska ulja

Ispitivano je 60 komercijalnih etarskih ulja izolovanih iz 47 aromati¢nih biljaka iz

nekoliko razli¢itih familija (Tabela 1).

Tabela 1. Spisak etarskih ulja aromati¢nih biljaka kori§¢enih u istrazivanju

Familija Vrsta biljni deo  Poreklo / Proizvodac
iz koga
se ulje
dobija
Annonaceae  Cananga odorata (Lam.) Hook f. & Thomson cvet Thomson
Apiaceae Foeniculum vulgare Mill. plod ILB "dr Josif Panci¢"
Pimpinella anisum L. plod ILB "dr Josif Panci¢"
Pastinaca sativa L. koren ILB "dr Josif Panci¢"
Anethum graveolens L. plod ILB "dr Josif Panci¢"
Asteraceae Matricaria recutital L.! cvet ILB "dr Josif Panci¢"
Matricaria recutita L.? cvet Herba d.o.0.
Achilea milefolium L.! herba ILB "dr Josif Panci¢"
Achilea milefolium L. herba Elmar
Helychrysum italicum (Roth) G. Don fil.! cvet Elmar
Helychrysum italicum (Roth) G. Don fil.2 cvet Ljubinje
Burseraceae  Boswellia carterii Flueck.’ smola Holandija
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Cupressaceae

Ericacae

Geraniaceae

Lamiaceae

Lauraceae

Myrtaceae

Boswellia carterii Flueck.?

Canarium luzonicum (Blume) A.Gray

Commiphora myrrha (Nees) Engl.

Juniperus communis L.!
Juniperus communis L.2
Juniperus communis L.
Juniperus communis L.*
Juniperus virginiana L.
Gaultheria procumbens L.
Gaultheria fragrantissima L.
Pelargonium gravolens L'Hér
Hyssopus officinalis L.
Mentha x pipperita L.!
Mentha x pipperita L.?
Mentha pulegium L.
Lavandula angustifolia Mill.
Thymus algeriensis Boiss. and Reut
Thymus vulgaris L.

Thymus serpyllum L.
Rosmarinus officinalis L.
Salvia lavandulifolia Vahl.
Salvia officinalis L.

Saliva sclarea L.

Salvia triloba L.

Satureja montana L.

Laurus nobilis L.!

Laurus nobilis L.

Leptospermum petersonii F.M.Bailey

Leptospermum scoparium J.R. Forst. et G.

Forst.

Eucalyptus citriodora W. 1. Hooker

smola

oleorezin

oleorezin

bobice
bobice
bobice
bobice
piljevina
list

list

cvet

list
herba
herba
list i cvet
herba
herba
list i cvet
herba
herba
herba
list
herba
herba
herba
list

list

list
list

list i
grancice

Sensient essential
oils, Nemacka

Sensient essential
oils, Nemacka

Sensient essential
oils, Nemacka

Ljekobilje Trebinje
Elmar organic
Prirodno bilje

ILB "dr Josif Panci¢"
Belgija

Kina

Oshadhi, Nemacka
Herba d.o.o.

Herba d.o.o.

ILB "dr Josif Pan¢i¢"
Amerika

Grcka

Ljubinje Hercegovina
Libija

ILB "dr Josif Panci¢"
Grcka

ILB "dr Josif Panci¢"
Beolab d.o.o.
Ljekobilje Trebinje
SAD

Greka

Elmar organic
Panorama

Elmar

Bergland, Nemacka.

Holandija

Oshadhi, Nemacka

51



Eucalyptus globulus Labill. list i Herba d.o.o.

grancice
Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) list i Nemacka
Cheel’ grancice
Melaleuca alternifolia organic (Maiden & list i Nemacka
Betche) Cheel? granCice
Melaleuca quinquenervia (Cav.) Blake list Belgija
Melaleuca quinquenervia (Cav.) Blake list Madagaskar
Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry cvet Beolab d.o.o.
Pinaceae Abies procera Rehder list i Rusija
grancice
Abies grandis (Douglas ex D. Don) Lindley list i Prirodno bilje
grancice
Abies alba Mill. list i Elmar organic
grancice
Pseudotsuga douglasii (Sabine ex D. Don) list i Prirodno bilje
Carriére grancice
Pinus silvestris L. list i Elmar organic
grancice
Piperaceae Piper nigrum L. € crni biber plod ILB "dr Josif Panci¢"
Piper nigrum L. Z zeleni biber plod ILB "dr Josif Panci¢"
Poaceae Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats. herba Herba d.o.o.
Rosaceae Rosa x centifolia L. latice Maroko
cveta
Rutaceae Citrus aurantium spp. aurantium L.N neroli cvast Italija
Citrus limon (L.) Burm. Kora Scents & Sensibility
Itd, SAD
Citrus aurantium spp. aurantium L.PS petitgrein  list i Herba d.o.o.
grancice

4.2. Metode

4.2.1. Izolacija i identifikacija bakterija izolovanih iz usne duplje (Staphylococcus,

Streptococcus, Lactobacillus, Pseudomonas, Enterococcus spp.)

4.2.1.1. Identifikacija vrste roda Staphylococcus

Uzorak se zasejava u epruvete sa slanim bujonom. Zasejane epruvete bujona inkubiraju
se 24 ¢asa na 37°C. Posle inkubacije slanog bujona zasejanog sa 1 ili 0,1 g, uzorak se ezom
presejava na povrSinu ETGP agara po Baird-Parkeru. Zasejana podloga inkubira se 24 do 48
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casova na 37°C. lIzrasle kolonije, karakteristicne za koagulazu pozitivne stafilokoke,

proveravaju se na sposobnost koagulisanja plazme, odnosno na prisustvo fermenata koagulaze.

Testom se utvrduje otpornost S.aureus na selektivne reagense: glicin, litijum 1 telurit.

Redukcija telurita i proteoliticka aktivnost koriste se za dokazivanje prisustva S.aureus.

Pripremi se obogaéena kultura kao §to je opisano. Preseje se na odgovarajué¢u podlogu kao §to

su ploce podloge (Baird-Parker agar) i inkubira se na 35°C do 37°C 24 h do 48 h. Crne kolonije

Gram-pozitivnih koka Cesto okruzene bistrim zonama mogu ukazati na prisustvo S. aureus. A

za katalaza pozitivne koke, potvrda se moze uraditi pomocu testova koagulaze i

dezoksiribonukleaze. Proizvod prolazi test ukoliko se opisane kulture ne pojave ili ukoliko su

biohemijski testovi negativni.

a)

b)

Katalaza test se sastoji u nanoSenju 3% vodonik peroksida na ezom uzete velike
koli¢ine ¢elija sa ¢vrste podloge 1 posmatra reakcija. Ako bakterije poseduju katalazu
do¢i ¢e do burne reakcije oslobadanja mehurica. S. aureus daje katalaza pozitivnu

reakciju.

Koagulaza test. Neki infektivni organizmi produkuju koagulazu i na taj nacin se Stite
indukujuéi koagulaciju u okolnom tkivu i time inhibiraju svoju destrukciju fagocitima
i antitelima. Test se sastoji u inokulaciji 0,5ml krvne plazme kunica ili konja tretirane
antikoagulansom (da bi se spre¢ila normalna koagulacija, najées¢e EDTA) sa vecom
koli¢inom kulture sa ¢vrste podloge. Suspenzija treba da bude jako zamuéena. Potrebna
je i kontrolna epruveta samo sa plazmom. Epruvete zatvoriti sa parafilmom. Inkubacija
se vr8i na 37°C i1 posmatra se pojava koaguluma na 24h. NajceS¢e vreme pojave

koaguluma je za 30minuta. S.aureus dovodi do pojave koaguluma.

DNK-aza test. Ovo je test koim se detektuje pojava termostabilne DNK-aze. Test se
izvodi zagrevanjem kulture na 100°C, 15min i stavljanjem u bunarci¢e napravljene u
TDA agaru razlivenom na predmetno staklo. Posle 2h inkubacije na 37°C pozitivna
reakcija se vidi po pojavi roza boje oko bunarcic¢a. Bakterijske kolonije koje lu¢e DNK-
azu ¢e hidrolizovati DNK iz podloge na manje fragmente. Dalja detrminacija bi trebalo
da obuhvata odredivanje fermentacije manitola (pozitivna reakcija) i osetljivost na

novobiocin.
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4.2.1.2. Identifikacija vrste roda Streptococcus

Uzorak se zasejava na bujon za beta streptokoke koji se inkubira 18 do 24 ¢asa na 37°C.
Posle inkubiranja, kap bujona se prenese na povrSinu krvnog agara za beta streptokoke i
staklenim Stapicem pazljivo razmaze. Posle toga se ploce krvnog agara inkubiraju 24 Casa na
37°C. Kolonije vrsta roda Streptococcus na krvnom agaru stvaraju potpunu hemolizu.
Sumnjive kolonije proveravaju se mikroskopski, a zatim se odredi seroloska pripadnost
grupama A, C i G, precipitacijom ili aglutinacijom. Streptococcus pyogenes na krvnom agaru
daje reakciju f-hemolize, daje PYR (pyrrolidonyarlyamidase) pozitivnu reakciju. S. mutans, S.
salivarius 1 S. sanguis spadaju u tzv. grupu viridans streptokoka. One pokazuju uglavnom a-
hemolizu na krvnom agaru i uglavnom nisu osetljive na optohin niti rastvorljive u zuénim
solima (neki sojevi su delimi¢no rastvorljivi). Imaju A, C, G ili F antigen, ili uopSte nemaju
antigene, ne mogu rasti u 6,5% rastvoru NaCl, daju negativnu Pyr-reakciju
(pyrrolidonyarlyamidase). Sterpfococcus salivarius: za dokazivanje ove vrste streptokoka
dominantan je Urea test na tzv. Christensen's urea agar-u gde se dokazuje sposobnost hidrolize
uree. Streptococcus sanguinis na krvnom agaru daje reakciju alfa-hemolize, Voges-Proskauer

Test (VP) negativna tj. ne rastvara glukozu

Tabela 2. Osnovne biohemijske odlike pojedinih streptokoka

Vrsta Arginin Eskulin VP test manitol Sorbitol Urea

S. mutans + + + + N
S. salivarius - + + - - AV
S. sanguinus + + - - \Y -

Hidroliza arginina i eskulina, VP-test (razgradnja glukoze), acidifikacija manitola i sorbitola, hidroliza

urec

4.2.1.3. Identifikacija Lactobacillus acidophilus

Za dokazivanje prisustva ove bakterije u nekom uzorku prime njuju se: test za bojenje
po Gramu (Gram negativna bakterija), test na pokretljivost, pozitivan katalaza i karbohidrat
fermentacioni test (podloga sadrzi razlicite Secere: arabinoza, sukroza, maltoza, laktoza,

sorbitol i glukoza, a promena boje podloge ukazuje na pozitivnu reakciju).
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4.2.1.4. Identifikacija Pseudomonas aeruginosa

Tip selektivne podloge 1 inkubaciona temperatura su supresivni za ostale predstavnike
roda Pseudomonas. Da bi se izolovala ova vrsta iz prate¢ih populacija mikroorganizama
odreduje se tolerancija suspektnih kolonija na cetrimid i njegova sposbnost da raste na
temperaturi od 42°C. InokuliSe se bujon kazeina i sojinog zrna sa uzorkom koji se ispituje i
inkubira na 35°C do 37°C 24 h do 48 h. Preseje se na plo¢u podlogu (Cetrimid agar) i inkubira
na 35°C do 37°C 24 h do 48 h. Ukoliko se ne pojavi rast mikroorganizama, proizvod prolazi
test. Ukoliko se javi rast kolonija gram-negativnih Stapica, obi¢no zelene fluorescentne boje,
uradi se test oksidaze i testira rast u podlozi (bujon kazeina i sojinog zrna) na 42°C. Proizvod
prolazi test ukoliko se opisane kulture ne pojave ili ukoliko je biohemijski test negativan. Na
komad filter papira natopljenog sa 2-3 kapi reagensa (po Kovacu) ezom se prenese deo kolonije
koja se ispituje, Sto se moze ponoviti vise puta ili se moze upotrebiti vise kolonija. Ako
bakterije sadrze oksidazu, indikator poikazuje ljubic¢asto — smedu boju ¢im se deo kolonije stavi

na papir.

4.2.1.5. Identifikacija vrsta roda Enterococcus

Biohemijske reakcije kojima se identifikuje ova vrsta su: manitol pozitivna-formira
kiselinu u bujonu manitola (javljaju se povremeni izuzeci, <3% sojeva ispoljava neuobicajene
reakcije), sorboza negativna (ne formira kiselinu u bujonu sorboze), pokazuje varijabilne
rekcije u bujonu sorbitola, vrsi hidrolizu arginina, pozitivna u VP (Voges Proskauer) testu tj.
rastvara glukozu uz stvaranje (pored ostalih jedinjenja) acetilmetilkarbinol, toleratnta na 0.04%

telurit, koristi piruvat, raste u 6,5% rstavoru NaCl pri temperaturi od 45°C.

4.2.2. Izolacija i identifikacija Candida spp. izolovanih iz usne duplje

Uzorci su inokulisani u asepticnim uslovima na neselektivhu podlogu Sabourand
Dextrose Agar (SDA, Torlak, Srbija). Suspektne kolonije su nakon mikroskopskog pregleda
podvrgnute identifikaciji pomocu diferencijalne podloge CHROMagar (Liofilchem, Italija),
fenotipske metode (Germ tube test) i biohemijskog API 32C (Biomerix, Francuska) testa.
CHROMagar podloga se koristi za identifikaciju tri vrste roda Candida (C. albicans, C.
tropicalis 1 C. krusei) na osnovu boja kolonija i specificnost identifikacije iznosi 99% (Odds i
sar., 1994). Potvrda identifikacije uradena je primenom germ-tube testa, koji ukljucuje
indukciju rasta hifa u prisustvu seruma. Kolonija se ezom prenesene u ependorf sa serumom

(500 ul) i inkubirane na 37" C 2-3 sata. Za proucavanje mikroskopskih karakteristika C.
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albicans pravljeni su privremeni mikroskopski preparati i posmatrani optickim mikroskopom
radi utvrdivanja prisustva/odsustva hifa (Leika, type 020-518.500 DM LS, Nemacka). Oko
95% C. albicans izolata produkuje hife ili pseudohife (Sheppard i sar., 2008). API 32C test
koji se bazira na asimilaciji ugljenih hidrata koriS¢en je za identifikaciju Candida spp
(Williams, 2000). Svi izolati gajeni su na hranljivim podlogama: LBA (Torlak, Srbija) TSBA,
(Torlak, Srbija) za bakterije i SDA 1 YPDA, (Torlak, Srbija) za Candida spp., pri temperaturi
od 37° C. Presejavanje je vreno nakon 30 dana. Prekonoéne kulture izolata ¢uvane su u 40%

glicerolu na -80°C.

4.2.3. Analiza etarskih ulja (GC/FID i GC/MS)

Kvalitativna i kvantitativna analiza uzoraka etarskih ulja vrSena je gasnohromatografski
uz koris¢enje dva tipa detektora. Za potrebe klasicne analiticke gasnohromatografske analize
radeno je na Agilent Technologies gasnom hromatografu, model 7890A, opremljenom split-
splitless injektorom povezanim sa HP-5 kolonom (30 m ¢ 0,32 mm, debljine filma 0,25 pm) i
plameno-jonizujuc¢im detektorom (FID). Kao noseci gas korisc¢en je vodonik (1 ml/min/210°C).
Temperatura injektora iznosila je 250°C, detektora 280°C, dok je temperatura kolone menjana

u linearnom rezimu temperaturskog programiranja od 40-260°C (4°/min).

Isti analiticki uslovi koriSéeni su i za potrebe GC/MS analize radene na HP G 1800C
Series II GCD analitickom sistemu, s tim Sto je tu radeno sa HP-SMS kolonom (30 m « 0,25
mm ¢ 0,25 pm) i $to je kao noseci gas koris¢en helijum. Temperatura transfer linije iznosila je
260°C. Maseni spektri snimani su u EI rezimu (70 eV), u opsegu m/z 40-400. U svim

slucajevima etanolni rastvori uzoraka etarskih ulja (1 pl) injektirani su u split-rezimu (1:30).

Identifikacija pojedina¢nih komponenti vrSena je masenospektrometrijski i preko
Kovacevih indeksa, uz kori§éenje razlicitih baza masenih spektara (NIST/Wiley), razlicitih
nacina pretrage (PBM/NIST/AMDIS) i raspolozivih literaturnih podataka (Adams). Procenti
povrsine pikova dobijeni integracijom sa odgovaraju¢ih hromatograma (GC/FID) uzeti su kao

osnov za knatifikacione svrhe.

4.2.4. In vitro testovi za ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja

Antimikrobna aktivnosti etarskih ulja testirana je in vitro koris¢enjem mikrodilucione
metode (Hinel i Raether, 1988; EUCAST 2002) i bioautografske metode na TLC plo¢ama
(Horvath i sar., 2010).
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4.2.4.1. Mikodiluciona metoda

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja, koriS¢ena je mikrodiluciona
metoda sa ciljem odredivanja minimalnih inhibitornih (MIK) i minimalnih baktericidnih
koncentracija (MBK) i minimalnih fungicidnih koncentracija (MFK). Prekonoéne kulture
bakterija su gajene na 37° C u TSB podlozi, dok su gljive inkubirane na 37° C u SDB medijumu.
Celijske suspenzije su standardizovane primenom denzitometra DEN1B (Biosan, Litvanija) i
iznosile su 1,0 x 10° éelija/ml za bakterije i 1,0 x 10° ¢elija/ml za Candida spp. Inokulumi su
¢uvani na hladnom (+4° C) do upotrebe. MIK, MIK/MFK odredivane su serijskim
razblazenjima etarskih ulja biljaka u TSB/SDB medijumu u mikrotitar plocama sa ravnim
dnom, 96 sistem (Spektar, Cac¢ak). Zbog lakse vizualizacije rezultata u bunar¢iée je dodato po
40 pl p-jodonitrotetrazolijum (INT, I 8377-Sigma, SAD) boje (Tsukatani, 2012). Minimalne
inhibitorne koncentracije su predstavljene kao najmanja koncentracija na kojoj nije bilo
vidljivog rasta bakterija i gljiva. Dodatno, minimalne baktericidne/fungicidne koncentracije su
odredivane reinokulisanjem po 10 plu 100 pl sterilnog medijuma u mikrotitracionim plo¢ama
i inkubirane jo§ 24 ¢asa na 37° C. Koncentracija koja ubija 99,5% bakterija/gljiva u odnosu na
kontrolnu grupu smatrana je za MBK tj. MFK. Za testiranje su koriS¢eni komercijalni
antimikrobni lekovi: Streptomicin (Sigma, SAD) i Flukonazol (Sigma, SAD), kao i
komercijalni proizvodi za dezinfekciju usne duplje, Curasept (ADS, Svajcarska) i Hexoral

(Hemofarm, Vrsac).

4.2.4.2. Metoda bioautografije na TLC plo¢ama

Metodom bioautografije ispitana je antimikrobna aktivnost odabranih etarskih ulja i
pojedina¢nih komponenti. U eksperimentima koriS¢ene su ve¢ pripremljene, komercijalne
ploce za tankoslojnu hromatografiju (TLC) sa silika gelom na aluminijumu sa fluoroscentnim
indikatorom debljine 1 mm (Merck, Nemacka). Pre upotrebe ploce su izlozene temperaturi od
120°C u periodu od 3 sata. Etarska ulja (5 pl/ml) i pojedina¢ne komponente (5 pl/ml) nanosene
suna TLC ploce, a kao mobilna faza koriscen je toluen:etil acetat (93:7, v/v). Nakon separacije
TLC ploce su susene u termostatu 5 min na 90° C. Evaluacija separacije odredena je pomo¢u
UV lampe na 254 nm. Tako osuSene TLC ploce su prskane suspenzijom mikroorganizama i
inkubirane u termostatu na 37° C 18 sati. Zatim, su ploce prskane rastvorom INT boje (I 8377—
SIGMA) u koncentraciji 0.3 mg/ml dH>O, i ponovo inkubirane u termostatu. Nakon 3 sata na

ploc¢e je naneSen 70% etanol, da bi se zaustavio rast mikroorganizama. Rezultati su o¢itavani
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kao zone inhibicije rasta mikroorganizama u poredelu TLC ploca oko razdvojenih komponenti

etarskih ulja kao i standardnih jedinjenja koja su kori§¢ena u analizi (Horvath, 2010).

4.2.5. Ispitivanje atimikrobne aktivnost ozona i srebrne vode

4.2.5.1. Antimikrobna aktivnost ozona

Utvrdivanje antimikrobnog dejstva ozona na mikroorganizme iz usne duplje, radeno je
po metodi Johansson i sar., (2008) sa odredenim modifikacijama. U eksperimentu je kori§¢en
generator ozona Os Intensive (LAH d.o.o, Hrvatska). Epruvete sa 1 ml suspenzije spora
mikroorganizma finalne koncentracije 1.0 x 10* ¢elija/ml su izlagane dejstvu ozona u trajanju
od 30s, 60s i 120s, sto je ekvivalentno 0.50, 1,05 i 1,24 mg/ml Osz.Vreme ekspozicije je
kontrolisano pomoc¢u monitora na generatoru ozona. Po zavr§enom tretmanu i vorteksovanju
radi homogenizacije suspenzije, 100 pl suspenzije je naneto na ¢vrste hranljive podloge (TSA
i SDA) i inkubirano 24 satana 37° C u termostatu. Nakon inkubacije odreden je broj formiranih
kolonija. Na osnovu dobijenog broja kolonija stepen inhibicije broja bakterija i gljiva pod

uticajem ozona, koris¢enjem formule:
% Inhibicije = 100((Ox — Ou)/Ox)

gde Ok oznacava broj formiranih kolonija iz rastvora sa kontrolnim uzorkom, a Oy broj
formiranih kolonija iz rastvora sa ispitivanim uzorkom. Eksperiment je ponovljen tri puta i

rezultati su prikazani u vidu procenta inhibicije.

4.2.5.2. Antimikrobna aktivnost srebrne vode

Mikrodilucionom metodom u mikrotritracionim ploc¢ama (96 sistem) (Hanel i Raether,
1998) ispitana je antimikrobna aktivnost srebrne vode. Komercijalno dostupan rastvor srebra
(Eko Solar, Srbija) je koris¢en u koncentraciji od 5 mg/ml na pet vrsta test mikroorganizama
(S. mutans, S. salivarius, S. aureus, C. albicans i C. krusei.) kao 1 u prethodnom eksperimentu
sa ozonom. Prekono¢ne kulture bakterijskih vrsta su kultivisane na 37° C u TSB podlozi, dok
su gljive inkubirane u SDB medijumu, na 37° C. Celijske suspenzije su standardizovane
primenom denzitometra i njihova koncentracija je iznosila 1,0 x 10° ¢elija/ml za bakterije i 1,0
x 10° ¢elija/ml za Candida spp. MIK i MBK/MFK odredivane su serijskim razblaZenjima
etarskih ulja biljaka u TSB/SDB medijumu u mikrotitracionim plo¢ama sa ravnim dnom.
Rezultati su odredivani dodavanjem 40 pul INT boje (Tsukatani, 2012) u bunarci¢e. Minimalne
inhibitorne koncentracije su predstavljene kao najmanja koncentracija na kojoj nije bilo

vidljivog rasta mikroorganizama. Minimalne baktericidne/fungicidne koncentracije su
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odredivane reinokulisanjem po 10 pl u 100 pl ¢istog medijuma u mikrotitracionim ploc¢ama i
inkubirane jo§ 24 ¢asa na 37° C. Ukoliko nije bilo rasta tj. koncentracija koja ubija 99,5%
bakterija/gljiva u odnosu na kontrolnu grupu smatrana je za MBK tj. MFK. Sinteticki antibiotik

Ampicilin i fungicid Nystatin su koris¢eni kao pozitivne kontrole.

Za ispitivanje medusobne interakcije, antibiofilm, antiquorum sensing i citotoksicnog
efekta/potencijala kao i morfoloskih promena na ¢elijama izolovanih sojeva mikroorganizama,
koriS¢ena su etarska ulja koja su pokazala najbolju antimikrobnu aktivnost u prethodnim

istrazivanjima.
4.2.6. “Checkboard” metoda ispitivanja medusobne interakcije etarskih ulja

Ispitivanje sinergistiCkog/antagonistickog potencijala mesavine etarskih ulja u in vitro
uslovima izvedeno je koriS¢enjem ,,checkerboard “- metoda Sahovske table (Jacqueline i sar.,
2005). Finalna koncentracija inokulama bila je 1,0 x 10 &elija/ml za bakterije i 1,0 x 10°
¢elija/ml za vrste roda Candida. Minimalne inhibitorne vrednosti koris¢ene su kao pocetne za
dalja ispitivanja u mikrotitaracionim plocama. Kombinacija etarskih ulja dodata je testiranim
mikroorganizmima u mikrotitracionim plo¢ama 24h na 37° C. U cilju ispitivanja interakcija
rezultati su izrazeni kao Frakcioni Inhibitorni Koncentracioni Indeks (FIKI) koji se

izraraCunava pomocu formule:
FIKI= FIK 1%/MIK1+FIK2/MIK2"

gde su FIK1° i FIK 2° MIK dobijene vrednosti u prisustvu kombinacije etarskih ulja, a
MIK1° i MIK2° su MIK vrednosti za etarska ulja pojedina¢no. Na osnovu vrednosti FIKI,
interakcija izmedu etarskih ulja je interpretirano na sledeci na¢in: FIK < 0.5 sinergizam, > 0.5

< 2 aditivno dejstvo, > 2 <4 indiferentno dejstvo i FIK > 4 antagonizam.

4.2.7. Ispitivanje uticaja etarskih ulja na proces formiranja biofilma kod Streptococcus
mutans i Candida albicans

Uticaj odabranih etarkih ulja na proces formiranja biofilma S. mutans i C. albicans
odreden je mikrodilucionom tehnikom Huang i sar. (2012) i Pierce i sar., (2008) sa
modifikacijama. Prekonoéne kulture mikroorganizama su standardizovane denzitometrom na
finalnu konentraciju od 1,0 x 10° ¢elija/ml za bakterije i 1,0 x 103 éelija/ml za gljive. Biofilm
je formiran u mikrotitar plo¢ama sa adhezivnim dnom (Sarsted, SAD) dodatkom 100 pl ¢elijske
suspenzije ispitivanih mikroorganizama i 100 pl subinhibitornih koncetracija etarskih ulja i

inkubirane 24 sata za S. mutans i 48 sati za C. albicans na 37° C. Nakon inkubacije je sadrzaj
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ploc¢e odstranjen pipetiranjem, a svaki bunarc¢i¢ tri puta ispran puferom. Adherirane ¢elije su
fiksirane susenjem na vazduhu. Posle susenja u svaki bunar¢i¢ je pipetirano 100 pl boje kristal
violet iz seta za bojenje po Gramu (Bio-Merieux, Francuska). Bojenje je trajalo 15 minuta,
nakon ¢ega su ploce tri puta isprane i osusene na vazduhu. Da bi se resuspendovala boja, u
svaki bunar¢i¢ je dodato po 100 pl 96% etanola (Zorka, Sabac). Inhibicija je o&itana na
automatizovanom Elisa ¢itacu na talasnoj duzini od 570 nm. Procenat inhibicije racunat je po

slede¢oj formuli:
[(OG kontrola— OG uzorak) / OG kontrola] x 100.

OG-opticka gustina ili apsorbanca

4.2.8. Ispitivanje uticaja etarskih ulja na ¢elijama Candida albicans koriS¢enjem skening
elektronske mikroskopije (SEM)

Celije C. albians (1,0 x 10° éelija/ml) su gajene 24h na 37° C u mikrotitracionim plo¢ama
sa 24 bunarcic¢a na ¢ijem dnu su postavljene staklene pokrovne ploc¢ice (Thermo Scintific glass
coverslips, SAD) u cilju formiranja biofilma. Nakon formiranja biofilma, medijum je uklonjen
zajedno sa celijama kojima ne ulaze u sastav biofilma. RazblaZenja etarskih ulja (MIK
vrednosti) su dodata u svaki bunar¢ié¢ i ploée su inkubirane 6 i 24 sata na 37° C. Sve tretirane i
kontrolne ¢elije su postavljene (24 sata) u fiksativ koji sadrzi 2.5% glutaraldehida (Merck,
Nemacka). Uzorci su isprani u PBS-u i serijski dehidrirani u rastu¢oj koncentraciji etanola (25,
50, 75, 95, 100%). Pre mikroskopiranja, uzorci su tretirani hexametildisilazanom-om (HMDS,
Polyscienca Europe GmbH, Nemacka), montirani na aluminijumske stubice i presvuceni
slojem zlata u jonskom naparivacu. Tako pripremljeni uzorci su posmatrani na skening

elektronskom mikroskopu JOEL JSM5300.

4.2.9. Ispitivanje antiquorum sensing aktivnosti etarskih ulja

Kao test mikroorganizam odabran je izolat P. aeruginosa PAO1 koji se Cesto koristi za
ispitivanje quorum sensing aktivnosti. Ovaj soj se nalazi deponovan u Mikoteci Mikoloske
laboratorije, Odeljenja za biljnu fiziologiju, Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa
Stankovic¢*. Ispitivanje uticaja etarskih ulja na quorum sensing aktivnost ispitana je testovima
pokretljivosti twiching i swiming testa 1 inhibicije sinteze zelenog pigmenta piocijanina, kojeg

produkuje P. aeruginosa.
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4.2.9.1. Testovi pokretljivosti (Twiching i flagella test)

Testovi pokretljivosti koji obuhvataju “twiching i flagela” test radeni su po metodi Sandy
i Foong-Yee, (2012) sa modifikacijama. U petri kutijama sa 10 ml medijuma dodate su subMIK
koncentracije odabranih etarskih ulja. VrSena je inokulacija (1 pl) prekonoénom kulturom P.
aeruginosa PAO1 (1,0 x 10® éelija/ml) i petri kutije su inkubirane 3 dana na 37° C. Nakon
inkubacije opisivane su morfoloske karakteristike kolonija (ivice kolonija) i merena zona

pokretljivosti pomocu svetlosnog mikroskopa (Leika, type 020-518.500 DM LS, Nemacka).

4.2.9.2. Ispitivanje uticaja etarskih ulja na inhibiciju sinteze piocijanina kod Pseudomonas
aeruginosa PAO1

Ispitivanje uticaja etarskih ulja na sintezu piocijanina vrseno je primenom metode koju
su razvili Sany i Foong-Yee (2012) sa modifikacijama. Epruvete sa prekonoénom kulturom P.
aeruginosa PAOL1 (5 ml), standardizovanoj na ODeoonm=0,2 dodate su razli¢ite koncentracije
etarskih ulja rastvorenih u 5% DMSO (<MIK) i inkubirane na 24 h na 37° C. Nakon inkubacije,
tretirane kulture su ekstrahovane hloroformom (3 ml) uz dodatak ¢iste hlorovodoni¢ne kiseline
(1 ml). Apsorbanca ekstrahovanog organskog sloja, koji predstavlja ekstrahovan pigment
piocijanin, merena je spektrofotometrijski na 520 nm (Shimadzu UV1601, Japan). Rezultati su
izrazeni kao procenat inhibicije sinteze piocijanina dobijeni pomocu formule: (ODs20/ODgoo X

100). Eksperiment je ponovljen tri puta, a kao pozitivna kontrola koris¢en je Streptomicin.

4.2.9.3. Ispitivanje uticaja etarskih ulja na inhibiciju procesa formiranja biofilma kod
Pseudomonas aeruginosa PAO1

Ispitivanje uticaja etarskih ulja na proces formiranja biofilma kod P. aeruginosa PAO1
radeno je po metodi Stepanovi¢ i sar. (2000) sa modifikacijama. Prekonocna kultura je
standardizovana denzitometrom na finalnu konentraciju od 1,0 x 10° &elija/ml. Biofilm je
formiran u mikrotitar plo¢ama sa adhezivnim dnom, dodatkom 100 pl celijske suspenzije
ispitivanih mikroorganizama i 100 pl subinhibitornih koncetracija etarskih ulja i inkubirane na
24 sata na 37° C. Nakon inkubacije je sadrzaj ploce odstranjen pipetiranjem, a svaka rupica tri
puta isprana puferom. Adherirane ¢elije su fiksirane susenjem na vazduhu. Posle suSenja u
svaki bunarCi¢ je pipetirano 100 pl boje kristal violet iz seta za bojenje po Gramu (Bio-
Merieux, Francuska). Bojenje je trajalo 15 minuta, nakon ¢ega su ploce tri puta isprane i
osuSene na vazduhu. Da bi se resuspendovala boja, u svaki bunarci¢ je dodato po 100 ul 96%
etanola (Zorka, Sabac). Inhibicija je o¢itana na automatizovanom Elisa &ita¢u na 570 nm

talasnoj duzini. Procenat inhibicije racunat je po sledec¢oj formuli:
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[(OG kontrola— OG uzorak) / OG kontrola] x 100.

OG-opticka gustina ili apsorbanca
4.2.10. Ispitivanje citotksi¢ne aktivnosti etarskih ulja

Citotoksicnost etarskih ulja ispitivana je sulforodamin B testom (Sr-B test) i testom
redukcije tetrazola (MTT test). Za isptivanje citotoksicnosti koriS¢emo je 11 ¢elijskih linija
(MCF-7-¢elijska linija kancera dojke, NCI-H460-¢elijska linija kancera plu¢a, HCT15-Celijska
linija kolorektalnog adenokarcinoma, HeLa-¢éelijska linija kancera grlica materice, HepG2-
¢elijska linija karcninoma jetre, LS-174-¢elijska linija kancera debelog creva, K562-¢elijska
linija humane eritroleukemije, A549-¢elije humanog adenokarcinoma pluc¢a, Fem-X-c¢elijska
linija melanoma, PLP2- kontrolne ¢elije zdrave svinjske jetre i MRC-5-kontrolna ¢elijska linija

fibroblasta pluca).

4.2.10.1. Ispitivanje citotoksicnosti etarskih ulja Sr-B metodom

SrB testom (Calhelha i sar., 2014) ispitana je vijabilnost i citotoksicnost sledecih
¢elijskih linija: MCF-7, NCI-H 46, HCT15, HelLa, HepG2, PLP2. Celije su rutinski odrzavane
u “Roswell Park Memorial Institut mediumu” (RPMI) medijumu koji sadrzi 10% inaktiviranog
fetalnog govedeg seruma (FGS, Sigma, SAD) (MFK-7, NCI-H 46 1 HCT15) 1 2 mM glutamina
u “Dulbecco's Modified Eagle Medium” (DMEM) medijumu suplementovanom sa 10% FGS,
2 mM glutamina i 100 U/ml penicilina i 100 mg/ml streptomicina (HeLa, HepG2 i PLP2) na
37°C u CO; inkubatoru (5% CO,). Celije su postavljene u koli¢ini od 7,5 x 10? éelija/bunaréiéu
za MCF-7, NCI-H460 i HCT15 i 1,0 x 10* ¢elija/bunar¢iéu za HeLa, HepG2 i PLP2 u
mkrolitarskim plo¢ama. Celije su tretirane rastu¢im koncentracijama etasrkih ulja i inkubirane
48h na 37° C. Nakon inkubacije, ¢elije su fiksirane 10% trihlosiréetnom kiselinom i inkubirane
60 min na 4° C. Mikrotitracione plo¢e su isprane dejonizovanom vodom i osusene;
sulforodamin B rastvor (0,1% u 1% siréetnoj kiselini) je dodat u svaki bunarc¢i¢ i ploce
inkubirane jo§ 30 min na sobnoj temperaturi. Visak boje je uklonjen i nakon susenja ploce
dodat je pufer hidroksimetil aminometan (Tris) i ¢itana je apsorbanca na 540 nm na ELX800
¢itacu (Bio-Tek Instruments, SAD). Rezulati su izrazeni kao [Kso tj. koncentracija koja dovodi
do inhibicije rasta od 50% ispitivanih ¢elija. Eksperiment je ponovljen tri puta, a kao pozitivna

kontrola koriscen je elipticin.
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4.2.10.2. Ispitivanje citotoksi¢nosti etarskih ulja MTT-testom

Odredivanje citotoksi¢nosti koris¢enjem (Supino, 1995) testa 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolijum bromid (MTT test) uradena je na sledece celijske linije: LS-174, K562,
A549, Fem-X i MRC-5. Celije su gajene u RPMI medijumu sa dodatkom penicilina (192
U/ml), streptomicina (200 mg/ml), 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina
(HEPES) (25 mM), L-glutaminom (3 mM) i 10% inaktiviranim fetalnim serumom na 37°C u
CO; inkubatoru (5% CO2). Celije su postavljene u koli¢ini od 7,0 x 10° éelija/bunar&iéu (LS-
174), 5,0 x 10°¢elija/bunar¢iéu (FemX, A549, MRC-5, K562) i 3,0 x 10° ¢elija/bunaréiéu
(HeLa). Celije su tretirane rastué¢im koncentracijama etarskih ulja i inkubirane 48 sati na 37°
C. Nakon inkubacije, u svaki bunarci¢ je dodato po 20 ul MTT rastvora (5 mg/ml). Nakon 4
sata inkubacije na 37° C, pazljivo je uklonjen medijum koji sadrzi MTT i dodato je 100 pl
natrijum dodecil sulfata po bunarci¢u radi rastvaranja produkta formazana. Nakon 24h
pristupilo se o€itavanju apsorbance na Multiskan EX200-240V (Thermo, SAD) ¢itacu na
talasnoj duzini od 574 nm. Rezultati su izrazeni kao IKso tj. koncentracija koja dovodi do smrti
50% ispitivanih ¢elija. Eksperiment je ponovljen tri puta, a kao pozitivna kontrola korisc¢en je

hemoterapijski lek cis-diamindihloroplatina (CDDP).
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5. Rezultati i diskusija

5.1. Mikroorganizmi izolovani iz usne duplje ¢oveka

Brisevi iz usne duplje uzeti su od 93 pacijenta koji su posetili Kliniku za decju i
preventivnu stomatologiju Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu u periodu od
2010-2011. godine. Od ukupno broja uzoraka 93, 66 uzoraka bilo je pozitivno na Candida spp
(70.96%), od kojih je identifikovano 60 sojeva C. albicans, 3 soja C. glabrata, 2 soja C. krusei
1 C. tropicalis. Pored navrste Candida, 32 uzorka (34.41%) bilo je pozitivno na vrste bakterija
iz rodova Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Pseudomonas, Enterococcus. Vrste
ovih rodova su najéesce prisutne od aerobnih bakterija u usnoj duplji (Brauncajs i sar., 2004).
Svi mikroorganizmi su deponovani u mikoteci Mikoloske laboratorije, Insitituta za bioloska
istrazivanja “SiniSa Stankovi¢”. Nalaz C. albicans ne mora biti indikator oboljenja, posto je
nalaz ovog kvasca u usnoj duplji evidentan u 20-75% slucajeva bez vidljivih klinickih
simptoma (Fong i sar., 1997). Incidenca vrsta Candida u usnoj duplji coveka se krece od 45%
kod novorodencadi, 45-65% kod zdrave dece, 30-45%, zdravih odraslih osoba, 50-65% kod
ljudi koji nose proteze, 65-88% kod pacijenata koji provode duze vreme u bolnicama, 90% kod
pacijenata sa akutnom leukemijom i 95% pacijenata sa HIV-om (Akpan i Morgan, 2002).
Najcesce izolovana vrsta je C. albicans (Mohandas i Ballal, 2011), medutim, poslednjih
decenija raste broj vrsta kao $to su C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilopsis, C.

dubliniensis (Namkinga 1 sar., 2005; Kantheti i sar., 2012).

5.2. Analiza hemijskog sastava etarskih ulja odabranih vrsta aromati¢nih biljaka

Rezultati analize hemijskog sastava ulja primenom gasne hromatografije sa masenom
spektrofotometrijom 60 etarskih ulja poreklom iz slede¢ih 47 biljnih vrsta Cananga odorata,
Foeniculum vulgare, Pimpinella anisum, Pastinaca sativa, Anethum graveolens, Matricaria
recutita, Achillea millefolium, Helichrysum italicum, Boswellia carterii, Canarium luzonicum,
Commiphora myrrha, Juniperus communis, J. virginiana, Gaultheria procumbens, G.
fragrantissima, Pelargonium graveolens, Hyssopus officinalis, Mentha piperita, M. pulegium,
Lavandula angustifolia, Thymus algeriensis, T. vulgaris, T. serpyllum, Rosmarinus officinalis,
Salvia lavanudilifolia, S. officinalis, S. sclarea, S. triloba, Satureja montana, Laurus nobilis,
Leptospermum petersonii, L. scoparium, Eucalyptus citriodora, E. globulus, Melaleuca
alternifolia, M. quinquenervia, Syzygium aromaticum, Abies procera, A. grandis, A. alba,

Pseudotsuga douglasii, Pinus silvestris, P. nigrum, Cymbopogon martinii, Rosa centifolia,
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Citrus aurantium spp. aurantium i C.limon prikazani su u tabelama. Etarska ulja odabrana su

pre svega zbog njihove tradicionalne upotrebe i na osnovu prethodnih ispitivanja.

Analizom hemijskog sastava etarskog ulja C. odorata iz familije Annonaceae
identifikovano je ukupno 33 jedinjenja koji ¢ine 99,82% ulja (Tabela 3). Najzastupljenija grupa
jedinjenja su seskviterpenski ugljovodonici (72,95%). Dominantne komponente u ulju C.
odorata su: dauka-5.8-dien (25,9%) i1 a-farnezen (22,7%), benzil benzoat (7,0%) i (2E.6E)-
farnezil acetat (5,0%) (Slika 61). Prema literaturnim podacima, tipican hemijski sastav etarskog
ulja C. odorata podrazumeva prisustvo seskviterpenskih ugljovodonika, alkohola, estra, fenola
i aldehida (Burdock i Carabin, 2008). Hongratanaworakit i Buchbauer, (2004) kao glavne
komponente ulja izdvajaju metil benzoat (34%), 4-metilanizol (19,82%), benzil benzoat
(18,97%), izo-kariofilen (9,28%) i garmakren D (8,15%). Brokl i sar., (2013) su identifikovali
ukupno 161 jedinjenje u etarskom ulju C. odorata, od toga 75 novih jedinjenja koja su po prvi

put opisana za ovo ulje.

Tabela 3. Hemijski sastav etarskog ulja iz familije Anonnaceae (%)

Komponente RI  C. odorata
o-pinen 927 0,4
linalol 1098 1,4
o-elemen 1327 0,2
a-kubeben 1339 0,2
a-kopaen 1365 1,7
geranil acetat 1378 1,4
f-lemen 1382 0,2
ciperen 1387 0,5
(E)-kariofilen 1408 7,7
f-duprezianen 1413 0,5
fS-kopaen 1418 1,4
cis-muurol-3,5-dien 1439 0,2
o-humulen 1442 2.5
cis-muurol-4(14),5-dien 1452 0,5
muurolen 1467 1,6
dauka-5,8-dien 1471 25,9
trans-muurol-4(14),5-dien 1480 0,9
y-amorfen 1484 0,6
o-muurolen 1490 1,0
(E,E)-o-farnezen 1500 22,7
y-kadinen 1502 1,0
o-kadinen 1513 34
o-kadinen 1527 0,2
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Komponente RI  C. odorata

guaiol 1588 0,3
junenol 1606 0,5
1-epi-kubenol 1617 0,3
epi-o-murrolol(z-Muurolol) 1631 1,7
o-muurolol(Torreyol) 1636 0,4
o-kadinol 1644 2,4
E-nerolidil acetat 1713 1,9
benzil benzoat 1755 7,0
(2E,6E)-farnezil acetat 1832 5,0
benzil salicilat 1859 4.1
monoterpenski ugljovodonici 0,44
oksidovani monoterpeni 13,95
seskviterpenski ugljovodonici 72,95
oksidovani seskviterpeni 12,47
Ukupno identifikovano (%) 99,82
Broj identifikovanih komponenti 33
(2E,6E)-
benzil farnezil (E)-kariofilen,
benzoat, 7 % acetat, 5%
— \

E——
{

dauka-5,8-

dien, 25.9 %
(E,E)-a-

farnezen,
22.7%

Slika 61. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Cananga odorata

Kod etarskih ulja F. vulgare, P. anisum, P. sativa, A. graveolens iz familije Apiaceae
identifikovano je ukupno 52 komponente koji ¢ine 99,80%, 99,89%, 99,93% i 100,00% ulja
(Tabela 4). Najzastupljenija grupa jedinjenja su fenilpropeni, izuzev kod ulja 4. graveolens
kod kojeg dominiraju oksidovani monoterpeni (50,41%). Glavne komponente etarskog ulja F.
vulgare su trans-anetol (65,1%) 1 fenhon (25,6%) (Slika 62). Najzastupljenija komponenta u
etarskom ulju P. anisum je takode, trans-anetol (80,8%) i metil havikol (6,3%) (Slika 63). Kod
P. sativa dominiraju terpinolen (39,8%) i miristicin (Slika 64), dok ulje 4. graveolens za
dominantne komponente ima karvon (40,2%), limonen (32,0%), a-felandren (14,2%) i dietil
etar (6,7%) (Slika 65). U literaturi postoje brojni podaci o hemijskom sastavu etarskih ulja iz
familije Apiaceae (Christensen i sar., 2006). Prema prethodnim istrazivanjima etarsko ulje F.
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vulgare 1 P. anisum je bogato trams-anetolom (31-93,7%), mada zastupljenost varira u
zavisnosti od dela biljke koji je koris¢en za ekstrakciju (Orav i sar., 2008; Miguel i sar., 2010).
Etarsko ulje P.sativa je poznato po varijabilnom hemijskom sastavu (Stahl, 1981), mada Stahl-
Biskup (2010) u svom radu navode terpinolen i miristicin kao glavne komponente ulja korena
Sto je u skladu sa naSim rezultatima. Jirovetz i sar. (2003) su utvrdili prisustvo D-karvona i D-
limonena kod ulja A. graveolens, dok su Singh i sar., (2005) identifikovali karvon, limonen 1

dietil apiol kao glavne komponente. Neke od ovih jedinjenja su prisutni i u nasem uzorku.

