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lzvod:

Nesavesna upotreba antibiotika izazvala je razvoj
antimikrobne  rezistencije  zabrinjavajucih  razmera.
Porast rezistencije prema konvencionalnim
antimikrobicima nametnuo je potrebu pronalaska novih
supstanci, koje ¢e biti delotvorne protiv otpornih sojeva.
U poslednje Cetiri decenije, dominira trend da se lekovi i
lekovita sredstava prave na bazi prirodnih proizvoda, a
narocito biljnog materijala. Hemijski sastav plodova
porodice ruza (Rosaceae) upucuje na to da bi odredene
vrste ove porodice biljaka mogle ispoljavati antimikrobno
dejstvo. Plodovi voca porodice Rosaceae istrazivani u
okviru ove disertacije su: malina (Rubus idaeus), kupina
(Rubus fruticosus), tresnja (Prunus avium), visnja
(Prunus cerasus) i aronija (Aronia prunifolia). Predmet
istrazivanja ove doktorske disertacije je antimikrobno tj.
antibakterijsko, antigljivicno, antialgalno i antivirusno
dejstvo sokova i ekstrakata plodova odabranog voca
porodice Rosaceae gajenog i prikupljenog na teritoriji
Srbije na Sirok spektar humanih i animalnih patogenih
mikroorganizama.Sokovi su dobijeni cedenjem svezih
plodova voca. FEkstrakti su dobijeni iz ostataka voca
nakon cedenja (tropa) metodom dvostruke etanolne
ekstrakcije. Nakon cedenja i ekstrakcije sprovodeno je
uparavanje do suva sokova i ekstrakata. HPLC metodom
je ispitano prisutstvo 23 hemijske komponente u svakom
od sokova i ekstrakata. Antimikrobna analiza je
sprovedena na 21 mikroorganizmu, od cega su 15 bile
bakterije, 2 gljivice, 2 alge i 2 virusi. Od navedenih
mikroorganizama 14 je bilo autohtonih izolata, a 7
referentnih  sojeva.  Ispitivanje  antibakterijskog,
antifungalnog i antialgalnog dejstva plodova odabranog
voéa je sprovedeno difuzionom i mikrodilucionom
metodom. Analiza antivirusne aktivnosti plodova
odabranog voca je sprovedena posmatranjem inhibicije
citopatogenog efekta (CPE) virusnih Cestica na Ccelijsku
kulturu. Sve studije su sprovedene u triplikatu. Rezultati
hemijske analize su obradeni statistikom metodom
srednje vrednosti, uz racunanje standardne devijacije.
Eksperimentalno dobijeni podaci u okviru ispitivanja
antibakterijskog, antigljivicnog i antialgalnog dejstva su
uvrsteni u statisticku analizu. Metodom aproksimacije je
utvrdena tacna koncentracija soka ili ekstrakta koja daje
Zeljeni efekat na ispitivani mikroorganizam. Rezultati
analize antivirusnog dejstva su statisticki obradeni
metodom srednje vrednosti. Kako bi se utvrdio stepen
povezanosti rezultata dobijenih u okviru antimikrobnih
analiza sa hemijskim supstancama prisutnim u plodovima
odabranog vocéa sprovedena je regresiona analiza za




svaki pojedinacni slucaj. Antibakterisjko, antiungalno i
antialgalno dejstvo sokova i ekstrakata je uporedeno sa
istim dejstvima konvencionalnih antimikrobnih lekova.
Najveéu ukupnu kolicinu ispitivanih supstanci je sadrzao
ekstrakt kupine (3965,56 mg/ml), a najmanju ekstrakt
tresnje (161,44 mg/ml). Od svih ispitivanih hemijskih
supstanci, samo su: antocijani, katehin, galna kiselina i
vitamin C, prisutni u svim ispitivanim sokovima i
ekstraktima. Sve ispitivane biljke sadrze vecu kolicinu
supstanci u ekstraktu, osim kod tresnje, kod koje se veca
kolicina supstanci nalazi u soku. U najvecoj meri su u
sokovima i ekstraktima plodova biljaka prisutni
antocijani i to najvise kod kupine od ekstrakata, a kod
maline od sokova. Antimikrobno (antibakterijsko,
antifungalno, antialgalno i antivirusno) dejstvo je
dokazano za svaki od sokova i/ili ekstrakata plodova
odabranog vocéa. Po prosecnim vrednostima rezultata
dilucione analize antimikrobnog i dejstva na MDBK
Celije,  protiv  najveceg  broja  mikroorganizama
najdelotvorniji je bio ekstrakt kupine, a neaktivan ili
najslabije aktivan (aktivan u najvecoj koncentraciji) sok
tresnje. Prosecne vrednosti antimikrobnog i dejstva na
MDBK celije su bile u opsegu od 0,71 mg/ml do 100
mg/ml.  Sve ispitivane supstance su pokazale
antibakterijsku aktivnost u ispitivanim koncentracijama
na sve ispitivane bakterije, osim soka maline na
Escherichia-u coli i soka aronije na Klebsiella-u
pneumoniae. FEkstrakti su bolje delovali u vecéini
slucajeva, uz nekoliko izuzetaka. Sve ispitivane supstance
su pokazale antfiungalnu aktivnost na Candida-u albicans
ATCC 24433, osim soka aronije. Na autohtoni soj
Candida-e albicans su delovali samo ekstrakti kupine i
tresnje. Ekstrakti su bolje delovali u vecini slucajeva,
osim kupine na Candida-u albicans ATCC 24433, u kojem
je dejstvo soka bilo jednako sa dejstvom ekstrakta. lako
su skoro svi ispitivani sokvi i ekstrakti ispoljili
antialgalno dejstvo, na Prototheca-u wickerhamii nisu
delovali visnja i sok maline, dok sok aronije nije delovao
antialgalno ni na jednu od ispitivanih Prototheca.
Ekstrakti su bolje delovali u vecini slucajeva, osim maline
kod koje je, u oba slucaja, bolje delovao sok. Sve
ispitivane supstance su pokazale antivirusnu aktivnost na
Bovine herpesvirus i Bovine viral diarrhea virus, kao i
toksicnost na MDBK Celije, osim sokova maline i tresnje,
koji su bili neaktivni protiv Bovine herpesvirus-a.
Ekstrakti su bolje delovali u vecini slucajeva, osim tresnje
na MDBK ¢elije i Bovine viral diarrhea virus, na koje je
jace delovao sok. U potpunosti jednako delovanje soka i




ekstrakta je uoceno kod aronije za sva tri dejstva i maline
za toksicnost na MDBK Celije. Pri ispitivanju difuzionom
metodom antibiotik je ispoljio jace dejstvo u odnosu na
sokove i ekstrakte, osim ekstrakata kupine, maline i visnje
na Trueperella-u pyogenes. Pri ispitivanju dilucionom
metodom, dejstvo ekstrakata i sokova na Gram pozitivne
bakterije je bilo uporedivo sa dejstvom Streptomicina,
dok je dejstvo antibiotika na Gram negativne bakterije
bilo jace u odnosu na sokove i ekstrakte, izuzetev jaceg
dejstva ekstrakta maline protiv Escherichia-e coli.
Nistatin je sve antifungalne i antialgalne efekte na
gljivice i alge obuhvacene istrazivanjem ispoljio u
manjim koncentracijama u odnosu na ispitivane sokove i
ekstrakte.Najpovezanije sa antibakterijskim dejstvom
sokova i ekstrakata na odgovarajuce mikroorganizme su
bile: kumarinska, ferulna i galna kiselina, katehin.
Najvec¢i  procenat povezanosti sa  antimikrobnom
aktivnosti ploda imali su antocijani na Enterococcus
faecalis (71,94%). Najmanje povezani sa antimikrobnom
aktivnosti na odgovarajuée mikroorganizme su bili:
hlorogenska kiselina, kempferol, kumarinska i siringinska
kiselina, vitamin C, vanilinska Kiselina, epikatehin,
katehin, rutin, krisin, elaginska i p-hidroksibenzoeva
kiselina. Saznanja dobijena u okviru ove disertacije
prosiruju obim znanja o antimikrobnom dejtvu voca i
predstavljaju osnovicu za svrsishodniju primenu voca
kako wu ishrani tako i u terapiji. Medutim, dalja
istrazivanja u smislu proSirenja spektra ispitivanih
mikroorganizama, antimikrobnih studija pojedinacnih
komponenti iz plodova i mehanizama dejstva su potrebna.
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last four decades, the trend is to medicines and medicinal
products be made on the basis of natural products, and
especially plant material. The chemical composition of
the Rose family (Rosaceae) fruits suggests that certain
species of this family of plants may exhibit an
antimicrobial effect. The fruits of the Rosaceae family
studied in the framework of this dissertation are:
Raspberry (Rubus idaeus), Blackberry (Rubus fruticosus),
Cherry (Prunus avium), Cherry (Prunus cerasus) and
Aronia (Aronia prunifolia). The subject of the research of
this doctoral dissertation is antimicrobial ie.
antibacterial, antifungal, antialgal and antiviral effects of
juices and fruit extracts, of the selected fruit of the
Rosaceae family collected on the territory of Serbia, on a
wide range of human and animal pathogenic
microorganisms. Juices were obtained by the process of
squeezing fresh fruits. The extracts were obtained from
residues of fruits after extraction (pomace) by the double
ethanol extraction method. After squeezing and
extraction, evaporation to dryness of juices and extracts
was carried out. The presence of 23 chemical components
in each of the juices and extracts was examined by the
HPLC method. Antimicrobial analysis was carried out on
21 microorganisms, of which 15 were bacteria, 2 fungi, 2
algae and 2 viruses. 14 of these microorganisms were
autochthonous isolates and 7 reference strains. The
antibacterial, antifungal and antialgal effect of the
selected fruit was tested by the diffusion and
microdilution method. The analysis of the fruits antiviral
activity was carried out by observing the inhibition of
cytopathogenic effect (CPE) of viral particles per cell
culture. All studies were conducted in triplicate. The
results of the chemical analysis were processed by means
of a mean value method, with calculation of the standard
deviation. The experimentally obtained data within the
antibacterial, antifungal and antialgal examination were
included in the statistical analysis. The method of
approximation was used in order to determine the exact
concentration of the juice or extract, which gives the
desired effect on the examined microorganisms. The
results of the antiviral analysis were statistically
processed using the mean value method. In order to
determine the degree of correlation of the results
obtained in the framework of antimicrobial analysis with
the chemical substances present in the fruits of the
selected fruit, regression analysis was carried out for
each individual case. Antibacterial, antifungal and
antialgic effects of juices and extracts are compared with




the same effects of conventional antimicrobial drugs,
Streptomycin and Nystatin. The largest total amount of
test substances was contained by blackberry extract
(3965.56 mg/ ml), and the smallest by extract of sweet
cherry (161.44 mg/ ml). Of all the investigated chemicals,
only: anthocyanins, catechins, gallic acids and vitamin C
were present in all examined juices and extracts. All
investigated plants contain a higher amount of substances
in the extract, except for sweet cherries, in which a
greater amount of substances is present in the juice. In
the juices and extracts of fruits anthocyanins are present
to the greatest extent, mostly in the blackberry extract,
and in raspberry juices. According to the average values
of the results of the dilution analysis of the antimicrobial
and the effect on the MDBK cell, the most effective was
the blackberry extract and the most active inactive (active
in the highest concentration) cherry juice against the
most  numerous  microorganisms.  The  average
antimicrobial values and effects on the MDBK cells were
in the range of 0.71 mg/ ml to 100 mg/ ml. All
investigated substances showed antibacterial activity in
the tested concentrations on all examined bacteria, except
raspberry juice on Escherichia coli and aronia juice on
Klebsiella pneumoniae. Extracts acted better in most
cases, with few exceptions. All investigated substances
showed antifungal activity on Candida albicans ATCC
24433, except aronia juice. On the autochthonous
Candida albicans, only blackberry and sweet cherry
extracts were active. Extracts worked better in most
cases, except for blackberry on Candida albicans ATCC
24433, in which the effect of the juice was equally
efficient as the extract. Although almost all of the
examined juices and extracts exhibited an antialgal effect,
the sour cherry and raspberry juice did not work on the
Prototheca wickerhamii, while the aronia juice did not
express antialgal activity to any of tested Prototheca
isolates. Extracts worked better in most cases, apart from
raspberries, wich juice was stronger in both cases. All
investigated substances showed antiviral activity on
Bovine herpesvirus and Bovine viral diarrhea virus, as
well as the toxicity to MDBK cells, except for raspberry
and cherry juices, that were inactive against Bovine
herpesvirus. The extracts worked better in most cases,
except sweet cherries on MDBK cells and Bovine viral
diarrhea virus, whose juice had stronger effect. The
equally effective action of juice and extract was observed
in aronia for all three effects and raspberries for toxicity
to MDBK cells. In the diffusion test, antibiotic showed a




stronger effect than juices and extracts, except for
extracts of blackberry, raspberry and sour cherries on
Trueperella pyogenes. In a dilution study, the effect of
extracts and juices on Gram-positive bacteria was
comparable to that of Streptomycin, while the effect of the
antibiotic on Gram negative bacteria was stronger than
juices and extracts, with exception of the stronger effect
of raspberry extract against Escherichia coli. Nystatin has
expressed its all antifungal and antialgal effects on fungi
and algae included in the study in smaller concentrations
compared to the examined juices and extracts. The most
consistent with the antibacterial effect of juices and
extracts on the appropriate microorganisms were:
coumarin, ferulan and gallic acid, catechin. The highest
percentage of association with antimicrobial activity of
the fruits was given by anthocyanins to Enterococcus
faecalis (71.94%). The least related to the antimicrobial
activity on the appropriate microorganisms were:
chlorogenic acid, champferol, coumarin and saringic
acid, vitamin C, vanillic acid, epicatechin, catechin, rutin,
chrysin, elaginic and p-hydroxybenzoic acid. The
knowledge gained through this dissertation expands the
scope of knowledge on antimicrobial activity of fruits and
forms the basis for more effective use of fruits in both
therapy and nutrition. However, further research in terms
of extending the range of examined microorganisms,
antimicrobial studies of individual fruits components and
mechanisms of action are required.
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| Lista skracenica

WHO-World Health Organization, Svetska Zdravstvena Organizacija

HPLC-High Performance Liquid Chromatography, Te¢na Hromatograija Visokih
Performansi

MIC-Minimum Inhibitory Concentracion, Minimalna Inhibitorna Koncentracija
MBC- Minimum Bactericidal Concentracion, Minimalna Baktericidna Koncentracija

MDBK- Madin-Darby Bovine Kidney, Madin-Darby govedi bubreg, Madin-Darby govedeg
bubrega

ATCC-American Tissue Culture Collection, americka kolekcija tkiva i kultura ¢elija

CLSI- Clinical & Laboratory Standards Institute, Institut za klinicke i laboratorijske
standarde

MDR- Multi Drug Resistant, rezistentan na nekoliko lekova
SO-suvi ostatak, suvog ostatka
SV-sveze voce, svezeg voca
SmV-smrznuto voée, smrznutog voca
ST-svez trop, svezeg tropa
SvT-sveza tezina, sveze tezine
K-kupina

M-malina

T-treSnja

V-visnja

A-aronija

e-ekstrakt

s-sok

Ke-kupina ekstrakt

Ks-kupina sok
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Me-malina ekstrakt

Ms-malina sok

Te-tre$nja ekstrakt

Ts-tresnja sok

Ve-visnja ekstrakt

Vs-visnja sok

Ae-aronija ekstrakt

As-aronija sok

dif-diuziona

dil-diluciona

I sar.-i saradnik, i saradnika, i saradnici, i saradnicima
USA-United States of America, Sjedinjene Americke Drzave
Sa-Staphylococcus aureus

Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632

MRSA- Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, meticilin rezistentni Staphylococcus
aureus

Sag-Streptococcus agalactiae

Re-Rhodococcus equi

Re ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939

Tp-Trueperella pyogenes

Ah-Arcanobacterium haemolyticum

Ef-Enterococcus faecalis

VRE- Vancomycin-resistant enterococci, vankomicin rezistentni enterococci
Pa-Pseudomonas aeruginosa

Pa ATCC 10145-Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145
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SE-Salmonella Enteritidis

ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028
Ec-Escherichia coli

Kp-Klebsiella pneumoniae

Al-Acinetobacter Iwoffi

Ca-Candida albicans

Ca ATCC 24433- Candida albicans ATCC 24433
Pw-Prototheca wickerhamii

Pz-Prototheca zopfii

BHV 1-Bovine herpesvirus 1

BVDV-Bovine viral diarrhea virus

R?—koeficijent determinacije

CPE-citopatogeni efekat
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Uvod

Rezistencija mikroorganizama na konvencionalne antimikrobike predstavlja jedan od
najvecih problema dana$nje medicine, kao 1 jednu od najvecih pretnji humanom i animalnom
zivotu (1). Sve od njihovog otkric¢a tridesetih godina proslog veka, prisutna je ekspanzija u
upotrebi antimikrobnih lekova. Kako upotreba antimikrobika postje obimnija, razvoj
mikroorganizama otpornih na iste postaje vec¢i. Pored toga, uoceno je da neki patogeni
razvijaju rezistenciju na antimikrobike mnogo brze nego $to se novi antimikrobik javi na
trziStu. Stoga se sve vise medu stanovniStvom §iri svest o ¢injenici da dolazi nova, teska era u
borbi protiv patogenih mikroorganizama. Nesavesna upotreba ove vrste lekova izazvala je
razvoj antimikrobne rezistencije zabrinjavaju¢ih razmera (2,3). Racionalan pristup upotrebi
antimikrobika je imperativ u lecenju infekcija. Medutim, umereniji pristup upotrebi
antimikrobika nije u potpunosti usvojen medu lekarima, veterinarima i1 farmaceutima. Porast
rezistencije prema konvencionalnim antimikrobicima nametnuo je potrebu pronalaska novih
supstanci, koje ¢e biti delotvorne protiv otpornih sojeva (4). Ova potraga nije nimalo
jednostavna ni laka, ali je neophodna kako bi se sacuvao zivot na Zemlji, kakav poznajemo.
Svojstva Zeljene supstance moraju biti dobro izbalansirana izmedu sposobnosti da deluje
mikrobicidno, a da pri tome ne nasSkodi domacinu (5). Bilo koje drugo potencijalno korisno
dejstvo na makroorganizam daje prednost kori$¢enju te supstance u odnosu na druge. Vecina
konvencionalnih lekova, koji se koriste u terapiji infekcija, nemaju nikakve povoljne
sporedne efekte na domacina, dok neki ¢ak imaju i Stetne efekte (6).

U poslednje Cetiri decenije, dominira trend da se lekovi i lekovita sredstava prave na bazi
prirodnih proizvoda, a naro¢ito biljnog materijala (7). Dakle, postoji svakodnevna potraga za
biljkama koje poseduju antimikrobno dejstvo. Od mnostva raspolozivih biljaka,
najprakti¢nije bi bilo koristiti one biljke, a pogotovo njihove delove koji se mogu koristiti u
ishrani. Vocne biljne vrste su posebno interesantne za ispitivanje, pre svega zbog SVoje:
hranjivosti, lake dostupnosti, prijatnog ukusa, ali i neskodljivosti za ljude i zivotinje.
Porodica ruza (Rosaceae) je jedna od vrstama najbogatijih i najzastupljenijih porodica biljaka
na naSem podrucju. U okviru ove porodice veliki ekonomski znac¢aj poseduju ukrasne vrste 1
voce koje se koristi u ishrani ljudi i Zivotinja. Malina, a uz nju i kupina predstavljaju
svojevrsni “brend” nase zemlje zbog ¢ega su odabrane za istrazivanja (8,9). Visnja i tre$nja
su voce, koje se tradicionalno koristi u ishrani i biljnoj medicini naseg stanovnistva (10,11).
Aronija, iako se odnedavno gaji kod nas, je za kratak vremenski period postala marketinski
veoma eksploatisana biljka u koju se polazu mnoge nade sa zdravstvenog i ekonomskog
aspekta (12). Zbog svega navedenog je i ova biljka uvrstena u ispitivanje. Hemijski sastav
plodova ovih biljaka upu¢uje na potencijalno antimikrobno dejstvo, jer je za neke od
supstanci sadrzanih u plodovima ovog voca utvrdeno da imaju antimikrobnu aktivnost (13).
Plodovi voc¢a porodice Rosaceae, predvideni ovim istrazivanjem, sadrze aktivna jedinjenja od
kojih su najznacajniji: flavonoidi, fenolne kiseline i vitamin C (14-19). Ova hemijska
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jedinjenja su prepoznata kao antimikrobni agensi u okviru razli¢itih studija (20,21). Sve ove
karakteristike su navedene biljke ucinile logi¢nim izborom za dalja ispitivanja (22-25).
Sokovi plodova voca su slabije zastupljeni u literaturi kao materije ¢ija je antimikrobna
aktivnost testirana, iako se ¢esto koriste u ishrani. Stoga bi bilo nau¢no korisno i tehnoloski
opravdano istrazivati ih. U industriji soka generiSu se znacajne koli¢ine nusproizvoda, koji se
uglavnom tretira kao otpadni materijal. Imaju¢i u vidu da ovako dobijeni nusproizvodi
predstavljaju znacajan izvor bioaktivnih jedinjenja, u danas$nje vreme pozeljno bi bilo
fokusirati ispitivanja na mogucnost njihovog iskoris¢enja. S obzirom na sve navedeno, kao i
na obim popularnosti ovih plodova na svetskom trzistu i u Srbiji, odlueno je da e se
ispitivati antimikrobni efekat sokova i ekstrakata odabranog voca (8,26).

Pored nekoliko ispitivanja koja su bila sprovedena sa sli¢nim ciljem (27-30), postojala je
potreba da: se ispitaju i jo§ neispitani mikroorganizmi obuhvaceni ovom studijom i precizno
utvrdi efektivna koncentracija sokova i ekstrakata odabranog voca, kako na ve¢ ispitivane,
tako i na neispitivane mikroorganizme sa teritorije Srbije. Stoga, predmet istrazivanja ove
doktorske disertacije je odredivanje hemijskog sastava i antimikrobnog dejstva sokova i
ekstrakata plodova odabranog voca porodice Rosaceae (kupine, maline, treSnje, visnje i
aronije) gajenog i prikupljenog na teritoriji Srbije na Sirok spektar (14 autohtonih i 7
referentnih) humanih i animalnih patogenih mikroorganizama.
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Opsti deo

Problem rezistencije mikroorganizama na antimikrobne lekove

Rezistencija mikroorganizama oznacava njihovu neosetljivost prema odredenim
antimikrobicima. Odredene vrste bakterija poseduju prirodnu rezistenciju prema odredenim
antimikrobicima. Ovakav tip rezistencije se naziva primarna ili urodena. Kao takva, ona je
prisutna bez obzira da li je bakterija bila ili nije bila u kontaktu sa odgovaraju¢im
antimikrobikom. Bakterijska rezistencija moze nastati kada bakterija: razvije alternativni
metabolicki put kojim se zastiti od delovanja antimikrobika, sintetiSe odgovarajuce enzime
koji sprecavaju dejstvo antimikrobika, promeni veli¢inu pora u celijskom zidu, stekne
sposobnost eliminacije antimikrobika iz sopstvene ¢elije, izmeni mehanizme antimikrobnog
transporta ili izmeni strukturu vezujuceg receptora ili nekog od dejstvenih enzima (31).

U odredenom vremenskom periodu, na odredene antimikrobike, moze se razviti ste¢ena ili
sekundarna rezistencija. Rezistencija ovog tipa se javlja kao posledica adaptacije
mikroorganizama na antimikrobike. Adaptacija mikroorganizama na antimikrobike
predstavlja rezultat njihove neadekvatne primene, odnosno rezultat neadekvatnih doza i
duZina trajanja terapija. Poznato je da se na godiSnjem nivou utros$i od 90-180000000 kg
antimikrobika, §to je dovoljno za 25000000000 punih tretmanskih doza ili 4 tretmanske doze
po svakoj osobi kroz godinu dana. Medicinski 1 drustveni problem antimikrobne rezistencije
ogleda se u velikoj potrosnji antibiotika kako u humanoj tako i u veterinarskoj medicini (31).
Upotreba antibiotika u veterinarskoj medicini i ishrani Zivotinja radi povecanja telesne mase,
potpomaze razvitak rezistentnih sojeva, kao $to su multiplo rezistentne Salmonella-e,
vankomicin rezistentni Enterococcus spp. i ciprofloksacin rezistentna Escherichia coli (32).

Problem ne predstavljaju mikroorganizmi koji su prirodno rezistentni na odredeni
antimikrobik. Kod njih se jednostavno koristi antimikrobik koji deluje na svojstva kakva taj
mikroorganizam ima. Pretnju predstavljaju mikroorganizmi koji postaju rezistentni na
odredeni antimikrobik koji je prethodno bio efikasan na njih. To znaci da je antimikrobik
delovao na neku od struktura koje ima taj mikroorganizam, a zatim je taj mikroorganizam
pronasao nacin na koji ¢e se odbraniti od antimikrobnog sredstva. U terapiji takvih infekcija
stvara se ,,prirodan vakum®, koji nastaje kada efikasni antimikrobik eliminiSe senzitivnu
floru, pa na mestu infekcije ostaju rezistentni fenotipovi (perzisteri). Kada se rezistentni soj
pojavi medu senzitivnim sojevima, brzina i efikasnost kojom ¢ée se Siriti geni rezistencije se
ne mogu predvideti.

Kombinovani efekti brzog stepena rasta, visoke koncentracije celija, genskih procesa
mutacije i selekcije i sposobnost razmene gena uzrok su izuzetno visoke adaptivnosti i
evolucije koje se mogu uoditi kod bakterija. Iz tih razloga adaptacija bakterija na antibiotsku
okolinu se odvija veoma brzo. Sto gradijent evolucije bakterije postaje veéi, to pretnja po
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zivot jedinke postaje veca (1). Primer brzog i efikasnog Sirenja gena rezistencije su
stafilokokni g-laktamaza geni. Oni su opisani ubrzo nakon uvodenja penicilina u klinicku
upotrebu 1946. godine, a sada su prisutni u skoro 80% populacije Staphylococcus aureus-a
(1,32).

Rezistencija moze biti: unakrsna ili multipla. Unakrsna rezistencija predstavlja pojavu da je
jedan mikroorganizam rezistentan na jedan, viSe ili Citavu grupu antimikrobika. Multipla
rezistencija predstavlja pojavu rezistencije mikroorganizma na nekoliko antimikrobika, koji
pripadaju razliitim grupama antimikrobika, kako po mehanizmu delovanja, tako i po
hemijskom sastavu. Multirezistentni patogeni uzroCnici su: meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus, vankomicin rezistentni Enterococcus, multirezistentni Pseudomonas
aeruginosa i enterobakterije koje imaju sposobnost produkcije g -laktamaze proSirenog
spektra delovanja. Ovakve bakterije su rezistentne na cefalosporine i monobaktame. Pacijenti
koji su inficirani multiplo rezistentnim mikrobnim vrstama imaju produzeno vreme leCenja
bolesti, ucestaliju smrtnost, duZzu hospitalizaciju. U lecenju ovakvih infekcija zahteva se
primena antibiotika druge ili tre¢e generacije, koji su skuplji, vrlo €esto toksi¢ni i na njih se
vrlo brzo razvija antimikrobna rezistencija (31).

Postoji zabrinjavajuéa rezistencija na cefalosporine tre¢e generacije i fluorohinolone od
strane E. coli i Klebsiella-e pneumoniae, koja u nekim zemljama prelazi ¢ak 50% ispitivanog
uzorka. Medutim, jo$ veca nedavno nastala pretnja je rezistencija na karbapeneme,
posredovana metalo-p-laktamazama, jer su ovakve bakterije prakti¢no rezistentne na sve
raspolozive B-laktamske antibakterijske lekove (33).

