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1.UVvVOD

1.1. Pseudomonas aeruginosa

Oportunisticki patogen Pseudomonas aeruginosa sve je ¢e$¢i uzro¢nik bolnic¢kih
infekcija. lako vrlo rijetko izaziva bolest kod zdravih pojedinaca, pacijenti koji imaju otvoreni
prijelom ili kateter u mokraénom mjehuru te imunokompromitirane osobe, posebice pacijenti
koji boluju od cisti¢ne fibroze, pod velikim su rizikom od tezih oblika infekcija upravo zbog
manjka specificne imunosti organizma. Ovoj Gram-negativnoj bakteriji godi vlazno okruzenje
te je zbog malih nutritivnih zahtjeva ubikvitarna i mozemo je pronaci u razli¢itim okoliSnim
uvjetima kao Sto su kapi za o€i te otopine za leée, javna kupalista, opreme za dijalizu,
antisepticke otopine u bolnicama, dezinficijensi. Sve vise se pojavljuju sojevi P. aeruginosa
koji su izuzetno otporni na antimikrobnu terapiju i to predstavlja sve veéi problem u
pronalazenju optimalne terapije. Stoga je prije lije¢enja potrebno provesti testove osjetljivosti
soja na antimikrobnu terapiju. Sposobnost koloniziranja razli¢itih povr§ina omoguéena je
brojnim ¢imbenicima virulencije, poput strukturnih kao $to su pili, lipopolisaharidi i flagele koji
su zasluzni za adherenciju bakterije te sekrecijskih kao $to su egzotoksini, proteaze i hemolizin,
a signalne molekule bakterijske medustani¢ne komunikacije potpomazu invaziju domacina

(Kaleni¢ 1 sur., 2013).

1.1.1. Cimbenici virulencije i proteolititka aktivnost Pseudomonas aeruginosa

Zbog mnostva ¢imbenika virulencije, P. aeruginosa je sposobna napraviti veliku Stetu
u tkivu domac¢ina. Cimbenike virulencije dijelimo na strukturne i sekrecijske. Strukturni
¢imbenici virulencije P. aeruginosa su flagele, fimbrije i pili te lipopolisaharid. Osim §to sluze
za adheziju na povrsinu tkiva domacina, flagele, fimbrije i pili sluze i za pokretljivost bakterije,
Sto se oCituje trzanjem (engl. twitching), odnosno puzanjem ili rojenjem bakterije (engl.
swarming; dalje u tekstu rojenje). Sekrecijski Cimbenici virulencije dijele se u 4 tipa
sekrecijskog sustava. U tip | sekrecijski sustav spadaju proteini alkalna proteaza, pioverdin i
piocijanin. U tip II sekrecijski sustav spadaju razliCite elastaze i proteaze, egzotoksin A i
fosfolipaza C. U tip III sekrecijski sustav spadaju razli¢iti egzotoksini, primjerice egzotoksini
Y, T, UiS. U tip IV sekrecijski sustav spadaju mukoidni egzopolisaharid alginat te signalne
molekule za bakterijsku medustaniénu komunikaciju (engl. quorum sensing) poput acil-

homoserin laktona. Egzotoksin A i lipopolisaharid pokazali su se najbitnijim ¢imbenicima
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virulencije u tezim oblicima infekcije P. aerguinosa, dok siderofori pioverdin i piokelin keliraju
esencijalni nutrijent Zeljezo iz transferina 1 laktoferina domacina i time odrzavaju daljnju

infekciju (Kaleni¢ i sur., 2013). Navedeni ¢imbenici virulencije prikazani su na slici 1.
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Slika 1. Cimbenici virulencije P. aeruginosa (preuzeto iz Jurado-Martin i sur., 2021).

Proteaze P. aeruginosa istaknule su se kao bitni ¢imbenici virulencije zbog ostecenja tkiva
domacina i interferencije s antibakterijskim obrambenim mehanizmom domacina. Istrazivanje
je pokazalo kako su prezivjele bakterijske kolonije i nakon ¢etverodnevne ciklicke izloZenosti
ciprofloksacinu u baktericidnim koncentracijama izluc¢ivale aktivne proteaze, poput elastaze B

(LasB), u okoli§ oko biofilma. Nakon presadivanja prezivjelih kolonija u svjezi medij,



bakterijske kolonije P. aeruginosa pokazale su povecanu prolaznu otpornost na ciprofloksacin

u usporedbi s netretiranim bakterijama (Otdak i Trafny, 2005).

Uvidamo kako je smanjenje proteoliticke aktivnosti odlican pokazatelj djelovanja antibiotika

na P. aeruginosa.

1.1.2. Bakterijska medustani¢na komunikacija Pseudomonas aeruginosa

Bakterijska medustanicna komunikacija (engl. quorum sensing, QS) pomocu
visestrukih medusobno povezanih signalnih puteva omogucuje bakterijskim kolonijama
reguliranje razlicitih bioloskih procesa vaznih za adaptaciju i opstanak u okolisu. QS se temelji
na reguliranju ekspresije specifiénih skupina gena kao odgovor na autoindkutore, male
difuzibilne signalne molekule. Geni regulirani QS-om zasluzni su za kontrolu mehanizama
antibioticke rezistencije, pokretljivosti poput rojenja i plivanja, stvaranje biofilma i sekundarnih
metabolita, proizvodnju ¢imbenika virulencije poput egzotoksina, piocijanina, cijanovodika i
elastaze (Moradali i sur., 2017). Autoinduktori se mogu detektirati u sputumu pacijenata te je
koncentracija u sputumu pokazala pozitivnu korelaciju s koncentracijom u plazmi pacijenata
Sto ukazuje da su signalne molekule potencijalni biomarkeri P. aeruginosa i time olaksavaju
dijagnosticiranje i odgovor na lijeCenje ove bakterije (Barr i sur., 2015). Kod P. aeruginosa
poznata su Cetiri QS signalna puta: Las, Rhl, Pgs i 1QS (Tablica 1). QS signalni sustav je
autoregulatoran, no i hijerarhijski, §to znaci da Las sustav koji je na vrhu hijerarhijske mreze

pozitivno regulira sebe i ostale sustave.



Tablica 1. QS signalni putevi P. aeruginosa

(preuzeto i prilagodeno iz Lee i Zhang, 2014; Moradali i sur., 2017).

I II III v
QS Signalni putevi
Las Rhl Pgs I10QS
Autoinduktori N-acil-homoserin 2-alkil-4-kinoloni 2-(2-
laktoni -3,2-heptil-4-hidroksikinolin | hidrooksifenil)-
-N-(3-0kso-C12)- HHQ tiazol-4-
homoserin lakton -4,2-heptil-3-hidroksi-4- karbIaIdsehldl
HSL kinolon PQS Q
-N-butiril-
homoserin lakton
BHL

Uloga

Regulacija sustava
Rhl i Pgs

Aktivacija
ekspresije gena za
kodiranje elastaze

LasA, Las B,
ezotoksina A,
fofolipaze C,
alkalne proteaze i
pioverdina

Kodiranje receptora za
signalne molekule
medustanicne
komunikacije
(rhIR, pgsR)

Kodiranje gena za
sintazu autoinduktora
(lasI, rhi1, pgsH)

Ekspresija Ekspresija
gena koji gena koji
kodiraju kodiraju
elastazu piocijanin i

LasB, lecitin A

piocijanin i

ramnolipide

Nedovoljno
istrazen

1.1.3. Rojenje Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa sposobna je trzati (engl. twitching), plivati (engl. swimming) te se rojiti

ili puzati (engl. swarming) ovisno u kojem se mediju nalazi. Dok u tekuéem mediju pliva, u

polukrutom mediju se roji, a u krutom mediju trza. Rojenje je ovisno o okoliSu i uvjetima u

kojima se bakterija nalazi. Rojenje se istaknulo kao kompleksna prilagodba bakterije na

okolisne uvjete, dovodeéi do metaboli¢kih promjena i promjena u genskoj ekspresiji bakterija
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(Overhage i sur., 2008). Za rojenje u polukrutom mediju potrebne su funkcionalne flagele i
proizvodnja ramnolipida, a genska analiza pokazala je kako je proizvodnja ramnolipida
zasluzna za modulaciju tih kretnji. Bakterije s deficijencijom proizvodnje mono- i
diramnolipida imaju izmijenjene uzorke rojenja. Ramnolipidi djeluju kao biosurfaktanti,
smanjujuci povrsinsku napetost izmedu povrsine medija i samih bakterija te tako omogucuju
lak$e prianjanje bakterija na povrSinu. Za takvo djelovanje zasluzna je njihova struktura.
Ramnolipidi se sastoje B-hidroksi masne kiseline (hidrofobni dio) povezane karboksilnim
krajem s molekulom Sec¢era ramnoze (hidrofilni dio) (Chong i Li, 2017). Upravo su ramnolipidi
sve viSe razmatrani u industrijskoj proizvodnji kao zamjena za sintetske surfaktante, buduci da
su prirodnog podrijetla, niske toksi¢nosti i biorazgradivi, i kao takvi ekoloski prihvatljivija
alternativa (Randhawa i sur., 2014). Slika 2 prikazuje primjere uzoraka rojenja divljeg tipa P.

aeruginosa na 0,5 % agaru.

Slika 2. Rojenje divljeg tipa P. aeruginosa na 0,5 % agaru

(preuzeto iz Yang i sur., 2017).

1.1.4. Rezistencija Pseudomonas aeruginosa na antimikrobnu terapiju

Pseudomonas aeruginosa posebno se istice zbog svoje velike intrinzi¢ne otpornosti na
antibiotike. Ni najnoviji antibiotici nisu se pokazali u¢inkovitima te upravo oko 10 % bolnic¢kih
infekcija uzrokuje upravo P. aeruginosa. Intrinzi¢na otpornost temelji se na slaboj propusnosti
stani¢ne stijenke te sekundarnim mehanizmima rezistencije poput p-laktamaza,
aminoglikozidaza i energetski ovisnih efluks pumpi. Dokazano je postajanje barem 12 efluks
pumpi koje su sposobne izbaciti mnostvo razli¢itih vrsta antibiotika poput B-laktama i

fluorokinolona. Isto tako postoji i steCena rezistencija na antibiotike kao posljedica prilagodbe
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P. aeruginosa na terapiju ili uvjete okolisa (Hancock i Speert, 2000). Tablica 2 prikazuje glavne

skupine antibiotika koriStene za terapiju infekcija P. aeruginosa te neke od mehanizama

rezistencije bakterije na antibiotike.

Tablica 2. Mehanizmi rezistencije bakterije na antibiotike (Preuzeto i prilagodeno iz Hancock i Speert, 2000).

Karbenicilin

Skupina antibiotika Primjer Mehanizam rezistencije
antibiotika
Penicilini Piperacilin Aktivacija ekspresije kromosomske -

laktamaze;
Povecana ekspresija MexAB-OprM
efluks pumpe

Cefalosporini

Cefoperazon
Cefepim

Aktivacija ekspresije kromosomske -
laktamaze;
Povecana ekspresija MexAB-OprM
efluks pumpe;
U slucaju Cetvrte generacije
cefalosporina, povecana je ekspresija
MexCD-0Opr] efluks pumpe

Aminoglikozidi

Gentamicin
Tobramicin

Povecana ekspresija MExXY efluks
pumpe

Kinoloni Ciprofloksacin Mutacije na ciljnom mjestu u GyrA
(ponekad i GyrB) podjedinici
topoizomeraze;
Povecana ekspresija efluks pumpi
Polimiksini Kolistin Promjene u vanjskomembranskom LPS-
u (nije dokazano u klini¢ckoj primjeni)
Karbapenemi Imipenem Smanjenje ekspresije specificnih
Meropenem porinskih kanala OprD;

Povecana ekspresija MexAB-OprM
efluks pumpe u slucaju meropenema

Kombinacijom razli¢itih mehanizama rezistencije nastaju viSestruko rezistentni sojevi otporni

na jedan ili vise skupina antibiotika. Upravo zbog moguénosti prilagodbe na uvjete i okolis u

kojem se bakterija nalazi, biranje optimalne terapije za lijeCenje infekcije uzrokovane P.

aeruginosa je otezano i izazovno.




