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hid ZNANSTVENI RADOVI

Antimikrobni u¢inak medvjetkina
lista (Uvae ursi folium) na klinicke
izolate urogenitalnih patogena
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Antimicrobial activity of bearberry leaf (Uvae ursi folium)
on clinical isolates of urogenital pathogens

Su mmary- Bearberry leaf is an important ingredient of urological
preparations because it contains phenolic glycosides arbutin and methylar-
butin. Those glycosides undergo hydrolitic degradation in basic urine thus
releasing strong antiseptic, hydrochinon. This paper describes prepara-
tion, composition and antimicrobial activity of bearberry leaf extract on
clinical isolates of urogenital pathogens. The activity against grampositive
bacterial species Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis, gram-nega-
tive bacterial species Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabi
lis and Pseudomonas aeruginosa, as well as strains of the yeast Candida albi-
cans was investigated. Results indicate that ethanolic extract of bearberry
leaf is an effective antiseptic with particularly strong activity against inves-
tigated clinical isolates of gram-negative bacterial species.

('Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, 10000 Za-
greb, Croatia, 2 BELUPO d.d., 48000 Koprivnica, Croatia, * Institute of
Publich Health Zagreb, 10000 Zagreb, Croatia)

UuvoD

Medvijetka (Arctostaphylos uva ursi (L.) Spreng., Ericaceae) niski je, polegnuti grm krat-
ke stabljike i tankih granéica koje puzu po zemlji poput tepiha ili se lagano uzdizu. Listo-
vi su naizmjeniéni, na licu tamnozeleni, na nali¢ju svijetlije zeleni, kozasti, duguljasto ja-
joliki, tupog ili urezanog vrha, bez toc¢kastih zlijezda. Rub je lista cjelovit, blago savijen
prema dolje, a peteljka kratka. Dvospolni cvjetici nalaze se na kratkoj stapki, formirajuci
objesene grozdove. Caska se sastoji od pet zubaca, a vjendic je vréast, bijel ili ruzicast.
Cvjeta od travnja do lipnja. Plod je sjajna, crvena kuglasta kostuni¢ava boba s pet do
sedam kostica. Potpuno zreli plodovi su brasnasti i slatkog okusa (1 -3).
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Slika 1. Medvjetka — Arctostaphylos uva ursi (L.) Spreng., Ericaceae, slika grancica s
plodovima i listovima (preuzeto s http://commons.wikimedia.org)

Medvijetka raste u svijetlim i suhim borovim $umama, medu grmljem, osobito u pla-
ninskim podru¢jima. Cesta je i na stani$tima izloZenima vjctru. Na sjeveru se medvjetka
spusta u nizinc i vriStine, na jugu se penje na visoke planine. Moze se naci od sjeverne Eu-
rope i Azije pa sve do Sjeverne Amerike te na visokim planinama juznih dijelova tih kon
tinenata. Cesta je biljka i na nasim vapnenackim planinama (2, 3).

Medvijetka se susrece pod razli¢itim nazivima: medvjede grozde, medvjede uho, jabu
éar, gornik opirnik, mlivnjak, (hrv.) (1), bearberry, Bear's grape, Mountain box, Ptarmi-
gan berry (engl.), Barentraube, Wolfsbeere, Wilderbuchs (njem.), busserole, raisin d'ours
(fr) (4).

U ljekovite svrhe upotrebljavaju se osuseni listovi medvijetke (Uvae ursi folium). Med-
vjetkin jc list kao droga oficinalan u Hrvatskoj i Europskoj farmakopeji (5, 6). Dobro osu-
$ena droga je tamnozelene boje, bez mirisa i gorka okusa (2).

