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Kratak sadrzaj

Intrahospitalne infekcije predstavljaju veliki klinicko-terapijski problem, jer su
izazvane sojevima bakterija koji pokazuju izrazitu rezistenciju na veéi broj antibiotika
sa razliCitim mehanizmima delovanja (multirezistentni sojevi).

U cilju iznalaZzenja potencijalno novih prirodnih sirovina sa antimikrobnim
dejstvom, u radu je ispitivano antibakterijsko delovanje etarskog ulja izolovanog iz
korena vilinog sita, Carlina acaulis subsp. caulescens, na klinicke izolate bakterija koje
poslednjih godina cCesto dovode do intrahospitalnih infekcija. Ispitivanje
antibakterijskog delovanja 4% rastvora etarskog ulja u apsolutnom etanolu izvrseno je
agar-difuzionom 1 bujon-dilucionom metodom na razliCite sojeve bakterija:
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus i Acinetobacter spp., koji su izolovani iz briseva
rana i urina hospitalizovanih bolesnika. Ispitivani rastvor etarskog ulja ispoljio je visoku
antibakterijsku aktivnost prema Streptococcus pyogenes, znatnu na Acinetobacter spp.,
Staphylococcus aureus 1 Pseudomonas aeruginosa, a umerenu na Escherichia coli i
Klebsiella pneumoniae.

Kljuéne reci: Carlina acaulis subsp. caulescens, koren, etarsko ulje,
antimikrobna aktivnost, klinicki izolati bakterija.
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Uvod

Intrahospitalne (nozokomijalne) infekcije javljaju se kod 10% bolesnika i
najceSée su lokalizovane na kozi, u urinarnom i respiratornom traktu. Vecina
izolovanih sojeva bakterija koji izazivaju navedene infekcije, pokazuje izrazitu
rezistenciju na vec¢i broj antibiotika. Mehanizmi rezistencije bakterija na
antibiotike su kompleksni, razli¢iti i jo$ uvek nedovoljno razjasnjeni.

Osnovni razlozi razvoja bakterijske rezistencije, posebno bolnic¢kih
sojeva, su nepravilna upotreba antibiotika, slabo organizovana infrastruktura
zdravstvene zaStite i propusti u postupcima koji su neophodni za kontrolu
infekcija u jednoj ustanovi.

Infekcije rana i koze najCeSCe izazivaju: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli i Proteus spp. Piogene infekcije koze
i potkoznog tkiva (impetigo, folikulitis, furunkuli, karbunkuli i celulitis)
pretezno izazivaju stafilokoke i streptokoke, a osnovna karakteristika navedenih
infekcija je pojava supuracije, nekroza tkiva i formiranje abscesa.

Nozokomijalne urinarne infekcije ¢esto uzrokuju: E. coli, Klebsiella spp.,
Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa i Enterococcus spp.

Poslednjih godina kao uzrocnici bolnickih infekcija sve ¢eSce se izoluju
bakterije koje predstavljaju normalnu mikrofloru koze, kao S$to su koagulaza
negativne stafilokoke i Acinetobacter spp. (1, 2, 3).

U cilju iznalazenja potencijalno novih prirodnih sirovina sa
antimikrobnim dejstvom, u ovom radu ispitivano je antibakterijsko delovanje
etarskog ulja izolovanog iz korena vilinog sita, Carlina acaulis subsp.
caulescens (Asteraceae) na klinicke izolate bakterija, koje poslednjih godina
predstavljaju najveci rizik za nastanak intrahospitalnih infekcija.

Eksperimentalni deo

1. Materijal

1.1. Biljni materijal

Koren vilinog sita, Carlina acaulis subsp. caulescens prikupljen je sa
kamenitih i osuncanih padina planine Durmitor (Zabljak) avgusta 2003. godine,
ociscen i osuSen na sobnoj temperaturi.

1.2. Sojevi bakterija

Ispitana je in vitro osetljivost sojeva bakterija Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus, Acinetobacter spp. 1 Pseudomonas aeruginosa
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izolovanih iz briseva rana i koze, 1 sojeva Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae 1 Pseudomonas aeruginosa izolovanih iz urinokultrura
hospitalizovanih pacijenata leCenih u Klinickom centru Srbije (Tabela I).

