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Sazetak. Cilj: Ispitati antimikrobni i antioksidacijski ucinak te sposobnost inhibicije biofilma
eteri¢nog ulja (EU) smilja [Helichrysum italicum (Roth) G. Don (H. italicum)] prema netuber-
kuloznim mikobakterijama M. avium i M. intracellulare. Materijali i metode: Za odredivanje
minimalne inhibicijske koncentracije (MIK) i minimalne baktericidne koncentracije (MBK) EU
H. italicum prema M. avium i M. intracellulare koriStena je metoda mikrodilucije u bujonu.
Prezivljavanje mikobakterija u Middlebrook 7H9 bujonu pod utjecajem EU-a smilja praceno
je subkultivacijom suspenzija nulti, 1., 4. i 8. dan. Za odredivanje inhibicije stvaranja biofilma
u vodi primijenjena je metoda bojenja biofilma s kristal violetom. Antioksidacijski ucinak MIK
koncentracije EU-a odreden je DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) metodom. Rezultati: MIK i
MBK vrijednost EU-a smilja iznosila je 3,2 mg/ml. Koncentracija % MIK vrijednosti dovela je
nakon prvog dana do redukcije vijabilnosti M. avium za priblizno 2 log,; odnosno 2,5 log,; za
M. intracellulare, dok je Cetvrti dan zabiljeZzena potpuna inhibicija porasta obiju vrsti
mikobakterija. M. avium pokazao je vecu tendenciju stvaranja biofilma. Koncentracija od % i
% MIK vrijednosti dovela je do statisticki znacajne inhibicije stvaranja biofilma ispitivanih
mikobakterija. MIK koncentracija EU H. italicum je nakon 60 minuta inhibirala 38,2 % DPPH
radikala. Zakljuc¢ak: Subinhibitorne koncentracije EU-a smilja znacajno reduciraju vijabilnost
M. avium i M. intracellulare i dovode do znacajne inhibicije stvaranja biofilma ispitivanih
mikobakterija u vodi, $to bi omogudilo primjenu niskih efektivnih koncentracija ovog
eteri¢nog ulja, koje nemaju citotoksi¢ni ucinak, kao prirodnog dezinficijensa u vodi.

Kljucne rijeci: antimikobakterijska sredstva; antioksidansi; biofilm; eteri¢na ulja; Helichrysum,
netuberkulozne mikobakterije

Abstract. Aim: To investigate the antimicrobial and antioxidative effect of the essential oil
(EO) of immortelle [Helichrysum italicum (Roth) G. Don (H. italicum)] and its ability to inhibit
biofilm of nontuberculous mycobacteria, M. avium and M. intracellulare. Materials and
methods: a broth microdilution method was used to determine the minimum inhibitory
concentrations (MIC) and minimum bactericidal concentrations (MBC) of the H. italicum EO.
Survival of mycobacteria in Middlebrook 7H9 broth under the influence of H. italicum EO was
monitored by subcultivation of suspension of 0, 1, 4 and 8 days. For determination of the
inhibition of biofilm formation in water, the biofilm coloring method with crystal violet was
applied. The antioxidant effect of MIC concentrations of H. italicum EO was determined by
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) method. Results: MIC and MBC value of immortelle EO
was 3.2 mg/ml. Treatment of mycobacteria with H. italicum EO at one half times the MIC
resulted in approximately 2 log, reduction of M. avium and 2.5 log, M. intracellulare
respectively over 24 h, and complete reduction of both mycobacteria on the fourth day. M.
avium showed a greater tendency to form biofilms. The concentration of one-quarter and
one-half of the MIC values resulted in statistically significant inhibition of biofilm production
of the tested mycobacteria. MIC concentrations of H. italicum EU after 60 minutes inhibited
38.2 % of DPPH radicals. Conclusion: The subinhibitory concentrations of H. italicum EO
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significantly reduce the viability of M. avium and M.
intracellulare and result in substantial inhibition of biofilm
production of the tested mycobacteria in water, which would
allow the application of low effective concentrations of this
EO that do not have a cytotoxic effect as a natural
disinfectant in water.