7

Slika 2. Droga medvijetkin list (Uvae ursi folium)
(preuzeto s http://www.azuregreen.com/)
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Terapijski su najvaznije sastavnice medvijetkina lista fenolni glikozidi, u prvom redu
B-O-glukozid hidrokinona, arbutin, dok je 3 -Oglukozid metilhidrokinona, metilarbutin,
prisutan u znatnoj mjeri. Njihov udio u drogi varira od 5 do 10%. Medusobni omjer
arbutina i metilarbutina ovisi o podrijetlu biljnoga materijala. Primjcrice, droga podrijet-
lom sa Sredozemlja, iz Poljske i Skandinavije sarzava samo arbutin, dok su u nekim dro-
gama podrijetlom iz Spanjolske arbutin i metilarbuin prisutni u omjeru 1:1. Medvjetkin
list sadrzava i trjeslovine (10-15%), koje uglavnom pripadaju skupini galotanina, kao i
flavonoide (1-2%), medu kojima su najzastupljeniji hiperozid te glikozidi kvercetina i
miricetina. Medu triterpenima (0,4-0,8%) prevladavaju ursolna kiselina i alkohol uvaol,
a prisutan je i iridoid monotropein (2).

Antimikrobni u¢inak droge zasniva se na prisutnosti arbutina, odnosno produkta nje
gove hidrolize, hidrokinona, koji djeluje antisepticki u luznatom urinu (2, 7). Stoga je
medvjetkin list vazan sastojak brojnih uroloskih ¢ajeva. Ovim smo radom Zeljeli ispitati
antimikrobni u¢inak medvjetkina lista na klini¢ke izolate urogenitalnih pategena.

EKSPERIMENTALNI DIO

Ispitivani materijal

Mevijetkin list darovala je tvrtka Belupo d.d. Hrvatska. Za izradu ekstrakta, 20 g med-
vijetkina lista ekstrahirano je sa 100 mL 96%-tnog ctanola, 1 h na ultrazvué¢noj kupelji pri
45°C. Ekstrakt je profiltirian i uparen. Za antimikrobna ispitivanja otopljen je u 80%-
tnom etanolu te je rabljena otopina koncentracije suhe tvari 100 mg/mL.

Odredivanje ukupnih fenola i trjeslovina

Za ispitivanje ukupne koli¢ine fenolnih spojeva i trjeslovina u ekstraktu priredena je
otopina masene koncentracije 0,7 ptg/mL u 30%tnom etanolu (m/V). Odredivanje je
provedeno metodom prema Schneideru (8). U 2 mL ispitivane otopine ekstrakta dodano
je 8 mLvode i 10 mL puferske otopine natrijeva acetata (pH=5) (otopina 1). U 10 mL oto-
pine 1 dodano je 50 mg kazeina. Smjesa je ostavljena na sobnoj temperaturi uz konstan-
tno mijesanje 45 min (otopina 2) te filtrirana. U dvije odmjerne tikvice od 10 mL otpipe-
tirano jec po 1 mL otopine 1 i otopine 2. Zatim je dodano po 0,5 mL Folin-Ciocalteauova
rcagensa i dopunjeno do oznake s 12%-tnom otopinom (m/V) natrijeva karbonata. Ap-
sorbancije dobivenih plavih otopina mjerene su na 720 nm uz vodu kao poredbenu oto-
pinu (Spectronic Unicam, Velika Britanija). Maseni udio ukupnih polifenola i trjeslovi-
na izra¢unan je iz bazdarnoga pravca taninske kiseline. Vrijednost koju daje otopina I
odgovara ukupnoj koli¢ini fenola, dok razlika medu vrijednostima dobivenim za otopinu
1 i otopinu 2 upucuje na koli¢inu trjeslovina. Odredivanje je provedeno u triplikatu, a re
zultat je izrazen kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Odredivanje fenolskih glikozida

VZa odredivanje fenolskih glikozida u ekstraktu medvjetkina lista priredena je etanolna
otopina ckstrakta masene koncentracije 1 pg/mL. Koli¢ina arbutina i metilarbutina
odredena je prema literaturnom propisu (9). U lijevak za odjeljivanje dodano je redom
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45 mL vode, 5 mL ispitivane otopine ekstrakta, 1 mL 2%-tnog aminopirazolona, 0,5 mL
3,5%-tnog amonijeva hidroksida i 1 mL 8%-tnog kalijeva heksacijanoferata (III). Nakon
5 minuta, sadrzaj u lijevku ckstrahiran je 3 puta s po 25 mL kloroforma. Kloroformski
slojevi su spojeni te razrijedeni na volumen od 100 mL. Apsorbancije otepina izmjerene
su na 455 nm uz kloroform kao poredbenu otopinu. Maseni udio fenolskih glikozida,
izracunan je prema izrazu:

Ax1,716

m

w (%) =

gdje je: w (%) ~ maseni udio fenolnih glikozida izrazen kao arbutin, A - apsorbancija ispi-
tivane otopine na 455 nm, a m masa droge (g). Odredivanje je provedeno u triplikatu, a
rezultat je izraZen kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Antimikrobni uéinak
Mikrobne vrste

Ispitivane su mikrobne vrste klini¢ki izolati iz urina pacijenata s infckcijama urinarno-
ga sustava utvrdenim u Odjelu za mikrobiologiju Zavoda za javno zdravstvo grada Zagre-
ba. Po pet izolata sojeva mikrobnih vrsta koje su uzrokovale klini¢ki vidljive infekcije
mokraénoga sustava upotrijebljene su u istraZivanju. Od gram-pozitivnih bakterijskih
vrsta uzete su: Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis te gram-negativne bakterijske
vrste: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis i Pseudomonas aeruginosa. U
istrazivanju su rabljeni i sojevi gljiviénc vrste Candida albicans.

Utvrdivanje antimikrobnog ucinka: metode difuzije i dilucije

Za utvrdivanje antimikrobnog uginka ekstrakata medvjetkina lista primijenjene su me-
tode difuzije i dilucije u uvjetima in vitro. Metoda difuzije s cilinidrima provedena je pre-
ma smjernicama Europske farmakopeje (6), a metoda dilucije prema preporukama Clini
cal and Laboratory Standards Institute (prije National Committee for Clinical Laboratory
Standards) za mikro-dilucijski postupak (serijalnog i dvostrukog razrjedenja) (10, 11).

REZULTATI I RASPRAVA

Odredivanje fenolnih spojeva u ekstraktu medvjetkina lissa
Ukupna koli¢ina fenolnih spojeva u etanolnom ekstraktu medvjetkina lista prikazana
je utablici 1. T ekstrakt lista medvjetke bogat je fenolnim spojevima koji ¢ine oko 65,95%

njegove ukupne mase. Fenolni glikozidi, izrazeni kao arbutin, zastupljeni su s udjelom od
21,00%, a trjeslovine s 22,77%.

Tablica 1. Maseni udjeli i omjeri fenolnih spojeva u ekstraktu i drogi

w (%)t S.D.
a) ukupni polifenoli 65,95 = 1,60
b) arbutin 21,00 = 0,08
¢) trjeslovine 22,77 = 0,02
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Antimikrobni uéinak

Antimikrobni u¢inak iscrpine medvjetkina lista difuzijskom metodom prikazan je u
tablici 2., a poredbenih tvari u tablici 3.

Tablica 2. Antimikrobni u¢inak ekstrakta medvjetkina lista difuzijskom metodom

2zone inhibicije rasta s.v. £ S.D. (mm)

S. E. E. P. P. K. pneu- C.
aureus faecalis cofi aeruginosa  mirabilis moniae albicans
(N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5)
£
g2
'%4’, 2 20,5+1,3 19,0i0,9’“T 269+0,6 28,4t2,3* 28,11L1,0ﬂ 28,5t1,4 =
o=
U 2
S 2

Legenda: s.v. =srednija vrijednost; S.D. = sendardna devijacija; — = nema uéinka; ~ i "= parovi vrijednesti su
statiswicki znacajni (p<0,05; ANOVA)

Tablica 3. Antimikrobni u¢inak poredbenih tvari difuzijskom metodom

zone inhibicije rasta s. v. + S.D. (mm)