Tabela 4. Hemijski sastav odabranih etarskih ulja biljaka iz familije Apiaceae (%)

F vulgare P. anisum P. sativa  A. graveolens

Komponente RI

triciklen 918 - - 0,1 0.1
o-tujen 923 - 0,6 0,4 0.6
o-pinene 924 1,5 - - -
kamfen 938 0,2 - - -
sabinen 966 * - 3,2 -
[-pinen 967 0,1 - - -
mircen 983 * - 0,7 0.4
a-felandren 995 0,4 - 0,4 14.2
0-3-karen 1003 * - - -
o-terpinen 1008 - - 0,1 -
p-cimen 1016 0,3 - 0,1 2.0
limonen 1020 1,3 - 2,0 32.0
1,8-cineol 1023 0,2 4,7 - -
cis-f-ocimen 1031 - - 0,7 -
trans-f-ocimen 1041 - - 0,2 -
y-terpinen 1050 0,3 - 0,2 -
fenhon 1080 25,6 - - -
terpinolen 1086 - - 39,8 -
linalol 1096 - 1,5 - -
1,3,8-para-mentatrien 1103 - - 0,2 -
allo-ocimen 1123 - - 0,3 -
izo-3-tujanol 1130 - - 0,1 -
kamfor 1135 0,7 - - -
menton 1146 - - - 0.4
izo-menton 1156 - - - 0.2
neo-mentol 1166 - - - 0.3
terpinen-4-ol 1169 - 0,6 0,1 -
dietil etar 1176 - - - 6.7
p-cymen-8-ol 1178 - - 0,9 -
a-terpineol 1186 - 0,8 - -
cis-dihidro-karvon 1189 - - - 1.3
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Komponente R1  F vulgare P.anisum P.sativa A. graveolens

metil-havikol 1192 34 6,3 - -
trans-dihidro-karvon 1196 - - - 1.0
izo-dihidro-karveol 1210 - - - 0.1
cis-verbenol acetat 1217 - - 0,1 -
neoizo-dihidro-karveol 1223 - - - 0.3
karvon 1238 - - - 40.2
cis-anetol 1247 0,8 0,1 - -
trans-anetol 1283 65,1 80,8 - -
trans-verbenil acetat 1291 - - 0,1 -
o-kopaen 1366 - 0,7 - -
anisil metil keton 1390 - 1,9 - -
pS-longipinen 1396 - 0,2 - -
cis-f-kariofilen 1407 - - 0,1 -
o-trans-bergamoten 1425 - - 0,2 -
6,9-guaiadien 1440 - - 0,1 -
amorfa-4,11-dien 1449 - - 0,3 -
dauka-5,8-dien 1470 - - - 0.2
y-himahalen 1476 - 1,7 - -
S-himahalen 1498 - - 0,3 -
miristicin 1515 - - 49,0 -
elemecin 1553 - - 0,3 -
monoterpenski ugljovodonici 4.13 0,59 48,30 49,35
oksidovani monoterpeni 29.83 15,84 1,31 50,41
seskviterpenski ugljovodonici 0.00 2,59 0,95 0,24
oksidovani seskviterpeni 0.00 0,00 0,00 0,00
fenilpropeni 65.85 80,88 49,37 0,00

Ukupno identifikovano (%) 99.80 99,89 99,93 100,00

Broj identifikovanih komponenti 13 12 26 16
*-u tragovima

)

A

trans-anetol,
65.1 %

Slika 62 Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Foeniculum vulgare



metil-
havikol, 6.3

anetol, 80.8
%

Slika 63. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Pimpinella anisum

miristicin,
49 %

Slika 64. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Pastinaca sativa

a-
felandren,
! 142 %
karvon, ,
40.2%

%)\

\ll'.”l_ limonen, 32 %

Slika 65. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Aanethum graveolens

dietli etar
7%

Ukupno 100 jedinjenja je identifikovano analizom hemijskog sastava etarskih ulja M.
recutita’, M. recutita’, A. millefolium’, A. millefolium’, H. italicum’, H. italicum’ iz familije
Asteraceae koji ¢ine 97,57% do 99,96% ulja (Tabela 5). Najzastupljenija grupa jedinjenja kod
M. chamomilla' i M. chamomilla’ su seskviterpeni (61,47% i 65,42%), dok su kod etarskih ulja
A. millefolium’ i A. milefolium® su oksidovani monoterpeni (62,48% i 69,57%), dok kod ulja
H. italicum’ i H. italicum’ dominiraju seskviterpenski ugljovodonici (61,4% i 73,4%). Glavne

komponente ulja M. chamomilla’ su trans-p-farnezen (46,7%), bisabolol-oksid B (8,1%),
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bisabolol oksid (7,4%), hamazulen (6,2%) i bisabolol-oksid A (5,9%) (Slika 66). Sli¢an sastav
odlikuje i etarsko ulje druge vrste M. recutita’ gde su najzastupljenije komponente trans-p-
farnezen (41,2%), bisabolol-oksid B (8,8%), bisabolol-oksid A (8,6%) i hamazulen (7,3%)
(Slika 67). Najzastupljenije komponente etarskog ulja 4. millefolium’ su cis-p-ocimen (22,3%),
kamfor (8,4%), cis-tujon (7,0%), cis-jasmon (6,8%) i oJ-2-karen (5,7%) (Slika 68).
Preovladaju¢a komponeneta etarskog ulja 4. millefolium? je kamfor (42,7%) (Slika 69). Glavne
1

komponente etarskog ulja H. italicum

(9,3%), p-akoradien (9,2%), f-hamigren (8,5%), izoitalicen (5,6%) i karvakrol (5,3%) (Slika

sua-pinen (21,9%), y-kurkumen (10,9%), a-ilangen

70), dok kod H. italicum’ dominiraju sledeée komponente: y-kurkumen (17,2%), S-selinen
(11,4%), a-pinen (10,7%), kariofilen (9,2%) 1 arkurkumen (6,0%) (Slika 71). Srivastava i sar.
(2010), navode prisustvo slede¢ih komponenti kod vrste M. recutita a-pinen (22,11%), kamfen
(10,8%), sabinen (4%), limonen (5,64%) 1 1,8-cineol (6,45%). Ranija istrazivanja hemijskog
sastava ulja kamilice pokazala su da su uglavnom zastupljeni seskviterpeni, flavonoidi i
kumarini (Singh i sar., 2011). Orav i sar., (2010) su identifikovali preko 120 komponenti ulja
kamilice ukljucujuci 28 terpenoida, 36 flavonoida i 52 dodatne komponente sa potencijalnim
farmakoloskim potencijalom. Sabinen (17,58%), 1,8-cineol (13,04%), borneol (12,41%),
bornil acetat (7,98%), a-pinen (6,28%), B-pinen (6,26%), terpinin-4-ol (6,17%) i hamazulen
(5,28%) su dominantne komponente ulja A. milleofilum iz Indije (Nadim i sar., 2011).
Dosadasnja fitohemijska istrazivanja etarskog ulja hajducke trave pokazala su da komercijalni
1 uzorci iz prirode pokazuju isti hemijski sastav, ali je ocigledna razlika u procentualnoj
zastupljenosti odredenog broja komponenti (Dias i sar., 2013).Prema dosadasnjim
istrazivanjima hemijski sastav ulja H. italicumje u skladu sa literaturnim podacima (Mastelic i
sar., 2005). Cristofari i sar. (2012) izdvajaju oksidovane monoterpene kao najzastupljeniju
grupu i neril acetat kao dominantnu komponentu u ulju H. italicum. Izvesne razlike u
hemijskom sastavu objasnjavaju se postojanjem nekoliko karakteristicnih hemotipova za ovo

ulje (monoterpenski, geraniol i geranil-acetat i seskviterpenski hemotip) (Angioni i sar., 2003).

Tabela 5. Hemijski sastav odabranih etarskih ulja biljaka iz familije Asteraceae (%)

Komponente M'. I M. 5 . A . . A .o, . H I . H P
recutita recutita milefolium milefolium italicum italicum
santolina trien 902 - - 0,6 - - -
triciklen 917 - - - 0,4 - -
o-tujen 923 - 0,1 0,1 - - -
o-pinen 924 - - 4,2 3,2 21,9 10.7
o-fenhen 941 - - - - 0,3 -
kamfen 938 - - 1,2 4,5 0,3 0.3
sabinen 968 0,1 0,2 5,2 1 - -
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Komponente
f-pinen
dehidro-1,8-cineol
jomogi alkohol
0-2-karen
o-terpinen
p-cimen
p-felandren
limonen
1,8-cineol
cis-p-ocimen
trans-f-ocimen
y-terpinen
izobutil angelat
artemisia keton
cis-sabinen hidrat
artemizia alkohol
terpinolen
o-terpinolen
trans-sabinen hidrat
linalol

cis-tujon
endo-fenhol
trans-tujon
trans-pinokarveol

hrizantenon
trans-pinokarveol

kamfor
menton
izo-amil tiglat
pinokarvon
cis-hrizantenol
borneol
mentol
terpinen-4-ol
a-terpineol
mirtenal

verbenon

trans-hrizantenil
acetat

askaridol

cis-hrizantenil acetat

linalil acetat
cis-verbenil acetat

izobornil acetat

966

983

999

1009
1010
1019
1020
1021
1026
1033
1044
1051
1053
1058
1060
1077
1080
1081
1091
1095
1097
1113
1108
1131
1117

1130

1134
1146
1153
1154
1164
1157
1166
1176
1183
1194
1203

1227

1230
1247
1249
1253
1277

M.
recutita’

0,1

0,1

M.
recutita’

0,1
0,2
0,5
0,2
0,2
1,2
1,7

A.
milefolium’
1,6
0,8
0,2
5,7
2,6
0,6

22,3

0,2
0,6
0,5
0,3

1,2
1,6

34

1.4
0,8

8,4
0,8

2,7

0,4
1,8

2,1

0,3
0,3

0,9
0,5
0,6
0,9
0,6

A.
milefolium’
42

0,2

0,1
0,7

0,3
3

0,8

1,7

0,3

42,7

0,6
5,2
1,1

0,6
0,4

H.
italicum’
0,3

0,1
0,3
2,3
0,7

0,2

H.
italicum’®
0.2
0.2
1.3
0.2

0.2

0.5



Komponente

bornil acetat
lavandulil acetat

trans-sabinil acetat

trans-pinocarvil
acetat

karvakrol
o-elemen
bicikloelemen
trans-karvil acetat
o-terpinil acetat
neril acatat
ciklosativen
cis-karvil acetat
a-kopaen
o-ylangen
a-kopaen
f-bourbonen

[ -izokomen

f -elemen
7-epi-seskvi tujen
trans-jasmon
cis-jasmon
izo-italicen
italicen
a-cis-bergamoten
(E)-kariopfilen
trans- [ -kariofilen
f-kopaen
o-trans-bergamoten
o-humulen

neril propanoat
aloaromadendren

trans- f§ -farnezen
a-akoradien
p-akoradien
dihidro-seskvicineol
dauka-5,8-dien
f-hamigren
y-murolen
germakren-D
y-kurkumen
ar-kurkumene

o -selinen

f-selinen

1283
1284
1285

1286

1299
1327
1332
1338
1341
1360
1361
1363
1365
1370
1371
1379
1380
1387
1388
1392
1393
1398
1399
1411
1412
1413
1424
1432
1442
1451

1451.

1455
1459
1460
1465
1470
1472
1475
1476
1477
1480
1481
1482

M.
recutita’

0,1
0,4

M.
recutita’

0,1
0,8

A.
milefolium’
1,8
0,5

0,6

0,4
6,8

A.
milefolium’
3
0,6

2,6
0,2

0,5

0,6

4,1

H.
italicum’

5,3

0,3
0,5

9,3
1,2

5,6

1,1
3,6

0,7
0,5
0,3

0,4

10,9

4,6
0,4

H.
italicum’®

0.2

0.2

0.3
39

4.5
0.9
9.2

0.8
39
0.7

0.7

0.2
0.3



Komponente

y-amorfen
biciklogermakren
a-selinen

o-muurolen

trans,trans-o.-
farnezen

y-kadinen

o-amorfen
y-kadinen

f-kurkumen
seskvi cineol
o-kadinen

o -kadinen

trans-1,4-dien-kadina

a-kalakoren
trans-nerolidol
kariolan-8-ol
trans-dendrolasin
spatulenol
kariofilen-oxid

glenol

salvial-4(14)-en-1-on

(mint keton)
a-guaiol
viridiflorol
ledol
5-epi-Tepi-o-
eudezmol

guaia-6,10(14)-dien-

44-ol
eudesm-5-en-11-o0l
helifolen-12-al
epi-a-murolol
nerolidol-oksid
izospatulenol
f-eudezmol
bisabolol-oksid B
izoaromadendren-
epoksid
bisabolen-oksid
[-bisabolol

o -bisabolol
(Levomenol)

hamazulen
bisabolol-oksid A
cis-spiroetar

trans-spiroetar

1488
1491
1492
1496

1499

1502
1503

1504.

1509
1510
1516
1520
1529
1540
1559
1564
1568
1572
1577
1582

1587

1589
1599
1600

1605

1606

1607
1611
1626
1627
1633
1639
1656

1659

1674
1680

1684

1727
1749
1879
1890

M.
recutita’

4,3
1,3

0,3

0,3

0,5
0,3

8,1
0,3
7,4

2,4

6,2
5,9
3,9
0,3

M.
recutita’

0,4

5,1
0,4

10,5

7,3
8,6
4,5
0,7

A.
milefolium’

A.
milefolium’

0,2
1,2

0,8

0,6
0,8

H.
italicum’

0,9
0,4

0,5
1,1

0,4

0,5

H.
italicum’®

53
0.7

0.7
0.7

1.3

2.2
0.2

0.7
0.7

0.5
0.2

0.2

13
0.3

0.2
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1,4-dimetil-7-(1- 1945

0,2

metiletil)-azulen-2-ol - 0.2
n-trikozan 2292 0,1 - - - - -
monoterpenski ugljovodonici 0.68 2,7 24,8 17,47 26,4 13,1
oksidovani monoterpeni 1.03 1,67 62,28 69,57 10,5 6,5
seskviterpenski ugljovodonici 65.42 61,47 511 11,27 61,4 73,4
oksidovani seskviterpeni 26.17 28,84 0,47 4,67 1 6,1
spiroetri 4,2 513 - - - -
alifaticni ketoni - - 7,2 - - -
visi alkani 0.07 - - - - -
Ukupno identifikovano (%) 97.57 99,81 99,82 99,96 99,3 99,1
fg}‘g;j;::ft’fkw‘mih 37 29 47 44 46 52
bisabolol-

oksid A, 5.9 %

Cern W//

bisabolen-
oksid, 7.4 %

bisabolol- ' trans- B -
oksid B, 8.1 % . I farnezen, 46.7 %

germakren-D,
4.6 %

Slika 66. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Matricaria recutita’

bisabolol-

oksid A, 8.6 %
hamazulen,
73%

B-bisabolol,
10.5%

trans- B -

> farnezen 41.2

bisabolol- \\“
oksid B, 8.8 %
trans,trans-a-

farnezen, 5.1
%

Slika 67. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Matricaria recutita’®
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cis-jasmon, sabinen, 5.2
6.8% %

6-2-karen,
57%

kamfor, 8.4 % R K
cis-B-ocimen,
22.3%

cis-tujon
7%

Slika 68. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Achillea millefolium’

kamfen, 4.5
%

borneol, 5.2 @ L

%
hll

kamfor, 42.7
%

Slika 69. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Achillea millefolium’

a-tujen, 21.9

germakren-D, %
10.9 % M
— =
dauka-5,8- =

dien, 8.5 % : \
a-akoradien, I/

Tl B ) [
a-kopaen, 9.3

cis-jasmon, %
5.6 %

Slika 70. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Helichrysum italicum’
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a-pinen, 10.7
%

a-selinen, 5.3
%

B-selinen,
11.4 %

~_|u||ilf e

y-kurkumen,
17.2%

a -selinen, 6
%

Slika 71. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Helichrysum italicum’

Analizom etarskih ulja B. carterii', B. carterii®, C. luzonicum i C. myrrha iz familije
Bursecaceae identifikovano je ukupno 39 komponenti koji ¢ine od 94,89% do 97,89% ulja
(Tabela 6). Najzastupljenija grupa jedinjenja ¢ine monoterpenski ugljovodonici (81,69%,
45,83% 1 59,57%), dok kod C. luzonicum etarskog ulja najzastupljenija grupa jedinjenja su
oksidovani seskviterpeni (86,38%). Dominantne komponente ulja tamjana' su: a-pinen
(31,8%), limonen (17,9%) i trans-kariofilen (5,4%) (Slika 72). Slican hemijski sastav ima 1
drugo ulje tamjana?, gde su glavne komponente: a-pinen limonen i trans-kariofilen zastupljene
u drugacijem odnosu (23,0%, 10,9%, 8,3%) (Slika 73). Najzastupljenije komponente etarskog
ulja C. luzonicum su: limonen (45,6%), elemol (21,4%), elemecin (6,2%), 1 o-filandren (6,0%)
(Slika 74). Curzeren (34,7%), furanoeudezmanol 1,3-diene (32,8%) i lindestren (10,2%) su
dominantne komponente etarskog ulja C. myrrha (Slika 75). Rezultati prethodnih istrazivanja,
kao 1 rezultati dobijeni u okviru ispitivanja u ovoj disertaciji, ukazuju na sli¢nosti u
kvalitativnom i kvantitativnom sastavu etarskog ulja tamjana (Hanus i sar., 2008; Baser i sar.,
2009). Prema podacima iz literature glavne komponente etarskog ulja elemi su elemol,
elemecin i a-felandren 1 ¢ine 79,2% ukupnog ulja (Villanueva i sar., 1993). Od sekundarnih
metabolita koji su najcesce prisutni u ulju C. luzonicum su terpeni (mono, di, tri i seskviterpeni),
karboksilne kiseline, kumarini, furani, lipidi i fenoli (Mogana i sar., 2011). Marongiu i sar.
(2005) su u etarskom ulju mire utvrdili prisustvo furanoeudezmanol-1,3-diena (34,9%),
lindestrena (12,9%), curzerena (8,5%) i germakrena (5,8%). U studiji Mohamed i sar. (2014)
kao najdominantnije komponente ulja C. myrrha izdvojene su a-elemen (12,86%), 7-izo-
propil-1.4-dimetil-2-azulenol (12,22%), kurzeren (11,64%) i germakra-1(10)7,11-trien-15-oik

(6,20%). Sve ove komponente su prisutne i uzorku ulja ispitivanom u ovom radu.

Tabela 6. Hemijski sastav odabranih etarskih ulja biljaka iz familije Bursecacae (%)
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Komponente Rl B. carterii' B. carterii* C. luzonicum C. myrrha

o-tujen 919 12,0 1,8 * -
o-pinene 925 31,8 23,0 - -
sabinen 964 5,3 3,1 4,49 -
f-pinen 966 33 * - -
mircen 984 4,1 3,2 * -
a-felandren 996 1,1 * 6,0 -
p-cimen 1017 6,0 3,8 2,9 -
limonen 1021 17,9 10,9 45,6 -
1,8-cineol 1023 - - 1,1 -
y-terpinen 1052 - - 0,5 -
cis-sabinen hidrat 1061 - - 0,8 -
terpinen-4-ol 1169 0,8 * 0,7 -
o-terpineol 1183 - - 4.4 -
o-elemen 1328 - - - 0.9
o-kopaen 1365 1,2 3,6 - -
[f-elemen 1382 1,1 2,8 * 43
cis-kariofilen 1407 - - 0,7 0.7
trans-kariofilen 1408 5,4 8,3 - -
y-elemen 1423 - - - 3.6
o-humulen 1442 1,1 3,2 *
allo-aromadendren 1449 * 1,8 - -
y-himahalen 1475 * 1,8 - -
[-selinen 1475 - - - 0.7
kurzeren 1489 - - - 34.7
y-kadinen 1503 1,2 3,5 - *
o-kadinen 1513 2.1 5,8 - *
elemol 1541 - - 21,4 -
germakren B 1545 - - - 0.9
elemecin 1550 - - 6,2 -
epi-kurzerenon 1568 - - - 0.7
furanoeudezma-1,3-dien 1617 - - - 32.8
kariofilen oxid 1571 2,1 11,1 - -
globulol 1581 * 2,4 - -
lindestren 1622 - - - 10.2
y-eudesmol 1639 - - 0,9 -
2-metoxifurano-dien, izomer I 1631 - - 0,6 1.5
valerianol 1654 1,2 42 - -
elemol acetat 1680 - - - 1.8
2-metoxifuran-dien, izomer II 1710 R - - 4.8
Monoterpenski ugljovodonici 81,69 45,83 59,57 0.00
Oksidovani monoterpeni 0,83 0,00 6,95 0.00
Seskviterpenski ugljovodonici 12,07 30,81 0,66 10.91
Oksidovani seskviterpeni 3,30 17,73 29,15 86.38
Ukupno identifikovano (%) 97.89 94,37 96,34 97,29
Broj identifikovanih komponenti 17 17 14 13

* jedinjenje prisutno u tragovima
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Slika 72. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Boswellia carterii’
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Slika 73. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Boswellia carterii’
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Slika 74. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Canarium luzonicum
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Slika 75. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Commiphora myrrha

Analizom hemijskog sastava etarskih ulja biljaka J. communis’, J. communis®, J.
communis®, J. communis®i J. virginiana iz familije Cupressaceae identifikovano je ukupno 88
komponenti koje ¢ine od 99,56%, do 100,00% ulja (Tabela 7). Najzastupljenija grupa
jedinjenja kod ulja J. communis su monoterpenski ugljovodonici (74,70%, 78,70%, 86,28% i
87,20%), dok kod ulja J. virginiana najzastupljeniji su seskviterpenski ugljovodonici
(74,21%). Generalno, etarska ulja kleke, analizirana u ovom radu, pokazuju sli¢an hemijski
sastav pa su tako glavne komponente ulja J. communis’ a-pinen (55,9%), sabinen (14,1%) i
limonen (5,3%) (Slika 76), dok su glavne komponente ulja J. communis® a-pinen (35,3%),
mircen (27,1%), limonen (8,3%) 1 geranil (6,4%) (Slika 77). Najzastupljenije komponente u
ulju J. communis® su: a-pinen (43.5%), sabinen (15,5%) i mircen (14,0%) (Slika 78), dok su
dominantne komponente ulja J. communis? a-pinen (55,2%) i sabinen (10,5%) (Slika 79).
Glavne komponente u etarskom ulju J. virginiana su: tujopsen (23,7%), kedrol (21,7%), a-
kedren (20,6%) i logifolem (11,8%) (Slika 80). Dobijeni rezultati pokazuju da etarska ulja
kleke pripadaju a-pinen hemotipu, sto je u skladu sa literaturnim navodima drugih istrazivaca
(Butkiene i sar., 2009; Sela i sar., 2012). U literaturi postoje brojni podaci o hemijskom sastavu
isparljivih komponeneti etarskog ulja kleke (Glisi¢ i sar., 2007; Angioni i sar., 2011; Hoferl i
sar., 2014). Prema Lesjak (2011) etarsko ulje poreklom iz SiSarke J. communis ima sloZeniji
sastav u odnosu na etarsko ulje dobijeno iz iglica. Ispitivajuci promene sastava i koli¢ine ulja
J. virginiana tokom vremena, Schmidt i sar., (2013) utvrdili su f-pinen kao dominantnu
komponenetu uzoraka ovog ulja, isticuci uticaj razlicitih ekoloskih faktora na njegov hemijski

sastav.
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Tabela 7. Hemijski sastav odabranih etarskih ulja biljaka iz familije Cupressaceae (%)

Komponente J- . J- . 5 J- .3 /- .4 . J .
communis communis communis communis virginiana
triciken 917 0,1 0,1 0,1 - -
o-tujen 923 2,4 - 1,8 1,8 -
a-pinen 930 55,9 353 43,5 55,2 -
kamfen 943 0,4 0,4 0,3 0,4 -
tuja-2,4(10)-dien 949 - 0,2 - - -
sabinen 970 14,1 0,2 15,5 10,5 -
f-pinen 972 2,9 2,0 2,6 3,0 -
mircen 990 1,2 27,1 14,0 0,6 -
o-felandren 1002 - 0,1 0,1 - -
o-terpinen 1014 - 0,1 0,6 - -
p-cimen 1022 4,8 0,2 0,9 3,6 -
limonen 1025 5,3 8,3 4,8 3,6 -
1,8-cineol 1028 0,1 - 0,1 - -
y-terpinene 1056 0,1 0,2 1,1 - -
cis-sabinen hidrat 1061 - - - 0,7 -
terpinolen 1085 - 0,6 1,1 - -
cis-tujon 1103 0,3 - - - -
trans-tujone 1114 0,6 - - - -
o-kamfolenal 1126 - 0,4 - 1,4 -
trans-pinokarveol 1130 - - - 2.3 -
trans-verbenol 1138 - - - 0,6 -
kamfor 1141 0,7 0,2 0,1 - -
borneol 1165 0,9 0,2 - - -
terpinen-4-ol 1176 2.1 0,2 1,1 1,4 -
o-terpineol 1187 - 0,1 - 2.5 -
y-terpineol 1187 - - - - 0,3
verbenon 1210 0,4 - - 1,1 -
karvakrol, metil etar 1238 - - - - 0,3
izobornil acetat 1277 - - - 0,7 -
bornil acetat 1283 0,2 0,2 0,2 0,5 -
o-kubeben 1337 0,5 0,5 0,6 0,6 -
a-longipinen 1338 - - - - 0,3
ciklosativen 1356 - - - - 0,5
longiciklen 1358 - - - - 0,2
o-kopaen 1371 0,2 0,3 0,2 2,2 -
2-epi-o-funebren 1372 - - - - 0,6
a-duprezianen 1373 - - - - 0,3
f-elemen 1388 1,1 - 1,3 1,2 -
sativen 1388 - - - - 0,4
o-hamipinen 1389 - - - - 0,7
longifolen 1393 - - - - 11,8
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Komponente

o-kedren
trans-kariofilen
f-kedren
[S-duprezianen
cis-tujopsen
S-kopaen
izobrazen
y-elemen
o-himahalen
o-humulen
9-epi-(E)-kariofilen
p-akoradien

S-hamigren
cis-muurola-4(14),5-
dien

y-muurolen
ar-kurcumen
germakren D
f-selinen
y-himahalen
p-alasken
pseudowidren
o-hamigren
o-muurolen
kuparen
o-alasken
y-kadinen

o-kadinen
dehydro-ar-y-
himahalen

o-kalakoren
germakren B
kariofilen oxid
tujopsan-2-a-ol
widrol

kedrol

humulen epoxid IT
f-himahalen oxid
o-akorenol

f-akorenol
epi-a-kadinol(z-
cadinol)
7-epi-o-eudezmol
8-kedren-13-ol

1401
1414
1418
1419
1420
1425
1425
1430
1437
1447
1447
1455
1465

1466
1473
1474
1477
1482
1482
1484
1487
1491
1494
1494
1501
1510
1520

1520
1541
1553
1580
1580
1590
1591
1606
1606
1623
1624

1640
1649
1678

J.

communis’

0,5

0,1

J.

communis’

4,1

0,2

0,7

2,2

0,2

J.

communis’

1,8
0,2
1,7
1,5

0,3

2,6
0,2
0,3

J.

communis?

0,7

J.

4,9
0,3

23,7

0,2

0,8

1,1
0,4
0,3

21,7

0,3
0,3
0,3

0,2
0,4

virginiana
20,6
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Komponente % J % /. %

communis’  communis’  communis’  communis*  virginiana
majuron 1694 - - - - 0,3
longifolol 1699 - - - - 0,4
tujopsenal 1699 - - - - 0,4
izopropil
tetradekanoat 1818 - - - - 0,2
Z,7Z-geranil linalol 1949 0,2 6,4 - - -
E.Z-geranil linalol 1986 - 2,2 - - -
Monoterpenski ugljovodonici 87.20 74.70 86.28 78.70 0.00
Oksidovani monoterpeni 5.28 1.42 1.52 11.18 0.54
Seskviterpenski ugljovodonici 4.79 14.27 12.04 7.80 74.21
Oksidovani seskviterpeni 2.09 1.04 0.00 2.00 25.05
Oksidovani diterpeni 0.19 8.57 0.00 0.00 0.00
Ukupno identifikovano (%) 99.56 100.00 99.84 99.68 99.80
Broj identifikovanih
komponenti 36 38 32 24 37

limonen,
5.3%

\ : /)
g a-pinen,
sabinen, 55.9%
14.1 %

Slika 76. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Juniperus communis’
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Slika 77. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Juniperus communis’
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Slika 78. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Juniperus communis®
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Slika 79. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Juniperus communis®
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Slika 80. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Juniperus virginiana
U etarskim uljima G. procumbens i G. fragrantissima iz familije Ericace identifikovano
je ukupno 9 komponenti koje ¢ine 99,98% i 100,00% ulja (Tabela 8). Najzastupljenija grupa
jedinjenja su oksidovani monoterpeni tj. estri salicilne kiseline (96,90% i1 99,97%). Glavna
komponenta etarskih ulja G. procumbens i G. fragrantissima je metil salicilat (96,9% 1 99,8%)

(Slika 81-82). Podaci o fitohemijskim istrazivanjima G. procumbens su retki, medutim prema
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dostupnim literaturnim podacima glavne komponente etarskih ulja biljaka iz roda Gaultheria
su derivati metil salicilata, organske kiseline, terpenoidi i steroidi (Liu i sar., 2013). Vergnes i
sar. (2014) su u istrazivanju biopotencijala vrste G. procumbens, koriste¢i model biljku
Arabidopsis thaliana potvrdili, da je glavna komponenta ulja zimzelena metil salicilat
(>96,0%). Seo 1 sar. (2010) ispitivajuci nematocidnu aktivnost etarskog ulja G. fragrantissima

potvrdili prisustvo metil salicilata i etil salicilata kao karakteristicnih komponenti ovog ulja.

Tabela 8. Hemijski sastav odabranih etarskih ulja biljaka iz familije Ericacae (%)

Komponente RI G. procumbens  G. fragrantissima
a-pinen 928 0,2 -
sabinen 968 0,1 -
S-pinen 970 0,3 -
[-mircen 988 0,1 -
limonen 1023 2,2 0,0
fenhon 1084 0,2 -
menton 1150 0,1 -
metil salicilat 1198 96,9 99,8
etil salicilat 1269 - 0,1
monoterpenski ugljovodonici 2,81 0,01
oksidovani monoterpeni 0,29 0,00
oksidovani monoterpeni

(estri salicilne kiseline) 96,90 99,97
Ukupno identifikovano (%) 100,00 99,98
Broj identifikovanih komponenti 8 3

metil
salicilat,
96.9 %

Slika 81. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Gaultheria procumbens
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Slika 82. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Gaultheria fragrantissima

Tridesetjedna komponenta je identifikovana u etarskom ulju P. graveolens iz familije
Geraniaceae koje ¢ine 100,00% ulja (Tabela 9). Najzastupljenija grupa jedinjenja su oksidovani
monoterpeni (82,1%). Glavne komponente etarskog ulja P. graveolens su: citronelol (27,0%),
geraniol (19,8%), linalol (11,4%), citronelil format (8,7%), 6,9-guiadiene (5,6%) 1 geranil
format (5,5%) (Slika 83). Za etarsko ulje P. graveolens je karakteristicno postojanje vise
hemotipova (geraniol, citronelol, kariofilen oksid itd.) (Mallavarapu i sar., 1993). Evidentno je
da etarsko ulje geranijuma u nasoj studiji pripada citronelol hemotipu. Boukhatem i sar. (2013)
su identifikovali 45 jedinjenja iz etarskog ulja geranijuma poreklom iz Alzira i potvrdili
prisustvo citronelola kao glavne komponente tog ulja. Takode, u sli¢noj studiji Dzami¢ i sar.
(2014) su dobili kvantiativno sli¢ne podatke nasim podacima za komponente ovog ulja. Prema
istrazivanju Verma i sar. (2010) uzorci etarkog ulja geranijuma iz Indije, najbolji odnos

komponenti citronelol/geraniol je dobijen u ulju biljaka zasejanih u periodu januar-februar.

Tabela 9. Hemijski sastav odabranih etarskih ulja biljaka iz familije Geraniaceae (%)

Komponente RI P. graveolens
o-pinen 925 0,3
cis-linalol oksid 1067 0,2
linalol 1094 11,4
cis-roze oksid 1104 1,0
trans-roze oksid 1120 0,4
menton 1145 3,9
izo-menton 1156 2.7
a-terpineol 1186 0,4
citronelol 1224 27,0
neral 1236 0,4
geraniol 1250 19,2
geranial 1266 0,7
citronelil format 1269 8,7
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Komponente RI P. graveolens

geranil format 1295 5,5
citronelil acetat 1349 0,5
o-kopaen 1365 0,4
[-burbonen 1374 0,3
f-elemen 1382 1,0
Z-kariofilen 1408 1,2
o-guaien 1428 0,9
6,9-guaiadien 1432 5,6
aromadendren 1438 0,3
geranil propanoat 1468 0,7
geranil izobutanoat 1506 0,3
o-kadinen 1513 1,6
citronelil butanoat 1520 0,6
geranil butanoat 1554 0,9
2-fenil etil tiglat 1584 1,6
geranil izovalerat 1594 0,4
E-citronelil tiglat 1658 0,3
geranil tiglat 1693 1,6
Monoterpenski ugljovodonici 0,3
Oksidovani monoterpeni 82,1
Seskviterpenski ugljovodonici 11,4
Oksidovani seskviterpeni 6,2
Ukupno identifikovano (%) 100,0
Broj identifikovanih komponenti 31
linalol, 11.4 %

geranil =
format, 5.5 % S

citronelil
format, 8.7 %

citronelol, 27
%

geraniol, 19.2_l
%
Slika 83. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Pelargonium graveolens
Analizom hemijskog sastava etarskih ulja H. officinalis, M. piperita’, M. piperita®, M.
pulegium, L. angustifolia, T. algeriensis, T. vulgaris, T. serpyllum, R. officinalis, S.
lavanudilifolia, S. montana, S. officinalis, S. sclarea 1 S. triloba iz familije Lamiaceae

identifikovano je ukupno 146 komponenti koji ¢ine od 95,6% do 100,00% ulja (Tabela 10).
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Najzastupljenija grupa jedinjenja su oksidovani monoterpeni (59,2%, 63,3%, 63,9%, 65,9%,
66,9% 67,2%, 68,6%, 72,0%, 74,9%, 77,3%, 81,9%, 90,6%, 92,2%, 92,7%) Najzastupljenije
komponente u etarskom ulju H. officinalis su cis-pinokamfon (34,4%), trans-pinokamfon
(23,3%) i B-pinen (11,3%) (Slika 84). Etarska ulja M. piperita’ i M. piperita’ pokazuju sli¢an
sastav, u smislu, da su glavne komponente mentol (35,1% i 47,5%), menton (21,7% 1 23,5%) i
izomenton (6,6% 1 7,4%) (Slika 85-87). Dominantne komponente u ulju M. pulegium su
pulegion (68,7%) 1 piperiton (14,7%) (Slika 86). U etarskom ulju L. angustifolia u vecoj
koli¢ini prisutni su linalol (40,3%), borneol (13,1%), linalil acetat (11,4%) i limonen (5,9%)
(Slika 88). Glavne komponente ulja 7. algeriensis su: timol (56,0%), karvakrol (14,0%) i p-
cimen (6,3%) (Slika 89), dok su kod 7. vulgaris prisutni timol (49,1%) i p-cimen (20,0%) (Slika
90). U etarskom ulju 7. serpyl/lum najzastupljenije komponente su timol (38,5%), p-cimen
(8,9%), y-terpinen (7,2%), bornil acetat (7,0%) i cis-pinkomafon (6,0%) (Slika 91).
Najzastupljenije komponente u etarskom ulju R. officinalis su 1,8-cineol (43,8%), kamfor
(12,5%), a-fenhen (11,5%) 1 S-pinen (8,2%) (Slika 92). Dominantne komponente ulja S.
lavandulifolia su kamfor (29,1%), 1,8-cineol (20,3%), a-pinen (8,2%), kamfen (7,9%), f-pinen
(5,1%) 1 limonen (5,1%) (Slika 93). Procentualno najzastupljenije komponente u etarskom ulju
S. montana su timol (44,6%), p-cimen (13,4%) i karvakrol (6,2%) (Slika 97). U etarskom ulju
S. officinalis dominiraju cis-tujon (32,7%), kamfor (17,2%), 1,8-cineol (10,1%), a-pinen
(8,6%), trans-tujon (7,7%) 1 kamfen (7,3%) (Slika 94). Glavne komponente u ulju S. sclarea
su linalil acetat (74,6%) i linalol (10,9%) (Slika 95), a u ulju S. triloba 1,8-cineol (49,3%),
kamfor (12,1%), a-pinen (9,3%) i kamfen (7,5%) (Slika 96). Hemijski profil naseg ulja izopa
je u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima (Glamoclija i sar., 2005; Antony 1i sar., 2011;
Fatemeh i sar., 2011). Salma i sar. (2002) su identifikovali 47 komponenti u ulju H. officinalis,
od kojih je najviSe zastupljeno pf-pinena, pinokamfona i kamfora. U literaturi postoje
mnogobrojni podaci o hemijskom sastavu etarskog ulja pitome nane (Chachat i sar., 2011;
Saharkhiz i sar., 2012; Joshi, 2013), i generalno su komercijalni uzorci ovog ulja bogati
karvonom i dihidrilkarvonom (Kokkini i Vokou, 1989), mada je evidentno da uzorak ulja nane
u ovoj studiji pripada hemotipu pulegon-menton-izomenton. Ghazghazi i sar. (2013) navode
prisustvo mentona, cis-izopulegiona i izomentona u ulju M. pulegium dok su Mahboubi i sar.
(2008) utvrdili prisustvo piperitona, piperitonona, a-terpinola i pulegiona. Na osnovu pregleda
literaturnih podataka na$ uzorak ulja M. pulegium pripada pulegon hemotipu (Hajlaoui i sar.,
2009). Zapaza se da hemijski sastav etarskog ulja lavande, analiziran od strane viSe autora
(Dauria 1 sar., 2005; Hassiotis i sar., 2010a; Jianu 1 sar., 2013) odgovara rezultatima naseg

uzorka ulja lavande. Medutim, kod ovog ulja se uocavaju velika variranja u sadrZaju
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dominantnih komponenti (Hassiotis i sar., 2010b). Sto se ti¢e sastava etarskog ulja T.
algeriensis, iz dostupne literature karakteristi¢an je veliki hemijski polimorfizam, ¢ak i medu
uzorcima prikupljenim sa istih lokaliteta (Hazzit i sar., 2009). Ova grupa autora je utvrdila da
postoji nekoliko hemotipova ovog ulja (linalolni, karvakrolni, geranil acetatni i terpinil acetatni
hemotip). Uzorak ulja iz nase studije pripada timol hemotipu, koji je karakteristican za
severnoafricko podneblje (Houssain 1 sar., 2013). Ranija istraZivanja su pokazala da postoji
viSe hemotipova ulja 7. vulgaris (Rota i sar., 2008; Shabnum i sar., 2011; Fachini-Queiro i
Wagay, 2012), a hemijska analiza je pokazala da nas uzorak pripada timol hemotipu. Ghasemi
i sar. (2013) takode uzdvajaju timol kao glavnu komponentu. Hemijski sastav etarskog ulja 7.
serpyllum je u potvrden sa prethodnim ispitivanjima (Sokovic i sar., 2008; Verma i sar., 2009;
Amiri i sar., 2012). Medutim, hemijska analiza koju su sproveli Sfaei-Ghomi i sar. (2009)
izdvaja a-pinen i karvakrol kao dominantne komponente ulja. U studiji Thompson i sar. (2003)
timol je druga, a u radu Rasooli i Mirmostafa (2002) treca komponenta po zastupljenosti.
Etarsko ulje ruzmarina su do sada analizirali mnogi autori, pa tako Ulbricht i sar., 2013 za
dominantne komponente izdvajaju kamfor, a-pinen, f-pinen, kamfen, linalol, borneol i p-
cimen (Begum i sar., 2013). Santoyo i sar. (2005) su kao dominantne komponente ovog ulja
navode a-pinen, 1,8-cineol, kamfor, verbenon i borneol. Savaley i sar. (2003) su iz etarskog
ulja S. lavandulifolia izolovali botneol, a-pinen, bornil acetat, linalol i kariofilen oksid. U
poredenju sa rezultatima naseg uzorka ovog ulja ove komponente su prisutne u znatno manjem
procentu. S druge strane u studiji Mathe i sar. (2007) dominiraju 1,8-cineol i kamfor, $to je u
skladu sa nasim rezultatima i sa vaze¢im standardom kvaliteta za ovo ulje (ISO 3526:2005).
Rezultati hemijske analize naseg uzorka ulja S. montana su u saglasnosti sa prethodnim
istrazivanjima (Masteli¢ 1 Jerkovi¢, 2003, Damjanovi¢-Vratnica i sar., 2011). Medutim,
zabeleZena su i odstupanja pa je u studiji Radonié¢ i Milo$ (2003) i Cevar i sar. (2008), karvakrol
najzastupljenija komponenta ovog ulja. Prema Miladi i sar., (2013), sadrzaj karvakrola i timola
u etarskom ulju S. montana je uslovljen pre svega, ekoloskim faktorima pa su tako vece
koncentracije timola zabelezene u biljci pre faze cvetanja, dok koncentracija timola u ulju
izolovanom nakon faze cvetanja znatno opada. U literaturi postoje mnogobrojni podaci o
hemijskom sastavu etarskog ulja S. officinalis (Oniga i sar., 2010). Taarit i sar. (2010) su iz ulja
zalfije identifikovali 58 komponenti, od kojih su a-tujon, kamfor, 1,8-cineol, viridoflor i a-
humulen izdvojene kao dominantne. Cis-tujon je najzastupljenija komponenta (32.7%) u
naSem uzorku ulja. Poznato je da kvalitativni 1 kvantitiativni sastav etarskog ulja S. officinalis
zavisi od velikog broja faktora, a medu najzacajnijim su: ekoloski faktori, metoda ekstrakcije

(Santo-Gomez i Ferreira, 2001), fenolosko stanje biljke i geneticke razlike (Rioba i sar., 2015).
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Peana i sar. (1999, Sokovié¢, 2001) su analizom utvrdili visok sadrzaj monoterpenskih estara
(linalin acetat i a-terpenil acetata) i nizak sadrzaj alkohola iz etarskog ulja S. sclarea iz Italije.
Dobijeni rezultati u ovoj doktorskoj disertaciji za ispitivanja hemijskog sastava etarskogu lja
S. sclarea su u saglasnosti sa istrazivanjem koje su sproveli Marin i sar. (2008). U ispitivanjima
Pierozan i sar. (2009) etarskog ulja S. #riloba iz Brazila identifikovano je 17 komponenti $to je
predstavljalo 81,6% ukupne mase ulja. Dominantne komponente su bile linalol (29,4%), linalil
acetat (18,4%), and a-terpineol (11,2%). Rezultati nekih prethodnih istrazivanja (Kosar i sar.,
2005; Al-Kaladeh i sar., 2010) su u saglasnosti sa sadrzajem 1,8-cineola kao najzastupljenije

komponente etarskog ulja S. triloba.
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Slika 84. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Hyssopus officinalis
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Slika 85. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Mentha piperita’
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Slika 86. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Mentha pulegium
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Slika 87. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Mentha piperita’
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Slika 88. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Lavandula angustifolia
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Slika 89. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Thymus algeriensis
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Slika 90. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Thymus vulgaris
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Slika 91. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Thymus serpyllum
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Slika 92. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Rosmarinus officinalis
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Slika 93. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Salvia lavandulifolia
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Slika 94. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Salvia officinalis
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Slika 95. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Salvia sclarea
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Slika 96. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Salvia triloba
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Slika 97. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Satureja montana
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Kvantitativnom i kvalitativnom analiza etarskih ulja L. nobilis’ i L. nobilis® iz familije
Lauraceae identifikovano je ukupno 37 komponenti koji ¢ine 100,00% ulja (Tabela 11).
Najzastupljenija grupa jedinjenja su oksidovani monoterpeni (68,9% i 71,8%). Glavne
komponente u etarskom ulju L. nobilis’ su 1,8-cineol (45,3%), linalol (5,1%), a-terpenil acetat
(9,9%) i sabinen (7,8%) (Slika 98), dok su dominante komponente ulja L. nobilis® 1,8-cineol
(48,4%), a-terpenil acetat (9,1%), sabinen (8,3%), linalol (8,0%) i a-pinen (5,3%) (Slika 99).
Rezultati hemijskog sastava oba uzorka ulja lovora su u skladu sa istrazivanjem koje su sproveli
Sangun i sar. (2006), koji su analizirali populacije L. nobilis sa nekoliko lokaliteta u Turskoj, a
koji su utvrdili da su glavne komponente ovog ulja 1,8-cineol, sabinen i a-terpenil, dok su
druge komponente (a-pinen, a-felandren i trans-f-osimen bile zastupljene u manjoj meri. U
jednoj drugoj studiji, Mediouni i sar. (2012) su komparativnom analizom ulja lovora poreklom
iz Tunisa, Alzira i Marokoa utvrdili prisustvo 1,8-cineola, linalola i izovaler-aldehida kao

najzastupljenijih komponenti u ulju.