Key words: antimycobacterial agents; biofilms; free radical

scavengers; Helichrysum; nontuberculous mycobacteria;
oils volatile
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Netuberkulozne mikobakterije (engl. Nontuber-

dijelova biljaka postupcima destilacije, ekstrak-
cije ili tijestenja. EU su prirodne sloZzene smjese
hlapljivih, lipofilnih i mirisnih komponenti, na-
stale sekundarnim metabolizmom biljaka®®. Nji-
hov kemijski sastav obuhvaéa nekoliko stotina
razli¢itih organskih spojeva. Najveéim dijelom su
to razli¢iti terpeni: monoterpeni, hemiterpeni,
seskviterpeni i diterpeni te njihovi derivati: alko-
holi, kiseline, aldehidi, esteri, ketoni, fenoli i ok-
sidi.

Glavna komponenta eteri¢nih ulja smilja i borovice je
a-pinen. Ucinak izdvojenog a-pinena na mikobakterije
znatno je slabiji od cjelovitog etericnog ulja u kojemu
sastavne komponente djeluju sinergisticki. Eteri¢no ulje
smilja u nasoj studiji pokazalo je znacajan antimikobak-

culosus Mycobacteria, NTM) Siroko su raspro-
stranjene u prirodnom okoliSu kao slobodno
Zivuce saprofitne bakterije, komenzali ili simbi-
onti. Najcesée su apatogene, no polovinom
proslog stoljeca uocen je njihov patogeni poten-

cijal*2. Njihov znacaj dodatno je porastao s poja-
vom epidemije AIDS-a i sve veceg broja imuno-
kompromitiranih pacijenata zbog onkoloskih,
hematoloskih i autoimunih bolesti te transplan-
tacije organa®®. Prenose se ingestijom, inhalaci-
jom i inokulacijom iz okolisa’. Vodeni okolis,
ukljuéujuci i pitku vodu, predstavlja vrlo vaZzan
rezervoar za umnozavanje i Sirenje NTM-a zbog
njihovih relativno niskih nutritivnih zahtjeva,
sposobnosti stvaranja biofilma na razli¢itim ma-
terijalima i otpornosti na klorne dezinficijen-
se?®13 \leza izmedu stvaranja biofilma i infekcije
najprije je opisana kod Mycobacterium avium
(M. avium)?. Biofilm je sesilna zajednica mikro-
organizama u kojoj su mikrobne stanice ireverzi-
bilno povezane sa supstratom i medusobno,
uklopljene u vlastiti izvanstanicni polisaharidni
matriks. Imaju izmijenjen fenotip zbog promije-
njene brzine razmnoZavanja i transkripcije gena.
Te osobine ne uo¢avamo kod planktonskih orga-
nizama iste vrste!4. Struktura biofilma i organiza-
cija bakterijskog Zivota u ovoj kompleksnoj
zajednici potencira otpornost prema brojnim fi-
zikalnim i kemijskim faktorima, ukljucujudi i anti-
biotike. Zbog navedenih Cinjenica raste potreba
za otkrivanjem novih antimikrobnih tvari. Biljni
svijet predstavlja bogat izvor bioaktivnih, poten-
cijalno antimikrobnih supstanci. Etericna ulja
(EU) dobivena iz biljnog materijala poznata su
kroz povijest po svojim antimikrobnim i antioksi-
dacijskim svojstvima®>. Dobivaju se iz razli¢itih
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terijski ucinak, sto do sada nije bilo poznato.