S. E. E. P. aeru- P. K. pneu- C.
aureus faecalis coli ginosa  mirabilis moniae albicans
Norfloksacin
2 14,0 38,0 12,0 -
(4 mg/mL) 23,0 21,7 1,7 4
Hidrokinon
13,3 -
(100 mg/mL) 20,3 12,3 15,3 15,3 16,7 ,
Arbutin ~ = = 3 <)
(50 mg/mL)

Legenda: — = nema u¢inka

Ekstrakt medvjetkina lista u koncentraciji od 100 mg/mL pokazuje zone inhibicije ras-
ta na sve ispitivane gram-negativne i gram-pozitivne bakterijske vrste izolirane iz urina.
Zone inhibicija rasta nastale djelovanjem aktivnih tvari iz etanolne iscrpine medvjetkina
lista najvece su u ispitivanih sojeva gram-negativnih vrsta: Klebsiella pneumeniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli, a iznose izmedu 28,5+1,4 mm i
26,9+0,6 mm. Etanolni ekstrakt medvjetkina lista pokazuje manje zone inhibicije rasta
naispitivane sojeve gram-pozitivnih bakterijskih vrsta Staphylococcus aureus i Enterococcus
faecalis 20,5+1,3 mm, odnosno 19,0+0,9 mm. Usporedbom zona inhibicija rasta izmedu
vrsta, utvrdeno je da su zone u sojeva vrste E. faecalis statisticki manje od zona u sojeva
vrsta P. aeruginosa i P mirabilis (ANOVA; p<0,05). Takav rezultat upucuje na vecu osjetlji-
vost sojeva vrste P. aeruginosa i P. mirabilis od sojeva vrste E. faecalis u difuzijskom testu.
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Usporedbom antimikrobnog u¢inka arbutina i hidrokinona, dokazano je da arbutin u
koncentraciji 50 mg/mL nema antimikrobni u¢inak difuzijskom metodom, dok hidroki-
non pokazuje zone inhibicije rasta od 12,3 mm do 20,3 mm za ispitivane bakterijske
vrste. U koncentraciji od 100 mg/mL, hidrokinon nema fungicidni u¢inak na sojcve
vrste C. albicans primjenom difuzijskog testa. Zanimljivo je da su difuzijskom metodom
utvdene vece zone inhibicija rasta etanolnog ekstrakta medvijetkina lista nego hidrokino-
na u istoj koncentraciji. Svi ispitivani bakterijski klini¢ki sojevi osjetljivi su na norfloksa-
cin sa zonama inhibicija rasta od 12,0 mm do 27,7 mm (tablica 3.).

Minimalnc inhibitorne (MIK) i minimalne mikrobicidne koncentracije (MMK) med-
vjetkina lista prikazane su u tablici 4., a poredbenih tvari u tablici 5. MIK vrijednosti, od-
nosno osjetljivost klinickih izolata sojeva gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterijskih
vrsta, kao i gljiviéne vrste C. albicans na ekstrakt medvjetkina lista primjenom mikro-dilu-
cijskog postupka iznosi izmedu 12,5£0,00 mg/mLi 2,60+0,92 mg/mL. Antimikrobni u¢i-
nak medvietkina lista najuc¢inkovitiji je na sojeve vrste E. faecalis (MIK 2,60+0,92 mg/mlL)
i P. aeruginosa (MIK 3,13+0,00 mg/mL). Najvise vrijednosti MIK-a utvrdene su u ispitiva-
nih sojeva gram-negativne bakterijske vrste K. pneumoniae (MIK 10,42+3,61 mg/mL) te
gliiviéne vrste C. albicans (MIK 12,50£0,00 mg/mL). Usporedbom vrijednosti MIK-a ispi-
tivanih klinic¢kih izolata mikroba uzro¢nika urinarnih infeckija izmedu arbutina (tablica
5.) i ekstrakata medvjetkina lista, moze se zaklju¢iti da arbutin ima od dva do osam puta
vecuvrijednost MIK-a od ekstrakta medvjetkina lista. No, s obzirom da u luznatom urinu
biotransformacijom iz arbutina nastaje antimikrobno aktivan hidrokinon, utvrdenc su i
koncentracije MIK-a hidrokinona. Hidrokinon pokazuje nize vrijednosti MIK-ova na ispi-
tivane klini¢ke izolate mikroba iz urina od ekstrakta medvjetkina lista (tablica 5.). Vrijed-
nosti MIK-a za ispitivane bakterijske vrste iznose izmedu 0,78 mg/mL i 1,56 mg/ml, dok
su sojevi gljiviéne vrste C. albicans otporniji od ispitivanih bakterijskih vrsta te im MIK