Kao §to je ranije navedeno, lek izbora pri leGenju infekcija Staphylococcus aureus-a je bio
penicilin, sve do pojave sojeva koji su sposobni za produkciju p-laktamaza. 1zvesni uspesi su
ostvareni dodatkom blokatora B-laktamaza (npr. klavulanske kiseline i tazobaktama).
Medutim vrlo brzo su se pojavili multiplo rezistentni sojevi ove bakterije, nazvani meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus-i (MRSA). Oni su dobili ovo ime zahvaljujuci svojoj
rezistentnosti na meticilin, koja je prva uoCena. Karakteristika ovih organizama je bila
osetljivost na glikopeptide, kao §to su vankomicin i teikoplanin, koji se mogu davati samo
parenteralno, a takode je potreban pazljiv nadzor kako bi se izbegli nezeljeni efekti. Nove
opcije leCenja meticilin rezistentnog Staphylococcus aureus-a su glikopeptidi, linezolid i
daptomicin, ali su oni takode povezani sa problematicnim nezeljenim efektima. Vecina
prijavljenih proporcija MRSA: obic¢an Staphylococcus aureus prelazi 20% u svim regionima
po Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO), pa ¢ak i preko 80% u nekim izveStajima.
Visoke MRSA proporcije podrazumevaju povecani rizik za pacijente i potrebu za lekovima
druge linije, koji su obi¢no viSe toksi¢ni. Ovakve pojave povecavaju troSkove i nezeljene
efekte, a mogu dovesti i do daljeg razvitka otpornosti stafilokoka i/ili drugih bakterija na
antibiotike (33).
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Tokom kasnih devedesetih godina proSlog veka i pocetkom dvehiljaditih, pojavilo se
nekoliko klonova Salmonella sa viSestrukom rezistentno$¢u, a od tada su se oni proSirili
Sirom sveta. Kod Salmonella enterica serotip Typhimurium postoji genomski element koji
nosi otpornost na pet antimikrobnih sredstava (ampicilin, hloramfenikol, streptomicin,
sulfonamidi i tetraciklini). lako je otpornost Salmonella vrsta relativno mala (manja od 5% u
vec¢ini drzava koje su izveStavale o rezistenciji), smanjivanje osetljivosti ovih bakterija na
oralne lekove, kao $to je ciprofloksacin, kao i sve veci broj neuspesnih le¢enja, predstavljaju
razloge za zabrinutost (33).

Odredeni sojevi Pseudomonas aeruginosa-e koji poseduju otpornost na cefalosporine $irokog
spektra, karbapeneme i aminoglikozide su najvazniji uzroci zabrinutosti. Istovremena
otpornost na fluorohinolone, polimiksine (kolistin) i tigeciklin, moze dovesti do otpornosti na
sve poznate lekove (34). Kolistin (polimiksin E), cikli¢ni amfipatski antibiotik, iako poznat
po nefrotoksi¢nosti 1 neurotoksi¢nosti, je poslednja moguénost leCenja protiv
multirezistentnog multi drug resistant (MDR) P. aeruginosa sojeva klasi¢nim putem lecCenja
(35).

Candida je povecala otpornost na azole kao $to je flukonazol, standardni antimikoti¢ki lek
koji je lek izbora u leCenju ovih infekcija u mnogim zemljama, kao i nedavno uvedene
antimikotike ehinokandine. Pored rastuc¢e otpornosti ovi lekovi se ne mogu pronaci u svim
zemljama. Formulacije amfotericina B su dostupne u mnogim zemljama i manja je otpornost
na njega, ali ovaj agens ima vecu toksic¢nost od flukonazola i ehinokandina (33).

Mikrobna rezistencija je dovela do snaZznog razvoja novih antimikrobika, ¢ijjom primenom se
bakterijska rezistencija tezi svesti na najmanju mogucu meru (31).

Mikroorganizmi

Bakterije

Gram-negativne bakterije

Grupa po Bergey-u 4: Gram-negativni aerobni do mikroaerofilni Stapici i koke
Podgrupa 4A

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa pripada rodu Pseudomonas porodice Pseudomonadaceae. Jedna je
od najotopornijih bakterija. Zbog minimalnih nutritivnih potreba, siroko je rasprostranjen u
prirodi. Moze da kolonizuje kozu i sluznice kao oportunista, dok kod 10% ljudi predstavlja
deo normalne flore. Optimalna temperatura rasta mu je 37°C. Na krvnom agaru moze da
izazove P-hemolizu. Karakteristican miris kolonije na lipu ili Ijubi¢icu potice od
trimetilamina. Oksidaza i katalaza je pozitivan, slabo fermentuje ugljene hidrate. Poseduje
fimbrije, koje mogu biti nosioci R-plazmida. Produkuje dva egzopigmenta: piocijanin (plave
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boje) i fluorescin (zute boje). Takode produkuje endotoksin (izaziva eksudaciju i nakupljanje
te¢nosti) i egzotoksin A (inhibiSe sintezu proteina). Mukoidni sojevi luc¢e ekstracelijsku sluz,
koja ima antifagocitno dejstvo. Od enzima poseduje: fosfolipazu (hidrolizuje lecitin i razara
eritrocite), proteazu (razara kazein) i elastazu (razgraduje elastin kornee oka, pluca ili creva)
(36).

Moze izazvati hemoragi¢ne, nekroti¢ne i piogene procese kod svih vrsta sisara i nekih ptica
(37). Infekcije su obi¢no oportunisticke, koje kod imunokompromitovanih osoba mogu biti
smrtonosne. Cesto izaziva urinarne infekcije i infekcije opekotina i rana, a rede pneumonije i
sepse. U oku izaziva destruktivne infekcije: keratitis i endoftalmitis (36). Narocito je Cest
postoperativni problem, pogotovo u ortopediji gde izaziva osteomijelitis (1). Sve cesce se
javlja u bolnickoj sredini kao viSestruko rezistentan soj i tada izaziva teSke intrahospitalne
infekcije (36).

Najefikasnija zaStita je stroga higijena, naroCito bolnickih prostorija i sterilizacija
medicinskih instrumenata. Terapiju je potrebno vrsiti prema rezultatima antibiograma i to sa
vise lekova, zbog brzog stvaranja rezistencije (37). Pseudomonas aeruginosa moze pokazati
osetljivost prema  aminoglikozidima i nekim  [B-laktamatima  (karbenicilinu,
ureidopenicilinima, cefalosporinima tre¢e generacije, imipenemu i meropenemu) (36). Ostali
lekovi na koje ova bakterija moze pokazati osetljivost su aztreonam i noviji hinolonski
antibiotici (1).

Acinetobacter Iwoffii

Acinetobacter Iwoffii pripada rodu Acinetobacter porodice Moraxellaceae. Nefermentativan,
nepokretan, striktno aerobni mikroorganizam. Katalaza je pozitivan, a oksidaza negativan.
Cesto ima “sadast” raspored u bojenim preparatima. Ubikvitaran je mikroorganizam, ma
sposobnost da prezivi i na vlaznim i na suvim povrSinama. Moze rasti u Sirokom
temperaturnom opsegu, sa optimalnom temperaturom za vecinu klini¢kih izolata 33-37°C i
niskim pH vrednostima (38). Zbog navedenih karakteristika Acinetobacter lwoffii se moze
prona¢i u: smrznutoj hrani, slanini, jajima, pasterizovanom mleku i ribi. Utvrdeno je da
Acinetobacter lwoffii moze da prezivi i do 21 dan na suvim povrSinama. Takode je otporan
na mnoga dezinfekciona sredstva, zracenje i suSenje (39).

Smatra se delom normalne flore vlaznih delova koze i vagine kod nekih Zena, a nastanjuje
orofarinks i perineum kod 25% populacije. Interesantno je da Acinetobacter Iwoffii moze da
zastiti zdrave osobe od alergija, dok je prisustvo Acinetobacter-a Iwoffii na kozi u korelaciji
sa niskom stopom ucestalosti alergija (38). Acinetobacter lwoffii Moze izazvati infekcije kod
imunokompromitovanih osoba (40). Moze biti uzro¢nik infekcija opekotina i rana, urinarnog
sistema, moze izazvati gastritis, peritonitis, upalu pluca, endokarditis, bakterijemiju I
meningitis. Ima sposobnost stvaranja biofilma, zbog ¢ega se Cesto nalazi na protetskim
implantima poput sr¢anih zalistaka 1 katetera. Kao oportunisticki patogen, otporan na mnoge
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lekove, Cesto se izoluje kao uzro¢nik bolnickih infekcija, pogotovo u jedinicama intenzivne
nege.

Acinetobacter Ilwoffii je otporan na mnoge klase antibiotika, ukljuc¢ujué¢i penicilin,
hloramfenikol, a ¢esto i aminoglikozide. Dramati¢an porast otpornosti na antibiotike
Acinetobacter Iwoffii sojeva je prijavljen od strane Centra za kontrolu i prevenciju bolesti
(Centre for deseasse control, CDC), a karbapenemi predstavljaju ,.zlatni standard“” ali i
poslednje utociste leCenja infekcija izazvanih ovom bakterijom (38).

Grupa po Bergey-u 5: Fakultativno anaerobni gram-negativni $tapiéi
Podgrupa 1: Porodica Enterobacteriaceae

Salmonella Enteritidis i Salmonella Typhimurium

Salmonella Enteritidis i Salmonella Typhimurium pripadaju rodu Salmonella porodice
Enterobacteriaceae. Striktno su patogeni mikroorganizmi. Pokretni su zahvaljujuci
peritrihijalnim flagelama, ali mogu postojati i njihovi nepokretni mutanti. Rastu dobro na
veéini podloga. Za njihovu identifikaciju se koriste selektivne i diferencijalne podloge na
kojima daju kolonije razli¢itih boja. Salmonella Enteritidis je soj koji se danas svuda u svetu
najcesce izoluje. Salmonella-e imaju sposobnost da: fermentuju dekstrozu do kiseline i gasa,
produkuju HS i koriste citrate kao jedini izvor ugljenika. Oksidaza su negativne, a katalaza
pozitivne.

Salmonella Enteritidis i Salmonella Typhimurium sadrze dva antigena: H (flagelarni) i O
(somatski). Po Kaufmann-White-ovoj shemi antigenskih struktura Salmonella Enteritidis je
monofazna, a Salmonella Typhimurium je dvofazna. Salmonella Enteritidis i Salmonella
Typhimurium ne spadaju u otporne mikroorganizme. U spoljnoj sredini i na predmetima
mogu preziveti svega nekoliko sati, dok se u vodi i namirnicama mogu zadrzati znatno duze,
naroCito na niskim temperaturama. Tempertura 56°C ubija ove bakterije za 30 min.
Salmonella-e su osetljive na hlor i hlorne preparate.

Inficiraju domacina oralnim putem, naj¢e$¢e kontaminiranom hranom ili vodom. Namirnice
koje sadrze ovaj mikroorganizam najceS¢e su animalnog porekla. Moguce je 1 interhumano
prenosenje infekcije Salmonella-ama, ali se ono retko desSava zbog velike infektivne doze
(10°-10'° bakterija). Smatra se da su infekcije Salmonella-ma ,,bolesti prljavih ruku* tj. da
se prenose feklno-oralnim putem, i da 3% obolelih ostaju intestinalne ili urinarne kliconose.
Kod vecine nosilaca perzistiraju u bilijarnom traktu, najcesée u Zuc¢noj kesi, pogotovo U
prisustvu kamenja (1). Salmonella Enteritidis i Salmonella Typhimurium izazivaju
salmoneloze. One spadaju u zoonoze i mogu se manifestovati kao: kliconostvo, fokalne
infekcije u plu¢ima, kostima i mozdanicama, gastroenteritisi i septikemija. Medutim,
najcesce salmoneloze su alimentarne tokso-infekcije (ATI) tj. ,,trovanja hranom* (1,36).
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U suzbijanju infekcija Salmonella-ma najvaznija je primena higijenskih mera u proizvodnji i
prometu Zzivotnih namirnica, kao i1 kontrola kliconosa. Danas se u slufajevima trovanja
hranom, antibiotici koriste samo kod teskih oblika bolesti ili kod komplikacija (septikemija,
fokalne infekcije). U vecini sluCajeva su rehidratacija i dijetetska ishrana dovoljne za
oporavak.

lako su ove bakterije dosta osetljive na dezinficijense i antibiotike, ucestale su vanbolnicke i
intrahospitalne infekcije uzrokovane multirezistentnim sojem Salmonella-e Typhimurium
(36). U antibakterijskoj terapiji mogu se koristiti: hloramfenikol, ampicilin ili trimetoprim-
sulfametoksazol i cefalosporini tre¢e generacije. Multipla rezistencija na antibiotike se
prenosi plazmidima i predstavlja veliki problem pri lecenju ovih infekcija. Oko 25 %
Salmonella je rezistentno na ampicilin, a 5% na hloramfenikol, dok je rezistencija na
trimetoprim-sulfametoksazol u porastu (1).

Escherichia coli

Escherichia coli pripada rodu Escherichia porodice Enterobacteriaceae. Najvazniji je
predstavnik normalne rezidentne crevne flore ¢oveka gram-negtivnih bakterija. Ubikvitarna
je i jedan je od najcesée izolovanih mikroorganizama u humanoj i veterinarskoj medicini.
Fakultativno je anaerobna, pokretna peritriha. Ima fimbrije, koje joj omogucavaju adheziju za
epitel. Poseduje: O, H i K antigene, na osnovu kojih se deli u veliki broj serogrupa i
serotipova. Najveéi patogeni potencijal imaju sojevi koji sadrze K-1 antigen, jer izazivaju
septikemiju i meningitis kod novorodencadi. Produkuje kolicin, materiju koja ima
antibakterijsko dejstvo na druge bakterije. Oksidaza je negativna, katalaza i laktaza pozitivna,
$to je karakteristi¢no za ovu vrstu. Cesto se desavaju varijacije izmedu glatkog (smooth, S) i
hrapavog (rough, R) oblika bakterija. Spada u otporne bakterije koje mogu mesecima
preziveti u vodi, zemlji i raznim predmetima. Otporna je na niske temperature, dok je na
visoke temperature umereno osetljiva. Moze da izdrzi temperaturu 60°C u trajanju 30 min.

Indikator je fekalne kontaminacije vode za pice (36). Put prenosa je fekalno-oralni, hranom,
vodom, ali i interpersonalnom kontaktom. Infekcije patogenim sojevima ukazuju na nizak
stepen higijene, a u ustanovama kolektivnog smestaja lako poprimaju epidemijski karkter
(1,37). U zavisnosti od klinicke slike bolesti koju uzrokuju, razlikuju se: enteropatogene,
enterotoksigene, enteroinvazivne, enterohemoragicne, enteroagregativne i1 difuznoadherentne
Escherichia-e coli. Pored dijarejnih oboljenja, cest je etioloski agens piogenih infekcija
urinarnog trakta, meningitisa novorodencadi i sepse (36), koje se mogu komplikovati
diseminovanom intravaskulanom koagulacijom (1).

Profilaksa infekcija izazvanih Escherichia-om coli podrazumeva primenu mera antisepse i
asepse (36). U terapiji bolesti izazvanih Escherichia-om coli primarno mesto zauzima
nadoknada vode i elektrolita, potom antibiotici, dijetetski rezim ishrane i eubiotici (1). Zbog
neujednacenosti U prisustvu plazmida rezistencije (R plazmida), postoje varijacije u
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osetljivosti na antimikrobne lekove razli¢itih klinickih izolata. Kao posledica toga se terapija
antibioticima sprovodi isklju¢ivo po rezultatima antibiograma (36).

Klebsiella pneumoniae subspecies pneumoniae

Klebsiella pneumoniae pripada rodu Klebsiella, porodice Enterobacteriaceae. Ima sve
opisane osobine porodice Enterobacteriaceae, kojoj pripada, ali je za razliku od predhodne
dve opisane vrste, Klebsiella pneumoniae nepokretna. Moze biti deo normalne mikroflore
kod nekih ljudi, ali je znacajan uzrocnik oportunistickih infekcija. Vecina sojeva ove
bakterije poseduje fimbrije koje vrSe adherenciju za epitelne Celije domacina. Klebsiella je
izrazito biohemijski aktivna: fermentuje veliki broj ugljenih hidrata stavarjuci kiselinu i gas,
laktoza je pozitivna, a aktivno$¢u ureaze ucestvuju u oSteéenju epitela urinarnog trakta.
Siroko je rasprostranjena u prirodi, naro¢ito u zemlji, vodi i intestinalnom traktu ljudi i
Zivotinja. Poseduje somatske O antigene i polisaharidne kapsularne K antigene, na osnovu
kojih se razlikuje vise serotipova. Oksidaza je negativna, a katalaza pozitivna.

Obicno je uzro¢nik oboljenja kod hospitalizovanih pacijenata, kod kojih je imunitet vec
oslabljen. Intrahospitalne infekcije izazvaju multirezistentni sojevi. Glavni vektori prenosa su
ruke osoblja, dok se ovakve infekcije rede prenose preko kontaminirane medicinske opreme.
Klebsiella pneumoniae najéesce izaziva: lobarnu pneumoniju, bronhopneumoniju, hroni¢ne
infekcije pluéa pracene destruktivnim lezijama i stvaranjem apscesa, infekcije urinarnog
trakta, hirurSkih rana, meningitis i bakteriemiju. Pored toga moze izazvati i: infekcije oka,
hroni¢ne infekcije sluznice orofarinksa, nosa i paranazalnih Supljina. Sojevi koji produkuju
enterotoksin mogu izazvati i akutne enterokolitise.

S obzirom na veliku rasprostranjenost Klebsiella-e pneumoniae u prirodi i nepostojanja
specificnog programa profilakse za ovu bakteriju, neophodno je spreciti njeno prenosenje
redovnim pranjem ruku i primenom dezinfekcije i sterilizacije u bolnickim uslovima. Svi
sojevi poseduju rezistenciju na ampicilin, karbenicilin i tikarcilin, a veliki procenat
Klebsiella-e pneumoniae nosi plazmide koji determini$u rezistenciju i na brojne druge
antibiotike. Stoga je neophodno da se terapija antibioticima sprovodi isklju¢ivo prema
rezultatima antibiograma (36).

Gram-pozitivne bakterije
Grupa 17 po Bergey-u: Gram pozitivne koke

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pripada rodu Staphylococcus porodice Staphylococcaceae. Spada u
fakultativno anaerobne bakterije. Ubikvitaran je mikroorganizam, patogen i za ljude i za
zivotinje, 1 lako se prenosi sa jednih na druge. Svaka tre¢a osoba ga ima asimptomatski u
nosu, kao zdrav kliconosa. Deli se u vise od tri ravni deobe, zbog ¢ega u bojenom preparatu
ima raspored grozdova. Ime je dobio po svom: grozdastom rsporedu (lat. Staphylo, grozd),
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okruglom obliku (lat. coccus, zrno) i zlatno-zutom pigmentu (lat. aureus, zlatan). Celijski zid
Staphylococcus aureus-a sadrzi protein A, koji sluzi za izbegavanje reakcije imunoloskog
sistema i olakSava njegovo Sirenje U organizmu. Najvazniji enzimi koje produkuje su:
koagulaze (koagulisu plazmu), katalaze (razlazu vodonik-peroksid) i laktamaze (razgraduju
B-laktamski prsten penicilina i cefalosporina). Njegovi glavni toksini su: a-toksin (razara
¢elijsku membranu), leukocidin (oSteCuje bela krvna zrnca), eksfolijatin (izaziva
deskvamaciju epitelnih ¢elija), enterotoksini A-E, H, G i | (kvare namirnice) i toksin koji
izaziva sindrom toksi¢nog Soka (36).

Staphylococcus aureus moze biti uzro¢nik: infekcija, intoksikacija 1 alimentarnih
toksoinfekcija. Po podacima Svetske zdravstvene organizacije (World Health Organization,
WHO) svaka osoba bar jednom u Zivotu oboli na jedan od ova tri nacina. Infekcije koje
izaziva su: furunkul, karbunkul, celulitis, infekcije rana, sinuzitis, otitis media, mastitis
porodilja, osteomijelitis, endokarditis i zapalenje pluc¢a. Intoksikacije su izazvane
namirnicama koje sadrze toksine Staphylococcus aureus-a, najces¢e enterotoksin (1).
Sudejstvo infekcije 1 produkovanog toksina uzrokuje: dermatitis exfoliativa, pemfigus
neonatorum, impetigo i sindrom toksi¢nog Soka.

Prevencija je odrzavanje higijene, naro¢ito ruku. Terapija su antibiotici (36), a lekovi izbora
su penicilinaza rezistentni antibiotici: meticilin, nafcilin, izoksazolil penicilini, a u poslednje
dve decenije vankomicin ili antibiotici iz grupe makrolida. Kako se rezistencija na antibiotike
ove bakterije moze preneti i plazmidskim putem, ona veoma brzo postaje otporna na veéinu
primenjenih antibiotika. Stoga je potrebno da se terapija izvodi po rezultatima antibiograma.
Svi zakoni sveta zabranjuju prisustvo Staphylococcus aureus-a u vodi za pice, hrani i
lekovima (1).

Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae pripada rodu Streptococcus porodice Streptococcaceae. Aglutinira
u grupi B po Lancefieldovoj klasifikaciji. Zbog samo jedne ravni deobe i sklonosti da ¢erke
¢elije ostanu zajedno, u bojenom preparatu formira raspored koji se pod mikroskopom vidi u
obliku duzih ili krac¢ih lanaca. Na krvnom agaru naj¢esce izaziva B-hemolizu, ali moze biti i a
i v hemolitican. Fakultativni je anaerob (41,42). Ima veliki broj faktora virulencije, od kojih
su najvazniji: polisaharidna kapsula bogata sijalnom kiselinom, B-hemolizin i CAMP faktor.
Od enzima produkuje: neuraminidaze (razlazu neuraminsku kiselinu), DNK-aze (razlazu
DNK) i hijaluronidaze (razlazu komponente vezivnog tkiva). Oksidaza i katalaza je
negativan.

Streptococcus agalactiae predstavlja deo normalne flore c¢oveka, a kolonizuje
gastroinestinalni i genitourinarni trakt do 40% zdravih odraslih ososba kao kliconosa (3).
Ipak, ova oportunisti¢ka bakterija mozZe, u nekim okolnostima, da izazove ozbiljne invazivne
infekcije. Takve infekcije su: pneumonije, meningitis i septikemija kod novorodencadi,
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urogenitalne infekcije mladih Zena, a kod starijih ljudi do oboljevanja dovodi pretezno kod
imunokompromitovanih pojedinaca. Uglavnom uzrokuje: infekcije urinarnog trakta, infekcije
koze i mekog tkiva, ali i bakterijemiju, osteomijelitis, meningitis i endokarditis. Infekcije
Streptococcus-om agalactiae mogu imati ozbiljne komplikacije i veliku stopu mortaliteta,
koja kod inficirane novorodencadi iznosi do 60%. Trudnice ¢esto imaju ovu bakteriju u svom
genito-urinarnom sistemu, a da pri tome nemaju nikakve simptome infekcije. Ukoliko je
prisutan, Streptococcus agalactiae iz donjeg reproduktivnog trakta zena moze ascedentno
inficirati novorodence (43-45).

Kako bi se izbegla opasnost po novorodence, potrebno je sprovoditi rutinsku kontrolu svih i
leCenje inficiranih trudnica Streptococcus-om agalactiae. Kod pacijenata koji nisu alergi¢ni
na penicilin, eritromicin predstavlja antibiotik izbora (46).

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis pripada rodu Enterococcus porodice Enterococcaceae. Fakultativno je
anaeroban mikroorganizam. Deo je normalne flore intenstinalnog i bilijarnog trakta kod ljudi
i zivotinja. U malom broju se moze naci u vagini i uretri. Na krvnom agaru kolonije mogu
biti o, B ili y-hemoliti¢ne. Bakterije ove vrste se mogu naé¢i pojedinacno, u parovima ili
kra¢im lancima. Odlikuje se velikom otpornos¢u, kako na antibiotike, tako i na uslove
sredine. Moze opstati na temperaturi 60°C kratak period, a zadrzava sposobnost rasta na
10°C i 45°C, u prisustvu 6,5% natrijum hlorida, 40% zu¢i i pri pH 9,6, Sto se koristi u
dijagnosticke svrhe. Aglutinira u grupi D po Lancefieldovoj, ali ne pripada rodu
Streptococcus. Od faktora virulencije, najvazniji su: citolizin (deluje toksi¢no na eritrocite),
agregaciona supstanca i feromoni (pomazu u razmeni genetskog materijala). Produkuje i
enzime: zelatinazu i hijaluronidazu (ucestvuju u razaranju tkiva). Oksidaza i katalaza je
negativan.

Enterococcus faecalis izaziva urinarne infekcije, pogotovo kod pacijenata sa kateterima.
Takode izaziva i infekcije unutar peritonealne Supljine, narocito kod penetracionih trauma
(1). Kod imunokompromitovanih osoba dovodi do infekcija bilijarnog trakta, apscesa makih
tkiva, koze i infekcija rana. Ova stanja se mogu komplikovati bakterijemijom. Cest je
uzro¢nik endokarditisa, posebno kod osoba sa oSte¢enim ili veStackim sr¢anim zaliscima.

Poslednjih godina je ovaj mikroorganizam, kao izuzetno rezistentan na antibiotike, postao
jedan od vodecih uzro¢nika bolnickih infekcija. Ekspresija receptorskin mesta sa niskim
afinitetom vezivanja penicilina omoguc¢ava mu rezistenciju na p-laktamske antibiotike (47).
Ima sposobnost da koristi ve¢ formiranu folnu kiselinu, §to mu omogucava rezistenciju na
trimetoprim-sulfametoksazol (48). Urodeno je otporan na klindamicin. Sticanje otpornosti
izolata Enterococcus faecalis-a na vankomicin, ozbiljno otezava lecenje infekcija izazvanih
ovim mikroorganizmima, jer su oni Cesto otporni na sve antibiotike koji su delotvorni na
vankomicin osetljive sojeve Enterococcus faecalis-a. Blaze infekcije se obi¢no lece
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ampicilinom ili amoksicilinom. Kombinacija penicilinskih preparata i aminoglikozida se
primenjuje u terapiji endokarditisa i bakterijemije. Noviji antibiotici (daptomicin, tigeciklin,
kuinupristin-dalfopristin i linezolid) su aktivni protiv mnogih sojeva Enterococcus faecalis-a
rezistentnih na vankomicin, ali postoje naznake otpornosti i na ove agense (49).

Grupa po Bergey-u 20: Nepravilni, nesporuliSu¢i Gram pozitivni Stapici

Trueperella pyogenes

Trueperella pyogenes pripada rodu Actinomyces porodice Actinomycetaceae. Fakultativni je
anaerob i ubikvitarna bakterija. Pod mikroskopom se mogu videti kratki lanci kokoidnih
oblika ove bakterije, mada su difteroidni oblici uglavnom najzastupljeniji. Temperaturni
raspon rasta joj je 20-40°C, a optimalna temperatura 37°C. Kada se uzgaja na krvnom agaru,
pojavljuju se sitne, nepigmentisane, okrugle, slabo konveksne kolonije sa zonom B-hemolize
koja moze biti dva do tri puta veca u pre¢niku od kolonije (,,f-mala“"). Kod pojedinih vrsta,
moze do¢i do formiranja mle¢no belog zamucenja kolonije. Najznacajniji faktor virulencije
je egzotoksin piolizin. On je hemolizin, razlaze polimorfonuklearne leukocite i makrofage,
dermatonekroti¢an, a primenjen intravenski ili intraperitonealno je smrtonosan za
laboratorijske Zivotinje. Drugi faktori virulencije su: neuraminidaze non H i non P
(omogucavaju kolonizaciju domacina) i kolagen vezujuéi protein A (odgovoran za vezivanje
bakterije za kolagen, fibrinogen i fibronektin). Ova bakterija takode luci i enzime Zzelatinaze i
kazeinaze (razaraju tkiva i pomazu izbegavanje odbrambenog sistema domacina) i DNK-aze
(depolimerizuju DNK ¢elija domacina). Katalaza i oksidaza je negativna.

Dok se kod Zivotinja Truperella pyogenes smatra delom normalne flore i oportunisti¢kim
patogenom, kod ljudi ova bakterija predstavlja striktni patogen. Infekcije su Cesto rezultat
profesionalne ekspozicije farmera. Moze da izazove: faringitise, upale rana, septikemije,
empijeme, pneumonije, ulcerativne vulvovaginitise, cistitise, endokarditise, meningitise,
septi¢ne artiritise, ulkus koze, abscese, intraabdominalne infekcije i mastoiditise. Kao i kod
zivotinja, obi¢no Se izoluje zajedno sa drugim uzroCnicima gnojenja i Gram-negativnim
anaerobima, a infekciji obi¢no prethodi mehanicka povreda ili kompromitovan imuni status.