1.2. Aminoglikozidni antibiotici i tobramicin

Aminoglikozidni antibiotici su prirodni ili polusintetski antibiotici koji su u rutinskoj
klini¢koj primjeni bili medu prvima uvedeni kao prva linija antimikrobne terapije, pogotovo za
Gram-negativne bakterije, dok nisu u 1980-im godinama zamijenjeni cefalosporinima,
fluorokinolonima i karbapenemima. Aminoglikozidi inhibiraju sintezu proteina vezuéi se na
mjesto A na 16S rRNA na 30S podjedinici ribosoma i time sprjeavaju vezanje mRNA na
ribosom i stvaranje inicijacijskog kompleksa. Isto tako, dovode do pogresnog ocitavanja
genetickog koda i sinteze nefunkcionalnih proteina sto dovodi do smrti bakterije. Osnovna
struktura aminoglikozida jest aminociklitolni prsten — streptamin ili 2-deoksistreptamin zasi¢en
hidroksilnim i amino skupinama. Aminoglikozidni antibiotici su bazi¢ni, izrazito polarni i
pozitivno nabijeni spojevi. Pozitivan naboj u fizioloskom pH dovodi do njihove ototoksi¢nosti
i nefrotoksi¢nosti (Fejzuli i sur., 2018.; Krause i sur., 2016.). Slika 3 prikazuje strukture

reprezentativnih aminoglikozida.

H.N OH
\{ . H NH
HN NY
o) 9]
A : . NHp
o' ‘OH
HO %
o o OH
=
N
HO B H Streptomycin
OH

4 OH . OH N
NH, HO b ¥ NH, HO

Tobramycin H,_N: OH Gentamicin Cla HN.\

HN H.N NH,
o NH, S o
HN HZN\Q,NH HOW w0 OH

Amikacin

Slika 3. Strukture aminoglikozida streptomicina, apramicina, tobramicina, gentamicina Cla, amikacina i

neomicina B, 2-deoksistreptamin i streptamin su podebljani crnom bojom (preuzeto iz Krause i sur., 2016).



Tobramicin je aminoglikozidni antibiotik koji proizvodi bakterija Streptomyces tenebrarius.
Njegovo antipseudomonalno djelovanje je ve¢ dugo poznato, a djeluje kao i ostali
aminoglikozidni antibiotici, vezuéi se na 16S rRNA na 30S podjedinici ribosoma. Koristi se za
lijecenje infekcija donjeg diSnog sustava, infekcija srediSnjeg ziv€anog sustava poput
meningitisa, koznih infekcija te infekcije oka. Slabe je oralne bioraspoloZivosti upravo zbog P-
glikoprotein efluksne pumpe u crijevima pacijenata, stoga se naj¢es¢e primjenjuje intravenozno
ili intramuskularno. Za ulazak tobramicina u bakteriju potreban je aktivni transport lijeka u
stanicu pa se zato nerijetko dozira u kombinaciji s B-laktamima kako bi lakSe doslo do
penetracije vanjskog zida Gram-negativne bakterije (Brogden i sur., 1976). Bakterija moze
imati viS§e mehanizama rezistencije na tobramicin. Prvi nacin je inaktivacija tobramicina
modifikacijom strukture, u ovom slucaju hidroksilne skupine klju¢ne za njegovo djelovanje,
enzimima kao $to su aminoglikozid fosfotransferaze, aminoglikozid adenil-transferaze ili
aminoglikozid acetil-transferaze. Isto tako bakterija povecava ekspresiju efluksnih pumpi koje
izbacuju tobramicin iz stanice. Takoder bitan mehanizam rezistencije jest metilacija 16S rRNA
enzimom 16S rRNA metil-transferaze pri ¢emu se mijenja vezno mjesto tobramicina i smanjuje

mogucénost njegovog vezanja na 16S rRNA (Poole, 2005).

1.3. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su sekundarni metaboliti biljaka te ove lako hlapljive, kompleksne smjese
izrazenog mirisa u prirodi imaju funkciju zastite biljke od bakterija, virusa, gljivica, kukaca te
biljojeda. Isto tako sluze kako bi privukle kukce pri opraSivanju, inhibirale rast okolnih biljaka
te smanjile transpiraciju. Mozemo 1h nac¢i u skoro svim dijelovima biljaka, kao §to su listovi,
stabljika, cvjetovi, sjemenke, plodovi te korijen, a spremaju se u specijaliziranim zljezdanim ili
sekretornim stanicama pa ¢ak 1 u epidermalnim stanicama te medustani¢énim Supljinama i
kanalima. Ekstrakcija se provodi naje$¢e postupkom vodene destilacije, ekstrakcijom
organskim otapalima ili tijeStenjem. Etericna ulja su hlapljive, prozirne i rijetko obojene
tekucine, manje gustoce od vode, topljive u lipidima i organskim otapalima, a slabo topljive u
vodi. Upravo zbog svoje uloge u prirodi, etericna ulja su poznata po svojim antiseptickim i

antimikrobnim (baktericidnim, fungicidnim, virucidnim) svojstvima. Uz to djeluju analgetski,



sedativno, protuupalno, spazmoliti¢ki ili kao lokalni anestetici. Osim u farmaceutskoj industriji,
eteri¢na ulja mozemo pronaci i u prehrambenoj industriji gdje sluze kao arome ili konzervansi

te u kozmetickoj industriji, pogotovo u proizvodnji parfema (Bakkali i sur., 2008).

1.3.1 Sastav eteri¢nih ulja

Sastav eteri¢nih ulja je kompleksan jer mogu sadrzavati do 200 razlicitih sastavnica
varijabilnih koncentracija. Osim o vrsti biljke, sastav isto tako ovisi u kakvoj klimi se nalazi i
u kojem godisnjem dobu se bere. Eteri¢na ulja obi¢no imaju 2-3 sastavnice najzastupljenije, u
koncentracijama 20-70 %, dok su ostale sastavnice prisutne u tragovima u koncentracijama do

koli¢ini mozemo pronaci i derivate fenilpropana (Bakkali i sur., 2008).

Terpeni, poznati kao izoprenoidi, najveca su i najraznolikija skupina spojeva pronadena u
etericnim uljima biljaka. Oni su odgovorni za miris, okus i pigment biljke. Kondenzacijom
izoprenih jedinica nastaju terpeni koji se klasificiraju na temelju broja izoprenskih jedinica
(CsHs); monoterpeni koji sadrze dvije, seskviterpeni koji sadrze tri, a diterpeni koji sadrze Getiri
izoprenske jedinice. Terpeni i terpenoidi ¢esto se koriste kao sinonimi, iako postoje blage
razlike medu njima. Terpenoidi su terpeni koji sadrze kisik i dijele se na alkohole, estere,
aldehide, ketone, etere i fenole. Najpoznatiji predstavnici terpenoida su geraniol, mentol, timol
i linalol (Macwan i sur., 2016; Cox-Georgian i sur., 2019). Slika 4 prikazuje strukture mentola,

linalola i geraniola.

Slika 4. Kemijske strukture terpenoida; a) mentola b) linalola c) geraniola

(preuzeto sa https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ ).



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

1.3.2. Antibakterijsko djelovanje eteri¢nih ulja

Buduéi da bakterije razvijaju rezistenciju na antibiotike, sve se viSe obrac¢a pozornost na
antimikrobna svojstva eteri¢nih ulja. Uz to, buduéi da je etericno ulje smjesa velikog broja
kemijskih spojeva, ne postoji specifican mehanizam djelovanja, veé se najvjerojatnije radi o
kaskadnim reakcijama koje pogadaju cijelu bakterijsku stanicu i dovode do njene smrti.
Eteri¢na ulja destabiliziraju stani¢nu strukturu degradacijom stani¢nog zida, oSte¢enjem
stanicne membrane ¢ime dolazi do povecane propusnosti membrane i istjecanja stani¢nog
sadrzaja, iona te gubitka makromolekula i koagulacije unutarstani¢nih komponenata
citoplazme. Smanjuju¢i membranski potencijal remete funkcionalnost protonske pumpe i
uzrokuju smanjenje sinteze ATP-a (Macwan i sur., 2016). Istrazivanje je pokazalo da
monoterpenoid karvakrol moze inhibirati sintezu flagelina i tako joj onemoguciti kretanje. Isto
tako, karvakrol djeluje na proteine vanjske membrane, sprjecavaju¢i ugradivanje i sklapanje
Saperona DnaK i GroEL. Takoder je pokazano da moze inaktivirati razne enzime poput
ATPaze, amilaze, histidin-karboksilaze te proteaze. Eteri¢na ulja posjeduju i moguénost
inhibiranja QS-a (Swamy i sur., 2016). Mehanizmi antimikrobnog djelovanja eteri¢nog ulja
prikazani su na slici 5. Faktori virulencije P. aeruginosa kao §to su stvaranje enzima poput
proteaza, pokretljivost i stvaranje pigmenta piocijanina i biofilma pod utjecajem su QS-a, zato
su se etericna ulja pokazala zanimljivima za daljnja istrazivanja za lijeCenje infekcija

uzrokovanih tom bakterijom.

Cell wall

destruction

Membrane
protein
damage

Coagulation
of cytoplasm

Leakage - Mechaqism of (Hydmlysis of ATP Reduction of
Increasing essential oils R :
of the cell permeability tivi and decreasing in the intracellular
contents miac Wty:i‘;ms L synthesis of ATP ATP pool

Damaging the
cytoplasmic
membrane

Reduction
of proton
motive force

Slika 5. Mehanizmi antimikrobnog djelovanja eteri¢nog ulja (preuzeto i prilagodeno iz Ferdes, 2018).

10



1.3.3. Interakcija izmedu eteri¢nog ulja i antibiotika

Kombinacija konvencionalnih antibiotika i eteri¢nih ulja pokazala se obecavaju¢om
strategijom u prevladavanju bakterijske rezistencije na antibiotike. Interakcija eteri¢nog ulja i
antibiotika moze biti sinergisti¢ka, aditivna, bez djelovanja ili antagonisti¢ka. Sinergisticki
ucinak znaci da jedna od sastavnica potencira djelovanje druge sastavnice, a aditivni ucinak
znaci da kombinacija dviju sastavnica ima djelovanje kao zbroj djelovanja tih sastavnica kada
se koriste zasebno. Antagonisti¢ki ucinak znaci da kombinacija tih dviju sastavnica djeluje
slabije nego svaka od tih sastavnica zasebno. Sinergisticke kombinacije pokazale su
potencijalnu terapijsku primjenu upravo zbog vece djelotvornosti i manje toksi¢nosti njenih
sastavnica. Isto tako zbog visestrukih mehanizama djelovanja, sinergisticke kombinacije mogu
sprijecCiti nastanak rezistencije na antibiotike i time mogu biti u¢inkovite u lijecenju infekcija

sojeva rezistentnih na vise lijekova (Aelenei i sur., 2016).