EU mogu sadrZavati i viSe desetaka komponenti
ali najcesc¢e dominira jedna ili njih nekoliko koje
mu daju karakteristicna svojstva. Zastupljenost
pojedinih komponenti ovisi o geografskom po-
drijetlu, dijelu biljke koji se koristi, vegetativhom
razdoblju, zrelosti biljke i plodova, metodi izola-
cije EU-a i kemotipu biljke. Antimikrobno djelo-
vanje EU-a uvjetovano je njihovim kemijskim
sastavom, funkcionalnim grupama i mogucim si-
nergistickim ucéinkom izmedu razli¢itih kompo-
nenti*>!*, Smilje [Helichrysum italicum (Roth) G.
Don (H. italicum)] je visegodisnja cvjetnica, pri-
padnik roda Helichrysum, iz obitelji Asteraceae.
Tipicna je mediteranska biljka, Siroko rasprostra-
njena uzduzZ jadranske obale i na otocima. Odav-
no se koristi u tradicionalnoj medicini zbog
svojih protuupalnih, antimikrobnih i antioksida-
cijska svojstava'”®. NTM su visoko zastupljene u
prirodnom okoliSu, narocito vodenim sustavima,
odakle se mogu prenijeti na osjetljive domacine.
U takvim prirodnim okoliSima najpovoljnije bi
bilo primijeniti antimikrobna sredstva iz prirod-
nih izvora koja u efektivnoj koncentraciji nemaju
Stetan utjecaj na organizam covjeka. Cilj naseg
istrazivanja bio je ispitati antimikrobnu djelo-
tvornost EU-a smilja prema dvije vrste NTM-a,
M. avium i M. intracellulare te utjecaj na njihov
potencijal stvaranja biofilma u vodi.
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MATERIJALI | METODE

Etericno ulje

Etericno ulje smilja, H. italicum dobiveno je od
“Ireks aroma d. o. 0.” Zagreb. Nadzemni dijelovi
biljke u cvatué¢em stadiju ubrani su u kontinental-
nim dijelovima Zadarske i Sibensko-kninske Zupa-
nije. Osnovna suspenzija EU-a otopljena je u
dimetilsulfoksidu (DMSO). 1z masene koncentraci-
je, volumnog udjela i molarne mase, definiran je

Hidrofobna grada mikobakterija olakSava njihovo Sirenje
aerosolom, stvaranje biofilma, otpornost na dezinficijen-
se i antimikrobne lijekove. Subinhibitorne koncentracije
eteri¢nog ulja smilja znacajno reduciraju vijabilnost netu-
berkuloznih mikobakterija i inhibiraju stvaranje biofilma
u vodi, pa bi se niske efektivne koncentracije koje nema-
ju citotoksi¢ni ucinak mogle koristiti kao prirodni dezinfi-
cijens u vodi.

volumen osnovne suspenzije koji treba razrijediti
da bismo dobili izvornu (stock) koncentraciju od
200 mg/ml. Malenica Staver i suradnici odredili su
kemijski sastav ovog EU-a smilja metodom plinske
kromatografije i spektrometrije masa u kojem naj-
veéi udio Cine a-pinen (21,6 %) i y-kurkumen
(21,6 %), slijedi B-selinen (6,5%), isoitalicen
(5,4 %), B-kariofilen (4,9 %) i a-kurkumen (4,5 %)*°.

Bakterijske kulture

Koristeni su bakterijski sojevi iz ATCC zbirke (engl.
American Type Culture Collection), Mycobacteri-
um avium ssp. avium (serotip 2) ATCC 25291 (M.
avium) i Mycobacterium intracellulare ATCC
13950 (M. intracellulare). Subkultivirani su dva
puta u Middlebrook 7H9 bujonu (7H9, Difco, De-
troit, Michigan, SAD) oboga¢enom dodatkom
10 % albumin-dekstroza-katalaze (ADC, Biolife,
Milano, ltalija) te 0,05 % Tween 80 (Tw80, Biolife,
Milano, Italija) na 37 °C kroz dva tjedna dok sus-
penzija bakterija ne dostigne broj od 10% CFU/ml
(engl. colony forming unit). Bakterijska suspenzija
je alikvotirana i zamrznuta na — 80 °C uz dodatak
10 % glicerola. Alikvoti su po potrebi odmrzavani
i subkultivirani na 7H9 kroz 2 tjedna, a potom na
Middlebrook 7H10 agaru (7H10, Difco, Detroit,

Michigan, SAD) oboga¢enom s dodatkom 10 %
oleinska kiselina-albumin-dekstroza- katalaze
(OADC, Biolife, Milano, Italija) te 0,05 % Tw80 na
37 °C kroz jos dva tjedna. Inicijalni inokulum pro-
vjeren je subkultivacijom razrjedenja na 7H10 s
10 % OADC i 0,05 % Tw80 na 37 °C do pojave vid-
ljivog porasta kroz 4 do 6 tjedana.