Osetljiva je na: suSenje, temperature vise od 60°C u trajanju duZzem od 15 min, dezinfekciona
sredstva i p-laktamate, a rezistentna na sulfonamide. LeCenje uglavnom ne daje
zadovoljavajuée rezultate, a stvari se dodatno komplikuju ukoliko je u pitanju meSana
infekcija sa anaerobima. U slucajevima kada je to moguce, neophodno je hirurski ukloniti
patoloski proces (50).

Arcanobacterium haemolyticum

Arcanobacterium haemolyticum pripada rodu Arcanobacterium porodice Actinomycetaceae.
Kolonije Arcanobacterium haemolyticum-a su si¢uSne i B hemoliticne (,,f-male*), a pod
mikroskopom se vide kao pleomorfni oblici. Ubikvitaran je mikroorganizam, dobro
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prezivljava u spoljnoj sredini, naro€ito vlaznoj, u detritusima i zemljiStu torova i Stala.
Komensal je respiratornog trakta domacih Zzivotinja. Hrana, narocito ukoliko nije dobro
skladistena, moze biti izvor zaraze.

Kolonije mogu imati glatku (smooth, S) i hrapavu (rough, R) formu rasta (51). Fosfolipaza D
I neuraminidaze su enzimi koje lu¢i. Produkuje hemolizin i eritrogeni toksin, koji moze
klinicki da imitira Sarlah, toksialergijske egzanteme i osipne groznice (52). Katalaza i
oksidaza je nagativan.

Izaziva pretezno bolesti gornjeg respiratornog trakta, ali i koZzne ulceracije naroCito u
tropskim predelima. Uzrokuje faringitis, najc¢es¢e kod tinejdzera i mladih odraslih osoba.
Egzantem je u 30% slucajeva povezan sa faringitisom. Peritonzilarni apsces se nekad moze
javiti kao jedina klinicka manifestacija. Rede izaziva ozbiljne komplikacije, kao Sto su:
sepsa, endokarditis, meSovite infekcije rana, infekcije CNS-a i kavitarne pneumonije.

Pojedini pacijenti koji su primali samo simptomatsku terapiju, spontano su ozdravili u toku
dve nedelje. Uprkos brojnim saopstenjima o povlacenju simptoma tri dana po uvodenju
penicilinske terapije, mnogi klini¢ki neuspesi su uoceni i kod peroralne terapije penicilinom
V i parenteralne terapije penicilinom G. Dugotrajno klicono$tvo zabelezeno je kod pacijenata
bez obzira na to da li su tretirani penicilinom ili ne. Uniformna osetljivost in vitro i in vivo na
eritromicin, kvalifikuju eritromicin kao antibiotik izbora za leCenje infekcija
Arcanobacterium haemolyticum-om (53)

Grupa po Bergey-u 22: Nokardioformni organizmi
Podgrupa 1: Bakterije koje sadrze mikoli¢nu Kiselinu

Rhodococcus equi

Rhodococcus equi pripada rodu Rhodococcus porodice Nocardiaceae. Striktno je aerobni i
fakultativno intracelularni mikroorganizam. Tolerantan je prema Sirokom temperaturnom
rasponu, mada se ne razmnozava na temperaturi nizoj od 10°C. Prisutan je na svim
kontinentima, osim na Antarktiku. Uglavnom se nalazi u gornjem sloju zemljista i u prasini,
a naroCito na lokalitetima na kojima se uzgajaju domace zivotinje. Moze opstati i U
slatkovodnim i morskim staniStima. U zivim organizmima se moze naci kod vise vrsta sisara,
vodenih Zivotinja i ptica. Katalaza je pozitivan, a oksidaza negativan. U roku od 24 h prolazi
ciklus od koke do Stapica. Sadrzi kapsulu koja je polisaharidne prirode 1 u odnosu na koju je
opisano 27 seroloskih kapsularnih tipova ¢ija prevalencija varira geografski. Mikoli¢na
kiselina, kao sastavni deo ¢elijske ovojnice omogué¢ava Rhodococcus-u equi przivljavanje
unutar makrofoga uz formiranje granuloma. Od faktora virulencije poseduje jo$ i holesterol
oksidazu i fosfolipazu C (,,equi faktor). Holesterol oksidaza je karakteristican produkt
Rhodococcus-a equi.
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Putevi nastanka infekcije su: inhalacija praSine, konzumiranje kontaminirane vode i hrane ili
putem defekata na kozi ili sluzokozi. Utvrdeno je da se oko 10% infekcija Rhodococcus-om
equi, javlja kod pacijenata nakon transplantacije, pre svega kao posledica imunosupresivne
terapije. Smatra se da oko dve teréine pacijenata ¢ine osobe obolele od AIDS-a, kod kojih je
broj CD4 limfocita manji od 100 celija/ul. U tim sluéajevima je stopa smrtnosti Visoka.
Klinicka slika se manifestuje promenama koje odrazavaju poremecaj funkcije aficiranog
organa ili organskog sistema, a kao komplikacija moze do¢i i do pojave bakteriemije.

Kombinovana antibiotska terapija prema rezultatima antibiograma je osnova lecenja.
Medutim, da bi se infekcija izleCila Cesto je potrebna hirur§ka drenaza gnojnih kolekcija
(54).

Gljivice
Candida albicans

Candida albicans pripada rodu Candida porodice Candidaceae. Kvasnica je, uglavhom
ovalnog oblika i nije kapsulirana. Raste i na 37°C, ali joj najvise odgovara temperatura 25°C.
Osim iz klinickih uzoraka, izolovana je iz zemljista, hrane i sa predmeta u bolnicama (55).
Deo je normalne flore gastrointestinalnog trakta i ¢esto se moze naci na kozi i sluzokozi
vagine i usta. Karakteristicno je bele boje. U odredenim uslovima kultivacije moze
produkovati pseudohife (izduzene ¢elije kvasnica), koje pomazu kvasnici da invadira dublje
strukture tkiva nakon kolonizacije epitela. U odredenim uslovima rasta moze formirati spore
za prezivljavanje sa debelim celijskim zidom, koje se nazivaju hlamidospore (1). Ligandi i
receptori sa povrSine Candida-e albicans omoguc¢avaju kolonizaciju ¢elija domacina, dok su
proteoliticki enzimi ukljuceni u proces penetracije tkiva.

Imunolo$ki sistem normalno kontroli$e aktivnost Candida-e albicans. Medutim, bolest moze
nastatiu slucaju pada odbrambenih snaga domacina autoinfekcijom ili u slucaju disbioze,
izazivata nozokomijalnih infekcija, naroCito kod pacijenata na intenzivnoj nezi i u
postoperativnom bloku. Najées¢i oblici kandidijaze su sledeéi: sor (oboljenje sluzokoze usne
duplje novorodenceta), vaginitis, onihomikoza (infekcija noktiju) i dermatitis intertriginoznih
predela. Do sistemskog oboljenja ovom kvasnicom moze do¢i u slucajevima ozbiljnijeg pada
imuniteta usled hroni¢ne bolesti, dugotrajene terapije antibioticima ili imunosupresivima.
Candida albicans je uzro¢nik 10% svih slucajeva septikemije. Kandidijaza egzofagusa,
traheja, bronhija ili plu¢a, uz pozitivan nalaz antitela na virus HIV-a, predstavlja jedan od
indikatora AIDS-a (1).

Prevenciju predstavljaju: ouvanje imunog sistema osobe i izbegavanje sistemske upotrebe
antibiotika, kada god je to moguce. Zbog Stetnih efekata antimikotika po zdravlje pacijenata,
izbegava se parenteralna terapija. Od lekova se najcesce primenjuju: Nistatin, itrakonazol,
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amfotericin B, flukonazol, i klotrimazol. Sve ¢eSce se javlja rezistencija na antimikotike kod
ove kvasnice (24, 26).

Alge

Prototheca wickerchamii i Prototheca zopfii

Prototheca wickerhamii i Prototheca zopfii pripadaju rodu Prototheca porodice
Chlorellaceae. Smatraju se mutantima zelenih algi sa nefunkcionalnim hloroplastom.
Ubikvitarne su, ali je njihova rasprostranjenost uglavnom vezana za vlazna podrucja koja
sadrze biljnu materiju u raspadanju. lzolovane su iz niza izvora zivotne sredine ukljucujuci:
zemljiste, biljke, morsku vodu, tekucu i stajacu slatku vodu. Takode su izolovane iz koznih
skarifikata, sputuma i fecesa ljudi, kao i niza domacih i nekih vrsta divljih Zivotinja. Mogu se
na¢i i u klini¢kim uzorcima ljudi koji nemaju simptome infekcije (1). Dobro se boje
metilenskim-plavim i po Gramu. Jednocelijski su organizmi ovalnog ili sferi¢nog oblika.
Celijski zid Prototheca graden je od spoljasnje tanje i unutra$nje deblje ovojnice. Prototheca
wickerhamii i Prototheca zopfii ne produkuju kapsulu. Reprodukuju se aseksualno,
internalnom septacijom i formiranjem endospora.

Za 24-48 h inkubacije na 25-37°C formiraju vidljive kolonije, koje su kod Prototheca-e
wickerhamii glatke, bele i slicne kvasnicama. Kolonije Prototheca-e zopfii su obi¢no vece,
nepravilnih ivica i granulirane povrsine. Obe kolonije se lako skidaju sa podloge, kremaste su
konzistencije i izvanredno lako se suspenduju u fizioloSkom rastvoru. Koriste glukozu kao
izvor ugljenika, a za diferencijaciju dve patogene vrste klju¢ni parametar je asimilacija
trehaloze. Prototheca wickerhamii  je uvek trehaloza pozitivna, a Prototheca zopfii
negativna.

Do skoro su bile jedini poznati biljni uzro¢ni infekcija ljudi i Zivotinja, a sada je kao
potencijalni uzro¢nik dokazana i jedna hlorela (58). Infekcije izazvane Prototheca-ma su
retke, ali su zabeleZene Sirom sveta. U organizam dospevaju preko traumatskih lezija koze 1
mukoznih membrana prilikom ekspozicije kontaminiranoj vodi. Infekcija se ne prenosi sa
coveka na ¢oveka.

Najteza forma prototekoze je diseminovana ili sistemska prototekoza, opisana kod pacijenata
sa drugim osnovnim obolenjem i oslabljenim imunitetom. Ona mozZe poceti kao koZzna,
okularna ili gastrointenstinalna infekcija. Zbog hematogene diseminacije uzro¢nika, bolest se
obi¢no komplikuje infekcijom o€iju 1 centralnog nervnog sistema. Infekcije ociju mogu
rezultirati glaukomom, ablacijom retine i posledi¢nim slepilom. Kutana forma prototekoze se
manifestuje pojavom: ulcerativnih lezija, krasta i piogranulomatoznog dermatitisa.
Lokalizovane kozne infekcije mogu biti pojedinacne ili multiple lezije koje se sporo razvijaju
i ne prolaze spontano. Bolest se ¢eS¢e javlja kod pacijenata pod imunosupresivnom
terapijom.
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Ne postoji definisan farmakoloski protokol za terapiju ove retke infekcije. Nekoliko
antifungalnih agenasa, kao $to su: ketokonazol, itrakonazol, flukonazol i amotericin B, se
koristi u terapiji prototekoza. Prototheca-e su rezistentne na 5-fluorocitozine (1). Tamo gde
je mogucde, tretman izbora je hiruska ekscizija, ali je neophodna i terapija antimikrobicima.
Kod pacijenata sa lokalizovanom infekcijom se obi¢no postize izle¢enje, dok kod pacijenata
sa drugim oboljenjima i imunosupresijom ove alge mogu biti opasne po zivot. ZabeleZeni su
i slucajevi intrahospitalnih infekcija kao komplikacije procedura endotrahealne intubacije,
peritonealne dijalize i hirurSkih ortopedskih intervencija (59).

Virusi
DNK virus

Bovine herpesvirus 1

Bovine herpesvirus 1 ili govedi herpes virus 1 pripada porodici Herpesviridae, a potporodici
Alphaherpesvirinae i rodu Varicellovirus (60). Sadrzi virusni genom koji se sastoji od
dvostrukog lanca DNK. Bovine herpesvirus 1 je obmotan lipidnim omotac¢em, kapsomere su
poligonalne, a virion je pleomorfan. Virusni glikoproteini koji se nalaze u omotac¢u na
povrSini virusa igraju vaznu ulogu u patogenezi i od znacaja su za imunolo$ki odgovor
organizma nakon infekcije. Otporan je na uticaje okoline, prezivljava u atmosferi, na niskim
temperaturama 1 visokoj relativnoj vlaznosti, a osetljiv je na: organske rastvarace,
dezinfekciona sredstva i formalin. Virion sadrzi oko 70 proteina od kojih su 11 glikoproteini
omotaca. Mogu se razlikovati dva podtipa Bovine herpesvirus-a 1: Bovine herpesvirus 1.1,
koji izaziva respiratorna oboljenja i Bovine herpesvirus 1.2, koji izaziva oboljenja
reproduktivnog trakta, a koji je dodatno podeljen na Bovine herpesvirus 1.2a (pretezno
uzrokuje abortuse) i Bovine herpesvirus 1.2b (uzroénik infektivnog pustuloznog
vulvovaginitisa i balanopostitisa).

Govedi herpes virus 1 je prvenstveno uzro¢nik klini¢kih simptoma, poput: rinotraheitisa,
pustularnog vulvovaginitisa i infektivnog pustularnog balanopostitisa. Ovaj virus izaziva i
Sirok spektar drugih klinickih manifestacija poput abortusa, neplodnosti, konjuktivitisa 1
encefalitisa. On je, takode, jedan od najvaznijih patogena uklju¢enih u razvoj respiratornog
sindroma kod goveda. Uzrokuje imunosupresiju kod inficiranih goveda, $to dovodi do
podloZnosti sekundarnim virusnim 1 bakterijskim infekcijama. Glavni izvori infekcije su
nazalni eksudati i respiratorne kapljice, genitalni sekreti, seme, fetalne tecnosti i tkiva. Virus
se takode moze preneti indirektno putem predmeta i opreme, kao i vazduhom. Bovine
herpesvirus 1 je uzrocnik oboljenja goveda koje se javljaju Sirom sveta. Uzrocnik je
prenosivih bolesti za koje se smatra da su socio-ekonomski znacajne u zemljama u kojima je
razvijena medunarodna trgovina Zivotinjama 1 proizvodima zivotinjskog porekla. Infekcije
uzrokovane Bovine herpesvirus 1 su uglavnom blage i nisu opasne po zivot. Medutim, one
mogu da izazovu ozbiljne ekonomske gubitke zbog: gubitaka tezine, pada u proizvodnji
mleka, izostanka steonosti, gubitka ploda-abortusa i ograni¢enja u medunarodnoj trgovini
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stoke. Goveda koja se oporave od akutne infekcije mogu biti veoma Stetna po stado, jer
ostaju nosioci Bovine herpesvirus-a 1 tokom ¢itavog svog Zivota. Stoga je vazno kontrolisati
bolest kod goveda.

Profilaksu predstavljaju higijenske mere, narocito na farmama. Postoje Cetiri vrste vakcina
protiv. Bovine herpesvirus-a 1: modifikovana ziva, inaktivisana, subjedini¢na i marker
vakcina. Prevalencija Bovine herpesvirus 1 infekcije se moze smanjiti usvajanjem programa
vakcinacije na nacionalnom nivou. Osim toga, treba da postoji striktna izolacija inficiranih
zivotinja zajedno sa kontrolom njihovog kretanja inficiranih zivotinja kako bi se izbegao
rizik od ponovnog uno$enja Bovine herpesvirus-a 1 u stada (61).

RNK virus

Bovine viral diarrhea virus

Bovine viral diarrhea virus ili virus govede virusne dijareje pripada familiji Flaviviridae,
rodu Pestivirus (60). On je RNK virus, obavijen kapsulom i sferi¢nog je oblika (62). Genom
ovog virusa se sastoji od linearnog, pozitivnog, jednolanéanog RNK molekula (63). Na
osnovu razlika u nukleotidnim sekvencama u 5'NCR molekula RNK i antigenskim
osobinama Bovine viral diarrhea virus se moze podeliti na: Bovine viral diarrhea virus 1 i
Bovine viral diarrhea virus 2 i druge genotipove Bovine viral diarrhea virus-a koji su
ve¢inom izolovani iz divljih Zivotinja (64). Razli¢ite zivotinje mogu biti domacini ovog
virusa, ukljucujuéi: ovce, koze, bivole i divlje prezivare, ali primarni domacini su goveda.
Bovine viral diarrhea virus je prisutan je Sirom sveta, gde god se gaji neka od Zivotinja koja
moze biti izvor zaraze (65).

U odnosu na umnozavanje i efekte prilikom umnozavanja Bovine viral diarrhea
virus-a u kulturi cCelija razlikuju se citopatogeni i necitopatogeni biotipovi virusa.
Necitopatogeni biotipovi ne indukuju smrt ¢elija u kojima se kultivisu, dok citopatogeni
biotipovi o$tecuju éelije izazivajuci citopatogeni efekat (CPE) (64). Oba biotipa mogu
izazvati bolest kod goveda. Medutim, u prirodi normalno cirkuliS§e necitopatogeni biotip
virusa, koji je uzro¢nik vise od 95% Bovine viral diarrhea virus infekcija. Perzistentne
infekcije, blage forme bolesti, reproduktivni poremecaji ali i teZi oblici akutne infekcije
uzrokovani su necitopatogenim biotipom virusa (66). Citopatogeni biotip virusa nastaje kao
rezultat mutacije necitopatogenog biotipa virusa u perzistentno inficiranoj Zivotinji.
Nastankom citopatogenog biotipa virusa kod perzistentno inficirane zivotinje se razvija
bolest sluznica sa smrtnos¢u 100%. Ovaj virus se smatra jednim od ekonomski najStetnijih
uzro¢nika zaraznih bolesti u sto€arskoj industriji. Odlikuje se visokom prevalencijom,
perzistencijom i teSkim klinickim posledicama (65). Bovine viral diarrhea virus moze
uzrokovati subklinicke infekcije i blagu dijareju, ali isto tako i: fatalno oboljenje nazvano
bolest sluzokoze, akutne teske dijareje, supresiju imuniteta, trombocitopenije, hemoragi¢nu
dijatezu, reproduktivne poremecaje koji ukljucuju izostanak koncepcije, rano povadenje i
abortuse, kao i kongenitalne abnormalnosti kod teladi (67). Perzistentno (trajno) inficirane
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Zivotinje su najvazniji izvor ovog virusa, iako je izvor zaraze i akutno inficirana stoka. Virus
se prenosi putem direktnog kontakta, telesnih sekreta i ekskreta (68).

Najefikasnije sredstvo za prevenciju i kontrolu Bovine viral diarrhea virus je
eliminacija perzistentno inficiranih zivotinja i prevencija radanja inficiranih teladi. To
zahteva istovremeno sprovodenje: laboratorijskog testiranja 1 uklanjanja perzistentno
inficiranih zivotinja, monitoring ostalih Zivotinja u zapatu uz ili bez primene vakcinacije i uz
primenu strogih programa biosigurnosti. Kako tretman inficiranih Zivotinja nije raspoloziva
opcija (67), kontrola, prevencija i napori za iskorenje ove bolesti moraju se sprovoditi od
strane stocarske industrije (69), kao i pojedina¢nih uzgajivaca (70,71).

Biljke
Porodica Rosaceae

Ova porodica pripada carstvu biljaka (Plantae), razdelu Magnoliophyta, klasi Magnoliopsida,
podklasi Magnoliidae, nadredu Rosanae i redu Rosales (72).

Predstavnici ove porodice mogu biti drvece, zbunovi, Siblje ili zeljaste visegodiSnje, rede
jednogodisnje biljke. Listovi su im obi¢no naizmeni¢no rasporedeni, a mogu biti jednostavni
ili slozeni. Zalisci uvek postoje na ovim biljkama, a ponekad srastaju sa lisnom drSkom.
Mogu ostati trajno ili kod nekih vrsta otpadaju. Cvetovi su im obi¢no aktinomorfni, najcesce
dvopolni, jednopolni ili polietski. Oni su pojedinacni ili grade cimozne, grozdaste, metliaste
ili glavicaste cvasti. Cvetni omota¢ kod biljaka iz porodice Rosaceae je najcesée dvojan.
Cvetovi imaju po: pet ¢asi¢nih listi¢a, koji su najcesée jednostavni, a ponekad imaju i spoljnu
¢aSicu 1 pet listica krunice, sa kojima atlerniraju. Krunicni listi¢i su poredani kao 1 ¢asi¢ni po
obodu cvetne loze. Pri 0snovi su suzeni, a mogu biti beli ili obojeni. Pripadnici ove porodice
obi¢no imaju mnogo prasnika, koji se takode nalaze po obodu cvetne loze. Prasnicki konci su
slobodni, a naj¢esce su koncasti. Tucak je izgraden iz jedne ili viSe karpela. Plodnik moze
biti: podcvetan, sredcvetan ili nadcvetan. Imaju jedan ili dva anatropna semena zametka.
Plodovi biljaka ove porodice su: oraSice ahenije, suve koStunice, zbirne oraSice ili zbirne
kostunice (73).

Porodica Rosaceae je 19. po veli¢ini porodica biljaka. U ovu porodicu se ubraja vise od 100
rodova i 3000 vrsta. Ona sadrzi mnoge popularne i omiljene vrste velikog ekonomskog
znacaja. Najvise se koriste jestivi plodovi i ukrasne biljke, a preradevine biljaka ove porodice
se koriste i u obliku biljnih lekova (74).

Rod Rubus L. 1753.

Ovaj rod pripada porodici Rosaceae, subporodici Rosoideae, (75). Biljke ovog roda mogu
biti: perene, zeljaste ili Zbunaste. Stabla su im obi¢no sa trnjem, koje je uspravno (76). Lisce
ovih biljaka je najcesce slozeno: perasto, prstasto ili u obliku stopala sa 3-7 listi¢a, koji su po
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obodu nazubljeni. Priperci su jajasti, lencetasti ili koncasti, slobodni ili usko spojeni s lisnom
drskom. Cvetovi su pojedinacni ili skupljeni u manje ili viSe bogate, grozdaste ili metlicaste
cvasti. Cvetovi su dvopolni i obi¢no petoclani. Ovim biljkama je hipancijum zaravnjen, sa
velikom, konveksnom cvetnom loZzom. Nemaju spoljasnju ¢aSicu, a krunica im moze biti:
crvena, purpurna, ruzicasta ili bela. Imaju mnogo prasnika, kao i oplodnih listi¢a. Gineceum
je nadcvetan, a stubici obi¢no otpadaju. Oplodni listi¢i (karpele) i plodovi su na ravnoj ili
udubljenoj cvetnoj lozi. Plod najéeSée predstavlja labavo spojena glavica jednosemenih
kostunica. Pojedinac¢ni plodi¢i (koStunice) su udruZeni i obrazuju zbirni plod (73,77).

Rod Rubus sadrzi preko 700 vrsta. Kako su mnoge biljke ovog roda vrlo polimorfne, neke
forme ili podvrste mogu biti klasifikovane kao vrste, pa im broj, po nekim autorima, moze
narasti ¢ak do oko 3000. Veéina vrsta ovog roda je kosmopolitskog rasprostranjenja.
Narocito su bogato zastupljene u severnoj hemisferi, a u tropskim oblastima se srecu u
planinskim predelima (73). Najveéi proizvodaci biljaka iz ovog roda su Kina i Severna
Amerika. Etnobotanicke informacije o upotrebi plodova, lis¢a, korenja kao i celih biljaka
Rubus-a mogu se pratiti do pre 2000-3000 godina u Evropi, Severnoj Americi i Aziji. U
svetu se ranije vrednost ovih biljaka smatrala malom, ali je u Kini pre oko dve hiljade godina
bilo primeceno njihovo lekovito dejstvo. Pored lekovitih vrsta, u ovom rodu postoje i
ekoloski znacajne biljke. Veruje se da su znacajne za ocCuvanje vode i tla, kao 1 za
ulepSavanje zivotne sredine. Rod Rubus se smatra resursom malih voénih biljaka, lekovitih
biljaka i biljaka znacajnih sa ekoloskog stanovista (78). Lekovite biljke ovog roda imaju
Sirok spektar farmakoloskih efekata, ukljucuju¢i antimikrobne, antiinflamatorne,
antitumorne, antioksidativne, antialergijske, hepatoprotektivne i antinociceptivne efekte (79).

Kupina (Rubus fruticosus L. 1753)

Stabla kupine su: Sibolika, puzeca, granata, ovalna, glatka i pepeljasta, a retko mogu imati 1
kratke zlezde. Na stablima mozZe biti manji ili ve¢i broj slabih, kratkih, uspravnih trnova.
Listovi ove biljke su trodeli, dlakavi sa obe strane. Terminalni listi¢i su jajasti iz tri reznja,
oStro zasiljeni, srcasti 1 Cesto grubo dvojno testerasti. Lateralni listi¢i su Cesto sastavljeni od
dva reznja. Lisne dr§ke kupine su zljebovite, a zalisci su im jajasto lancetasti. Cvast je gronja,
sastavljena iz 2-5 cvetova, koji se nalaze na vrhu izdanka, ili u pazuhu gornjih listova. Cvetne
drske su: dugacke, sa kratkim dlakama, finim Zlezdama i retkim trnjem. Pre¢nik cvetova
iznosi 2-2,5 cm. Cagiéni listiéi su: priljubljeni uz plod, jajasto lancetasti, kratko zasiljeni,
sivozeleno dlakavi. Oni imaju beli obod i kratke Zlezde. Kruniéni listi¢i su: krupni, jajasti,
elipti¢ni ili skoro ovalni, beli. Prasnici su: zeleni, jednake duzine sa zelenkastim stubi¢em.
Plodovi ovih biljaka su krupne crne do pepeljasto sive zbirne koStunice, koje se nalaze u
grupama 2-20 i labavo su spojene.

Kupina se vrlo ¢esto nalazi po brdima i planinskim predelima i to na: utrinama, pasnjacima,
proplancima i proredenim Sumama. Rasprostranjena je Sirom Evrope, ukljucujuéi: Veliku
Britaniju, Skandinaviju do 63° severne $irine, zapadnu Aziju, Altaju i Persiju. U Srbiji je
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najviSe rasprostranjena po: pobrdu Kopaonika, Golije, Stare planine i Homolja (73). Plod ove
biljke ima: medicinsku, kozmeticku i nutritivnu vrednost. On je bogat izvor vrednih
hranljivih, kao i bioaktivnih sastojaka terapeutskog interesa, $to naglasava znacaj ove biljke
kao funkcionalne hrane. Pored toga sto se koristi kao sveze vocée, moze Se upotrebljavati i
kao sastojak u kuvanim jelima, salatama i pekarskim proizvodima. Plodovi kupine, pored
hranljivih svojstava, poseduju i razli¢ite farmakoloske aktivnosti kao §to su: antimikrobne,
antioksidantne, antikancerogene, antiinflamatorne, antidijabeti¢ke i antidijarejne (80).

Malina (Rubus idaeus L. 1753.)

Izdanci ove biljke izbijaju iz adventivnih pupoljaka korena. Stablo je uspravno, valjkasto,
visoko 1-1,5 m, pepeljasto, ¢esto sa mnogobrojnim trnjem. Listovi su obi¢no: perasto sloZeni,
sa 5-7 listi¢a ili nekad tro€lani, sa gornje strane glatki, a sa donje strane obrasli belim
dlakama. Terminalni listi¢ je jajast ili duguljasto jajast, a ponekad moze biti plitko usecen.
Zalisci su koncasti ili dlakavi. Cvetovi su: dvopolni, peto¢lani, ve¢inom oboreni nanize,
skupljeni u cimozne cvasti na vrhu izdanka ili u pazuhu gornjih listova. Cagi¢ni listiéi su:
uzani, obrnuto jajasti, duguljasto zaostreni, beli i goli. Prasnici ove biljke su uspravni i bele
su boje. Plodovi su zbirne koStunice crvene ili narandzaste boje obrasli maljama (73,76,77).