1.4. Eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L.

Satureja montana L., u narodu poznata kao primorski vrisak, visegodis$nja je biljka koju
pronalazimo u suhim, sunéanim i stjenovitim podrué¢jima Sredozemlja, od Alzira u sjevernoj
Africi, preko Spanjolske, Francuske, Italije i Hrvatske, sve do juga Rusije i Kavkaza. U
Hrvatskoj raste ponajvise u Dalmaciji, Lici te Hrvatskom Primorju (Kustrak, 2005). Pripada
porodici Lamiaceae, porodici iznimno bogatoj eteri¢énim uljima. Eteri¢na ulja biljnih vrsta roda
Satureja, a pogotovo eteri¢no ulje Satureja montana L., poznata su po svojim antiseptickim,
antioksidativnim, antimikrobnim i karminativnim svojstvima. Procijenjeno je da svjeza biljka
sadrzi preko 5 % etericnog ulja, Sto ukazuje na visoki bioloski potencijal. Glavne sastavnice
etericnog ulja biljne vrte Satureja montana L. su monoterpenoidi timol i karvakrol, fenoli
odgovorni za antimikrobno djelovanje eteri¢nog ulja. Karvakrol je odobren za uporabu u hrani
te je klasificiran kao GRAS (engl. Generally Recognized As Safe). Jos sadrzi linalol i p-cimen
koji su pokazali anagletski ucinak, eukaliptol, borneol, limonen te varijabilne koli¢ine
sekundarnih metabolita poput fenolne kiseline, fenilpropanoida, masnih kiselina, tanina i
tokoferola (Maccelli i sur., 2019). Slika 6 prikazuje strukture terpena i terpenoida najvise

zastupljenih u eteriénom ulju biljne vrste Satureja montana L.
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Slika 6. Strukture terpena i terpenoida najvise zastupljenih u eteri¢nom ulju biljne vrste Satureja

montana L. (Preuzeto iz Macceli i sur., 2019).
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1.5. Timol

Timol (2-izopropil-5-metilfenol) je monoterpenoidni fenol koji je prisutan u eteri¢nim
uljima biljaka iz porodice Lamiaceae, ponajvise u rodu Thymus, Satureja, Origanum. Osim u
etericnom ulju biljne vrste Satureja montana L., isto je glavna sastavnica u etericnom ulju biljne
vrste Thymus vulgaris, po kojoj je i dobio ime. Timol se ve¢ dugo koristi u tradicionalnoj
medicini zbog svojeg antibakterijskog (djeluje na Gram-negativne i Gram-pozitivne bakterije)
i antivirusnog djelovanja (herpes simpleks virus tipa 1, humani rinovirus te virus gripe), djeluje
protuupalno te kao antiseptik i ekspektorans, uglavnom u lije¢enju gornjeg diSnog sustava. Isto
tako se koristi za pobolj$anje probave, opustajuci glatke misi¢e (Kowalczyk i sur., 2020). Timol
ima dodijeljen GRAS status ¢ime mu je odobrena primjena u prehrambenoj i kozmetickoj

industriji.

Mehanizam antibakterijskog djelovanja timola nije u potpunosti poznat, no pretpostavlja se da
narusava integritet lipidne frakcije bakterijske plazme vezuéi se na lipidni dvosloj koji dovodi
do gubitka protona poput kalija i time dolazi posljedi¢no do istjecanja unutarstani¢nog sadrzaja.
Isto tako djeluje na enzime koji su ukljuceni u sintezu ATP-a ¢ime dovodi do smanjenog
stvaranja stani¢ne energije, $to dovodi do smrti bakterije. Timol izoliran iz eteri¢nog ulja biljnih
vrsti Thymus zygis i Thymus vulgaris inhibirao je rast bakterije Escherichia coli inducirajuci
permeabilizaciju i depolarizaciju citoplazmatske membrane. Isto tako, inhibirao je rast bakterija
Staphylococcus aureus i Salmonella typhimurium. Timol je pokazao sinergisticku interakciju

sa svim antibioticima testiranim na spomenutim bakterijama (Nagoor Meeran i sur., 2017).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Pseudomonas aeruginosa oportunisticki je patogen koji predstavlja sve veci
javnozdravstveni problem upravo zbog sve rastu¢e rezistencije na konvencionalnu
antimikrobnu terapiju te sve ¢es¢ih klinickih infekcija uzrokovanim zaobilazenjem imunosnog
odgovora domacina. Isto tako, zbog svoje prilagodljivosti na razli¢ite uvjete te brojnih
¢imbenika virulencije, potrebno je pronaci alternativu konvencionalnoj terapiji kako bi izbjegli

novo stvaranje visestruko rezistentnih sojeva.

Eteri¢na ulja od davnina su poznata po svojim antibakterijskim svojstvima, stoga se u
zadnje vrijeme sve vise istrazuje djelovanje eteri¢nih ulja na rast bakterija. Zbog viSestrukog
mehanizma djelovanja etericnog ulja na bakteriju, bakterije uglavnom nije sposobna razviti

rezistenciju na etericna ulja.

Cilj ovog rada je ispitati djelovanje eteri¢nog ulja biljne vrste Satureja montana L. i
timola zasebno i u kombinaciji s antibiotikom tobramicinom na bakterijsku medustani¢nu
komunikaciju (engl. quorum sensing), odnosno na proteoliticku aktivnost i rojenje razli¢itih
sojeva Pseudomonas aeruginosa. Proteoliticka aktivnost i rojenje su pod utjecajem QS sustava

bakterije.
Specifi¢ni ciljevi ovog rada su sljedeéi:

1) Odrediti minimalne inhibitorne koncentracije etericnog ulja biljne vrste Satureja
montana L., timola i aminoglikozidnog antibiotika tobramicina u krutom LB-mediju
s 2 % obranim mlijekom i polukrutom LB-mediju za sojeve Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, BB1285 (rmtD*), PA14 i PAO1,

2) Ispitati utjecaj etericnog ulja biljne vrste Satureja montana L., timola i
aminoglikozidnog antibiotika tobramicina pojedina¢no i u kombinaciji u krutom
LB-mediju s 2 % obranim mlijekom na proteoliticku aktivnost sojeva Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, BB1285 (rmtD*), PA14 i PAO1,

3) Ispitati utjecaj etericnog ulja biljne vrste Satureja montana L., timola i
aminoglikozidnog antibiotika tobramicina zasebno i u kombinaciji u polukrutom
LB-mediju na pokretljivost sojeva Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, BB1285
(rmtD*), PA14 i PAOL.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Bakterije

U ovom istrazivanju koristena je bakterijska vrsta Pseudomonas aeruginosa, cetiri razlicita

soja:

soj ATCC 27853 (American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA);

soj BB1285 (rmtD*) (dobiven ljubaznos¢u profesora Brune Gonzaleza-Zorna, Universidad

Complutense, Madrid, Spanjolska)

soj PA14 (Leibnitz Institute DSMZ — German Collection of Microorganisms and Cell Cultures,
Braunschweig, Germany; kataloski broj DSM 19882)

soj PAOL (Leibnitz Institute DSMZ — German Collection of Microorganisms and Cell Cultures,
Braunschweig, Germany; kataloski broj DSM 1707);

3.1.2. Antibiotici

Tobramicin sulfat (Xellia Pharmaceuticals ApS, Copenhagen, Denmark)

3.1.3. Eteri¢na ulja
Eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L., Lamiaceae (dobiveno ljubaznos¢u prof. dr. sc.
Sande Vladimir-Knezevi¢, Zavod za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta u

Zagrebu)
Timol (Acros Organics)

3.1.4. Standardne kemikalije i otopine
Dimetilsulfoksid, DMSO (Sigma)

Ultradista voda

3.1.5. Hranjivi medij
Za ispitivanje proteoliticke aktivnosti bakterije Pseudomonas aeruginosa koristen je Luria-

Bertani (LB) kruti medij (Difco™, Lennox) s dodatkom obranog mlijeka u prahu: 10 g/L
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tripton, 5 g/L NaCl, 15 g/L agar, 5 g/L kvascev ekstrakt, 20 g/L obrano mlijeko u prahu (Dukat);
konac¢ni pH=7,0 = 0,2.

Za ispitivanje pokretljivosti u obliku rojenja bakterije Pseduomonas aeruginosa koristen je
polukruti LB-medij (0,5 % LB-agar): 10 g/L tripton, 5 g/L NaCl, 5 g/L kvascev ekstrakt
(Difco™, Lennox), 5 g/L agar (Bacto™ Agar); kona¢ni pH=7,0 £ 0,2.

3.1.6. Filteri za sterilizaciju

MS® PTFE Syringe Filters, veli¢ina pora 0,22 pum (Membrane Solution)

3.2. Metode

3.2.1. Priprava otopina eteri¢nog ulja biljne vrste Satureja montana L. i timola

Eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L. dobivena je destilacijom vodenom parom
pomocu Clevenger aparature (dobiveno ljubaznos$éu prof. dr. sc. Sande Vladimir-Knezevic,
Zavod za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta). Timol je komercijalno
nabavljen. Udio timola u eteri¢nom ulju Satureja montana L. iznosi 56.47 %. Navedeni
postotak odreden je analizom u vezanom sustavu plinski kromatograf-spektrometar masa na

Zavodu za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Eteri¢no ulje i timol otopljeni su u DMSO-u do Zeljene koncentracije od 100 mg/mL. U

pokusima su koristene koncentracije od 0,5 mg/mL za timol i eteri¢no ulje.

3.2.2. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije aminoglikozidnog antibiotika
tobramicina

Za potrebe pokusa bilo je potrebno odrediti minimalnu inhibitornu koncentraciju (dalje
u tekstu MIK) aminoglikozidnog antibiotika tobramicina u uvjetima pokusa. To je provedeno
metodom razrjedenja u agaru (engl. agar dilution method) prema prilagodenim CLSI (engl.
Clinical Laboratory Standard Institute) uputama (Balouiri i sur., 2016). Inokulacijom male
koli¢ine bakterijskih stanica Cetiriju sojeva Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853, BB1285
(rmtD*), PA14 i PAO1L) uzgojene su no¢ne kulture u 3 mL tekuc¢eg LB-medija inkubiranog 20
h na 37°C uz potresanje. LB-agar s dodatkom 2 % obranog mlijeka i 0,5 % LB-agar sterilizirani
su autoklaviranjem te ohladeni do 50°C prije dodavanja tobramicina.
Napravljena je pocetna otopina tobramicina u koncentraciji od 0,5 mg/mL i potom sterilizirana

filtracijom kroz MS® PTFE Syringe filter, veli¢ine pora 0,22 pm. Dvostrukim serijskim
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razrjedenjem tobramicina dobivene su nove koncentracije koristene dalje za eksperiment; za LB-
agar s 2 % obranim mlijekom koriStene su koncentracije od 0,5, 2, 4, 81 16 pg/mL, a za 0,5 %
LB-agar 0,5, 2 i 4 pg/mL. Na krutu podlogu inokulirano je 1,5 pL. noéne kulture spomenutih
sojeva bakterija te su ploce inkubirane 16-20 h na 37°C. Kao MIK aminoglikozidnog antibiotika
tobramicina u uvjetima eksperimenta uzima se najniza koncentracija tobramicina pri kojoj dolazi
do inhibicije vidljivog rasta bakterija.