Odredivanje minimalne inhibicijske koncentracije
i minimalne baktericidne koncentracije

Za odredivanje minimalne inhibicijske koncentra-
cije (MIK) i minimalne baktericidne koncentracije
(MBK) EU H. italicum prema M. avium i M. intra-
cellulare koristena je metoda mikrodilucije u
bujonu. U sterilnim mikrotitarskim plocicama
(Vacutest Kima s. r. |., Arzergrande, Padova, ltali-
ja) napravljena su dvostruka serijska razrjedenja
EU H. italicum u 7H9 s 10 % ADC i 0,05 % Tw80
pocevsi od 0,1 do 51,2 mg/ml. U svako razrjede-
nje EU-a dodana je suspenzija M. avium ili M. in-
tracellulare i 0,015% otopina resazurina
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD) do ko-
nac¢nog volumena od 200 pl i 1 x 10°CFU/ml sva-
ke mikobakterijske vrste.

Resazurin je oksido-redukcijski indikator plave
boje, bez fluorescencije koji se koristi za kontrolu
bakterijskog rasta. Mijenja boju u fluorescentno
ruzi¢astu nakon redukcije u resorufin®. Osim ne-
gativne, kontrole sterilnosti, kao pozitivha kon-
trola koriSten je amikacin (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, SAD). Plocice su inkubirane 24 h
na 37 °C uz mijeSanje na 120 rpm (UNIMAX 1010
shaker, Heidolph, Schwabach, Njemacka). Najniza
koncentracija EU-a kod koje nije doslo do promje-
ne boje oznacavala je MIK. Sva razrjedenja EU-a
kod kojih nije doslo do vizualne promjene boje
presadena su na 7H10 obogacenim s 10 % OADC
i 0,05 % Tw80 te inkubirana sljedeca 4 tjedna na
37 °C. MBK je najniza koncentracija EU-a kod koje
je doslo inhibicije rasta > 99 % CFU. Rezultat je
izrazen u mg/ml%.

Ispitivanje utjecaja EU H. italicum na
prezivljavanje M. avium i M. intracellulare u
Middlebrook 7H9 bujonu

Ova metoda omogucuje pracenje antimikobakte-
rijskog ucinka EU-a u odredenim vremenskim in-
tervalima. Pripravljene su suspenzije M. avium i
M. intracellulare u 7H9 s 10 % ADC i 0,05 % Tw80
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u koje je dodano EU H. italicum u koncentraciji
koja odgovara MIK-u i polovini MIK-a tako da je
konacni broj bakterija u svakom razrjedenju EU-a
iznosio 10° CFU/ml. Inkubirane su uz mijeSanje
na 37 °C. U razli¢itim vremenskim razmacima (0O,
1, 4, 8 dana) suspenzije su nasadene na 7H10 s
10 % OADC i 0,05 % Tw80 za odredivanje CFU/ml.
Kao kontrola su posluZile suspenzije M. avium i
M. intracellulare bez EU-a?%.