Prirodno raste po Sumama, utrinama ili proplancima, a vrlo ¢esto na pozaristima. Srece se
Sirom Evrope i u umerenim oblastima Azije i Severne Amerike. U Srbiji najvise raste na:
Kopaoniku, Goliji, Jastrepcu, Staroj planini i drugim planinama i brdima.

Pored toga Sto se malina prikuplja 1 preraduje sa prirodnih stanista, sve je vec¢i broj vestacki
podignutih malinjaka razli¢itih hibrida. Neki od kultivisanih varijeteta nemaju trnje, neki
imaju prosto lis¢e, a svi uglavnom imaju veoma ukusne i krupne plodove (73).

Pored antimikrobnih osobina, plodovi malina su pokazali i druge korisne bioaktivnosti, kao
Sto su: antioksidativne, antiinflamatorne, antiproliferativne i antineurodegenerativne (27).

Rod Prunus L. 1737.

Ovaj rod pripada porodici Rosaceae, subporodici Prunoideae (75). Neke vrste roda Prunus
rastu autohtono (samoniklo) u Srbiji, dok se veliki broj gaji kao zna¢ajne voéne vrste.

Predstavnici ovog roda su uglavnom listopadno ili retko, zimzeleno drvece i zbunje. Grancice
mogu biti: obrasle trnovima ili bez njih. Lis¢e ovih biljaka je prosto, obi¢no nazubljeno ili
testerasto, sa peteljkom koja ponekad na sebi nosi zlezdice, duguljasto, veli¢ine od nekoliko
do 15 cm, listopadno ili zimzeleno. Cvetovi su pojedinacni ili ¢esée u grozdovima, gronjama
ili Stitovima. Cveta pre ili u toku listanja. Cvetovi su petoclani, sa ruzicastim ili belim
krupnim kruni¢nim listi¢ima. Ove biljke imaju jedan tucak koji je sredcvetan 1 deset ili vise
prasnika. Plod je koStunica, koja moze biti okruglasta ili pljosnata, sa so¢nim ili suvim
mezokapom. Veli¢ina ploda iznosi od 0,5-10 cm (73).

20



Doktorska disertacija Tamara Krsti¢

Zabelezeno je da rod Prunus ima interesantna bioloSka svojstva kao Sto su: sedativna,
antiinflamatorna, antihiperlipidemi¢na, antitumoralna i antioksidativna (81).

Visnja (Prunus cerasus L. 1753.)

Visnja je zbun ili nisko drvo, visoko 2,5-9 m sa dosta nepravilnom kroS$njom i krivudavim
deblom i granama, koje daje izdanke iz korenja. Kora visnje je debela i tamnosmeda. Na kori
ove biljke se dugo zadrzavaju krupne, poprecno stojece lenticele, a ljusti se u tankim
slojevima. Grancice su: vrlo tanke, mrko-sive, gole, manje-vise visece, sa kratkorastima.
Lis¢e je: dugo 5-8 (-12) cm, Siroko 3-6 cm, elipti¢no do izduzeno objajasto, zaSiljeno na
vrhu, suzeno na osnovi, na licu golo, sjajno, na nali¢ju blede i bez sjaja, golo ili samo u
mladosti malo dlakavo, ¢vrsto, po obodu prosto ili dvostruko tupo testerasto nazubljeno, sa
zlezdicom na vrhu zubaca. Peteljke su duge 1-3 cm, manje visece nego kod tre$nje i obi¢no
bez Zlezdica. Zalisée visnje je: linearno, dugo do 6 mm i zlezdasto nazubljeno. Cvetovi su:
beli, Siroki do 3 cm, imaju zvonasta cvetiSta i gole peteljke, duge 2-3 cm. Po 2-4 cveta je
skupljeno u Stitice, sa nekoliko sitnih listica pri osnovi. Plod visnje je koStunica, koja moze
biti okruglasta ili spljostena. Ona je Siroka 1-1,5 cm u precniku, ruzicasta, crvena ili crna.
So¢ni mezokarp se ne odvaja od endokarpa (kostice). Endokarp ploda je okruglast ili jajast,
Sirok do 1 cm u preéniku. Plodovi su manje ili vise kiselkastog ukusa (73,76,77).

Ova biljka dobro uspeva na bogatom, hranljivom i bazi¢énom zemljistu, koje je lako rastresito
(peskovite glinuse), a raste i na peskovitim zemljistima. Za njen rast pogodnija su suva
zemljista od vlaznih. Predeli gde raste su obi¢no topli i suvi, odnosno dovoljno suncani
poloZaji u pojasu hrastova. Visnja je poreklom iz Male Azije 1 jugoisto¢ne Evrope. Gaji se:
na severu do oko 68° severne geografske Sirine, u Norveskoj, zapadnom Sibiru, srednjoj
Aziji, gotovo celoj Evropi i Severnoj Americi. Kod nas se razne sorte ove biljke gaje gotovo
u celoj zemlji (73).

Pored antimikrobnih osobina, plodovi vi$nje su pokazali i druge korisne bioaktivnosti, kao
Sto su: antioksidativne, imunomodulatorne  (82), antineurodegenerativne  (83),
antiinflamatorne, antiproliferativne i antikancerogene (84).

Tre$nja (Prunus avium L. 1755.)

Drvo tresnje je visine 10-20 (-30) m, ima Siroko kupastu krosnju, dobro izrazeno deblo, dosta
retke horizontalne grane i srcasto korenje. Deblo ima sjajnu, sivosmedu koru, koja se moze
ljustiti u horizontalnim tankim trakama i na kojoj se dugo zadrzavaju lenticele. Grancice
treSnje su gole, Zuto ili crvenosmede. Listovi su sjajni, a po obliku mogu biti: jajasti, eliptini
ili objajasti. Dugi su 8-15 cm, Siroki 4-7 cm, zasiljeni na vrhu i klinasti ili okruglasti pri
osnovi. Obod listova je obi¢no dvostruko testerast, sa zlezdicom na vrhu zubaca. Nali¢je
listova je dlakavo po celoj povrsini ili samo po nervima, a rede golo. Lisne peteljke su duge
2-5 c¢m i tanke, sa obi¢no 2 Zlezdice u gornjem delu. Zalis¢e tre$nje je linearno, zlezdasto
nazubljeno i dugo do 1 cm. Ova biljka ima Stitaste cvasti sa 2-6 cvetova. Cvetovi su: Siroki
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2,5-3 cm, beli, a pri precvetavanju mogu biti ruzicaste boje. Cvetiste je zvonasto, a cvetne
peteljke su duge 2-6 cm i gole.

Plod tresnje je koStunica. Ona je okruglasta, bez pepeljki, sa pre¢nikom 7-18 mm, kremkasto
zute, tamno crvene ili skoro crne boje, sa so¢nim mezokarpom. Endokarp ploda po obliku
moze biti okruglast ili jajast. On je gladak i dug do 8 mm. Plodovi su uglavnom slatkog do
gorkog ukusa (73,76,77).

TreS$nja je biljna vrsta koja prirodno raste na dubokom, rastresitom i plodnom zemljistu,
dovoljno toplom i1 bogatom bazama. Ona je mezofilna vrsta, koja prilicno podnosi zasenu.
Obicno se, kao samonikla, javlja stablimi¢no primeSana u raznim Sumama hrastovog i donjeg
bukovog pojasa, 1 u mezofilnim fitocenozama. Ova biljka se moze sresti i u daleko suvljim
tipovima Suma, odnosno na pli¢em toplom zemljistu. Rasprostranjena je po vecem delu
Evrope, izuzev: severnih, isto¢nih i mediteranskih predela, Krimu i Kavkazu. U Srbiji je
rasprostranjena u svim Sumskim predelima kao stablimi¢no primeSana vrsta, a ponekad se
moze naéi na poljoprivrednom zemljistu kao ostatak nedavno iskréenih Suma. Gajene sorte
tresnje se nalaze narocito oko Grocke i Subotice, a inace su prisutne Sirom Srbije.

Plod se koristi svez ili preraden u ishrani (slatko, kompot, dzem), a plodne peteljke za Caj.
Tres$nja je medonosna vrsta (73). Tvrdi se da su slatki voé¢ni sokovi tresnje odgovorni za njen
antioksidantni potencijal. Pored toga, tresnja se koristi u prevenciji kardiovaskularnih bolesti,
raka i drugih bolesti povezanih sa oksidativnim stresom. Poznat je antitumorski, kao i
antineurodegenerativni potencijal ove biljke (85).

Rod Aronia Medik. 1789.

Aronija je listopadni Zbun, koji naraste najces¢e 80-200 cm. Ima od jedne do viSe od
dvadeset grana, uspravnih i glatkih. Kora je sive ili smede boje. Stabljika nema kratkih
gran€ica 1 nerazgranata je. LiS¢e je listopadno, jednostavano. Sporedni listi¢i su perzistentni,
usko trouglasti, sa Zlezdama po obodu. Peteljke su prisutne. Oblik listova je eliptican do
okrugao sa za$iljenim vrhom. Duzina listova je 2,5-7,5 (-18) cm. Struktura listova je
membranozna, a ivice su ravne. Cvasti su bo¢ne i naizgled terminalne, sadrze 5-12 (-20)
cvetova. Listi¢i su svedeni na Zlezde. Brakteole se smanjuju na Zlezde. Cvetne drSke su
prisutne. Cvetovi sadrze cvetni omotac i epiginozni androecijum. Pre¢nik cvetova je 12-20
mm. Casi¢nih listi¢a ima 5, uspravni su i trouglasti. Latica ima 5, bele su do bledo ruziaste
boje i eliptinog oblika. ParSnika ima 16-22, jednake duZzine kao latice. Ima 5, terminalnih,
izrazitih i dlakavih karpela, a ovula 2. Plodovi su bobice, crvene, ljubiCaste ili crne,
okruglaste sa zaSiljenim vrhom, pre¢nika 6-9 (-11) mm, glatki ili prekriveni slabim
dlacicama. Karpela je kljunasta (86). Bujnog je rasta, a rezanjem se oblikuje u manji grm.
Lako formira rizome i moze da formira male kolonije na neagresivan nacin (87).

Poreklom je s istoka Severne Amerike, a dosta je rasprostranjen u Rusiji, Finskoj i Svedskoj.
Najéesée obitava u vlaznim Sumama i moévarama (88-91). Cesto se gaji i kao ukrasna biljka.

22



Doktorska disertacija Tamara Krsti¢

Aronije su bobicasto voce, sli€no borovnici, otporno na niske temperature, mraz i zimu.
Mogu da prezive temperature i do -47°C, zbog Cega se ¢esto nazivaju i sibirska borovnica.
Takode je otporno i na susu, insekte, zagadenja i1 bolesti.

Ovaj rod sadrzi dve, a po nekim autorima tri vrste: crnu Aronia melanocarpa-u, crvenu
Aronia arbutifolia-u i ljubi¢astu Aronia prunifolia-u. Plodovi Aronija su u vidu malih
okruglih bobica pre¢nika 4-6 mm, boje od crvene-crne, koje su jedini pouzdani parametar za
utvrdivanje vrste. Aronije su entomofilusne i alofilicne. Razni insekti su pronadeni na ili u
cvecu, ukljucujuéi mrave, bumbare i dr. Medutim, na osnovu opstih zapazanja, primarni
polinirajuéi agensi su verovatno male pcele (92).

Aronije se koriste u ishrani (sok, vino i dZem i kao aroma za bezalkoholna pi¢a) i kao
ukrasna biljka zbog njene boje listova (86). Zbunovi roda Aronia su tradicionalno koriséeni u
americkoj medicini za leCenje prehlada. Plodovi aronije pokazuju: antioksidativno,
antidijabeti¢no, kardioprotektivno, antimutageno, antiproliferativno, antikancerogeno,
hepatoprotektivno i antimikrobno dejstvo (93).

Aronija (Aronia prunifolia (Marshall) Rehder 1938)

Aronia prunifolia se smatra hibridnom vrstom, koja se po karakteristikama nalazi izmedu
crne Aronia melanocarpe i crvene Aronia arbutifoliae. Hardin je zaklju¢io da su ove dve
vrste prilicno razlicite, a da Aronia x prunifolia tezi da prikrije granice izmedu njih, $to ¢ini
njenu identifikaciju veoma teSkom. Hromatografskom analizom sve tri vrste ustanovljeno je
da Aronia prunifolia sadrzi veliki procenat jedinstvenih komponenti, $to potkrepljuje njeno
hibridno poreklo. Ova vrsta Aronije je agamospermna, §to pomaze U njenoj stabilizaciji i
moze objasniti zaSto je ovaj hibrid bio u moguénosti da se prosiri ¢ak i izvan granica dometa
druge dve vrste (92). Aronija je listopadni grm, visine 2-3 metra. Listovi su: ovalni,
tamnozelene boje, dok u jesen postaju crvenkasti, rub lista je nazubljen. Po 10-15 (30) belih,
aktinomorfnih cvetova su grupisani u cvasti. Aronia x prunifolia (Marshall) Rehder nazvana
je jos 1 ,,Jjubicasta aronija®, jer ima plodove tamnoljubicaste do crne boje. Oni su Siroki 7-10
mm i veoma otporni. LiS¢e i grane su prekrivene dlakama dok je biljka mlada, a obi¢no
postaju glatki u zrelosti (94).

Bioaktivna jedinjenja biljaka

Veéina bioaktivnih komponenata nadenih u malini, kupini, tre$nji, visnji i aroniji su: fenolna
jedinjenja i vitamin C. U fenolna jedinjenja spadaju: polifenoli, koji pripadaju grupi
flavonoida, i fenolne kiseline (95,96).

Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju najvecu grupu hemijski srodnih polifenolnih jedinjenja, koja sadrzi
preko 3000 biljnih jedinjenja. U osnovi molekula flavonoida se nalazi 2-fenil-benzo-y-piron
(flavon). Nalaze se u ¢elijskom soku, vakuolama epidermalnih i ¢elijama mezofila. Ne mogu
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se sintetisati u organizmu ¢oveka ili Zivotinje, stoga ih je potrebno unositi ishranom (97).
Ako se 2-fenilhromon posmatra kao osnovna struktura flavonoidnih aglikona, moguce je
izvrsiti podelu na osnovu stepena oksidacije centralnog piranovog prstena. Na taj nacin se
mogu podeliti na: antocijanidine, izoflavone, izoflavanone, flavone, flavonole,
dihidroflavonole, flavanone, flavane, flavanole, flavandiole, halkone, dihidrohalkone i
aurone. U prirodi postoji veliki broj derivata flavonoidnih aglikona, oni se medusobno
razlikuju po supstituentima aromati¢nih prstenova. U biljkama se ova jedinjenja nalaze kao
slobodna ili konjugovana sa Se¢ernom komponentom tj. u obliku glikozida. Oni su biljni
pigmenti ili kopigmenti i obi¢no su koncentrisani u epidermalnim celijama biljaka.
Antocijani mogu biti crvene, plave i raznih nijansi ljubicaste boje, u zavisnosti od pH
vrednosti sredine u kojoj se nalaze. Nastaju iz tri aktivirana acetata i derivata cimetne
kiseline, preko halkona. Zatim dolazi do ciklizacije osnovnog piranovog prstena i formiranja
molekula flavanona, iz kojeg se tranformacijama formiraju ostali tipovi flavonoidnih
molekula (98). Predstavnici ove grupe jedinjenja su: katehini, miricetin, rutin, Krisin,
kvercetin, epikatehin, luteolin, izoramnetin, kempferol i antocijani.

O

Slika 1. Osnovna hemijska struktura flavonoidnih aglikona

(http://www.abcpharmus.com.br/crisina-500mg-p143)
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Slika 2. Hemijske strukture razli¢itih vrsta flavonoidnih aglikona
(http://www.dolcevitaonline.it/i-flavonoidi-e-la-cannabis/)

Fenolne Kiseline

Pod pojmom fenolne Kkiseline su obuhvaéena jedinjenja koja sadrze najmanje jednu
karboksilnu i jednu fenolnu grupu, pa se nazivaju jos i fenolkarbonske kiseline. Kao i vecina
prirodnih fenola i fenolkarbonske kiseline nastaju iz acetata, biosintetskim putem preko
Sikiminske kiseline. Pod pojmom fenolkarbonskih kiselina se podrazumevaju drivati:
benzoeve i cimetne kiseline. U tkivu biljaka se ovakva jedinjenja pojavljuju u oblicima:
slobodnih kiselina, alkohola ili aldehida odgovarajucih kiselina, estara sa odgovaraju¢im
alifaticnim alkoholima, odnosno voénim kiselinama, depsida kiselina, heterozida i/ili
acetilovanih flavonoida. Predstavnici ove grupe jedinjenja su: galna, p-hidroksibenzoeva,
protokatehinska, vanilinska, siringinska, gentisinska, kumarinska, ferulna, kafena (99),
sinapinska, hlorogenska i elaginska kiselina (100).

Vitamin C

Vitamin C je po hemijskoj strukturi L enantiomer askorbinske kiseline tj. L-askorbat. On je
slaba Secerna kiselina. Askorbat predstavlja jon askorbinske kiseline, koji moze biti vezan za
vodoni¢ni jon kada formira askorbinsku kiselinu, ili za metalni jon, formiraju¢i mineralni
askorbat. L-askorbat je redukujuci agens, koji se pri obavljanju svoje funkcije konvertuje u
oksidovani oblik L-dehidroaskorbat. Ukoliko se ova reakcija odvija u telu coveka, L-
dehidroaskorbat se moze zatim ponovo prevesti u aktivnu L-askorbatnu formu uz pomoc¢
glutationa (101).
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Ovaj vitamin je esencijalan za pravilno funkcionisanje organizma, jer ima vaznu ulogu u
brojnim fizioloSkim i biohemijskim procesima koji se deSavaju u telu. Sposobnost da stvaraju
vitamin C imaju pojedine biljke i Zivotinje. Covek i Zivotinje koje nemaju ovu sposobnost su
primorani da ga unose putem hrane. Nedostatak ovog vitamina u organizmu izaziva
disfunkcionalnost, koja se manifestuje boles¢u skorbutom (101). Po WHO preporucene
dnevne doze vitamina C iznose: od 25 mg za novoredencad do 6 meseci starosti, 30 mg za
decu uzrasta od 7 meseci do 6 godina, 35 mg za decu od 7 do 9 godina, 40 mg za adolescente
(10-18 godina starosti) i 45 mg za odrasle. Povecane potrebe za vitaminom C imaju trudnice i
dojilje koje bi trebale da unose 55 i 70 mg ovog vitamina dnevno, respektivno (102).

Slika 3. Hemijska struktura vitamina C

(http://www.orientjchem.org/vol30nol/comparative-study-of-adsorption-isotherms-of-
vitamin-c-on-multi-wall-and-single-wall-carbon-nanotube/)

Antimikrobna aktivnost bioaktivnih jedinjenja

Flavonoidi

S obzirom da se sinteza flavonoida od strane biljaka odvija: kao odgovor na razli¢ite
infekcije, ne bi trebalo da ¢udi §to flavonoidi pokazuju efikasnost protiv Sirokog spektra
mikroorganizama (103). Antibakterijska, antifungalna, antialgalna i antivirusna aktivnost
flavonoida su posebno ispitane, dokzane i dokumentovane u velikom broju istrazivanja.

Tako, Orhan i sar. su opisali aktivnost dve razli¢ite grupe flavonoida protiv: Pseudomonas
aeruginosa-e, Acinetobacter-a baumanni, Staphylococcus aureus-a, Candida-e krusei i
Herpes simplex virus-a 1 i Parainfluenza-3 virus-a (104).

Alcaraz i sar. su utvrdili aktivnost tri grupe prirodnih i vestackih flavonoida na MRSA, kao i
povezanost strukturnih karakteristika sa antistafilokoknim dejstvom (105).

Cushine i Lamb su u dve studije opisali mehanizme dejstava flavonoida, sinergizam
odredenih flavonoida sa poznatim hemoterapeuticima, kao 1 dejstvo ove grupe jedinjenja na
intoksikaciju a-toksinom Staphylococcus aureus-a (106,107).
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Arima i sar. su dokazali ispitivanjima sprovedenim na Bacillus cereus-u i Salmonella-i
Enteritidis da flavonoidi udruzeni daju jaci antibakterijski efekat, nego kada deluju
pojedinac¢no (108). Do istog zakljucka da rutin sam ne poseduje antibakterijsko dejstvo, ali
da doprinosi dejstvu drugih flavonoida su dosli i Amin i sar. Oni su dokazali da flavonoidi
mogu sami, ali i u kombinaciji jedni sa drugima, ostetiti membranu MRSA, kao i da mogu
pojacati dejstvo komercijalnih antibiotskih lekova putem aditivnog efekta ili sinergizma
(109).

Buzzini i sar. su dokazali antifungalno dejstvo flavonoida na: Candida spp., Clavispora spp.,
Cryptococcus spp., Filobasidiella spp., Issatchenkia spp., Pichia spp., Kluyveromyces spp.,
Saccharomyces spp., Yarrowia spp. i antialgalno na Prototheca spp. (110).

Fenolne kiseline

Za odredene fenolne kiseline je dokazano da imaju antimikrobno dejstvo. Antibakterijsku
aktivnost fenolnih kiselina na: Escherichia-u coli, Pseudomonas aeruginosa-u, Proteus
mirabilis, Klebsiella-u pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis i Bacillus subtilis, antifungalnu na: Candida-u albicans i Candida-u
parapsilosis i antivirusnu aktivnost na: Herpes simplex virus 1 i Parainfluenza virus 3 su
opisali Ozcelik i sar. Antialgalnu aktivnost flavonoida i fenolnih kiselina na Selenastrum
capricornutum opisali su D 'abrosca i sar. (111).

Vitamin C

Antibakterijska, antifungalna i antivirusna aktivnost vitamina C su dokumentovane u
literaturi. Zimmerman i sar. su opisali aktivnost bakra i askorbinske kiseline na Serratia-u
marescens (112). Inhibitorno dejatvo iste kiseline na Candida-u albicans opisali su i Van
Hauwenhuyse i sar. (113). Jace antivirusno dejstvo dehidroaskorbinske kiseline u odnosu na
askorbinsku kiselinu na Herpes simplex virus 1, Influenza virus A i Polio virus 1 opisali su
Furuya i sar. (114). Medutim, u dostupnoj literaturi nisu pronadeni podaci o antialgalnoj
aktivnosti vitamina C.

Mehanizmi antimikrobnog dejstva bioaktivnih jedinjenja

Flavonoidi

Istrazivanja flavonoida su dokazala da se njihova direktna antibakterijska aktivnost moze
zasnivati na jednom od pet mehanizma. Mehanizmi antibakterijskog dejstva flavonoida
ukljucuju: ostecenje citoplazemske membrane (uzrokovano perforacijom i/ili smanjenjem
fluidnosti membrane, kao i stvaranjem vodonik peroksida), inhibiciju sinteze nukleinskih
kiselina (uzrokovanu inhibicijom topoizomeraze i/ili dihidrofolat reduktaze), inhibiciju
energetskog metabolizma (uzrokovanu inhibicijom NADH-citonrom c reduktaze i
inhibicijom ATP sintaze), inhibiciju sinteze ¢elijskog zida (uzrokovanu inhibicijom d-alanin-
d-alanin ligaze) i inhibiciju sinteze ¢elijske membrane (uzrokovanu inhibicijom Fabl, FabZ,
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Rv0636 ili KAS 111) (107). Njihova antibakterijska aktivnost se temelji verovatno na njihovoj
sposobnosti da stvaraju komplekse sa ekstracelularnim i rastvorljivim proteinima, kao i sa
zidovima bakterijskih ¢elija. Pretpostavlja se da ciljna mesta za flavonoide predstavljaju
povrsinski izlozeni adhezini ¢elije, polipeptidi ¢elijskog zida i enzimi vezani za membrane
(103).

Antialgalna aktivnost flavonoida se temelji na njihovoj posobnosti da inhibiSu klijanje spora
biljnih patogena (115). Na osnovu antialgalnog dejstva flavonoida, smatra se da oni migu biti
efikasni u borbi protiv gljivi¢nih patogena (20,115). Utvrdeno je da kvercetin modulira gene
za sintezu masnih kiselina, koje su specificne za gljivicne celije, $to ga ¢ini dobrim
kandidatom za antifungalni agens (116).

Predlozeni antivirusni mehanizmi delovanja flavonoida ukljucuju: inhibiciju virusnih enzima
(DNK polimeraze, reverzne transkriptaze i proteinaze) i vezivanje za virusnu nukleinsku
kiselinu ili virusne kapsidne proteine (20).

Fenolne kiseline

Glavni ¢inilac antibakterijske aktivnosti fenolnih kiselina je njihova reakcija sa DNK. Tako
antibakterijsko dejstvo fenolnih kiselina moze biti rezultat potencijalne mutagene aktivnosti
ovih jedinjenja i drugih mehanizama, koji ukljuCuju i genotoksi¢nost (13). U studiji
sprovedenoj od strane Borges i sar., detaljno je dokazano i opisano antibakterijsko dejstvo
ovih kiselina. Galna i ferulna kiselina su dovele do nepovratnih promena u svojstvima
membrane bakterijske celije (naelektrisanju, intra 1 ekstracelularnoj propustljivosti 1
fizickohemijskim svojstvima). OSteCenje membrane je sprovedeno menjanjem njene
hidrofobnosti, smanjenjem negativnog povrSinskog napona i nastankom lokalnih ruptura ili
formiranjem pora u membrani bakterijske celije, uz poslediéno curenje esencijalnih
intracelularnih sastojaka. Sve ovo je dovelo do baktericidnog efekta na bakterijske celije
(117). U studiji izvedenoj na flavonoidima i fenolnim kiselinama uoceno je da je intenzitet i
raznovrsnost celijskih morfoloSkih promena (gubitka jednog sloja celijske membrane,
granulacije, citoplazmatske vakuolizacije, istezanja 1 suzenja ekstenzija, kao 1 zatamnjenja
ivica ¢elija) postajao ocigledniji sa sve ve¢im koncentracijama tih jedinjenja (118). Inhibicija
konidne klijavosti i formacije apresorijuma Magnaporthe grisea-e, zapazena je od strane
galne kiseline. Ona, prema Ahn i sar., deluje na signalizacioni put vezan za cAMP, koji
regulise formiranje apresorijuma u Magnaporthe grisea-i (119).

O antialgalnoj aktivnosti fenolnih kiselina nisu pronadeni relevantni podaci u dostupnoj
literaturi.

Galna kiselina inhibiSe vezivanje i penetraciju virusa u ¢eliju, a takode poseduje i virucidne
sposobnosti (120).

Vitamin C
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Pored posrednog antimikrobnog dejstva vitamina C u organizmu ¢oveka kroz poboljsanje
njegove imunoloske funkcije (121,122), kao moguc¢i mehanizam antibakterijskog dejstva
aksorbinske kiseline navodi se njeno antagonisti¢ko dejstvo sa magnezijumom na mestima
njegovog vezivanja u ¢elijskom zidu, ¢elijskoj membrani ili ribozomima (123).

Askorbinska kiselina inhibira aktivnost Candida-e albicans pomoc¢u molekularnog kola
preko koga utiCe na Hph90-zavisnu morfogenezu Candida-e albicans, koja ukljucuje
transkripcioni regulator Upc2. Askorbinska kiselina moze blokirati GdA-zavisni produzeni
rast obnavljanjem normalnih nivoa ergosterola na nacin koji zavisi od Upc2 (113).

O antialgalnoj aktivnosti vitamina C nisu pronadeni relevantni podaci u dostupnoj literaturi.

lako askorbinska kiselina slabo inhibira umnoZzavanje virusa, dehidroaskorbinska kiselina,
pokazuje mnogo jatu antivirusnu aktivnost od nje. Stavise, dodavanjem 1 mM Fe®*, koji
oksidise askorbinsku kiselinu do dehidroaskorbinske kiseline, a takode povecava stopu
formiranja hidroksilnih radikala od strane askorbinske kiseline, snazno se pojacava
antivirusna aktivnost askorbinske kiseline, ¢ak do nivoa znacajno veceg od nivoa antivirusne
aktivnosti dehidroaskorbinske kiseline (114).