Tabela 11. Hemijski sastav odabranih etarskih ulja biljaka iz familije Lauraceae (%)

Komponente RI L. nobilis' L. nobilis’
o-tujen 923 0,5 0.5
a-pinen 929 4,8 53
kamfen 943 0,4 0.3
sabinen 969 7,8 8.3
f-pinen 971 4,1 43
dehidro-1,8-cineole 988 0,8 0.1
mircen 990 0,3 0.9
o-felandren 1002 0,1 0.2
0-3-karen 1007 0,1 -
o-terpinen 1014 0,6 0.4
p-cimen 1022 0,9 1.0
p-felandren 1025 2,4 2.2
1,8-cineol 1029 453 48.4
y-terpinen 1056 1,0 0.4
cis-sabinen hidrat 1067 0,3 0.2
terpinolen 1086 0,4 0.3
linalol 1101 5,1 8.0
kamfor 1141 0,1 0.1
o-terpineol 1167 0,2 0.4
iso-mentol 1173 0,6 -
terpinen-4-ol 1176 2,6 2.6
a-terpineol 1191 2,9 1.9
linalil acetat 1256 0.4 0.2
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Komponente RI L. nobilis' L. nobilis*

izobornil acetat 1283 0,4 0.2
J-terpinil acetat 1315 0,2 0.5
o-terpinil acetat 1348 9,9 9.1
eugenol 1364 2,3 0.9
f-elemen 1389 0,5 04
metil eugenol 1407 2,9 1.7
trans-kariofilen 1414 0.4 0.6
a-humulen 1449 0,1 -
biciklogermakren 1492 - 0.1
trans-muurola-4(14),5-dien 1510 0,2 -
y-kadinen 1510 0,2 -
o-kadinen 1520 0,2 0.2
spatulenol 1577 0,4 0.2
kariofilen oksid 1579 0,3
Monoterpenski ugljovodonici 23,6 24,0
Oksidovani monoterpeni 68,9 71,8
Seskviterpenski ugljovodonici 15 1,3
Oksidovani seskviterpeni 0,8 0,2
Fenilpropeni 5,2 2,6
Ukupno identifikovano (%) 100,0 100,0
Broj identifikovanih komponenti 36 31
a-pinen, 4.8
oterpinil » ’ _, 7 //— sabinsn, 7.8
acetat, 9.9 % Jagl® . " \W . %
4

—

1,8-cineol,
453 %

Slika 98. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Laurus nobilis’

102



a-pinen, 5.3

a-terpinil % sabinen, 8.3

acetat, 9.1 %

1’ ; y
linalol, 8 % \\‘ %

1,8-cineol,
48.4 %

Slika 99. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Laurus nobilis’

GC/MS i GC/FID analizom hemijskog sastava etarskih ulja L. petersonii, L. scoparium,
E. citradora, E. globulus, M. alternifolia’, M. alternifolia’, M. quinquenervia', M.
quinquenervia’ i S. aromaticum iz familije Myrtaceae, identifikovano je ukupno 80
komponenti koji ¢ine od 99,16% do 99,82% ulja (Tabela 12). Najzastupljenija grupa jedinjenja
su oksidovani monoterpeni (57,42%, 68,13%, 85,37%, 88,08%, 95,09%, 95,19%), zatim
monoterpenski ugljovodonici (46,45% 1 55,34%). Kod ulja L. scoparium najzastupljenija grupa
jedinjenja su seksviterpenski ugljovodonici sa 47,17%. Glavne komponente etarskog ulja L.
petersonii su geranial (32,9%), neral (22,2%), citronelal (21,1%) i citronelol (8,5%) (Slika
100). Dominantne komponente u ulju L. scoparium su a-pinen (11,7%), kariofilen (9,9%), -
selinen (9,3%), kalamen (7,8%), gurjen (7,4%), 1,8-cineol (6,0%), linalol (5,8%) 1 f-
eudezmanol (5,1%) (Slika 101). Najzastupljenije komponente u etarskom ulju E. citradora su
citronelal (73,5%), neo-izopulegol (8,0%) i citronelol (5,4%) (Slika 102). U etarskom ulju E.
globulus dominantna komponenta je 1,8-cineol (88,1%) (Slika 103), Sto potvrduje i
medunarodnim standardima za ovo ulje (ISO770 i ISO3065). Etarska ulja M. alternifolia’ i M.
alternifolia’ pokazuju sli¢an sastav tako da su glavne komponente terpinen-4-ol (30,0% i
38,6%), y-terpinen (21,5% 1 21,7%), a-terpinen (9,1% 1 9,9%) (Slika 104-105). Takode, slican
I'i M. quinquernervia® gde su glavne

komponente 1,8-cineol (46,05% i 51,1%), a-terpineol (8,5% i 12,6%) 1 trans-nerolidol (10,0%

sastav pokazuju i etarska ulja M. quinquernervia

112,1%) (Slika 106-107). Kod etarskog ulja S. aromaticum dominiraju eugenol (83,1%) 1 trans-
f-kariofilen (12,1%) (Slika 108). Po literaturnim podacima hemijski sastav ulja L. petersonii
podlozan je sezonskoj varijaciji. Prema Demuner i sar., (2011) nivo dominantnih komponenti
moze da varira za geranial u intervalu od 29,3 do 32,8%, cintronelal od 26,5 do 33,9% i neral
od 22,7% do 23,5%. Ova grupa autora je ispitivanjem hemijskog sastava ulja L. scoparium

utvrdila prisustvo eudezma-4(14)-11-dien-a, a-selinena i (E£)-metil cinamata, pri ¢emu su iste

103



ove komponente identifikovane i u nasem uzorku ovog ulja. Prema literaturnim podacima,
postoje nekoliko hemotipa ulja L. scoparium triketon, seskviterpen (>60%), a-pinen, linalol i
eudezmol hemotip (Porter i sar., 1998). Prema dobijenim rezultatima na$ uzorak pripada a-
pinen hemotipu. Visok sadrzaj monoterpenoida citronelala (73,5%) u etarskom ulju F.
cutradora je u saglasnosti sa dosadasnjim istrazivanjima (Batish i sar., 2006).Singh i sar., 2012
su identifikovali 43 komponente u ovom ulju od ¢ega su najzastupljenije komponente bile
citronelal 60,66%, fS-citronelol 12,58% i izopulegol 8,19%, ukupno ¢ine¢i 81,43% ulja. Sastav
etarskog ulja E. globulus u nasim ispitivanjima je u skladu sa rezultatima ispitivanja koji
pokazuju prisutnost visokog sadrzaja 1,8-cineola u ulju eukaliptusa (Balacs, 2003; Ait-
Quazzou i sar., 2011). Chalcat i sar. (1995) su analizom uzoraka ulja E. globulus poreklom iz
Crne Gore i Spanije takode potvrdili dominantno prisustvo 1,8-cineola. Etarsko ulje E. globulus
poreklom iz Alzira za glavnu komponentu ima y-terpinen (Djenane i sar., 2011). U literaturi
postoje brojni podaci o hemijskom profilu etarskog ulja M. alternifolia (Brophy i sar., 1989).
Najveci broj radova o ovoj biljci potice od grupe autora iz Australije (Carson i sar., 2006).
Rezultati analize ulja prikazananih u ovoj disertaciji su u saglasnosti sa medunarodnim
standardom za ovo ulje (ISO 4730, 2004) koji propisuje sadrzaj terpinen-4-ol- bude visi od
30% (30,0% 1 38,6%) 1 nivo 1,8-cineol-a nizi od 15% (4,0% i 3,5%). Visok sadrzaj terpinen-
4-ol je obavezan, jer se smatra glavnom aktivnom komponentom ulja, dok se 1,8-cineol smatra
potencijalnim iritantom koZe pa mu se stoga ograni¢ava udeo u ulju (Hammer i sar., 1996). U
desetogodisnjoj studiji Ramaneolina i sar. (2008) koja ukljuc¢uje 159 uzoraka poreklom sa
Madagaskara dominantne komponente etarskog ulja M. quinquenervia su: o-pinen (0.1-17%),
limonen (0.0-12%), 1,8-cineol (0.0-71%), a-terpineol (0.0—-12%), (E)-nerolidol (0.0-95%) i
viridiflorol (0.1-36%). Ova grupa autora je izdvojila tri hemotipa: 1,8-cineol, viridoflorol i (E)-
nerolidol hemotip. Prema dobijenim rezultatima oba nasa uzorka ulja M. quinquenervia
pripadaju cineol hemotipu. Kvantitativna i kvalitativna analiza etarskog ulja S. aromaticum,
koja pokazuje visok procenat eugenola (83,1%), u saglasnosti je sa velikim brojem
publikovanih rezultati (Alma i sar., 2007; Miguel i sar., 2010; Mansourian i sar., 2014). U
studiji Ranasigne 1 sar. (2002) navode pored dominantne komponente eugenola (79,2%) 1

visoko ucesce eugenil acetata (10,4%) i1 f-kariofilena (7,5%) u ulju.
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citronelal,

geranial, 211 %

329%

citronelol,
8.5%

neral, 22.2
%

Slika 100. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Leptospermum petersonii

a-pinen,
trans- 11.7 %
kalamenen,
7.8% 1,8-cineol, 6

. 0,
B-selinen, %

9.3% g

\ / linalol, 5.8
W

y-gurjunen,

7.4% l’l

Z-kariofilen,
9.9%

Slika 101. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Leptospermum scoparium

izo- citronelol,
izopulegol, |_| 5.4 %
47 % AN \\\‘W

neo-
izopulegol,
8%

citronelal,

73.5%

Slika 102. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Eucalyptus citriodora
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1,8-cineol,
88.1%

Slika 103. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Eucalyptus globulus

a-terpinen,

terpinen-4-
0,30% | 4
' ‘ y-terpinen,

21.5%
neo-allo-

ocimen, 9.5
%

Slika 104. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Melaleuca alternifolia’

a-terpinen,
9.1%

terpinen-4-

ol,38.6% y-terpinen,

21.7%

Slika 105. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Melaleuca alternifolia’
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kariofilen

trans- oksid, 7 %

nerolidol, 10
%

Q- terplneol
12.6 %

Slika 106. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Melaleuca quinquernervia’

viridiflorol, a-pinen, 5.4
10.7 % %

trans-
nerolidol, \
12.1 %

a—terpineoh | 1,8-cineol,
8.5% 46 %

Slika 107. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Melaleuca quinquernervia’®

trans-B-
kariofilen,

11.7% ‘
\

eugenol,
83.1%

Slika 108. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Syzygium aromaticum
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Analizom hemijskog sastava etarskih ulja A. procera, A. grandis, A. alba, P. douglasii
1 P. silvestris iz familije Pinaceae identifikovano je ukupno 73 komponenti koje ¢ine od 99,25%
do 99,99% ulja (Tabela 13). Najzastupljenija grupa jedinjenja su oksidovani monoterpeni
(64,49%, 73,15%, 86,59%, 89,23% 1 96,50%). Glavne komponente etarskog ulja A. procera su
o-pinen (25,6%), f-pinen (11,2%), f-felandren (11,2%), bornil acetat (10,7%), kamfen (6,7%)
i 0-3-karen (6,6%) (Slika 109). Etarska ulja A. grandis 1 A. alba imaju slican hemijski sastav,
a medu dominantim komponentama su prisutne S-pinen (24,8% i 31,5%), a-pinen (9,5% i
20,7%), kamfen (15,0% 1 19,5%), p-filandren (13,2% i 14,6%) i bornil acetat (11,3% 1 16,7%)
(Slike 110-111). Najzastupljenije komponente etarskog ulja P. douglasii su f-pinen (36,5%),
o-pinen (17,5%), sabinen (12,3%) i 3-karen (6,3%) (Slika 112), dok u etarskom ulju P.
silvestris dominira o-pinen (88,5%) (Slika 113). Ne postoje brojni podaci o fitohemijskoj
strukturi etarskog ulja A. procera. Prema Zavarin i sar. (1978) koji su ispitivali monoterpensku
frakciju oleorezina iz 352 drveta sa 35 lokacija u SAD, najzastupljeniji monoterpeni su a-pinen,
f-pinen, limonen and pf-felandren, kamfen i J-3-karen. Prisustvo istih ovih komponenti
potvrdeno je i u naSem uzorku ulja. U litraturi postoje veoma mali broj podataka o hemijskom
sastavu ulja A. grandis (von Rudolf 1975; von Rudolf 1976; Zavarin i sar., 1977; Muzika i sar.,
1989; Muzika i sar., 1990). Nedavna studija Adams i Kauffmann (2015) pokazuje da u ulju A.
grandis dominiraju S-pinen (20,3 - 31%), bornil acetat (12,7 - 26,2%), p-felandren (13,7 -
25,2%) i kamfen (8.3 - 11.5%), a-pinen (4.4 - 7.4%), o-terpinen (1.1 - 2.2%), terpinolen (1.3 -
2.9%) 1 a-terpineol (1,1 - 3,6%). Ovi rezultati su u saglasnosti sa naSim ispitivanjima hemijskog
sastava ulja A. grandis. Prema rezultatima Yang i sar. (2009) dobijenim analizom hemijskog
sastava ulja 4. alba, najzastupljenije komponente su bornil acetat (30,31%), kamfen (19,81%),
0-3-karen (13,85%)), triciklen (12,90%) i D-limonen (7,50%). U literaturi ne postoje podaci o
hemijskom profilu za etarsko ulje P. douglasii ali se na osnovu rezultata ulja iz familije
Pinaceae moze uociti karakteristi¢no visok procenat monoterpena (f-pinen, o-pinen, sabinen i
0-3-karen). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjem koje su sproveli Venskutonis i
sar. (2000), koji su analizirali hemijski sastav ulja populacije crnog bora iz Litvanije, u kojima
je identifikovano je vise od 70 konstituenata od kojih su najzastupljeniji bili a-pinen (18.5-
33.0%) 1 0-3-karen (9,1-24,6%). Takode, analiza ulja P. silvestris iz Turske pokazuje prisustvo

o-pinena, kamfena i f-pinena (Ustin i sar., 2006).

Tabela 13. Hemijski sastav odabranih etarskih ulja biljaka iz familije Pinaceae (%)

Komponente RI A procera A. grandis A. alba P. douglasii P. silvestris
- 0,1 2.4 - -

santen 885
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Komponente

triciklen
o-tujen
o-pinen
kamfen
tuja-2,4(10)-dien
sabinen
f-pinen
mircen
o-felandren
0-3-karen
o-terpinen
p-cimen
limonen
p-felandren
1,8-cineol
y-terpinen

fenhon

p-menta-2,4(8)-dien

terpinolen
6-kamfenon
a-pinen oksid
endo-fenhol
trans-pinokarveol
trans-sabinol
kamfor

kamfen hidrat
mircenon
trans-pinokamfon
borneol
terpinen-4-ol
cis-pinokarveol
a-terpineol
mirtenol

mirtenal
y-terpineol
trans-karveol

timol, metil etar

karvakrol, metil etar

bornil acetat
o-longipinen
a-kubeben
terpinil a-acetat

citronelil acetat

RI

913

923

924

938

945

970

972

986

997

1002
1014
1017
1023
1024
1022
1056
1080
1085
1085
1094
1094
1116
1130
1138
1134
1145
1146
1163
1166
1170
1182
1184
1190
1189
1191
1210
1228
1234
1283
1339
1345
1349
1351

A. procera
0,7
25,6
6,7
0,2
11,2
0,6
0,3
6,6
0,8
11,2
0,4
0,7
0,2
0,6
2,2
0,5
2,6
0,2
0,7
1,3
0,4
1,4
10,7
0,4

A. grandis
1,3
9,5
15,0
31,5
1,1
0,1
0,8

0,2
13,2

0,4

0,2

0,2

0,3

0,1

0,2

0,5

0,1

16,7

1,4

0,3

A. alba
2,6
20,7
19,5
24,8
1,1
0,3
0,7

14,6

P. douglasii
0,1
1,2
17,5
1,2
12,3
36,5
2,9
6,3
0,1
4,8

0,7

0,3

0,1
2,8

0,7
1,2

0,5
0,7

1,7

P. silvestris
0.1
88.5
1.9
0.2
1.8
0.1
1.0
3.0

0.1
0.7

0.6

0.4

0.7
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Komponente RI 4. procera A.grandis A. alba P. douglasii P. silvestris
neoiso-acetat 1352 0,2 - - -

a-ylangen 1361 0,2 - - - -
a-kopaen 1371 - 0.3 - - -
geranil acetat 1385 - - - 0,4 -
p-elemen 1388 - - - 0,2 -
longifolen 1393 1,2 - - - -
(E-)kariofilen 1408 4,5 0,4 0,4 0,2 -
trans-a-bergamoten 1426 0.2 - - - -
a-himahalen 1437 0,2 - - - -
a-humulen 1442 2,3 0,2 0,3 0,3 -
trans-kadina-1(6),4-dien 1469 - 0,1 - - -
y-muurolen 1470 0,3 - - - -
trans-muurola-4(14),5-dien 1484 0,1 - - - -
[-alasken 1485 0,3 - - - -
a-muurolen 1490 0,4 0.8 - - -
S-bisabolen 1499 1,2 - - - -
(Z)-a-bisabolen 1500 0,3 - - - -
y-kadinen 1510 - 0,4 - 0,2 -
y-(Z)-bisabolen 1511 0,3 - - - -
J-kadinen 1513 0,4 3,0 0,2 0,4 -
y-(E)-isabolen 1522 0,3 - - - -
trans-kadina-1,4-dien 1528 - 0,1 - - -
kariofilen oksid 1571 0.8 - - - -
gleenol 1584 - 0,2 - - -
humulen epoksid IT 1597 0,3 - - - -
1-epi-kubenol 1626 - 0.5 - - -
kubenol 1640 - 0,3 - - -
selin-11-en-4-a-ol 1656 - 0,6 - - -
a-bisabolol 1679 0,4 - - -
Monoterpenski ugljovodonici 64.49 73,15 86,59 89,23 96,50
Oksidovani monoterpeni 21.42 18,41 12,55 10,03 3,35
Seskviterpenski ugljovodonici 12.53 6,88 0,83 0,80 0,00
Oksidovani seskviterpeni 1.52 1,54 0,00 0,00 0,00
Ukupno identifikovano (%) 99.96 99,99 99,97 99,25 99,85
Broj identifikovanih komponenti 42 34 18 26 16
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Slika 110. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Abies grandis

bornil
acetat, 11.3

% [
—_ |
B-felandren, .
14.6 %
kamfen,
19.5%

B-pinen,
24.8%

a-pinen,
20.7 %

Slika 111. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Abies alba
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Slika 112. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Pseudotsuga douglasii
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Slika 113. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Pinus silvestris

Hemijskom analizom etarskih ulja P. nigrum®, P. nigrum” iz familije Piperaceae
identifikovano je ukupno 34 komponente koje ¢ine 98,44% i 100,00% ulja (Tabela 14).
Najzastupljenija grupa jedinjenja kod P. nigrum® su seskviterpenski ugljovodonici (53,26%)
dok su kod ulja P. nigrum” najzastupljniji monoterpenski ugljovodonici (78,26%). Glavna
komponenta etarskog ulja P. nigrum® su: trans-kariofilen (30,3%), limonen (12,1%), sabinen
(7,5%), B-pinen (7,4%), 6-3-karen (5,3%) i a-sabinen (5,3%) (Slika 114), dok u ulju P. nigrum®
najzastupljenije f-pinen (24,4%), J-3-karen (19,7%), limonen (18,7%), a-pinen (10,4%) i
kariofilen oksid (9,2%) (Slika 115). Ranija istrazivanja hemijskog sastava ulja crnog bibera
izdvajaju a-pinen, p-pinen, mircen, oa-felandren, limonen, linalol, metilpropanal i 2.3-
metilbutanal kao dominantne komponente (Jagella i Grosh, 1999). Liu i sar. (2007) su utvrdili
prisustvo f-kariofilena (23,49%), oJ-3-karena (22,20%), d-limonena (18,68%), S-pinena
(8,92%) 1 a-pinena (4,03%) u etarskom ulju crnog bibera.
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Tabela 13. Hemijski sastav odabranih etarskih ulja biljaka iz familije Piperaceae (%)

Komponente RI  P.nigrum® P. nigrum”
o-tujen 919 0,5 -
o-pinen 924 2,9 10.4
kamfen 939 - 4.7
sabinen 964 7,5 -
[-pinen 967 7,4 24.4
mircen 985 0,7 -
o-felandren 997 0,3 -
0-3-karen 1002 5,3 19.7
p-cimen 1017 0,7 0.3
limonen 1021 12,1 18.7
trans-pinokarveol 1131 - 0.3
cis-sabinen hidrat 1062 0,3 -
p-menta-2,4(8)-dien 1082 0,7 -
terpinen-4-ol 1171 0,3 -
mirtenol 1191 - 2.8
geraniol 1256 2,1 -
o-elemen 1328 0,6 4.1
a-kubeben 1340 1,0 -
a-kopaen 1365 0,6 3.1
f-clemen 1382 1,7 -
cis-kaiofilen 1408 - 0.6
trans-kariofilen 1409 30,3 -
o-trans-bergamoten 1426 34 -
o-guaien 1428 0,4 -
[-selinen 1475 33 -
a-salinen 1484 5,3 -
a-zingiberen 1486 0,7 -
biciklogermakren 1493 0,3 -
[-bisabolen 1499 4.8 -
y-kadinen 1513 0,7 -
trans-y-bisabolen 1522 1,4 -
hedikariol 1541 0,4 -
germakren B 1545 0,2 -
kariofilen oksid 1571 4,2 9.2
Monoterpenski ugljovodonici 3817 78.26
Oksidovani monoterpeni 265 3,12
Seskviterpenski ugljovodonici 5326 7.86
Oksidovani seskviterpeni 592 9.20
Ukupno identifikovano (%) 100.00 98,44
Broj identifikovanih komponenti 30 12
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Slika 115. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Piper nigrum?*

Analizom hemijskog sastava etarskog ulja C. martinii iz familije Poaceae

identifikovano je ukupno 50 jedinjenja koji ¢ine 96,25% 1 100,00% ulja (Tabela 15). U ulju C.

martinii najzastupljenija grupa jedinjenja su oksidovani monoterpeni (98,48%). Glavne

komponente naSeg uzorka ulja C. martinii su geraniol 1 geranil acetat koje zajedno ¢ine 92,6 %

ukupnog sadrzaja ulja (Slika 116). Hemijski sastav ovog ulja je u skladu sa publikovanim

podacima o sastavu ulja za ovu biljnu vrstu (Siddiqui i sar., 1990; Raina i sar., 2003; Rajeswara

1 sar., 2009). Takode, utvrdeno je da poseduje visok kvalitet i na osnovu sadrzaja geraniola,

ukoliko uzmemo u obzir standard kvaliteta ISO4727:1988, po kome sadrzaj ove komponente

u ulju geranijuma treba da bude od 74 do 86%.

Tabela 15. Hemijski sastav odabranih etarskih ulja biljaka iz familije Poacae (%)

Komponente RI C. martinii
linalol 1096 2,1
neral 1237 0,9
geraniol 1252 76,9
geranial 1265 2,1
geranil format 1296 0,9
geranil acetat 1377 15,7
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Komponente RI C. martinii

Z-kariofilen 1407 0,8
E-nerolidol 1557 0,7
Oksidovani monoterpeni 98.48
Seskviterpenski ugljovodonici 0.82
Oksidovani seskviterpeni 0.70
Ukupno identifikovano (%) 100.0
Broj identifikovanih komponenti 8
geranil

acetat, 15,7

S/

geraniol,
76,9 %

Slika 116. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Cymbopogon martinii

Analizom hemijskog sastava etarskog ulja R. centifolia iz familije Rosaceae
identifikovano je ukupno 12 komponenti koje ¢ine 99,8% ulja (Tabela 16). Najzastupljenija
grupa jedinjenja u etarskom ulju ruze jesu benzil/fenilpropanoid jedinjenja (60,1%) i
oksidovani monoterpeni (34,7%). Dominantne komponente ulja R. centifolia su fenil etil
alkohol (57,7%), citronelol (21,6%) i geraniol (12,1%) (Slika 117). Podaci iz literature ukazuju
da je glavni sastojak u etarskom ulju R. centifolia fenil etil alkohol a pored njega su prisutni i
geranil acetat, geraniol, linalol, benzil alkohol, benzaldehid, nerol i citronelil acetat (Khan 1
sar., 2005; Jitendra i sar., 2012), Sto je u skladu sa rezultatima analize sastava naseg uzorka

ovog ulja.

Tabela 16. Hemijski sastav odabranih etarskih ulja biljaka iz familije Rosaceae (%)

Komponente RI R. centifolia
fenil etil alkohol 1111 57,7
citronellol 1224 21,6
geraniol 1250 12,1
citronelil format 1264 0,5
citronelil acetat 1348 0,5
eugenol 1356 2,2
metil eugenol 1407 0,2
cis-kariofilen 1408 1,4
C17-heptadekan 1689 0,8
n-hexadekanol 1861 1,5
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Komponente RI R. centifolia

C19-nonadekan 1887 0,5
n-oktadekanol 2076 0,8
Oksidovani monoterpeni 34.7
Benzojeva/fenilpropanoidna jedinjenja 60.1
Seskviterpenski ugljovodonici 1.4
Alifaticni ugljovodonici 1,3
Oksidovana alifaticna jedinjenja 2,3
Ukupno identifikovano (%) 99.8
Broj identifikovanih komponenti 12

Fo .\\\\\‘

lk fenil etil

citronellol, alkohol,
21,6 %

57,7 %
Slika 117. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Rosa centifolia

Analizom hemijskog sastava etarskih ulja C. aurantium spp. aurantium®, C. limon, C.
aurantium spp. aurantium”® iz familije Rutaceae, identifikovano je ukupno 29 komponenti
koji ¢ine 99,86 odnosno 100,00% ulja (Tabela 17). Najzastupljenija grupa jedinjenja kod oba
ulja C. aurantium, neroli 1 petitgrein su oksdovani monoterpeni (70,92% 1 92,00%), dok su to
kod ulja C. limon monoterpenski ugljovodonici (64,94%). U istrazivanjima Kadambari i sar.
(2010) kao glavne komponente etarskog ulja C. limon identifikovane se: limonen, geranial,
neril acetat i geranil acetat. Sokovi¢ (2001) navodi limonen, f-pinen i y-terpinen kao glavne
komponente etarskog ulja limuna, odnosno limonen u etarskom ulju narandze. Glavne
komponente etarskog ulja C. aurantium spp. aurantium” su linalil acetat (40,9%), linalol
(18,9%) 1 fenil etil alkohol (17,1%) (Slika 118). Ovakav hemijski sastav nije po medunarodnom
standardu ISO3517:2002, koji pripisuje opseg variranje komponenti karakteristi¢nih za ovo
ulje (limonen 9-18%, linalol 28-44 i linalil acetat 3-15%). Dominantne komponente u ulju C.
limon su limonen (37,5%), fS-pinen (17,9%), p-cimen (6,9%), f-bisabolen (6,4%), neril acetat
(5,3%) 1 geranil acetat (5,3%) (Slika 119), §to u poredenju sa ISO855:2003 koji pripisuje
sadrzaj limonena 59-80%, S-pinena 10-16,5% 1 p-cimena 0,05-0,4 % pokazuje odredeni opseg
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variranja. Najzastupljenije komponente etarskog ulja C. aurantium spp. aurantium®® su linali
acetat (57,7%) 1 linalol (26,0%) (Slika 120) i njihov sadrzaj odgovara kvalitetu koji propisuje
standard za petitgrein ulje lista gorke pomorandze koje potic¢e sa mediterana (ISO8901:2003).
Ammar i sar. (2012) koji su uradili analizu sastava etarskog ulja iz lista C. aurantium iz Tunisa
i pokazali da je limonen glavna komponenta, a od ostalih sastojaka bila su zastupljena sledeca

jedinjenja (E)-nerolidol, a-terpineol, a-terpinil acetat i (E, E)-farnezol.

Tabela 17. Hemijski sastav odabranih etarskih ulja biljaka iz familije Rutaceae (%)

C. aurantium spp. C. aurantium spp.

Komponente RI aurantium® C. limon aurantiumC?
o-tujen 920 - 0,6 -
o-pinen 924 1,1 2,0 0,5
kamfen 938 0,1 - -
sabinen 966 0,1 - -
[-pinen 966 0,2 17,9 3,7
p-cimen 1018 0,4 6,9 -
limonen 1020 49 37,5 2.9
cis-linalol oksid 1066 0,1 - -
linalol 1094 - - 26,0
trans-linalol oksid 1082 0,4 - -
linalol 1095 18,9 - -
fenil etil alkohol 1108 17,1 - -
trans-pinokarveol 1132 - 3,0 -
a-terpineol 1183 3,3 - 0,7
nerol 1223 2,6 - -
linalil acetat 1251 40,9 3,7 57,7
dihidro-linalol acetat 1266 0,3 - -
lavandulil acetat 1297 0,3 - -
metil-antranilat 1336 4.8 - -
trans-karvil acetat 1338 - 4,7 -
o-terpinil acetat 1341 0,2 - -
neoizo-dihidro karveol

acetat 1358 0,1 - -
neril acetat 1360 1,4 5,3 2,9
geranil acetat 1377 2,5 53 48
E-kariofilen 1408 0,1 - 0,8
Z-kariofilen 1411 0,1 - -
o-trans-bergamoten 1426 - 4,5 -
B-bisabolen 1499 - 6,4 -
kariofilen oksid 1572 - 2.3 -
Monoterpenski ugljovodonici 6,91 64,94 7,07
Oksidovani monoterpeni 70,92 21,93 92,00
Fenilpropanoidna jedinjenja 17,10 - -
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Seskviterpenski ugljovodonici 0,15 10,84 0,79

Oksidovani seskviterpeni - 2,29 -
Broj identifikovanih
komponenti 22 13 9
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Slika 118. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Citrus aurantium spp.
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Slika 119. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Citrus limon
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Slika 120. Prikaz procentualne zastupljenosti komponenti u etarskom ulju Citrus aurantium spp.
aurantium®™
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5.3. Antibakterijska aktivnost etarskih ulja odabranih aromati¢nih biljaka

Antibakterijska aktivnost 60 etarskih ulja odabranih aromati¢nih vrsta biljaka na osam
klinickih izolata bakterija (Staphylococcus aureus IBR STO001, Streptococcus pyogenes IBR
S003, Streptococcus mutans IBR S001, Lactobacillus acidophilus IBR L001, Streptococcus
salivarius IBR S006, Streptococcus sanguis IBR S002, Pseudomonas aeruginosa IBR P001 i
Enterococcus feacalis IBR E001) testirana je pomoc¢u mikrodilucione metode. Odredivane su
MIK i MBK, a rezultati su prikazani u Tabelama 17-31. Neophodno je naglasiti da je pri
diskusiji antibakterijske aktivnosti etarskih ulja, koris¢en sledeci kriterijum: MIK < 1 mg/ml
jaka aktivnost, 1 mg/ml < MIK < 10 mg/ml umerena aktivnost, MIK > 10 mg/ml slaba aktivnost

(Lako, 2013).

Etarsko ulje C. odorata pokazalo je slabu antibakterijsku aktivnost na sve bakterije
inhibirajuci njihov rast u rasponu koncentracija od 10,00 do 40,00 mg/ml (Tabela 17, Slika
121). MIK se kretala u rasponu 10,00-20,00 mg/ml, dok su MBK u intervalu 20,00-40,00
mg/ml. U odnosu na pozitivne kontrole koris¢ene u ovom eksperimentu etarsko ulje C. odorata
pokazalo je slabiju antibakterijsku aktivnost. Prema literaturnim podacima etarsko ulje C.
odorata poseduje veoma slabu antibakterijsku aktivnost (Maruzzella i Lichtenstein, 1956). U
ispitivanju osetljivosti Streptococcus pneumonia (inkapsuliranu i nekapsuliranu formu), ulje C.
odorata nije pokazalo antibakterijsku aktivnost (Horne i sar., 2001). Maudsley i Kerr, (1999)
su testirali antibakterijsku aktivnost osam komercijalnih etarskih ulja, medu njima i ulja ilang-
ilang, na sedam bakterijskih sojeva (S. aureus, MRSA, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa i
Stenotrophomonas maltophilia) i zabeleZena je umerenu aktivnost na sve sojeve, izuzev P.
aeruginosa. Do sada, ne postoje literaturni podaci o antibakterijskoj aktivnosti etarskog ulja
ove vrste na bakterije izolovane iz usne duplje coveka.

Tabela 17. Antibakterijska aktivnost etarskog ulja Cananga odorata , preparata za oralnu
higijenu i antibiotika (mg/ml).

C. odorata Curasept® Hexoral® Streptomicin

MIK MBK MIK MIK MIK MBK MIK MBK

S.a 20,00 40,00 250 500 1,56 3,12 0,08 0,16
S.p 20,00 40,00 2,00 4,00 065 1,31 0,04 0,08
S.m 20,00 40,00 050 1,00 1,56 3,12 0,02 0,04
L .a 20,00 40,00 450 950 1,56 3,12 0,04 0,08
S.sl 20,00 40,00 2,00 4,00 0,78 1,56 0,01 0,02
S.sn 10,00 20,00 0,50 1,00 0,19 0,39 0,02 0,04
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MIK MBK MIK MIK MIK MBK MIK MBK
P.a 10,00 20,00 10,00 20,00 0,78 1,56 0,15 0,20
E.f 10,00 20,00 5,00 10,00 0,78 1,56 0,01 0,01

S. a — Staphylococcus aureus, S. p — Streptococcus pyogenes, S. m — Streptococcus mutans, L. a — Lactobacillus
acidophilus, S. sl — Streptococcus salivarius, S. sn — Streptococcus sanguinis, P. a — Pseudomonas aeruginosa, E.
f— Enterococcus faecalis.

MIK MBK MIK MIK MIK MBK

C. odorata Curasept® Hexoral® Streptomicin

40

35

30

25

20

mg/ml

15

10

v

MIK MBK
W S. gureus M S. pyogenes M S, mutans M L. acidophilus W S. salivarius W S. sanguis B P. aeruginosa M E. feacalis

Slika 121. Antibakterijska aktivnost etarskog ulja biljke iz familije Anonnaceae (mg/ml).

Etarska ulja biljaka iz familije Apiaceae F. vulgare, P. anisum, P. sativa, A. graveolens
pokazala su umerenu do slabu antibakterijsku aktivnost na sve testirane vrste bakterija
inhibirajuéi njihov rast u rasponu koncentracija 0,63-10,00 mg/ml (Tabela 18, Slika, Slikal22).
Etarska ulja F. vulgare (MIK 0,63-1,25; MBK 1,25-2,5 mg/ml) i P. anisum (MIK 0,63-1,25;
MBK 1,25-2,50 mg/ml) su pokazala bolju antibakterijsku aktivnost u odnosu na ulja P. sativa
(MIK 2,50-5,00; MBK 5,00-10,00 mg/ml) i 4. graveolens (MIK 2,50-5,00; MBK 5,00-10,00
mg/ml). Uporednom analizom antibakterijski potencijal etarskih ulja biljaka iz familije
Apiaceae u in vitro uslovima moze se prikazati slede¢im nizom: F. vulgare > P. anisum > P.
sativa > A. graveolens. U odnosu na pozitivne kontrole koris¢ene u ovom eksperimentu bolju
aktivnost od komercijalnog preparata Curasept pokazalo je etarsko ulje F. vulgare (izuzev za
S. mutans 1 S. sanguis) i P. anisum sa istim izuzetkom. Generalno ova etarska ulja nisu pokazala
bolju antibakterijsku aktivnost od preparata Hexoral® i sinteti¢kog antibiotika Streptomicina.
Postoji  veliki broj podataka o antibakterijskoj aktivnosti etarskog ulja F. vulgare.
Mohsenzedeh, (2007) je u svojim istrazivanjima pokazao da etarsko ulje F. vulgare uspesno

inhibira  rast  bakterija  kontaminanata  hrane  (Escherichia  coli,  Bacillus
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megaterium 1 Staphylococcus aureus). Prema ranijim istrazivanjima isto etarsko ulje pokazalo
je takode umeren efekat na E. coli, L. monocytogenes i S. aureus (Dadalioglu i Evrendilek,
2004). Ulje F. vulgare je pokazalo veliki potencijal u kontroli multirezistentnog soja
Acinetobacter baumanni (Mahady i sar., 2005). Jedinjenja kao Sto su dilapianol i skolopoletin
smatraju se veoma bitnim za antimikrobnmu aktivnost ovog ulja (Kwon i sar., 2012).
Antibakterijska aktivnost etarskog ulja anisa je potvrdena u studiji Bayati, (2008) i u skladu je
sa naSim rezultatima. U navedenom istrazivanju, etarsko ulje i metanolni ekstrakt P. anisum
pokazali su antibakterijsku aktivnost na sve testirane mikroorganizme, a najbolju aktivnost na
S. aureus, B. cereus i P. vulgaris. Chaudhry i1 Tariq (2006) su u ispitivanju osetljivosti 176
bakterijskih izolata poreklom iz usne duplje disk-difuzionom tehnikom pokazali procenat
inhibicije od 18,1% od ukupnog broja bakterija. Antibakterijska aktivnost ovog ulja se pripisuje
njegovoj glavnoj komponenti (frans-anetol). Za sada ne postoje litaraturni podaci o osetljivosti
bakterija poreklom iz usne duplje na etarsko ulje P. sativa. Antibakterijska aktivnost ovog ulja
je dokazana u istrazivanju Mateji¢ i sar. (2014); najjosetljivija bakterija B. cereus, dok su MIK
1 MBK vrednosti za S. aureus bile 46,2 mg/ml. U poredenju sa nasim rezultatima ovako visoka
vrednost moze se objasniti razlikom u hemijskom sastavu; najzastupljenija komponenta ulja u
ovom istrazivanju je bila (Z)-f-ocimene, dok je to u naSem uzorku miristicin. Prema
literaturnim podacima, etarsko ulje biljke A. graveolens poseduju Sirok inhibitorni potencijal
protiv velikog broja patogenih bakterija (S. aureus, B. cereus, E. faecalis, L. monocytogenes,
E. coli, Yersinia enterocolitica, Salmonella choleraesuis, S. typhimurium, Shigella flexneri,
P.aeruginosa) (Shekhawat i Jana, 2010; Al-snafi i sar., 2014). Prethodne studije potvrduju da
karvon i limonen imaju veliki uticaj na antimikrobni potencijal etarskog ulja mirodije (Jirovetz

isar., 2003).
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Etarska ulja biljaka iz familije Asteraceae M. recutita’, M. recutita’, A. milefolium’, A.