Ispitivanje utjecaja EU H. italicum na stvaranje
biofilma M. avium i M. intracellulare u sterilnoj
vodovodnoj vodi

Pripravljene su suspenzije M. avium i M. intrace-
llulare u sterilnoj vodovodnoj vodi. U svaku jazicu
sterilne mikrotitarske plocice s ravnim dnom (Va-
cutest Kima s.rl., Arzergrande, Padova, ltalija)
uneseno je 100 pl pojedine suspenzije mikobak-
terija i dodano 100 ul EU H. italicum u koncentra-
ciji koja odgovara polovini odnosno cetvrtini
MIK-a tako da je konacni broj mikobakterija u
svakom razrjedenju EU-a iznosio 10° CFU/ml. Na-
kon 5 dana inkubacije na 37 °C mikrotitarska plo-
Cica je dva puta isprana sterilnom destiliranom
vodom da bi se uklonile planktonske stanice. U
svaku jaZicu je zatim dodano 125 pl 0,1 % otopine
kristal violeta i inkubirano 15 minuta na sobnoj
temperaturi. Plocica je potom isprana 3 do 4 puta
u sterilnoj destiliranoj vodi i ostavljena u obrnu-
tom polozaju da se posusi preko nodi. Da bi se
otopio kristal violet u svaku jaZicu je sljededi dan
dodano 125 pl 30 % vodene otopine octene kise-
line uz inkubaciju 15 minuta na sobnoj tempera-
turi. Otopljeni kristal violet iz svake jaZice
prenesen je u jazice nove mikrotitarske plocice s

ravnim dnom i ocitana je apsorbancija (A_ ) na

620
valnoj duljini od 620 nm (Sunrise Absorbance re-
ader, Tecan, Grodig/Salzburg, Austrija). Kao slije-
pa proba koristena je 30% vodena otopina
octene kiseline, a kao negativna kontrola suspen-
zije M. avium ili M. intracellulare bez EU-a?*?%,
Postotak inhibicije stvaranja biofilma odreden je

prema formuli:

A, uzorka tretiranog EU-a
Postotak =1- X 10025_

inhibicije (%) A_, uzorka negativne kontrole

medicina fluminensis 2018, Vol. 54, No. 3, p. 282-289

Mikroskopska analiza gusto¢e mikobakterijskog
biofilma

Kulture M. avium i M. intracellulare na kojima se
ispitivao utjecaj EU H. italicum na stvaranje biofil-
ma u sterilnoj vodovodnoj vodi su nakon tretma-
na EU-om u koncentraciji od jedne polovine
MIK-a isprane destiliranom vodom i pregledane
pod povecanjem 40x invertnog mikroskopa (OI-
ympus IX51, Tokio, Japan). Usporedena je gusto-
¢a stvorenog biofilma u tretiranim i kontrolnim
netretiranim uzorcima.

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti EU H.
italicum DPPH metodom

Antioksidacijska aktivnost EU H. jtalicum prikaza-
na je gubitkom signala DPPH (2,2-difenil-1-pikril-
hidrazil) radikala®. Svjeze pripremljenoj otopini
DPPH u etil-acetatu (koncentracije 0.1 mmol/Il)
dodana je MIK koncentracija EU H. italicum.
Uzorci su zatim homogenizirani 10 sekundi na
Vortex mijesalici, a apsorbancija uzorka je izmje-
rena na valnoj duljini od 515 nm (Spekrofotome-
tar, Cary 100 Bio WINUV, Mulgrave, Australia) u
60. minuti. Gubitak signala DPPH izrazen je u %, a
odreden je prema sljede¢em izrazu:

o~ Auzorka EU

gubitak signala DPPH (%) = A x 100,

0

gdje je:

A,— apsorbancija otopine DPPH u etil-acetatu u
nultoj minuti (negativna kontrola)

— apsorbancija otopine uzorka EU-a u

uzorka EU

otopini DPPH u etil-acetatu u 60. minuti.