3.2.3 Ispitivanje proteoliticke aktivnosti Pseudomonas aeruginosa

Inokuliranjem bakterijskih sojeva Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, BB1285
(rmtD*), PA14 i PAO1 na kruti LB-medij s dodanim obranim mlijekom odreduje se
polukvantitativnom metodom proteoliticka aktivnost bakterija. Ovaj LB-medij je zamucen
zbog mlije¢nog proteina kazeina koji se nalazi u dodanom obranom mlijeku. Bakterije
razgraduju kazein proteazama 1 zato se oko bakterijskih stanica pojavljuje €ista zona (Filloux 1

Ramos, 2014).

No¢ne kulture sojeva P. aeruginosa ATCC 27853, BB1285 (rmtD*), PA14 i PAOL1 uzgojene
su inokuliranjem bakterija u 3 mL tekuc¢eg LB-medija te inkubirane 20 h pri temperaturi od
37°C uz protresanje. Kulture bakterija se onda nanose na 1,5 % LB-agar ploc¢e s dodanim 2 %
obranim mlijekom. LB-agar i mlijeko pripremaju se u dvostruko ve¢im koncentracijama,
odnosno kao 3 % LB-agar i 4 % obrano mlijeko. Nakon zasebnog autoklaviranja (LB-agar na
temperaturi od 121°C, a mlijeko na 115°C) u trajanju od 15 minuta, slijedi hladenje na 50°C i
nakon toga mijesanje u jednakom omjeru (7,5 mL : 7,5 mL). U tako pripremljeni medij dodano
je eteri¢no ulje Satureja montana L. i timol u koncentracijama od 0,5 mg/mL zasebno ili u
kombinaciji s tobramicinom u subinhibitornim koncentracijama od 0,5 i 2 pg/mL. Prilikom
izlijevanja navedenog medija u Petrijevu zdjelicu, potrebno je obratiti pozornost da se ne stvore
mjehurié¢i zraka. Pripremljene ploce osusene su preko noci te su sljedeci dan inokulirane s 1,5

nL bakterijske kulture i potom inkubirane 16-20 h na 37 °C.
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3.2.4. Ispitivanje pokretljivosti Pseudomonas aeruginosa

Pokretljivost bakterijskih sojeva P. aeruginosa ATCC 27853, BB1285 (rmtD*), PA14 i
PAQO1, odnosno rojenje bakterija ispitivano je na polukrutom LB-mediju s 0,5 % agarom. U
medij se dodaje eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L. ili timol u koncentracijama od
0,5 mg/mL, zasebno i u kombinaciji s aminoglikozidnim antibiotikom tobramicinom u
subinhibitornim koncentracijama od 0,5 pg/mL i 2 pg/mL.
Inokuliranjem bakterija u 3 mL tekuc¢eg LB-medija inkubiranog 20 h na 37°C uz protresanje
uzgojene su noéne kulture sojeva Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, BB1285 (rmtD"),
PA14 i PAO1. U centar ploce inokulirno je 1,5 pL prekonoéne kulture te su ploc¢e inkubirane
24 h na 37 °C (Filloux i Ramos, 2014).

Rezultati su oc¢itani vizualno usporedujuci razlike u na¢inu i mjeri puzanja bakterijskih sojeva

P. aeruginosa.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. REZULTATI

4.1.1 Minimalna inhibitorna koncentracija

Subinhibitorne koncentracije antibiotika utjeCu na pokretljivost te proteoliticku
aktivnost P. aeruginosa koje su pod nadzorom QS sustava, djelujuci kao signalne molekule
(Babic¢ i sur. 2010). Iz tog razloga bilo je potrebno odrediti minimalne inhibitorne koncentracije
antibiotika tobramicina u uvjetima pokusa za odabir subinhibitorne koncentracije u ispitivanju
proteoliticke aktivnosti te pokretljivosti P. aeruginosa. Minimalna inhibitorna koncentracija
odredena je metodom razrjedenja u agaru s prilagodenim CLSI uputama kao Sto je opisano u
poglavlju Materijali i metode. Najniza koncentracija koja vidljivo inhibira rast bakterija uzima

se kao minimalna inhibitorna koncentracija tobramicina.

Tobramicin je dodan u koncentracijama od 0, 5, 2, 4, 8,1 16 pg/mL u LB-agar s 2 % obranog
mlijeka. Slika 7 prikazuje proteoliticku aktivnost sojeva ATCC 27853, BB1285 (rmtD*), PA14
te PAO1 P. aeruginosa na LB-agaru s 2 % obranim mlijekom uz dodatak tobramicina u

koncentracijama od 0,5 pg/mL, 2 pug/mL te 4 ng/mL.

Slika 8 prikazuje proteoliticku aktivnost sojeva P. aeruginosa ATCC 27853, BB1285 (rmtD*),
PA14 te PAOL na LB-agaru s 2 % obranim mlijekom u dodatku tobramicina u koncentracijama

od 8 pg/mL i 16 pg/mL. Rezultati izmjerenih radijusa ¢iste zone su prikazani u Tablici 3.

S

Slika 7. Proteoliti¢ka aktivnost sojeva P. aeruginosa ATCC 27853 (gore desno), BB1285 (rmtD™)
(dolje desno), PA14 (dolje lijevo), PAOL (gore lijevo) na LB-agaru s 2 % dodanim obranim
mlijekom i koncentracijama tobramicina od a) 0,5 pg/mL b) 2 ug/mL ¢) 4 pg/mL.
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Slika 8. Proteoliticka aktivnost sojeva P. aeruginosa ATCC 27853 (gore desno), BB1285 (rmtD*)
(dolje desno), PA14 (dolje lijevo), PAOL (gore lijevo) na LB-agaru s 2 % dodanim obranim
mlijekom i koncentracijama tobramicina od a) 8 ug/mL b) 16 pg/mL.

Tablica 3. Ovisnost radijusa ¢iste zone oko bakterijskih kolonija (u cm) o koncentraciji tobramicina za sojeve P.
aeruginosa BB1285 (rmtD*), PAO1, ATCC 27853 i PA14, na LB-agaru s 2 % dodanim obranim mlijekom.

Sojevi P. aeruginosa
Koncentracija BB1285 PAO1 ATCC 27853 PA14
tobramicina (rmtD%)
(ng/mL)
0,5 0,1 0,6 0,1 0,8
2 0,1 0,15 0,0 0,4
4 0,1 0,0 0[0 OIO
8 0,1 0,0 0,0 0,0
16 0,1 0,0 0,0 0,0

Kako se povecava koncentracija tobramicina, tako je sve veca inhibicija proteoliticke aktivnosti
sojeva ATCC 27853, PAO1 i PA14, pri ¢emu je najizraZenija inhibicija soja PAOL, dok ne
dolazi do vidljive promjene na proteoliticku aktivnost soja BB1285 (rmtD*). Pri
koncentracijama tobramicina od 4 pg/mL na vise, proteoliticka aktivnost bakterijskih sojeva

ATCC 27853, PAO1 i PA14 je gotovo potpuno inhibirana.
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Budu¢i da je vidljiv rast bakterija i pri koncentraciji od 16 pg/mL, minimalna inhibitorna
koncentracija tobramicina za sva Cetiri soja P. aeruginosa na LB-agaru s 2 % obranim mlijekom

jevecaod 16 pg/mL.

Tobramicin u koncentraciji od 0,5, 2 i 4 pg/mL dodan je u polukrutu LB-podlogu s 0,5 %
agarom. Slika 9 prikazuje rojenje sojeva P. aeruginosa ATCC 27853, BB1285 (rmtD*), PA14
i PAO1 na 0,5 % LB-agaru s dodanim koncentracijama od 0,5 ug/mL, 2 ug/mL te 4 pg/mL.
Vrijednosti promjera kolonija bakterija dani su u Tablici 4.

Slika 9. Rojenje sojeva P. aeruginosa ATCC 27853 (gore lijevo), BB1285 (rmtD*) (gore
desno), PA14 (dolje desno), PAO1 (dolje lijevo) na polukrutoj LB-podlozi s 0,5 % agarom s
dodatkom tobramicinau koncentraciji od a) 0,5 pg/mL b)2 pg/mL c) 4 pg/mL.

Tablica 4. Ovisnost promjera bakterijskih kolonija (u cm) o koncentraciji tobramicina za sojeve P. aeruginosa
BB1285 (rmtD*), PAO1, ATCC 27853 i PA14 na0,5 % LB-agaru.

Sojevi P. aeruginosa
Koncentracija BB1285 PAO1 ATCC 27853 PA14
tobramicina (rmtD%)
(ng/mL)
0,5 1,0 1,0 0,7 0,9
2 1,0 0,5 0,3 0,4
4 1,0 0,2 0,1 0,2
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Rezultati pokazuju da minimalna inhibitorna koncentracija tobramicina za sojeve P. aeruginosa
ATCC 27853, PA14 i PAO1 na 0,5 % LB-agaru iznosi 4 ng/mL. Ne vrijedi isto za soj BB1285
(rmtD™) jer posjeduje rezistenciju na tobramicin i ostale aminoglikozidne antibiotike, zbog
preinacenja veznog mjesta za aminoglikozidne antibiotike pomoc¢u 16S rRNA metil-transferaze

RmtD pa se ovdje o¢ekuju puno vise vrijednosti (Gutierrez i sur., 2013).

Subinhibitorne koncentracije antibiotika tobramicina od 0,5 i 2 pg/mL koriStene su u daljnjem

istrazivanju.

4.1.2. Udinak eteri¢nog ulja vrste Satureja montana L., timola i tobramicina na

proteoliticku aktivnost razli¢itih sojeva Pseudomonas aeruginosa

Zamuceni LB-medij s 2 % obranim mlijekom koristen je pri ispitivanju proteoliticke aktivnosti
razli¢itih sojeva P. aeruginosa polukvantitativnom metodom. P. aeruginosa razli¢itim
proteazama razgraduje protein kazein koji se nalazi u mlijeku 1 pritom stvara ¢istu zonu oko
bakterije. Dodavanjem supstanci u medij moze do¢i do promjene u proteolitickoj aktivnosti
koja se ocituje razlikom u polumjeru cCiste zone oko bakterije. U ovom radu ispitano je kako
djeluje antibiotik tobramicin i eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L. (dalje u tekstu:
satureja) te timola, zasebno ili u kombinaciji s tobramicinom. Prema prijasnjim istrazivanjima,
subinhibitorne koncentracije od 0,5 mg/mL eteri¢nog ulja satureje i timola, samostalno i u
kombinaciji s tobramicinom, ucinkovite su u inhibiciji tvorbe biofilma P. aeruginosa
(Andric¢evi¢, 2019.). Stoga je u ovom radu za eksperiment koriStena subinhibitorna

koncentracija eteri¢nog ulja satureje i timola od 0,5 mg/mL.

Rezultati djelovanja etericnog ulja satureje, timola i tobramicina na proteliticku aktivnost
sojeva P. aeruginosa usporedno s netretitranim bakterijama prikazani su na slikama 10-14 te u
tablici 5.

Slika 10 prikazuje proteoliti¢ku aktivnost sojeva P. aeruginosa ATCC 27853, BB1285 (rmtD™),
PA14 te PAO1 na LB-mediju s 2 % obranim mlijekom.
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Slika 10. Proteoliti¢ka aktivnost bakterijskih sojeva P. aeruginosa a) ATCC 27853, b) PAOL, c) PA14 i d)
BB1285 (rmtD™) na LB-agaru s 2 % obranim mlijekom.
PA14 pokazuje najvecu proteoliticku aktivnost, zatim slijedi PAO1, dok sojevi ATCC 27853,
a pogotovo BBB1285 (rmtD™*) pokazuju slabiju proteoliti¢ku aktivnost.