2. Metode

2.1. Izolacija etarskog ulja

Izolacija etarskog ulja iz osuSenog, samlevenog korena C. acaulis subsp.
caulescens sprovedena je destilacijom pomocu vodene pare u aparatu po
Klevendzeru po propisu Ph. Jug. IV, postupkom III (4). Nakon izvrSene
destilacije, petroletarski rastvor etarskog ulja i etar upotrebljen za ispiranje
aparature su sjedinjeni, smeSa osusena preko bezvodnog natrijum-sulfata i
organski rastvaraci uklonjeni otparavanjem.

2.2. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

2.2.1. Agar-difuzioni metod

Difuzioni metod je izveden na Mueller-Hinton i krvnom agaru (Torlak,
Beograd), debljine 4 mm, a koriS¢ena je osamnaestoCasovna bujonska kultura
bakterija. Navedene podloge su zasejane inokulumom gustine 10° bakterija/cm’
da bi se postigao semikonfluentan rast. Na zasejanu podlogu nanoSeno je po
20 pl 4% rastvora etarskog ulja u apsolutnom etanolu, a kao kontrola kori§¢en
je apsolutni etanol. Nakon inkubacije koja je trajala 18 h u termostatuna 37 °C
pod aerobnim uslovima, izvrSeno je merenje pre¢nika zona inhibicije u
milimetrima. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti Cetiri izmerene zone
inhibicije za svaki pojedinacni soj (5).

2.2.2. Mikrodilucioni metod

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) etarskog ulja odredena je
primenom bujon mikrodilucionog metoda u plo¢ama za mikrotitraciju sa 96
mesta. KoriS¢ena je osamnaesto¢asovna kultura navedenih bakterijskih sojeva
(gustine 5x10°cfu/ml) u Mueller-Hinton bujonu sa dodatkom Tween 80 (finalna
koncentracija 0.5% v/v). Za ispitivanje je koriS¢en rastvor etarskog ulja u
apsolutnom etanolu, u opsegu koncentracija od 1.25 do 40 pl/ml (v/v). U testu
su postavljene i pozitivna kontrola bakterijskog rasta, kao i kontrola sterilnosti
etarskog ulja. PloCe su inkubirane u aerobnoj atmosferi, na 37 °C u toku 24 h,
a nakon toga je semikvantitativno ocitavan porast bakterija na osnovu
zamucenja tecne podloge i formiranja taloga na dnu bazencica (5).
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Rezultati
Rezultati

Tabeli 1.

Rezultati difuzionog metoda interpretirani su na osnovu prethodno
ustanovljenih kriterijuma: Gram (+) bakterije >18 mm (osetljiv), 14-18 mm

(intermedijerno osetljiv), <14 mm (rezistentan); Gram (-) bakterije

ispitivanja antibakterijske aktivnosti
mikrodilucionom metodom) etarskog ulja izolovanog iz korena vilinog sita,
C. acaulis subsp. caulescens na klini¢ke izolate iz rana i urina prikazani su u

(agar-difuzionom

>16 mm (osetljiv), 13-16 mm (intermedijerno osetljiv), <13 mm (rezistentan)

(©).

Tabela I Antibakterijska aktivnost etarskog ulja korena C. acaulis
subsp. caulescens na klinicke izolate bakterija
Table I Antibacterial activity of essential oil from root of C. acaulis
subsp. caulescens on clinical isolates of bacteria

Testirane Osetljivi Intermedijerni Rezistentni MIC
bakterije broj izolata broj izolata broj izolata um/ml
(zona inhibicije) | (zona inhibicije) | (zona inhibicije)
Gram +
Streptococcus 17 0 0 0.25
pyogenes (24 mm)*
Staphylococcus 1 3 2 0.25
aureus (22 mm) (16 mm)* (10 mm)*
Gram -
Escherichia 4 0 5 8
coli (18 mm)* (10 mm)*
Klebsiella 2 0 5 8
pneumoniae (22 mm)* (12 mm)*
Pseudomonas 3 0 1 n.t.
aeruginosa (20 mm)* (8 mm)
Acinetobacter 2 4 0 0.25
spp. (18 mm)* (13 mm)*

*- srednja vrednost
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kontrola

S. pyogenes

Slika 1 Zone inhibicije rasta Streptococcus pyogenes-a na krvnom agaru
Figure 1 Zones of inhibition of growth Streptococcus pyogenes on blood agar

Diskusija

Imaju¢i u vidu probleme koji su vezani za terapiju intrahospitalnih
infekcija, sve veci broj istrazivanja u svetu usmeren je ka iznalaZzenju novih
prirodnih sirovina, uglavnom etarskih ulja, sa antimikrobnom aktivno$¢u. Pored

ispitivanja antimikrobne aktivnosti na standardne sojeve, intezivno se vrSe
istrazivanja sa sojevima bakterija i gljivica izolovanih iz klinickih uzoraka.