. H. italicum’ i H. italicum’ pokazala od vrlo slabe do vrlo jake aktivnosti na

milefolium
testirane bakterije, inhibiraju¢i njihov rast u rasponu koncentracija od 0,16 do 30,00 mg/ml
(Tabela 19, Slikal23). Etarsko ulje 4. milefolium* (MIK 0,16-0,31; MBK 0,31-0,63) pokazalo
je najjacu antibakterijsku aktivnost zajedno sa uljem 4. mileoflium’ (MIK 0,31-2,50; MBK
0,63-5,00 mg/ml) dok su etarska ulja C. matricaria’ (MIK 20,00; MBK 30,00 mg/ml) i C.
matricaria’ (MIK 10,00-20,00; MBK 20,00-30,00 mg/ml) pokazala slab antibakterijski
potencijal. Najslabiju aktivnost je pokazalo ulja H. italicum’ (MIK 10,00-40,00; MBK 20,00-
50,00 mg/ml). Uporednom analizom antibakterijski potencijal etarskih ulja biljaka iz familije
Asteraceae u in vitro uslovima moze se prikazati slede¢im nizom: A. milefolium’ > A.
milefolium' > C. matricaria® = C. matricaria’ > H. italicum’ (MIK 2,50-10,00; MBK 10,00-
20,00 mg/ml) >H. italicum’. U odnosu na pozitivne kontrole korig¢ene u ovom eksperimentu
etarska ulja 4. milefolium’ i A. milefolium’ pokazala su bolju aktivnost u odnosu na preparate
Curasept® i Hexoral®, ali ne i bolju od antibiotika Streptomicina. Oba ulja kamilice pokazala
su slabiju aktivnost od pozitivnih kontrola koris¢enih u eksperimentu. Slab antibakterijski
potencijal etarskog ulja M. recutita pokazuju i dosadasnja ispitivanja (Singh i sar., 2011).
Sprovedena istrazivanja pokazuju da antibakterijski efekat ulja M. recutita zavisi od udela
santonin alkohola i da visoka zastupljenost frans-f-farnezena bitno smanjuje antimikrobni
potencijal (Sokovié, 2001). Bolja antibakterijska aktivnost ulja M. recutita’n odnosu na M.
recutita’ se moze objasniti nizim procentom zastupljenosti trans-f-farnezena. Prema
literaturnim podacima, jedinjenja koja su zasluzna za antibakterijsku aktivnost nemacke
kamilice su: a-bisabolol, luteolin, kvercetin i apigenin (Berry, 1995). Preliminarna istrazivanja
Cinco i sar. (1983), pokazuju MIK vrednost od 25,00 mg/ml za S. aureus, S. mutans 1 S.
salivarius, $to je u saglasnosti sa nasim rezultatima. Poznato je da ekstrakt nemacke kamilice
u koncentraciji 10.00 mg/ml potpuno eliminiSe i blokira rast Helicobacter pylori (Aggag i
Yousef, 1976). Grupa autora (Unlu i sar., 2002; Candan i sar., 2003) je dokazala odli¢nu
aktivnost etarskog ulja A. milefolium na bakterije S. pneumoniae, Clostridium perfringes,
Acetinobacter Iwoffli 1 Mycobacterium smegmatis. Mastelic i sar. (2005) u svojim
istrazivanjima navode umerenu aktivnost etarskog ulja H italicum na bakterije S. aurueus, E.

coli, P. aeruginosa, dok rezultati za etarsko ulje nisu do sada publikovani.
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Rezultati antibakterijske aktivnosti etarskih ulja biljaka iz familije Bursecaceae B.
carterii’, B. carterii’, C. luzonicum i C. myrrha je dat u Tabeli 20 i na Slici 124. Testirana ulja
pokazala su antibakterijsku aktivnost na sve testirane bakterije, inhibiraju¢i njihov rast u
varijabilnom rasponu koncentracija od 0,31 do 50,00 mg/ml. Etarsko ulje C. myrrha (MIK
0,63-1,25; MBK 1,25-2,50 mg/ml) poseduje najjacu antibakterijsku aktivnost zajedno sa uljem
C. luzonicum (MIK 0,31-2,50; MBK 0,63-5,00 mg/ml). Ulje B. carterii’ (MIK 0,63-2,50; MBK
1,25-5,00 mg/ml) je pokazalo jacu aktivnost of ulja B. carterii’ (MIK 2,50-5,00; MBK 5,00-
10,00 mg/ml). Uporednom analizom, antibakterijski potencijal etarskih ulja biljaka iz familije
Bursecace u in vitro uslovima moze se prikazati slede¢im nizom: C. myrrha = C. luzonicum >
B. carterii’ > B. carterii’. U odnosu na pozitivne kontrole, bolju aktivnost od preparata
Curasept® su pokazali ulja B. carterii’, C. luzonicum i C. myrrha dok je ulje B. carterii’
pokazalo sliénu aktivnost. U odnosu na Hexoral® bolje su se pokazala ulja B. carterii’i C.
myrrha. Sva ulja su pokazala slabiju aktivnost od sintetickog antibiotika Streptomicina. U
dosadas$njim istrazivanjima etarsko ulje B. carterii je pokazalo antibakterijski efekat na
velikom broju Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (Awadh i sar., 2008). Sabra 1 sar.
(2014) su ispitivali efekat Zvakace gume, u ¢ijem sastavu se nalazi 7% etarskog ulja tamjana,
na smanjenje broja bakterija u usnoj duplji. Nakon 5 sati tretmana znatno je smanjen broj
mikroorganizama i time potvrden potencijal ovog etarskog ulja u terapjiji oralnih infekcija.
Takode, ovo etarsko ulje je pokazalo anti-inflamatorni efekat kod upale desni (Khorsavi i sar.,
2011). Bolja antibakterijska aktivnost B. carterii’ se moze objasniti sinergistickom
interakcijom pojedinacnih jedinjanja u ovom uzorku. U literaturi ne postoje podaci o
antibakterijskoj aktivnosti ulja C. /uzonicum na patogene mikroorganizme iz usne duplje. Vrsta
C. myrrha koristi se u narodnoj medicini kao dobar antiseptik, za leCenje usnih i koznih
infekcija pa je stoga njeno ulje privuklo paznju istrazivaca da testiraju njegov antibakterijski
potencijal (Su i sar., 2011). Potvrda o visokoj antibakterijskoj aktivnosti etarskog ulja C.
myrrha na bakterije S. faecalis, B. subtilis, B. circulatus, L. monocytogenes, E. coli, P.
aeruginosa u intervalu rasponu od 0,10 do 1,00 mg/ml prikazana je u radu Mohamed i sar.
(2014), sto je u skladu sa rezultatima antibakterijske aktivnosti ovog ulja u nasim istrazivanjima

(Tabela 19).
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Etarska ulja biljaka iz familije Cupressaceae J. communis’, J. communis®, J. communis>,
J. communis®, J. virginiana su pokazala antibakterijsku aktivnost na sve testirane bakterije,
inhibirajuci njihov rast u rasponu koncentracija 1,25-40,00 mg/ml (Tabela 21, Slika 125).
Najbolju aktivnost pokazalo je ulje J. communis’ (MIK 1,25-5,00; MBK 2,50-10,00 mg/ml),
dok je najslabiju aktivnost pokazalo ulje J. virginiana (MIK 20,00-30,00; MBK 30,00-40,00
mg/ml). Ulje J. communis* (MIK 2,50-5,00; MBK 5,00-10,00 mg/ml) pokazalo je jaci
aktivnost od ulja J. communis® (MIK 10,00; MBK 20,00 mg/ml) i J. communis’ (MIK 10,00-
20,00; MBK 20,00-30,00 mg/ml). Uporednom analizom antibakterijski potencijal etarskih ulja
iz familije Cupressaceae in vitro uslovima moze se prikazati slede¢im nizom J. communis’ > J.
communis® > J. communis® > J. communis® > J. virginiana. Sva ulja su pokazala slabiju
aktivnost od preparata Curasept®, Hexoral® i antibiotika Streptomicina. Umeren do slab efekat
etarskog ulja J. communis potvrdili su Filipowitcz 1 sar. (2003). Ovi autori su konstatovali
antibakterijsku aktivnost ulja J. communis na S. aureus u koncentraciji od 9,00 mg/ml, §to je u
skladu sa nasim istrazivanjima. U okviru ispitivanja antibakterijske aktivnosti ulja kleke
vrednosti MIK za S. aureus su varirale od 4,00 do 16,00 pl/ml. (Lesjak, 2011). Nedavna
ispitivanja Herman i sar. (2014) pokazuju da etarsko ulje J. communis ima ocigledan potencijal
u prevenciji oralnih infekcija i oboljenja, Sto se poklapa sa jednima od ciljeva naSeg
istrazivanja. Poznato je da monoterpenski ugljovodonici a-pinen, S-pinen, sabinen, f-mircen,
p-cimen 1 limonen imaju slab antimikrobni efekat, ali ujedno su i nosioci ove aktivnosti ovog
ulja (Angioni i sar., 2003). Etarsko ulje J. communis’, koje je pokazalo najbolju antimikrobnu
aktivnost, ima najve¢i sadrzaj a-pinena (55,9%), medutim ovde nikako ne treba iskljuciti 1
sinergisticki potencijal manje zastupljenih komponenti. U literaturi ne postoje podaci o
antibakterijskoj aktivnosti etarskog ulja J. virginiana na klinic¢je izolate bakterija iz usne duplje

¢oveka.
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Etarska ulja biljaka iz familije Ericaceae su pokazala antibakterijsku aktivnost na sve
analizirane bakterije inhibirajuci njihov rast u rasponu koncentracija 0,63-20,00 mg/ml (Tabela
22, Slika 126). Etarsko ulje G. procumbens (MIK 0,63-3,00; MBK 1,25-4,00 mg/ml) pokazalo
je bolju aktivnost u odnosu na ulje G. fragrantissima (MIK 10,00; MBK 20,00 mg/ml). U
poredenju sa kontrolnom grupom jedino je ulje G. procumbens pokazalo sli¢nu aktivnost sa
preparatom Curasept® i slabiju aktivnost u odnosu na Hexoral® i sinteticki antibiotik
Streptomicin. Ulje G. fragrantissima ni u jednom slucaju nije pokazalo bolju aktivnost od
koriS¢enih kontrola. Podaci o antibakterijskoj aktivnosti etarskih ulja biljaka roda Gaultheria
su retki. Hammer i sar. (1999) su ispitivanjem antimikrobne aktivnosti etarskog ulja G.
procumbens utvrdili MIK za Acinetobacter baumanii, Aeromonas sobria, E. faecalis, E. coli,
K. pneumoniae i1 P. aeruginosa u intervalu od 0,25 do >2,00 mg/ml, Sto je u skladu sa
prikazanim rezultatima na$ih istrazivanja. Karupussamy i Rajasekaran (2009) su potvrdili
dejstvo ekstrakata G. fragrantissima na patogene bakterije E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa i
S. aureus, dok za etarsko ulje ne postoje podaci u literaturi.

Tabela 22. Antibakterijska aktivnost etarskih ulja Gaultheria procumbens i G. fragrantissima,
preparata za oralnu higijenu i antibiotika (mg/ml).

G. procumbens ~ G. fragrantissima ~ Curasept® Hexoral® Streptomicin

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
S.a 3,00 4,00 10,00 20,00 2,50 500 1,56 3,12 0,08 0,16
S.p 1,33 3,33 10,00 20,00 2,00 4,00 0,65 1,31 0,04 0,08
S.m 1,66 2,66 10,00 20,00 0,50 1,00 1,56 3,12 0,02 0,04
La 2,00 4,00 10,00 20,00 4,50 9,50 1,56 3,12 0,04 0,08
S.sl 1,33 2,66 10,00 20,00 2,00 4,00 0,78 1,56 0,01 0,02
S.sn 1,25 3,33 10,00 20,00 0,50 1,00 0,19 0,39 0,02 0,04
P.a 0,63 1,25 10,00 20,00 10,00 20,00 0,78 1,56 0,15 0,20
E. f 1,66 2,66 10,00 20,00 5,00 10,00 0,78 1,56 0,01 0,01

S. a — Staphylococcus aureus, S. p — Streptococcus pyogenes, S. m — Streptococcus mutans, L. a —

Lactobacillus acidophilus, S. sl — Streptococcus salivarius, S. sn — Streptococcus sanguinis, P. a —
Pseudomonas aeruginosa, E. f— Enterococcus faecalis.
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Slika 126. Antibakterijska aktivnost etarskih ulja biljaka iz familije Ericaceae (mg/ml).

Etarsko ulje P. graveolens iz familije Geraniaceae pokazalo je jaku antibakterijsku
aktivnost na sve testirane bakterije inhibiraju¢i njihov rast u rasponu koncetracija od 0,13 do
1,00 mg/ml (Tabela 23, Slika 127). MIK su u rangu od 0,13 do 0,50 mg/ml, dok se MBK krecu
od 0,25-1,00 mg/ml. U odnosu na pozitivne kontrole ulje P. graveolens se pokazalo bolje od
Curasepta® i Hexorala® a loSije od Streptomicina. Ranija istrazivanja pokazuju jak
antibakterijski potencijal ovog etarskog ulja (Lis-Balchin i sar., 1996). Bigos i sar. (2012) su
pokazali efikasnost etarskog ulja P. graveolens u inhibiciji multirezistentnih sojeva S. aureus
u koncentraciji od 0,25-2,50 ul/ml. Aktivnost ulja se prepisuje dominantnim komponentama
ulja, monoterpenoidima citronelolu i geraniolu (Fabio i1 sar., 2007). Jaka antibakterijska
aktivnost ulja geranijuma konstatovana je u studiji Aguair i sar. (2012), gde je MIK za S.
mutans, iznosila 250,00 pg/ml dok je za S. mitis 31,25 pg/ml. U nasoj studiji etarsko ulje P.
graveolens kao glavnu komponentu ima germakren-D, koji je neSto nizeg sadrzaja, pa

verovatno otuda postoji mala razlika u rezultatima antibakterijske aktivnosti ove dve studije.
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Tabela 23. Antibakterijska aktivnost etarskog ulja Pelargonium graveolens, preparata za oralnu
higijenu i antibiotika (mg/ml).

P. graveolens ~ Curasept® Hexoral® Streptomicin

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
S.a 050 1,00 2,50 5,00 1,56 3,12 0,08 0,16
Sp 050 1,00 2,00 4,00 0,65 1,31 0,04 0,08
S.m 050 1,00 050 1,00 1,56 3,12 0,02 0,04
La 025 050 450 950 1,56 3,12 0,04 0,08
S.sl 025 050 2,00 4,00 0,78 1,56 0,01 0,02
S.snm 025 050 050 1,00 0,19 039 0,02 0,04
Pa 0,13 025 10,00 20,00 0,78 1,56 0,15 0,20
Ef 013 025 500 10,00 0,78 1,56 0,01 0,01

S. a — Staphylococcus aureus, S. p — Streptococcus pyogenes, S. m — Streptococcus mutans, L. a —

Lactobacillus acidophilus, S. sl — Streptococcus salivarius, S. sn — Streptococcus sanguinis, P. a —
Pseudomonas aeruginosa, E. f— Enterococcus faecalis.
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P. graveolens Curasept® Hexoral® Streptomicin

B S. qureus W S. pyogenes M S. mutans M L. acidophilus B S. salivarius B S. sanguinis B P. aeruginosa M E. faecalis

Slika 127. Antibakterijska aktivnost etarskog ulja biljke iz familije Geraniaceae (mg/ml).

Etarska ulja biljaka iz familije Lamiaceae, H. officinalis, M. piperita’, M. piperita’, M.
pulegium, L. angustifolia, T. algeriensis, T. vulgaris, T. serpyllum, R. officinalis, S.
lavanudilifolia, S. montana, S. officinalis, S. sclarea, S. triloba pokazala su raznovrsnu
antibakterijsku aktivnost na sve testirane bakterije inhibirajuéi njihov rast u rasponu od 0,003
do 50,00 mg/ml (Tabela 24, Slika 128). Najbolju aktivnost pokazalo je etarsko ulje 7. serpyllum
(MIK 0,003-0,005; MBK 0,005-0,01 mg/ml), dok je najslabiju antibakterijsku aktivnost
pokazalo ulje S. triloba sa MIK vrednostima 5,00-10,00 i MBK 10,00-20,00 mg/ml.
Uporednom analizom, antibakterijski potencijal etarskih ulja biljaka iz familije Lamiaceae u in

vitro uslovima moze se prikazati slede¢im nizom: 7. serpyllum > T. algeriensis (MIK 0.02-
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0.08; MBK 0,04-0,16 mg/ml) >S. montana (MIK 0,03-0,13; MBK 0,06-0,25 mg/ml) >T.
vulgaris (MIK 0,08-0,16; MBK) >H. officinalis (MIK 0,16-0,63; MBK 0,31-1,25 mg/ml) = R.
officinalis (MIK 0,16-0,63; MBK 0,31-1,25 mg/ml) >L. angustifolia (MIK 0,16-2,50; MBK
0,31-5,00 mg/ml) >S. lavandulifolia (MIK 0,31-1,25; MBK 0,63-2,50 mg/ml) = M. piperita’
(MIK 0,31-1,25; MBK 0,63-2,50 mg/ml)>M. piperita’ (MIK 0,31-2,50; MBK 0,63-5,00
mg/ml) >M. pulegium (MIK 0,63-1,25; MBK 1,25-2,50 mg/ml) = S. officinalis (MIK 0,63-
1,25; MBK 1,25-2,50 mg/ml) >S. sclerea (MIK 1,25-5,00; MBK 2,50-10,00 mg/ml) >S. triloba
(MIK 5,00-10,00; MBK 10,00-20,00 mg/ml). U odnosu na kontrolnu grupu, veéina ulja je
pokazala bolji inhibitorni potencijal od preparata Curasept® i Hexoral®, jedino je ulje T.
serpyllum pokazalo bolju antibakterijsku aktivnost u odnosu na sinteticki antibiotik

Streptomicin.

U literaturi postoje brojni podaci o antibakterijskoj aktivnosti biljaka iz familije
Lamiaceae. U istrazivanjima Nedorostova i sar. (2009) etarsko ulje H. officinalis je pokazalo
umeren antibakterijski efekat. Do slicnih rezultata dosli su i istrazivaci Mazzanti i sar. (1998)
koji su ispitivali efekat ovog ulja na Gram-negativne bakterije, P. aeruginosa, E. coli i S.
typhimurium. Proucavanjem antibakterijske aktivnosti Cetiri uzorka etarskog ulja M. piperita i
njihovih glavnih komponenti, mentola i mentona, dokumentovana je njithova dobra
antibakterijska aktivnost (Iscan i sar., 2002); inhibicija rasta S. aureus postignuta je pri
koncentraciji od 0,63 mg/ml, §to je u korelaciji sa nasim rezultatima. U istoj studiji (Iscan i
sar.,2002) P. aeruginosa je bila najrezistentnija vrsta (sa vrednostima MIK od 2,50 i MBK od
5,00 mg/ml). Prema rezultatima Vaughn i Spencer, (1994) kao pojedina¢no jedinjenje, mentol
je pokazao slabu aktivnostuodnosu na etarsko ulje M. piperita. Ovaj podatak ukazuje da je
aktivnost ulja mente zavisna od sloZenih interakcija medu njenim konstituentima (sinergizam),
Sto za posledicu ima jace antimikrobno dejstvo ulja u svom punom sastavu u poredenju sa
njenim izolovanim komponentama. Istrazivanja koja su sproveli drugi istrazivaci dovela su do
slicnih zakljucaka u pogledu antibakterijske aktivnosti etarskog ulja M. pulegium (Ait-Quazzou
i sar., 2012). Mahboubi i Haghi (2008), isticu da je koncentracija od 1,00 pul/ml pokazala jaku
inhibiciju na rast testiranih bakterija, S. aureus, S. epidermidis, B. cereus 1 Vibrio chlolera.
Snazna antimikrobna aktivnost ulja M. pulegium je potvrdena u studiji (Hajlaouiisar., 2009)
koji su ispitivali osetljivost Gram-pozitivnih bakterija putem disk-difuzione metode. Prema
literaturnim podacima, antibakterijska aktivnost ulja mente se pripisuje glavnim
komponentama ovog ulja (pulegion, piperiton) kao i sinergistickom potencijalu komponenti

(Hajlaoui i sar., 2009). Djenane i sar. (2012) su potvrdili jaku antibakterijsku aktivnost etaskog
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ulja L. angustifolia, inhibirajuci rast bakterija E. coli 1 S. aureus u koncentraciji 0,25 ul/ml.
Do sli¢nih rezultata su dosli i De Rapper i sar. (2013) kori§¢enjem mikrodilucione tehnike na
slede¢im bakterijama: S. aureus, MRSA, E. faecalis, Klebsiella pneumonieae, P. aeruginosa,
a dobijene vrednosti MIK za ovo ulje su oko 2,00 mg/ml. Literaturni podaci ukazuju na
korelaciju izmedu antibakterijske aktivnosti i hemijskog sastava (Adam i sar., 1998; Sokovic
2001, Sokovi¢ i sar., 2009). Ispitivanja osetljivosti bakterija na etarsko ulje vrste Thymus koja
su sproveli drugi istrazivaci su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji. Prema
nasSim rezultatima etarska ulja vrste roda Thymus su pokazala najjacu antibakterijsku aktivnost.
Ait-Quazzou i sar. (2011) su potvrdili jaku antimikrobnu aktivnost ulja 7. algeriensis koje je
pokazalo najnize inhibitorne koncetracije. U sli¢nom istrazivanju Giweli i sar. (2012) su
utvrdili MIK za bakterije u intervalu od 0,001 do 0,05 mg/ml. IstraZivanja in vitro pokazuju
jaku aktivnost etarskog ulja 7. vulgaris na pet Gram-pozitivnih i pet Gram-negativnih bakterija
(Nezhadali i sar., 2014). Ranije analiza antibakterijske aktivnosti etarskog ulja 7. serpyllum,
jos jednom potvrduju jaku antibakterijsku aktivnost na velikom broju patogenih
mikroorganizama (Abu-Darwish i sar., 2012). Prema literaturnim podacima, prisustvo fenolnih
komponenti (karvakrol i timol) se smatra glavnim razlogom za dobar antibakterijski potencijal
ovih ulja (Cosentino i sar., 1999; Skocibusi¢ i sar., 2006). Brojni podaci govore o
baktericidnom dejstvu etarskog ulja R. officinalis (Weckesser i sar., 2007; Celiktas i sar., 2007).
Tako su Jordan i sar. (2013) pokazali njegovo veoma aktivno dejstvo u inhibiciji rasta bakterija
S. aureus, E. colii S. typhi i L. monocytogenes, pri cemu se smatra da prisustvo oksidovanih
monoterpena (1,8-cineol, a- i f-pinen, kamfor) doprinosi antibakterijskoj aktivnosti ulja.
Etarska ulja vrsta roda Salvia predstavljaju mozda jedna od najispitivanijih. Prema dosadasnjim
podacima, antibakterijski potencijal ulja S. officinalis, S. sclarea i S. triloba u in vitro studijama
je veoma nizak (Peana i sar., 1999; Yildirim i sar., 2000; Bozin i sar., 2007; Sokovic 2001).
Izuzetak predstavlja ulje S. lavandulifolia koje, ima zapazenu aktivnost na Gram-pozitivne u
odnosu na Gram-negativne bakterije (Usano-Alemany i sar., 2012). Inace, Gram-negativne
bakterije su, zbog razlike u strukturi ¢elijskog zida u odnosu na Gram-pozitivne bakterije,
rezistetnije na tretmane etarskim uljem. Do sli¢nih rezultata su dosli i Rota i sar. (2004), koji
su mikrodilucionom metodom ispitivali osetljivost bakterija kontaminanata hrane na etarska
ulja i medu njima i ulja S. lavandulifolia, S. sclarea 1 S. officinalis; ulje S. lavandulifolia je
pokazalo najbolju aktivnost, dok ulje S. officinalis nije delovalo u testiranim konentracijama.
U literaturi ne postoje podaci o antibakterijskoj aktivnosti ovih ulja na klinicke izolate
bakterija, tako da nije moguce uporediti rezultate dobijene u okviru ove disertacije. Kao glavni

razlog slabog antibakterijskog potencijala ovih ulja navodi se prisustvo oksidovanih
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monoterpena i acetata u visokom procentu (Sokovié¢, 2001). Lipofilnost jedinjenja koja ulaze
u sastav etarskih ulja vrsta Sa/via ima za posledicu slabu antibakterijsku aktivnost u in vitro
studijama za razliku od in vivo testova, gde pokazuju veoma dobru aktivnost (Sokovi¢, 2001).
Medutim, u istrazivanjima Milosavljevi¢ 1 sar. (2000) etarsko ulje S. montana je pokazalo
izuzetnu antibakterijsku aktivnost, sa MIK vrednoscu za E. coli 2,00-8,00 pl/ml, a za S. aureus
1,00-2,00 pl/ml, $to je potvdeno rezultatima ove disertacije. Koncentracije 0,03-0,10% (v/v)
ovog ulja bile su dovoljne za kompletnu inhibiciju rasta L. monocytogenes (Djenane i sar.
2011). Ranija istrazivanja antibakterijskog potencijala etarskog ulja S. montana ukazuju na
njegov veliki potenicjal (Ozean i sar., 2001; de Oliveira i sar., 2011), §to je potvrdeno i nasim

rezultatima (Tabela 19).
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Prikaz rezultata antibakterijske aktivnosti dva etarska ulja L. nobilis iz familije
Lauraceae dat je u Tabeli 25 i na Slici 128. Oba ulja su pokazala umerenu do slabu aktivnost
na sve testirane bakterije inhibirajuci njihov rast u rasponu koncentracija od 1,25 do 20,00
mg/ml. Etarsko ulje L. nobilis' (MIK 1,25-5,00; MBK 2,50-10,00 mg/ml) pokazalo je bolju
aktivnost u odnosu na ulje L. nobilis? (MIK 5,00-10,00; MBK 10,00-20,00 mg/ml). U odnosu
na kontrolnu grupu ulje L. nobilis’ pokazalo je sli¢nu aktivnost sa preparatom Curasept®, ali
slabiju aktivnost u odnosu na preparat Hexoral® i antibiotik Streptomicin. Ulje L. nobilis’
pokazalalo je slabiji antibakterijski potencijal od pozitivnih kontrola u ovom eksperimentu.
Seskviterpenska frakcija ekstrakta L. nobilis dobijenog iz listova inhibirala je patogene
bakterije iz usne duplje (4. viscosus, P. gingivalis, P. intermedia i A. actinomycetemcomitans)
u koncentraciji od 31,00-1000,00 pg/ml (Fukuyama i sar., 2011). Derwich i sar. (2009) su
ispitali antibakterijsku aktivnost etarskog ulja lovora na S. aureus i S. intermedius; njihove
MIK vrednosti (0,35-0,56 mg/ml), ukazuju na jaku aktivnost ovog ulja.

Tabela 25. Antibakterijska aktivnost etarskog ulja Laurus nobilis' i L. nobilis®, preparata za oralnu
higijenu i antibiotika (mg/ml).

L. nobilis’! L. nobilis® Curasept® Hexoral®  Streptomicin

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK

S.a 125 250 500 10,00 250 500 1,56 3,12 0,08 0,16
S.p 125 250 500 10,00 200 4,00 065 1,31 004 0,08
S.m 250 500 10,00 20,00 050 1,00 1,56 3,12 0,02 0,04
La 125 250 500 1000 4,50 950 1,56 3,12 0,04 0,08
S.sl 125 2,550 500 10,00 2,00 4,00 0,78 1,56 0,01 0,02
S.sm 125 250 500 10,00 050 1,00 0,19 0,39 002 0,04
P.a 500 10,00 10,00 20,00 10,00 20,00 0,78 1,56 0,15 0,20
Ef 125 500 500 10,00 500 10,00 0,78 1,56 0,01 0,01

S. a — Staphylococcus aureus, S. p — Streptococcus pyogenes, S. m — Streptococcus mutans, L. a —
Lactobacillus acidophilus, S. sl — Streptococcus salivarius, S. sn — Streptococcus sanguinis, P. a —
Pseudomonas aeruginosa, E. f— Enterococcus faecalis.
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L. nobilis1 L. nobilis2 Curasept® Hexoral® Streptomicin

B S. aureus B S. pyogenes M S. mutans M L. acidophilus B S. salivarius B S. sanguinis B P. aeruginosa B E. faecalis

Slika 129. Antibakterijska aktivnost etarskih ulja biljaka iz familije Lauraceae (mg/ml).

Etarska ulja biljaka iz familije Myrtaceae L. petersonii, L. scoparium, E. citradora, E.
globulus, M. alternifolia’, M. alternifolia’, M. quinquenervia', M. quinquenervia’, S.
aromaticum su pokazala jaku do umerenu antibakterijsku aktivnost na sve testirane bakterije,
innhibirajuéi njihov rast u rasponu koncentracija 0,01 do 10,00 mg/ml (Tabela 26, Slika 130.).
Najbolju aktivnost pokazalo je etarsko ulje L. petersonii (MIK 0,01-0,25; MBK 0,03-0,25
mg/ml), a najslabiju L. scoparium (MIK 1,25-5,00; 2,50-10,00 mg/ml). Uporednom analizom,
antibakterijskog potencijala etarskih ulja biljaka iz familije Myrtacae u in vitro uslovima moze
se prikazati slede¢im nizom: L. petersonii > E. citriodora (MIK 0,08-0,16; MBK 0,16-0,31
mg/ml) > S. aromaticum (0,13-0,50; MBK 0,25-1,00 mg/ml) = M. quinquenervia’ (MIK 0,13-
0,50; MBK 0,25-1,00 mg/ml) > M. alternifolia’ (MIK 0,16-0,31; MBK 0,31-0,63 mg/ml) > M.
alternifolia® (MIK 0.31-0.63; MBK 0.63-1.25 mg/ml) > M. quinquenervia' (MIK 0,31-1,25;
MBK 0,63-2,50 mg/ml) > E. globulus (MIK 0,63-2,50; MBK 1,25-5,00) > L. scoparium. U
odnosu na kontrolnu grupu sva ulja pokazuju bolju aktivnost u odnosu na preparat Curasept®
izuzev L. scoparium. U poredenju sa aktivnos¢u preparata Hexoral® jedino su ulja L. scoparium
i E. globulus pokazali losiju antibakterijsku aktivnost, dok nijedno ulje nije pokazalo bolju
aktivnost od Streptomicina. Ranija istrazivanja Van Vuuren (2008) prikazuju veoma dobru
antibakterijsku aktivnost ulja L. petersonii u koncetracijama ispod 2,00 mg/ml. Nedavna
ispitivanja Van Vuuren i sar. (2014) ukazuju na izuzetnu aktivnost etarskog ulja L. pefersonii,
koja je u skladu sa dobijenim rezultatima u ovoj disertaciji; od 16 testiranih mikroorganizama,
inhibirialo je njih 11 u koncentraciji od 0,06 mg/ml, dok je za inhibiciju ostalih bila potrebna
nesto visa koncentracija (0,25-1,00 mg/ml). U istoj studiji pored L. petersonii ispitana je
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aktivnost i ulja L. scoparium. Etarsko ulje L. scoparium pokazalo je umerenu antibakterijsku
aktivnost inhibiraju¢i testorane mikroorganizme u koncentracijama od 0,06-8,00 mg/ml.
Poredenjem rezultata za ulje L. scoparium, koje je pokazalo slabu aktivnost u nasoj studiji
(2,50-20,00 mg/ml) mozemo zakljuciti da su razlike u hemijskom sastavu bile klju¢ne za
postizanje razli¢itih rezultata. Istrazivanja Lin i sar. (2015) potvrduju odlican antibakterijski
potencijal etarskog ulja E. citradora, dok Lugman i sar. (2008), navode znatno vise
koncentracije neophodne za inhibiciju velikog broja bakterija (1,25-10,00 mg/ml). Tyagi i
Malik, (2011) su ispitivali antibakterijsku aktivnost etarskog ulja E. globulus na bakterije koje
izazivaju kontaminaciju hrane (E. coli aDHS, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa, P.
fluorescens, B. subtilis and S. aureus), 1 ukazali na umerenu aktivnost ovih ulja, koja je u
saglasnosti sa naSim rezultatima sa MIK dobijene u ovom radu iznose 2,25-9,00 mg/ml (Tabela
26). Do sli¢nih rezultata dosli su istrazivaci Wilkinson i Cavanagh, (2006) koji su u svom radu
naveli P. aeruginosa kao najrezistentniju bakteriju, $to se slaze sa dobijenim rezultatima iz
nase studije. Hammer i sar. (2003) su ispitivali antibakterijsku aktivnost 161 klinckih izolata
oralnih bakterija. MIK koje su dobili su se u intervalu od 0,003-2,00% (v/v), i u saglasnosti su
sa nasim rezulatatima (Tabela 26). Koncentracija od 0,50% (v/v) drasti¢no je smanjila broj
bakterija u kulturi u trajanju tretmana od 30 sekundi, a posle 5 min nije bilo vijabilnih ¢elija.
Studija koju su sproveli ovi autori jasno ukazuje na potencijal upotrebe ovog ulja u rastvorima
za ispiranje usta, $to je i jedan od ciljeva ove disertacije. Terpinen-4-ol i 1,8-cineol, glavne
komponenta ulja M. alternifolia, su sposobni da indukuju autolizu ¢elije i uzrokuju poremecaj
propusne moci ¢elijske membrane kod S. aureus (Carson i sar., 2002). Ne postoje litaeraturni
podaci o antibakterijskoj aktivnosti etarskog ulja M. quingenervia. Etarsko ulje S. aromaticum
se Cesto koristi kao pozitivna kontrola u eksperimentima antibakterijske aktivnosti oralnih
bakterija (Cechini i sar., 2012); rezultati ove studije ukazuju na jak do umeren potencijal ovog
ulja u inhibiciji bakterija iz usne duplje. Vrednosti MIK (155,00-2500,00 pg/ml), su sli¢ne
naSima (Tabela 26), a minimalne razlike objaS$njava razlika u sadrzaju eugenola koji u nasem

uzorku ulja S. aromaticum iznosi 83,1%, dok u gore navedenoj studiji iznosi 8§9%.
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Rezultati antibakterijske aktivnosti etarskih ulja biljaka iz familije Pinaceae
predstavljeni su u Tabeli 27 1 Slici 131. Etarska ulja, A. procera, A. grandis, A. alba, P.
douglasii i P. silvestris pokazala su jaku do umerenu antibakterijsku aktivnost na sve testirane
bakterije, inhibiraju¢i njihov rast u rasponu koncentracija 0,16-20,00 mg/ml (Tabela 27).
Najbolju aktivnost pokazalo je etarsko ulje 4. procera (MIK 0,16-0,63; MBK 0,31-1,25
mg/ml), dok su najslabiju aktivnost pokazala ulja 4. grandis (MIK 2,50-10,00; MBK 5,00-
20,00 mg/ml) i 4. alba (MIK 5,00-10,00; MBK 10,00-20,00 mg/ml). Uporednom analizom
antibakterijskog potencijala etarskih ulja biljaka iz familije Pinaceae u in vitro uslovima moze
se prikazati slede¢im nizom: A. procera > P. silvestris (MIK 1,25-5,00; MBK 2,50-10,00
mg/ml) = P. douglasii (MIK 1,25-5,00; MBK 2,50-10,00 mg/ml) > A. grandis = A. alba. U
odnosu na kontrolnu grupu jedino je ulje 4. procera pokazalo bolju aktivnost od preparata
Curasept® dok nijedno ulje nije pokazalo bolju aktivnost u odnosu na preparat Hexoral® i
sintetiCki antibiotik Streptomicin. Do sada nije objavljen veliki broj podataka o
antibakterijskom delovanju etarskih ulja koje smo ispitivali u nasoj studiji (4. procera, A.
grandis 1 P. douglasii). U istrazivanju Wajs-Bonikowska i sar. (2015) su ispitivali
antimikrobnu, antioksidativnu i citotoski¢nu aktivnost etarskih ulja A. alba 1 A. koreana.
Etarsko ulje 4. alba pokazalo je umerenu antibakterijsku aktivnost, Sto je potvrdeno sa
dobijenim rezultatima u ovoj disertaciji (Tabela 27). Do sli¢nih rezultata dosli su i Kacaniova
i sar. (2014) koji su disk-difuzionom i mikrodilucionom tehnikom ispitivali osetljivost 6 vrsta
Clostridium ulje A. alba. Johnston i sar. (2011) su utvrdili umerenu aktivnost etarskog ulja P.
menziesii na testirane bakterije Fusobacterium necrophorum, Clostridium perfringens,
Actinomyces bovis. U opseznoj studiji koju su sproveli Bagci i Digrak (1998) ispitivana je,
izmedu ostalog, antibakterijska aktivnost devet etarskih ulja familije Pinaceae na devet
bakterija (E. coli, B. megaterium, B. cereus, B. subtilis, B. brevis, P. aeruginosa, L.
monocytogenes, K. pneumoniae, E. aerogenes, S. aureus). Antibakterijska aktivnost ulja je
razvrstana po grupama: prvu ¢ine ulja koja nisu ispoljila aktivnost u testiranim koncentracijama
(4. pinsapo and A. concolor), drugu ulja sa umerenom aktivnoscéu (4. alba and A. firma) a trecu
ulja sa najjac¢im antibakterijskim potenicjalom (A. koreana, A. cilicica subsp. cilicica, A.
cilicica  subsp.  isaurica, A.  nordmanniana  subsp.  nordmanniana 1 A.
nordmanniana subsp. bornmiielleriana). Varijabilna antibakterijska aktivnost postignuta u

studiji Bagci i Digrak (1998) je u u pozitivnoj korelaciji sa nasim rezultatima.
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Etarska ulja P. nigrum® i P. nigrum? iz familije Piperaceae inhibirala su rast bakterija
jakom do umerenom aktivnoscu sa rasponom koncentracija od 0,31-5,00 mg/ml (Tabela 28, Slika
132). Etarsko ulje P. nigrum? (MIK 0,31-0,63; MBK 0,63-1,25 mg/ml) pokazalo je bolju aktivnost
u odnosu na ulje P. nigrum® (MIK 0,63-2,50; MBK 1,25-5,00 mg/ml). Razlike u rezultatima
antibakterijske aktivnosti ulja bibera objasnjava njihovo razlicito poreklo 1 hemijski sastav (Tabela
13). U odnosu na kontrolu oba ulja pokazala su bolju aktivnost od preparata Curasept® ali ne i od
Hexoral® i antibiotika Streptomicina. Dosadasnja ispitivanja antibakterijske aktivnosti obuhvataju
razliCite ekstrakte P. nigrum, dok za etarska ulja ne postoje podaci. Sasdihiran i Nirmala (2010) su
pokazali antibakterijsku aktivnost etarskog ulja P. nigrum na bakterije B. subtilis 1 P. aeruginosa.
IstraZivanje Sing 1 sar. (2012) ukazuju na kompletnu inhibiciju rasta kolonija S. aureus, B. cereus,
L. monocytogenes, E. coli, S. typhimurium i P. aeruginosa.

Tabela 28. Antibakterijska aktivnost etarskih ulja Piper nigrum® i P. nigrum”, preparata za oralnu
higijenu i antibiotika (mg/ml)

P. nigrum®  P. nigrum? Curasept® Hexoral® Streptomicin

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
Sa 063 1,25 063 125 250 500 1,56 3,12 0,08 0,16
Sp 063 125 0,63 1,25 2,00 4,00 065 131 0,04 0,08
Sm 250 500 063 125 050 1,00 1,56 3,12 0,02 0,04
La 25 500 031 063 450 950 1,56 3,12 0,04 0,08
S.sl 1,25 250 0,63 1,25 2,00 4,00 078 1,56 0,01 0,02
S.sn 1,25 250 063 1,25 0,50 1,00 0,19 039 0,02 0,04
P.a 125 250 031 063 10,00 2000 0,78 1,56 0,15 0,20
Ef 1,25 250 031 063 500 10,00 0,78 1,56 0,01 0,01
Sa 125 250 031 063 500 1000 078 1,56 0,01 0,01

S. a — Staphylococcus aureus, S. p — Streptococcus pyogenes, S. m — Streptococcus mutans, L. a —

Lactobacillus acidophilus, S. sl — Streptococcus salivarius, S. sn — Streptococcus sanguinis, P. a —
Pseudomonas aeruginosa, E. f— Enterococcus faecalis.
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Slika 132. Antibakterijska aktivnost etarskih ulja biljaka iz familije Piperaceae (mg/ml)

Etarsko ulje C. martinii pokazalo je izuzetnu antibakterijsku aktivnost inhibirajuéi rast
testiranih bakterija u intervalu 0,25-1,00 mg/ml (Tabela 29, Slika 133). Vrednosti MIK su 0,25-
0,50 mg/ml, dok su za MBK 0,50-1,00 mg/ml. U odnosu na pozitivne kontrole ulje je pokazalo
bolju aktivnost od Curasepta® i Hexorala® ali ne i od Streptomicina. Izuzetnu antibakterijsku
aktivnost ovog ulja su potvrdili Duarte i sar. (2007); od 29 testiranih ulja,C. martiniije pokazalo
najjacu aktivnost inhibirajuci rast 13 razlicitih serotipova E. coli u intervalu 100,00-500,00 pg/ml.
Glavne komponenta ovog ulja, geraniol i geranil acetat, takode su pokazali jaku antibakterijsku
aktivnost (8,00-20,00 ug/ml1400,00-500,00 pug/ml). Imajuci u vidu visok sadrzaj ovih komponenti
u nasem uzorku ulja C. martinii (geraniol 76,9% 1 geranil acetat 15,7%) dobijeni rezultati samo

potvrduju da su upravo ove dve komponente odgovorne za njegovu antibakterijsku aktivnost.
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Tabela 29. Antibakterijska aktivnost etarskog ulja Cymbopogon martinii, preparata za oralnu higijenu i
antibiotika (mg/ml).

C. martinii Curasept® Hexoral® Streptomicin
MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
S.a 050 1,00 2,50 5,00 1,56 3,12 0,08 0,16
S.p 050 1,00 200 400 0,65 1,31 0,04 0,08
S.m 050 1,00 0,50 1,00 1,56 3,12 0,02 0,04
La 025 050 450 950 1,56 3,12 0,04 0,08
S.sl 0,50 1,00 2,00 4,00 0,78 1,5 0,01 0,02
S.sn 0,25 0,50 0,50 1,00 0,19 0,39 0,02 0,04
P.a 050 1,00 10,00 20,00 0,78 1,5 0,15 0,20
Ef 025 050 500 1000 0,78 1,5 0,01 0,01
S. a — Staphylococcus aureus, S. p — Streptococcus pyogenes, S. m — Streptococcus mutans, L. a —

Lactobacillus acidophilus, S. sl — Streptococcus salivarius, S. sn — Streptococcus sanguinis, P. a —
Pseudomonas aeruginosa, E. f— Enterococcus faecalis.
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C. martinii Curasept® Hexoral® Streptomicin

W S. gureus B S. pyogenes B S, mutans M L. acidophilus B S. salivarius B S. sanguinis B P. aeruginosa M E. faecalis

Slika 133. Antibakterijska aktivnost etarskog ulja biljke iz familije Poaceae (mg/ml).

Antibakterijska aktivnost etarskog ulja R. centifolia iz familije Rosaceae prikazana je u
Tabeli 30 1 na Slici 134. Ulje je pokazalo jaku antibakterijsku aktivnost u rasponu koncentracija
od 0,13-0,50 mg/ml. MIK se kre¢u od 0,13 do 0,25 mg/ml, dok se MBK krecu u rasponu 0,25-
0,50 mg/ml. U odnosu na pozitivne kontrole ulje je pokazalo bolju aktivnost od preparata
Curasept® 1 Hexoral® ali je pokazalo slabiju aktivnost od antibiotika Streptomicina. U literaturi, ne

postoje podaci o osetljivosti klinickih sojeva bakterija iz usne duplje na etarsko ulje R. centifolia.
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Tabela 30. Antibakterijska aktivnost etarskog ulja Rosa centifolia preparata za oralnu higijenu i
antibiotika (mg/ml).

R. centifolia Curasept® Hexoral® Streptomicin

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
S.a 0,13 025 250 500 1,56 3,12 0,08 0,16
S.p 025 050 200 400 0,65 1,31 0,04 0,08
Sm 025 050 050 1,00 1,56 3,12 0,02 0,04
La 013 025 450 950 1,56 3,12 0,04 0,08
S.sl 0,13 025 2,00 4,00 0,78 1,5 0,01 0,02
S.sn 0,13 025 050 1,00 0,19 039 0,02 0,04
P.a 025 050 10,00 20,00 0,78 1,56 0,15 0,20
Ef 013 025 500 10,00 0,78 1,5 0,01 0,01

S. a — Staphylococcus aureus, S. p — Streptococcus pyogenes, S. m — Streptococcus mutans, L. a —

Lactobacillus acidophilus, S. sl — Streptococcus salivarius, S. sn — Streptococcus sanguinis, P. a —
Pseudomonas aeruginosa, E. f— Enterococcus faecalis.
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Slika 134. Antibakterijska aktivnost etarskog ulja biljke iz familije Rosaceae (mg/ml).

Rezultati antibakterijske aktivnosti etarskih ulja C. aurantium spp. aurantium”, C. limon i
C. aurantium spp. aurantium®© iz familije Rutaceae pokazala su jaku do umerenu antibakterijsku
aktivnost, inhibirajuéi rast bakterija u koncentracijama 0,63-2,50 mg/ml (Tabela 31, Slika 135).
Sva tri ulja pokazala su sli¢nu aktivnost ali se kao najbolje moze izdvojiti ulje C. aurantium spp.
aurantium” (MIK 0,31-1,25; MBK 1,25-2,50 mg/ml). U odnosu na pozitivne kontrole sva ulja su
pokazala bolju aktivnost od preparata Curasept® ali ne i od Hexorala® i Streptomicina. U

istrazivanjima koje su sproveli Ammar i sar. (2012) ispitivana je antibakterijska aktivnost disk-
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difuzionom metodom na Sest bakterija. Rezultati do kojih su dosli govore da etarsko ulja ima jaku
antimikrobnu aktivnost 1 da se ta aktivnost pripisuje glavnim komponentama ulja, $to je u
saglasnosti sa rezultatima ove disertacije. Lee i sar. (2007) su povrdili jak antibakterijski potencijal
glavnih komponenti ovog ulja (limonen, E-nerolidol, E,E-farnezol). Karaman i sar. (2003) su
ustanovili da ne postoji selektivna aktivnost na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije
etarskog ulja C. aurantium. lako na$ uzorak ulja C. aurantium spp. aurantium®® sadrzi visi
procenat limonena i linalola, u nasim istrazivanjima ovo ulje pokazuje slabiju antibakterijsku
aktivnost (Tabela 31, Slika 135). Iz literaturnih podataka poznato je da limonen ima slab
inhibitorni potencijal na bakterije (Kim i sar., 1995). Treba imati u vidu da su etarska ulja
kompleksna smesSa razliCitih jedinjenja i da interakcija izmedu njih moZe biti sinergisticka,
indiferentna i antagonisticka. Brojni podaci potvrduju antibakterijski potencijal etarskog ulja C.
limon (Higgins i sar., 2000; Sokovi¢, 2001; Owen i sar., 2007). Monoterpenski ugljovodonici, pre
svih limonen, smanjuju antibakterijsku aktivnost.

Tabela 31. Antibakterijska aktivnost etarskog ulja C. aurantium spp. aurantium®, C. limon, C. aurantium
spp. aurantium™®, preparata za oralnu higijenu i antibiotika (mg/ml).

