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' APSTRAKT

Ispitivana je antimikrobna aktivnost etanolno-vodenih ek-
strakata herbe slede¢ih biljnih vrsta: Achillea alexandri-regis
Bormm&Rudski, 4. lingulata WXK., A.chrysocoma Friv., A.
tanacetifolia All., A. millefolium L., A. clavenae L., A. abro-
tanoides Vis., Linum capitatum Kit., Salvia ringens Sibth.et
Sm., Tragopogon pratensis Garcke., Teucrium montanum L.,
T. polium L., T. arduini L. i T. chamaedrys L. Primenjena je
metoda difuzije, tehnika rupa pretnika 8 mm. Kori$éene-su
radne kulture referentnih sojeva mikroorganizmi iz Ameri-
can Type Culture Collection i National Collection of Type
Cultures, gustine inokuluma 106-108 CFU/ml.
Svi ispitivani ekstrakti su ispoljili antimikrobnu aktivnost na
* pet sojeva testiranih Gram pozitivnih bakterija, osim na Mi-
crococcus luteus ATCC 9341. Takode, bez dejstva su na rast
Gram negativnih bakterija i gljivica. '
Po $irini spektra izdvojili su se ekstrakti Achillea vrsta i
- Teucrium polium. Po intenzitetu dejstva, priblizne efekte su
pokazali ekstrakti Achillea millefolium i Teucrium polium.
Ovi ekstrakti su pokazali izrazitu aktivnost prema sledeéim
mikroorganizmima: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Micrococcus fla-
vus ATCC 10240, Bacillus subtilis ATCC 6633 i Bacillus
pumilus NCTC 8241.

Kljuéne reci: Achillea spp., Teucrium spp., Salvia Fingens, Linum capitatum, Tra-
gopogon pratense, etanolno-vodeni ekstrakti, droga/ekstrakt 1:2, antimikrobna aktivnost
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UvGCD

Stalna potreba za nalazenjem novih hemijskih struktura koje ispoljavaju delovanje na
mikroorganizme, uslovila je, u celom svetu, obimna ispitivanja ekstrakata pojedinih biljaka.
Kasnije, ako je antimikrobno delovanje potvrdeno, radi se izolacija i hemijska karakte-
rizacija sastojaka ekstrakta, odgovornih za ovakvu njegovu aktivnost.

Poznato je da mnogi sastojci biljaka poseduju antimikrobnu aktivnost. Do sada je
potvrdeno da dejstvo na odgovarajue patogene bakterije, gljivice i viruse ispoljavaju
sastojci biljaka iz grupe alkaloida, razlicitih polifenola, terpenoida i poliacetilena (1-8).

U ovom radu su predstavljeni rezultati preliminarnih ispitivanja ekstrakata nekoliko
biljaka, koje su trenutno, sa razli¢itih aspekata, predmet prou€avanja u Institutu za farma-
kognoziju i Institutu za Botaniku Farmaceutskog fakulteta.

MATERIJAL I METODE

Biljni materijal:
Achillea alexandri-regis, lokalitet: O8ljak, vreme prikupljanja: jul 1996
Achillea lingulata, lokalitet: Kopaonik, vreme prikupljanja: jul 1996
Achillea chrysocoma, lokalitet: Lavlja vrata, vreme prikupljanja: jul 1997
Achillea tanacetifolia, lokalitet: Lavlja vrata, vreme prikupljanja: jul 1997
Achillea millefolium, lokalitet: Ba3aid, vreme prikupljanja: jul 1997
Achillea clavenae, lokalitet: Durmitor, vreme prikupljanja: jul 1997;
Achillea abrotanoides, lokalitet: Durmitor, vreme prikupljanja: jul 1997
Linum flavum, lokalitet: Durmitor, vreme prikupljanja: jul 1997
Tragopogon pratensis, lokalitet: Brezovica, vreme prikupljanja: jul 1997
Salvia ringens, lokalitet: Duvska klisura, vréme prikupljanja: jul 1997
Teucrium montanum, lokalitet: Orjen, vreme prikupljanja: jul 1996
Teucrium polium, lokalitet: Kanjon Cijevne, vreme prikupljanja: jul 1996
Teucrium arduini, lokalitet: Lovéen, vreme prikupljanja: jul 1996 -
Teucrium chamaedrys, lokalitet: Orjen, vreme prikupljanja: jul 1996

Ispitivani ekstrakt:

Suva herba ispitivanih biljaka je samlevena (0.30 mm) i prelivena etanolom (70 vol%).
Uz povremeno meSanje, ekstrakcija je radena hladnom maceracijom tokom 24h. Filtrat je

. uparen do odredene mase u vakuumu na temperaturi od 45°C. Svi ispitivani ekstrakti su

svedni na odnos droga/ekstrakt 1:2. Spakovani su u staklene teglice i ¢uvani u friZzideru
(+ 4°C) do analize. Ispitivana je antimikrobna aktivnost nerazblazenih ekstrakata.