TEAC metoda (engl. Trolox equivalent antioxidant
capacity) koristi se za mjerenje antioksidativnog
kapaciteta, a izrazava se u jedinicama nazvanim
trolox ekvivalenti (engl. Trolox Equivalents, TE).
Antioksidacijska aktivnost MIK koncentracije EU
H. italicum izraZzena je trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina, Trolox,
Sigma—Aldrich Chemie, Njemacka) ekvivalentima
u rasponu od 0 — 0,21 mmol/I. Trolox je hidroso-
lubilni analog vitamina E i antioksidans poput vi-
tamina E te se koristi za smanjenje oksidacijskog
stresa. lzracun trolox ekvivalenta u uzorku EU H.
italicum dobiven je mjerenjem postotka gubitka
signala uzorka EU-a i njegovim uvrStavanjem u
jednadzbu pravca kalibracijske krivulje troloxa.
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Dobivena vrijednost (mmol troloxa) podijeljena
je s masom EU-a u alikvotu od 1,0 ml i pomnoze-
na s 1000 da bismo mogli iskazati konacni rezul-
tat u mmol trolox ekvivalenta na kg EU-a (mmol
troloxa/kg EU).

Statisticka obrada podataka

U obradi podataka koriSten je racunalni program
Statistica for Windows, inacica 12 (StratSoft, Inc.
Tulsa, OK, Oklahoma, SAD). Odredivanje MIK i
MBK napravljeno je u triplikatu, a rezultat je izra-
Zen kao medijan. Ispitivanje prezivljavanja, utje-
caj na stvaranje i gusto¢u biofilma ucinjen je u
duplikatu, a rezultat je izrazen kao srednja vrijed-
nost. Normalnost razdiobe podataka testirana je
Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Razlike izme-

10°
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105
1054
104
10°4
1024
101-
10°

CFU/mL

- M. avium
- M. avium + 1xXMIK
&= M. avium + 1/2xMIK
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- M. infracelulare
-8 M. intraceliulare + TMIK
= M. intraceliulare + 1/2MIK

10.

1 4 8
vrijeme inkubacije/dani

Slika 1. Prezivljavanje M. avium (A) i M. intracellulare (B) u Middlebrook
7H9 bujonu u kontrolnim uzorcima (@) i nakon djelovanja eteri¢nog ulja
H. italicum u koncentraciji 1x MIK (H) i %x MIK (A) (MIK — minimalna
inhibicijska koncentracija; CFU — engl. colony forming unit)
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du skupina uzoraka analizirane su testom Kru-
skal-Wallis ANOVA, dok je utjecaj
mikobakterije ispitan Mann-Whitneyjevim U-te-

EU-a na

stom. P vrijednosti manje od 0,05 (P < 0,05) uzete
su u obzir kao statisticki znacajne.

REZULTATI

Testirano eteric¢no ulje smilja pokazalo je jednak
antimikobakterijski uc¢inak na M. avium i M. in-
tracellulare (tablica 1). MIK i MBK vrijednost izno-
sila je 3,2 mg/ml. Kao pozitivna kontrola je
testiran antibiotik amikacin, za koji je MIK vrijed-
nost iznosila 0,004 mg/ml, a MBK 0,008 mg/ml.
Kako bismo ispitali dinamiku djelovanja EU-a smi-
lja odredivali smo broj bakterija u 7H9 tijekom 8
dana. Tretman obje vrste mikobakterija s EU-a
smilja u koncentraciji jedne polovine MIK vrijed-
nosti doveo je do redukcije vijabilnosti nakon pr-
vog dana za priblizno 2 log, (M. avium) odnosno
2,5 log,, (M. intracellulare), dok je Cetvrti dan za-
biljezena potpuna inhibicija porasta obje vrste
mikobakterija. MIK koncentracija EU-a smilja je
nakon prvog dana potpuno reducirala obje vrste
mikobakterija (slika 1). Ispitivane NTM pokazale
su svojstvo stvaranja biofilma s tim da je vrsta M.
avium imala vecu tendenciju adherencije na poli-
stiren i vecu sposobnost stvaranja biofilma. Kon-
centracija od % i %4 MIK vrijednosti EU-a smilja
dovela je do statisticki znacajne inhibicije stvara-
nja biofilma ispitivanih NTM-a (slika 2). Postotak
inhibicije stvaranja biofilma kod M. avium iznosio
je 15,75 % pri koncentraciji od jedne Cetvrtine,
odnosno 20,7 % pri koncentraciji od jedne polovi-
ne MIK-a. Kod M. intracellulare postotak inhibici-
je biofilma uz koncentraciju od jedne cetvrtine
MIK-a iznosio je 14,77 %, a uz koncentraciju od
jedne polovine MIK-a 16,15 %. Promatranjem na-
tivnog biofilma pod invertnim mikroskopom na-
kon pet dana inkubacije vidi se da je biofilm u
tretiranim uzorcima znatno rjedi u odnosu na