G

®

C. aurantium” C. limon C. aurantium” Curasept Hexoral® Streptomicin
MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
Sa 1,25 250 1,25 2,50 1,25 2,50 2,50 500 1,56 3,12 0,08 0,16
Sp 1,25 250 1,25 2,50 0,63 1,25 2,00 4,00 0,65 1,31 0,04 0,08
Sm 1,25 250 1,25 2,50 1,25 2,50 0,50 1,00 1,56 3,12 0,02 0,04
La 125 250 125 250 0,63 1,25 450 9,50 1,56 3,12 0,04 0,08
S.sl 0,63 1,25 1,25 2,50 0,63 1,25 2,00 4,00 0,78 1,56 0,01 0,02
S.sn 031 063 063 1,25 0,63 1,25 0,50 1,00 0,19 039 0,02 0,04
Pa 125 250 250 500 1,25 2,50 10,00 20,00 0,78 1,56 0,15 0,20
E f 0,63 1,25 1,25 2,50 0,63 1,25 5,00 10,00 0,78 1,56 0,01 0,01

S. a — Staphylococcus aureus, S. p — Streptococcus pyogenes, S. m — Streptococcus mutans, L. a —
Lactobacillus acidophilus, S. sl — Streptococcus salivarius, S. sn — Streptococcus sanguinis, P. a —
Pseudomonas aeruginosa, E. f— Enterococcus faecalis.
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Slika 135. Antibakterijska aktivnost etarskog ulja iz familije Rutaceae (mg/ml).

5.4. Antifungalna aktivnost etarskih ulja odabranih aromati¢nih biljaka

Antifungalna aktivnost etarskih ulja odabranih vrsta biljaka na 58 klinickih i 2 referentna

soja Candida spp. ispitana je mikrodilucionom metodom. Odredivane su MIK 1 MFK, a rezultati

su prikazani u tabelama 32-46.

Etarsko ulje biljke C. odorata iz familije Anonnaceae pokazalo je slabu antifungalnu
aktivnost inhibirajuci rast svih izolata Candida spp. u rasponu koncentracija od 5,00-20,00 mg/ml
(Tabela 32) sa MIK i MFK vrednostima koje su se kretale u intervalu od 5,00 do 10,00 mg/ml i od
10,00 do 20,00 mg/ml. U odnosu na pozitivne kontrole ulje C. odorata pokazalo je sli¢nu aktivnost
sa preparatom Curasept® ali slabiju aktivnost u odnosu na Hexoral® i antimikotik Flukonazol.
Maudlsey i1 Kerr, (1999) su dokazali slabu antifungalnu aktivnost ovog ulja; ono nije pokazalo
fungicidni efekat na C. albicans ali je delovalo fungistati¢no. U studiji Sacchetti i sar. (2005), od
11 ispitanih etarskih ulja, ulje C. odorata pokazalo je najslabiju antifungalnu aktivnost.
na industrijski znacajnoj gljivi Yarrowia lypolitica, inhibirajuéi njen rast u koncentraciji 0.03

mg/ml.
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Tabela 32. Antifungalna aktivnost etarskog ulja Cananga odorata, preparata za oralnu higijenu i
antimikotika (mg/ml).

C. odorata Curasept® Hexoral® Flukonazol

MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK
1 Ca I/1617 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
2 Ca MH2 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
3  Ca MHI 5,00 10,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
4  Ca 430 500 10,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
5 Ca 423 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
6 Ca 2/74 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
7 Ca 17315 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 1,50 0,002 0,004
8 Ca2/l6 10,00 20,00 5,00 10,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
9 Ca 220 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
10 C.a. 2d 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
11 Ca 422 5,00 10,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
12 Ca. 7d 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
13 Ca 1727 10,00 20,00 10,00 20,00 1,25 2,50 0,001 0,002
14 Ca Lj2 10,00 20,00 12,50 25,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
15 Ca 2/812 5,00 10,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
16 C.a 1/0407 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
17 C.a. 4/30 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
18 C.a. 2/23 10,00 20,00 10,00 20,00 1,25 2,50 0,0005 0,001
19 Ca. 2/24 10,00 20,00 12,50 25,00 1,00 2,00 0,002 0,004
20 C.a. 5/30 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
21 C.a. Danc 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
22 Ca. 2/75 500 10,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
23 Ca 10d 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
24 C.a. 1/317 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
25 Ca.5/74 10,00 20,00 5,00 10,00 1,00 2,00 0,002 0,004
26 C.a. 2/311 500 10,00 10,00 20,00 125 2,50 0,001 0,002
27 Ca. 2212 5,00 10,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
28 C.a. 2/315 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
29 Ca. 3/16 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
30 Ca. 5/74 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
31 Ca. Iflak2 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
32 Ca 4312 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
33 Ca. 3flakl 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
34 Ca 5/1617 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
35 Ca 407 10,00 20,00 12,50 25,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
36 Ca. 4/2311 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
37 Ca 3/315 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
38 Ca. ld 500 10,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
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MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK

39 Ca l/l16 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
40 Ca. dll 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
41 Ca 416 10,00 20,00 12,50 25,00 1,00 2,00 0,0005 0,001

42 C.a. MH4 10,00 20,00 12,50 25,00 1,00 2,00 0,002 0,004
43 Ca 81211 500 10,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
44 Ca 1/125 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001

45 C.a. cetl 10,00 20,00 10,00 20,00 1,25 2,50 0,001 0,002
46 C.a 2/7.12 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
47 C.a. cet5 5,00 10,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
48 C.a. 1/20 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
49 Ca. 3/13 10,00 20,00 5,00 10,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
50 Ca. 221 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
51 Ca. 5/32 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
52 Ca 4/20.12 10,00 20,00 10,00 20,00 1,25 2,50 0,0005 0,001
53 Ca 3/11 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
54 Ca 7/16 500 10,00 5,00 10,00 1,00 2,00 0,001 0,002
55 Ca. 5d 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
56 C. k Iflakl 500 10,00 5,00 10,00 1,00 2,00 - -
57 C.g 2/06 5,00 10,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0015 0,003

58 C.g 6/23 10,00 20,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0015 0,003
59 ATCC10231 500 10,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
60 ATCC750 500 10,00 5,00 10,00 1,00 2,00 0,002 0,004

* C.a. — Candida albicans; C k. — Candida krusei; C.g. — Candida glabrata; ATCC (The American Type Culture
Collection) 10231 — Candida albicans; ATCC 750 — Candida tropicalis.

Rezultati antifungalne aktivnosti etarskih ulja biljaka F. vulgare, Pimpinella anisum, P.
sativa, A. graveolens iz familije Apiaceae (Tabela 33) pokazala su umerenu do slabu antifungalnu
aktivnost inhibirajuéi sve testirane gljive u intervalu koncentracija od 0,63 do 10,00 mg/ml.
Najjacu antifungalnu aktivnost pokazalo je ulje 4. graveolens (MIK 0,63-2,50; MFK 1,25-5,00
mg/ml) dok sli¢nu aktivnost imaju ulja P. anisum (MIK 1,25-2,50; MFK 2,50-5,00 mg/ml) i P.
sativa (MIK 1,25-2,50; MFK 2,50-5,00 mg/ml), dok je najslabija aktivnost zabelezena za ulje F.
vulgare (1,25-5,00; 2,50-10,00 mg/ml). Uporednom analizom, antifungalni potencijal testiranih
etarskih ulja u in vitro uslovima moze se prikazati slede¢im nizom: 4. graveolens > P. anisum =
P. sativa > F. vulgare. U odnosu na pozitivnu kontrolu sva ulja su pokazala bolju aktivnost od
preparata Curasept® ali slabiju aktivnost od Hexorala® i Flukonazola. Faudale i sar. (2008) su
ustanovili da F. vulgare pokazuje antifungalni efekat na vrste Candida 1 Mycrobacterium.
Proucavaju¢i oralne izolate C. albicans, dis-difuzionom tehnikom, Pai i sar. (2010) su ukazali na

slab antifungalni efekat ekstrakta F. vulgare. Prema Soylu 1 sar. (2007) ulje komoraca je pokazalo
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veliki potencijal kao alternativa fungicidima redukujuci rast micelije i sporulaciju fitopatogene
gljive Sclerotinia sclerotiorum. Navedeno ulje u koncentraciji od 6 pul izaziva potpunu inhibiciju
rasta patogenih mikromiceta Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium graminearum i F. moniliforme
(Singh i sar., 2006). Antifungalna aktivnost etarskog ulja F. vulgare poti¢e uglavnom od fenolnih
komponenti; prema dosadasnjim istrazivanjima najzastupljenija komponenta ulja komoraca,
anetol, poseduje umerenu antifungalnu aktivnost (De i sar., 2002). Kosalec i sar. (2005) su
potvrdili antifungalnu aktivnost etarskog ulja P. anisum; ulje je pokazalo umerenu aktivnost na
klini¢ke izolate C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. pseudotropicalis i C. krusei sa MIK
vrednostima ispod 1,56% (v/v). Trans-anetol, glavna komponenta ovog ulja, se pokazao efikasnim
u inhibiciji rasta kvasaca 1 drugih gljiva u odnosu na sinteticki analog (De i sar., 2002). U literaturi
ne postoje podaci o osetljivosti klinickih izolata na etarsko ulje P. sativa. Mateji¢ i sar. (2014) su
u ispitivanju antifungalne aktivnosti etarskog ulja P. sativa ustanovili MIK i MFK za C. albicans
od 46,2 mg/ml. Jirovetz i sar. (2003) su potvrdili dobar antifungalni potencijal etarskog ulja A.
graveolens 1z Bugarske. Ovi autori su u ispitivanjima koristili uzorak ulja star 35 godina i uprkos,
toj ¢injenici, ovo je ulje isipoljilo jaku aktivnost prema testiranim mikroorganizmima (4. niger, S.

cerevisie 1 C. albicans).
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Rezultati antifungalne aktivnosti etarskih ulja biljaka M. recutita, M. recutita’,
A.milefolium’, A.milefolium?, H. italicum’ i H. italicum’ iz familije Asteraceae prikazani su u
Tabeli 34 i na Slici 138. Sva etarska ulja su pokazala antifungalnu aktivnost inhibiraju¢i sve
testirane vrste i sojeve roda Candida u intervalu koncentracija od 0,04 do 20,00 mg/ml. Najbolju
aktivnost pokazalo je ulje 4. milefolium? (MIK 0,04-0,16; MFK 0,08-0,31 mg/ml), a najslabiju
ulje H. italicum’ (MIK 10,00-20,00; MFK 20,00-30,00 mg/ml). Ulje M. recutita’ (5,00-10,00;
MFK 10,00-20,00 mg/ml) i M. recutita’ (MIK 2,50-10,00; MFK 5,00-20,00 mg/ml) pokazali su
umerenu antifungalnu aktivnost. Ulje 4. milefolium’ (MIK 0,13-0,25; MFK 0,25-0,50 mg/ml)
pokazalo je bolju aktivnost od oba ulja, kamilice i smilja. Uporednom analizom, antifungalni
potencijal testiranih etarskih ulja u in vifro uslovima moze se prikazati slede¢im nizom: A.
milefolium? > A. milefolium’ > M. recutita’ > M. recutita’ > H. italicum’ (MIK 1,25-2,50; MFK
2,50-5,00 mg/ml) > H. italicum’. U odnosu na pozitivne kontrole sva ulja su pokazala bolju
aktivnost u odnosu na preparat Curasept® izuzev ulja smilja, dok su se samo ulja 4. milefolium® i
A. milefolium? pokazala efikasnijim od preparata Hexoral®. U poredenju sa komercijalnim
fungicidom Flukonazolom sva testirana ulja su imala znacajno slabiju antifungalnu aktivnost. U
literaturi postoji veliki broj podataka o antifunalnoj aktivnosti etarskog ulja M. recutita i njegovih
pojedina¢nih komponenti (Seatlholo 1 sar., 2010). Istrazivanja pokazuju veliku varijabilnost
rezultata, pa tako u studiji Yonzon i sar. (2005) ulje nemacke kamilice pokazuje dobru
antifungalnu aktivnost prema Aspergillus ochraceus, dok u sli¢noj studiji testirane koncentracije
ulja M. recutita ne inhibiraju rast C. albicans (Moris i sar., 1979). Glavne komponente ovog ulja
(bisobolol 1 hamazulen) imaju inhibitorni efekat na vrste rodova Trichophyton 1 Microsporium
(Kamatou 1 sar., 2010). U studiji Sokovi¢, (2001), fungistati¢ne 1 fungicidne koncentracije su u
intervalu 5,00-11,00 pl/ml, §to je potvrdeno dobijenim rezultatima. Candan i sar. (2003) su utvrdili
MIK za C. albicans od 4,5 mg/ml (w/v) 1 vrednosti MIK za C. krusei od 18,00 mg/ml (w/v). Velike
razlike u rezultatima moZemo objasniti ratli¢itim hemijskim sastavom etarskog ulja kori§¢enim u
eksperimentima; ovi autori navode komponente 1,8 cineol, kamfor, a-terpineol, B-pinen i borneol,
dok u naSim uzorcima ulja dominiraju cis-f-ocimen 1 kamfor. Uzimajuéi u obzir da etarsko ulje A4.
millefolium’? ima vi§i sadrzaj kamfora i pa je bolja antifungalna aktivnost u odnosu na A.
millefolium’ bila i o¢ekivana. Ranija istraZivanja etarskog ulja H. italicum pokazuju inhibitorni
efekat na rast C. albicans, kao 1 o¢igledne promene na lipidnoj strukturi membrane (Mastelic i sar.,

2005).
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Antifungalna aktivnost etarskih ulja B. carterii’, B. carteri’, C. luzonicum, C.myrrha iz
familije Burseraceae prikazani su u Tabeli 35. Sva etarska ulja su pokazala antifungalnu aktivnost
inhibirajuci testirane vrste i sojeve Candida u intervalu koncentracija od 2,50 do 10,00 mg/ml.
Najbolju aktivnost pokazalo je ulje B. carterii’ (MIK 1,25-2,50; MFK 2,50-5,00 mg/ml) dok su
ostala tri ulja, B. carterii’, C. luzonicum, C.myrrha (MIK 1,25-5,00; MFK 2,50-10,00 mg/ml)
pokazala vrlo sli¢nu aktivnost. Uporednom analizom antifungalni potencijal etarskih ulja u in vitro
uslovima moZe se prikazati slede¢im nizom: B. carteri’ > Boswellia carterii' = C. luzonicum = C.
myrrha. U odnosu na pozitivnu kontrolu sva ulja su se pokazala bolje od Curasepta® ali slabije od
Hexorala® i Flukonazola. Vuuren i sar. (2010) su u ispitivanju antimikrobne aktivnosti 20
komercijalnih uzoraka etarskog ulja B. carteri utvrdili MIK za C. albicans u intervalu od 2,30 do
12,00 mg/ml, $to je u saglasnosti sa nasim rezultatima. Camarda i sar. (2007) su zakljucili da
etarsko ulje B. carteri iz Somalije pokazuje aktivnost na C albicans (MIK 6,20 mg/ml), §to su
potvrdili, disk-difuzionom metodom, (Edwards-Jones 1 sar., 2004). Prema dosadasnjim
istrazivanjima antifungalne aktivnosti etarskog ulja B. carteri pokazuje slabu do umerenu
aktivnost (Vuuren i sar., 2010). Do sada nisu izvr$ena ispitivanja antifungalne aktivnosti etarskog
ulja C. luzonicum, te nije bilo moguce poredenje dobijenih rezultata sa radovima drugih autora.
Efekat etarskog ulja C. myrrha na suzbijanje rasta kvasaca ispitivali su Mohamed i sar. (2014) 1
dobili vrednosti MIK od 100 1 >1000 pg/ml (Sacharomyces cerevisie 1 C. albicans). Goni 1 sar.
(2009) navode da sastav etarskog ulja mire bitno utice na antifungalnu aktivnost i sugerisu

oksidovane seskviterpene kao nosioce antifungalne aktivnosti.
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Etarska ulja J. communis’, J. communis’, J. communis®, J. communis®, J. virginiana, iz
familije Cupressaceae, su pokazala umerenu do slabu antifungalnu aktivnost inhibirajuci sve
testirane vrste i sojeve Candida u koncentracijama ulja u interalu od 0,63 do 20,00 mg/ml (Tabela
36). Najbolju aktivnost pokazalo je ulje J. communis* (MIK 0,63-1,25; MFK 1,25-2,5 mg/ml) dok
je etarsko ulje J. communis’ (MIK 5,00-10,00; MFK 10,00-20,00 mg/ml) pokazalo najslabiji
antifungalni potencijal. Ulje J. communis’ (MIK 1,25-2,50; MFK 2,50-5,00 mg/ml) pokazalo je
bolju aktivnost od ulja J. virginiana (MIK 2,50-5,00; MFK 5,00-10,00 mg/ml) i J. communis®
(MIK 5,00-10,00; MFK 10,00-20,00 mg/ml) koji su demonstrirali sli¢nu aktivnost. Uporednom
analizom, antifungalni potencijal etarskih ulja biljaka iz familije Cupressaceae u in vitro uslovima
moZe se prikazati slede¢im nizom J. communis*> J. communis' > J. virginiana = J. communis’® >
J. communis®. U odnosu na pozitivnu kontrolu sva ulja su pokazala jacu aktivnost od preparata
Curasept® ali ne i od Hexoral® i sintetickog fungicida Flukonazol. Etarsko ulje kleke se hiljadama
godina upotrebljava kao dodatak hrani (Markovi¢, 2011). Rezultati nasih istrazivanja, na osnovu
kojih je od testiranih ulja, J. communis pokazalo umeren antifungalni potencijal su u saglasnosti
sa radovima drugih autora (Herman i sar., 2014). Pepeljnjak i sar. (2005) su utvrdili da etarsko ulje
ima fungicidni efekat na C. albicans u koncentraciji od 0,78 do 2% (v/v), dok je na testirane
dermatomicete ulje delovalo u koncentraciji od 0,39 do 2% (v/v). Ovo ulje se koristi vekovima za
lakiranje namestaja i za dobijanje parfema i losiona, kao i sredstvo za odbijanje insekata. Takode,
ulje kedra ima Siroku primenu, za le¢enje koznih infekcija, akni, psorijazu, bolove u zglobovima

(Markovi¢, 2011). Trenutno, ne postoje podaci o antifungalnoj aktivnosti ovog etarskog ulja.
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Etarska ulja biljaka G. procumbens 1 G. fragrantissima, iz tamilije Ericaceae, pokazala su
umereni antifungalni potencijal inhibiraju¢i sve testirane vrste i sojeve roda Candida u
koncentracijama ulja u rasponu od 0,63 do 10,00 mg/ml (Tabela 37). Etarsko ulje G.
fragrantissima (MIK 1,25-2,50; MFK 2,50-10.00 mg/ml) je pokazalo bolju aktivnost u odnosu na
G. procumbens (MIK 0,63-2,50; MFK 1,25-5,00 mg/ml). Poredenjem sa pozitivnim kontrolama
oba ulja ispoljila su jacu aktivnost od preparata Curasept® ali ne i od Hexorala® i Flukonazola.
Antifungalna aktivnost biljaka iz roda Gaultheria bila je predmet manjeg broja istrazivanja; u radu
Lee i Lee (2010) su dokazali antifungalnu aktivnost etarskog ulja G. procumbens u koncentraciji
od 2 mg/ml na Melassezia furfur, glavnog uzrocnika nastanka peruti kod ljudi. Potvrda o umerenoj
antifungalnoj aktivnosti G. procumbens postoji 1 u radu Hammer i sar., (1999) nije inhibiran rast
C. albicans uljem u koncentraciji od 2 mg/ml. Takode, treba istaéi da su dosadasnja istrazivanja
pokazala da glavna komponenta ovih ulja, metil salicilat, poseduje odredeni nivo antimikrobne,
antioksidativne 1 antiinflamatorne aktivnosti (Zhang i sar., 2011).

Tabela 37. Antifungalna aktivnost etarskih ulja Gaultheria procumbens, G. fragrantissima, preparata za
oralnu higijenu i antimikotika (mg/ml).

G. procumbens G. fragrantissima Curasept® Hexoral® Flukonazol
MIK  MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK

1 Ca I/I617 250 5,00 1,25 2,50 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
2 Ca MH2 2,50 5,00 1,25 2,50 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
3 Ca MHI 2,50 5,00 1,25 2,50 10,00 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
4 Ca 4/30 2,50 500 0,63 2,50 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
5 Ca 423 2,50 5,00 1,25 2,50 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
6 Ca2/74 1,67 3,13 1,25 2,50 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
7  Ca 17315 2,50 5,00 1,25 2,50 10,00 20,00 1,00 1,50 0,002 0,004
g Ca2lo 2,50 5,00 1,25 2,50 5,00 10,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
9 Ca 220 2,50 5,00 1,25 2,50 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
10 Ca. 2d 2,50 500 0,63 2,50 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
11 Ca 422 2,50 5,00 0,63 2,50 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
12 Ca. 7d 2,50 5,00 1,25 2,50 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
13 Ca 1727 2,50 5,00 1,25 2,50 10,00 20,00 1,25 2,50 0,001 0,002
14 Ca. lj2 333 6,67 1,25 2,50 12,50 25,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
15 Ca 2/8.12 2,50 5,00 2,50 5,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
16 Ca. 1/0407 250 5,00 1,25 2,50 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
17 Ca. 4/30 2,50 5,00 1,25 2,50 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
18 Ca. 2/23 2,50 5,00 1,25 2,50 10,00 20,00 1,25 2,50  0,0005 0,001
19 Ca 2/24 500 10,00 2,50 500 12,50 25,00 1,00 2,00 0,002 0,004
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0,0005
0,0005
0,001
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,001
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,001
0,0005
0,0015
0,0015
0,0005

MFK
0,001
0,001
0,002
0,001
0,001
0,004
0,002
0,001
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,004
0,001
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001

0,003
0,003
0,001
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MIK MFK  MIK MFK  MIK MFK MIK MFK MIK MFK

60 ATCCT750 1,25 2,50 0,63 1,25 5,00 10,00 1,00 2,00 0,002 0,004

* C.a. — Candida albicans; Ck. — Candida krusei; C.g. — Candida glabrata; ATCC (The American Type Culture
Collection) 10231 — Candida albicans; ATCC 750 — Candida tropicalis.

Rezultati antifungalne aktivnosti etarskog ulja P. graveolens iz familije Geraniaceae
prikazani su u Tabeli 38. Etarsko ulje P. graveolens je pokazalo jaku antifungalnu aktivnost u
koncentracijama koje su su bile u intervalu od 0,01 do 0,12 mg/ml. MIK i1 MFK vrednosti su u
opsegu od 0,01 do 0,06 mg/ml tj. 0,06 do 0,012 mg/ml. U odnosu na pozitivne kontrole ulje P.
graveolens pokazalo je bolju aktivnost od preprata Curasept® i Hexoral® ali ne i od Flukonazola.
Ranija istrazivanja su pokazala da antifungalna aktivnost etarskog ulja P. graveolens ima veliki
potencijal (Malik 1 sar., 2011), a efikasnost ovog ulja prema C. albicans potvrdena je 1 u klini¢koj
studiji Aliisar. (2011), ukojoj je ispitivana aktivnost 1% rastvora ovog ulja na zapalenje sluzokoZe
usne duplje uzrokovane istim uzrocnikom. Nakon tretmana stanje 34% pacijenata se znatno
poboljsalo, 54% pacijenata je osetilo olakSanje, dok kod 10% nije zabelezeno poboljSanje
zdravstvenog stanja. Aplikacija 1% ulja geranijuma u vidu gela se pokazala vrlo efikasnim
reSenjem u leCenju stomatitisa. Jaka antifungalna aktivnost ulja geranijuma dovodi se u direktnu
vezu sa njegovim hemijskim sastavom, odnosno visokim procentom alkoholnih jedinjenja,
citronelola i geraniola.

Tabela 38. Antifungalna aktivnost etarskog ulja Pelargonium graveolens, preparata za oralnu higijenu i
antimikotika (mg/ml).

P. graveolens Curasept® Hexoral® Flukonazol
MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK

1 Ca I/1617 0,03 0,06 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
2 Ca MH2 0,03 0,06 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
3 Ca MHI 0,03 0,06 10,00 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
4  Ca 430 0,03 0,06 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
5 Ca 4/23 0,03 0,06 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
6 Ca 2/74 0,03 0,06 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
7 Ca 1315 0,03 0,06 10,00 20,00 1,00 1,50 0,002 0,004
8 Cal/l6 0,03 0,06 500 10,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
9 Ca 2720 0,03 0,06 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
10 Ca. 2d 0,01 0,02 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
11 Ca. 4/22 0,03 0,06 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
12 Ca. 7d 0,03 0,06 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
13 Ca 1727 0,03 0,06 10,00 20,00 125 2,50 0,001 0,002
14 Ca. Lj2 0,01 0,02 12,50 2500 1,00 2,00 0,0005 0,001

175



15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

C.a. 2/8.12
C.a. 1/0407
C.a. 4/30
C.a. 2/23
C.a. 2/24
C.a. 5/30
C.a. Danc
C.a. 2/7.5
C.a. 10d
C.a. 1/31.7
C.a.5/7.4
C.a. 2/3.11
C.a. 2/212
C.a. 2/31.5
C.a. 3/16
C.a. 5/7.4
C.a. Iflak2
C.a. 4/3.12
C.a. 3flakl
C.a. 5/1617
C.a. 4/07
C.a. 4/23.11
C.a. 3/31.5
Ca. ld
Ca. 1/16
C.a. dll
C.a. 4/16
C.a. MH4
Ca. 8/12.11
Ca. 1/12.5
C.a. cetl
Ca. 2/7.12
C.a. cetd
C.a. 1/20
C.a. 3/13
C.a. 2/21
C.a. 5/32
C.a. 4/20.12
C.a. 3/11
C.a. 7/16
C.a. 5d

C. k. Iflakl

MIK
0,03
0,03
0,06
0,03
0,03
0,03
0,03
0,01
0,01
0,03
0,06
0,03
0,03
0,06
0,03
0,03
0,03
0,03
0,06
0,06
0,06
0,03
0,03
0,03
0,03
0,01
0,03
0,03
0,03
0,03
0,01
0,03
0,03
0,06
0,06
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03

MFK
0,06
0,06
0,12
0,06
0,06
0,06
0,06
0,02
0,02
0,06
0,12
0,06
0,06
0,12
0,06
0,06
0,06
0,06
0,12
0,12
0,12
0,06
0,06
0,06
0,06
0,02
0,06
0,06
0,06
0,06
0,02
0,06
0,06
0,12
0,12
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06

MIK
10,00
10,00
10,00
10,00
12,50
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
5,00

10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
12,50
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
12,50
12,50
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
5,00

10,00
10,00
10,00
10,00
5,00

10,00
5,00

MFK
20,00
20,00
20,00
20,00
25,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
10,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
25,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
25,00
25,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
10,00
20,00
20,00
20,00
20,00
10,00
20,00
10,00

MIK
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00

MFK  MIK

2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00

0,001
0,0005
0,002
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,001
0,0005
0,0005
0,002
0,001
0,0005
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,001
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,001
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,001
0,0005

MFK
0,002
0,001
0,004
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,001
0,004
0,002
0,001
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,004
0,001
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
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MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK
57 C. g 2/06 0,03 0,06 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0015 0,003
58 C.g 6/23 0,06 0,12 10,00 20,00 1,00 2,00 00015 0,003
59 ATCC10231 0,03 0,06 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
60 ATCC750 0,03 006 500 10,00 1,00 2,00 0,002 0,004

* C.a. — Candida albicans; Ck. — Candida krusei; C.g. — Candida glabrata; ATCC (The American Type Culture
Collection) 10231 — Candida albicans; ATCC 750 — Candida tropicalis.

Etarska ulja biljaka H. officinalis, M. piperita’, M. piperita’, M. pulegium, L. angustifolia,
T.algeriensis, T. vulgaris, T. serpyllum, R. officinalis, S. montana, S. lavanudilifolia, S. officinalis,
S. sclarea 1 S. triloba, 1z familije Lamiaceae, pokazala su raznovrsnu antifungalnu aktivnost na sve
testirane vrste i sojeve Candida inhibirajuéi njihov rast u rasponu koncentracija 0,0009-30,00
mg/ml (Tabela 39). Najbolju aktivnost pokazalo je etarsko ulje S. montana (MIK 0,0009-0,001;
MFK 0,001-0,003 mg/ml), dok je najslabiju antifungalnu aktivnost pokazalo ulje H. italicum’ sa
MIK-ma od 10,00-20,00 i MFK vrednostima od 20,00-30,00 mg/ml. Uporednom analizom
antifungalni potencijal etarskih ulja biljaka iz familije Lamiaceae u in vifro uslovima moze se
prikazati slede¢im nizom: S. montana > T. serpyllum (MIK 0,001-0,002; MFK 0,002-0,004 mg/ml)
> T. algeriensis (MIK 0.005-0.01; MFK 0.01-0.02 mg/ml) > T. vulgaris (MIK 0,02-0,04; MFK
0,04-0,08 mg/ml) > M. piperita’ (MIK 0,06-0,25; MFK 0,13-0,50 mg/ml) > M. pulegium (MIK
0,08-0,31; MFK 0,16-0,63 mg/ml) > H. officinalis (MIK 0,13-0,50; MFK 0,25-1,00 mg/ml) = M.
piperita’ (MIK 0.13-0.50; MFK 0.25-1.00 mg/ml) > S. lavandulifolia (MIK 0,16-0,31; MFK 0,31-
0,63 mg/ml) > L. angustifolia (MIK 0.25-0.50; MFK 0.50-1.00 mg/ml) = R. officinalis (MIK 0,25-
0,50; MFK 0,50-1,00 mg/ml) > S. officinalis (MIK 0,31-0,63; MFK 0,63-1,25 mg/ml) > S. triloba
(MIK 0,63-2,50; MFK 1,25-5,00 mg/ml) > S. sclerea (MIK 0,25-1,00; MFK 5,00-10,00 mg/ml).
U odnosu na kontrolnu grupu, vecina ulja je pokazala bolji inhibitorni potencijal od preparata
Curasept® 1 Hexoral®, ali ne 1 od sintetickog fungicida Flukonazola. U literaturi postoje brojni
podaci o antifungalnoj aktivnosti biljaka iz familije Lamiaceae (Mimica-Duki¢ i sar., 2004;
Maksimovi¢ i sar., 2008; Balakumar i sar., 2011; Viegas i sar., 2014). Poznato je da je etarsko ulje
izopa koristi u narodnoj medicini kao antiseptik za leCenje rana (Cziner 1 sar., 2000). Rezultati
ispitivanja antifungalnog potencijala pokazuju da postoje variranja u ispoljavanju efekta. Sokovi¢
(2001), je pokazala da ulje izopa poseduje umerenu antifungalnu aktivnost inhibirajuéi rast
testiranih mikro 1 dermatomiceeta u koncentracijama od 2,50 do 3,00 pl/ml. Smatra se da je
antifungalni potencijal ovog ulja direktno zavisan od hemijskog sastava; poznato je da 1,8-cineol

1 linalol pokazuju jaci efekat inhibicije nego ostala jedinjenja Cesto prisutna u ulju izopa
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(izopinokamfon, limonen i a- 1 f-pinen) (Sokovi¢, 2009). U istrazivanjima Mazzanti 1 sar. (1998)
etarsko ulje H. officinalis je imalo umeren efekat na sedam sojeva C. albicans, C. krusei i C.
tropicalis, inhibirajuéi njihov rast u koncentracijama 0,6-1,2% (v/v). Variranje antifungalnog
potencijala ulja H. officinalis zapazeno je u studiji Dzami¢ i sar. (2013) gde je bilo potrebna
koncentracija od 104 mg/ml kako bi se inhibirao rast mikromicete A. niger. Velika varijabilnost
antifungalne aktivnosti razli¢itih ulja H. officinalisse objasnjava razli¢itim hemijskim sastavom,
kao 1 razli¢itim metodama za ispitivanje kao i sojevima koriS¢enih u eksperimentima. Nasa
istrazivanja antifungalne aktivnosti etarskog ulja M. piperita se poklapaju sa podacima studije koju
su sproveli Beyki 1 sar. (2014). Ranija istrazivanja etarskog ulja M. piperita ukazuje na dobar
antifungalni potencijal ove vrste; u studiji Yigit i sar. (2008), zubna pasta koja je sadrzala, izmedu
ostalog, ulje M. piperita pokazala je najbolju antifungalnu aktivnost u ispitivanju osetljivosti 102
klini¢ka izolata Candida spp. Prema rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji nas uzorak ovog ulja
je pokazao jak antufungalni potencijal $to se moZe objasniti visokim sadrzajem mentola i mentona,
a iz literature je poznato da dve komponente poseduju odli¢nu antimikrobnu aktivnost (Vaughn 1
Spencer, 1994). Bouchra i sar. (2003) su zabelezili jaku aktivnost etarskog ulja M. pulegium;
koncentracija od 250 ppm se pokazala efikasnom u inhibiciji rasta C. albicans. Dosadasnja
istrazivanja etarskog ulja L. angustifolia pokazuju jaku do umerenu antifungalnu aktivnost (Stupar
isar. 2014). Rezultati koje su dobili D’ Auria 1 sar. (2005) koji su ispitivali osetljivost 50 klinickih
izolata C. albicans, pokazuju da etarsko inhibiralo njihov rast u koncentracijama 0.69-1.1% (v/v).
U istom istrazivanju, dominantna komponenta ulja, linalol je pokazala jace dejstvo u poredenju sa
linalil acetatom. Etarsko ulje L. angustifolia je inhibiralo rast micelije 1 zaustavilo proces
dimorfizma kod C. albicans. De Rapper i sar. (2013) su potvrdila da postoji korelacija izmedu
hemijske strukture etarskih ulja i pojedinalnih komponenti, i njihove antifungalne aktivnosti.
Dominantna zastupljenost oksidovanih monoterpena ¢ini etarska ulja biljaka roda Thymus jednim
od najjacih antifungalnih agenasa; mehanizam dejstva ovih jedinjenja za posledicu imaju
destabilizaciju permeabilnosti ¢elijske membrane i procesa respiracije kod gljiva (Hyldgaard i sar.,
2012). Izuzetna antifungalna aktivnost etarskog ulja 7. algeriensis potvrdena je u vise studija
(Zouari 1 sar., 2011; Giweli 1 sar., 2013; Quariachi 1 sar., 2014), kao 1 ulja 7. vulgaris (Kumar 1
sar., 2008; Pekmezovi¢ i sar., 2015; Kohiyama 1 sar., 2015) i 7. serpyllum (Rasooli 1 sar., 2002;
Hazzit 1 sar., 2006; Hussain 1 sar., 2008) 1 u saglasnosti su sa dobijenim rezultatima u ovoj

disertaciji. Ranija istrazivanja antifungalne aktivnosti etarskog ulja R. officinalis pokazuju
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varijabilne rezultati; Barreto 1 sar. (2014) su pokazali jako do umereno dejstvo etarskog ulja
ruzmarina na C. albicans 1 C. krusei, inhibirajuci rast ovih gljiva u koncentracijama od 0,5 1 1
mg/ml, dok je u istrazivanjima Celiktas i sar. (2007) ovo ulje sa tri razli¢ita lokaliteta iz Turske,
pokazalo je umerenu do slabu aktivnost na C. albicans. Rezultati dobijeni primenom
mikrodilucione metode svrstavaju etarsko ulje S. montana u jake antifungalne agense (Fraternale
1 sar., 2007). Do sli¢nih rezultata dosli su i istrazivaci iz Albanije koji su ispitivali antifungalnu
aktivnost ovog na dermatomicete disk difuzionom metodom (Haloc i sar., 2014). Medutim, ne
postoje podaci o osetljivosti klini¢kih izolata Candida spp. tako da direktno poredenje nasih
rezultata nije moguce. U literaturi postoje brojni podaci o antifungalnoj aktivnosti etarskih ulja
roda Salvia (Rota i sar., 2004; Gzergorczyk i sar., 2007; Pierozan i sar., 2009), od kojih najvise za
ulje S. officinalis. Rezultati do kojih su dosli Tularat i sar. (2013) ukazuju na umereni antifungalni
potencijal etarskog ulja S. officinalis prema C. albicans. Sto se tie etarskog ulja S. lavandulifolia,
malo je podataka o njegovom antifungalnom delovanju; u uporednoj studiji Jirovetz i sar. (2006)
su ispitivali aktivnost etarskog ulja S. officinalis, S. lavandulifolia i S. sclarea disk-difuzionom 1
mikrodilucionom metodom i dosli do zakljucka da ulja S. lavandulifolia i S. sclarea pokazuju bolju
aktivnost od S. officinalis prema C. albicans, §to je 1 potvrdeno i u nasem istrazivanju (Tabela 39).

Shimoni i sar. (1993) su utvrdili umeren antifungalni potencijal etarskog ulja S. triloba.
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Rezultati antifungalne aktivnosti etarskih ulja L. nobilis’ i L. nobilis® iz familije Lauraceae
prikazani su u Tabeli 40. Etarska ulja su pokazala jaku do umerenu antifungalnu aktivnost
inhibirajuci sve testirane vrste 1 sojeve roda Candida u intervalu od 0,63 do 1,25 mg/ml. Oba ulja
su pokazala sliénu aktivnost (L. nobilis’ MIK 0.16-0.31; MFK 0.31-0.63, L. nobilis’ MIK 0,31-
0,63; MFK 0,63-1,25 mg/ml). U odnosu na pozitivne kontrole testirana etarska ulja su se pokazala
boljim od preparata Curasept™ i Hexoral® ali ne i od antimikotika Flukonazola. Prema Hassiotis
(2010) ulje L. nobilis u koncentracijama od 15,00 do 60,00 mg/ml dovodi do inhibicije rasta
mikoriznih gljiva Glomus diserticola 1 G. intaradices. Umerena do slaba antifungalna aktivnost
etarskog ulja L. nobilis zabelezena je od strane grupe autora Simi¢ i sar. (2004); MIK koje su
inhibirale rast 11 mikromiceta su u intervalu 10,00-40,00 mg/ml. Umerena do slaba aktivnost ovog
ulja uslovljena je prisustvom monoterpenskih ugljovodonika (1,8-cineol i sabinen), a koji imaju
manji antifungalni potencijal od oksidovanih jedinjenja (Adam i sar., 1998).

Tabela 40. Antifungalna aktivnost etarskih ulja Laurus nobilis’ i L. nobilis’, preparata za oralnu higijenu i
antimikotika (mg/ml).