Slika 11 prikazuje proteoliticku aktivnost sojeva P. aeruginosa ATCC 27853, BB1285 (rmtD™),
PA14 i PAOL na LB-agaru s 2 % obranim mlijekom uz dodatak subinhibitornih koncentracija
tobramicina u iznosu od 0,5 pg/mL i 2 pg/mL.

Slika 11. Proteoliticka aktivnost bakterijskih sojeva P. aeruginosa ATCC 27853 (gore desno), BB1285 (rmtD+)
(dolje desno), PA14 (dolje lijevo) te PAO1 (gore lijevo) na LB-agaru s 2 % obranim mlijekom uz dodatak
subinhibitornih koncentracija tobramicina od a) 0,5 pg/mL i b) 2 pg/mL.

23



Cista zona oko bakterijskih kolonija sojeva P. aeruginosa uz dodatak subinhibitorne
koncentracije tobramicina od 0,5 pg/mL nije promijenjena u odnosu na kontrolnu skupinu $to
znaci da nije doSlo do promjene proteolitiCke aktivnosti sojeva P. aeruginosa. No, dodatkom
koncentracije od 2 pg/mL vidljivo je smanjenje Cistih zona oko bakterijskih kolonija §to ukazuje

na smanjenu proteolitiCku aktivnost sojeva P. aeruginosa.

Slika 12 prikazuje proteoliticku aktivnost sojeva P. aeruginosa ATCC 27853, BB1285 (rmtD™),
PA14 i PAOL na LB-agaru s 2 % obranim mlijekom uz dodatak subinhibitornih koncentracija

eteri¢nog ulja satureje te timola u iznosu od 0,5 mg/mL.

Slika 12. Proteoliticka aktivnost bakterijskih sojeva P. aeruginosa ATCC 27853 (gore desno), BB1285
(rmtD*) (dolje desno), PA14 (dolje lijevo) te PAOL (gore lijevo) na LB- agaru s 2 % obranim mlijekom

uz dodatak subinhibitornih koncentracija u iznosu od 0,5 mg/mL a) eteri¢nog ulja satureje i b) timola.

Dodatkom etericnog ulja satureje, uvida se blago poveéanje proteoliticke aktivnosti P.
aeruginosa soja ATCC 27853 i soja BB1285 (rmtD™*). Kod soja PAO1 nema promjene, a kod
soja PA14 postoji vidljivo smanjenje proteoliticke aktivnosti. Dodatkom timola, ne uocava se
promjena proteoliticke aktivnosti P. aeruginosa soja ATCC 27853 u odnosu na kontrolnu
skupinu, dok kod soja BB1285 (rmtD*) dolazi do blagog povecanja proteoliticke aktivnosti.

24



Kod soja PAl14 i PAO1 dolazi do inhibicije proteolitiCke aktivnosti, jaeg inteziteta nego

dodatko eteri¢nog ulja satureje, pogotovo kod PAO1 gdje je ta promjena najvidljivija.

Usporedno s djelovanjem tobramicina, eteri¢no ulje satureje i timola pokazuje jace djelovanje
u inhibiciji proteoliticke aktivnosti soja PA14 nego tobramicin koncentracije 0,5 pg/mL, a
slabije nego tobramicin koncentracije 2 pg/mL. Takoder, timol pokazuje jacu inhibiciju
proteoliti¢ke aktivnosti soja PAO1 nego tobramicin koncentracije 0,5 pg/mL. Tobramicin u
koncentraciji od 2 pg/mL je pokazao jace djelovanje u inhibiciji proteoliticke aktivnosti soja
PAOI nego eteri¢no ulje satureje, a jednako djelovanje u inhibiciji proteoliticke aktivnosti kao
i timol.

Slika 13 prikazuje proteoliticku aktivnost sojeva P. aeruginosa ATCC 27853, BB1285 (rmtD™),
PA14 i PAO1 na LB-agaru s 2 % obranim mlijekom uz dodatak eteri¢nog ulja satureje u

koncentraciji od 0,5 mg/mL zajedno s tobramicinom u koncentracijama od 0,5 pug/mL i 2

pg/mL.

Slika 13. Proteoliti¢ka aktivnost bakterijskih sojeva P. aeruginosa ATCC 27853 (gore desno), BB1285
(rmtD™) (dolje desno), PA14 (dolje lijevo) te PAOL (gore lijevo) na LB- agaru s 2 % obranim mlijekom

uz dodatak eteri¢nog ulja satureje U koncentraciji od 0,5 mg/mL i subinhibitorne koncentracije

tobramicina u iznosu od a) 0,5 pg/mL i b) 2 pg/mL.
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Povecava se inhibicija proteolitiCke aktivnosti P. aeruginosa sojeva PA14 i PAO1 porastom
koncentracije dodanog tobramicina. Takoder, uvidamo kako dolazi do sinergistickog djelovanja
etericnog ulja satureje 1 tobramicina i za nizu i za visu koncentraciju jer je jacina inhibitornog
djelovanja na proteoliti¢ku aktivnost veéa nego eteri¢no ulje i tobramicin zasebno. Sojevi
ATCC 27853 i BB1285 (rmtD*) ne pokazuju razliku u jacini proteolitiCke aktivnosti porastom
koncentracije tobramicina. Takoder, kod sojeva ATCC 27853 i BB1285 (rmtD*), uvidamo
kako kombinacijom eteri¢nog ulja satureje i tobramicina dolazi do jace inhibicije proteoliticke

aktivnosti nego eteri¢nog ulja satureje i timola zasebno.

Usporedno s nizom i viSom koncentracijom tobramicina, jacina inhibicije proteoliticke
aktivnosti soja ATCC 27853 se ne razlikuje od kombinacije tobramicina i eteri¢nog ulja
satureje. Kod soja BB1285 (rmtD*) vidiljivo je kako kombinacija eteri¢nog ulja satureje i
tobramicina pokazuje jace inhibitorno djelovanje nego eteri¢no ulje zasebno, no nisu uoéene

vidljive promjene u proteolitickoj aktivnosti kada usporedujemo sa Samim tobramicinom.

Slika 14 prikazuje proteoliticku aktivnost sojeva P. aeruginosa ATCC 27853, BB1285 (rmtD™),
PA14 i PAO1 na LB-agaru s 2 % obranim mlijekom uz dodatak timola u koncentraciji od 0,5

mg/mL zajedno s tobramicinom u koncentracijama od 0,5 pg/mL i 2 pg/mL.

a)

Slika 14. Proteoliti¢ku aktivnost sojeva P. aeruginosa ATCC 27853 (gore desno), BB1285 (rmtD*)
(dolje desno), PA14 (dolje lijevo) i PAOL1 (gore lijevo) na LB-agaru s 2 % obranim mlijekom uz

dodatak timola u koncentraciji od 0,5 mg/mL zajedno s tobramicinom u koncentracijama od a) 0,5
pg/mL ib) 2 pg/mL.
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Porastom koncentracije tobramicina poveéava se inhibitorno djelovanje na proteoliticku
aktivnost svih P. aeruginosa sojeva osim kod soja BB1285 (rmtD*), dok je ta promjena
najvidljivija kod sojeva PAOL i PAl4. Isto tako, kombinacijom timola i tobramicina nize
koncentracije, inhibicija proteoliticke aktivnosti je ve¢a nego dodatkom samog timola, za soj
PA14, dok za soj PAOI1 timol zasebno inhibira jace proteoliti¢ku aktivnost Sto ukazuje na

antagonisticko djelovanje timola i tobramicina za taj soj.

Usporedno s pokusom gdje je dodan sam tobramicin, sinergi¢nim djelovanjem timola i
tobramicina je inhibicija proteolitiCke aktivnosti vidljivo veca za sojeve PAl4 i PAOLl. U
pokusu gdje je dodano eteri¢no ulje satureje i tobramicin, kombinacija timola i tobramicina jace
inhibira proteoliticku aktivnost sojeva ATCC 27853, PA14 i PAOL, dok soj BB1285 (rmtD*)

ne pokazuje vidljivo smanjenje proteoliticke aktivnosti.

Tablica 5 sumarno prikazuje ovisnost radijusa ¢istih zona razli¢itih sojeva P. aeruginosa na
LB-agaru s 2 % dodanim obranim mlijekom o dodanim supstancama u navedenim

koncentracijama.
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Tablica 5. Polumjer ¢istih zona oko bakterijskih kolonija P. aeruginosa sojeva, BB1285 (rmtD*), PAO1, ATCC
27853 i PA14 u centimetrima bez i nakon dodatka tobramicina, eteri¢nog ulja satureje i timola u navedenim

koncentracijama.

Dodana supstanca Sojevi P. aeruginosa
BB1285 PAO1 ATCC 27853 PA14
(rmtD*)
4] 0,10 0,60 0,10 0,80
Tobramicin 0,10 0,60 0,10 0,80
0,5 pg/mL
Tobramicin 0,10 0,15 0,00 0,40
2 pug/mL
Tobramicin 0,10 0,00 0,00 0,00
4 pg/mL
Tobramicin 0,10 0,00 0,00 0,00
8 pg/mL
Tobramicin 0,10 0,00 0,00 0,00
16 pg/mL
Etericno ulje 0,25 0,60 0,25 0,70
satureje 0,5 mg/mL
Timol 0,5 mg/mL 0,30 0,15 0,10 0,60
Eteric¢no ulje 0,10 0,50 0,10 0,70
satureje 0,5 mg/mL
i tobramicin
0,5 pyg/mL
Eteri¢no ulje 0,10 0,10 0,00 0,20
satureje 0,5 mg/mL
i tobramicin
2 ug/mL
Timol 0,5 mg/mL i 0,10 0,35 0,10 0,55
tobramicin 0,5
pg/mL
Timol 0,5 mg/mL i 0,10 0,10 0,00 0,10

tobramicin 2 ug/mL

4.1.3. Rojenje Pseudomonas aeruginosa

Rojenje, koje je vazan Cimbenik virulencije pod utjecajem QS sustava P. aeruginosa,
koordinirano je kretanje bakterija na polukrutom mediju kao sto je LB-medij s 0,5 % agarom
koji je koristen u ovom pokusu. U takvom mediju bakterija najéeS¢e pokazuje dendriticke
uzorke rojenja s vise slojeva grananja (Kollaran i sur., 2019.). Rezultati pokusa prikazani su
slikama 15-18 kao slike Petrijevih zdjelica te tablicom 6 gdje je prikazan njihov promjer

pokretljivosti.
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Slika 15 prikazuje Petrijeve zdjelice netretiranih bakterijskih sojeva P. aeruginosa ATCC
27853, BB1285 (rmtD™*), PA14 i PAO1 na 0,5 % LB-agaru te one sluze kao kontrolna skupina
pomocu koje usporedujemo uspjesnost inhibicije rojenja bakterijskih kolonija nakon dodatka

tobramicina, eteri¢nog ulja satureje i timola.

Slika 15. Pokretljivost sojeva P. aeruginosa na 0,5 % LB-agaru: a) ATCC 27853; b) BB1285 (rmtD*);
c) PA14; d) PAOL.