Tablica 1. Minimalna inhibicijska koncentracija (MIK) i minimalna baktericidna koncentracija (MBK) eteri¢nog ulja

H. italicum u Middlebrook 7H9 bujonu

M. avium

M. intracellulare

MIK (mg/ml) / MBK (mg/ml)

EU H. italicum

3,2/3,2

3,2/3,.2

Amikacin

0,004 /0,008

0,004 / 0,008
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N

[ kontrola
T ) B 1/2 MIK
- B 1/4 MK

II;‘

M. avium

kontrolne netretirane uzorke (slika 3). MIK koncen-
tracija EU H. italicum je nakon 60 minuta inhibirala
38,2 % DPPH radikala. Konacni rezultat u 60. minu-
ti iznosio je 0,1301 mmol troloxa/kg EU-a.

RASPRAVA

Bakterije u biofilmu imaju znacajno povecanu to-

0.15- :

=
o=
. o

leranciju na antimikrobne lijekove i imunoloski
odgovor domadina. Prema novijoj hipotezi perzi-

steri, odnosno mala subpopulacija bakterija u

Apsorbanclja (620 nm)

biofilmu je u stanju mirovanja, bez metabolicke

aktivnosti te zato neosjetljiva na antimikrobne
lijekove?’. NaSa studija bila je usmjerena na
praéenje inhibicijskog ucinka EU-a smilja na pre-
Zivljavanje M. avium i M. intracellulare u Middle-

g

M. intracellulare

Slika 2. U¢inak eteri¢nog ulja H. italicum u koncentraciji od 1/2 i 1/4 MIK
vrijednosti na stvaranje biofilma M. avium i M. intracellulare u sterilnoj
vodovodnoj vodi nakon petog dana (* statisticki znacajno, P < 0,05; MIK
— minimalna inhibicijska koncentracija)

Slika 3. Pet dana stari biofilm M. avium i M. intracellulare pod invertnim
mikroskopom u kontrolnim uzorcima i uzorcima tretiranim s eteri¢nim
uljem H. italicum u koncentraciji jedne polovine MIK-a (MIK — minimalna
inhibicijska koncentracija)

brook 7H9 bujonu i stvaranje njihovog biofilma u
vodi. Hidrofobna grada mikobakterija olakSava
njihovo Sirenje aerosolom, agregaciju i vezanje za
razli¢ite povrSine, stvaranje biofilma, otpornost
na dezinficijense i antimikrobne lijekove?. Neke
vrste mikobakterija osim na povrSinama mogu
formirati biofilm i na povrsini razli¢itih medija®.
Vjerojatno je razlog razlicit sastav ekstracelular-
nog matriksa i lipidna grada stani¢nog zida miko-
bakterija®. U nasem istrazivanju je M. avium

Kont

pokazao vecu sposobnost stvaranja biofilma u

odnosu na M. intracellulare, Sto odgovara dostu-
pnim istraZivanjima?. U sojeva M. avium i Myco-
bacterium smegmatis (M. smegmatis) tijekom
stvaranja biofilma dolazi do pojacane ekspresije
nekih gena koji reguliraju sintezu glikopeptidolipi-
da (GPL), Sto ukazuje da su stvaranje biofilma i