L. nobilis’ L. nobilis® Curasept® Hexoral® Flukonazol
MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK

1 Ca /1617 031 0,63 031 0,63 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
2 Ca MH2 031 0,63 031 0,63 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
3 Ca MHI 0,16 0,31 031 1,25 10,00 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
4 Ca 4/30 0,16 0,31 063 0,63 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
5 Ca 423 031 0,63 031 0,63 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
6 Ca 2774 0,16 0,31 031 0,63 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
7 Ca. 1/315 0,31 063 031 063 10,00 20,00 1,00 1,50 0,002 0,004
8§ Ca2/l6 031 0,63 031 0,63 500 1000 1,00 2,00 0,0005 0,001
9 Ca 220 031 0,63 031 0,63 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
10 Ca.2d 031 0,63 031 0,63 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
11 Ca 422 031 0,63 031 1,25 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
12 Ca. 7d 031 0,63 063 0,63 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
13 Ca. 127 031 0,63 031 0,63 10,00 20,00 1,25 250 0,001 0,002
14 Ca Lj2 0,31 063 031 0,63 12,50 2500 1,00 2,00 0,0005 0,001
15 Ca 2812 0,16 031 031 1,25 1000 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
16 Ca 1/0407 0,16 031 0,63 0,63 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
17 C.a. 4/30 031 0,63 031 0,63 10,00 20,00 1,00 2,00 0002 0,004
18 Ca. 2/23 031 0,63 031 0,63 10,00 20,00 1,25 250 0,0005 0,001
19 Ca 2/24 031 0,63 031 1,25 12,50 2500 1,00 2,00 0,002 0,004
20 C.a. 5/30 0,16 0,31 063 0,63 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
21 C.a. Danc 0,16 031 031 0,63 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
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C.a. 5/74
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C.a. dll
C.a. 4/16
C.a. MH4
Ca. 8/12.11
Ca. 1/12.5
C.a. cetl
Ca. 2/7.12
C.a. cetd
C.a. 1/20
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10,00
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10,00
10,00
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10,00
10,00
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12,50
10,00
10,00
10,00
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10,00
10,00
10,00
10,00
5,00
10,00
10,00
10,00
10,00
5,00
10,00
5,00
10,00
10,00
10,00
5,00

MFK
20,00
20,00
20,00
10,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
25,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
25,00
25,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
10,00
20,00
20,00
20,00
20,00
10,00
20,00
10,00
20,00
20,00
20,00
10,00

MIK
1,00
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

MFK  MIK

2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00

0,001
0,0005
0,0005

0,002

0,001
0,0005
0,0005
0,0005

0,002
0,0005
0,0005

0,002
0,0005
0,0005

0,001
0,0005
0,0005

0,002
0,0005
0,0005

0,002
0,0005
0,0005

0,001
0,0005

0,002
0,0005
0,0005
0,0005

0,002
0,0005
0,0005

0,001
0,0005
0,0015
0,0015
0,0005

0,002

MFK
0,002
0,001
0,001
0,004
0,002
0,001
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,004
0,001
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,003
0,003
0,001
0,004

* C.a. — Candida albicans; C.k. — Candida krusei; C.g. — Candida glabrata; ATCC (The American Type Culture
Collection) 10231 — Candida albicans; ATCC 750 — Candida tropicalis.
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Rezultati antifungalne aktivnosti etarskih ulja biljaka L. petersonii, L. scoparium, E.
citradora, E. globulus, M. alternifolia’, M. alternifolia’, M. quinquenervia', M. quinquenervia’® i
S. aromaticum, iz familije Myrtaceae, prikazani su u Tabeli 41. Etarska ulja su pokazala dobru
antifungalnu aktivnost inhibirajuéi sve testirane vrste i sojeve roda Candida u intervalu od 0,005
do 18,00 mg/ml. Najbolju aktivnost pokazalo je ulje S. aromaticum (MIK 0,005-0,13; 0,01-0,25
mg/ml), dok je najslabiju imalo ulje ¢ajnog drveta M. alternifolia’ (MIK 4,50-9,00; MFK 9,00-
18,00 mg/ml). Uporednom analizom antifungalnog potencijala etarskih ulja biljaka iz familije
Myrtaceae u in vitro uslovima moze se prikazati slede¢im nizom: S. aromaticum > L. petersonii
(MIK 0,03-0,06; MFK 0,06-0,13 mg/ml) > E. citriodora (MIK 0,08-0,16; MFK 0,16-0,31 mg/ml)
> M. quinquenervia' (MIK 0.13-0.50; MFK 0.25-1.00 mg/ml) > M. quinquenervia® (MIK 0,31-
1,25; MFK 0,63-1,25 mg/ml) > E. globulus (MIK 0,50-1,00; MFK 1,00-2,00) > L. scoparium
(MIK 0,63-1,25; MFK 1,25-2,50 mg/ml) > M. alternifolia’ (MIK 2,25-9,00; MFK 4,50-18,00
mg/ml) > M. alternifolia’. U odnosu na pozitivne kontrole sva ulja su pokazala bolju aktivnost od
preparata Curasept®™. Ulja S. aromaticum, L. petersoni, E. citradora, M. quinquenervia' i M.
quinquenervia’ su bila bolja od preparata Hexoral®, dok nijedno ulje nije pokazalo bolju aktivnost
od Flukonazola. Koriste¢i mikrodilucionu metodu za odredivanje MIK, Van Vuuren i sar. (2014)
su ispitali antifungalnu aktivnost etarskih ulja L. petersonii i L. scoparium, 1 dosli do zakljucka da
ulje L. petersonii pokazuje bolju aktivnost, $to je takode potvrdeno i u naSim istraZivanjima
(Tabela 41). Park i sar. (2007) su utvrdili jaku antifungalnu aktivnost ulja L. petersonii na nekoliko
dermatomiceta, Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes, T.rubrum, Epidermophyton
floccosum and M. gypseum. Antifungalna ativnost etarskog ulja L. scoparium malo je istraZivana.
Tako, ispitivanjem aktivnosti ovog ulja Stephens i sar. (2005) su pokazali da koncentracije od 0,06
do 0,50 mg/ml imaju inhibirajuce dejstvo na testirane gljive. Antifungalna aktivnost etarskih ulja
E. citriadora i E. globulus je potvrdena u nekoliko studija; Kirui i sar. (2014) su dokazali da ulje
E. citriodora ima jaku antifungalnu aktivnost na C. albicans, T. mentagrophytes, M. gypseum 1
Cryptococcus neoformans, a do sli¢nih rezultata su dosli i Lugman i sar. (2007) ispitivajuéi
osetljivost rezistentnih sojeva C. albicans na ovo ulje. Etarsko ulje E. globulus 1 njegova glavna
komponenta (1,8-cineol) poseduju antifungalnu aktivnost prema mikrmicetama A. niger i A. flavus
(Vilela 1 sar., 2009). Kohanteb i Fani, (2011) su utvrdili inhibiciju rasta klini¢kih izolata C.
albicans 1 C. glabrata 1y usne duplje u koncentracijama od 12,8 do 256 pg/ml, ali autori nisu

prikazali hemijski sastav etarskog ulja koriS¢enog u eksperimentu. Brojni podaci u literaturi govore
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o antifungalnom dejstvu etarskog ulja M. alternifolia (Hammer 1 sar., 1999), pri ¢emu se veéina
odnosi na C. albicans. Medutim, ovo ulje pokazuje inhibitornu aktivnost i prema velikom broju
dermato i mikromiceta (Basset i sar., 1990; Cristoph i sar., 2000; D’ Auria i sar., 2001). MIK za C.
albicans se kre¢u od 0,06 do 8,00 mg/ml. Variranja rezultata mogu se objasniti kao posledica
koris¢enja razli¢itih tehnika 1 sojeva u eksperimentima. Hammer 1 sar. (2004) su pokazali da se
mehanizam dejstva etarskog ulja M. alternifolia bazira na promeni permeabilnosti membrane kod
C. albicans 1 C. glabrata. Ovi autori navode da tretman od 30 min u koncentraciji 0,25% (v/v)
rezultira apsorpcijom propidijum jodida. Prema rezultatima koji su dobili Lee i sar. (2008) etarsko
ulje M. quingenervia pokazalo je slabu antifungalnu aktivnost na Cryponectria parasitica i
Fusarium circinatum 1 jedino je ispoljilo inhibitornu aktivnost prema Phytophthora cactorum. U
okviru ovih istrazivanja etarsko ulje M. quingenervia pokazalo je izuzetnu antifungalnu aktivnost
(Tabela 41). Razlike u dobijenim rezultatima se mogu obrazloziti razlikama u hemijskom sastavu
ulja. Lee 1 sar. (2008) su pokazali da etarsko ulje M. quingenervia kao dominantnu komponentu
sadrzi limonen za razliku od naseg uzorka koji za glavnu komponentu ima 1,8-cineol. lako prema
literaturnim podacima 1,8-cineol ne poseduje jak antifungalni potencijal, prisutnost a-terpineola i
E-nerolidola (Park i sar., 2012) i moguce sinergisti¢ko dejstvo komponenti ulja svakako doprinose,
u naSem slucaju, jakom antifungalnom potencijalu. Etarsko ulje S. aromaticum se dugo koristi u
oralnoj higijeni. Rezultati do kojih su dosli Mansourian i sar. (2014) potvrduju jaku antifungalnu
aktivnost etarskog ulja karanfilica; testirali su 21 izolat C. albicans iz usne duplje pacijenata pri
¢emu je ovo etarsko ulje pokazalo bolju aktivnost od pozitivne kontrole nistatina. Sli¢éne nasim
rezultatima, dobili su 1 drugi istrazivac¢i (Hammer 1 sar., 1998; Giordiani i sar., 2008). SnaZzna
antifungalna aktivnost etarskog ulja S. aromaticum potic¢e od eugenola, glavne komponente ovog
ulja; Pinto i sar. (2009) su dokazali jaku aktivnost eugenola u koncentracijama 0,64-1,25 ul/ml.
Takode, eugenol je pokazao i inhibiciju procesa sinteze ergosterola kod C. albicans, koji ucestvuje

u gradi ¢elijske membrane gljiva i glavna je meta antimikotika.
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Rezultati antigunalne aktivnosti etarskih ulja 4. procera, A. grandis, A. alba, P. douglasii
1 P. silvestris iz familije Pinaceae, prikazani su u Tabeli 42. Etarska ulja pokazala su antifungalnu
aktivnost inhibirajuci sve testirane vrste i sojeve roda Candida u rasponu 0,25-5,00 mg/ml.
Najbolju aktivnost pokazalo je ulje 4. procera (MIK 0,25-0,50; MFK 0,50-1,00 mg/ml), dok su
najslabiju aktivnost pokazala ulja A. grandis (MIK 1,25-2,50; MFK 2,50-5,00 mg/ml) i 4. alba
(MIK 1.25-2.50; MFK 2.50-5.00 mg/ml). Etarsko ulje P. douglasi (MIK 0,63-1,25; MFK 1,25-
2,50 mg/ml) je pokazalo bolju aktivnost nego P. silvestris (MIK 0,63-1,25; MFK 1,25-2,50
mg/ml). Uporednom analizom antifungalne aktivnost etarskih ulja biljaka iz familije Pinaceae
moze se prikazati slede¢im nizom: A. procera > P. douglasii > P. silvestris > A. grandis = A.alba.
U odnosu na pozitivne kontrole sva ulja su pokazala bolje dejstvo od preparata Curasept®.
Medutim, ulja A. procera i P. douglasi poseduju jacu antifungalnu aktivnost od preparata
Hexoral®, ali nijedno ulje nije pokazalo bolje rezultate od sintetitkog fungicida Flukonazola.
Podaci o antifungalnoj aktivnosti etarskih ulja vrsta Pinaceae su retki (Bandi i sar., 2012). U
ispitivanju antifungalne aktivnosti etarskih ulja 9 vrsta familije Pinaceae, poreklom iz Turske, ulja
su pokazala varijabilnu aktivnost (Bagci i Digrak, 1998); testirana ulja su pokazala jacu aktivnost
na gljive nego na bakterije, $to je u skladu sa nasim rezultatima istrazivanja. Jursek i sar. (2014)
su utvrdili slab inhibitorni efekat etarskog ulja A. alba na produkciju ohratoksina A kod
Penicillium verrucosum. Yang 1 sar. (2008) su testirali bioloski potencijal 19 etarskih ulja iz
famlije Pinaceae i pokazali antitumornu, antimikrobnu, antihipertenzivnu aktivnost. Za etarska
ulja A. grandis 1 P. douglasii, ne postoje publikovani podaci o antifungalnoj aktivnosti. U radu
Cosié i sar. (2010) u kome je testirana antifungalna aktivnost, izmedu ostalih i etarskog ulja P.

sylvestris na rast micelija dvanaest fitopatogenih gljiva, ovo ulje je pokazalo umerenu aktivnost.
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c VA

Rezultati antifungalne aktivnosti etarskih ulja P. nigrum“ 1 P. nigrum® iz familije
Piperaceae prikazani su u Tabeli 43. Oba etarska ulja su pokazala antifungalni potencijal
inhibirajuci sve testirane vrste 1 sojeve roda Candida u intervalu od 0,25 do 20,00 mg/ml. Etarsko
ulje P. nigrum? (MIK 0,25-1,00; MFK 0,50-2,00 mg/ml) je pokazalo bolju aktivnost u odnosu na
P. nigrum® (MIK 1,25-5,00; MFK 2,50-10,00 mg/ml). Poredenjem sa pozitivnim kontrolama oba
ulja su pokazala jacu aktivnost od preparata Curasept®, a ulje P. nigrum? je bilo efikasnije i od
preparata Hexoral®, dok su oba ulja pokazala slabije antifungalno dejstvo od Flukonazola. Podaci
o antifungalnoj aktivnosti etarskog ulja P. nigrum su malobrojni, za razliku od ekstrakata ove
biljke. Rabadia i sar. (2011) su potvrdili antifungalnu aktivnost etarskog ulja P. nigrum na T.
mentagraphytes 1 flukonazol-rezistentne sojeve C. albicans 1 C. tropicalis. Etarsko ulje P. nigrum
pokazalo se vrlo efikasnim i u inhibiciji rasta micelije Fusarium graminearum, Penicillium
veridcatum 1 Aspergillus ochraceus (Singh 1 sar., 2004). Umerena do slaba aktivnost etarskog ulja
P. nigrum je posledica prisustva monoterpena kao glavne komponente koji nemaju veliki

antifungalni potencijal (Chen i sar., 2011).

Tabela 43. Antifungalna aktivnost etarskih ulja Pipper nigrum® i P. nigrum®, preparata za oralnu higijenu
i antimikotika (mg/ml).
P. nigrum®  P. nigrum? Curasept® Hexoral® Flukonazol
MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK

| Ca 1/1617 250 500 050 1,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
2 Ca MH? 2,50 5,00 0,550 1,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
3 Ca MHI 2,50 5,00 0,550 1,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
4 Ca 430 2,50 5,00 0,550 1,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
5 Ca 423 2,50 5,00 0,50 1,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
6 Ca 2/74 2,50 5,00 0,550 1,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
7 Ca 1315 2,50 5,00 0,550 1,00 10,00 20,00 1,00 1,50 0,002 0,004
8 Ca2lé 500 10,00 0,25 0,50 500 10,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
9 Ca 220 2,50 5,00 0,50 1,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
10 Ca. 2d 2,50 5,00 0,550 1,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
11 Ca 422 500 10,00 1,00 2,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
12 Ca 7d 2,50 5,00 050 1,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
13 Ca 127 2,50 5,00 0,50 1,00 10,00 20,00 125 2,50 0,001 0,002
14 Ca L2 2,50 5,00 050 1,00 12,50 25,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
15 Ca 2/812 250 500 050 1,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
16 Ca 100407 2,50 5,00 050 1,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
17 Ca 4/30 2,50 5,00 0,550 1,00 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
18 Ca. 2/23 2,50 5,00 050 1,00 10,00 20,00 125 2,50 0,0005 0,001
19 Ca 224 2,50 5,00 0,550 1,00 12,50 25,00 1,00 2,00 0,002 0,004
20 Ca. 5/30 125 2,50 025 050 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
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22
23
24
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

59
60

C.a. Danc
C.a. 2/7.5
C.a. 10d
C.a. 1/31.7
C.a.5/74
C.a. 2/3.11
C.a. 2/212
C.a. 2/31.5
C.a. 3/16
C.a. 5/74
C.a. Iflak2
C.a. 4/3.12
C.a. 3flakl
C.a. 5/1617
C.a. 4/07
C.a. 4/23.11
C.a. 3/31.5
Ca. ld
C.a. 1/16
C.a. dll
C.a. 4/16
C.a. MH4
Ca. 8/12.11
Ca. 1/12.5
C.a. cetl
Ca. 2/7.12
C.a. cetd
C.a. 1/20
C.a. 3/13
C.a. 2/21
C.a. 5/32
C.a. 4/20.12
C.a. 3/11
C.a. 7/16
C.a. 5d

C. k. Iflakl
C. g 2/06
C.g 6/23
ATCC 10231
ATCC 750

MIK
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
5,00
2,50
5,00
2,50
2,50
5,00
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
1,25
2,50
2,50
2,50
2,50
5,00
1,25
5,00
2,50
2,50
2,50
2,50
1,25
1,25
2,50
5,00
2,50
2,50
1,25

MFK
5,00
5,00
5,00
5,00
5,00
5,00
10,00
5,00
10,00
5,00
5,00
10,00
5,00
5,00
5,00
5,00
5,00
5,00
5,00
5,00
5,00
2,50
5,00
5,00
5,00
5,00
10,00
2,50
10,00
5,00
5,00
5,00
5,00
2,50
2,50
5,00
1,00
5,00
5,00
2,50

MIK
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,25
0,50
0,50
0,25
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,25
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,25
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,25
0,25
0,25
0,50
0,50
0,50
0,25

MFK
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,50
1,00
1,00
0,50
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,50
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,50
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,50
0,50
0,50
1,00
1,00
1,00
0,50

MIK
10,00
10,00
10,00
10,00
5,00

10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
12,50
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
12,50
12,50
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
5,00

10,00
10,00
10,00
10,00
5,00

10,00
5,00

10,00
10,00
10,00
5,00

MFK
20,00
20,00
20,00
20,00
10,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
25,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
25,00
25,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
10,00
20,00
20,00
20,00
20,00
10,00
20,00
10,00
20,00
20,00
20,00
10,00

MIK
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

MFK  MIK

2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00

0,0005
0,001
0,0005
0,0005
0,002
0,001
0,0005
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,001
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,001
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,001
0,0005
0,0015
0,0015
0,0005
0,002

MFK
0,001
0,002
0,001
0,001
0,004
0,002
0,001
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,004
0,001
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,003
0,003
0,001
0,004

* C.a. — Candida albicans; C.k. — Candida krusei; C.g. — Candida glabrata; ATCC (The American Type Culture
Collection) 10231 — Candida albicans; ATCC 750 — Candida tropicalis.
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Rezultati antifungalne aktivnosti etarskog ulja C. martinii iz familije Poaceae prikazani su
u Tabeli 44. Ulje je pokazalo jak antifungalni potencijal inhibirajui sve testirane vrste 1 sojeve
roda Candida u rasponu koncentracija 0,003-0,02 mg/ml. U odnosu na pozitivne kontrole ulje je
pokazalo jacu aktivnost od preparata Curasept® i Hexoral®, ali ne i od sintetickog fungicida
Flukonazola. Istrazavanje koje su sproveli Prashara i sar. (2003) potvrdilo je jak antifungalni
potencijal etarskog ulja C. martinii; koncentracija od 0,1% etarskog ulja C. martinii bila je
dovoljna za potpunu inhibiciju rasta S. cerevisie. Do sli¢nih rezultata su dosli i drugi istrazivaci
koji su ispitivali antifungalnu aktivnost ovog ulja (Prasad i sar., 2010; Gemeda i sar., 2014). Tako,
snazna aktivnost se pripisuje glavnoj komponenti ovog ulja monoterpenoidnom alkoholu,
geraniolu. Dejstvo geraniola na propustljivost éelijske membrane i otpustanje K™ i Mg?* jona ¢elije
kvasaca 1 uzrokovanje apoptoze prikazana je u studiji Augustyn i Kock (1989).

Tabela 44. Antifungalna aktivnost etarskog ulja Cymbopogon martinii, preparata za oralnu higijenu i
antimikotika (mg/ml).

C. martinii Curasept® Hexoral® Flukonazol
MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK

1 Ca 171617 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
2 Ca MH2 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
3 Ca MHI 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.001 0.002
4 Ca 4/30 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
5 Ca 4/23 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
6  Ca 274 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.002 0.004
T Ca 1/315 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 1.50 0.002 0.004
8 Ca2/l6 0.003 0.007 5.00 10.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
9  Ca 220 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
10 Ca. 2d 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
11 Ca 4/22 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
12 Ca. 7d 0.007 0.015 10.00 20.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
13 Ca. 1727 0.007 0.015 10.00 20.00 1.25 250 0.001 0.002
14 Ca L2 0.007 0.015 12.50 25.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
15 Ca 2/812 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.001 0.002
16 Ca 1/0407  0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
17 C.a. 4/30 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.002 0.004
18 Ca 2/23 0.007 0.015 10.00 20.00 1.25 2.50 0.0005 0.001
19 Ca. 2/24 0.007 0.015 12.50 25.00 1.00 2.00 0.002 0.004
20 Ca. 5/30 0.007 0.015 10.00 20.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
21 C.a. Danc 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.0005 0.001
22 Ca 2/75 0.003 0.007 10.00 20.00 1.00 2.00 0.001 0.002
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
4
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

C.a. 10d
C.a. 1/31.7
C.a.5/74
C.a. 2/3.11
Ca. 2212
C.a. 2/31.5
C.a. 3/16
C.a.5/74
C.a. Iflak2
C.a. 4/3.12
C.a. 3flakl
C.a. 5/1617
C.a. 4/07
C.a. 4/23.11
C.a. 3/31.5
C.a. ld
Ca. 1/16
Ca. dll
C.a. 4/16
C.a. MH4
C.a. 8/12.11
Ca. 1/12.5
C.a. cetl
Ca. 2/7.12
C.a. cets
C.a. 1/20
C.a. 3/13
C.a. 2/21
C.a. 5/32
C.a. 4/20.12
C.a. 3/11
C.a.7/16
C.a. 5d

C. k. Iflakl
C.g 2/06
C. g 6/23
ATCC 10231
ATCC 750

MIK
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.007
0.007
0.007
0.003
0.007
0.003
0.007
0.003
0.007
0.003
0.007
0.003
0.003
0.003
0.007
0.003
0.003
0.003
0.003
0.007
0.007
0.003

MFK
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.015
0.015
0.015
0.007
0.015
0.007
0.015
0.007
0.015
0.007
0.015
0.007
0.007
0.007
0.015
0.007
0.007
0.007
0.007
0.015
0.015
0.007

MIK
10.00
10.00
5.00

10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
12.50
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
12.50
12.50
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
5.00

10.00
10.00
10.00
10.00
5.00

10.00
5.00

10.00
10.00
10.00
5.00

MFK
20.00
20.00
10.00
20.00
20.00
20.00
20.00
20.00
20.00
20.00
20.00
20.00
25.00
20.00
20.00
20.00
20.00
20.00
25.00
25.00
20.00
20.00
20.00
20.00
20.00
20.00
10.00
20.00
20.00
20.00
20.00
10.00
20.00
10.00
20.00
20.00
20.00
10.00

MIK
1.00
1.00
1.00
1.25
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.25
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.25
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

MFK
2.00
2.00
2.00
2.50
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.50
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.50
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00

MIK
0.0005
0.0005

0.002

0.001
0.0005
0.0005
0.0005

0.002
0.0005
0.0005

0.002
0.0005
0.0005

0.001
0.0005
0.0005

0.002
0.0005
0.0005

0.002
0.0005
0.0005

0.001
0.0005

0.002
0.0005
0.0005
0.0005

0.002
0.0005
0.0005

0.001
0.0005
0.0015
0.0015
0.0005

0.002

MFK
0.001
0.001
0.004
0.002
0.001
0.001
0.001
0.004
0.001
0.001
0.004
0.001
0.001
0.002
0.001
0.001
0.004
0.001
0.001
0.004
0.001
0.001
0.002
0.001
0.004
0.001
0.001
0.001
0.004
0.001
0.001
0.002
0.001
0.003
0.003
0.001
0.004

* C.a. — Candida albicans; Ck. — Candida krusei; C.g. — Candida glabrata; ATCC (The American Type Culture
Collection) 10231 — Candida albicans; ATCC 750 — Candida tropicalis.
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Rezultati antifungalne aktivnosti etarskog ulja R. centifolia iz familije Rosaceae prikazani
su u Tabeli 45. Ovo ulje je pokazalo jak antifungalni potencijal inhibirajuéi sve testirane vrste i
sojeve roda Candida u intervalu od 0,06 do 0,25 mg/ml. U odnosu na pozitivne kontrole ulje je
pokazalo ja¢u aktivnost od preparata Curasept® i Hexoral®, ali ne i od antimikotika Flukonazola.
U literaturi ne postoje podaci o antifungalnoj aktivnosti etarskog ulja R. centifolia. Etarsko ulje R.
damascena pokazalo je izuzetnu antifungalnu aktivnost prema A. niger, S. cerevisie 1 C. albicans
referentnih sojeva koja je ispitivana disk-difuzionom metodom (Shohayeb i sar., 2014). Pri
tumecenju ovako raznolikih podataka treba, naravno, imati u vidu hemijski sastav ulja; fenil-etil
alkohol, citronelol i geraniol, glavne komponente komercijalnog uzorka ulja R. centifolia
koriS¢enog u eksperimentu, imaju jaku antifungalnu aktivnost (Corre i sar., 1990). Prou¢avanjem
mehanizma dejstva fenil-etil alkohola, ova grupa autora ustanovila je da pored promene u strukturi
¢elijske membrane ovo jedinjenje deluje i na indukciju procesa apoptoze tj. smrti celije.

Tabela 45. Antifungalna aktivnost etarskog ulja Rosa centifolia , preparata za oralnu higijenu i
antimikotika (mg/ml).

R. centifolia Curasept® Hexoral® Flukonazol
MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK

1 Ca 1/1617 0,06 0,12 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
2 Ca MH2 0,06 0,12 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
3 Ca MHI 0,06 0,12 10,00 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
4  Ca 4/30 0,13 0,25 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
5 Ca 423 0,13 0,25 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
6 Ca 2/74 0,13 0,25 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
7  Ca 1/315 0,06 0,12 10,00 20,00 1,00 1,50 0,002 0,004
8 Cal2lé6 0,06 0,12 5,00 10,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
9 Ca 2720 0,13 0,25 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
10 Cua. 2d 0,06 0,12 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
11 Ca. 422 0,06 0,12 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
12 Ca. 7d 0,06 0,12 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
13 Ca. 1/27 0,06 0,12 10,00 20,00 1,25 2,50 0,001 0,002
14 C.a. Lj2 0,06 0,12 12,50 25,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
15 Ca. 2/8.12 0,06 0,12 10,00 20,00 1,00 2,00 0,001 0,002
16 C.a. 1/0407 0,06 0,12 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
17 C.a. 4/30 0,13 0,25 10,00 20,00 1,00 2,00 0,002 0,004
18 C.a. 2/23 0,06 0,12 10,00 20,00 1,25 2,50 0,0005 0,001
19 C.a. 2/24 0,06 0,12 12,50 25,00 1,00 2,00 0,002 0,004
20 C.a. 5/30 0,06 0,12 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
21 C.a. Danc 0,06 0,12 10,00 20,00 1,00 2,00 0,0005 0,001
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

C.a.2/7.5
C.a. 10d
C.a. 1/31.7
C.a.5/74
C.a. 2/3.11
C.a. 2/212
C.a. 2/31.5
C.a. 3/16
C.a. 5/74
C.a. Iflak2
C.a. 4/3.12
C.a. 3flakl
C.a. 5/1617
C.a. 4/07
C.a. 4/23.11
C.a. 3/31.5
Ca. ld
Ca. 1/16
Ca. dll
C.a. 4/16
C.a. MH4
Ca. 8/12.11
Ca. 1/12.5
C.a. cetl
Ca. 2/7.12
C.a. cets
C.a. 1/20
C.a. 3/13
C.a. 2/21
C.a. 5/32
C.a. 4/20.12
C.a. 3/11
C.a.7/16
C.a. 5d

C. k. Iflakl
C. g 2/06
C.g 6/23
ATCC 10231
ATCC 750

MIK
0,13
0,06
0,13
0,13
0,06
0,06
0,13
0,13
0,13
0,13
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,13
0,13
0,06
0,13
0,06
0,06
0,06

MFK
0,25
0,12
0,25
0,25
0,12
0,12
0,25
0,25
0,25
0,25
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,25
0,25
0,12
0,25
0,12
0,12
0,12

MIK
10,00
10,00
10,00
5,00

10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
12,50
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
12,50
12,50
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
5,00

10,00
10,00
10,00
10,00
5,00

10,00
5,00

10,00
10,00
10,00
5,00

MFK
20,00
20,00
20,00
10,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
25,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
25,00
25,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
20,00
10,00
20,00
20,00
20,00
20,00
10,00
20,00
10,00
20,00
20,00
20,00
10,00

MIK
1,00
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

MFK
2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00

MIK
0,001
0,0005
0,0005
0,002
0,001
0,0005
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,001
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,001
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,0005
0,002
0,0005
0,0005
0,001
0,0005
0,0015
0,0015
0,0005
0,002

MFK
0,002
0,001
0,001
0,004
0,002
0,001
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,004
0,001
0,001
0,001
0,004
0,001
0,001
0,002
0,001
0,003
0,003
0,001
0,004

* C.a. — Candida albicans; C.k. — Candida krusei; C.g. — Candida glabrata; ATCC (The American Type Culture
Collection) 10231 — Candida albicans; ATCC 750 — Candida tropicalis.
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Antifungalna aktivnost etarskih ulja biljaka C. aurantium spp. aurantium”, C. limon i C.
aurantium spp. aurantium®© prikazana je u Tabeli 46. Etarska ulja su pokazala snaznu antifungalnu
aktivnost inhibirajuéi sve testirane vrste i sojeve roda Candida u intervalu od 0,25 do 5,00 mg/ml.
Najbolju aktivnost pokazalo je ulje C. aurantium spp. aurantium” (MIK 0,25-0,50; MFK 0,50-
1,00 mg/ml), dok su ulja C. limon (MIK 0,16-0,32; MFK 0,31-0,62 mg/ml) 1 C. aurantium spp.
aurantium® (MIK 0,16-0,32; MFK 0,31-0,62 mg/ml) pokazala slican efekat. Uporednom
analizom, antifungalni potencijal etarskih ulja biljaka iz familije Rutaceae u in vitro uslovima

PG U odnosu na

moZe se prikazati slede¢im nizom: C. aurantium” > C. limon = C. aurantium
pozitivne kontrole, ulja su pokazala jacu antifungalnu aktivnost od preparata Curasept® i Hexoral®,
ali ne 1 od antimikotika Flukonazola. U ranijim istraZivanjima etarska ulja kore ploda C. limon 1
C. aurantium pokazala su izuzetnu antifungalnu aktivnost (Droby i sar., 2008; Belleti i sar., 2010;
Guerra i sar., 2013). Hammer i sar. (1998) dosli su do rezultata koji nisu u potpunosti u skladu sa
naSim rezultatima; pokazali su umerenu aktivnost etarskog ulja u svom ispitivanju; koncentracija
ulja od 2,00% je bila neophodna za inhibiciju rasta C. albicans, §to moZemo pripisati razli¢itosti u
primenjenim metodama ispitivanja. Naime, poznato je da postoji pozitivna korelacija sadrzaja
oksidovanih monoterpena sa antifungalnim potencijalom, kojih ima u velikoj koli¢ini u etarskom
ulju pomorandze i limuna (Jing i sar., 2014). Bolja aktivnost etarskog ulja C. aurantium se moze

pripisati prisustvu oksidovanih monoterpena i manjem sadrZaju limonena od etarskog ulja C.

limon. Medutim, ne treba zanemariti uticaj manjih komponenti kao i njihov sinergisticki potencijal.
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5.5. Antimikrobna aktivnost ozona i srebrne vode

Ispitivanje antimikrobnog delovanja ozona u in vitro uslovima sprovedeno je izlaganjem
mikroorganizama rastu¢im koncentracijama ozona, dok je ispitivanje dejstva koloidnog rastvora
srebrne vode radeno primenom mikrodilucione metode 96 sistem. Mikroorganizmi koji su
koris¢eni u eksperimentima izolovani su iz usne duplje pacijenata: S. mutans (IBR S001), S.
salivarius (IBR S006), S. aureus (IBR ST001), C. albicans (MH1) i C. krusei (1flakl), a rezultati

ovih ispitivanja prikazani na slikama 136-138.

Na osnovu dobijenih rezultata prikazanih na Slici 136 moze se uociti da izlaganje ozonu od
30s uzrokuje smanjenje broja ¢elija od 51,00% do 91,14% u odnosu na kontrolnu grupu. Izlaganje
¢elija dejstvu ozona od 60s prouzrokovalo je stepen redukcije brojnosti kolonija od 60,74% do
99,90%. Nakon izlaganja od 120s uocava se povisen procenat eliminacije koji se krece u intervalu
od 82,68% do 100%. Generalno gljive su se pokazala osetljivijom grupom. Sto se ti¢e osetljivosti
bakterija, ispostavilo se da je S. mutans najosetljivija, a S. aureus najrezistentnija vrsta. Kod gljiva,

C. albicans se pokazala otpornijom u odnosu na C. krusei.

C. krusej —
C. aIbicanS r
W 60sec
| |
S salivarius — 3osec
S. mutans —
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

stepen inhibicije %

Slika 136. Delovanja ozona na mikroorganizme iz usne duplje u trajanju od 30s, 60s i 120s.

Koloidni rastvor srebrne vode pokazao je snazno antimikrobno dejstvo, inhibirajuéi testirane
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ispitivani organizmi, vrednosti MIK 1 MFK bile su u intervalu od 0,002 do 0,003 mg/ml, dok su
MIK i MBK za bakterije bile 0,003 i 0,004 mg/ml (Slika 138). Najotpornije bakterije na tretman
srebrnom vodom bile su S. aureus 1 S. mutans dok je kod gljiva C. krusei pokazala veéi nivo
osetljivosti na testirane koncentracije. Srebrna voda imala je jace dejstvo u odnosu na ampicilin
(MIK 0,04-0,4; MBK 0,08-0,5 mg/ml). U odnosu na pozitivnu kontrolu kod gljiva (nistatin MIK
0,13; MFK 0,25 mg/ml), srebrna voda je pokazala snaznije dejstvo.

mg/ml

0.2
0.18
0.16
0.14
0.12
0.1
0.08
0.06
0.04
0.02 l .
0 — e — — — —
MBC

MIC MBC MIC

Srebrna voda Ampicillin

B S. mutans WS, salivarius W S. aureus

Slika 137. Antibakterijska aktivnost srebrne vode na klinic¢ke izolate bakterija izolovanih iz

usne duplje ¢oveka (mg/ml).
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0.14
0.12

0.1
0.0
0.06
0.04
0.02

0 — e — —
MIC MFC

MIC MFC

Srebrna voda Nystatin

B C. albicans B C. krusei

Slika 138. Antifungalna aktivnost srebrne vode na klinic¢ke izolate vrste roda Candida izolovanih

iz usne duplje (mg/ml).

Tokom poslednjih godina sve je veéi interes za pronalazak efikasnijih antimikrobnih agenasa
sa potencijalnom primenom u medicini i farmaciji. Prikazani rezultati ozonskog gasa i srebrne
vode imaju veliki potencijal zbog svoje visoke efikasnosti, niske cene i ve¢ uspesSne primene u

prehrambenoj industriji (Azarpazhooh & Limeback, 2008).

Prethodna istrazivanja dokazuju antimikrobnu aktivnost ozona na mikroorganizme iz usne
duplje (Nagayoshi i sar., 2004, Johansoon i sar., 2009; Baysan & Lynch, 2000). Polidorou i sar.
(2012) su imali uspesnu inhibiciju rasta S. mutans ozonom nakon osmonedeljnog tretmana. U
ranijim istraZivanjima, potvdeno je da tretman ozonom u trajanju od 10 min dovodi do
stoprocentne redukcije broja celija S. aureus. Bezertoglue i sar. (2008) su pokazali da je tretman
ozona u trajanju od 30 min neophodan za potpunu dekontaminaciju. Za sada jo§ uvek ne postoji
studija o tome koji tretman je najefikasniji. Studije toksi¢nosti pokazuju da ozon ima toksi¢no
dejstvo na neke tipove Celija ali 1 odsustvo citotoksi¢nosti ozonom obogacene vode, koja je 1
koriS§¢ena u nasem istrazivanju (Bezertoglue 1 sar. 2008). Postoje nekoliko literaturnih podataka o
osetljivosti Candida spp. na tretman ozonom (Nagayoshi 1 sar., 2004; Noites 1 sar., 2014). U ovoj
disertaciji, gljive su bile osetljivije u odnosu na bakterije Sto se moze objasniti razlikom u ¢elijskoj

organizaciji na prokariotskom i eukariotskom nivou. Jedan od potencijalnih mehanizama dejstva
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ozona je destabilizacija 1 permeabilnosti ¢elijske membrane (Arana i sar., 1999). U dosadasnjim
istrazivanjima ozon je pokazao dobru antimikrobnu aktivnost (Nikoli¢ i sar., 2012) ne samo na
individualne mikroorganizme ve¢ i zajednice u vidu biofilma (Muller i sar., 2007) i1 ¢ak i u in vivo

eksperimentima (Holmes, 2003).

Antimikrobna aktivnost srebra je poznata je vise od 100 godina (Lansdown, 2002). Rezultati
antimikrobne aktivnosti srebra pokazuju snazno dejstvo na testirane mikroorganizme, §to je u
skladu sa prethodnim istrazivanjima (Espinosa-Cristobal i sar., 2009; Li i sar., 2011). Hernandez-
Sierra i sar. (2008) su ustanovili prosec¢ne vrednosti antibakterijske aktivnosti srebra kod S. mutans
od 0.005 mg/ml za MIK 1 0.006 mg/ml za MBK. Antifungalnu aktivnost srebra pokazali su 1 Kim
i sar. (2008), uspesnom eliminacijom Candida spp. Pored antimikrobne aktivnosti srebra, poznata
je 1 njegova antivirusna aktivnost (Elechiguerra i sar., 2005). Srebro je koristan bioloski agens

zbog niske citotoksi¢nosti na ¢elije sisara i umanjenu sposobnost rezistencije (Klaus i sar., 1999).

5.6. Mikromorfoloske promene ¢elija C. albicans izazvane etarskim uljima

Antimikrobna aktivnost odabranih etarskih ulja i morfofizoloske promene na ¢éelijama
tretiranih izolata C. albicans, nastale usled dejstva etarskih ulja, detektovane su uz pomo¢ skening
elektronskog mikroskopa (SEM). Zbog svoje znaCajne antimikrobne aktivnosti odabrana su
etarska ulja Leptospermum petersonii, Pelargonium graveolens 1 Citrus aurantium spp.

aurantium”®, a kao test organizam koriséen je klini¢ki izolat C. albicans (MH1).

&

L

4. Q‘
e

3eky X1,000 '\ 18km 130465

Slika 139. Skening elektronske mikrografije kontrolnih ¢éelija biofilma C. albicans (K) nakon tretiranja

minimalnim inhibicionim koncentracijama etarskih ulja: P. graveolens u periodu od 6h (A) 1 24h (B).
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Slika 140. Skening elektronske mikrografije kontrolnih ¢éelija biofilma C. albicans (K,) nakon tretiranja

minimalnim inhibicionim koncentracijama etarskih ulja: L. petersonii u periodu od 6h (C) i 24h (D)

30kVU X1.000 Y h 38kV X1.080 10¢¥m 130468

Slika 141. Skening elektronske mikrografije kontrolnih ¢éelija biofilma C. albicans (K3) nakon tretiranja
minimalnim inhibicionim koncentracijama etarskih ulja: Citrus aurantium spp. aurantium”® u periodu od

6h (E) i 24h (F)

Skening elektronska mikroskopija vizuelno prikazuje infibitorniefekat tri odabrana etarska
ulja, kao 1 promene na ¢elijama C. albicans. Na slici 139. prikazano je dejstvo ulja P. graveolens
1 kontrolna grupa koju predstavljaju samo celije gajene u teCnom medijumu. Mikrografija
kontrolne grupe pokazuje intezivnu Celijsku kolonizaciju i formiranje Celijskih agragata. Na
mikrografijama tretiranih grupa (Slika 139, A 1 B) uocava se smanjen broj ¢elija. Takode, moze se
uociti da inhibitorni efekat etarskog ulja geranijuma na rast ¢elija raste sa vremenom inkubacije
(6h 1 24h). Pored toga dolazi do promene oblika ¢elija koja se ogleda u gubitku turgescentnosti,

Sto za posledicu ima smanjenje volumena celije. Mikrografije na slici 140. prikazuju dejstvo ulja
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L. petersonii, gde se uoCava najjaci inhibitorni efekat na rast ¢elija, narocito posle 24 sata (D).
Uocavaju se retke ¢elije 1 male kolonije od po nekoliko ¢elija, kao i promena oblika ¢elija.

S na rast C.albicans prikazan je na Slici

Inhibitorni uticaj ulja Citrus aurantium spp. aurantium®
141, gde se takode primecuje smanjen broj kolonija kao i broj ¢elija u njima. Poredenjem ova tri
ulja mozemo uvideti da najvec¢i inhibitorni efekat ima etarsko ulje biljke L. petersonii, koji sa
vremenom inkubacije raste. Druga dva ulja pokazuju medusobno sli¢an efekat na tretirane celije

C. albicans.

U cilju sagledavanja konkretnih morfofizioloskih promena nastalih na celijama usled
aktivnosti etarskih ulja vrlo ¢esto se upotrebljava SEM (Kaminsky 2008). Prikazani rezultati su u
skladu sa prethodnim studijama koje pokazuju efekat razlicitih etarskih ulja na biofilm C. albicans
(Tyagi & Malik, 2010; Braga 2008; Sangetha 2009). Morfoloske promene koje se ogledaju u
promeni oblika celija, kao 1 smanjen dijametar i liza ¢elija zapaZena je u studijama ispitivanja
etarskih ulja 7.s eriocalyx 1 T. x-porlock na rast micelije 4. niger (Rasooli i sar., 2006). Terpeni
mogu izazvati poremecaj permeabilnosti ¢elijske membrane i uzrokovati njenu destabilizaciju
(Braga 2008). Lipofilna struktura etarskih ulja znacajno doprinosi njihovom laksem prolasku kroz
¢elijsku membranu. Takode, poznat je 1 efekat etarskih ulja na dimorfizam C. albicans (Baillie
1998). Opste prihvacena Cinjenica je da je micelijska forma invazivna, Sto pokazuju veéina
histoloskih preparata (Gresham i Whittle, 1962), Mada su izvestaju o invaziji kvasolikih éelija
retki. Ovo je veoma vazno, obzirom da se zna da je prelaz iz slobodne u biofilm formu direktno
povezan sa virulento$¢u C. albicans. Rezultati ovog eksperimenta dokazuju da etarska ulja imaju
dejstvo na Celije C. albicans, dovodeci do jasno uocljivih morfoloskih promena na povrsini Celijske
membrane. [ako mehanizmi delovanja etarskih ulja nisu do kraja objasnjeni, uzimajuci u obzir
dobijene rezultate sasvim je jasno da bi etarska ulja mogla da imaju dobar potencijal u eliminaciji
biofilma koji formira C. albicans. Na osnovu dobijenih rezultata i dostupnih literaturnih podataka
evidentno je da primena SEM predstavljaja dobar izbor za posmatranje i ilustraciju uticaja etarskih

ulja na celije patogenih mikroorganizama.

5.7. Metoda bioautografije na TLC plo¢ama

Pored mikrodilucione metode antimikrobna aktivnost etarskih ulja i glavnih komponenti

potvrdena je bioautografskom metodom tankoslojne hromatografije (TLC) na silika gelu sa

210



mobilnom fazom (toulen-etil:acetat 93:7, v/v). Detekcija komponenti u etarskom ulju vrsena je

pomocu UV svetlosti na 254 nm (Slika 1-3, A).

Fitohemijskim analizama odabranih devetetarskih ulja Pimpinella anisum, Foeniculum
vulgare, Anethum graveolens, Cymbopogon martinii, Lavandula angustifolia, Boswelia carterii,
B. carteri’, Leptospermum scoparium i Pipper nigrum?® potvrdene su njihove glavne komponente

prethodno utvrdene GC/FID i GC/MS analizama (Tabele 4, 6, 10, 12, 141 15).

Rezultati kvalitativnog ispitivanja hemijskog sastava etarskih ulja P. anisum 1 F. vulgare 1
A. graveolens prikazani su na slici 142-A. Prema GC/MS analizi frans-anetol je dominantna
komponenta etarskih ulja P. anisum i F. vulgare i karvon za ulje A. graveolens, §to je i potvrdeno
u ovom eksperimentu. Na slici 142-B prikazana su rezultati antimikrobne aktivnosti etarskih ulja
1 pojedina¢nih komponenti na S. mutans (IBR S001). Poredenjem inhibicionih zona, primecuje se
slabija aktivnost trans-anetola i ulja P. anisum i F. vulgare u odnosu na karvon i ulje A. graveolens.
Ovi rezultati su u skladu sa literaturnim podacima koji govore o slabijoj antimikrobnoj aktivnosti
trans-anetola u odnosu na karvon (Griffin i sar., 1999). Takode, slabiji rezultati frans-anetola i ulja
P. anisum 1 F. vulgare u odnosu na karvon 1 ulje 4. graveolens su zabeleZena u ispitivanju

antimikrobne aktivnosti mikrodilucionom metodom (Slika 142).

Ispitivanje hemijskog sastava etarskih ulja C. martinii 1 L. angustifolia metodom
hromatografije na TLC plocama, potvrdeno je da su njihove glavne komponente geraniol i linalol
(Slika 143). Etarska ulja i glavne komponente pokazali su antifungalnu aktivnost inhibirajudi rast
C. albicans (MH1) u zonama rasprostiranja glavnih komponenti. Na osnovu literaturnih podataka
ulja biljaka C. martinii 1 L. angustifolia kao 1 njihove glavne komponente, geraniol odnosno linalol,

vaze za jedinjenja sa jakom antifungalnom aktivno$c¢u (Tsai 1 sar., 2011; Sokovi¢ i sar., 2010).

Rezultati hemijske analize i ispitivanja antimikrobne aktivnosti etarskih ulja B. carterii',
B. carterii®, Leptospermum scoparium i P. nigrum” dobijeni koriséenjem bioatugrafske metode na
TLC plo¢ama prikazani su na slici 144. Zajedni¢ka dominantna komponenta ulja B. carterii’, B.
carterii* i P. nigrum? je o-pinen, a ulja L. scoparium je p-pinen. Etarska ulja B. carteri’, B. carterii*
i P. nigrum” zajedno sa svojim dominantnim komponentama, a-pinenom i f-pinenom, inhibirali
su rast P. aeruginosa (IBR P001), §to potvrduju i prethodna istraZivanja antimikrobne aktivnost
pinena (Silva 1 sar., 2012). Dobijeni rezultati navode na ideju da je antimikrobna aktivnost

povezana sa dominantnim komponentama ulja.
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Slika 142. Bioautografski prikaz TLC ploca nakon separacije A) etarskih ulja P. anisum (2), F. vulgare (3)
i A. graveolens (5) i pojedinacnih komponeneti trams-anetol (1) i karvon (4), kao i njihovu B)

antibakterijsku aktivnost na S. mutans (IBR S001) kao test organizam.
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Slika 143. Bioautografski prikaz TLC plo¢a nakon separacije A) etarskih ulja C. martinii (2) 1 L.
angustifolia (4) i pojedina¢nih komponeneti geraniol (1) i linalol (3), kao i njihovu B) antifungalnu

aktivnost na C. albicans (MH1) kao test organizam.

Slika 144. Bioautografski prikaz TLC plo¢a nakon separacije A) etarskih ulja B. carterii' (1), B. carterii®

(3), Leptospermum scoparium (5) i P. nigrum?” (4) pojedina¢nih komponeneti trans-anetol (1) i karvon (4),

kao i njihovu B) antibakterijsku aktivnost na P. aeruginosa (IBR P001) kao test organizam.

Prethodna istraZivanja antimikrobne aktivnost etarskih ulja u in vitro uslovima koriste
veliki broj metoda sa razli¢itim parametrima (rastvaraci, mikroorganizmi, vreme inkubacije i
drugo), pa se Cesto desava da se rezultati dobijeni koriSéenjem razli¢itih testova mogu razlikuju
medu sobom, stoga je i njihovo poredenje veoma otezano. Najrasprostranjenije metode koje se
koriste za tetsitanje antimikrobne aktivnosti ukljucuju disk-difuzionu i dilucionu metodu (mikro 1
makro). One se rutinski koriste dugi niz godina a prvenstveno u mikrobiologiji, u testiranju
osetljivosti antimikrobnih agenasa. Glavni nedostatak ovih metoda je §to su optimizovane za
hidrofilne supstance (antibiotici, antimikotici), a poznato je da su etarska ulja smesa jedinjenja
lipofilne strukture. Bioautografska metoda ima prednosti prilikom detekcije lipofilnih jedinjenja,
kao §to su komponenate etarskih ulja, i ispitivanju antimikrobne aktivnosti. Pored toga ova metoda

je jeftina i lako izvodljiva. Bez svake sumnje bioautgrafska metoda tankoslojne hromatografije
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ima buduc¢nost u prakti¢noj aplikaciji - antimikrobne aktivnosti, ne samo kao pomo¢na metoda ve¢

1 kao samostalni sistem (Horvath i sar., 2009).