U in vitro studijama dokazano je da askorbinska kiselina deluje na veliki broj virusa, ostecuje
nukleinske kiseline bakteriofaga i izaziva inaktivaciju reverzne transkriptaze HIV-a.
Ispitivanja sprovedena na celijama inficiranim virusima su pokazala uticaj askorbinske
kiseline na: replikaciju i transformi$uci potencijal virusa stabilizacijom izmenjenog stanja
ispitivanih Celija, produkciju virusa pod uticajem hemijskih induktora, inhibiciju stvaranja
sincicijuma, supresiju stvaranja virusa u inficiranim Cdelijama 1 stabilnost reverzne
transkriptaze u ekstracelularnim virusnim ¢esticama (124).
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Ciljevi i hipoteze istraZivanja
Ciljevi
Rezultati istrazivanja ove doktorske disertacije treba da doprinesu Sirem razumevanju efekata

sokova i ekstrakata plodova voénih vrsta iz porodice Rosaceae na mikroorganizme i u tom
smislu su postavljeni slede¢i ciljevi:

1. Hemijska analiza vitamina C i polifenolnih jedinjenja u sokovima i ekstraktima plodova
odabranog voca porodice Rosaceae

2. Ispitivanje antibakterijskih efekata sokova i ekstrakata plodova odabranog vocéa porodice
Rosaceae na izabrane bakterije

3. Ispitivanje antifungalnih efekata sokova i ekstrakta plodova odabranog voca porodice
Rosaceae na izabrane gljivice

4. Ispitivanje antialgalnih efekata sokova i ekstrakta plodova odabranog voca porodice
Rosaceae na izabrane alge

5. lIspitivanje antivirusnih efekata sokova i ekstrakta plodova odabranog voéa porodice
Rosaceae na izabrane viruse

Hipoteze

1. Sokovi i/ili ekstrakti plodova odabranog voca porodice Rosaceae sadrze vitamin C i
potentna polifenolna jedinjenja za koja je poznato da ispoljavaju antimikrobno dejstvo

2. Sokovi i/ili ekstrakti plodova odabranog voc¢a porodice Rosaceae ispoljavaju potencijalno
antibakterijsko dejstvo protiv ispitivanih bakterija

3. Sokovi i/ili ekstrakti plodova odabranog voc¢a porodice Rosaceae ispoljavaju potencijalno
antifungalno dejstvo protiv ispitivanih gljivica

4. Sokovi i/ili ekstrakti plodova odabranog voca porodice Rosaceae ispoljavaju potencijalno
antialgalno dejstvo protiv ispitivanih algi

5. Sokovi i/ili ekstrakti plodova odabranog voc¢a porodice Rosaceae ispoljavaju potencijalno
antivirusno dejstvo protiv ispitivanih virusa
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|Materijali i metode

| Materijali

I Biljne vrste

Pregled i determinacija biljnog materijala je sprovedena na Departmanu za Biologiju i
Ekologiju Prirodno matemati¢kog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu. Determinisani
materijal je kolektovan u Voucher collection Herbariuma BUNS (Herbarijuma Departmana
za Biologiju i Ekologiju).Vaucer brojevi ispitivanih biljnih uzoraka kao i determinisane
biljne vrste koriS¢ene u istrazivanju prikazane su u Tabeli 1.

Tabela 1. Podaci o ispitivanim biljnim vrstama

HERBARIUM

Universitatis studiorum Neoplantensis
Vauce | Vrsta Porodica | Lokalitet | Datum Legator | Determinato
r broj kolektovanj r

a
2- Prunus cerasus L. | Rosaceae | Srbija, 18.01.2016. | Tamara | Milica Rat
2129 | 1753 Novi Sad, Krsti¢
Klisa
2- Prunus avium (L.) | Rosaceae | Srbija, 18.01.2016. | Tamara | Milica Rat
2130 | L.1755 Lipolist Krsti¢
2- Rubus fruticosus | Rosaceae | Srbija, 18.01.2016. | Tamara | Milica Rat
2131 | agg. Lipolist Krsti¢
2- Rubus idaeus L. | Rosaceae | Srbija, 18.01.2016. | Tamara | Milica Rat
2132 | 1753 Lipolist Krsti¢
2- Aronia prunifolia | Rosaceae | komercijal | 18.01.2016. | Tamara | Milica Rat
2133 | (Marshall) Rehder ni uzorak Krsti¢
1938
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Mikroorganizmi

Odabir mikroorganizama

Odabir mikroorganizama je sproveden tako da se obuhvati Sirok spektar humanih i animalnih
patogena, koji ukljucuju Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije, gljivice, alge i viruse. U
eksperimentu su obuhvaceni osnovni uzroCnici intrahospitalnih infekcija (MRSA, VRE,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i
Acinetobacter Iwoffii) i do sada neispitani sojevi (Rhodococcus equi, Trueperella pyogenes,
Arcanobacteryum haemolytycum, Prototheca wickerhamii, Prototheca zopfi). U ispitivanje
je takode ukljucen i Streptococcus agalactiae, koji nanosi ogromne ekonomske Stete u
uzgoju mle¢nih krava, a u patologiji neonatusa, trudnica i mladih Zena sve vise dobija na
znaCaju. Zbog uporedivosti, sledljivosti i ponovljivosti rezultata u ispitani uzorak su
ukljuceni i sledeéi referentni sojevi: Staphylococcus aureus ATCC 11632, Rhodococcus equi
ATCC 6939, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145), a takode su ukljuc¢ena i dva referentna soja virusa: Bovine herpesvirus tip 1 i Bovine
viral diarrhea virus.

Tabela 2. Poreklo ispitivanih mikroorganizama

Mikroorganizam

Poreklo

Bakterije

Staphylococcus aureus

Nos pacijenta

Staphylococcus aureus ATCC 11632

LGC Standards GmbH, Nemacka

Rhodococcus equi

Oko pacijenta

Rhodococcus equi ATCC 6939

LGC Standards GmbH, Nemacka

Trueperella pyogenes

Uterus krave

Arcanobacterium haemolyticum

Gusa tinejdzera

Streptococcus agalactiae

Vagina pacijentkinje

Enterococcus faecalis

Rana pacijenta

Salmonella Enteritidis

Stomak pacijenta

Salmonella Typhymurium ATCC 14028

LGC Standards GmbH, Nemacka

Pseudomonas aeruginosa

Rana pacijenta
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Famara Krsi
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 LGC Standards GmbH, Nemacka
Escherichia coli Stomak pacijenta
Klebsiella pneumoniae Pluéa pacijenta
Acinetobacter Iwoffii Pluca pacijenta
Gljivice
Candida albicans Vagina pacijentkinje
Candida albicans ATCC 24433 LGC Standards GmbH, Nemacka
Alge
Prototheca wickerchamii Usta pacijenta
Prototheca zopfii Vime krave
Virusi
Bovine herpesvirus 1 TN-1 American Bio Research, USA
Bovine viral diarrhea virus genotip 1 NADL| National Veterinary Service Laboratory, USA

Metode

Priprema sokova i ekstrakata

Sokovi su dobijeni cedenjem predhodno opranih plodova, uz pomo¢ porculanskog tucka koji
su potom kroz sterilnu gazu postavljenu na Buchner-ov levak u staklenu bocu, a odmah
potom upareni do suva na rota-vaporu RV10 Digital V, IKA.

Ekstrakti su dobijeni obradom tropa plodova. Trop predstavlja ostatke plodova nakon
cedenja soka. Ekstrakcija je sprovedena rastvorom koji je sadrzao: 80% etanola, 19,95%
sterilne vode i 0,05% sir¢etne kiseline. Od svakog uzorka odmereno je po 300 g tropa i
ekstrahovano po dva puta. Prva ekstrakcija tropa je izvedena u erlenmajeru sa 300 ml
ekstrakcionog rastvora tokom 30 min na sobnoj temperaturi pri ¢emu je koristen Sejker KS
501 Digital, IKA pri brzini 3500 rpm. Ekstrakt je izdvojen filtriranjem sadrzaja erlenmajera
kroz stakleni levak i kvantitativnu filtrir hartiju u staklenu bocu. Odmah nakon toga, trop
preostao na filtrir-hartiji je prebacen u novi erlenmajer u kojem je sprovedena druga
ekstrakcija, sa 150 ml ekstrakcionog rastvora tokom 15 min takode na sobnoj temperaturi na
Sejkeru pri brzini 3500 rpm. Sadrzaj erlenmajera je potom filtriran kroz stakleni levak i
kvantitativnu filtrir hartiju 1 na taj na¢in izdvojen drugi ekstrakt. Dobijeni ekstrakti su
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sjedinjeni, a potom upareni do suva na rota-vaporu. Dobijeni ekstrakti su ¢uvani u frizideru
na temperaturi 2°C. Za potrebe testova antimikrobne aktivnosti za dalja razblazenja uzoraka
sokova i ekstrakata je korisc¢ena sterilna voda.

Analiza hemijskog sastava

Analiza hemijskog sastava sokova i ekstrakata voca je sprovedena uz primenu metoda teéne
hromatografije visokih performansi (High Performance Liquid Chromatograpy, HPLC).
Analiza polifenola i analiza vitamina C je sprovedena u svakom uzorku pojedina¢no prema
metodologiji opisanoj od strane Saponjac i sar. (125-127). Rastvori uzoraka i rastvara¢i su
pre analize filtrirani kroz membranske filtere veli¢ine pora 0,45 um (Millipore, Bedford,
MA). Referentne supstance i uzorci su rastvoreni u 50% metanolu.

Hemijska analiza vitamina C i polifenola je izracunata kao srednja vrednost tri merenja
odgovarajuce supstance, a izrazena u mg/100 g suvog ostatka (SO) ispitivanog uzorka, uz
odredivanje standardne devijacije za svaku ispitivanu hemijsku supstancu.

Analiza polifenolnih jedinjenja

Identifikacija i kvantifikacija fenola je sprovedena za sve uzorke pojedinac¢no na isti nacin.
Uzorci su analizirani Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japan) hromatografskim
sistemom, koji se sastoji od LC-20AT binarne pumpe, CTO-20A termostata i SIL-20A
autosemplera povezanog sa SPD-20AV UV/Vis detektorom (Shimadzu, Kyoto, Japan).
Razdvajanje je sprovedeno na Luna C-18 RP koloni, 5 pum, 250 x 4,6 mm (Phenomenex,
Torrance, CA, USA) sa C-18 zastitnom kolonom, 4 x 30 mm (Phenomenex, Torrance, CA,
USA). Hromatogrami su snimljeni koris¢enjem razli¢itih talasnih duzina za pojedinacne
komponente: 280 nm za hidroksibenzoeve kiseline (galnu, protokatehinsku, p-
hidroksibenzoevu i vanilinsku kiselinu), katehin, epikatehin, kafenu i elaginsku kiselinu; 320
nm za hidroksicinaminske kiseline (hlorogensku, kumarinsku, gentizinsku, feruli¢nu 1
sinapinsku kiselinu) 1 520 nm za antocijanine. Antocijanini su kvantifikovani koris¢enjem
cijanidin hlorida kao standarda. Dve mobilne faze, A (acetonitril) i B (1% mravlja kiselina)
su koristene pri protoku brzine 1 ml/min sa slede¢im gradientnim profilima: 0-10 min od 10-
25% B; 10-20 min linearni rast do 60% B, a od 20-30 min linearni rast do 70% B, pracen
vracanjem na inicijalnih 10% B u trajanju 10 min sa dodatnih 5 min ekvilibracionog
vremena.

Analiza vitamina C

Sadrzaj vitamina C u uzorcima je ispitan pomoc¢u Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kyoto,
Japan) hromatografskog sistema sa UV/Vis detektorom pri ¢emu je odredivan redukovani
oblik vitamina C. Rastvori uzoraka su pripremani u bidestilovanoj vodi, koja odgovara HPLC
kvalitetu. Standard vitamina C (J.T.Baker, Deventer, Netherlands) i uzorci su
rastvarani/ekstrahovani 3%-nim rastvorom meta-fosforne kiseline, koja je rastvarana u 8%-
tnom rastvoru siréetne kiseline. Razdvajanje vitamina C izvrSeno je na Nucleodur Sphinx RP
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koloni (250 mm x 4 mm, 5 pm precnik Cestica; Machery Nagel, Germany) koja je zasticena
odgovaraju¢om C-18 pretkolonom. Hromatogrami su snimljeni na talasnoj duzini od 265 nm.
Rastvor amonijum acetata, koncentracije 0,1 mol/l (pH 5,1) koris¢en je kao pokretna faza u
HPLC analizi. Protok pokretne faze je bio 0,4 ml/min, a temperatura kolone 37°C. Analize su
trajale 10 min. Obrada podataka je izvrSena u LC Solution Software (Shimadzu, Kyoto,
Japan).

Analiza antimikrobnog dejstva

Pojmom antimikrobna aktivnost obuhvaceno je: antibakterijsko, antifungalno, antialgalno i
antivirusno dejstvo. Ispitana je aktivnost soka i1 ekstrakta plodova voca protiv odabranih
bakterijskih, fungalnih, algalnih i virusnih organizama, patogenih za ljude i/ili Zivotinje.

Zbog sli¢nosti u nacinu kultivisanja analize antibakterijskog, antifungalnog i antialgalnog
dejstva su sprovedene na isti nain, dok su razlike u bioloSkim svojstvima uslovile da se
virusi ispituju na drugaciji nacin, §to je i uradeno u ovoj studiji.

Analiza antibakterijskog, antifungalnog i antialgalnog dejstva

Antibakterijska, antialgalna i antifungalna aktivnost su ispitivane difuzionom i dilucionom
metodom. Difuziona metoda je sprovedena po metodologiji opisanoj od strane Balouiri i sar.
(128), a diluciona metoda odredivanja antimikrobne osetljivosti mikroorganizama prema
smernicama Instituta za klini¢ke i1 laboratorijske standarde (Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI) (129-132).

Razlike u prirodi ispitivanih mikroorganizama, uslovile su modifikacije navedenih metoda,
kako bi se §to preciznije ispitala antimikrobna aktivnost sokova i ekstrakata. Modifikacije su
se ogledale u koriS¢enju razli¢itih: kontrola, podloga za rast mikroorganizama, vremena i
temperatura inkubacije. Kontrola za ispitivanje bakterijske osetljivosti je bio Streptomicin
(Streptomicin sulfat, prasak za infuziju, Galenika a.d., Srbija) u dvostrukim razblaZenjima u
rasponu koncentracija od 3,125 mg/ml do 0,006103515625 mg/ml. Za ispitivanje gljivi¢ne i
algalne osetljivosti koristen Nistatin (Nystatin, tablete, Hemofarm a.d., Srbija) u dvostrukim
razblaZzenjima u rasponu koncentracija od 0,390625 mg/ml do 0,0030517578125 mg/ml.
Negativnu kontrolu za sva tri ispitivanja predstavljao je fizioloski rastvor. Kao Cvrsta
hranljiva podloga u obe metode koristen je Mueller-Hinton za bakterijske vrste, dok je za
gljivice i alge koristen Sabouraud dekstrozni agar. U ispitivanju mikrodilucionom metodom
je kao te¢na podloga koristen Tioglikolat bujon za bakterije, dok je za gljivice i alge
koriStena te¢na Sabouraud podloga. Sve podloge su kupljene u Institutu Torlak, Beograd i
pripremljene po uputstvima proizvodaca (133). Temperatura inkubacije na ¢vrstoj podlozi
bakterija 1 algi je iznosila 37°C, a gljivica 25°C. Vreme inkubacije na ¢vrstoj podlozi
bakterija je iznosilo 24 h, gljivica 48 h, a algi 78 h.

Ispitivani ekstrakti i sokovi su ispitivani dvostrukim razblaZzenjima u rasponu koncentracija
od 100 mg/ml do 0,1953125 mg/ml. Iste koncentracije uzoraka ekstrakata i sokova
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ispitivanih biljaka, kao 1 odgovraju¢ih kontrola su koristene i u difuzionoj 1 u dilucionoj
metodi, a sva razblazenja su sprovodena sterilnom vodom.

Priprema mikrobnih suspenzija

U cilju dobijanja komprabilnih rezultata, opticka gustina (optical density, OD) suspenzija je
podesena do gustine koja je odgovarala MacFarland (McF) standardu 0,5 (~1 x 108 CFU/ml)
korisenjem spektrofotometra Agilent 8453 UV-Vis. Suspenzije mikroorganizama su
pripremane u fizioloskom rastvoru. Poredenje sa 0,5 McF standardom je prvo sprovedeno ad
oculi. Zatim je gustina proveravana spektrofotometrom na talasnoj duzini 625 nm. Da bi se
dobila gustina 0,5 McF izmerena apsorbanca je morala biti u opsegu od 0,08 do 0,1. Ukoliko
je apsorbanca bila veca od 0,1, suspenzija je razblazivana fizioloskim rastvorom, a ukoliko je
apsorbanca bila manja od 0,08 suspendovano je jo§ mikroorganizama, kako bi se postigla
zeljena gustina. Pripremljene suspenzije odgovarajuce gustine su razblazene 1:100, a zatim je
takva suspenzija razblazivana jo$ u odnosima 1:1000, 1:10000 i 1:100000. Svako razblazenje
je u koli¢ini od 100 pl naneto na po jednu Petri plo¢u sa odgovaraju¢om podlogom,
inkubirano na odgovarajucoj temperaturi U toku vremena potrebnog za rast ispitivanog
mikroorganizma. Nakon toga je evaluacija broja mikroorganizama, koji su formirali kolonije
(colony forming units, CFU) iz suspenzija, sprovedena brojanjem kolonija izraslih na
povrsini odgovarajuce podloge.

Difuzioni metod

Bakterijska suspenzija 0,5 McF razblazena fizioloskim rastvorom u razmeri 1:100 je
ujednaceno razlivena po povrSini odgovarajuce podloge, u cilju postizanja semikonfluentnog
porasta. Inokulisane podloge su potom ostavljene na sobnoj temperaturi 30 min. Nakon toga
su metalnim busa¢em u podlozi izbuSeni radijalni bunarci¢i pre€nika 5 mm u rasporedu
koncentri¢nih krugova. U bunar€i¢e su do postizanja konveksiteta (80 ul) pojedinacno
inokulisane test supstance (sokovi, ekstrakti, kontrole) u opadaju¢im koncentracijama. Svaki
bunar¢ic¢ je bio udaljen 1 cm od kraja Petri ploce i 2 cm od susednog bunaréic¢a. Inokulisane
ploce su potom inkubirane u odgovarajuc¢im vremenskim intervalima i temeraturama. Nakon
inkubacije rezultati su odredeni merenjem precnika zona inhibicija. Antimikrobna aktivnost u
vidu pre¢nika zona inhibicija je merena lenjirom, a predstavlja srednju vrednost dva merenja.

Dilucioni metod

U svaki od bunarci¢a sa zaobljenim dnom mikrotitar ploge (Spektar, Cagak) je inokulisano
po: 100 ul suspenzije ispituju¢eg mikroorganizma gustine 0,5 McF, 50 ul odgovarajuce tecne
podloge i 50 ul ispitivane supstance (soka ili ekstrakta), u odgovaraju¢em razblaZzenju.

Uporedo sa test supstancama postavljana su i dva kontrolna testa.
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1. Test kontrole sterilnosti je izveden u cilju iskljucenja bilo kakvih oneéis¢enja supstanci,
rastvaraca ili podloge. Bunarci¢i ove kontrole su sadrzali: 50 pl rastvora ispitivane supstance,
50 pl odgovarajuce te¢ne podloge i 100 pl fizioloskog rastvora.

2. Test kontrole validnosti je izveden u cilju utvrdivanja broja mikroorganizama koji bi se
razvili bez efekata ispitivanih supstanci. Kontrola validnosti medijuma sluzi za pracenje
vijabilnosti soja i kompetentnosti medijuma da podrzi njegov rast. Ona takode sluzi da se
utvrdi u kojoj meri je supstanca inhibisala rast mikroorganizama, tako Sto se broj CFU
dobijenih iz test bunarci¢a poredi sa brojem CFU dobijenih iz bunar¢i¢a sa odgovaraju¢om
kontrolom vijabilnosti. Bunarci¢i ove kontrole su sadrzali: 50 ul fizioloskog rastvora, 50 ul
odgovarajuce te¢ne podloge i 100 pl standardizovane mikrobne suspenzije.

Nakon inokulacije mikrotitar ploca mikrotitar ploce su termostatirane 24 h na 37°C. Nakon
zavrSene inkubacije, sadrzaj svakog bunarci¢a mikrotitar ploCe je razblazen fizioloskim
rastvorom u razmeri 1:100 i 1:10000. Po 100 ul smese iz svakog bunarci¢a (nerazblaZenih,
razblazenih 1:100 i 1:10000) je zasejano na po jednu Petri plo¢u pre¢nika 90 mm sa Muiller-
Hinton podlogom. Plo¢e su potom inkubirane u odgovaraju¢im vremenskim intervalima i
temperaturama. Nakon inkubacije sprovedeno je odredivanje broja CFU. Kvantifikacija
rezultata je izvedena poredenjem broja prezivelih mikroorganizama iz svakog
eksperimentalnog bunarci¢a. Procenat prezivelih mikroorganizama je izraCunat u odnosu na
broj mikroorganizama inokulisanih u bunar¢i¢, a ¢ija vrednost je dobijena odredivanjem
broja CFU izraslih iz kontrole validnosti.

Racunanje rezultata

Na osnovu dobijenih eksperimentalnih rezultata, koriS¢enjem softverskog paketa Excel
(Microsoft Office 2007), generisani su grafikoni koji pokazuju zavisnost procenta prezivelih
mikroorganizama u odnosu na odgovarajucu efektivnu koncentraciju ispitivane supstance ili
leka. Funkcija, koja je koriS¢ena da poveze eksperimentalne rezultate, odredena je
koris¢enjem Power trend dodatka iz Microsoft Excel programa. Aproksimacija dobijenih
rezultata je izraCunata za cCitav opseg koncentracija test supstance, Sto je omogucilo
utvrdivanje efikasnosti koncentracija koje nisu bile obuhvacene eksperimentalnim radom.
Antimikrobna aktivnost ispitivana difuzionom metodom je izrazena kao minimalna
inhibitorna koncentracija (minimal inhibitory concentration, MIC) 80. Rezultati antimikrobne
aktivnosti ispitane difuzionom metodom rezultati su izrazeni: MIC80, MIC90, MIC99,
minimalna baktericidna koncentracija (minimal bactericidal concentration, MBC) i Break
point ispitivanih supstanci. Sve izracunate vrednosti su se odnosile na farmakoloske, a ne
epidemioloske parametre. Stoga, MIC-e 80, 90 i 99 podrazumevaju da je 80%, 90% i 99% od
100% inokulisanih mikroorganizama redukovano, respektivno. MBC podrazumeva da je
99,9% od 100% inokulisanih mikroorganizama redukovano. Break point vrednost
podrazumeva da su svi mikroorganizmi uneti u eksperimentalni bunar¢i¢ U potpunosti
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eliminisani. Svi efekti ispitivanih supstanci na mikroorganizme su iskazani u mg/ml
ispitivane supstance.

Analiza antivirusnog dejstva

Utvrdivanje anivirusnog dejstva sokova i ekstrakata voc¢a je sprovedeno po metodologiji
klasi¢nog virus neutralizacionog testa sa kombinaciojom modifikacija metode po Nikolaeva-
Glomb i sar., Vimalanathan i sar. i Benencia i sar. (134-136). Virus neutralizacionim testom
je odredivana sposobnost sokova i ekstrakata da inhibiSu umnozavanje virusa na kulturi
¢elija, koje je posmatrano kao inhibicija razvoja citopatogenog efekta virusa na kulturu éelija.

Pocetna koncentracija ekstrakta i sokova voca je bila 100 mg suvog ekstrakta ili soka/1 ml
podloge za rast kultura celija EagleMEM with Hepes (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA).
Razredenja ekstrakata ili sokova su napravljena u posebnoj mikrotitar plo¢i sa 96 bunarcica
za pripremu uzoraka. U bunarc¢ice kolona od 2 do 11 (od A do H reda) je prethodno stavljeno
po 100 ul podloge. Razredenja ekstrakata ili sokova su postavljana su u bunarcice i titrirana
do razredenja 1:1024 (Shema 1.). U bunar¢i¢e kolone 1 (u koje prethodno nije stavljena
podloga) stavljeno je po 200 ul razredenja ekstrakata ili sokova sa podlogom. Svaki uzorak je
testiran u duplikatu tj. jedan ekstrakt ili sok sa istim virusom u istim koncentracijama je
ponavljan u dva reda (npr. uzorak E1 nanet u bunar¢i¢e Al i B1, uzorak E2 u bunar¢ic¢e C1 i
D1 itd.), a zatim je sadrzaj bunarci¢a kolone 1 titriran prenoSenjem po 100 ul mesSavine
razredenja ekstrakata ili sokova u bunarci¢e narednih kolona (od 2 do 11 u kojima je bilo
prethodno stavljeno po 100 pl podloge kako je prethodno opisano) do bunaréica u koloni 11.
Iz kolone 11 je, na kraju, odstranjeno po 100 pl meSavine. Na ovaj nacin su dobijena
dvostruka razredenja ekstrakata i sokova u podlozi za kulturu ¢elija (od razredenja 1:2 do
1:1024) u koli¢ini od 100 pl po bunarci¢u. Zatim je u test bunarci¢e redova od A do H kolona
1 do 11 stavljeno po 100 pl suspenzije ispitivanog virusa. Suspenzije su sadrzale TCID/so
virusa , a titar ispitivanog virusa je utvrdivan Spearman-Karber metodom (137). Pozitivnu
kontrolu (kontrolu aktivnosti virusa) su ¢inili bunaréi¢i redova A do D kolone 12 u koje je
takode stavljano po 100 ul suspenzije sa 100 TCID/so odgovaraju¢eg virusa (Bovine
herpesvirus 1 ili Bovine viral diarrhea virus) i 100 pl podloge za rast kultura ¢elija.
Negativnu kontrolu su €inili bunarci¢i kolone 12 redova E do H u koje je stavljano po 100 pl
podloge. Nakon postavljanja razredenja uzoraka, virusa i kontrola sve je inkubirano 2 h na
37°C. Nakon inkubacije, svi sadrzaji bunarcica sa plo¢e za razredivanje ekstrakata i sokova
su inkubirani sa virusom u koli¢ini od 200 pl su preneti po istom rasporedu u bunaréice ploce
sa prethodno postavljenim i izraslim ¢elijama MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney, LGC
standarda, Velika Britanija, iz banke kultura c¢elija ATCC (American Tissue Culture
Collection—-Ames, lowa, USA) u 75% konfluentnom monosloju na dnu bunaréica (138).
MDBK ¢elije su bile stare 24 h i sa njih je odstranjena podloga za rast ¢elija pre nanoSenja
ispituju¢ih materijala i kontrola. Nakon toga su ploce zalepljene samolepljivom folijom. Sve
to je inkubirano 72 h u termostatu na 37°C sa svakodnevnom opservacijom. Nakon
inkubacije pod svetlosnim mikroskopom su posmatrana ostecenja ¢elija u vidu citopatogenog
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efekta nastalog umnozavanjem virusa. Antivirusna aktivnost je izraCunata kao srednja
vrednost tri merenja i izrazena u mg/ml kao koncentracija uzorka koja neutraliSe aktivnost
virusa.