Test organizmi:

Staphylococcus aureus ATCC 25923 (SA)
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (SE)
Bacillus subtilis ATCC 6633 (BS)

Bacillus pumilus NCTC 8241 (BP) ;
Micrococcus flavus ATCC 10240 (MF)

1 Micrococcus flavus je pod tim imenom deponovan u kolekeiji, ali je kasnije
primenovan u Micrococcus luteus (primedba recenzenta).
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Micrococcus luteus ATCC 9341 (ML)
Escherichia coli ATCC 25922 (EC)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (PA)
Candida albicans ATCC 10259 (CA)
Candida albicans ATCC 24433 (CA)
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 (SC)

Poreklo kultura mikroorganizama:

American Type Culture Collection i National Collection of Type Cultures, dobijeni od l
Zavoda za serume i vakcine i dijagnosti¢ke preparate ,,Torlak* - Beograd. }
|
|

Gustina suspenzije mikroorganizama:
- 10°-10°® CFU/mI (9). : : |

Hranljiva podloga:

1% agar Muller-Hinton agar i Saburaud dekstrozni agar;
Proizvoda¢: Zavod za serume i vakcine i dijagnostike preparate ,, Torlak* - Beograd.

Aktivnost rastvora standardnog preparata antibiotika koji sluZe za kontrolu mikro-
biolo$ke reakcije je sledeéa: '

Bacitracin; 0.02 i.j. / 0.1 ml; za kontrolu osetljivosti MF;
Gentamicin; 1 i.j./ 0.1 ml; za kontrolu osetljivosti SE;

Linkomicin 0.5 pg /0.1 ml; za kontrolu osetljivosti ML;

Nistatin 10 i.j. /0.1 ml]; za kontrolu osetljivosti CA i SC.
Streptomicin; 10 pg/ 0.1 ml; za kontrolu osetljivosti SA, EC#PA, BC;
Tetraciklin hlorid; 1 i.j. /0.1 ml; za kontrolu osetljivosti BP;

Dizajn ogleda:

Ispitivanje annmﬂcrobne aktivnosti etanolnih ekstrakata blljaka, jeizvedeno metodom
difuzije, tehnikom rupa (preZnik 8 mm) (10). Kori¥¢ene su Eetvrtaste posude, takozvane
ploge. Dimenzije stakla su 17.5 x 17.5 cm, a dimenzije rama su 16 x 16 cm. Svaka ploa je
sadrZala po 16 rupa. Biljni ekstrakti i rastvor standardnog preparata antibiotika su naneti u
koli&ini od 0.1 m! u svaki otvor, metodom slu€ajnog izbora. Svaki rastvor je nanet u tri rupe.
Predifuzija je trajala 1h na sobnoj temperaturi. Vreme mkubacue za bakterije je bilo 20k na
35 °C, odnosno 24h na 25 °C za gljmce

Precnici zona inhibicije su mereni milimetarskim meradem sa precizno$éu od 0.1 mm.

REZULTATI I DISKUSIJA

‘ Etanolni ekstrakti (droga/ekstrakt 1:2) svih ispitivanih biljaka su pokazali antimi-
krobnu aktivnost. rezultati su prikazani u Tabeli 1. Kao §to se vidi, delovanje je ispoljeno na
Gram pozitivne bakterije osim na Micrococcus luteus. Svi ekstrakati su bez efekta na rast
testiranih Gram negativnih bakterija i gljivica.




Tabela 1. Antimikrobna aktivnost biljnih ekstrakata, izrazeni veliZinom zone inhibicije u

milimetrima
Table 1. Antimicrobial activity of herb extracts represented as diameter of inhibition zone in mm
SA | SE | MF | ML | BS | BP [ PA [ EC | A | A | so
ATCC | ATCC | ATCC | ATCC | ATCC | NCTC | ATCC | ATCC | aTce | aTce | atce
25923 | 12208 | 10240 | 1341 | 6633 | 8421 | 27853 | 25922 | 10059 | 24433 | 9753
dchille o to l2g o (112 1,70 fo fo o o
alexandri-regis
Achillea 145 (150 (130 [0 (133 (149 [0 [0 Jo o o
lingulata
Aeniilse 133 155 (130 {0 |32 (a1 {0 [0 o o [o
chrysocoma
Asiilsg 147 1160 |150 [0 [143 (150 [0 Jo o |o o
tanacetifolium
Achillea 178 1180 [150 [0 [148 |186 {0 o [0 o o
millefolium
Achillea 137 (10 151 o 138|157 00 [0 fo [0 o
clavene
dehllar 146 1130 (158 [0 (137|150 o [0 Jo [0 o
abrotanoides
Linum
o o Jo Ju3fo fwsfitjo o fo [o o
Tragopogon 0 0 11,5 |o 11,1 11,1 o 0 0 0 0
| pratense
Sadvi 0 fo f124 o [uo+122f0 fo fo o o
ringens A
Teveriior o Jo Juofo Jws|uslo o fo |0 o
montanum
Teueeriuont 168 |165 154 [0 (167 |48 |0 [0 fo [0 o
_polium
Tesscritan o o fu2lo JBofzsfo Jo fo [0 [o
arduini
Teucrium 0 |140 |113 132 (12610 o Jo Jo o
chamaedrys .
Bacitracin R R 245 |R R R R R R R R
Gentamicin R 255 |R R R R R R R R R
Linkomicin R IR _|R [246[R [R_[R R R |r Ix
Nistatin R_[R IR IR [R [R [R _[R_|210 [184 155
Streptomicin 18,1 |R R R 31,1 [R 17,6 {196 |R R R
derana R IR [R |R |R |1 |r |r [ |r [R
hlorid

*Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri odredivanja
** Oznaka ,,0* zna&ni bez efekta
*** Oznaka ,,R" znati da antibiotik nije ispitivan
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Po 3irini spektra dejstva izdvojili su se ekstrakti ispitivanih Achillea vrsta ito A
clavenae, A. abrotanoides, A. lingulata, A. millefolium, A. tanacetifolium i A. chrysocoma.
Njima je po intenzitetu delovanja i 3irini spektra dejstva sli¢an Teucrium polium. Ekstrakti
ovih biljaka su zaustavili rast pet sojeva testiranih bakterija.

Po intenzitetu dejstva, sli¢ni rezultati su dobijeni sa ekstraktima A. millefolium i
Teucrium polium. Inhibicija rasta Staphylococcus aureus ATCC 25923 koju su pokazali ovi
ekstrakti, odgovara 90% aktivnosti streptomicina (0.1 mg / 0.1 ml). Pri dodatku ova dva
ekstrakta, postignuta je inhibicija rasta Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, koja
odgovara 60-70% aktivnosti gentamicina u koriS¢enoj koncentraciji (11ij./0.1 ml). Slicne
procente inhibicije u odnosu na paralelno koriS¢ene antibiotike, ekstrakti 4. millefolium i
T. polium su pokazali i na Micrococcus flavus, Bacillus subtilis i Bacillus pumilus.

‘Ovakvi rezultati su oZekivani jer je poznato da Achillea vrste zbog sadrZaja etarskog ulja,
flavonoida i seskviterpenskih laktona (odnosno poliacetilena u podzemnim delovima), pokazuju
znagajnu antimikrobnu aktivnost (6, 11, 12). Od svih testiranih vrsta ovog roda, najbolji rezultati
su dobijeni sa veé proverenom drogom, herbom hajducke trave, A. millefolium. Zbog sli¢nih
sastojaka i druge biljne vrste familije Lamiaceae, pokazuju ovakvu aktivnost (13). Od ispitivanih
Teucrium vrsta, najbolji rezultati su dobijeni sa ekstraktima herbe T. polium i T. chamaedrys. O
antimikrobnoj aktivnosti ovih biljaka postoje i literaturni podaci. U ovom testu, ekstrakt herbe
endemine vrste Salvia ringens, nije pokazao izrazitu aktivnost, koju inae poseduje dobro
poznata droga Salviae folium (Salvia officinalis) (6). Takode, olekivanja da ¢e zbog sadriaja
flavonoida, ekstrakt cveta lana, Linum capitatum, pokazati znaZajnu antimikrobnu aktivnost, se
nisu ostvarila. Sliéno, samo ograni&enu aktivnost je pokazao ekstrakt herbe Tragopogon pra-
tensis, biljke koja pored ostalih sastojaka sadrZi i alkaloide.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF HERB EXTRACTS OF SOME
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Summary :

The ethanol-water extracts of the herbs of Achillea alexandri-regis, A. lingulata, A.
chrysocoma, A. tanacetifolia, A. millefolium, A. clavenae, A. abrotanoides, Linum Sflavum,
Salvia ringens, Tragopogon pratense, Teucrium montanum, T, polium, T. arduini i T. cha-
maedrys were tested against eleven microorganisms using agar diffusion assay (the hole dif-
fusion technique, diameter 8 mm). The inoculum size was 10°-10° CFU/ml. The American
Type Culture Collection and National Collection of Type Cultures of the microbial organ-
isms was used for the test. > :

The extracts showed significant zones of inhibition against the Gram-positive bacteria
except Micrococcus luteus ATCC 9341 but no activity against the Gram-negative bacteria
and yeast. : :

The greatest spectrum of activity showed the extracts of Achillea species and Teucrium
polium. If comparing intensity of activity, the extracts of Achillea millefolium and T. polium -
showed similar effects. These extracts showed significant activity against Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Micrococcus flavus ATCC

. 10240, Bacillus subtiliis ATCC 6623 and Bacillus pumilus ATCC 8241.
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