5.8. Ispitivanje medusobne interakcije odabranih etarskih ulja aromati¢nih biljaka

Rezultati ispitivanja medusobne interakcije odabranih dvanaest etarskih ulja C. limon, P.
nigrum?, M. alternifolia’, T. serpyllum, G. fragrantissima, P. graveolens, C. limon, R. centifolia,
L. petersonii, S. montana, C. martinii i C. myrrha dobijeni metodom $ahovske table prikazani su
u Tabelama 46, 47, 48 1 49. Eksperiment je raden u Cetiri grupe od po tri etarska ulja koja su
odabrana na osnovu primene u tradicionalnoj medicini i prethodno dobijenih rezultata
antimikrobne aktivnosti (najmanje vrednosti MIK i MBK/MFK). Kao test organizmi kori$¢eni su
reprezentativni mikroorganizmi: glavni uzrocnik karijesa S. mutans (IBR S001) i oralnih infekcija
C. albicans (MHI). Na osnovu ispitanih odnosa izmedu etarskih ulja izdvojeno je sinergisticko

aditivno 1 antaganosti¢ko dejstvo.

Ispitivanje medusobne interakcije etarskih ulja vrSeno je u nekoliko kombinacija. Na
osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da testirane kombinacije ulja P. nigrum, C. limon 1
M. alternifolia’ ispoljavaju sinergisticko antimikrobno dejstvo (Tabela 46), pri ¢emu najbolju
interakciju imaju ulja C. limon 1 P. nigrum (FIKI 0,06), dok ulja P. nigrum i M. alternifolia imaju
nesto slabiju aktivnost (FIKI 0,34 i 0,39). Sinergizam je bolje iskazan u eksperimentu na C.
albicans nego na S. mutans. Ne postoje publikovani rezultati istrazivanja o medusobnim
interakcijama etarskog ulja C. /imon sa drugim uljima i njihovim antimikrobni efektima, kao ni o
medusobnoj interakciji etarskog ulja P. nigrum 1 drugih ulja. Cassela i sar. (2002) su u svom radu
pokazali sinergisticko dejstvo etarskog ulja M. alternifolia i Lavanda angustifolia na Trichophyton
rubrum 1 T. mentagrophytes var. interdigitale. U kombinaciji sa antibiotikom Tombricinom, ulje
M. alternifolia se pokazalo vrlo efikasnim prema Gram-pozitivnim 1 Gram-negativnim
bakterijama (Darrigo i sar., 2010). Medusobne interakcije komponenti etarskog ulja M. alternifolia
jesu bile predmet istrazivanja, ali rezultati nisu bili od znacaja (Cox 1 sar., 2001). Medutim,
kombinacija etarskih ulja M. alternifolia i M. viridiflora u tretmanu u trajanju od 240 min dovela

je do potpune eliminacije S. aureus (Christoph i sar., 2001).
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Tabela 47. Rezultati ispitivanja medusobne interakcije etarskih ulja Citrus limon, Piper nigrum i

Melaleuca alternifolia na Streptococcus mutans (IBR S001) 1 Candida albicans (MH1).

C*+P*  C+M* P+M

FICI FICI FICI
S. mutans 0,06 0,24 0,39
C. albicans 0,06 0,12 0,34

C* - C. limon; P* - P. nigrum”, M* — M. alternifolia

Kombinacija etarskih ulja P. graveolens i G. fragrantissima kao 1 T. serpyllum i G.
fragrantissima pokazuju aditivno dejstvo, dok rezultati interakcije ulja 7. serpyllum i P. graveolens
pokazuju antagonisticko dejstvo na ispitivane mikroorganizme (Tabela 47). Nize vrednosti FIKI
indeksa utvrdene su kod C. albicans u odnosu na S. mutans $to se dovodi u vezu sa ja¢im
antifungalnim dejstvom ove kombinacije etarskih ulja. Sinergisticki potencijal etarskih ulja vrsta
Thymus je potvrden u viSe studija; Sadiki 1 sar. (2014) su utvrdili sinergisticko dejstvo etarskog
ulja T. vulgaris 1 Myrtus communis “checkerboard” metodom prema S. aureus i E. coli. Prema
literaturnim podacima glavne komponente ulja vrsta roda Thymus, timol i1 karvakrol, ¢esto
poseduju izuzetnu antimikrobnu aktivnost u kombinaciji sa raznim testiranim komponentama i
etarskim uljima (Bassole 1 sar., 2012). U studiji Al-Bazati i sar. (2008) kombinacija etarskih ulja i
metanolnih ekstrakata 7. vulgaris 1 P. anisum su inhibirala rast testiranih bakterija S. aureus, B.
cereus, E. coli, P. vulgaris, P. mirabilis, S. typhi, S. typhimurium, K. pneumoniae 1 P. aeruginosa,
jasno demonstrirajuc¢i sinergizam. Aditivni 1 antagonisti¢ki efekat ulja 7. eigii je zabeleZen u
kombinaciji sa uljem P. nigra (Toroglu, 2007), a isto ovo ulje je pokazalo sinergisticko dejstvo u
kombinaciji sa sintetskim antibiotikom Ciproflaxacinom prema patogenim bakterijama u
istrazivanju Malik i sar. (2011). Vrednosti frakcionog indeksa iznosile su 0,38 za K. pneumonie i
P. mirabilis, odnosno 0,5 za S. aureus. Takode, potvrden je 1 sinergisticki potencijal etarskog ulja
P. graveolens u kombinaciji sa Gentamicinom (Rosato i sar., 2010), Norflaxicinom (Rosato i sar.,
2007) 1 Nistatinom (Rosato 1 sar., 2009) ali ne postoje podaci o medusobnoj interakciji ovog ulja
sa drugim uljima. Prikazani rezultati, za etarsko ulje P. graveolens predstavljaju prvi prikaz ovakve

interakcije.
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Tabela 48. Rezultati ispitivanja medusobne interakcije etarskih ulja Thymus serpyllum, Gaultheria
fragrantissima 1 Pelargonium graveolens na Streptococcus mutans (IBR S001) 1 Candida albicans

(MH1).

P*+G* T*+G T+P
FICI FICI FICI
S. mutans 1,04 1,25 5
C. albicans 0,9 0,63 4,5
P* - P. graveolens; G* - G. fragrantissima; T* — T. serpyllum

Kombinacije etarskih ulja R. centifolia i L. petersonii kao i R. centifolia i C. limon pokazuju
aditivno dejstvo, dok rezultati medusobne interakcije etarskih ulja C. limon 1 L. petersonii
pokazuju sinergisticno dejstvo na ispitivane mikroorganizme (Tabela 48). Nize vrednosti
frakcionog indeksa utvrdene su kod C. albicans u odnosu na S. mutans §to se dovodi u vezu sa
jacim antifungalnim potencijalom ova tri ulja. Ne postoje literaturni podaci o medusobnim

interakcijama etarskih ulja R. centifolia i L. petersonii.

Tabela 49. Rezultati ispitivanja medusobne interakcije etarskih ulja Citrus limon, Rosa centifolia i

Leptospermum petersonii na Streptococcus mutans (IBR S001) 1 Candida albicans (MH1).

C+L R+L R+C
FICI FICI FICI
S. mutans 0,50 1,00 1,30
C. albicans 0,25 0,53 0,60
C* - C. limon®; R* - R. centifolia, L* — L. petersonii

Medusobna interakcija etarskih ulja S. montana, C. martinii i C. myrrha prikazana je u
Tabeli 49. Kombinacije etarskih ulja S. montana i C. martinii, 1 S. montana i C. myrrha ispoljavaju
sinergisticko dejstvo, dok rezultati medusobne interakcije ulja C. martinii 1 C. myrrha pokazuju
aditivno dejstvo na ispitivane mikroorganizme. Nize vrednosti FIKI-a utvrdene su kod C. albicans
u odnosu na S. mutans $to se dovodi u vezu sa jac¢im antifungalnim potencijalom (Tabele 17-31;
32-46). Nedavna istrazivanja kombinacije etarskog ulja S. montana i Pistacia lentiscus ukazuju na
sinergisticko dejstvo prema L. monocytogenes (Djenane i sar., 2011). Sinergisticki potencijal
etarskog ulja S. montana potvrden je u studiji Fratini i sar. (2014). Naime, kombinacija etasrkih
ulja S. montana i O. vulgare, 1 S. montana 1 T. vulgaris ispoljila je sinergisticko dejstvo u inhibiciji
Sest bakterijskih sojeva S. aureus, S.chromogenes, S. sciuri, S. warneri, S. xylosus 1 E. coli. Takode,

mesSavina glavnih komponenti ovih ulja karvakrol/timol i karvakrol/timol/p-cimen pokazala je
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sinergisticko dejstvo ali u manjoj meri nego kombinacija etarskih ulja. Prikazani rezultati
medusobne interakcije etarskih ulja C. myrrha i L. petersonii su prvi put radeni u okviru ove

studije.

Tabela 50. Rezultati ispitivanja medusobne interakcije etarskih ulja Satureja montana, Cymbopogon

martinii 1 Commiphora myrrha na Streptococcus mutans (IBR S001) i Candida albicans (MH1).

S+Cm S+C Cm+C
FICI FICI FICI
S. mutans 0.04 0.40 0.73
C. albicans 0.01 0.25 0.60
S* - S. montana Cm* - C. myrrha; C* — C. martinii

Etarska ulja su poznata kao isparljive, sloZene meSavine razli¢itih grupa jedinjenja,
uglavnom terpena i terpenoida, aromati¢nih i1 alifaticnih jedinjenja male molekulaske mase
(Pichersky i sar., 2006). Antimikrobna aktivnost etarskih ulja je posledica interakcija izmedu ovih
komponenata koja moze biti sinergisti¢ka, aditivna, indiferentna i antagonisti¢ka. Sinergisti¢ko
dejstvo se objaSnjava kada je efekat kombinovanih supstanci veéi od zbira pojedinacnih efekata,
aditivizam kada je kombinovani efekat jednak zbiru pojedinacnih efekata, dok antagonizam
podrazumeva da je efekat kombinovanih jedinjenja manji u odnosu na njihov pojedinacni.
Indiferentizam predstavlja odsustvo bilo kakvih efekata. Najces¢a metoda za ispitivanje
medusobne interakcije etarskih ulja 1 njihovih pojedina¢nih komponenti je, ovde primenjena
checkerboard i tzv. ,time kill*“ metoda. Time kill-metoda se zasniva na ispitivanju kombinovanog
dejstva merenjem uticaja subinhibitornih koncentracija jednog agensa u eliminaciji
mikroorganizama drugog, tokom vremena. Medutim, trenutno, ne postoji standardizovana metoda
za ispitivanje interakcije etarskih ulja i komponenti. Prema literaturnim podacima antimikrobno
dejstvo je posledica prisustva najzastupljenijih komponenti, medutim ne treba zanemariti ni
jedinjenja prisutna u manjem procentu, izmedu kojih su zabelezeni razliciti odnosi interakcije
(Bessole 1 sar., 2012). Poslednjih godina, postoji pojacan interes za istrazivanjem etarskih ulja 1
njihove mesavine za primenu u le¢enju razlicitih infekcija i bolesti (Delaquis i sar., 2002). Prema
dosadasnjim istrazivanjima sinergisticki i aditivni efekat se pripisuje uglavnom fenolima i
alkoholnim jedinjenjima (Lambert i sar., 2001). Generalno, jedinjenja sa sli¢nim strukturama cesce
imaju aditivni nego sinergisticki efekat, dok se antagonisticki efekat uglavnom pripisuje interakciji

izmedu oksidovanih i neoksidovanih monoterpenskih ugljovodonika (Hammer i sar., 1999). Veliki
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broj fizickih 1 hemijskih parametara utice na rezultat interakcije izmedu etarskih ulja i pojedina¢nih
komponenti; temperatura, pH vrednost, koli¢ina vode u medijumu, natrijum hlorid itd su samo
neki od faktora koji su poznati po tome (Mastromatteo i sar., 2009). Zbog navedenih ogranic¢enja
buduca istrazivanja treba fokusirati na standardizaciju metoda i ispitivanju efekata razli¢itih

faktora na kombinaciju etarskih ulja i komponenti.

Tabela 51. Sumarni prikaz medusobne interakcije odabranih etarskih ulja

Mikroorganizmi Streptococcus mutans i Candida albicans
Sinergizam Aditivizam Indiferentizam Antagonizam
C. limon + P. nigrum? P. graveolens i G. fragrantissima

C. limon i M. alternifolia® G. fragrantissima i T. serpyllum

P. nigrum? i M. alternifolia® R. centifolia i L. petersonii P. graveolens i T. serpyllum
S. montana i C. myrrha R. centifolia i C. limon
S. montana i C. martinii C. myrrha i C. martinii

5.9. Antiquorum sensing aktivnost etarskih ulja odabranih aromatic¢nih biljaka

U okviru antiqgourum sensing aktivnosti, ispitan je uticaj 13 odabranih ulja na proces kretanje
¢elija P. aeruginosa PAOI1 (twiching 1 flagella test), produkciju piocijanina kao i sposobnost
formiranja biofilma. Rezultati ispitivanja antiquorum-sensing aktivnosti etarskih ulja G.
fragrantissima, T. vulgaris, T. algeriensis, T. serpyllum, C. martinii, P. graveolens, R. centifolia,

L. petersoniii, S. montana, C. limon, P. nigrun?, M. alternifolia’ i C. myrrha; prikazani su u

Tabelama 51-53.

Kretanje kod P. aeruginosa se odvija pomocu flagela u saradnji sa strukturama na povrsini
¢elije (tip IV pili). Pili ili fimbrije, su koncaste tvorevine na povrsini bakterija koji pomazu bakteriji
da se pricvrsti za zivu ili nezivu podlogu. Gradeni su od proteina pilina, tanje su 1 krace od biceva
1ravne, a vide se samo pomocu elektronskog mikrosokopa. Nema ih kod Gram-pozitivnih bakterija
a ima ih kod svih enterobakterija. lako su gradene od proteina, otporne su na pepsin, tripsin,
kiseline 1 luZine. Pile se mogu izgubiti i opet stvoriti. Adhezija ili pri¢vri¢ivanje, je veoma vazan
proces u formaciji biofilma i kolonizacije, 1 u direktnoj vezi je sa sposobnoscu kretanja bakterije

koji kod P. aeruginosa zavisi od tip IV pili i flagele (Kearns i sar., 2001; Burrows, 2012). Prema
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literaturnim podacima tip IV pili kod P. aeruginosa imaju ulogu u ¢elijskoj komunikaciji 1
citotoksicnosti prema epitelnim ¢elijama u in vitro 1 in vivo uslovima (Hahn, 1997), dok su flagele
neophodne za §irenje infekcije. Inhibicija procesa kretanja kod P. aeruginosa u znafajnoj meri

smanjuje potencijal za izazivanje infekcija i spre¢ava njihovo Sirenje.

Rezultati testova pokretljivosti, twitching i flagella testa, pokazuju da odabrana etarska ulja
imaju inhibitorni efekat na proces kretanja kod P. aeruginosa PAO1 (Tabela 51 i Slika 145).
Merenjem precnika kolonija nakon inkubacije na sobnoj temperaturi etarsko ulje 7. algeriensis
pokazalo je najbolju aktivnost (5,00 mm), a ulje C. /imon najslabiju (16,67 mm). U odnosu na
pozitivne kontrole Streptomicin (11,00 mm) i Ampicilin (13,33 mm), izuzev etarskog ulja C. limon
i1 G. fragrantissima, sva ostala ulja su ispoljila bolje dejstvo na proces kretanja P. aeruginosa.
Rezultat inhibitornog efekta 13 ulja na proces kretanja model organizma P. aeruginosa PAOI
ogleda se u prisustvu ravnih ivica kolonije na ¢vrstoj podlozi (B, C, D, F, G, H, K, L) u odnosu na
kontrolnu grupu, gde se mogu uociti neravnine kao posledica aktivnosti tip IV pila. Kod etarskih
ulja koja su pokazala nesto slabiji efekat na pokretljivost P. aeruginosa PAO1, G. fragrantissima
(A), C. martinii (E), C. myrrha (M) i ve¢ pomenuto ulje C. /imon, na slikama (A, E, J, M) se mogu
uociti pokreti Sirenja kolonija, vrlo slicno kontrolnom uzorku. Pored inhibicije kretanja,
svetlosnom mikroskopijom utvrdena je i promena boje kolonija tretiranih etarskim uljima, kao 1
veli¢ine, 1 prisustva flagela (Slika 145). Zelena boja kolonije P. aeruginosa potice od lucenja
pigmenta piocijanina. Kako su proces kretanja kao i produkcija pigmenta guorum sensing zavisni

procesi, jasno je da je njihova inhibicija medusobno povezana.

Tabela 52. Rezultati ispitivanja uticaja odabranih etarskih ulja u testu pokretljivosti (twitching i
flagella test) kod P. aeruginosa PAO1.

# Etarsko ulje Velicina kolonije (mm) Boja kolonije Flagele (um)

1 G. fragrantissima 12,33 £3,21 Zelena 32-80
2 T vulgaris 7,00 £ 0,00 Bela -

3 T algeriensis 5,00 £ 0,00 Bela -

4 T serpyllum 8,33 £0,58 Bela -

5  C. martinii 9,67 +0,58 Bela -

6 P. graveolens 7,33 £3,46 Bela 24-40
7 R. centifolia 8,44+0,19 bela
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8 L. petersonii

9

10
11
12
13
14

15
16

S. montana
C. limon

P. nigrum®

M. alternifolia’

C. myrrha
Streptomicin
Ampicillin

Kontrola

6,33 £1,53
6,00 + 0,00
16,67 + 3,06
8,00 + 1,73
9,00 + 1,00
11,00 £ 1,00
11,00 + 1,00

13,33 £5,03
12,00 £ 1,00

Bela
Bela
Zelena
Belo
Belo
Zelena
Bledo zelena

Bledo zelena

Zelena
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Slika 145. Rezultati izgleda kolonija koje su gajene u prisustvu etarskih ulja G. fragrantissima (A), T.
vulgaris (B), T. algeriensis (C), T. serpyllum (D), C. martinii (E), P. graveolens (F), R. centifolia (G), L.
petersoniii (H), S. montana (1), C. limon (1), P. nigrun® (K), M. alternifolia bio’ (L) i C. myrrha (M),
Streptomicina (N), Ampicilina (O) i kolonije P. aeruginosa PAOL1 (P).

Produkcija pigmenta piocijanina se smatra jednim od najvaznijih karakteristika za nastanak 1
Sirenje infekcije uzrokovane P. aeruginosa (El-Fouly i sar., 2015). Piocijanin je po hemijskom
sastavu derivat fenazina (N-metil-1-hidroksifenazin). Toksi¢an je za epitelne Celije pluca i utice

na strukturu ¢éelije 1 funkciju pila (O’Malley 1 sar., 2003). Smatra se da toksi¢ni potencijal
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piocijanina potice od visokog redoks potencijala i da ¢elije P. aeruginosa u toku procesa respiracije
stvaraju superoksid radikale koji imaju toksi¢no dejstvo (Chin-A-Woeng 1 sar., 2003). Prema
literaturnim podacima piocijanin poseduje i antimikrobno dejstvo. U studiji El-Shouny i sar.
(2011) ovaj pigment je inhibirao rast 177 od 189 ispitanih bakterija, ukljucujuci i 16 meticilin-
rezistentnih sojeva S. aureus. Pijocijanin 1 njegovi derivati imaju sposobnost vezivanja za jone
gvozda kao 1 uticaj u regulaciji ekspresije gena kod P. aeruginosa (Briard i sar., 2015). Samim
tim, sinteza plavicasto-zelenog pigmenta nije samo fenotipska karakteristika ve¢ ukazuje i na nivo

patogenosti domacina. Inhibicija sinteze ovog pigmenta smanjuje virulentnost P. aeruginosa.

Etarska ulja inhibirala su sintezu piocijanina kod P. aeruginosa PAO 1 u intervalu 40,47% -
100,00%. Iz rezultata prikazanih u Tabeli 52., se uocava da je najbolju aktivnost pokazalo etarsko
ulje L. petersonii (100,00%), dok je najslabiju inhibiciju postiglo ulje G. fragrantissima (40,47%).
Pored L. petersonii, izuzetno jaku inhibiciju >70% pokazala Cetiri etarska ulja C. limon, P. nigrunt’,
M. alternifolia’. Etarsko ulje P. graveolens (63,59%) deomonstriralo je manji inhibicioni
potencijal, dok je inhibiciju preko 50% na produkciju piocijanina imalo 7. vulgaris (57,05%), T.
algeriensis (61.15%), T. serpyllum (56,00%), R. centifolia (59,97%), S. montana (50,91%). Iako
poseduju realtivno dobru antibakterijsku aktivnost najslabiju inhibiciju pokazala su ulja G.
fragrantissima i1 C. martinii. Pozitivne kontrole kori§¢ene u eksperimentu (Streptomicin 41,55% 1

Ampicilin 48,30%), pokazale su slabu aktivnost u poredenju sa etarskim uljima.

Tabela 53. Rezultati inhibicije proizvodnje piocijanina odabranim etarskim uljima kod P.aeruginosa

PAOI.

# Etarsko ulje % inhibicije
1 G. fragrantissima 40,47 + 2,54
2 T vulgaris 57,05 +0,76
3 T algeriensis 61,15+2,08
4 T serpyllum 56,00 + 0,00
5 C. martinii 49,05+ 1,15
6 P. graveolens 63,59 +1,71
7 R. centifolia 56,97+1,65
8 L. petersoniii 100,00 = 0,00
9 8. montana 50,91 + 0,87
10 C. limon 53,31 £0,58
11 P. nigrun’ 72,75+ 0,76

12 M. alternifolia’ 71,70 £ 0,95
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13 C. myrrha 56,42 +£ 1,27

14 Streptomicin 41,55+ 1,31
15  Ampicillin 48,30+ 1,71
16 Kontrola 100,00 + 0,00

Sposobnost formiranja biofilma P. aeruginosa u in vivo 1 in vitro uslovima predstavlja
znacajan faktor virulentnosti. Podatak da je 80% infekcija povezano sa nastankom biofilma, kao 1
da su ¢elije bakterija u okviru biofilma i do 1000 puta otpornije na antimikrobne agense, govori u
prilog postavci da je inhibicija njegovog formiranja od velikog znacaja. Rezultati dobijeni u ovoj
disertaciji ukazuju da odabrana etarska ulja imaju jak potencijal kao antibiofilm agensi; sva ulja
su se pokazala vrlo efikasnim u spre¢avanju formiranja biofilma P. aeruginosa PAO1 soja pri sub-
inhibitornim koncentracijama (Tabela 53). Ustanovljena je dozna zavisnost delovanja etarskih ulja
na formiranje biofilma. Najbolju aktivnost je pokazalo etarsko ulje 7. vulgaris (87,68% 1 53,39%)
1 T. algeriensis (87,68% 176,25%), dok je najslabiju aktivnost pokazalo ulje C. myrrha (31,20% 1

22,06%). Sva ulja su pokazala bolju aktivnost od Streptomicina i Ampicilina.

Tabela 54. Rezultati uticaja etarskih ulja (%) u sub-inhibitornim koncentracijama na inhibiciju

formiranja biofilma kod P. aeruginosa PAOL.

# Etarsko ulje 2 MIK Y MIK
1 G fragrantissima 7536  61.78
2 T vulgaris 87.68  53.39
3 T algeriensis 86.25  76.25
4 T serpyllum 87.68  86.96
5 C. martinii 86.79  87.86
6 P. graveolens 87.50  78.04
7  R. centifolia 70.98  63.45
8 L. petersoniii 81.07  73.75
9 S montana 82.65  79.64
10 C. limon 75.33  60.54
11 P. nigrum’ 62.68  59.46
12 M. alternifolia’ 70.00  38.21
13 C. myrrha 31.20  22.06
14 Streptomicin 49.4 70.97
15 Ampicilin 69.16  56.46

Nedavna istrazivanja ukazuju na potencijal etarskih ulja 1 njihovih pojedina¢nih

komponenti u regulaciji quorum sensing-a (Seow 1 sar., 2014). U radu Owlia 1 sar. (2010)
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ispitivano je dejstvo sub-inhibitornih koncentracija etarskih ulja Z. multiflora, M. communis, E.
camaldulensis, M. spicata 1 Cumminum cyminum na produkciju alginata, piocijanina, formiranje
biofilma i procese kretanja kod P. aeruginosa 8821M; etarska ulja su pokazala veoma dobro
dejstvo, inhibirajuéi sve navedene procese. Prema Krishnan i sar. (2012), metanolni i heksanski
ekstrakti S. aromaticum pokazali su izuzetnu aktivnost u inhibiranju procesa kretanja i produkcije
piocijanina kod P. aeruginosa PAO 1. Kavanaugh i sar. (2012) su ispitivali dejstvo nekolicine
etarskih ulja na formiranje biofilma kod P. aeruginosa PAO1, i na osnovu rezultata izdvajili ulja
Cinnamomum aromaticum, Myroxylon balsamum i T. vulgaris zbog njihovog najjaceg antibiofilm
potencijala. Poslednje decenije sprovedena su brojna istrazivanja u ispitivanju etarskih ulja kao
mogucéih QS inhibitora 1 pored postojanja brojnih podataka njihov nacin delovanja jo$ nije
rasvetljen (Koh i sar., 2013). P. aeruginosa je oportunisticki patogen kod razli¢itih domacina
ukljucujuéi biljke, zivotinje i ljude. Tri glavna QS sistema kod P. aeruginosa su las, rhl i pgs koji
uticu na oko 6% genoma (Stover i1 sar., 2000). Veéina ovih gena ima ulogu u sintezi
egzopolisaharida, procesu kretanja (twitching, swarming, swiming), formiranja bioiflma,
produkciji pigmenata, proizvodnji antibiotika, itd. Zahvaljujuéi znacaju QS tokom patogeneze,
njegovo ometanje predstavlja odlicnu strategiju za smanjenje virulentnosti domacina. Strategija
lecenja infekcija 1 oboljenja antibioticima 1 mikoticima je ozbiljno ugroZena sve veCom pojavom
rezistetnosti 1 Sirenjem tolerantnih sojeva. Proizvodnja biofilma i drugih patoloski znacajnih
faktora virulentnosti su strogo povezane sa QS sistemima, tako da antiquorum sensing agenasi,
sposobni za ometanje komunikacionog sistema bez Stetnih efekata, mogu znacajno poremetiti
proces patogenosti. QS inhibitori, za razliku od konvencionalnih sredstava, ne inhibiraju rast
mikroorganizama i ne izazivaju selektivni pritisak za razvoj rezistetnih sojeva, mada postoje 1
suprotna misljenja (Koh i sar., 2013). QS inhibitori se smatraju tzv “magic bullet” i prema
misljenju nauc¢ne zajednice i predstavljaju potencijalne lekove buduénosti (Rutherford i Bassler,

2012).

5.10. Antibiofilm aktivnost etarskih ulja odabranih aromati¢nih biljaka

Rezultati antibiofilm aktivnosti 13 odabranih etarskih ulja, G. fragrantissima, T. vulgaris, T.

algeriensis, T. serpyllum, C. martinii, P. graveolens, R. centifolia, L. petersoniii, S. montana, C.

! “magic bullet“-termin koji se koristi za lek ili tretman koji relativno brzo dovodi do le€enja bolesti bez negativnih
posledica
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limon, P. nigrum®, M. alternifolia’i C. myrrha, dobijeni koriséenjem mikrodilucione tehnike,
prikazani su u Tabelama 55 1 56. Kao test organizmi kori$¢eni su klinicki sojevi S. mutans (IBR

S001) i C. albicans (MHI).

Prema prikazanim rezultatima, moze se re¢i da sva etarska ulja poseduju inhibitornu aktivnost
prema procesu formiranja biofilma kod S. mutans (Tabela 54). Testirane minimalne inhibitorne i
sub-inhibitorne koncentracije etarskih ulja inhibirale su proces formiranja biofilma kod S. mutans
u intervalu od 45,15 do 87,44% u odnosu na kontrolnu grupu. MIK-ja uzrokovala je veoma jaku
inhibiciju formiranja biofilma, preko 80%, kod svih izuzev kod ulja G. fragrantissima (75,56%).
Sub-inhibitorne koncentracije inhibirale su proces formiranja biofilma kod S. mutans od preko
80% za > MIC, izuzev G. fragrantissima (70,08%) 1 preko 80% za "4 MIC, izuzev etarskih ulja
G. fragrantissima (45,15%), T. vulgaris (77,20%), C. martinii (76,95%%), R. centifolia (75,63%)
1 8. montana (75,02%). Najbolju inhibitornu aktivnost pokazalo je etarsko ulje L. pefersonii, a
najslabiju ulje G. fragrantissima. Uporednom analizom inhibitorni potencijal odabranih etarskih
ulja na proces formiranja biofilma S. mutans moze se prikazati slede¢im nizom: 7. serpyllum >L.
petersonii > M. alternifolia® > C. martinii > T. vulgaris = S. montana > T. algeriensis > P.
graveolens > C. limon > P. nigrum®> R. centifolia > C. myrrha > G. fragrantissima. U odnosu na
pozitivnu kontrolu Curasept®, etarska ulja su pokazala jacu aktivnost. Biofilm predstavlja sesilnu
zajednicu mikroorganizama pricvrséenih za abiotsku ili biotsku povrsinu. Od velike vaznosti jeste
1 ¢injenica da su c¢elije u biofilmu i do 1000 puta otpornije na tretman antimikrobnim agensima
(Tolker-Nielsen, 2014). S. mutans se smatra najznac¢ajnijim mikroorganizmom u pojavi karijesa 1
e najodgovornijim za pocetnu fazu formiranja oralnih biofilmova (Quivey 1 sar., 2001). Prema
literaturnim podacima etarska ulja poseduju antimikrobnu aktivnost na $irok spektar bakterija 1
gljiiva, ukljucujuéi S. mutans, a sprecavanje formiranja biofilma je jedan od glavnih ciljeva u

dobijanju novih antimikrobnih agenasa.

Tabela 55. Rezultati inhibitornog potencijala (%) odabranih etarskih ulja na proces formiranja biofilma

kod S. mutans (IBR S001).

MIK >2MIK Y MIK

G. fragrantissima 75,56 70,08 45,15
T. vulgaris 85,65 84,31 77,20
T. algeriensis 84,90 86,40 83,60
T. serpyllum 87,44 86,28 86,86
C. martinii 86,15 84,56 76,95
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P. graveolens 84,64 81,55 82,89

R. centifolia 83,65 81,22 75,63
L. petersonii 86,65 86,07 82,76
S. montana 85,65 86,32 75,02
C. limon 84,35 81,38 80,00
P. nigrum’ 83,72 82,59 77,32
M. alternifoliaz 86,28 79,04 76,74
C. myrrha 80,13 71,65 63,35
Curasept 73,69 66,85 60,33

Rezultati efekta odabranih etarskih ulja na proces formiranja biofilma kod klinickog soja C.
albicans prikazani su u Tabeli 55. Sva etarska ulja su pokazala nivo inhibicije u intervalu od
25,36% do 66,91%. Najbolju anti-biofilm aktivnost pokazalo je etarsko ulje M. alternifolia
(66,91%), dok je najslabiji potencijal utvrden kod ulja P. nigrum® (45,69%). C. albicans se
pokazala optornijom na tretman etarskim uljima u odnosu na S. mutans. MIK-je uzrokovale su
inhibiciju formiranja biofilma preko 60%, izuzev G. fragrantissima (53,58%), C. limon (58,63%)
1 P. nigrum’ (45,69%). Sub-inhibitorna koncentracija od %2 MIK etarskih ulja inhibirale su proces
formiranja biofilma kod C. albicans preko 60% (7. algeriensis, T. serpyllum, C. martinii 1 P.
graveolens) i 50% izuzev ulja G. fragrantissima (45,33), P. nigrun’ (40,62%), M. alternifolia’
(48,64%) 1 C. myrrha (45,18%). Koncentracija od "4 MIK, imala je najslabiju anti-biofilm
aktivnost sa C. martinii kao jedinim ulje sa preko 60% inhibicije i Cetiri sa preko 50% (7. vulgaris
55,56%, T. algeriensis 58,52%, T. serpyllum 58,02% 1 R. centifolia 53,58%), dok su ostala ulja
pokazala slabu inhibiciju: P. graveolens (49,63%), C. limon (47,52%), L. petersoni (47,12%), tri
ulja sa manje od 40% P. nigruni® (39,78%), M. alternifolia’® (35,63%) i C. myrrha (35,46%), kao
i ulje G. fragrantissima sa 25,36% inhibicije. U odnosu na pozitivnu kontrolu Curasept®, etarska
ulja su generalno pokazala jacu inhibiciju, izuzev P. nigrum u tretmanu MIK-je i %2 MIC, i G.
fragrantissima u koncentraciji od 4 MIC. Ve¢ formiran biofilm je izuzetno tesko eliminisati jer
on predstavlja otporan sistem koji uzrokuje konstantnu opasnost od infekcije. Dok planktonske
¢elije mogu da budu podlozne Sirem spektru antifungalnih agenasa, sesilne ¢elije su vrlo cesto
mnogo otpornije. Sposobnost testiranih etarskih ulja da inhibiraju proces formiranja biofilma kod
Candida spp. direktno otvara mogucnost za njihovu primenu u oralnoj medicini u lecenju

kandidijaze. Prikazani rezultati ukazuju da je inhibiranje procesa formiranja biofilma dozno-
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zavisni proces. Ono S§to je takode vazno napomenuti, sub-inhibitorne koncentracije protiv

planktonskih ¢elija pokazuju veoma dobar anti-biofilm potencijal.

Antimikrobni potencijal etarskih ulja je dokazan u velikom broju studija izvedenih da se utvrdi
njihova potencijalna primena u farmaciji i medicini. Ispitivanje dejstva etarskih ulja na formiranje
1 ve¢ formiran biofilm je u zizi interesovanja savremenih naucnika; etarska ulja C. limon, S.
aromaticum, Lippia spp. O. vulgare, R. officinalis 1 Thymus sp., pokazala su dobar anti-biofilm
potencijal (Burt i sar., 2004; Chorianopoulos i sar., 2008; Leonard i sar., 2010; Bai i sar., 2014).
Szczepanski 1 Lipski (2014) su potvrdili efekat etarskog ulja 7hymus u koncentraciji od 0,001%
(w/v) na formiranje Dbiofilma kod Sphingomonas spec., Acinetobacter spec. 1
Stenotrophomonas spec.. Rezultati studije Khan i sar. (2012) ukazuju na moguénost primene
etarskih ulja u sprecavanju formiranja zubnog plaka. Nedavno objavljen revijski rad, prosiruje
spisak etarskih ulja koja imaju inhibitorni efekat na formiranje biofilma S. mutans: Salvadora
persicaJuglans regia, Vaccinium macrocarpon, Camellia sinensis, Morus alba, Piper betle, Vitis
Vinifera, Azadirachta indica, Sanguinaria canadensis, Myristica fragrans, Kaempferia pandurata,
Pistacia atlantica, Pistacia vera, Achyranthes aspera, Polygonum cuspidatum, Helichrysum
litoreum,Mentha spicata, Eugenia caryophyllata 1 Eucalyptus spp. (Kouidhi i sar., 2015)
Medutim, iako u literaturi postoje odredeni podaci o anti-biofilm potencijalu etarskih ulja, dobijeni
rezultati u ovoj disertaciji su prvi put radeni upravo na najznacajnijim uzrokovac¢ima formiranja

biofilma u usnoj duplji coveka.

Tabela 56. Rezultati inhibitornog potencijala (%) odabranih etarskih ulja na proces formiranja biofilma

kod C. albicans (MH1).

MIK 2 MIK Y MIK
G. fragrantissima 53,58 45,33 25,36

T. vulgaris 61,98 57,53 55,56
T. algeriensis 62,96 61,48 58,52
T. serpyllum 65,93 60,99 58,02
C. martinii 6593 63,46 61,48
P. graveolens 66,42 61,98 49,63
R. centifolia 61,48 59,84 53,58
L. petersonii 64,62 58,78 47,12
S. montana 63,45 52,36 45,65
C. limon 58,63 50,45 47,52
P. nigrum’ 45,69 40,62 39,78
M. alternifolia’ 66,91 48,64 35,63
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C. myrrha 62,45 45,18 35,46
Curasept® 50,65 41,25 30,85

5.11. Citotoksi¢na aktivnost etarskih ulja odabranih aromati¢nih biljaka

Ispitivanje nivoa toksic¢nosti je od velikog znacaja za bezbednu primenu etarskih ulja u borbi
protiv humanih patogena. Za uspeSnu primenu novog preparata u terapeutske svrhe, jedan od
najvaznijih koraka je testiranju citotoksi¢nosti na kancerogene i nekancerogene celijske linije.
Upotreba etarskih ulja kao, kao alternativna sredstva sintetickim lekovima, uslovljena je ne samo
koncentracijama koje imaju efikasnost u in vitro eksperimentima, nego i koncentracijama koje
treba da se postignu na mestu dejstva. Ovo zavisi od resorpcije i transporta aktivnih saastojaka, ali
sa druge strane 1 od maksimalnih doza koje mogu biti upotrebljene a koje bi bile bez toksicnih
efekata. Iz tog razloga, ispitivana je citotoksi¢nost etarskih ulja koja su pokazala najveci
antimikrobni potencijal u ovoj disertaciji na 11 ¢elijskih linija. Rezultati istrazivanja prikazani su

u Tabeli 561 57.

U Tabeli 57 prikazani su rezultati Sr-B testa citotoksi¢nosti osam etarskih ulja (G.
fragrantissima, T. vulgaris, T. algeriensis, T. serpyllum, C. martinii, P. graveolens, R. centifolia,
1 L. petersoniii) na Sest Celijskih linjja (MCF-7, NCI-H460, HCT15, HeLa, HepG2 1 PLP2).
Rezultati, MTT-testa ukazali su da testirana ulja pokazuju dejstvo na tumorske ¢éelijske linije u
intervalu od 5,60 do 261,20 pg/ml. Negativan uticaj na vijabilnost zdravih ¢elija jetre (PLP2) imala
su etarska ulja L. petersonii (316,83 ng/ml) i C. martinii (358,67 pg/ml). Najjacu aktivnost na
tumroske celije pokazalo je etarsko ulje L. petersonii (5,60-316,83 pg/ml), a najslabiju ulje G.
fragrantissima (178,14->400 pg/ml). Najotpornija ¢elijska linija je MCF7 (47,70-261,20 pg/ml),
dok je najosetljivija celijska linija HCT15 (5,60-178,14 png/ml). U poredenju sa pozitivnom

kontrolom (elipticin), nijedno ulje nije ispoljilo jacu citotoksi¢nu aktivnost.

Zu i sar. (2010) su ustanovili citotoksi¢nost ulja 7. serpyllum na éelije tumora prostate (PC3),
¢elije raka pluca (A549) i ¢elijsku liniju kancera dojke (MCF-7). Prema podacima studije koju su
sproveli Horvathova i sar. (2006) karvakrol i timol su imali zna¢ajan uticaj na vijabilnost HepG2
i ¢elija karcinoma debelog creva (Caco-2), ali su i takode redukovali oSte¢enja DNK koja su nastala
u tretmanu hidrogen peroksidom. Citotoksi¢nost etarskog ulja G. fragrantissima je prvi put
istrazivana u okviru ove studije, o ¢emu ne postoje prethodni literaturni podaci. U sli¢noj studiji

(Oloyede, 2011) prikazana je citoksi¢na aktivnost etarskog ulja Laporea aestuans na larve morskih
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racica, a kao glavna komponenta ovog ulja naveden je metil salicilat, koji je takode glavna
komponenta ulja G. fragrantissima. Najnovija istrazivanja su ustanovila odsustvo citotoksic¢nosti
ulja C. martinii i glavne komponente geraniola na ¢elije monocita (Andrade i sar., 2014). Medutim,
neke od prethodnih studija su ve¢ ukazale da geraniol poseduje toksi¢nu aktivnost na Caco2 celije
(Carnesecchi 1 sar., 2001), kao 1 ¢elije tumora pankreasa kod coveka (MIA PaCa2) (Burke i sar.,
1997). U literaturi ne postoje podaci o citotoksi¢cnom potencijalu ulja P. graveolens. S obzirom na
primenu etarskog ulja R. centifolia, pre svega u kozmetickoj industriji (Kovatcheva i sar., 2011) i
u skladu sa naSim rezultatima, upotreba etarskog ulje ruze se smatra bezbednom i klinicki
opravdanom §to potvrduje finalni izvesStaj Evropske Medicinske Agencije (EMA, 2013). Prema
prethodnim studijama, etarsko ulje L. petersonii je ispoljilo citotoskicnu aktivnost na celije
epitelnog kancera laringsa (Hep-2) u koncentraciji od 0.04%. Nasuprot ovim podacima, izlaganje
Hep-2 ¢elija dejstvu etarskog ulja L. petersonii u trajanju od 60 minuta nije pokazalo uticaja na
proliferativnost ¢elija (Hood 1 sar., 2009). Mada postoje suprotna misljenja o dejstvu isparenja
etarskih ulja, u studiji Gaworski 1 sar., (1992) dokazano je da svakodnevne inhalacije pacova u

trajanju od 6 h, nisu prouzrokovale nikakve toksi¢ne efekte.

Tabela 57. Rezultati Sr-B testa citotoksi¢nosti odabranih etarskih ulja biljaka izrazeni u vidu ICsg

vrednosti.

MCF7 NCI-H460 HCT15 HelLa HepG2 PLP2
T. serpyllum 52,69+3,28 37,17+3,18 7,02+0,07 17,71£3,23  34,96+2,90 >400
T. vulgaris 180,40+£2,68 160,01+11,83  83,92+0,14 76,02+5,98  95,06+0,30 >400
T. algenensis 62,53£1,88  63,94+£0,68  64,13£133  64,79£1,51  62,12+3,11 >400
C. martinii 5451447  60,65+0,92  39,23+0,65  58,47+0,14  53,8443,16 358,67+3,49
P. graveolens 116,6649,62  81,4742,03  63,72+1,39  70,96+0,04  93,91+2,99 >400
R. centifolia 80,80£1,28  92,45+0,95  65,484220  49,55+1,29  90,94+1,26 >400

G. fragrantissima 261,20+3,02  259,66+0,39  178,14+11,52 187,03+0,67 238,80+0,69 >400
L. petersonii 47,70+£2,34 24,38+0,01 5,60+0,37 9,01+2,21 29,58+2,59  316,83+2,63

Elipticine 0,91+0,04 1,420,00 1,91+0,06 1,14£021 3224067  2,06+0,03

Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost + standardna devijacija
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U tabeli 57 prikazani su rezultati MTT testa citotoksic¢ne aktivnosti etarskih ulja S. montana,
C. limon, P. nigrun?, M. alternifolia’ i C. myrrha. Kvantifikacija stepena citotoksi¢nosti vriena je
na pet kancerogenih celijskih linija (LS-174, K562, A549, HeLa, FemX) i ¢elija fibroblasta
humanog fetusa (MRC-5). Na osnovu rezultata sva ulja su ispoljila citotoksi¢nost u intervalu
koncentracija od 8,21 do 77,26 ug/ml. Najjaci citotoksi¢ni potencijal imalo je etarsko ulje C.
myrrha (8,21-14,85 ng/ml), a najslabiji ulje S. montana (40,13-77,26 pg/ml). Sva ulja su dovela
do ostecenja nekancerogene ¢elijske linije MRC-5. Najotpornija ¢elijska linija je LS-174 (14,85-
77,26 png/ml), dok su ¢elijske linije Hela (9,04-48,67 pg/ml) 1 K562 (8,21-64,66 png/ml) bile
najosetljivije. U poredenju sa pozitivnom kontrolom (cisplatina), nijedno ulje nije ispoljilo jacu
aktivnost.

Tabela 58. Rezultati MTT testa citotoksi¢ne aktivnosti odabranih etarskih ulja biljaka izrazeni u vidu

Glso vrednosti.