Bakterijski soj PA14 pokazuje najvecu sposobnost rojenja. Zatim po sposobnosti rojenja slijedi
soj PAOL1, dok sojevi ATCC 27853 i BB1285 (rmtD*) ne pokazuju sposobnost rojenja na 0,5
% LB-agaru.
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Slika 16 prikazuje Petrijeve zdjelice bakterijskih sojeva P. aeruginosa ATCC 27853, BB1285
(rmtD*), PA14 i PAO1 na 0,5 % LB-agaru nakon dodatka eteri¢nog ulja satureje i timola u

koncentracijama od 0,5 mg/mL.

a)

Slika 16. Rojenje bakterijskih sojeva P. aeruginosa ATCC 27853(gore lijevo), BB1285 (rmtD*) (gore
desno), PA14 (dolje desno) i PAO1 (dolje lijevo) na 0,5 % LB-agaru nakon dodatka: a) eteriénog ulja
satureje; b) timola u koncentraciji od 0,5 mg/mL.
Eteri¢no ulje satureje i timol inhibiraju rojenje bakterijskih sojeva PA14 i PAOL i ATCC 27853
dok rojenje soja BB1285 (rmtD*) ostaje nepromijenjen usporedno s kontrolnom skupinom.
Timol je pokazao jacu inhibiciju rojenja sojeva PA14, PAOLl i ATCC 27853 naspram
etericnom ulju satureje. Tobramicin je pokazao vecu inhibiciju rojenja sojeva ATCC 27853,

PA14 1 PAOI od eteri¢nog ulja satureje i1 timola.

Slika 17 prikazuje Petrijeve zdjelice bakterijskih sojeva P. aeruginosa ATCC 27853, BB1285
(rmtD*), PA14 i PAOL1 na 0,5 % LB-agaru nakon dodatka eteri¢nog ulja satureje u koncentraciji
od 0,5 mg/mL i tobramicina u koncentracijama od 0,5 pg/mL i 2ug/mL.
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Slika 17. Rojenje bakterijskih sojeva P. aeruginosa ATCC 27853 (gore lijevo), BB1285 (rmtD*) (gore
desno), PA14 (dolje desno) i PAO1 (dolje lijevo) na 0,5 % LB-agaru nakon dodatka eteri¢nog ulja

satureje u koncentraciji od 0,5 mg/mL i tobramicina u koncentracijama od a) 0,5 pg/mL i b) 2 pg/mL.

Eteri¢no ulje satureje i tobramicin jace djeluju na inhibiciju rasta bakterijskih sojeva PA14,
PAO1 i ATCC 27853 od eteri¢nog ulja samoga, no jednakim intenzitetom za sojeve PA14 i
PAO1 kao i tobramicin u koncentraciji od 0,5 pg/mL, a manjim intenzitetom nego tobramicin
pri koncentraciji od 2 ug/mL. To ukazuje na antagonisticki ucinak eteri¢nog ulja satureje kod
obje koncentracije tobramicina.

Rojenje bakterijskog soja BB1285 (rmtD*) se ne mijenja usporedno s kontrolnom skupinom.

Slika 18 prikazuje Petrijeve zdjelice bakterijskih sojeva P. aeruginosa ATCC 27853, BB1285
(rmtD*), PA14 i PAOL na 0,5 % LB-agaru nakon dodatka timola u koncentracijama od 0,5
mg/mL i tobramicina u koncentracijama od 0,5 pg/mL i 2 pg/mL.

31



Slika 18. Rojenje bakterijskih sojeva P. aeruginosa ATCC 27853 (gore lijevo), BB1285 (rmtD*) (gore desno),
PA14 (dolje desno) i PAOL1 (dolje lijevo) na 0,5 % LB-agaru nakon dodatka timola u koncentraciji od 0,5

mg/mL i tobramicina u koncentracijama od a) 0,5 pg/mL i b) 2 ng/mL.

Timol u kombinaciji s obje koncenracije tobramicina jace inhibira rojenje sojeva PA14 i PAO1
od timola samog te eteri¢nog ulja satureje i tobramicina zajedno. Jednakog intenziteta inhibira
rojenje kao i tobramicin zasebno pri nizim i vi§im koncentracijama, $to ukazuje na

antagonisticki u€inak timola na tobramicin za te sojeve.

Inhibicija timola i tobramicina na rojenje bakterijskog soja ATCC 27853 je slabijeg intenziteta
nego tobramicin zasebno pri viS§im i nizim koncentracijama $to ukazuje na antagonisticki u¢inak
timola na tobramicin za taj soj. Bakterijski soj BB1285 (rmtD™) ostaje nepromijenjen usporedno

s kontrolnom skupinom.

Tablica 6 prikazuje ovisnost promjera pokretljivosti sojeva ATCC 27853, BB1285 (rmtD*),

PA14 i PAO1 na 0,5 % LB-agaru o dodatku tvari u navedenim koncentracijama. Rezultati za
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promjer pokretljivosti za tobramicin u koncentracijama od 0,5, 2 i 4 ug/mL preuzeti su iz tablice

4.

Tablica 6. Ovisnost promjera (u cm) pokretljivosti sojeva ATCC 27853, BB1285 (rmtD*), PA14 i PAO1 na 0,5

% LB-agaru o dodatku tvari u navedenim koncentracijama.

Dodana supstanca

Sojevi P. aeruginosa

BB1285 PAO1 ATCC 27853 PA14
(rmtD*)
@ 1,0 4,0 1,3 9,0
Tobramicin 1,0 1,0 0,7 0,9
0,5 pg/mL
Tobramicin 1,0 0,5 0,3 0,4
2 ug/mL
Tobramicin 1,0 0,2 0,1 0,2
4 pg/mL
Etericno ulje 1,0 1,6 1,2 1,4
satureje 0,5 mg/mL
Timol 0,5 mg/mL 1,0 1,2 0,8 1,0
Eteric¢no ulje 1,0 1,0 1,0 0,9
satureje 0,5 mg/mL
i tobramicin
0,5 pyg/mL
Eteric¢no ulje 1,0 0,6 0,4 0,5
satureje 0,5 mg/mL
i tobramicin
2 pug/mL
Timol 0,5 mg/mL i 1,0 1,0 0,9 0,9
tobramicin
0,5 pg/mL
Timol 0,5 mg/mL i 1,0 0,5 0,4 0,4

tobramicin 2 pg/mL
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4.2. RASPRAVA

Pseudomonas aeruginosa je sveprisutna okolisna Gram-negativna bakterija koja je sve
¢esce znacajni patogeni ¢imbenik teskih infekcija. Upravo zbog svoje otpornosti na antibiotike
I mogucénosti stvaranja biofilma, kod imunokompromititranih pacijenata, a pogotovo kod onih
koji boluju od cisticne fibroze, infekcija bakterijom P. aeruginosa znafajno povecava
morbiditet te smrtnost (Mielko i sur., 2019). Iz tih razloga trazimo alternativne nacine lijeCenja
infekcije, budu¢i da koristenje ve¢e doze antibiotika dovodi do Stetnih nuspojava i dalje potice
nastanak 1 Sirenje rezistencije. Kao nove metode lijeCenja pojavljuju se eteri¢na ulja. Eteri¢na
ulja, lako hlapljive tekucine glavnim sastavom smjesa terpena i terpenoida, poznata su po
svojom antimikrobnom djelovanju. Eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L. (dalje u
tekstu: satureja) pokazalo je antibakterijsko i antifungalno djelovanje. Antimikrobnom
djelovanju najvise pridonose glavne sastavnice, koje su u ovom slucaju strukturni izomeri timol
i karvakrol (Skoc¢ibusi¢ i Bezi¢, 2004.). U eteriénom ulju Satureja montana L. udio timola je
56,47 %, sto dodatno implicira da je zasluzan za antimikrobno djelovanje eteri¢nog ulja.
Mehanizam djelovanja eteri¢nog ulja i njene glavne sastavnice timola nije u potpunosti
razjasnjen, stoga ne mozemo zakljuciti ho¢e li u kombinaciji s antibiotikom do¢i do
antagonistickog ili sinergistickog ucinka. Isto tako, uc¢inak ovisi i 0 bakterijskom soju P.
aeruginose koji se ispituje, a u ovom radu su promatrani sojevi P. aeruginosa ATCC 28753,
BB1285 (rmtD+), PA14 i PAO1. Sojevi su razlicitih svojstava, pogotovo u sposobnosti rojenja,

rezistenciji na antibiotike te proteoliti¢koj aktivnosti.

U prvom dijelu rada ispitano je kako eteri¢no ulje satureje i timol te antibiotik tobramicin
djeluju zasebno, a zatim u kombinaciji s tobramicinom na proteoliticku aktivnost bakterije.
Proteolitickom aktivnoséu P. aeruginosa omoguceno je izbjegavanje imunosnog odgovora i
unistavanje tkiva domacina, stoga se smatra jednim od najvaznijih faktora virulencije.
Enzimskom aktivnoSc¢u proteaza bakterije razgraduje se kazein iz mlijeka pri ¢emu nastaje Cista
zona oko bakterijskih koloniija koju promatramo na LB-agar plo¢ama s 2 % dodanim mlijekom.
Ako dolazi do inhibicije proteoliti¢ke aktivnosti dodavanjem navedenih susptanci, radijus Ciste
zone oko bakterije se smanjuje u odnosu na netretiranu, kontrolnu skupinu. U slu¢aju
tobramicina, pri koncentraciji od 0,5 ug/mL ne dolazi do promjene u radijusu u odnosu na
netretirane bakterije, a pove¢anjem koncentracije dolazi do proporcionalnog smanjenja Ciste
zone, odnosno dolazi do jaée inhibicije proteoliticke aktivnosti svih sojeva P. aeruginosa osim

soja BB1285 (rmtD+). Soj BB1285 (rmtD+) nije pokazao promjenu u radijusu Ciste zone
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povecanjem koncentracije tobramicina upravo zbog svoje rezistencije na aminoglikozidne
antibiotike omoguéene 16S rRNA metil-transferazom RmtD koja preina¢enjem veznog mjesta,
odnosno nukleotida na mjestu A u 16S rRNA, sprje¢ava njegovo vezanje i time smanjuje
ucinkovitost antibiotika (Gutierrez i sur., 2013, Mori¢ i sur., 2010). Eteri¢no ulje satureje i timol
djeluju inhibitorno na proteoliticku aktivnost soja PA14. Eteri¢no ulje satureje nije pokazalo
inhibitorni u¢inak na proteoliticku aktivnost sojeva PAO1 i BB1285 (rmtD+) u usporedbi s
kontrolnom skupinom. U sluc¢aju soja BB1285 (rmtD+) i ATCC 27853 doslo je do pojacavanja
proteoliticke aktivnosti dodavanjem etericnog ulja satureje, a dodavanjem timola doslo je do
pojacavanja proteoliticke aktivnosti samo za soj BB1285 (rmtD+). Timol jace inhibira
proteoliticku aktivnost sojeva PAOLl i PAl14 nego etericno ulje satureje. Tobramicin
koncentracije 0,5 pug/mL 1 etericno ulje satureje zasebno ne pokazuju promjenu u inhibiciji
proteoliticke aktivnosti usporedno s kontrolnom skupinom. Usporedno s tobramicinom
koncentracije 2 pg/mL, eteri¢no ulje satureje slabije inhibira proteoliticku aktivnost soja PA14,
dok timol slabije inhibira soj PA14, a soj PAOL timol inhibira jednakim intezitetom kao i
tobramicin. Kombinacijom eteri¢nog ulja satureje te timola u koncentraciji od 0,5 mg/mL i
tobramicina koncentracije 0,5 pg/mL doslo je do inhibicije proteolitiCke aktivnosti za sojeve
PAO1 i PA14, dok su sojevi ATCC 27853 i BB1285 (rmtD+) ostali nepromijenjeni u odnosu
na kontrolnu skupinu. U kombinaciji s tobramicinom koncentracije 2 pg/mL dolazi do
inhibicije proteoliticke kativnosti kod svih sojeva osim soja BB1285 (rmtD+), s time da je
kombinacija timola i tobramicina pokazala jacu inhibiciju nego etericno ulje satureje i
tobramicina. Uvidamo kako dolazi do sinergistickog djelovanja eteri¢nog ulja satureje i timola
s tobramicinom za soj PA14 jer zasebno slabije inhibiraju proteoliticku aktivnost. Isto tako,
kombinacijom timola i tobramicina niZe koncentracije, timol zasebno jace inhibira proteoliticku
aktivnost soja PAOL1 sto ukazuje na antagonisticko djelovanje timola i tobramicina u ispitanoj

kombinaciji za taj soj.