Tablica 4. Minimalne inhibitorne (MIK) i minimalne mikrobicidne koncentracije (MMK)
ekstrakta medvjetkina lista mikro-dilucijskom metodom

S. E. E. P. aeru- K. pneu-

. . ; P. mirabitis . C. albicans
aur_eus fae(iahs cgh ginosa (N=3) moniae (N=3)
(N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)
£
+ E
:ﬁ g 833+3,61 2,60+092 7,2944,77 3,13x0,00 5,21+1,80 10,42+3,61 12,50+0,00
M .
= A
= v
e
HE
3 E” 16,67+7,22 5,21+1,80 14,58+9,55 6,25+0,00 10,42+3,61 20,83+7,22 25,00+0,00
4
w)

Legenda: s.v. = srednja vrijednost; S:D: = standardna devijacija; *- razlike u vrijednosti MIK i MMK izmedu
pojedinih mikrobnih vrse nisu statisticki znacajne
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Tablica 5. MIKi MMK vrijednosti poredbenih tvari

S. E. E. P. aeru- P. K. pneu- C.
Tvar aureus faecalis coli ginosa  mirabilis moniae  albicans
(N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)
chgk()r\lzs;ﬁ(n) 156 313 136 313 33 156
(wg/ml) (3,13) ©,25) (3,13) ©,25) 6,25) (3,13)
ﬁ:ﬁo&rﬁ;) 1,56 078 156 156 156 156 6,25
(3,13) (1,56) 3,13) 6,13) (3,13) (G,13)  (12,50)
(mg/mL)
%’é‘t&w) 2500 12,5 2500 2500 2500 2500 2500
(50,00) (25,0) (50,00)  (50,00)  (50,00) (50,00  (50,00)
(mg/ mL)
Legenda: — = nema udinka

iznosi 6,25 mg/mL. Za norfloksacin utvrdene su 1000 puta nize vrijednosti MIK-a za sve
ispitivane sojeve bakterijskih vrsta (MIK izmedu 1,56 pg/mLi 3,12 pg/ml).

ZAKLJUCAK

Na temelju provedenih istrazivanja analize sastava i antimikrobne u¢inkovitosti med-
vjetkina lista u uvjetima in vitro moie se zakljuciti da etanolna iscrpina medvjetkina lista
s 21% fenolnih glikozida, 22,77% trjeslovina i 65,95% ukupnih fenolnih spojeva poka-
zuje antimikrobni ué¢inak na klini¢ke izolate sojeva bakterijskih vsrta: Staphylococcus au-
reus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli (pfimbrija pozitivni sojevi), Pseudomonas aeru
ginosa, Preteus mirabilis te Klebsiella pneumoniae kao najucestalijih uzro¢nika urinarnih
infckcija. Difuzijskom metodom utvrdeno je da su sojevi gram-negativnih bakterijskih vr-
od 28,5 mm) od gram-pozitivnih vrsta (zone inhibicija rasta od 19,0 mm do 20,5 mm).
Utvrdene vrijednosti minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) ekstrakta medvjetki-
na lista krecu se izmedu 2,6 mg/mLi 10,42 mg/mL za ispitivane sojeve bakterijskih vrsta
te 12,5 mg/mL za sojeve gljiviéne vrste C. albicans. MIK vrijednosti ekstrakta medvjetki-
na lista nize su od MIK vrijednosti arbutina, ali vece od hidrokinona. Rezultati upucuju
na zaklju¢ak da je etanolni ekstrakt medvjetkina lista bogat fenolnim spojevima koji sna-
no djeluju na urogenitalne patogene.
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