LS-174 K562 A549 HeLa FemX MRC-5
S. montana 7726 +2,26 64,66+4,50 65,51+5,04 40,13+0,46 71,11+11,50 63,39+7,12
C. limon 68,34+5,40 25,66+2,73 34,46+428 30,75+0,45 48,87+3,62 38,69+4,70
P. nigrum® 36,29+2,04 32,15+238 56,74+1,48 34,06+0,27 25,57+8,54 48,19+0,52
M. alternifolia’ 65,63 +5,41 51,32+8285 67,13+6,84 48,67+2,58 48,82+13,40 70,54+0,54
C. myrrha 1485+3,40 8,21+0,16 10,59+1,63 9,04+0,59 9,47+ 1,13 10,75+ 0,28
CDDP 6,73+2,15 593+027 5,16+0,21 2,34+0,70 3,23 +£0,26 9,08 £ 0,89

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija

Prema studiji koju su sproveli Porres-Martinez i sar. (2014), etarsko ulje S. montana je
ispoljilo citotoksi¢nu aktivnost na ¢elijske linije MDA-MB-361, MDA-MB-453, Hela, LS174 i
MRC-5, §to potvrduju i nasi rezultati. Antiproliferativna aktivnost ulja S. montana zabelezena je i
na celije A549 ali tek nakon izlaganja 48h i 72h u koncentracijama koje su bile u intevalu od
400,00 i 11,00 pg/ml (Kundakovi¢ i sar., 2013). U radu Manajemi i sar., (2004) su dokazali
citotoksi¢nu aktivnost etarskog ulja C. limon na MCF-7 1 HeLa ¢elijskim linijama. Trenutno ne
postoje literaturni podaci o antitumorskoj aktivnosti etarskog ulja P. mnigrum”. Citotoksi¢na
aktivnost etarskog ulja M .alternifolia je potvrdena od strane velikog broja autora u brojnim in
vitro 1 in vivo testovima (Hammer i sar., 2006; Liu i sar., 2009; Ahmad i sar., 2012; Chen i sar.,

2013), a poznato je da ovo ulje ima dugotrajnu primenu kako u tradicionalnoj tako i u modernoj
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medicini (Carson i sar., 2006). Efekat ulja C. myrrha na vijabilnost kancerogenih ¢elija ispitivali
su Chen i sar. (2013), 1 prikazali su da ono poseduje jaku citotoksi¢nu aktivnost na ¢elijske linije
MCF-7, HS-1, HepG2, HelLa i A549. Dodatnim ispitivanjima dosli su do potencijalnog
mehanizma efikasnosti ulja koji se ogleda u indukciji procesa apoptoze u koncentracijama u

intervalu 0,10-40 ug/ml.

Hemopreventivni i hemoterapeutski efekat etarskih ulja su prepoznati kao veliki terapeutski
potencijal. Sude¢i na osnovu savremenijih literaturnih podataka, moze se zakljuciti da raste
interesovanje za ispitivanje citotoksi¢nosti etarskih ulja. Od etarskih ulja koja su odabrana za
istrazivanje efikasnosti na kancerogene ¢elijske linije, sva su ulja pokazala efekte u oba testa, a od
njih se posebno izdvajaju 7. serpyllum, T. vulgaris, T. algenensis, C. martinii, P. graveolens, R.
centifolia, G. fragrantissima 1 L. petersonii, obzirom da su pokazala odsustvo toksi¢nosti na
nekancerogenu Celijsku liniju PLP2. S druge strane u MTT testu ulja S. montana, C. limon, P.
nigrum?®, M. alternifolia® i C. myrrha su pored citotoksiénog dejstva na kancerogene, pokazale
uticaj i na nekancerogenu celijsku liniju MRC-5. Treba ista¢i da je glavna prednost primene
etarskih ulja to Sto su aktivna u veoma malim koncentracijama i §to deluju kumulativno i
sinergistiCki. Citotoksi¢na aktivnost etarskih ulja se postize preko ¢elijske membrane, gde etarska
ulja 1 njihove komponente prouzrokuju propustljivost i depolarizaciju i dovode do smanjenja
aktivnosti membranskih enzima. Pored toga, neka istrazivanja pokazala su da etarska ulja i njihove
komponente imaju uticaj na ¢elijski metabolizam 1 mogu indukovati apoptozu (Bakkali i sar.,

2008).

6. Opsta diskusija

Visoka ucestalost oralnih oboljenja (karijes, periodontalne bolesti, oralne infekcije)
ekonomska kriza, islju¢ivanja iz sistema stomatoloske zdravstvene zastite, ugroZavaju oralno
zdravlje ljudi u Srbiji 1 generalno u svetu. Negativni efekti sinteti¢kih lekova koji se koriste u
tretmanu oralnih bolesti 1 zahtev sve veceg broja ljudi za bezbednijim 1 efikasnijim lekovima,
inicirali su veliki broj istrazivanja na tu temu. Na osnovu dosadas$njih istrazivanja i dugog istorijata
primene, etarska ulja ekstrahovana iz razli¢itih biljnih organa namecu se kao potencijalna
alternativa sintetickim medikamentima i izvor bioloski aktivnih, prirodnih supstanci koji se mogu

primeniti u terapijske svrhe.
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Izolacijom i identifikacijom mikroorganizama iz usne duplje pacijenata sa Klinike za decju
1 preventivnu stomatologiju, Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, u periodu od
2010-2011. godine, prikupljeno je ukupno 93 uzoraka, od ¢ega je 66 bilo pozitivno na gljive
(70.96%) 132 (34.41%) na bakterije. Prikupljeni mikroorganizmi — klini¢ki izolati bakterija i gljiva
su bili predmet daljeg istrazivanja bioloske aktrivnosti etarskih ulja. Kao test organizmi u ovoj
doktorskoj disertaciji koriS¢eni su klinicki izolati bakterija S. pyogenes, S. mutans, L. acidophilus,
S. salivarius, S. sanguis, P. aeruginosa, E. feacalis 1 S. aureus 1 gljiva C. albicans, C. glabrata i
C. krusei, a koji se povezuju sa odredenim stanjima kao Sto su: karijes, oralna kandidijaza,

periodontitis 1 endodontske infekcije.

Cilj ove doktorske disertacije bio je ispitivanje hemijskog sastava i bioloske aktivnosti
etarskih ulja biljaka: Cananga odorata, Foeniculum vulgare, Pimpinella anisum, Pastinaca sativa,
Anethum graveolens, Matricaria recutita, Achillea millefolium, Helichrysum italicum, Boswellia
carterii, Canarium luzonicum, Commiphora myrrha, Juniperus communis, Juniperus virginiana,
Gaultheria procumbens, G. fragrantissima, Pelargonium graveolens, Hyssopus officinalis,
Mentha piperita, M. pulegium, Lavandula angustifolia, Thymus algeriensis, T. vulgaris, T.
serpyllum, Rosmarinus officinalis, Salvia lavanudilifolia, S. officinalis, S. sclarea, S. triloba,
Satureja montana, L. nobilis, Leptospermum petersonii, L. scoparium, Eucalyptus citriodora, E.
globulus, Melaleuca alternifolia, M. quinquenervia, Syzygium aromaticum, Abies procera, A.
grandis, A. alba, Pseudotsuga douglasii, Pinus silvestris, P. nigrum, Cymbopogon martinii, Rosa

centifolia, Citrus aurantium spp. aurantium 1 C. limon.

Odabir etarskih ulja bio je zasnovan, pre svega, na tradicionalnoj upotrebi biljaka odnosno
biljnih organa iz kojih ova ulja poticu i dosadasnjim istraZivanjima njihovog antimikrobnog
potencijala. Testirano je 60 etarskih ulja koja vode poreklo od 47 aromati¢nih biljnih vrsta.
Rezultati hemijske analize 60 etarskih ulja primenom gasne hromatografije sa masenom
spektrofotometrijom utvrdili su prisustvo velikog broja razli¢itih komponenti; ukupno je
identifikovano 342 komponente, od kojih su najzastupljeniji oksigenovani monoterpeni.
Dominantne komponente u ovih ulja su bile zastupljene u razli¢itim procentima, u intervalu od
20% do 70%, a u pojedinim slu¢ajevima i preko 90% (G. procumbens 1 G. fragrantissima).
Uporednom analizom dobijenih rezultata sa publikovanim rezultatima drugih autora nasi uzorci

ulja su ispoljili i slicnosti 1 razlike, §to je 1 bilo o¢ekivano. Razlike u kvantitativnom 1 kvalitativnom
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sastavu komercijalnih uzoraka etarskih ulja se mogu objasniti na mnogo nacina, a neki od njih su:
geografsko poreklo, odnosno uticaj razli¢itih ekoloskih faktora na rast i razvoj biljaka koje ih
sadrze, metoda koja se koristi za njihovu ekstrakciju kao i sam postupak ekstrakcije, godiSnje doba
kao i1 faza razvoja u kojoj je prikupljanjen biljni materijal, itd. Obzirom na veliku raznolikost
hemijskog sastava velikog broja ulja koja se danas proizvode Sirom sveta, a kako bi se ujednacio
kvalitet bar onih ulja koja su komercijalno raspoloziva na svetskom trziStu, medunarodna
organizacija za standardizaciju (ISO) je propisala kvalitet za vecinu njih, a koji u mnogome
olaksava poredenje rezultata dobijenih u raznim studijama koje se bave ovakvim i slicnim
istrazivanjima, a pozivaju na hemijski sastav ulja. Imajuci u vidu €injenicu da je bioloska aktivnost
etarskog ulja direktno uslovljena njihovim hemijskim sastavom, u ovoj doktorskoj disertaciji za
ispitivanje su odabrani komercijalni uzorci koji odgovaraju ISO kriterijumima kvaliteta (za ulja za

koja ovi kriterijumi postoje), $to je prikazano u rezultatima hemijske analize svih uzoraka ulja.

U cilju ispitivanja bioloSkog potencijala etarskih ulja, najpre je isptivan njihov
antibakterijski i antifungalni potencijal na odabrane klinicke izolate i referentne sojeve bakterija i
gljiva iz usne duplje Coveka, pri ¢emu je kori§éeno osam klini¢kih izolata (Staphylococcus aureus
IBR STO001, Streptococcus pyogenes IBR S003, Streptococcus mutans IBR S001, Lactobacillus
acidophilus 1BR L001, Streptococcus salivarius IBR S006, Streptococcus sanguis IBR S002,
Pseudomonas aeruginosa 1BR P001 i Enterococcus feacalis IBR E001) i 58 klinickih izolata
Candida spp. (55 sojeva C. albicans, 2 soja C. glabrata i 1 soj C. krusei) 1 dva referentna soja

(ATCC 10231 C. albicans 1 ATCC 750 C. krusei).

Etarsko ulje 7. serpyllum pokazalo je najbolji antibakterijski potencijal u in vitro
eksperimentu, dok su etarska ulja M. recutita’ i J. virginiana pokazala najslabije dejstvo na
ispitivane bakterije. Analizom rezultata in vitro ispitivanja antibakterijske aktivnosti, izdvojeno je
37 etarskih ulja sa rezultatima minimalne inhibitorne koncentracije ispod 1mg/ml (F. vulgare, P.
anisum, A. millefolium’, A. millefolium?, B. carterii’, C. luzonicum, C. myrrha, G. procumbens, P.
graveolens, H. officinalis, M. piperita’, M. piperita2, M. pulegium, L. angustifolia, T. algeriensis,
T. vulgaris, T. serpyllum, R. officinalis, S. lavandulifolia, S. montana, S. officinalis, L. petersonii,
E. citradora, E. globulus, M. alternifolia’, M. alternifolia’, M. quinquenervia', M. quingenervia’,

S. aromaticum, A. procera, P. nigrum®, P. nigrum?, C. martinii, R. centifolia, C. aurantium spp.

aurantium®, C. limon, C. aurantium spp. aurantium*®), 15 sa MIC vrednostima 1-10 mg/ml (4.
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sativa, A. graveolens, B. carteri’, J. communis', J. communis’, H. italicum’, S. triloba, S. sclarea,
L. nobilis’, L. nobilis’, L. scoparium, A. grandis, A. alba, P. douglasia i P. silvestris) i 8 ulja sa
MIC > 10 mg/ml (C. odorata, M. recutital, M. recutita’, J. communis®, J. communis’, J.

virginiana, G. fragrantissima i H. italicum?) .

Najbolji antifungalni potencijal pokazalo je etarsko ulje S. montana, dok je najlosiju
aktivnost imalo etarsko ulje H. italicum’. 1z prikazanih rezultata izdvojeno je 38 etarskih ulja sa
minimalnim inhibitornim koncentracijama ispod 1 mg/ml (4. graveolens, A. millefolium’, A.
millefolium?, J. communis4, G. procumbens, P. graveolens, H. officinalis, M. piperital, M.
piperita’, M. pulegium, L. angustifolia, T. algeriensis, T. vulgaris, T. serpyllum, R. officinalis, S.
lavandulifolia, S. officinalis, S sclarea, S. triloba, S. montana, L. nobilis’, L. nobilis®, L. petersonii,
L. scoparium, E. citradora, E. globulus, M. quinquenervia', M. quingenervia®, S. aromaticum, A.
procera, P. douglasia i P. silvestris, P. nigrum?, C. martinii, R. centifolia, C. aurantium spp.
aurantium”, C. limon, C. aurantium spp. aurantium”®) i 22 etarska ulja sa MIC vrednostima
izmedu 1-10 mg/ml (C. odorata, F. vulgare, P. anisum, P. sativa, M. recutital, M. recutita’, B.
carterii', B. carterii’, C. luzonicum, C. myrrha, J. communis’, J. communis®, J. communis’, J.
virginiana, G. fragrantissima, H. italicum’, H. italicum?, M. alternifolia’, M. alternifolia®, A.
grandis, A. alba, P. nigrum®). Uprkos veéoj otpornosti gljiva u poredenju sa bakterijama, u
ispitivanju antifungalne aktivnosti odabranih etarskih ulja MIK nisu prelazile koncentraciju od 10

mg/ml.

Iz literaturnih podataka je poznato da hemijski sastav etarskih ulja ima direktan uticaj na
njihovu antimikrobnu aktivnost, jer pojedina jedinjenja sa odredenom hemijskom strukturom
ispoljavaju jaci a druga slabiji efekat (Hammer i sar., 1999). Antimikrobna aktivnost etarskog ulja
se dovodi u vezu sa hemijskim sastavom, strukturnom konfiguracijom jedinjenja, prisustvom
odredenih funkcionalnih grupa i mogucim interakcijama (sinergistickim / antagonisti¢kim) izmedu
jedinjenja prisutnih u uljima. Istrazivanja nekih autora pokazuju da ulja bogata jedinjenjima sa
fenolnom strukturom, kao §to su karvakrol, timol i eugenol, imaju najjacu antimikrobnu aktivnost.
Nakon, fenolnih jedinjenja, alkoholi i alkohol terpenoidi, takode imaju zapazenu aktivnost
(Sokovié, 2001). Jednoj od ove dve grupe jedinjenja svakako pripadaju mentol, geraniol, linalol,
citronelol 1 citronelal, koji su u istrazivanjima Sokovi¢ 1 sar. (2009) prikazani kao komponente sa

dobrim antimikrobnim potencijalom. Zbog svoje bolje rastvorljivosti 1 disperzije, pojedina
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oksidovana jedninjenja, kao na primer 1,8-cineol, imaju prednost u odnosu na neke ketone iz
pomenute grupe jedinjenja, kao na primer fenhon i1 kamfor, jer laksSe prolaze kroz celijski zid
bakterija ili kroz éelijsku membranu eukariotskih éelija. Monoterpenski ugljovodonici limonen, a-
[f-pinen, y-terpinen imaju slabu antimikrobnu aktivnost, a koja se bazira uglavnom na njihovoj
slaboj rastvorljivosti u vodenim podlogama, ali i zbog malog broja reaktivnih grupa (Sokovi¢,
2001). Acetati poseduju najslabiji antimikrobni potencijal koji je uslovljen veoma slabim
potencijalom stvaranja vodoni¢nih veza sa enzimima ¢elijske membrane (Lako, 2013). Veliki broj
istrazivanja ukazuje da je Celijska membrana mesto delovnja etarskih ulja, odnosno njihovih
konstituenata. Hidrofobnost je veoma vazna karakteristika i ulja i njihovih komponenata, obzirom
da povecava permeabilnost Celijske membrane i bakterija 1 gljiva i omogucava njihov laksi
prolazak kroz njen lipidni sloj. Ovo je vazno stoga $to promenu propustljivosti ¢elijske membrane
obi¢no prati gubitak osmotske kontrole celije, Sto se smatra osnovnim principom antimikrobnog
delovanja etarskih ulja (Bakkali 1 sar., 2008). Najbolju antimikrobnu aktivnost u ovoj disertaciji
pokazala su etarska ulja T. serpyllum 1 S. montana ¢ije glavne komponente pripadaju fenolnim
jedinjenjima (timol, karvakrol). Poznato je da hidrofobnost timola i karvakrola oSte¢uje membranu
Gram-negativnih bakterijskih c¢elija, bogatu lipopolisaharidima, dok kod gljiva reaguju sa
enzimima ¢elijskog zida, oste¢ujuci njihov hitinski sloj, ¢ime se obezbeduje nesmetan prolaz ulja
odnosno njihovih komponenti u unutrasnjost éelije (Sokovié, 2001; Candarevié i sar., 2013).
Najslabiji antimikrobni potencijal pokazala su ulja M. recutita’ i H. italicum’ ¢&ije glavne
komponente frans-B-farnezen i a-pinen pripadaju grupi seskvi i monoterpena, a koji i prema

istrazivanjima drugih autora poseduju veoma slab antimirkobni efekat (Sokovi¢, 2001).

Znacaj koriSéenja i primene elektronske mikroskopije u oblasti ispitivanja bioloske
aktivnosti etarskih ulja potvrden je u ovoj doktorskoj disertaciji. Na osnovu SEM mikrografija
ustanovljen je potencijalni mehanizam dejstva odabranih etarskih ulja na ¢éelije C. albicans, a

potvrdena je njihova aktivnost na destabilizacije ¢eljiske membrane.

Rezultati ispitivanja antimikrobnog potencijala ozona i koloidnog rastvora srebrne vode
pokazuju dodatne prednosti u elminisanju patogenih mikroorganizama, kao i u redukciji broja
patogenih mikroorganizama. Primenom ozona u razli¢itim koncentracijama i vremenskim
intervalima, smanjen je broj kolonija testiranih mikroorganizama, $to ga ¢ini potencijalno korisnim

dodatnim tretmanom u leCenju oralnih infekcija i oboljenja. Prema literaturnim podacima voda
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obogadena ozonom pokazuje visok nivo biokompatibilnosti 1 nizak nivo citotoksi¢nosti (Lynch 1
sar., 2008). Primena ozona na karijesne lezije ili inficirane kanale korena se ve¢ uspesno
primenjuje u klinickoj praksi (Saini, 2011), a poznat je i njegovo pozitivan u¢inak u lecenju
parodontitisa i endodontskih infekcija (Nagayoshi i sar., 2004). Mehanizam dejstva ozona je
veoma sloZen 1 ukljucuje moguce dejstvo na brojne targete (proteini, lipidi, respiratorni enzimi i
membrane celija, peptidoglukane i nukleinske kiseline); primenjeni ozon dovodi do oksidacije
razli¢itih komponenti celijske membrane (lipida, proteina i masnih kiselina) $to prouzrokuje
curenje sadrzaja iz ¢elija, a koje na kraju rezultira ¢elijskom smréu (Huth i sar., 2006). Neki autori
smatraju da je ozon direktno ukljucen u inaktivaciju mikroorganizama, dok drugi naglasavaju da
antimikrobno delovanje ozona poti¢e od reaktivnih nus proizvoda njegovog razlaganja u celiji
(Khadre i sar., 2001). Poznato je da srebro i njegova jedinjenja imaju jako antimikrobno dejstvo.
Brojne studije su dokazale efikasnost srebra i njegovih jedinjenja u leCenju razli¢itih oboljenja i
infekcija (Iroha 1 sar., 2008). Drevni narodi poput, Egipana i Grka bili su itekako svesni
potencijala srebra i koristili ga za lecenje razliCitih bolesti, rana, stavljali srebrne novcice u
stovariSta hrane i vode. Dobijeni rezultati ukazuju na veoma snazno dejstvo koloidnog rastvora
srebrne vode u veoma niskim koncentracijama na testirane mikroorganizme. Na osnovu
dosadasnjih istrazivanja Cestice srebra unisStavaju preko 650 razlicitih vrsta bakterija i virusa, a
veoma su retke pojave rezistentnosti (Chopra i sar., 2007 ). U poslednje vreme prisutan je porast
preparata na bazi srebra koji se korsite u kozmetici, tekstilnoj industriji, sredstvima za dezinfekciju
i ¢iS¢enje, bojama i lakovima itd. U literaturi postoje podaci o potencijalnom mehanizmu dejstva
Cestice srebra na prokariotski i eukariotski tip ¢elije. Prema Bragg i sar. (1974) joni srebra reaguju
sa sulfhidrilnom grupom proteina (-SH) 1 inhibiraju procese respiracije, kao 1 interakcije sa DNK
molekulima uzrokujué¢i njihovo odvijanje. Uticaj na proces Celijske deobe i interakcije sa
vodoni¢nim vezama su takode zabelezeni (Russel isar., 1994). Stoga i ozon i srebrna voda

opravdano se koriste u prevenciji i tretmanu pojedinih infektivnih oboljenja.

U ovoj disertaciji prikazane su mogucnosti 1 potencijali bioautografske metode na TLC
plo¢ama za brzo 1 efikasno odredivanje kvalitativne analize antimikrobne aktivnosti etarskih ulja.
Bioautografska metoda na TLC ploama je brza i precizna metoda za ispitivanje antimikrobne
aktivnosti, i prema rezultatima koriS¢enja ove metode, sva etarska ulja i izolovana jedinjenja su

pokazala antimikrobnu aktivnost. Ova metoda bez svake sumnje ima buducénost i u prakti¢noj
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aplikaciji istrazivanja antimikrobne aktivnosti prirodnih produkata biljnog porekla, u koje se

svakako ubrajaju i etarska ulja.

Za ispitivanje medusobne interakcije, antibiofilm, antiquorum sensing i citotoksi¢nog
efekta / potencijala kao i1 prouzrokovanih morfoloskih promena na ¢elijama izolovanih sojeva
mikroorganizama, kori§¢ena su sledeéa etarska ulja koja su pokazala najbolju antimikrobnu
aktivnost u nasem istrazivanju: C. limon, P. nigrum?, M. alternifolia’, T. algeriensis, T. serpyllum,
G. fragrantissima, P. graveolens, C. limon, R. centifolia, L. petersonii, S. montana, C. martinii 1

C. myrrha.

Nakon odredivanja minimalnih inhibitornih 1 baktericidnih/fungicidnih koncentracija
koris¢enjem mikrodilucione i bioautografske metode na TLC plo¢ama, kao 1 potvrde mehanizma
dejstva pomocu skening elektronske mikroskopije, dalji tok istrazivanja je usmeren ka ispitivanju
medusobne interakcije odabranih etarskih ulja C. limon, P. nigrum?, M. alternifolia’, T. serpyllum,
G. fragrantissima, P. graveolens, C. limon, R. centifolia, L. petersonii, S. montana, C. martinii 1
C. myrrha. Etarska ulja predstavljaju kompleksne meSavine razli¢ite grupe jedinjenja, pa samim
tim ispitivanja medusobne interakcije izmedu etarskih ulja su neophodna prilikom dobijanja novog
fitopreparata. Poslednjih decenija, povecan je interes za koriS¢enjem razliCitih kombinacija
prirodnih produkata u kontroli patogenih mikroorganizama. Kombinacije, etarskih ulja bilo
prirodnog ili vesStackog porekla, preciS¢enih ili glavnih komponenti etarskih ulja uticu na
biohemijske procese koje se odlikuju odredenim nivoima bioloske aktivnosti (Burt i sar., 2007). U
literaturi ima malobrojnih radova o mehanizmu delovanja kombinacije etarskih ulja i njihovih
komponenti na mikroorganizme. Neki od ponudenih, obuhvataju opste prihvacene, kao $to su
inhibicija biohemijskih puteva, inhibicija sinteze enzima i upotreba proteina iz ¢elijske membrane
za laksi unos aktivne supstance u Celiju (Santiesteban-Lopez i sar., 2007). Zore i sar. (2011)
predlozili su dve hipoteze za objaSnjenje sinergistiCkog efekta cinamaldehida i1 timola 1
cinamildehida 1 karvakrola na S. #yphimurium: a) timol ili karvakrol povecava propustljivost
¢elijske membrane 1 omogucava cinamaldehidu laksi transport u ¢eliju, b) timol ili karvakrol moze
povecati broj, veliinu ili vreme otvaranja kanala za vezivanje cinamaldehida za proteine u
¢elijskoj membrani. Kombinacija ulja P. nigrum, C. limon 1 M. alternifolia pokazala je najizrazitije
sinergisticko dejstvo, druga kombinacija ulja P. graveolens i G. fragrantissima kao 1 T. serpyllum

1 G. fragrantissima pokazuju aditivno a rezultati medusobne interakcije ulja 7. serpyllum i P.
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graveolens 1ispoljavaju antagonisticko dejstvo. Kombinacije etarskih ulja R. centifolia i L.
petersonii,kao i R. centifoliai C. [imon imaju aditivno dejstvo, dok rezultati medusobne interakcije
etarskih ulja C. limon 1 L. petersonii pokazuju antagonisticko dejstvo na ispitivane
mikroorganizme. Prikazani rezultati kombinacija etarskih ulja S. montana 1 C. martinii 1 S.
montana 1 C. myrrha pokazuju sinergisticko dejstvo, dok rezultati medusobne interakcije etarskih
ulja C. martinii 1 C. myrrha pokazuju aditivno dejstvo. Prakticna primena dobijenih rezultata je
veoma vazna prilikom konstruisanja novih fitopreparata i upotrebe razli¢itih kombinacija etarskih
ulja u dobijanju Zeljenog efekta upotrebom S$to manjih koncentracija, Sto je 1 bio i cilj ove

disertacije.

Bakterije komuniciraju medusobno pomocu malih signalnih molekula, poznatiji kao
autoinduktori. Ovaj vid komunikacije je deo mehanizma koji se naziva quorum-sensing, a kao
posledicu ima promenu ekspresije gena. Kada koncentracija autoinduktora prede odredenu
granicu, dolazi do vezivanja za odredeni receptor, do aktiviranja transkripcionih faktora i drugacije
ekspresije gena. U dosadasnjim istrazivanjima identifikovani su najce$¢e produkovani
autoinduktori kod Gram-negativnih bakterija, N-acilhomoserin laktoni (AHL) (Smith i sar., 2003).
Nedavna istrazivanja pokazuju prisustvo AHL molekula i kod bakterija iz usne duplje (Biridar i
sar., 2011). QS regulie razli¢ite procese, ukljucujuéi formiranje biofilma, produkciju antibiotika,
bioluminiscenciju, pokretljivost i produkciju pigmenata, virulentnost. Kod P. aeruginosa, koji je
inace korisé¢en u ovoj disertaciji, QS regulise faktore virulentnosti kao $to su produkciju proteaza,
elastaza, piocijanina, pioverdina i biofilma. Postoje tri QS sistema kod P. aeruginosa: las, Rhll 1
RhIR proteini i PQS (Ryal 1 sar., 2014). Las sistem se sastoji od LasR transkripcionog regulatora
i Lasl protein sintaze. Lasl je neophodna za produkciju AHL molekula, dok LasR zahteva
priusustvo istih za aktiviranje. U drugom sistemu RhlI sintaza ima ulogu u sintezi AHL molekula
N-butiril-L-homoserin laktona i RhIR transkripcionih regulatora. Samo kompleks RhIR 1 N-butiril-
L-homoserin lakton dovodi do ekspresije gena. PQS sistem, koji je nedavno otkriven, ima za cilj
regulaciju transkripcije /asl 1 rhll. PQS sistem ima ulogu kontrole prva dva sistema pokazuje visok
nivo homologije sa LasR 1 RhIR transkripcionim aktivatorima. AHL molekuli koji ulaze u sastav
kompleksa su 2-heptil-3hidroksi-4quinon i 2-heptil-4quinon. Inhibiranje QS sistema predstavlja
veoma vazan cilj u dobijanju §to efikasnijih antimikrobnih agenasa. Anti-QS agensi imaju za cilj
inhibiciju QS mehanizama 1 smanjenje virulentnosti 1 time smanjuju potencijalne nezeljene efekte

kao §to je rezistentnost. Poslednjih decenija, istrazivanja izvora anti-QS agensa biljnog porekla
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dala su ¢itav niz korisnih rezultata, mada primera koji konkretno podrazumevaju etarska ulja nema
mnogo. Etarska ulja Piper bredemeyeri, P. brachypodom, P. bogotence inhibiraju sintezu
pigmenta violaceina kod Chromobacter violaceum (Olivero i sar., 2011). Vezano za jedan od
postavljenih ciljeva disertacije, koji se odnosi na anti-QS aktivnosti etarskih ulja i mogucénost
njihove primene u oralnoj medicini, rezulatati ispitivanja efekta naSih uzoraka ulja na proces
kretanja, produkcije piocijanina i1 biofilma kod soja P. aeruginosa PAO 1 ukazuju na to da osim
Sto sva ulja ispoljavaju inhibitornu aktivnost, to ¢ine u sub-inhibitornim koncentracijama, $to

ukazuje da poseduju izvestan bioloski potencijal u borbi protiv ovog vaznog oralnog patogena.

Infekcije izazvane mikroorganizmima koji produkuju biofilm predstavljaju jedan od
najaktuelnijih problema u medicini. Le¢enje ovako nastalih infekcija je uglavnom neuspesno jer
su potrebne velike koli¢ine sintetskih antimikrobnih agenasa za njihovo suzbijanje, koji Cesto
imaju nezZeljene 1 negativne posledice na domacina i mogu biti veoma toksicni po ljudski
organizam. Usled otezane distribucije antimikrobnih agenasa kroz biofilm i horizontalnog
transfera gena olaksan je proces razvoja rezistentnosti. S obzirom, da oralne infekcije nastaju kao
posledica stvaranja zubnog plaka tj. biofilma, ispitivanja antibiofilm potencijala odabranih etarskih
ulja su ukazala da sva testirana ulja poseduju inhibitornu aktivnost u MIK i sub-MIK
koncentracijama prema procesu formiranja biofilma kod S. mutans i C. albicans. Etarsko ulje T.
serpyllum i M. alternifolia’ pokazala je najjacu aktivnost, dok je ulje G. fragrantissima delovalo
najslabije na spre¢avanje formiranja biofilma kod S. mutans i C. albicans. Sva testirana ulja
poseduju veliki potencijal u smislu alternative postojecim sintetskim lekovima. Obzirom da nauka
jo§ nije precizirala ulogu produkcije biofilma, neki od buducih ciljeva nasih istrazivanja u
ispitivanju antibiofilm aktivnosti etarskih ulje bi¢e usmeren ka aktivnim principima kao i
proucavanju mehanizma dejstva etarskih ulja na proces formiranja biofilma, konkretno kod oralnih

patogenih mikroorganizama.

Nakon in vitro ispitivanja bioloSkog potencijala odabranih etarskih ulja, dalji tok
istrazivanja je bio logi¢ki usmeren ka ispitivanju citotksi¢nosti, kao jednom od prvih koraka u
proveri njihove biokompatibilnosti koji prethodi svakoj komercijalnoj upotrebi. Kvantifikacijom
stepena citotoksi¢nosti odabranih etarskih ulja pomocu SrB i MTT testa, utvrdeno je da ona
pokazuju dejstvo na kancerogene celijske linije u intervalu od 5,60 do 358,67 pg/ml. Prema Gad-

Shayne, (2009), ispitivane supstance se mogu klasifikovati u 4 grupe po nivou cititksi¢nosti.
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Etarska ulja G. fragrantissima, T. vulgaris, T. algeriensis, T. serpyllum, C. martinii, P. graveolens,
R. centifolia, i L. petersoniii, S. montana, C. limon, P. nigrum’, M. alternifolia’i C. myrrha su
pokazala varijabilnu citotoksi¢nost na linije ¢elija MCF-7, NCI-H460, HCT15, HeLa, HepG2 i
PLP2, MDA-MB-361, MDA-MB-453, HeLa, LS174 i MRC-5. Prednost kori§¢enja ovih ulja je u
tome $to pokazuju inhibitornu aktivnost u veoma malim konecntracijama, mogu imati sinergisticki

efekat, primenjena cak i u koncentracijama nizim od toksicnih.

Rezultati 1 saznanja do kojih smo dosli u toku ove studije, koji se odnose na osetljivost
klinickih izolata oralnih patogena izolovanih iz usne duplje coveka na veliki broj etarskih ulja,
ispitivanje njihovog hemijskog sastava, antimikrobne 1 antibiofilm aktivnosti, njihove modusobne
interakcije i citotksi¢nosti u in vitro uslovima, predstavljaju jednu novinu koja do sada nije nikada
u ovako jednom logickom redosedu radena. Utvrdeno je da su klinicki izolati otporniji od ATCC
sojeva na ispitivana etarska ulja i neke njithove komponente. Prema naSim saznanjima, brojni
podaci koji govore pre svega o medusobnoj interakciji, anti-QS aktivnosti, antibiofilm i
citotksi¢noj aktivnosti su po prvi put radeni. Rezultati dobijeni nakon ispitivanja antiquorum i
antibiofilm efekta etarskih ulja predstavljaju nove podatke, ali i novi pristup u prevenciji i tretmanu
infektivnih oboljenja. Uzimajuci u obzir da se radi o ispitivanju mehanzama dejstva etarskih ulja,
ovi novi podaci mogu dovesti do napretka u reSavanju problema rezistentnosti odredenih izolata
bakterija i gljiva (MRSA, P. aeruginosa, E.coli, C. albicans). Prikazana bioloska aktivnost
odabranih etarskih ulja na mikroorganizme iz usne duplje coveka ukazuje na moguénost izrade
preparata na bazi etarskih ulja i njegove upotrebe u terapijske 1 profilakticke svrhe. Uzimajuéi u
obzir sve vecu pojavu rezistentosti 1 negativne efekte primene sintetskih lekova, etarska ulja bi
mogla biti njihova idealna zamena. Cinjenica da se dobijeni rezultati u in vitro uslovima ne mogu
preneti odnosno potvrditi direktno u in vivo eksperimentima, in vivo ispitivanja etarskih ulja sa
najveéim brojem poZeljnih svojstava bi mogla biti predmet buducih istrazivanja u uspeSnom
formulisanju fotopreparata sa primenom u oralnoj medicine, bilo kao preventive ili tretman

rezistenthih izolata bakterija 1 gljiva.
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7. Zakljucci

U okviru ove doktorske teze uradena je hemijska i bioloska analiza 60 etarskih ulja dobijenih
iz 47 vrsta aromatic¢nih i lekovitih biljaka (Cananga odorata, Foeniculum vulgare, Pimpinella
anisum, Pastinaca sativa, Anethum graveolens, Matricaria recutita, Achillea millefolium,
Helichrysum italicum, Boswellia carterii, Canarium luzonicum, Commiphora myrrha, Juniperus
communis, J. virginiana, Gaultheria procumbens, G. fragrantissima, Pelargonium graveolens,
Hyssopus officinalis, Mentha piperita, M. pulegium, Lavandula angustifolia, Thymus algeriensis,
T. vulgaris, T. serpyllum, Rosmarinus officinalis, Salvia lavanudilifolia, S. officinalis, S. sclarea,
S. triloba, Satureja montana, L. nobilis, Leptospermum petersonii, L. scoparium, Eucalyptus
citriodora, E. globulus, Melaleuca alternifolia, M. quinquenervia, Syzygium aromaticum, Abies
procera, A. grandis, A. alba, Pseudotsuga douglasii, Pinus silvestris, P. nigrum, Cymbopogon
martinii, Rosa centifolia, Citrus aurantium spp. aurantium i C. limon).

Ciljevi ove disertacije su bili izolacija 1 identifikacija mikroorganizama iz usne duplje Coveka,
ispitivanje bioloske aktivnosti i uticaja etarskih ulja i komponenti odabranih aromati¢nih i
lekovitih biljaka na izolovane mikroorganizme, odredivanje antimikrobnog mehanizma dejstva
ispitivanih priprodnih produkata na Streptococcus mutans, Candida albicans 1 Pseudomonas
aeruginosa kao model sisteme.

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

e Klasi¢nim mirkobioloskim i1 biohemijskim metodama izolovano je i identifikovano 8 vrsta
bakterija (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans, Streptococcus
salivarius, Streptococcus sanguis, Lactobacillus acidophilus, Pseudomonas aeruginosa i
Enterococcus feacalis) 1 tri vrsta roda Candida (55 sojeva C. albicans, 2 soja C. glabrata 1 C.
krusei) iz usne duplje pacijenata Klinike za decju i preventivnu stomatologiju Stomatoloskog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

e Kovalitativna i kvantitativna analiza uzoraka 60 etarskih ulja kori§¢enjem GC-FID i GC/MS
metoda, rezultirala je identifikacijom ukupno 342 razli¢ite komponente koje pripadaju slede¢im
grupama jednjenja: oksidovani monoterpeni, monoterpenski ugljovodonici, seskviterpenski
ugljovodonici, oksidovani seskviterpeni, fenilpropanoidna jedinjenja, spiroetri, alifati¢ni ketoni,

visi alkani, oksidovani diterpeni, alifaticni ugljovodonici i oksidovana alifaticna jedinjenja.
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e Na osnovu dobijenih rezultata istrazivanja antimikrobne aktivnosti odabranih etarskih ulja
aromati¢nih biljaka koris¢enjem mikrodilucione metode, sva testirana etarska ulja pokazala su
antimikrobnu aktivnost.

e Definisanjem MIK i MBK/MFK ispitivana etarska ulja pokazala su antimikrobnu aktivnost
u razli¢itom stepenu.

e Etarsko ulje 7. serpyllum pokazalo je najbolji antibakterijski potencijal u in vitro
eksperimentu, dok su etarska ulja M. recutita’ i J. virginiana pokazala najslabije dejstvo na
ispitivane bakterije. Analizom rezultata in vitro ispitivanja antibakterijske aktivnosti, izdvojeno je
37 etarskih ulja sa MIK-ma ispod 1 mg/ml §to ih svrstava u veoma aktivna ulja (F. vulgare, P.
anisum, A. millefolium’, A. millefolium?, B. carterii’, C. luzonicum, C. myrrha, G. procumbens, P.
graveolens, H. officinalis, M. piperita’, M. piperita2, M. pulegium, L. angustifolia, T. algeriensis,
T. vulgaris, T. serpyllum, R. officinalis, S. lavandulifolia, S. montana, S. officinalis, L. petersonii,
E. citradora, E. globulus, M. alternifolia’, M. alternifolia’, M. quinquenervia', M. quingenervia’,
S. aromaticum, A. procera, P. nigrumc, P. nigrumz, C. martinii, R. centifolia, C. aurantium”, C.
limon, C. aurantium spp. aurantium’), 15 sa MIK vrednostima 1-10 mg/ml, sa umerenom
aktivnos$éu (4. sativa, A. graveolens, B. carteri', J. communis’, J. communis®, H. italicum!, S.
triloba, S. sclerea, L. nobilis', L. nobilis’, L. scoparium, A. grandis, A. alba, P. douglasia i P.
silvestris) i 8 ulja sa MIK >10 mg/ml, sa sabim do umerenim efektom (C. odorata, M. recutita’,
M. recutita’, J. communis®, J. communis’, J. virginiana, G. fragrantissima i H. italicum®) .

e Najbolji antifungalni potencijal pokazalo je etarsko ulje S. montana, dok je najslabiju
aktivnost imalo etarsko ulje H. italicum?. 1z prikazanih rezultata izdvojeno je 38 etarskih ulja sa
MIK-ma ispod 1 mg/ml, veoma efikasna (4. graveolens, A. millefolium’, A. millefolium’, J.
communis?, G. procumbens, P. graveolens, H. officinalis, M. piperita’, M. piperita’, M. pulegium,
L. angustifolia, T. algeriensis, T. vulgaris, T. serpyllum, R. officinalis, S. lavandulifolia, S.
officinalis, S sclerea, S. triloba, S. montana, L. nobilis’, L. nobilis’, L. petersonii, L. scoparium,
E. citradora, E. globulus, M. quinquenervia', M. quingenervia®, S. aromaticum, A. procera, P.
douglasia i P. silvestris, P. nigrum?, C. martinii, R. centifolia, C. aurantium®, C. limon, C.
aurantium spp. aurantium®©) i 22 etarska ulja sa MIK vrednostima izmedu 1-10 mg/ml, umereno
efikasna (C. odorata, F. vulgare, P. anisum, P. sativa, M. recutita’, M. recutita’, B. carterii', B.
carterii’, C. luzonicum, C. myrrha, J. communis’, J. communis’, J. communis’®, J. virginiana, G.

fragrantissima, H. italicum’, H. italicum?, M. alternifolia’, M. alternifolia’, A. grandis, A. alba, P.
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nigrum®). Uprkos veéoj otpornosti gljiva u odnosu na bakterije, u ispitivanju antifungalne
aktivnosti odabranih etarskih ulja MIK nisu prelazile koncentraciju od 10 mg/ml.

e Generalno, vecina etarskih ulja pokazala je jaci antifungalni nego antibakterijski potencijal.

e Svi testirani mikroorganizmi bili su osetljivi na prisustvo komercijalnih antibiotika 1
antimikotika, kao i preparata za higijenu usne duplje Hexoral® i Curasept®.

e Koris¢enjem bioautografske TLC metode in vitro, sva testirana etarska ulja i komponente
pokazali su antimikrobnu aktivnost. Prikazane su moguc¢nosti 1 potencijali bioautografske metode
na TLC plo¢ama za brzo i efikasno detektovanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja kao i
njihovih pojedina¢nih komponenti odgovornih za antimikrobnu aktivnost.

e Rezultati ispitivanja antimikrobnog potencijala ozona i koloidnog rastvora srebrne vode
pokazuju dodatne prednosti u redukeiji broja mikroorganizama, glavnih uzroc¢nika bolesti usne
duplje (S. mutans (IBR S001) i C. albicans (MH1)).

e FEtarska ulja L. petersonii, P. graveolens i C. aurantium spp. aurantium”® pokazala su
znacajan inhibitorni efekat na celije C. albicans, dovodeéi do znacajnih promena na povrSini
¢elijske membrane. Skening elektronskom mikroskopijom uocene su mikromorfoloske promene
nastale nakon izlaganja C. albicans uticaju etarskih ulja. Na osnovu SEM mikrografija ustanovljen
je potencijalni mehanizam dejstva ispitivanih etarskih ulja na Celije C. albicans.

e Radi nastavka istrazivanja, izdvojena su sledeca etarska ulja zbog svog jakog
antimikrobnog potencijala C. limon, P. nigrum?, M. alternifolia®, T. vulgaris, T. algeriensis, T.
serpyllum, G. fragrantissima, P. graveolens, C. limon, R. centifolia, L. petersonii, S. montana, C.
martinii 1 C. myrrha.

e Analiza rezultata medusobne interakcije etarskih ulja P. nigrum’, C. limon 1 M.
alternifolia’, T. serpyllum, G. fragrantissima i P. graveolens, C. limon, R. centifolia i L. petersonii
kao 1 S. montana, C. martinii i C. myrrha pokazala je da pomenute kombinacije ispoljavaju
sinergisti¢ko, aditivno 1 antagonisticko dejstvo.

e Na osnovu rezultata ispitivanja antiquorum sensing aktivnosti odabranih etarskih ulja
mozemo zakljuciti da sva etarska ulja inhibiraju quorum sensing zavisne porocese (kretanje,
produkciju piocijanina kao 1 sposobnost formiranja biofilma) na model organizmu P. aeruginosa
PAOI. Ovi rezultati ukazuju na mehanizam dejstva etarskih ulja 1 ukazuju na potencijalni nacin

primene ovih prirodnih produkata na rezistentne sojeve.
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e (Odabrana etarska ulja pokazala su izrazito jak efekat na proces formiranja biofilma kod S.
mutans 1 C. albicans u minimalnim inhibitornim i sub-inhibitornim koncetracijama, $to svakako
povecava potencijalnu primenu prirodnih produkata u farmaciji, medicini, veterini i poljoprivredi.

e Kovantifikacijom stepena citotoksi¢nosti odabranih etarskih ulja, utvrdeno je da ona
ispoljavaju izvesno dejstvo na kancerogene, ali Cesto i na nekancerogene celijske linije, pa je

potrebna posebna opreznost pri njihovoj eventualnoj primeni.

Ukupni biopotencijal ispitivanih etarskih ulja na osnovu hemijskog sastava i bioloSke
aktivnosti izdvaja etarska ulja C. limon, P. nigrum?, M. alternifolia’, T. vulgaris, T. algeriensis, T.
serpyllum, G. fragrantissima, P. graveolens, C. limon, R. centifolia, L. petersonii, S. montana, C.
martinii i C. myrrha, a posebno kombinaciju P. nigrum?, C. limon i M. alternifolia’ kao

najpotentniju u izradi fitopreparata koji bi se koristio u profilaksi i terapiji oralnih oboljenja.
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