U drugom dijelu rada ispitan je ucinak etericnog ulja satureje i timola te tobramicina, u
kombinaciji ili zasebno, na rojenje sojeva P. aeruginosa ATCC 28753, BB1285 (rmtD+), PA14
i PAO1 na plo¢i s 0,5 % LB-agarom. Rojenje P. aeruginosa je pod utjecajem QS sustava te je
zajedno s proteolitiCkom aktivno$¢u bitan faktor virulencije zbog olakSanog Sirenja bakterije.
No, bakteriji je za rojenje potrebna proizvodnja ramnolipida koji sluze kao surfaktant te
funkcionalne flagele tipa IV koje omogucuju bakteriji olakSano kretanje kroz medij. Promatran
je promjer bakterijske kolonije koji je dobar indikator za pokretljivost, odnosno rojenje

bakterija, a inhibicija pokretljivosti dodanim supstancama promatrana je smanjenjem promjera

35



kolonije. Svaki soj je pokazao razliCitu pokretljivost na polukrutom mediju. Netretirane
bakterije su posluzile kao kontrolna skupina koja pokazuje kakvu sposobnost rojenja imaju
pojedini sojevi. Soj PA14 je pokazao najvecu sposobnost, a zatim slijedi soj PAOL. Soj ATCC
27853 pokazuje jedva primjetnu sposobnost rojenja, a soj BB1285 (rmtD+) ne pokazuje
sposobnost rojenja. Tobramicin u subinhibitornim koncentracijama je pokazao veliki u¢inak u
inhibiciji rojenja sojeva ATCC 27853, PA14 i PAOL, dok soj BB1285 (rmtD+) zbog svoje
rezistencije na aminoglikozidne antibiotike nije pokazao nikakvu promjenu u rojenju u odnosu
na kontrolnu skupinu. Inhibicija pokretljivosti sojeva ATCC 27853, PAl14 i PAO1
proporcionalna je povecanju koncentracije tobramicina. Etericno ulje satureje i timol inhibiraju
rojenje sojeva ATCC 27853, PA14 i PAQO1, no slabije nego tobramicin koncentracije 0,5 i 2
pug/mL. Timol jac¢im intenzitetom inhibira rojenje nego eteri¢no ulje satureje. Kombinacijom
eteri¢nog ulja satureje ili timola s tobramicinom koncentracije 0,5 ug/mL dolazi do inhibicije
sojeva PA14 i PAQO1, jednakim intenzitetom za obje kombinacije. Tobramicin koncentracije
0,5 ng/mL zasebno jace inhibira rojenje soja ATCC 27853, a jednakom ja¢inom rojenje sojeva
PAOI1 i PA14 nego u kombinaciji s etericnim uljem satureje ili timolom. To ukazuje na
antagonisticko djelovanje eteri¢nog ulja satureje, odnosno timola na tobramicin u tom omjeru
koncentracija. Za kombinaciju eteri¢nog ulja satureje ili timola s tobramicinom koncentracije 2
pg/mL dolazi do jace inhibicije timolom nego eteri¢nim uljem satureje za sojeve ATCC 27853,
PA14 i PAOL. Kombinacija eteriénog ulja satureje i tobramicina viSe koncentracije slabije
inhibira navedene sojeve nego tobramicin u istoj koncentraciji zasebno. Timol i tobramicin u
jednakom intenzitezu inhibiraju sojeve PAO1 i PA14, a slabije soj ATCC 27853 nego
tobramicin u istoj koncentraciji samostalno. Sve to dodatno upucuje na antagonisti¢ko
djelovanje eteri¢nog ulja satureje i timola na inhibitorno djelovanje tobramicina za te sojeve u
ispitanim koncentracijama. Soj BB1285 (rmtD+) ni u jednom slucaju nije pokazao promjenu

promjera kolonije bakterija.

Mehanizam antagonistickog, a i sinergistickog djelovanja sastavnica eteri¢nog ulja satureje i
timola na tobramicin nije do kraja razjasnjen. No, takav se ucinak ve¢ vidio u istraZivanju
utjecaja na biofilm prethodno napravljenom u laboratoriju (Andricevi¢, 2019). Rezultati
istrazivanja pokazali su kako eteri¢no ulje satureje i timol u odredenom rasponu koncentracija
djeluju antagonisticki na tobramicin jer umanjuju ucinak samog tobramicina na rast
planktonskih stanica i tvorbu biofilma P. aeruginosa. S druge strane, uoceno je kako u drugom
rasponu koncentracija eteri¢énog ulja satureje i timola dolazi do sinergistickog djelovanja na

tobramicin u suzbijanju rasta planktonskih stanica i tvorbu biofilma bakterije. Treba naglasiti
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kako su u svom rasponu koncentracija, eteri¢no ulje satureje i timol inhibirali rast planktonskih
stanica P. aeruginosa. U drugom istrazivanju napravljenom u laboratoriju (Kerner, 2021),
eteri¢na ulja biljnih vrsta Micromeria thymifolia (Scop.) Fritsch i Calamintha officinalis, koje
obje pripadaju porodici Lamiaceae, pokazala su dvojako djelovanje na tobramicin te samim

time na intenzitet inhibicije pokretljivosti P. aeruginosa.

Isto tako, poCetna implikacija da je timol, kao glavna sastavnica eteri¢nog ulja satureje, zasluzna
za antimikrobno djelovanje eteri¢nog ulja dodatno je potrvdena rezultatima ovoga rada buduci
da je zasebno timol pokazao inhibiraju¢e djelovanje na rojenje i proteoliticku aktivnost, k tome
jaceg inteziteta nego eteri¢no ulje satureje. Sve ovo upucuje da su potrebna daljnja istrazivanja
mehanizma djelovanja kako bismo mogli sa sigurno$¢u napraviti potreban omjer eteri¢nog ulja,
odnosno timola s tobramicinom kako bismo postigli Zeljeni sinergisticki uc¢inak na inhibiciju P.
aeruginosa. Pritom ne smijemo zaboraviti kako razli¢iti sojevi djeluju razli¢ito na dodane

susptrance te je time trazenje optimalnog omjera izazovan pothvat.
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5. ZAKLJUCAK

Iz provedenog istrazivanja 1 dobivenih rezultata mozemo izvesti sljedece zakljucke:

- Tobramicin u koncentraciji od 2 pg/mL je dovoljan za inhibiciju proteoliticke aktivnosti, a u
koncentraciji od 0,5 ug/mL inhibira rojenje sojeva ATCC 27853, PA14 i PAOL. Tobramicin
nije pokazao inhibitorni uc¢inak na soj BB1285 (rmtD+), upravo zbog njegove rezistencije na

aminoglikozidne antibiotike.

- Eteri¢no ulje Satureja montana L. djeluje inhibitorno na proteoliticku ativnost soja PA14, za
soj PAO1 nema izrazen u¢inak, dok za soj ATCC 27853 1 BB1285 (rmtD+) djeluje promotivno
na proteoliticku aktivnost. Timol djeluje inhibitorno na proteoliticku aktivnost za soj PA14 i
PAOL, promotivno za soj BB1285 (rmtD+), a za soj ATCC 27853 nema izraZzen uéinak.
Eteri¢no ulje Satureja montana L i timol imaju isti u¢inak na rojenje. Djelovanje na ATCC
27853, PAOL i PA14 je inhibitorno, a na soj BB1285 (rmtD+) nema ucinka. Timol pokazuje

inhibitorni uc¢inak jaCeg intenziteta u oba slucaja.

- Eteri¢no ulje Satureja montana L. i tobramicin u kombinaciji pokazuju isti u¢inak na
proteoliti¢ku aktivnost kao i kombinacija timola i tobramicina, samo Sslabijeg intenziteta.
Uc¢inak je uglavnom sinergi¢an i djeluje inhibitorno za sojeve ATCC 27853, PA14 i PAQL, a

za soj BB1285 (rmtD+) nema izrazenog ucinka.

- Eteri¢no ulje Satureja montana L. i tobramicin u kombinaciji pokazuju isti u¢inak na rojenje
kao i kombinacija timola i tobramicina, samo slabijeg intenziteta. Za sojeve ATCC 27853,
PAO1 i PA14 djeluju inhibitorno, dok na soj BB1285 (rmtD+) ne pokazuju vidljivi ucinak.
Kod soja ATCC 27853, PAOI i PA14 se vidi antagonisticko djelovanje.

- Rezultati ovoga rada doprinijet ¢e daljnjem istrazivanju kompleksnog mehanizma
medusobnog djelovanja eteri¢nog ulja Satureja montana L., timola i antibiotika tobramicina te