Shema 1. Shematski prikaz mikrotitar ploce sa razblaZenjima za antivirusnu analizu

1 2 |3 |4 |5 6 7 8 9 10 11 12
Ul+P | 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024
Ul+P | 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024
U2+P | 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024
U2+P | 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024
U3+P | 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024
U3+P | 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024 | -
U4a+P | 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024 | -
U4a+P | 1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024 | -

+| +| +| +

I o M m g Ol W >

Ul,2,3,4-uzorak 1,2,3,4, P-podloga, 1:2-1:1024-razblazenja odgovarajuéeg uzorka, -+-
pozitivna kontrola ispitujuéeg virusa, - - negativna kontrola ispituju¢eg uzorka

Kako ne postoji antivirotik koji se koristi u le¢enju infekcija Bovine herpesvirus-om i Bovine
viral diarrhea virus-om nije radena kontrola antiviroticima, ve¢ je pozitvnu kontrolu
predstavljalo  dejstvo  virusa na  cCelije, a  negativnu  fizioloski  rastvor.
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\Rezultati i diskusija

I Hemijski sastav

Rezultati HPLC analize ekstrakata i sokova su prikazani u Prilogu 1., a njihovi hromatogrami
u Prilogu 2. Uporedna analiza rezultata hemijskog sastava ekstrakata i sokova dobijenih u
okviru ove disertacije sa rezultatima iz literaturnih podataka ukazuje na postojanje sli¢nosti,
ali 1 razlika u pogledu kvalitativnog i kvantitativnog hemijskog sastava ispitivanih uzoraka.
Pomenute razlike u hemijskom sastavu istih vrsta se mogu objasniti ukoliko se uzmu u obzir
svi faktori koji imaju uticaja na biosintezu bioaktivnih jedinjena kao $to su klimatski,
sezonski 1 geografski uslovi, fenofaza u kojoj se biljke nalaze prilikom sakupljanja biljnog
materijala, nacin obrade uzoraka kao i sama tehnika ekstrakcije.

I Kupina

Primenjenim HPLC analizama u ekstraktu i soku kupine je identifikovano 16 jedinjenja.
Rezultati analize hemijskog sastava polifenola i vitamina C u ekstraktu i soku kupine su
prikazani na grafiku 1. Kao najzastupljenija jedinjenja u ekstraktu i soku ploda kupine
identifikovani su: antocijani (ekstrakt 1973,13 mg/100 g SO, sok 745,59 mg/100 g SO) i
katehini (ekstrakt 1349,65 mg/100 g SO, sok 542,88 mg/100 g SO).

Grafik 1. Hemijski sastav polifenola i vitamina C u ekstraktu i soku kupine
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1-Ukupni antocijani, 2-Katehin, 3-Protokatehinska kiselina, 4-p-Hidroksibenzoeva kiselina, 5-Galna kiselina, 6-Hlorogenska kiselina, 7-
Vanilinska kiselina, 8-Vitamin C, 9-Miricetin, 10-Rutin, 11-Krisin, 12-Kumarinska kiselina, 13-Ferulna kiselina, 14-Kvercetin, 15-
Elaginska kiselina, 16-Kafena kiselina, 17-Gentisinska kiselina, 18-Epikatehin, 19-Siringinska kiselina, 20-Sinapinska kiselina, 21-Luteolin,
22-1zoramnetin, 23-Kempferol
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Komparacijom hemijskog sastava ekstrakta i soka kupine, utvrdeno je da ekstrakt kupine
sadrzi ve¢u koli¢inu polifenola (antocijani, katehin, protokatehinska Kkiselina, p-
hidroksibenzoeva, galna, hlorogenska i vanilinska kiselina, vitamin C, miricetin, rutin,
kumarinska, ferulna i elaginska kiselina) u odnosu na sok kupine. Sadrzaj krisina, kvercetina
I kafene kiseline, u ispitivanim uzorcima je bio ujednacen (6,41 mg/100 g SO, 1,17 mg/100 g
SO i 0,43 mg/100 g SO). Najvecée razlike u sadrzaju polifenola su zabelezene izmedu p-
hidroksibenzoeve kiseline, protokatehinske kiseline i miricetina, ¢ija koli¢ina je bila 38,4, 24
i 19,6 puta veca u ekstraktu, respektivno. Hlorogenska Kkiselina je detektovana samo u
ekstraktu kupine u koli¢ini 19,35 mg/100 g SO, dok je u soku u potpunosti odsutna.
Prisustvo gentisinske kiseline, epikatehina, siringinske i sinapinske Kkiseline, luteolina,
izoramnetina i kempferola nije ustanovljeno ni u ekstraktu ni u soku.

Sadrzaj antocijana u ekstraktu kupine je iznosio 1973,13 mg/100 gSO. Nasuprot prikazanim
rezultatima Milenkovi¢ i sar., koji su ispitivanjem metanolnih ekstrakata kupine ustanovili 8
puta manju koncentraciju ovog polifenola (240,819 mg/100 g SO)(139), jo$ niza vrednost
antocijana 149,12 mg/100 gustanovljena je od strane Vuli¢ i sar. (140). Najniza vrednost
antocijana je pronadena (50,95 i 102,31 mg/100 g SO) u ekstraktima dve sorte kupine
Cacanska bestrna i Thornfree od strane Stajéic i sar. (141). Sadrzaj elaginske kiseline utvrden
od strane Purié i sar. za sortu Tayberry je bio 52 puta, a za Ca¢ansku bestrnu 1,76 puta veéi
u odnosu na sadrzaj elaginske kiseline prisutan u ekstraktu kupine ispitivanom u okviru ove
disertacije (142). Sli¢no tome, u sedam sorti kupine (Black Satin, Dirksen Thornless,
Chester Thornless, Thornfree, Ca¢anska Bestrna, Loch Ness i Navaho), koje su ispitivali
Milosevié i sar., je pronadeno 2,4-3 puta viSe askrorbinske kiseline (143), nego u ekstraktu i
5-6,5 nego u soku ispitivanom u okviru ovog istrazivanja. U istraZivanjima sprovedenim od
strane lvanovi¢ i sar., u okviru Kkojih je postupak ekstrakcije sproveden zakiseljenim
apsolutnim etanolom i ultrasonifikacijom, koli¢ina antocijana je iznosila 1380 mg/100 g SO,
a u soku 70 mg/100 g SO (144), sto predstavlja nizu vrednost u odnosu na rezultate dobijene
u okviru ove doktorske disertacije. U etil-acetatnom ekstraktu divlje kupine Miti¢ i sar. su
takode utvrdili manju koli¢inu antocijana 106,353 mg/100 gsvezeg voca (SV) (145). Od
ostalih medijuma koristenih za ekstrakciju, najces¢e se pominju ekstrakti metanola. U
istrazivanju acetonskog i metanolnog ekstrakta kupine, sprovedenim od strane Pavlovic i sar.,
takode je detektovana niza koli¢ina antocijana. Analizom ekstrakta kupine ustanovljeno je
prisustvo vecih koncentracija galne, protokatehinske, hlorogenske 1 kumarinske kiseline, kao
I rutina i krisina u poredenju sa rezultatima dobijenim u istrazivanju sprovedenom od strane
Pavlovi¢ i sar. (0,105, 0,253, 0,769, 0,048, 2,732 i 0,065 mg/100 g SO, respektivno). Dok su
rezultati navedenih autora bili ve¢i za: kafenu kiselinu (0,616 mg/100 g SO), luteolin (0,01
mg/100 g SO) i kempferol (0,029 mg/100 g SO) u odnosu na rezultate dobijene u okviru ove
disertacije (0,43 mg/100 g SO za kafenu kiselinu i izostanak luteolina i kempferola). Ukupna
elaginska kiselina je u metanolnom i acetonskom ekstraktu, ispitivanim u istrazivanju
navedene grupe autora, iznosila 60,29 i 118,57 mg/100 g smrznutog voc¢a (SmV), respektivno
(146). To je vise nego 1,05 mg/100 g SO, koliko je dokazano u etanolnom ekstraktu ovog
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istrazivanja. U metanolnom ekstraktu divlje kupine, Radovanovi¢ i sar. su dokazali
siringinsku Kiselinu i epikatehin, koji nisu detektovani u etanolnom ekstraktu ove disertacije.
U istom istrazivanju su navedeni autori, takode, dobili i visi rezultat za rutin (22,77 mg/100 g
SO) u odnosu na 8,02 mg/100 g SO etanolnog ekstrakta ove studije. Nasuprot tome, rezultati
hemijskog sastava ekstrakta ove disertacije su bili visi za: galnu (27,74 mg/100 gSO), kafenu
(0,43 mg/100 g SO) i kumarinsku kiselinu (5,12 mg/100 g SO), kao i za katehin (1349,65
mg/100 g SO) i kvercetin (1,17 mg/100 g SO) u odnosu na rezultate Radovanovica i sar.
(13,798 mg/100 g SV, 0,33 mg/100 g SV, kumaric¢na kiselina nije bila prisutna u uzorku i
0,409 mg/100 g SV, respektivno) (147). Milivojevi¢ i sar. su u metanolnim ekstraktima dve
sorte kupine dokazali 79 i 68,8 mg/100 g SO vitamina C, kempferola 0,188 i 0,154 mg/100 g
SO i 3,54 i 3,09 mg/100 g SO elaginske kiseline, $to je vise nego u ekstraktu ispitivanom u
okviru ove disertacije. Dok su rezultati ove disertacije za miricetin (13,75 mg/100 g SO
ekstrakt) i kvercetin (1,17 mg/100 g SO) visi nego rezultati navedenih autora, 0,102 i 0,031
mg/100 g SO za miricetin, 0,03 i 0,042 mg/100 g SO za kvercetin. Hlorogenska kiselina je
bila prisutna u ekstraktu ispitivanom u okviru ove disertacije u koli¢ini 19,35 mg/100 g SO,
dok u uzorcima Milivojevié¢a i sar. nije detektovana (148).

I Malina

Rezultati analize hemijskog sastava polifenola i vitamina C u ekstraktu i soku maline su
prikazani na grafiku 2.

Grafik 2. Hemijski sastav polifenola i vitamina C u ekstraktu i soku maline
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Vanilinska kiselina, 8-Vitamin C, 9-Miricetin, 10-Rutin, 11-Krisin, 12-Kumarinska kiselina, 13-Ferulna kiselina, 14-Kvercetin, 15-
Elaginska kiselina, 16-Kafena kiselina, 17-Gentisinska kiselina, 18-Epikatehin, 19-Siringinska kiselina, 20-Sinapinska kiselina, 21-Luteolin,
22-lzoramnetin, 23-Kempferol
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Najzastupljenije ispitivane supstance u ekstraktu i soku maline bile su: antocijani (ekstrakt
1531,56 mg/100 g SO, sok 1841,79 mg/100 g SO), katehin (ekstrakt 365,7 mg/100 g SO, sok
285,73 mg/100 g SO) i protokatehinska kiselina (ekstrakt 241,74 mg/100 g SO, sok 78,02
mg/100 g SO). Najvece razlike izmedu ekstrakta i soka su zabeleZene u sadrzaju: epikatehina
(u ekstraktu 78,02 mg/100 g SO, a u soku odsutan), kafene (u soku 75,86 mg/100 g SO, a u
ekstraktu odsutna) i ferulne kiseline koja je bila 8 puta vise zastupljena u ekstraktu. Krisin,
siringinska i sinapinska kiselina nisu bili prisutni ni u ekstraktu, ni u soku. U ekstraktu takode
nisu bili prisutni ni epikatehini, a u soku vanilinska, kafena kiselina ni izoramnetin.

Vuli¢ i sar. su dokazali 65,21 mg antocijana u 100 gsvezeg tropa (ST) maline (140), dok su
Staj¢i¢ 1 sar. u dve razlicite sorte (Willamete i Meeker) dokazali 43,29 i 47,34 mg
antocijana/100 g sveze tezine (SvT) respektivno (141). Rezultati obe grupe naucnika su
manji od rezultata ove studije za antocijane u ekstraktu 1531,56 i soku 1841,79 mg/100 g SO.
Najveca koli¢ina vitamina C koju su Milivojevi¢ i sar. dokazali u Sest ispitivanih vrsta maline
(Willamette, Meeker, Malahat, Tulameen, Chilliwack i Glen Ample) bila je 52,3 mg/100 g za
sortu Chilliwack (149). Leposavi¢ i sar. su medu pet ispitivanih sorti maline (Meeker,
Latham, K81-6, Tulameen i Willamette), prikupljenih u razlic¢itim vremenskim periodima,
najvecu koli¢inu antocijana dokazali za sortu K81-6 (1010 mg/l) (150). Mileti¢ i sar. Su u
Willamete i Meeker sortama potpuno zrelih malina dokazali: 29,2 mg/100 g SvT i 25,1
mg/100 g SvT elaginske kiseline, 1,1mg/100 g SvT kvercetina i 6,1 mg/100 g galne kiseline
(151). Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije su visi od rezultata ovih autora za sve
navedene supstance, osim za elaginsku kiselinu za koju su nizi priblizno 8,5 puta. Nekoliko
grupa nauc¢nika je plodove razli¢itih sorti maline ekstrahovalo metanolom zakiSeljenim HCl-
om. Tako su, Ivanovi¢ i sar. u metanolnim ekstraktima zakiseljenim 1% HCI-om, dobijenim
iz Cetiri ispitivane vrste maline (Meeker, Polana, Willamete i Malling Promise) dokazali
25,1, 19,3, 47,6 i 16,2 mg antocijana/100 g SvT (152). Dragisi¢ i sar. Su u metanolnim
ekstraktima zakiseljenim HCI-om dve sorte maline (Autumn Bliss i Polka) pronasli 11,95 i
10,56 mg/100 g SvT antocijana i 42,9 i 38,4 mg/100 g SvT vitamina C, respektivno (153).
Milivojevi¢ i sar. su za metanolne ekstrakte sorti Willamete, Meeker i divlje maline
zakiSeljene HCI-om dobili 40,9, 44,3, 56,1 mg vitamina C/100 g, 0,026, 0,031, 0,25 mg
miricetina/100 ¢, 0,24, 0,040, 0,013 mg kempferola/100 g, 0,071, 0,037, 0,082 mg
kvercetina/100 g, 0,2, 0,52, 1,27 mg elaginske kiseline /100 gi 0,313, 0,132, 0,141 mg
antocijana/100 g, respektivno. Navedeni autori nisu pronasli hlorogensku kiselinu u svojim
uzorcima (148), dok je ona bila prisutna i u ekstraktu i u soku ispitivanom u okviru ove
disertacije. Za razliku od ostalih naunika koji su koristili HCI, Cestojevi¢-Simin i sar. su
metanolne ekstrakte malina sorti Willamete 1 Meeker zakiselili 0,05% siréetnom kiselinom 1
dobili vece koli¢ine antocijana (232 mg/100 g i 428 mg/100 g) (27). Medutim, rezultati
etanolnog ekstrakta ispitivanog u okviru ove disertacije su visi u kategorijama svih navedenih
supstanci. Pavlovi¢ i sar. su u acetonskim i metanolnim ekstraktima maline pronasli
antocijane u koli¢inama: 20,63 i 28,54 mg/100 g SmV u sorti Meeker, 1,74 i 5,39 mg/100 g
SmV u sorti Zuti Meeker, 40,26 i 56,18 mg/100 g SmV u sorti Tulameen, 29,5 i 89,34
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mg/100 g SmV u sorti Willamette Valjevo, 46,52 i 85,61 mg/100 g SmV u sorti Willamette
Arilje i 27,12 i 50,5 mg/100 g SmV u sorti Willamette Zlatibor. U metanolnim ekstraktima
malina razli¢itih sorti su dokazali i sledece supstance u opsezima: galna kiselina 0,031-0,052
mg/100 g SmV, protokatehinska kiselina 0,072-0,223 mg/100 g SmV, hlorogenska kiselina
0-0,018 mg/100 g SmV, kafena kiselina 0,245-1,065 mg/100 g SmV, kumarinska kiselina
0,326-1,792 mg/100 g SmV, rutin 0-0,364 mg/100 g SmV, luteolin 0-0,1 mg/100 g SmV,
kempferol 0-0,112 mg/100 g SmV, krisin 0,085-0,188 mg/100 g SmV i elaginska kiselina
12,86-99,86 mg/100 g SmV (146). Rezultati etanolnog ekstrakta ispitivanog u okviru ove
disertacije su bili veéi za: antocijane, galnu, protokatehinsku, kafenu, hlorogensku kiselinu i
rutin. Koli¢ina kumarinske kiseline u etanolnom ekstraktu (1,23 mg/100 g SO) se uklapa u
opseg vrednosti dobijen u istrazivanju Pavlovi¢a i sar. Luteolin i elaginska Kiselina su u
etanolnom ekstraktu ove studije bili prisutni u manjoj koli¢ini od maksimalnih vrednosti
dobijenih od strane Pavlovi¢a i sar. za metanolni ekstrakt maline. Krisin u etanolnom
ekstraktu ove studije uopste nije bio prisutan, dok je u studiji navedenih nau¢nika dokazan.
Sadrzaj elaginske kiseline u acetonskom ekstraktu iste studije je bio vec¢i u odnosu na sadrzaj
u etanolnom ekstraktu ispitivanom u okviru ove disertacije. Cetvorostruku ekstrakciju maline
etil-acetatom, a zatim rastvaranje suvog ostatka u metanolu sproveli su Miti¢ i sar. Takav
rastvor maline je sadrzao 18,084 mg antocijana/100 g SvT (145), §to je skoro 85 puta manje
nego u etanolnom ekstraktu ove studije.

I TresSnja

Rezultati analize hemijskog sastava polifenola i vitamina C u ekstraktu i soku treSnje su
prikazani na grafiku 3.

Grafik 3. Hemijski sastay polifenola i vitamina C u ekstraktu i soku treSnje
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Elaginska kiselina, 16-Kafena kiselina, 17-Gentisinska kiselina, 18-Epikatehin, 19-Siringinska kiselina, 20-Sinapinska kiselina, 21-Luteolin,
22-1zoramnetin, 23-Kempferol

Najzastupljenije ispitivane supstance u ekstraktu i soku treSnje su: hlorogenska kiselina
(ekstrakt 55,26 mg/100 g SO, sok 71,11 mg/100 g SO) i antocijani (ekstrakt 36,84 mg/100 g
SO, sok 79,61 mg/100 g SO). Ekstrakt treSnje je sadrzao vece koncentracije: protokatehinske
kiseline, rutina, gentisinske kiseline 1 epikatehina u odnosu na sok treSnje. Vece
koncentracije: antocijana, katehina, p-hidroksibenzoeve, galne, hlorogenske, vanilinske
kiseline, vitamina C, krisina, kumarinske i elaginske kiseline bile su prisutne u soku u odnosu
na ekstrakt tresnje. Kafena kiselina je u jednakoj koli¢ini (3,1 mg/100 g SO) bila prisutna u
ekstraktu i soku tresnje. Najvece razlike u sadrzaju ispitivanih supstanci su zabelezene za:
krisin (u soku 13,89 mg/100 g SO, a u ekstraktu odsutan), epikatehin (u ekstraktu 9,17
mg/100 g SO, a u soku odsutan) i elaginsku kiselinu (4 puta veca koli¢ina u soku u odnosu na
ekstrakt tre$nje). Mircetin, ferulna Kiselina, kvercetin, siringinska, sinapinska Kkiselina,
luteolin, izoramnetin i kempferol nisu bili prisutni ni u ekstraktu, ni u soku. U ekstraktu
takode nisu bili prisutni ni: vanilinska kiselina i krisin, a u soku: protokatehinska kiselina,
rutin i epikatehin.

AkSi€ 1 sar. su dokazali da razli¢ite sorte treSnji iz juZzno-istocne Srbije sadrZe antocijane u
opsegu 0,013-0,076 mg/l, a vitamin C u opsegu 3,32-7,82 mg/100 g. Vrednosti dobijene u
okviru ove disertacije za antocijane su vece i iznose 36,84 mg/100 g u ekstraktu i 79,61
mg/100 g u soku (154). Koli¢ina vitamina C u etanolnom ekstraktu ove studije (4,68 mg/100
g SO) odgovara opsegu vrednosti dobijenom u istrazivanju Aksica i sar., dok je u soku veca i
iznosi 44,07 mg/100 g SO. U regionu su tresnju ispitivali i Milinovi¢ u Hrvatskoj i Petkovié
u Republici Srpskoj. Milinovi¢ i sar. su poredili dve sorte treSnji, Kordia i Regina i utvrdili
da opseg vrednosti za hlorogensku kiselinu 1,02-1,90 mg/100 g SvT, a za antocijane 17,53-
39,85 mg/100 g SvT (155). Sadrzaj hlorogenske kiseline je veci i u soku i u ekstraktu ove
disertacije, dok sadrzaj antocijana u ekstraktu odgovara opsegu vrednosti dobijenom od
strane navedenih autora, a za sok je vec¢i. Petkovi¢ i sar. su u metanolnim ekstraktima dve
sorte treSanja B 1 R dokazali vrednosti antocijana 1366 mg/100 g SvT i 52,76 mg/100 g SvT,
respektivno (156). Vrednosti nize od sorte B su dobijene i za sok i za ekstrakt, dok je sadrzaj
antocijana u sorti R bio nizi u odnosu na sok, a vis$i u odnosu na sadrzaj antocijana u
ekstraktu ispitanom u okviru ove disertacije. Prvulovi¢ i sar. su utvrdili da dva genotipa
tresnje (Szomolyai Gombolyii i Valerij Cskalov) imaju 16,86 i 33,25 mg antocijana/100 g
svezeg biljnog materijala, respektivno (157). Rezultati ektrakta i soka ovog istrazivanja su
bili priblizno duplo ve¢i u odnosu na rezultate navedenih autora i iznosili 36,84 mg/100 g i
79,61 mg/100 g, respektivno. Ista grupa autora je u drugoj studiji ispitivala jo§ 17 varijeteta
treSnje (Sandor, Katalin, Kavics, Rita, Margit, Peter, Linda, Aida, Alex, Carmen, Sunburst,
Summit, New Star, Burlat (Bigarreau Burlat), Germerdorf 3, Hedelfinger i Majeva rana) i
utvrdila 20-69 mg antocijana/100 g SO (158). Rezultati antocijana ove disertacije za ekstrakt
odgovaraju prikazanom opsegu vrednosti, dok su rezultati soka bili ponovo visi od vrednosti
Prvulovié i sar.
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I Visnja

Rezultati analize hemijskog sastava polifenola i vitamina C u ekstraktu i soku viSnje su
prikazani na grafiku 4.

Grafik 4. Hemijski sastay polifenola i vitamina C u ekstraktu i soku viSnje
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1-Ukupni antocijani, 2-Katehin, 3-Protokatehinska kiselina, 4-p-Hidroksibenzoeva kiselina, 5-Galna kiselina, 6-Hlorogenska kiselina, 7-
Vanilinska kiselina, 8-Vitamin C, 9-Miricetin, 10-Rutin, 11-Krisin, 12-Kumarinska kiselina, 13-Ferulna kiselina, 14-Kvercetin, 15-
Elaginska kiselina, 16-Kafena kiselina, 17-Gentisinska kiselina, 18-Epikatehin, 19-Siringinska kiselina, 20-Sinapinska kiselina, 21-Luteolin,
22-1zoramnetin, 23-Kempferol

Najzastupljenije ispitivane supstance ekstrakta viSnje bile su: antocijani (533,79 mg/100 g
S0), hlorogenska kiselina (293,57 mg/100 g SO) i gentisinska kiselina (93,82 mg/100 g SO).
U soku vi$nje su bili najzastupljeniji: hlorogenska kiselina (250,11 mg/100 g SO), kempferol
(108,11 mg/100 g SO) i antocijani (92,07 mg/100 g SO). Ekstrakt vi$nje je sadrzao vece
koli¢ine: antocijana, katehina, protokatehinske, p-hidroksibenzoeve, hlorogenske kiseline,
miricetina, rutina, ferulne kiseline, kvercetina, elaginske, gentisinske, sinapinske Kiseline,
luteolina i izoramnetina u odnosu na sok vi$nje. Sok vi$nje je sadrzao vise: galne, vanilinske
kiseline, vitamina C, kumarinske kiseline, kafene kiseline, epikatehina i kempferola u odnosu
na ekstrakt viSnje. Najvece razlike u sadrZaju ispitivanih supstanci su zabeleZene za: rutin (u
ekstraktu 27,46 mg/100 g SO, a u soku nije prisutan), miricetin (u ekstraktu 11,97 mg/100 g
SO, a u soku nije prisutan) i protokatehinsku kiselinu (7 puta veca koli¢ina u ekstraktu).
Krisin i siringinska kiselina nisu bili prisutni ni u ekstraktu ni u soku. U soku takode nisu bili
prisutni ni: mircetin, rutin, kvercetin, sinapinska kiselina, luteolin i izoramnetin.

Mitic i sar. su dokazali antocijane u visnji u koli¢ini 92,957 mg/100 g SvT (145), §to je manje
nego u ekstraktu (533,79 mg/100 g SO)i priblizno koliko u soku visnje ispitivanom u okviru
ove disertacije (92,07 mg/100 g SO). U dve sorte visnje (Erdi bétermé i Kantorjanosi),
Prvulovi¢ i sar. su pronasli 38,18 i 51,16 mg antocijana/100 g SvT, respektivno (157). Miti¢ i
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sar. su ispitivali tri sorte visnje (Marela, Oblacinska i Cigancica) i zakljuéili da se sadrzaj
antocijana povecava tokom vremena (39,02-45,24 mg/100 g SvT, 54,14-81,55 mg/100 g SvT
i 55,76-66,72 mg/100 g SvT) (159). Medutim, obradom plodova viS$nje na naéin opisan u
Materijalima i metodama, dobijene su vece vrednosti antocijana u ekstraktu i soku ove
studije u odnosu na rezultate navedenih auora (533,79 i 92,07 mg/100 g SO). Isto tako, pet
razli¢itih nacina obrade ploda viSnje (bez tretmana, tretirana vitaminom C, tretirana
limunskom kiselinom, tretirana kalijummetabisulfitom i tretirana rastvorom bentonitne gline)
u ispitivanju Markovica i sar. su rezultirali slede¢im opsegom vrednosti antocijana 0,0068-
0,368 mg/cm?® (160), $to je takode manje od rezultata ove disertacije dobijenih za sok i
ekstrakt. Sadrzaj antocijana u soku visnje su istrazivali Miti¢ i sar. i Repaji¢ i sar. i pronasli
vecée koli¢ine (261,61-430,09 mg/l i 464 mg/100 g SO) u odnosu na koli¢inu antocijana u
soku vi$nje ovog istrazivanja (92,07 mg/100 g SO)(161,162).

I Aronija

Rezultati analize hemijskog sastava polifenola i vitamina C u ekstraktu i soku aronije su
prikazani na grafiku 5.

Grafik 5. Hemijski sastav polifenola i vitamina C u ekstraktu i soku aronije
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1-Ukupni antocijani, 2-Katehin, 3-Protokatehinska kiselina, 4-p-Hidroksibenzoeva kiselina, 5-Galna kiselina, 6-Hlorogenska kiselina, 7-
Vanilinska kiselina, 8-Vitamin C, 9-Miricetin, 10-Rutin, 11-Krisin, 12-Kumarinska kiselina, 13-Ferulna kiselina, 14-Kvercetin, 15-
Elaginska kiselina, 16-Kafena kiselina, 17-Gentisinska kiselina, 18-Epikatehin, 19-Siringinska kiselina, 20-Sinapinska kiselina, 21-Luteolin,
22-1zoramnetin, 23-Kempferol

Najzastupljenije ispitivane supstance u ekstraktu i soku aronije su bili: katehin (ekstrakt
680,65 mg/100 g SO, sok 186,3 mg/100 g SO) i antocijani (ekstrakt 542,93 mg/100 g SO,
sok 20,91 mg/100 g SO). Ekstrakt u odnosu na sok aronije je sadrzao vece koliine:

antocijana, katehina, protokatehinske, galne, hlorogenske kiseline, vitamina C, miricetina,
rutina, Kkrisina, kvercetina i siringinske kiseline. Sok aronije je sadrzao vece koli¢ine:
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vanilinske, kumarinske, ferulne, elaginske i gentisinske kiseline u odnosu na ekstrakt aronije.
Sok i ekstrakt aronije su sadrzali istu koli¢inu (4,23 mg/100 g SO) kafene kiseline. Najvece
razlike u sadrzaju ispitivanih supstanci u soku i ekstraktu su zabeleZene za: antocijane (26
puta veca kolicina u ekstraktu), rutin (12 puta veca koli¢ina u ekstraktu), gentisinsku kiselinu
(10,52 mg/100 g SO u soku, dok u ekstraktu nije prisutna) i hlorogensku kiselinu (10,5
mg/100 g SO u ekstraktu, a u soku nije prisutna). P-hidroksibenzoeva kiselina, epikatehin,
sinapinska kiselina, luteolin, izoramnetin i kempferol nisu bili prisutni ni u soku ni u
ekstraktu. U ekstraktu takode nisu bili prisutni ni: kumarinska, elaginska i gentisinska
kiselina, a u soku: hlorogenska kiselina i kvercetin.