Za efikasno lecenje akutnog otitis media prouzrokovanog pneumokokama
ili Haemophilus influenzae, moze da se koristi etarsko ulje bosiljka Ocimum
basilicum (7). Etarska ulja vrsta Artemisia scoparia 1 A. capillaries ispoljila su
antibakterijsku aktivnost na 15 razliCitih vrsta bakterija, uzro¢nika infekcija
usne duplje (8). Visok antimikrobni efekat na multirezistentne patogene iz
klini¢kih izolata, narocCito na E. coli, Candida albicans i metacilin rezistentni
S. aureus, pokazala su etarska ulja Satureja vrsta (S. montana i S. cuneifolia)
(9). Rota i saradnici ustanovili su da etarska ulja timijana (Thymus vulgaris),
Salvia vrsta (S. officinalis, S. sclarea, S. lavandulifolia), Lavandula vrsta
(L. latifolia, L. angustifolia i tri hibrida), ruzmarina (Rosmarinus officinalis),
izopa (Hyssopus officinalis) 1 Cubura (Satureja montana), u malim
koncentracijama deluju na alimentarne patogene u konzerviranim namirnicama,
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pa bi ona mogla da budu alternativna zamena konvencionalnim aditivima
(konzervansima) (10).

Tradicionalno, koren vilinog sita, Carlinae radix, upotrebljava se za
leCenje razlicitih infekcija koZe, za zara$¢ivanje rana i Cireva i ispiranje usne
duplje (11). Prethodnim ispitivanjima utvrdeno je da koren C. acaulis subsp.
caulescens sadrzi 1.4% etarskog ulja, sa benzil 2-furilacetilenom (karlina-
oksidom) kao glavnom komponentom (preko 90%) (12). Ranijim istraZivanjima
ustanovljeno je da ovo etarsko ulje ispoljava antimikrobnu aktivnost koja je
ispitana sa standardnim sojevima (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Salmonella
paratyphi B, Shigella flexneri, Aspergillus niger i C. albicans) (13).

Rezultati ovog ispitivanja pokazuju da 4% etanolni rastvor etarskog ulja
korena vilinog sita, C. acaulis subsp. caulescens, ispoljava visoku
antibakterijsku aktivnost na svih 17 ispitivanih sojeva S. pyogenes, znatnu na
Acinetobacter spp., S. aureus i1 P. aeruginosa, a umerenu na FE. coli 1
K. pneumoniae (Tabela I, Slika 1).

Zakljucéak

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja antibakterijske aktivnosti na
klini¢ke izolate iz briseva rana i urinokultura, i prethodnih ispitivanja sa
standardnim sojevima bakterija i gljivica, moze se zakljuciti da etarsko ulje
korena vilinog sita, C. acaulis subsp. caulescens ispoljava znaCajnu
antimikrobnu aktivnost i da bi se moglo koristiti za izradu fitopreparata za
spoljasnju primenu kod odgovarajuéih bakterijskih i gljivi¢nih infekcija.

Zahvalnica
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Summary

Intrahospital infections are great clinico-therapeutical problem because they are
caused by strains of bacteria which are multiresistant. For the purpose of finding new
natural raw materials with antimicrobial activity, in this study we tested antibacterial
activity of essential oil from Carlina acaulis subsp. caulescens root on clinical isolates
of bacteria which are the most common etiological agents of intrahospital infections.
Investigation of antibacterial activity of 4% essential oil solution in absolute ethanol
was performed by agar dilution technique and broth microdilution technique on
different strains of bacteria: Strepfococcus pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Acinetobacter spp.,
isolated from wound swabs and urine of hospitalised patients. Tested solution of
essential oil showed high antibacterial activity against Streptococcus pyogenes, medium
against Acinetobacter spp., Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, and
moderate against Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae.

Key words: Carlina acaulis subsp. caulescens, root, essential oil,
antimicrobial activity, clinical isolates of bacteria.

512