time poduprijeti borbu protiv kobnih infekcija P. aeruginosa.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Pseudomonas aeruginosa ubikvitarni je oportunisti¢ki patogen koji je sve c¢eSci
uzro¢nik bolni¢kih infekcija, primarno kod imunokompromitiranih pacijenata i pacijenata s
kroni¢nim ranama. Predstavlja sve ve¢i problem u zdravstvu upravo zbog brojnih faktora
virulencije koji omogucuju bakteriji prodor u i kroz tkivo domacina i sposobnosti izbjegavanja
imunosnog sustava domacina. Ima brojne efektivne mehanizme rezistencije na antibiotike §to
dodatno otezava proces lijeCenja. Pseudomonas aeruginosa je sposobna stvoriti biofilm, a
stvaranje biofilma je pod kontrolom bakterijske medustanicne komunikacije. Isto tako, pod
kontrolom bakterijske medustanicne komunikacije su kretanje bakterije u obliku rojenja,
rezistencija na antibiotike, stvaranje i izluéivanje faktora virulencije poput proteaza koje imaju
sposobnost razgradnje tkiva domacina, te ostalih sekundarnih metabolita koji dodatno
kompliciraju infekciju bakterijom. Buduci da se javlja sve veca rezistencija na klasi¢nu terapiju
antibioticima, pocinje se uzimati u obzir moguénost koristenja eteri¢nih ulja u u kombinaciji s
antibioticima ili zasebno. Eteri¢na ulja su odavno poznata po svojim antimikrobnim svojstvima
te zbog vise mehanizama djelovanja na bakterije, pokazuju se kao dobri kandidati za testiranje
na rast P. aeruginosa. U ovom radu ispitan je utjecaj eteriénog ulja biljne vrste Satureja
montana L. i njene glavne sastavnice timola u koncentraciji od 0,5 mg/mL, zasebno i u
kombinaciji s aminoglikozidnim antibiotikom tobramicinom u  subinhibitornim
koncentracijama od 0,5 pg/mL i 2 pg/mL na pokretljivost u obliku rojenja i proteoliti¢ku
aktivnost Pseudomonas aeruginosa sojeva ATCC 27853, BB1285 (rmtD+), PA14 i PAOL.
Tobramicin zasebno djeluje inhibitorno na rojenje i proteoliticku aktivnost svih sojeva osim
BB1285 (rmtD+), upravo zbog njegove visoke rezistencije na aminoglikozide. Eteri¢no ulje
Satureja montana L. djeluje inhibitorno na proteoliticku aktivnost soja PA14, a za soj PAOI
nema izrazen ucinak, dok za soj ATCC 27853 i BB1285 (rmtD+) djeluje promotivno. Timol
pokazuje inhibitorno djelovanje jaceg intenziteta na proteoliticku aktivnost za soj PA14 i
PAO1, promotivno za soj BB1285 (rmtD+), a za soj ATCC 27853 nema izrazen ucinak.
Eteri¢no ulje Satureja montana L. i timol djeluju inhibitorno na rojenje sojeva ATCC 27853,
PAO1 i PAl4, a na soj BB1285 (rmtD+) nemaju ucinka, s time da timol pokazuje inhibitorni
ucinak jaceg intenziteta. Eteri¢no ulje Satureja montana L. i tobramicin u kombinaciji pokazuju
sinergisticki u¢inak i djeluju inhibitorno na proteoliticku aktivnost sojeva ATCC 27853, PA14
i PAO1, a na soj BB1285 (rmtD+) nemaju izrazenog uéinka. Kombinacija timola i tobramicina
je pokazala isti u¢inak, no jaceg intenziteta. Eteri¢no ulje Satureja montana L. i tobramicin u
kombinaciji pokazuju inhibitorni ué¢inak na rojenje za sojeve ATCC 27853, PAO1 i PA14, dok
za soj BB1285 (rmtD+) ne pokazuje vidljivi u¢inak. Kod soja ATCC 27853, PAO1 i PA14 se
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vidi antagonisti¢ko djelovanje. U¢inak kombinacije timola i tobramicina na rojenje je isti kao i
kombinacija etericnog ulja Satureja montana L. i tobramicina, no jaceg intenziteta, $to upucuje
da je timol sastavnica koja ima najznacajniji u¢inak U eteri¢cnom ulju Satureja montana L.
Rezultati ovoga rada doprinijet ¢emo daljnjem istrazivanju novih moguénosti u borbi protiv

infekcija uzrokovanih bakterijom Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa is a ubiquitous opportunistic pathogen that is becoming an
increasingly common cause of hospital infections. It is an increasing problem in health care
because of the numerous virulence factors that allow the bacteria to penetreate into and through
the host's tissue and its ability to avoid the immune system of the host. It has numerous effective
mechanisms of antibotic resistance, which further complicates the treatment process.
Pseudomonas aeruginosa is capable of producing biofilm, which is controlled by quorum
sensing. Also, quorum sensing controls the movement of the bacteria in the form of swarming,
antibiotic resistance, formation and excretion of various virulence factors, such as proteases
that have the ability to break down the host's tissue and other secondary metabolites that further
complicate the infection. Since the resistance to conventional antibiotic therapy is constantly
increasing, the possibility of using essential oils separately or in combination with antibiotics
may be considered. Essential oils have long been known for their antimicrobial properties and
due to several mechanism of action towards bacteria, they are taken into consideration as good
candidates for P. aeruginosa growth testing. This study examined the effects of Satureja
montana L. essential oil and its main component thymol at a concentration of 0,5 mg/mL,
separately and in combination with amynoglicoside tobramycin at subinhibitory concentrations
of 0,5 ug/mL and 2 pg/mL on swarming motility and the proteolytic activity of P. aeruginosa
strains ATCC 27853, BB1285 (rmtD+) PA14 and PAO1L. Tobramycin showed an inhibitory
effect on swarming and proteolytic activity of all strains except BB1285 (rmtD+) because of
its high resistance to aminoglycosides. Satureja montana L. essential oil acted inhibitory to the
proteolitic activity of strain PA14, but for the strain PAO1 it had no visible effect, while for
strains ATCC 27853 and BB1285 (rmtD+) it stimulated the proteolytic activity. Thymol
demonstrated inhibitory effect of higher intensity towards proteolytic activity of strains PA14
and PAOL, promotive effect for BB1285 (rmtD+) and no effect for strain ATCC27853.
Satureja montana L. essential oil and thymol had an inhibitory effect on the swarming of strains
ATCC 27853, PAOL and PA14, but for the strain BB1285 (rmtD+) they showed no effect, with
thymol showing inhibitory effect of higher intensity. Satureja montana L. essential oil and
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tobramycin in combination showed synergistic effect on reducing the proteolytic activity for
strain ATCC 27853, PA14 and PAOL, but for strain BB1285 (rmtD+) they had no significant
effect. The combination of thymol and tobramycin demonstrated the same effect, but of a higher
intensity. Satureja montana L. essential oil and tobramycin in combination reduced the
swarming of strains ATCC27853, PA14 and PAOL1, while for strain BB1285 (rmtD+) they had
no signicificant effect. Antagonistic effect of tobramycin and Satureja montana L. essential oil
was shown on strains ATCC 27853, PAO1 and PA14. Effects of combination of thymol and
tobramycin on swarming was the same as that of the combination of tobramycin and Satureja
montana L., but of a higher intensity, which indicates that thymol is a component that has the
most significant effect in Satureja montana L. The results of this study will hopefully contribute

to further research of new possibilities in fighting Pseudomonas aeruginosa infections.
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s antibioticima ili zasebno. Eteri¢na ulja su odavno poznata po svojim antimikrobnim svojstvima te zbog viSe mehanizama
djelovanja na bakterije, pokazuju se kao dobri kandidati za testiranje na rast P. aeruginosa. U ovom radu ispitan je utjecaj
eteri¢nog ulja biljne vrste Satureja montana L. i njene glavne sastavnice timola u koncentraciji od 0,5 mg/mL, zasebno i u
kombinaciji s aminoglikozidnim antibiotikom tobramicinom u subinhibitornim koncentracijama od 0,5 pg/mL i 2 pg/mL na
pokretljivost u obliku rojenja i proteoliti¢ku aktivnost Pseudomonas aeruginosa sojeva ATCC 27853, BB1285 (rmtD+), PA14
i PAOI. Tobramicin zasebno djeluje inhibitorno na rojenje i proteoliticku aktivnost svih sojeva osim BB1285 (rmtD+), upravo
zbog njegove visoke rezistencije na aminoglikozide. Eteri¢no ulje Satureja montana L. djeluje inhibitorno na proteoliticku
aktivnost soja PA14, a za soj PAO1 nema izraZen u¢inak, dok za soj ATCC 27853 i BB1285 (rmtD+) djeluje promotivno.
Timol pokazuje inhibitorno djelovanje jaceg intenziteta na proteoliti¢ku aktivnost za soj PA14 i PAOI1, promotivno za soj
BB1285 (rmtD+), a za soj ATCC 27853 nema izraZen ucinak. Eteri¢no ulje Satureja montana L. i timol djeluju inhibitorno
na rojenje sojeva ATCC 27853, PAO1 i PA14, a na soj BB1285 (rmtD+) nemaju uéinka, s time da timol pokazuje inhibitorni
ucinak jaceg intenziteta. Eteri¢no ulje Satureja montana L. i tobramicin u kombinaciji pokazuju sinergisti¢ki uéinak i djeluju
inhibitorno na proteoliticku aktivnost sojeva ATCC 27853, PA14 i PAO1, a na soj BB1285 (rmtD+) nemaju izrazenog u¢inka.
Kombinacija timola i tobramicina je pokazala isti u¢inak, no jaceg intenziteta. Eteri¢no ulje Satureja montana L. i tobramicin
u kombinaciji pokazuju inhibitorni u¢inak na rojenje za sojeve ATCC 27853, PAO1 i PA14, dok za soj BB1285 (rmtD+) ne
pokazuje vidljivi u¢inak. Kod soja ATCC 27853, PAO1 i PA14 se vidi antagonisticko djelovanje. Uc¢inak kombinacije timola
i tobramicina na rojenje je isti kao i kombinacija eteri¢nog ulja Satureja montana L. i tobramicina, no jafeg intenziteta, $to
upucuje da je timol sastavnica koja ima najznacajniji uéinak u eteri¢cnom ulju Satureja montana L. Rezultati ovoga rada
doprinijet ¢emo daljnjem istrazivanju novih moguénosti u borbi protiv infekcija uzrokovanih bakterijom Pseudomonas
aeruginosa.
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Pseudomonas aeruginosa is a ubiquitous opportunistic pathogen that is becoming an increasingly common cause of hospital
infections. It is an increasing problem in health care because of the numerous virulence factors that allow the bacteria to
penetreate into and through the host's tissue and its ability to avoid the immune system of the host. It has numerous effective
mechanisms of antibotic resistance, which further complicates the treatment process. Pseudomonas aeruginosa is capable of
producing biofilm, which is controlled by quorum sensing. Also, quorum sensing controls the movement of the bacteria in
the form of swarming, antibiotic resistance, formation and excretion of various virulence factors, such as proteases that have
the ability to break down the host's tissue and other secondary metabolites that further complicate the infection. Since the
resistance to conventional antibiotic therapy is constantly increasing, the possibility of using essential oils separately or in
combination with antibiotics may be considered. Essential oils have long been known for their antimicrobial properties and
due to several mechanism of action towards bacteria, they are taken into consideration as good candidates for P. aeruginosa
growth testing. This study examined the effects of Satureja montana L. essential oil and its main component thymol at a
concentration of 0,5 mg/mL, separately and in combination with amynoglicoside tobramycin at subinhibitory concentrations
of 0,5 pg/mL and 2 ug/mL on swarming motility and the proteolytic activity of P. aeruginosa strains ATCC 27853, BB1285
(rmtD+) PA14 and PAOL. Tobramycin showed an inhibitory effect on swarming and proteolytic activity of all strains except
BB1285 (rmtD+) because of its high resistance to aminoglycosides. Satureja montana L. essential oil acted inhibitory to the
proteolitic activity of strain PA14, but for the strain PAOL1 it had no visible effect, while for strains ATCC 27853 and BB1285
(rmtD+) it stimulated the proteolytic activity. Thymol demonstrated inhibitory effect of higher intensity towards proteolytic
activity of strains PA14 and PAOL, promaotive effect for BB1285 (rmtD+) and no effect for strain ATCC27853. Satureja
montana L. essential oil and thymol had an inhibitory effect on the swarming of strains ATCC 27853, PAO1 and PA14, but
for the strain BB1285 (rmtD+) they showed no effect, with thymol showing inhibitory effect of higher intensity. Satureja
montana L. essential oil and tobramycin in combination showed synergistic effect on reducing the proteolytic activity for
strain ATCC 27853, PA14 and PAOL, but for strain BB1285 (rmtD+) they had no significant effect. The combination of
thymol and tobramycin demonstrated the same effect, but of a higher intensity. Satureja montana L. essential oil and
tobramycin in combination reduced the swarming of strains ATCC27853, PA14 and PAO1, while for strain BB1285 (rmtD+)
they had no signicificant effect. Antagonistic effect of tobramycin and Satureja montana L. essential oil was shown on strains
ATCC 27853, PAOL1 and PA14. Effects of combination of thymol and tobramycin on swarming was the same as that of the
combination of tobramycin and Satureja montana L., but of a higher intensity, which indicates that thymol is a component
that has the most significant effect in Satureja montana L. The results of this study will hopefully contribute to further
research of new possibilities in fighting Pseudomonas aeruginosa infections.
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