Sadrzaje antocijana u zakiSeljenim metanolnim ekstraktima aronije su utvrdivali: Taheri i
sar., Rugina i sar. i Braunlich i sar. Prve dve grupe autora su dokazale manji (0,321 mg/100 g
SO i 366,16 mg/100 g SvT), a treca grupa veci sadrzaj antocijana (737,3 mg/100 g SvT) u
odnosu na koli¢inu antocijana prisutnu u ekstraktu ovog istrazivanja (542,93 mg/100 g SO)
(93,163,164).

I Poredenje hemijskih sastava

Rezultati analiza hemijskog sastava polifenola i vitamina C u ekstraktima: kupine,
maline, viSnje, treSnje i aronije su prikazani na grafiku 6.

Grafik 6. Hemijski sastav polifenola i vitamina C u ekstraktima svog ispitivanog voéa
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1-Ukupni antocijani, 2-Katehin, 3-Protokatehinska kiselina, 4-p-Hidroksibenzoeva kiselina, 5-Galna kiselina, 6-Hlorogenska kiselina, 7-
Vanilinska kiselina, 8-Vitamin C, 9-Miricetin, 10-Rutin, 11-Krisin, 12-Kumarinska kiselina, 13-Ferulna kiselina, 14-Kvercetin, 15-
Elaginska kiselina, 16-Kafena kiselina, 17-Gentisinska kiselina, 18-Epikatehin, 19-Siringinska kiselina, 20-Sinapinska kiselina, 21-Luteolin,
22-lzoramnetin, 23-Kempferol

Od svih ispitivanih uzoraka, ekstrakat kupine je sadrzao najvecu ukupnu koli¢inu ispitivanih
supstanci (3965,56 mg/100 g SO), a ekstrakt treSnje najmanju (161,44 mg/100 g SO).
Najvecu koli¢inu ukupnih antocijana sadrzao je ekstrakt kupine (1973,13 mg/100 g SO).
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Ukupni antocijani ekstrakta maline (1531,56 mg/100 g SO) i katehin ekstrakta kupine
(1349,65 mg/100 g SO) su takode bili prisutni u znatnim koli¢inama. Ekstrakti visnje i
aronije su imali priblizne vrednosti antocijana (533,79 i 542,93 mg/100 g SO). Najmanju
koli¢inu antocijana sadrzi ekstrakt treSnje 36,84 mg/100 g SO. Katehina i protokatehinske
kiseline je takode najvise bilo u ekstraktu kupine (1349,65 i 338,83 mg/100 g SO), a
najmanje u ekstraktu tresnje (3,41 i 3,38 mg/100 g SO). P-hidroksibenzoeva kiselina je isto
tako u najvecoj meri bila prisutna u ekstarktu kupine, a u najmanjoj u ekstraktu aronije, u
kojem je nije bilo. Ekstrakt maline i ekstrakt kupine su sadrzali skoro istu koli¢inu galne
kiseline (27,79 i 27,74 mg/100 g SO), dok su ostali ekstrakti sadrzali manje koli¢ine, a
najmanje galene Kiseline bilo je sadrzano u ekstraktu tre$nje (3,1 mg/100 g SO). Hlorogenska
kiselina je u najvecoj koli¢ini bila sadrzana u ekstraktu vi$nje (293,57 mg/100 g SO), a
najmanjoj u ekstraktu maline (4,15 mg/100 gSO). Vanilinske kiseline i miricetina nije bilo u
ekstraktu tresnje, a u ekstraktu kupine ih je bilo u najvecéoj koli¢ini (1,96 1 13,75 mg/100 g
SO). Vitamin C je u najvecoj koli¢ini bio prisutan u ekstraktu maline 72,99 mg/100 g SO, a u
najmanjoj u ekstraktu tresnje 4,68 mg/100 g SO. Ekstrakt vi$nje je sadrzao najviSe rutina
14,31 mg/100 g SO, dok je ekstrakt tresnje, sa 1 mg/100 g SO, imao najmanju koli¢inu
rutina. Krisin je bio prisutan samo u ekstraktima kupine i aronije (6,41 i 10,01 mg/100 g SO).
Ekstrakt tre$nje je sadrzao najviSe kumarinske kiseline, koja nije bila prisutna u ekstraktu
aronije. Ekstrakt tre$nje nije sadrzao ferulnu kiselinu i kvercetin, koji su u najve¢oj meri bili
zastupljeni u ekstraktu aronije (6,16 i 4,49 mg/100 g SO). Elaginske i kafene kiseline je bilo
najvise u ekstraktu maline (3,51 i 75,86 mg/100 g SO). U ekstraktu aronije elaginska kiselina
nije bila prisutna, a najmanja koli¢ina kafene kiseline se nalazila u ekstraktu kupine (0,43
mg/100 g SO). Odredene materije su pronadene samo u nekim od sokova i/ili ekstrakata.
Tako je epikatehin bio prisutan samo u ekstraktima tresnje i viSnje, dok je gentisinska
kiselina bila prisutna jos i u ekstraktu maline. Siringinska kiselina je bila prisutna samo u
ekstraktu aronije, a sinapinska u ekstraktu viSnje. Samo ekstrakti maline i viSnje su sadrzali:
luteolin, izoramnetin i kempferol.

Rezultati analiza hemijskog sastava polifenola i vitamina C u sokovima: kupine, maline,
visnje, tre$nje i aronije su prikazani na grafiku 7. Od ispitivanih uzoraka sokova, sok kupine
je sadrzao najvecu ukupnu koli¢inu ispitivanih supstanci (1354,62 mg/100 g SO), a sok
aronije najmanju (269,44 mg/100 g SO). Najvecu koli¢inu ukupnih antocijana imao je sok
maline (1841,79 mg/100 g SO), a najmanju koli¢inu antocijana sadrzao je sok aronije 20,91
mg/100 g SO. Katehina je bilo najvise u soku kupine (542, 88 mg/100 g SO), a najmanje u
soku tresnje (10,4 mg/100 g SO).
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Grafik 7. Hemijski sastav polifenola i vitamina C u sokovima svog ispitivanog voéa
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1-Ukupni antocijani, 2-Katehin, 3-Protokatehinska kiselina, 4-p-Hidroksibenzoeva kiselina, 5-Galna kiselina, 6-Hlorogenska kiselina, 7-
Vanilinska kiselina, 8-Vitamin C, 9-Miricetin, 10-Rutin, 11-Krisin, 12-Kumarinska kiselina, 13-Ferulna kiselina, 14-Kvercetin, 15-
Elaginska kiselina, 16-Kafena kiselina, 17-Gentisinska kiselina, 18-Epikatehin, 19-Siringinska kiselina, 20-Sinapinska kiselina, 21-Luteolin,
22-lzoramnetin, 23-Kempferol

Sok maline je sadrzao najvecu koli¢inu protokatehinske kiseline (78,02 mg/100 g SO), dok
ona u soku tre$nje nije bila prisutna. P-hidroksibenzoeva kiselina je takode u najve¢oj meri
bila prisutna u soku maline (12,11 mg/100 g SO), a u najmanjoj u soku aronije, u kojem je
nije bilo. Sok visnje je bio nabogatiji galnom kiselinom (32,88 mg/100 g SO), koje je
najmanje bilo u soku tresnje (6,19 mg/100 g SO). Hlorogenska kiselina je bila sadrzana samo
u soku visnje, treSnje i maline (250,11, 71,11 i 3,24 mg/100 g SO, respektivno). Vanilinske
kiseline je najvise bilo u soku visnje (1,07 mg/100 g SO), a u soku maline je nije bilo.
Vitamin C je bio najzastupljeniji u soku maline (69,37 mg/100 g SO), a najmanje zastupljen
u soku kupine (6,73 mg/100 g SO). Rutina i miricetina je bilo samo u sokovima: aronije
(1,48 i 1,16 mg/100 g SO), kupine (0,7 i 2,09 mg/100 g SO) i maline (2,22 i 1,83 mg/100 ¢
S0O). Kirisin je bio prisutan samo u sokovima: kupine, tresnje i aronije (6,41, 13,89 i 4,11
mg/100 g SO). Sok i ekstrakt treSnje su sadrzali najvise kumarinske kiseline (43,49 mg/100 g
SO), koja je u najmanjoj koli¢ini bila prisutna u soku aronije (1,84 mg/100 g SO). Sok tresnje
nije sadrzao ferulnu kiselinu i kvercetin. Ferulna kiselina je u najvecoj meri bila zastupljena u
soku aronije (7,2 mg/100 g SO). Dok je kvercetin bio zastupljen samo u sokovima maine i
kupine (4,051 1,17 mg/100 g SO). Sok maline je sadrzao najvecu koli¢inu elaginske kiseline
(2,94 mg/100 g SO), dok uoste nije sadrzao kafenu kiselinu. Najmanje elaginske kiseline je
bilo u soku visnje (0,46 mg/100 g SO), dok je sok kupine sadrzao pribliznu koli¢inu iste
(0,47 mg/100 g SO). Najvecu koli¢inu kafene kiseline je sadrzao sok visnje (5,64 mg/100 g
SO). U soku maline je bilo najvise gentisinske kiseline (48,15 mg/100 g SO), dok u soku
kupine ona nije bila prisutna. Epikatehin i kempferol su bili prisutni samo u sokovima maline
i viSnje. Sinapinske Kiseline i izoramnetina nije bilo ni u jednom od sokova, dok je
siringinska  kiselina prisutna samo u soku aronije, a Iluteoin u soku maline.
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I Antimikrobno dejstvo

Vecina konvencionalnih antibiotika pokazuje efekte pri koncentracijama od 10 pg/ml, dok se
izolovana jedinjenja prirodnog porekla smatraju potentnim ukoliko pokazuju inhibitorno
dejstvo u koncentracijama do 100 pg/ml (165). Medutim, kako se voce ispitivano u okviru
ove disertacije koristi u ishrani u velikim koli¢inama, smatra se da svaka antimikrobna
aktivnost u konzumnim dozama predstavlja povoljan rezultat (28,166).

I Antibakterijsko dejstvo

Rezultati testiranja antibakterijske aktivnosti sprovedenog difuzionom metodom su prikazani
u Prilogu 3., dok su rezultati testiranja antibakterijske aktivnosti sprovedenog dilucionom
metodom prikazani u Prilogu 4.

Kupina

Testiranja sprovedena difuzionom i dilucionom metodom pokazuju da je ekstrakt ispoljio
dejstvo protiv bakterija u manjim koncentracijama u odnosu na sok. Ovakvi rezulati
odgovaraju prethodno utvrdenom hemijskom sastavu, koji pokazuje da su ispitivane
bioaktivne supstance prisutne u ve¢im koli¢inama u ekstraktu u odnosu na sok. Zanimljivo je
da je dilucionom metodom dokazano jednako dejstvo ekstrakta i soka ha Rhodococcus equi,
dok je difuziona pokazala 19,5 puta jace dejstvo ekstrakta u odnosu na sok. Takode je
rezistentnost Escherichia-e coli i Klebsiella-e pneumoniae na sok dokazana difuzionom
metodom, dok je diluciona pokazala Break point u dozama 21,9 mg/ml i 13,9 mg/ml soka na
iste bakterije, respektivno.

Difuziona
Gram-pozitivne bakterije su bile senzitivnije na dejstvo ekstrakta u odnosu na dejstvo soka.

Grafik 8. Dejstvo ekstrakta i soka kupine protiv gram-pozitivnih bakterija ispitivano difuzionom
metodom
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

Najjace dejstvo ekstrakt kupine je ispoljio protiv Rhodococcus-a equi (35,94 mg/ml), a
najslabije protiv Arcanobacterium haemolyticum-a (116,71 mg/ml). Sok je najjac¢e delovao
protiv Staphylococcus aureus-a ATCC (11632 195,64 mg/ml), a najslabije protiv
Streptococcus-a agalactiae (929,83 mg/ml). MIC-e 80 ekstrakta i soka kupine protiv Gram-
pozitivnih bakterija, utvrdene difuzionom metodom, su prikazane na grafiku 8.

Gram negativne bakterije su bile senzitivnije na dejstvo ekstrakta u odnosu na dejstvo
soka.

Grafik 9. Dejstvo ekstrakta i soka kupine protiv gram-negativhih bakterija ispitivano
difuzionom metodom

[mg/ml]

800
700
600
500
400 W Ekstrakt
300 M Sok
200
100

0

Pa Pa ATCC SE STATCC Ec Kp Al
10145 14028

Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najjace dejstvo ekstrakt je ispoljio protiv Pseudomonas aeruginosa-e (53,34 mg/ml), a
najslabije protiv Escherichia-e coli (701,11 mg/ml). Sok je najjace delovao protiv
Pseudomonas aeruginosa-e ATCC 10145 (408,48 mg/ml), a najslabije protiv Salmonella-e
Typhimurium ATCC 14028 (792,82 mg/ml), dok na Escherichia-u coli i Klebsiella-u
pneumoniae nije ispoljio nikakvo dejstvo pri ispitivanju difuzionom metodom. MIC-e 80
ekstrakta i soka kupine protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene difuzionom metodom, su
prikazane na grafiku 9.

Antimikrobno dejstvo metanolnog ekstrakta kupine difuzionom metodom je ispitivano u
okviru nekoliko studija. Tako je ekstrakt kupine u istrazivanjima sprovedenim od strane
Radovanovic¢a i sar. pokazao slabiju efikasnost protiv Escherichia-e coli, Pseudomonas
aeruginosa-e, Salmonella-e Enteritidis i Staphylococcus aureus-a u odnosu na ekstrakt
ispitivan u okviru ovog istrazivanja. Nasuprot istrazivanju Radanovica i sar. u okviru kojeg je
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zabeleZen izostanak aktivnosti ekstrakta protiv Klebsiella-e pneumoniae, ekstrakt kupine u
okviru ove doktorske disertacije je pokazao efikasnost na pomenuti soj. Razlike u rezultatima
mogu poticati od razlika u medijumima i na¢inima ekstrakcije, kao i razlika u geografskim
poreklima ispitivanih biljaka (147). Riaz i sar. su dokazali MIC-e metanolnog ekstrakta
kupine, koje su iznosile 1000 pg na Escherichia-u coli i 20 pg na Staphylococcus aureus i
Pseudomonas aeruginosa-u. Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije za iste bakterije su
iznosili 43,71, 701,1 i 53,34 mg/ml, respektivno. Obe studije pokazuju da su potrebne vece
koli¢ine ekstrakta da bi se ispoljilo dejstvo na Escherichia-u coli u odnosu na Staphylococcus
aureus i Pseudomonas aeruginosa-u. Uzrok tome je verovatno veci stepen rezistencije
Escherichia-e coli u odnosu na druge dve ispitivane vrste. Medutim, MIC-e dobijene u
okviru ove disertacije su vece od rezultata dobijenih u istrazivanju navedenih autora. Ovakvi
rezultati se mogu objasniti istim mehanizmom antibakterijskog dejstva supstanci sadrzanih u
kupinama, a razli¢itom senzitivno$¢u bakterijskih sojeva poreklom iz Srbije i Pakistana
(167). Yigit i sar. su ispitivali i metanolni i vodeni ekstrakt kupine i dokazali dejstvo na
Staphylococcus aureus (20 mm zona inhibicije), $to je nize od rezultata dobijenih za ekstrakt
i sok ovog istrazivanja. Takode, niti vodeni niti metanolni ekstrakat navedenih autora nisu
pokazali dejstvo na Escherichia-u coli i Pseudomonas aeruginosa-u, dok rezultati dobijeni u
okviru ove disertacije dokazuju dejstvo ekstrakta i soka na obe bakterijske vrste (168).

Diluciona

Gram pozitivne bakterije su bile seznizitvnije na ekstrakt u svim slu¢ajevima, osim MIC 80
za Rhodococcus equi ATCC 6939, Streptococcus agalactiae i Enterococcus faecalis i MIC
90 za Streptococcus agalactiae, gde su efektivne koncentracije za sok i ekstrakt bile jednake
i MIC 80 za Staphylococcus aureus i Staphylococcus aureus ATCC 11632, za koje je sok
ispoljio dejstvo u manjim koncentracijama u odnosu na ekstrakt. Izuetak je takode bio i
autohtoni soj Rhodococcus-a equi, koji je identi¢éno reagovao na prisustvo soka i ekstrakta
(Break point je bio izazvan u koncentracijama 3,15 mg/ml, MBC 3,06 mg/ml, MIC 99 2,34
mg/ml, MIC 90 0,16 mg/ml, a MIC 80 0,01 mg/ml).
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Grafik 10. Break point koncentracije ekstrakta i soka kupine na testirane gram-pozitivne
bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, An-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

Ekstrakt kupine je Break point efekte postigao u rasponu koncentracija od 1,84 mg/ml
(Staphylococcus aureus ATCC 11632) do 13 mg/ml (Streptococcus agalactiae). Najniza
koncentracija pri kojoj je postignut Break point soka kupine iznosila je 3,1 mg/ml
(Rhodococcus equi i Arcanobacterium haemolyticum) a najvisa 13,6 mg/ml (Streptococcus
agalactiae). Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uo¢ena je protiv Streptococcus-a
agalactiae (13 mg/ml ekstrakt, 13,6 mg/ml sok), a najveca za Trueperella-u pyogenes (3,1
mg/ml ekstrakt, 12,1 mg/ml sok). Break point vrednosti ekstrakta i soka kupine protiv Gram-
pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 10.

Grafik 11. MBC-e ekstrakta i soka kupine na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

MBC-e ekstrakta su bile u opsegu od 1,78 mg/ml (Staphylococcus aureus ATCC 11632) do
12,99 mg/ml (Streptococcus agalactiae). Najniza MBC soka je iznosila 3,06 mg/mi
(Arcanobacterium haemolyticum), a najvisa 13,15 mg/ml (Streptococcus agalactiae).
Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv Streptococcus-a agalactiae
(12,99 mg/ml ekstrakt, 13,57 mg/ml sok), a najveca protiv Trueperella-e pyogenes (3,06
mg/ml ekstrakt, 12,09 mg/ml sok). MBC-e ekstrakta i soka kupine protiv Gram-pozitivnih
bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 11.

Grafik 12. MIC-e 99 ekstrakta i soka kupine na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MBC ekstrakta je uofena za Arcanobacterium haemolyticum (1,25 mg/ml), a
najveca za Streptococcus agalactiae (9,43 mg/ml). Sok je isti efekat izazvao u najmanjoj
koncentraciji 2,34 mg/ml (Rhodococcus equi i Arcanobacterium haemolyticum), a u najvecoj
9,84 mg/ml (Streptococcus agalactiae). Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocéena je
protiv Streptococcus-a agalactiae (9,43 mg/ml ekstrakt, 9,84 mg/ml sok), a najveca protiv
Trueperella-e pyogenes (2,34 mg/ml ekstrakt, 9,06 mg/ml sok). MIC-e 99 ekstrakta i soka
kupine protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na
grafiku 12.
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Grafik 13. MIC-e 90 ekstrakta i soka kupine na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, An-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MIC 90 ekstrakta je iznosila 0,02 mg/ml (Arcanobacterium haemolyticum), a
najveéa 0,39 mg/ml (Streptococcus agalactiae). Najmanja MIC 90 soka je iznosila 0,16
mg/ml  (Arcanobacterium haemolyticum i Rhodococcus equi), a najveéa 0,51 mg/ml
(Trueperella pyogenes). Najmanja razlika u MIC-ama 90 je uocena u dejstvu ekstrakta i soka
na Staphylococcus aureus i Staphylococcus aureus ATCC 11632 (0,2 mg/ml ekstrakt, 0,25
mg/ml sok), a najveca na Trueperella-u pyogenes (0,16 mg/ml ekstrakt, 0,51 mg/ml sok).
MIC-e 90 ekstrakta i soka kupine protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom
metodom, su prikazane na grafiku 13.

Grafik 14. MIC-e 80 ekstrakta i soka kupine na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MIC 80 ekstrakta je dokazana na Arcanobacterium haemolyticum i iznosila 0,0002
mg/ml, a najveca 0,01 mg/ml na Rhodococcus equi, Rhodococcus equi ATCC 6939,
Trueperella-u pyogenes, Streptococcus agalactiae i Enterococcus faecalis. MIC-e 80 soka su
na sve ispitivane Gram-pozitivne bakterije iznosile 0,01 mg/ml, osim na Trueperella-u
pyogenes na koju je iznosila 0,02 mg/ml. Najveca razlika u MIC-ama 80 je uocena u dejstvu
ekstrakta i soka na Arcanobacterium haemolyticum (0,0002 mg/ml ekstrakt, 0,01 mg/ml sok),
a najmanja na Staphylococcus aureus (0,0051 mg/ml ekstrakt, 0,01 mg/ml sok). MIC-e 80
ekstrakta i soka kupine protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 14.

Gram-negativne bakterije su bile senzitivnije na ekstrakt, osim u slu¢ajevima MIC 80 na
Salmonella-u  Enteritidis, Salmonella-u  Typhimurium ATCC 14028, Klebsiella-u
pneumoniae i Acinetobacter Iwoffii, za koje su MIC-e 80 ekstrakta i soka bile jednake.

Grafik 15. Break point koncentracije ekstrakta i soka kupine na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Ekstrakt je najefikasniji bio na Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145, gde je Break point
efekat izazvan pri koncentraciji 1,96 mg/ml, a najmanje efikasan na Escherichia-u coli sa
13,63 mg/ml potrebnih za Break point. Sok je Break point izazvao u najmanjoj koncentraciji
2,49 mg/ml na Pseudomonas aeruginosa-u, a u najvecoj 25,18 mg/ml na Salmonella-u
Enteritidis. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uoCena je na Pseudomonas
aeruginosa-u (2,06 mg/ml ekstrakt, 2,49 mg/ml sok), a najveca na Salmonella-u Enteritidis
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(6,26 mg/ml ekstrakt, 25,18 mg/ml sok). Break point vrednosti ekstrakta i soka kupine protiv
Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 15.

Grafik 16. MBC-e ekstrakta i soka kupine na testirane gram-neqgativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja MBC ekstrakta je bila 1,91 mg/ml i utvrdena na Pseudomonas aeruginosa-u
ATCC 10145, a najveca 13,14 mg/ml na Escherichia-u coli. MBC-e soka su bile u opsegu od
2,48 mg/ml dokazanih na Pseudomonas aeruginosa-u do 24,23 mg/ml na Salmonella-u
Enteritidis. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv Pseudomonas
aeruginosa-e (2,02 mg/ml ekstrakt, 2,48 mg/ml sok), a najvec¢a protiv Salmonella-e
Enteritidis (6,06 mg/ml ekstrakt, 24,23 mg/ml sok). MBC-e ekstrakta i soka kupine protiv
Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 16.

Grafik 17. MIC-e 99 ekstrakta i soka kupine na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja MIC 99 ekstrakta je bila 1,50 mg/ml i dokazana na Pseudomonas aeruginosa-u
ATCC 10145, a najveca 9,48 mg/ml na Escherichia-u coli. MIC-e 99 soka su bile u opsegu
od 2,34 mg/ml na Acinetobacter lwoffi do 21,66 mg/ml na Escherichia-u coli. Najmanja
razlika u dejstvu ekstrakta i soka uo¢ena je protiv Pseudomonas aeruginosa-e (1,67 mg/ml
ekstrakt, 2,45 mg/ml sok), a najveca protiv Salmonella-e Enteritidis (4,55 mg/ml ekstrakt,
17,12 mg/ml sok). MIC-e 99 ekstrakta i soka kupine protiv Gram-negativnih bakterija,
utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 17.

Grafik 18. MIC-e 90 ekstrakta i soka kupine na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja MIC 90 ekstrakta je bila 0,14 mg/ml i dokazana na Pseudomonas aeruginosa-u
ATCC 10145, a najveca 0,36 mg/ml na Escherichia-u coli. MIC-e 90 soka su bile u opsegu
od 0,16 mg/ml na Acinetobacter lwoffi do 19,69 mg/ml na Escherichia-u coli. Najmanja
razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 i
Klebsiella-e pneumoniae (0,25 i 0,26 mg/ml ekstrakt, a 0,36 i 0,37 mg/ml sok), a najveca
protiv Escherichia-e coli (0,36 mg/ml ekstrakt, 19,69 mg/ml sok). MIC-e 90 ekstrakta i soka
kupine protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na
grafiku 18.
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Grafik 19. MIC-e 80 ekstrakta i soka kupine na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

MIC-e 80 ekstrakta su iznosile 0,01 mg/ml na sve bakterije, osim na Pseudomonas
aeruginosa-u na koju je iznosila 0,03 mg/ml. MIC-e 80 soka su bile u opsegu od 0,01 mg/ml
na Salmonella-u Enteritidis, Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028, Klebsiella-u
pneumoniae i Acinetobacter lwoffi do 19,69 mg/ml na Escherichia-u coli. Osim MIC 80 koje
su bile jednake za ekstrakt i sok, najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je na
Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145 (0,01 mg/ml ekstrakt, 0,04 mg/ml sok), a najveca
na Escherichia-u coli (0,01 mg/ml ekstrakt, 17,50 mg/ml sok). MIC-e 80 ekstrakta i soka
kupine protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na
grafiku 19.

Djipa i sar. su dokazali da je vodeni ekstrakt kupine delotvoran protiv: Enterococcus
faecalis-a ATCC 29212, Staphylococcus aureus-a ATCC 25923, Staphylococcus aureus-a
104 MC, Staphylococcus aureus-a 105 MC, Escherichia-e coli MC i Salmonella-e
Enteritidis MC u dozama vec¢im od 1 mg/ml (169). Rezultati ove disertacije za Break point,
MBC-u i MIC-u 99 na iste bakterijske vrste su takode ve¢i od 1 mg/ml. Radovanovié i sar. su
dokazali da su MIC i MBC vrednosti metanolnog ekstrakata kupine za Escherichia-u coli,
Pseudomonas aeruginosa-u, Salmonella-u Enteritidis i Klebisella-u pneumoniae iste i iznose
0,5, 0,25, 0,0625 i 0,5 mg/ml, dok se za Staphylococcus aureus razlikuju, pa je MIC 0,0625
pg/ml, a MBC 0,12 mg/ml (147). Odgovarajuéi rezultati dobijeni u okviru ove studije su za:
Staphylococcus aureus MIC 80 0,02 mg/ml, MBC 1,93 mg/ml, Salmonella-u Enteritidis MIC
80 0,01 mg/ml, MBC 6,06 mg/ml, Pseudomonas aeruginosa-u MIC 80 0,03 mg/ml, MBC
2,02 mg/ml, Escherichia-u coli MIC 80 0,01 mg/ml, MBC 13,14 mg/ml i Klebsiella-u
pneumoniae MIC 80 0,01 mg/ml, MBC 6,14 mg/ml. Ukratko, MIC-e 80 ove disertacije su
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manje, a MBC-e vece u odnosu na MIC-e i MBC-e dobijene u istrazivanju navedenih autora
za sve ispitivane vrste. Razlike u rezultatima mogu poticati od razli¢itog na¢ina detekcije
MBC i MIC koncentracija. Naime, u istrazivanju ove disertacije svaka bakterija izrasla na
Petri plocama je brojana ili je detektovan izostanak rasta bakterija, dok su Radovanovic i sar.
rezultate detektovali spektrofotometrijski. Yigit i sar. su dokazali dejstvo vodenog i
metanolnog ekstrakta na Staphylococcus aureus (168), a Ordogh i sar. izostanak dejstva.
Rezultati Ordogh i sar. pokazuju da je samo sok kupine ispoljio antibakterijsko dejstvo na
ovu bakteriju (170). Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije pokazuju antibakterijsku
aktivnost i ekstrakta i soka kupine protiv Staphylococcus aureus-a. Ni jedan od ekstrakata
(vodeni i metanolni) kupine prema Yigit i sar. ne pokazuje dejstvo protiv Escherichia-e coli i
Pseudomonas aeruginosa-e. Nasuprot tome, po rezultatima Krischa i sar., sok kupine je
inhibisao rast manje od 25% unetih bakterija Escherichia-e coli, a metanolni ekstrakt vise od
75% (171). Rezultati ove disertacije takode pokazuju jacu aktivnost ekstrakta u odnosu na
sok protiv Escherichia-e coli. Dejstvo soka kupine na Escherichia-u coli, potvrduju i Yang i
sar. u ispitivanju soja O157:H7. Istom studijom navedeni autori su dokazali da sok kupine
znacajno inhibise i rast Salmonella-e Typhimurium (172). Rezultati ove disertacije takode
pokazuju aktivnost soka kupine protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028.