EU H. ltallcum % MIK-a

sinteza GPL-a usko povezani®. Kod M. smegmatis
utvrdeno je da tijekom njegove izloZenosti anti-
mikrobnim lijekovima dolazi do pojacane sinteze
mikoli¢ne kiseline i selekcije rezistentnih perziste-
ral. Studije prisutnosti oportunistickih patogena
u pitkoj gradskoj vodi i biofilmu na glavama tusa
pokazale su da su NTM prisutne u oba uzorka'**,
U uzorcima biofilma s tuseva udio Mycobacteri-

tracellulare u vodenim sustavima uglavnom stva-
raju biofilm u kojem perzistiraju. EU smilja u
um spp. bio je dvostruko vedi nego u uzorcima nasoj studiji pokazalo je antimikobakterijski uci-

pitke vode, a dominantne vrste su bile Mycobac- nak na obje ispitivane NTM, sto do sada nije bilo

terium gordonae (M. gordonae), M. avium, M. poznato. Antimikrobni ucinak ovog EU-a istrazi-

intracellulare i Mycobacterium xenopi>®. U pit- van je u nekoliko studija prema gram-pozitivhim

koj vodi bila je znacajna prisutnost drugih NTM-a,
kao Sto su M. gordonae, Mycobacterium chelo-
nae, Mycobacterium fortuitum i Mycobacterium
tarrae'>*?, Moze se zakljuciti da M. avium i M. in-

medicina fluminensis 2018, Vol. 54, No. 3, p. 282-289

(Staphylococcus aureus) i razli¢itim gram-nega-
tivnim bakterijima (Escherichia coli, Pseudomo-
nas aeruginosa, Acinetobacter baumanii), kao i
kvascima (Candida albicans)*2*%*. Poznato je da
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su gram-negativne bakterije osjetljivije na djelo-
vanje EU-a nego gram-pozitivne zbog specificne
grade bakterijskog zida u kojem se nalazi peri-
plazmatski prostor i vanjska membrana koje
ogranicavaju difuziju hidrofobnih molekula®. Sa-
stav EU-a moZe znatno varirati a time i njegov an-
timikrobni ucinak. EU H. italicum s podrucja
Hrvatske prema dosad dostupnim istraZivanjima
uobicajeno ima visok sadrZaj a- pinena, y- i
a- kurkumena, a- i B- selinena i neril acetata!”133,
Kako je a- pinen bio dominantna komponenta i
EU-a plodova borovice (Juniperus communis) ciji
smo ucinak prema NTM-u testirali u prethodnom
istrazivanju, smatrali smo da je upravo ta kompo-
nenta odgovorna za antimikobakterijski ucinak®.
Medutim kada smo testirali izolirani a- pinen,
njegova MIK vrijednost bila je tri puta vec¢a od
EU-a borovice i dva puta vec¢a od EU-a smilja, Sto
govori u prilog tezi da komponente eteri¢nog ulja
djeluju sinergisticki. Moguce je da se sinergisticki
ucinak postize tako da odredena komponenta
EU-a mijenja permeabilnost stanicne membrane
te olaksava ulazak druge aktivne komponente. Na
taj nacin i subinhibitorne koncentracije dvaju
EU-a mogu posti¢i antimikrobni efekt, sto smo u
svom radu postigli i mi koristenjem samo EU-a
smilja u koncentraciji od % MIK-a i % MIK-a?®.

ZAKLJUCAK

EU smilja pokazalo je inhibitorni u¢inak na preziv-
ljavanje M. avium i M. intracellulare. U subinhibi-
tornim koncentracijama u vodenom mediju
znacajno smanjuje nastanak biofilma ispitivanih
NTM, Sto bi omogucilo primjenu niskih efektivnih
koncentracija ovog EU-a koje nemaju citotoksi¢ni
ucinak. Treba razmotriti mogucnosti njegovog ko-
riStenja kao prirodnog dezinficijensa u vodi. Ova
studija moze posluziti kao uvod u daljnja istrazi-
vanja mehanizma antimikobakterijskog ucinka
EU-a smilja i pronalaZzenje potencijalnog sinergi-
stickog ucinka s drugim eteri¢nim uljima medite-
ranskih biljaka.
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