Malina

Rezultati dobijeni difuzionom metodom pokazuju da je ekstrakt ispoljio jace antibakterijsko
dejstvo na ispitivane sojeve. Rezultati dilucionom metodom potvrduju ovakva saznanja, osim
za Rhodococcus equi kod kojeg je sok sve efekte izazvao u manjim koncentracijama u
odnosu na ekstrakt. Takode su MIC-e 99 Trueperella-e pyogenes i Enterococcus faecalis-a
bile nize za sok, dok su sve ostale MIC-e 99 bile nize za ekstrakt. Sve MIC-e 90 i 80 su bile
nize za sok, osim: MIC-e 80 i 90 na Pseudomonas aeruginosa-u i Klebsiella-u pneumoniae,
MIC 80 na Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145 i Streptococcus agalactiae koje su bile
nize za ekstrakt. MIC 90 na Streptococcus agalactiae je bila jednaka za sok i ekstrakt. Pri
ispitivanju difuzionom metodom uocen je izostanak dejstva soka na: Escherichia-u coli i
Klebsiella-u pneumoniae. Pri ispitivanju dilucionom metodom je izostanak dejstva soka na
Escherichia-u coli potvrden, a antibakterijsko dejstvo soka na Klebsiella-u pneumoniae
utvrdeno u visokim koncentracijama. Uzrok ovakvih rezultata bi mogao biti hemijski sastav
ekstrakta i soka, koji je veoma raznovrstan.

Difuziona

Gram pozitivne bakterije su bile senzitivnije na dejstvo ekstrakta u odnosu na dejstvo soka.
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Grafik 20. Dejstvo ekstrakta i soka maline protiv gram-pozitivnih bakterija ispitivano difuzionom
metodom
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

MIC-e 80 ekstrkta su bile u rasponu od 2,52 mg/ml za Rhodococcus equi, do 51,67 mg/ml za
Arcanobacterium haemolyticum. MIC-e 80 soka su bile u rasponu od 212,21 mg/ml za
Streptococcus agalactiae do 893,91 mg/ml za Enterococcus faecalis. Najmanja razlika u
dejstvu ekstrakta i soka uo¢ena je protiv Streptococcus-a agalactiae (17,16 mg/ml ekstrakt,
212,21 mg/ml sok), a najveca protiv Rhodococcus-a equi (2,52 mg/ml ekstrakt, 225,49
mg/ml sok). MIC-e 80 ekstrakta i soka maline protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene
difuzionom metodom, su prikazane na grafiku 20.

Gram negativne bakterije su takode bile senzitivnije na dejstvo ekstrakta u odnosu na
dejstvo soka. MIC-e 80 ekstrkta su bile u rasponu od 0,44 mg/ml na Acinetobacter Iwoffi, do
227,47 mg/ml na Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028.
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Grafik 21. Dejstvo ekstrakta i soka maline protiv gram-pozitivnih bakterija ispitivano difuzionom
metodom
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Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Sok nije ispoljio dejstvo na Escherichia-u coli i Klebsiella-u pneumoniae. MIC-e 80 su bile u
rasponu od 319,2 mg/ml na Pseudomonas aeruginosa-u do 1119,95 mg/ml na Salmonella-u
Enteritidis. Najmanja razlika u koncentracijama ekstrakta i soka koje izazivaju delovanje,
uocena je protiv Salmonella-e Enteritidis (214,48 mg/ml ekstrakt, 1119,95 mg/ml sok), a
najveca protiv Acinetobacter-a Iwoffi (0,44 mg/ml ekstrakt, 761,92 mg/ml sok). MIC-e 80
ekstrakta i soka maline protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene difuzionom metodom, su
prikazane na grafiku 21.

Rezultati Veli¢anske i sar. pokazuju aktivnost metanolnog ekstrakta celog ploda i tropa
maline u koncentracijama 50 mg/ml na: Staphylococcus aureus ATCC 11632 (16 i 48,5
mm), Pseudomonas aeruginosa-u (16 i 24 mm), Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 27853
(14,25 i 25 mm), Escherichia-u coli ATCC 10536 (15,5 i 34,32) i Salmonella-u
Typhimurium ATCC 14028 (16,5 i 35,5 mm), respektivno (30). Ekstrakt ispitivan u okviru
ove disertacije je inhibirao rast bakterija u zonama inhibicije preénika 7 mm u
koncentracijama: 28,99 mg/ml na Staphylococcus aureus ATCC 11632, 1,44 mg/ml na
Pseudomonas aeruginosa-u, 148,21 mg/ml na Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145,
16,77 mg/ml na Escherichia-u coli i Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028 227,47
mg/ml. Dejstvo etanolnog ekstrakta ovog ekstrakta je jace u odnosu na dejstvo metanolnog
ekstrakta celog ploda i tropa protiv Pseudomonas aeruginosa-e i metanolnog ekstrakta celog
ploda protiv Escerichia-e coli, a slabije protiv ostalih ispitivanih mikroorganizama.
Veli¢anski i sar. su takode utvrdili da je najrezistentnija vrsta bila Escherichia coli (29). Na
rezistentnost ove bakterijske vrste ukazuju i nalazi ove disertacije, jer je bila rezistentna na
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dejstvo soka, dok je pri dejstvu ekstrakta bila druga po rezistentnosti, odmah nakon
Pseudomonas aeruginosa-e ATCC 10145. Razli¢it antimikrobni potencijal ekstrakta iste
sorte maline ispitivan u ove dve studije moze se objasniti razlikama u: geografskom poreklu
malina, vremenu zetvi, na¢inima ¢uvanja i ekstrakcije (metanolom ili etanolom), §to moze
usloviti razlike u hemijskim sastavima ekstrakata. Rauha i sar. su dokazali slabu
antibakterijsku aktivnost metanolnog rastvora acetonskog ekstrakta maline protiv
Staphylococcus aureus-a DSM 20231 i Escherichia-e coli ATCC 8739 (173). Studija
izvrSena u okviru ove disertacije je pokazala manju efikasnost, jer je kod nas blaga
antibakterijska aktivnost protiv ova dva patogena postignuta pri koncentracijama vec¢im od 1
mg/ml tj. na Staphylococcus aureus 15,45 mg/ml, a na Escherichia-u coli 16,77 mg/ml. U
ispitivanju sprovedenom od strane Puupponen-Pimie i sar. acetonski ekstrakt maline je u
koncentracijama 16, 35, 70 i 140 mg/ml inhibirao rast bakterija u zonama inhibicija pre¢nika
14, 17, 17 i 18 mm Escherichia-e coli, 17, 18, 19 i 20 mm Escherichia-e coli CM 871, dok
na Enterococcus faecalis E-203 nije ispoljio dejstvo (13). Difuzionom metodom
sprovedenom u okviru ove disertacije utvrdene su slede¢e MIC 80 vrednosti ekstrakta i soka
na: Escherichia-u coli 16,77 mg/ml i izostanak dejstva soka, Salmonella-u Enteritidis 214,48
i 1119,95 mg/ml i Enterococcus faecalis 43,49 i 893,91 mg/ml, respektivno. 1z navedenih
podataka se moze zakljuéiti da je aktivnost acetonskog ekstrakta bliza vrednostima etnolnog
ekstrakta pri ispitivanju na Escherichia-u coli, dok je pri ispitivanju na Enterococcus faecalis
acetonski ekstrakt bio blizi soku ispitivanom u okviru ove disertacije. U oba slucaja sok i
etanolni ekstrakt su ispoljili jace dejstvo u odnosu na acetonski ekstrakt. Razlike u
rezultatima, pored ostalih, mogu poticati od razlika u hemijskoj prirodi sredstava koris¢enih
za ekstrakciju, kao i razlicitih rastvarac¢a. Ordogh i sar. su dokazali izostanak atibakterijske
aktivnosti soka, vodenog i metanolnog ekstrakta tropa maline na Staphylococcus aureus
(170). Nasuprot tome, studija Ryan i sar. je pokazala antibakterijsko dejstvo soka maline na
Staphylococcus aureus, kao i na Escherichia-u coli, Salmonella-u Typhimurium, Salmonella-
u Enteritidis i Enterococcus faecalis (7). Studija izvrSena u okviru ove disertacije je takode
dokazala dejstvo soka maline protiv svih navedenih bakterijskih vrsta.

Diluciona

Gram pozitivne bakterije su bile osetljivije na ekstrakt u smislu Break point-a i MBC-e,
osim Rhodococcus-a equi na koji je sok jace delovao. Nize MIC-e 99 soka u odnosu na
ekstrakt su utvrdene na: Rhodococcus equi, Trueperella-u pyogenes i Enterococcus faecalis,
dok je na ostale Gram-pozitivne bakterije ekstrakt delovao u nizim MIC-ama 99. MIC 90 i
MIC 80 su bile nize za sok u odnosu na ekstrakt na sve Gram-pozitivne bakterije, osim na
Streptococcus agalactiae. Nizu MIC-u 90 na ovu bakteriju je ispoljio ekstrakt, dok su MIC-e
80 ekstrakta i soka bile jednake.
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Grafik 22. Break point koncentracije ekstrakta i soka maline na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Ekstrakt je Break point efekat izazvao u rasponu koncentracija od 3,85 mg/ml na
Staphylococcus aureus do 7,11 mg/ml na Rhodococcus equi. Sok je Break point izazvao u
najmanjoj koncentraciji 6,25 mg/ml na Streptococcus agalactiae, a u najvecoj 25,27 mg/ml
na Arcanobacterium haemolyticum. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je
protiv Enterococcus faecalis-a (5,97 mg/ml ekstrakt, 6,25 mg/ml sok), a najveca protiv
Staphylococcus aureus-a (3,85 mg/ml ekstrakt, 25,01 mg/ml sok). Break point vrednosti
ekstrakta i soka maline protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 22.

Grafik 23. MBC-e ekstrakta i soka maline na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja i najveca MBC ekstrakta su bile iste kao i koncentracije ekstrakta koje izazivaju
Break point efekat (3,85 mg/ml na Staphylococcus aureus i 7,11 mg/ml na Rhodococcus
equi). MBC-e soka su bile u opsegu od 6,05 mg/ml na Enterococcus faecalis do 24,33 mg/ml
na Arcanobacterium haemolyticum. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka maline
uocena je protiv Enterococcus faecalis-a (5,97 mg/ml ekstrakt, 6,05 mg/ml sok), a najveca
protiv Staphylococcus aureus-a (3,85 mg/ml ekstrakt, 24,06 mg/ml sok). MBC-e ekstrakta i
soka maline protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane
na grafiku 23.

Grafik 24. MIC-e 99 ekstrakta i soka maline na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MIC 99 ekstrakta je bila 3,82 mg/ml (Staphylococcus aureus), a najveca 7,1 mg/ml
(Rhodococcus equi). MIC-e 99 soka su se kretale u opsegu od 4,53 mg/ml na Enterococcus
faecalis do 17,26 mg/ml na Arcanobacterium haemolyticum. Najmanja razlika u dejstvu
ekstrakta i soka maline uoc¢ena je protiv Enterococcus faecalis-a (5,92 mg/ml ekstrakt, 4,53
mg/ml sok), a najveca protiv Staphylococcus aureus-a (3,82 mg/ml ekstrakt, 16,97 mg/ml
sok). MIC-e 99 ekstrakta i soka maline protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 24.
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Grafik 25. MIC-e 90 ekstrakta i soka maline na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MIC 90 ekstrakta maline je bila 0,19 mg/ml (Streptococcus agalactiae), a najveca
7,07 mg/ml (Rhodococcus equi). MIC-e 90 soka su bile u opsegu od 0,25 mg/ml na
Enterococcus faecalis do 1,39 mg/ml na Trueperella-u pyogenes. Najmanja razlika u dejstvu
ekstrakta i soka uocena je protiv Streptococcus-a agalactiae (0,19 mg/ml ekstrakt, 0,52
mg/ml sok), a najveca protiv Rhodococcus-a equi (7,07 mg/ml ekstrakt, 0,26 mg/ml sok).
MIC-e 90 ekstrakta i soka maline protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom
metodom, su prikazane na grafiku 25.

Grafik 26. MIC-e 80 ekstrakta i soka maline na testirane gram-pozitivne bakterije

[mg/mi]
8
7 v
6
5 Vv
4 M Ekstrakt
3 m Sok
2
1
0 = —
Sa Sa ATCC Re Re ATCC Tp Ah Sag Ef
11632 6939

67



Doktorska disertacija Tamara Krstié

Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MIC 80 ekstrakta je bila 0,009 mg/ml (Streptococcus agalactiae), a najveca 7,03
mg/ml (Rhodococcus equi). Sve MIC-e 80 soka su iznosile 0,01 mg/ml, osim na Trueperella-
u pyogenes na koju je iznosila 0,14 mg/ml. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka
uocena je protiv Rhodococcus-a equi ATCC 6939 (0,009 mg/ml ekstrakt, 0,01 mg/ml sok), a
najveca protiv Rhodococcus-a equi (7,03 mg/ml ekstrakt, 0,01 mg/ml sok). MIC-e 80
ekstrakta i soka maline protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 26.

Gram negativne bakterije su bile senzitivnije na ekstrakt, osim MIC 80 i 90 na
Acinetobacter lwoffi, Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145 i Salmonella-u Enteritidis,
kao i MIC-e 80 na Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028, gde je sok ispoljio jace dejstvo.
Pri ispitivanju dilucionom metodom sok nije ispoljio antibakterijsko dejstvo na Escherichia-u
coli.

Grafik 27. Break point koncentracije ekstrakta i soka maline na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Ekstrakt je Break point efekat izazvao u rasponu koncentracija od 1,18 mg/ml na Klebsiella-u
pneumoniae do 2,99 mg/ml na Escherichia-u coli. Sok je Break point izazvao u najmanjoj
koncentraciji 7,27 mg/ml na Acinetobacter lwoffi, a u najvecoj 41,88 mg/ml na Klebsiella-u
pneumoniae. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv Acinetobacter-a
Iwoffi (1,74 mg/ml ekstrakt, 7,27 mg/ml sok), a najveca protiv Klebsiella-e pneumoniae (1,18
mg/ml ekstrakt, 41,88 mg/ml sok). Break point vrednosti ekstrakta i soka maline protiv
Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 27.
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Grafik 28. MBC-e ekstrakta i soka maline na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja MBC ekstrakta je bila 1,16 mg/ml (Klebsiella pneumoniae), a najveca 2,96 mg/mi
(Escherichia coli). MBC-e soka su bile u opsegu od 7,03 mg/ml na Acinetobacter Iwoffi do
41,6 mg/ml na Klebsiella-u pneumoniae. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uo¢ena
je protiv Acinetobacter-a Iwoffi (1,73 mg/ml ekstrakt, 7,03 mg/ml sok), a najveéa protiv
Klebsiella-e pneumoniae (1,16mg/ml ekstrakt, 41,6 mg/ml sok). MBC-e ekstrakta i soka
maline protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na
grafiku 28.

Grafik 29. MIC-e 99 ekstrakta i soka maline na testirane gram-neqativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja MIC 99 ekstrakta je bila 0,98 mg/ml (Klebsiella pneumoniae), a najveca 2,74
mg/ml (Escherichia coli). MIC-e 99 soka su bile u opsegu od 5,15 mg/ml na Acinetobacter
Iwoffi do 39,16 mg/ml na Klebsiella-u pneumoniae. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i
soka uocena je protiv Acinetobacter-a Iwoffi (1,64 mg/ml ekstrakt, 5,15 mg/ml sok), a
najveca protiv Klebsiella-e pneumoniae (0,98 mg/ml ekstrakt, 39,16 mg/ml sok). MIC-e 99
ekstrakta i soka maline protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 29.

Grafik 30. MIC-e 90 ekstrakta i soka maline na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja MIC 90 ekstrakta je bila 0,18 mg/ml (Klebsiella pneumoniae), a najveca 1,62
mg/ml (Salmonella Enteritidis). MIC-e 90 soka su bile u opsegu od 0,23 mg/ml na
Acinetobacter lwoffi do 7,54 mg/ml na Pseudomonas aeruginosa-u. Najmanja razlika u
dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv Pseudomonas aeroginos-e ATCC 10145 (0,79
mg/ml ekstrakt, 0,36 mg/ml sok), a najveéa protiv Salmonella-e Enteritidis (1,62 mg/ml
ekstrakt, 0,52 mg/ml sok). MIC-e 90 ekstrakta i soka maline protiv Gram-negativnih
bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 30.
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Grafik 31. MIC-e 80 ekstrakta i soka maline na testirane gram-neqativne bakterije
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja MIC 80 ekstrakta je bila 0,03 mg/ml (Klebsiella pneumoniae), a najveca 1,22
mg/ml (Salmonella Enteritidis). MIC-e 80 soka su bile u opsegu od 0,01 mg/ml na:
Salmonella-u Enteritidis, Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145 i Acinetobacter Iwoffi do
10,96 mg/ml na Klebsiella-u pneumoniae. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uoc¢ena
je protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 (0,04 mg/ml ekstrakt, 0,03 mg/ml sok), a
najveca protiv Klebsiella-e pneumoniae (0,03 mg/ml ekstrakt, 10,96 mg/ml sok). MIC-e 80
ekstrakta i soka maline protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 31.

U studiji izvedenoj od strane Cetojevié-Simin i sar. je ispitivana antimikrobna aktivnost
metanolnog ekstrakta maline sorte Meeker, koja je takode kori$tena i u ovom istrazivanju.
Rezultati su izrazeni u vidu MIC i MBC vrednosti, koje iznose: 0,29 i 0,39 mg/ml na
Staphylococcus aureus ATCC 11632, 0,29 i 0,39 mg/ml na Pseudomonas aeruginosa-u, 0,29
i 0,39 mg/ml na Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 27853, 0,59 i 0,78 mg/ml na
Escherichia-u coli, 0,39 i 0,78 mg/ml na Salmonella-u sp. i 0,39 i 0,78 mg/ml na Salmonella-
u Typhimurium ATCC 14028, respektivno (27). Istrazivanje u okviru ove disertacije je
sprovedeno na nekoliko istih i sli¢nih bakterija, pri ¢emu su rezultati za MIC 90 i MBC
iznosili: 5,35 1 6,62 mg/ml na Staphylococcus aureus ATCC 11632, 0,46 i 1,64 mg/ml na
Pseudomonas aeruginosa-u, 0,79 i 1,74 mg/ml na Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145,
1,28 i 2,96 mg/ml na Escherichia-u coli, 1,62 i 2,16 mg/ml na Salmonella-u Enteritidis i 0,26
mg/ml i 1,83 mg/ml na Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028. Efektivne koncentracije
ekstrakta ovog istrazivanja su za sve bakterije bile vise od rezultata navedenih autora, osim
MIC-e 90 na Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028. Razlike u rezultatima se mogu
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tumaciti drugacijim nac¢inom ekstrakcije plodova, eksperimentalnom tehnikom i nac¢inom
raCunanja rezultata. Antibakterijski efekat soka, vodenog i metanolnog ekstrakta maline su
ispitivali Krisch i sar. Dokazali su da je najjace dejstvo protiv Escherichia-e coli ispoljio sok,
nesto slabije metanolni ekstrakt, a da je najslabije delovao vodeni ekstrakt (171). Upravo
suprotno pokazuju rezultati ove disertacije na istu bakterijsku vrstu, jer sok nije delovao, a
ekstrakt jeste protiv ispitivanog soja Escherichia-e coli. Razlika u rezultatima se mogu
tumaciti ¢injenicom da su koristeni autohtoni izolati, koji se razlikuju po osteljivosti kako
medu sobom tako i u odnosu na referentni izolat Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028.
Takode, na aktivnost moze uticati i nacin obrade, razlike u sredstvu za ekstrakciju, kao i
eventualne razlike u hemijskom sastavu biljaka, koje su sakupljene u razli¢itim vremenima
na razli¢itim teritorijama. U drugoj studiji Krish i sar. je dokazano da metanolni ekstrakt
maline umanjuje rast Salmonella-e Typhimurium i Escherichia-e coli za vise od 50%, a da
vodeni ekstrakt umanjuje rast istih bakterija za manje od 25% (174). Ovakvi rezultati
odgovaraju nalazima dobijenim u okviru ove disertacije, koji pokazuju vecu aktivnost
ekstrakta u odnosu na sok protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 i Escherichia-e
coli. Za razliku od prethodno navedenih studija, Vuli¢ i sar. su ispitivali antibakterijsko
dejstvo metanolnog ekstrakta zamrznutih malina. Rezultate su izrazili kao MIC i MBC
vrednosti: 4,7 i 6,3 mg/ml na Staphylococcus aureus ATCC 11632, 25 i 37,5 mg/ml na
Pseudomonas aeruginosa-u, 50 i 62,5 mg/ml na Escherichia-u coli ATCC 25922, obe
koncentracije >50 mg/ml Escherichia-u coli, 50 i 62,5 mg/ml na Salmonella-u sp. i 50 i 62,5
mg/ml na Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028, respektivno (28). MIC 90 i MBC
ekstrakta ove disertacije na Staphylococcus aureus ATCC 11632 su bile slicne rezultatima
istrazivanja Vuli¢a i sar. i iznosile su 5,35 i 6,62 mg/ml. Rezultati ispitivanja sprovedenog na
ostale bakterije su bili nizi i iznosili: 0,46 i 1,64 mg/ml na Pseudomonas aeruginosa-u, 0,79 i
1,74 mg/ml na Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145, 1,28 i 2,96 mg/ml na Escherichia-
u colii 1,62 i 2,16 mg/ml na Salmonella-u Enteritidis. Najverovatnije je proces zamrzavanja
malina, pored ostalih uzroka (drugacijih nacina ekstrakcija, osetljivosti sojeva, raCunanja i
tumacenja rezultata), uzrokovao razlike u rezultatima. Puupponen-Pimia i sar. su takode
ispitivali antibakterijsku aktivnost zamrznutih plodova maline i fenolnog ekstrakta maline.
Dejstvo protiv Salmonella-e Typhimurium E-981151 i Staphylococcus aureus-a E-70045 su
dokazali u koncentracijama 2 mg/ml liofilizata i 1 mg/ml ekstrakta (166). Etanolni ekstrakt
ispitivan u okviru ove disertacije je na Staphylococcus aureus-a ATCC 11632 delovao slabije
od liofilizata i ekstrakta (6,63 i 6,49 mg/ml), a na Salmonella-u Typhimurium E-981151 jace
od liofilizata (0,04 mg/ml), a slabije od ekstrakta (1,86 mg/ml) pri odgovarajuc¢im efektima.
Razlike u rezultatima najverovatnije poti¢u od razlika u nacinu pripreme uzoraka, kao i od
nejednake osteljivosti razlicitih referentnih sojeva na supstance prisutne u ekstraktu maline.
Puupponen-Pimia i sar. su takode ispitivali i antibakterijsko dejstvo acetonskog ekstrakta
maline, koji je pri koncentraciji 1 mg/ml pokazao inhibiciju Escherichia-e coli 50 i
Enterococcus-a faecalis E-203 i veoma snaznu inhibiciju Escherichia-e coli CM 871 (13). U
okviru ove disertacije je takode dokazano dejstvo ekstrakta protiv Enterococcus-a faecalis i
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Escherichia-e coli. Koncentracije etanolnog ekstrakta potrebne za dejtvo protiv
Enterococcus-a faecalis su bile ve¢e oko 5 puta u odnosu na koncentraciju ispitivanu od
strane navedenih autora. Nasuprot tome, opseg koncentracija u kojima je dokazana
antibakterijska aktivnost etanolnog ekstrakta na Escherichia-u coli iznosi 0,55-2,98 mg/ml,
Sto odgovara 1 mg/ml koji su dokazali Puupponen-Pimie i sar. Ovako bliski rezultati su
iznenadujudi, jer su sprovedeni razli¢iti na¢ini ekstrakcije, testirani sojevi razli¢ite osetljivosti
i rezultati tumaceni na drugacije nacine.

Tresnja

Rezultati dobijeni difuzionom metodom pokazuju da je ekstrakt delovao na sve bakterije u
manjim koncentracijama u odnosu na sok. Isto je uoceno i pri dilucionoj metodi, osim na
Rhodococcus equi (Break point i MBC) i Trueperella-u pyogenes (Braek point, MBC i MIC
99) kod kojih je sok jace reagovao, kao i MIC-e 80 Staphylococcus aureus-a i Streptococcus-
a agalactiae koje su bile jednake za ekstrakt i za sok. Prethodno utvrden hemijski sastav
pokazuje da je vecina ispitivanih supstanci bila prisutna u ve¢im koli¢inama u soku u odnosu
na ekstrakt. Stoga, je verovatno da su supstance prisutne u vecoj koli¢ini u ekstraktu
antibakterijski potentnije. lzostanak dejstva i ekstrakta i soka na Streptococcus agalactiae
dokazan je difuzionom metodom, dok je dilucionom metodom dokazano dejstvo treSnje na
ovu bakteriju (6,26 i 25,14 mg/ml Break point ekstrakta i soka). Sok takode nije delovao na:
Enterococcus faecalis, Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028, Klebsiella-u pneumoniae i
Acinetobacter Iwoffi pri ispitivanju difuzionom metodom, a na Pseudomonas aeruginosa-u i
Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10146 pri ispitivanju dilucionom metodom. Break point
vrednosti soka dobijene dilucionom metodom na: Enterococcus faecalis, Salmonella-u
Typhimurium ATCC 14028, Klebsiella-u pneumoniae i Acinetobacter Iwoffi su iznosile
27,98, 112,82, 60,75 i 111,74 mg/ml, respektivno. MIC-e 80 soka na Pseudomonas
aeruginosa-u 1 Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10146 pri ispitivanju difuzionom
metodom su iznosile 647,93 i 822,39 mg/ml, respektivno. Dokazani rezultati se mogu
objasniti razlikama u nacinima izvodenja ispitivanja. NajjaCe dejstvo ekstrakta utvrdeno
difuzionom metodom je dokazano protiv Arcanobacterium haemolitycum-a (MIC 80 215,6
mg/ml), a dilucionom protiv Streptococcus-a agalactiae (Break point 6,26 mg/ml). Nasuprot
tome, najslabije dejstvo ekstrakta utvrdeno difuzionom metodom je dokazano protiv
Klebsiella-e pneumoniae (MIC 80 603,45 mg/ml), a dilucionom protiv Trueperella-e
pyogenes (Break point 32,57 mg/ml). Najjace dejstvo soka utvrdeno difuzionom metodom je
dokazano protiv Rhodococcus-a equi (MIC 80 518,56 mg/ml), a dilucionom protiv
Rhodococcus-a equi ATCC 6939 (Break point 20,16 mg/ml). Najslabije dejstvo soka
utvrdeno difuzionom metodom je dokazano protiv Klebsiella-e pneumoniae (MIC 80 603,45
mg/ml), a dilucionom protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 (Break point 112,82
mg/ml).
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Difuziona

Gram pozitivne bakterije su bile senzitivnije na dejstvo ekstrakta u odnosu na dejstvo soka.
Najmanja MIC 80 ekstrakta je iznosila 215,6 mg/ml (Arcanobacterium haemolyticum), a
najveca 599 mg/ml (Enterococcus faecalis).

Grafik 32. Dejstvo ekstrakta i soka treSnje protiv gram-pozitivnih bakterija ispitivano difuzionom
metodom
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

MIC-e 80 soka se bile u opsegu od 518,56 mg/ml na Rhodococcus equi do 864,91 mg/ml na
Staphylococcus aureus ATCC 11632. Najmanja razlika u MIC-ama 80 ekstrakta i soka
uocena je na Rhodococcus equi ATCC 6939 (418,3 mg/ml ekstrakt, 13,6 mg/ml sok), a
najveca na Arcanobacterium haemolyticum (215,6 mg/ml ekstrakt, 805,38 mg/ml sok). MIC-
e 80 ekstrakta i soka treSnje protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene difuzionom
metodom, su prikazane na grafiku 32.

Gram negativne bakterije su bile senzitivnije na dejstvo ekstrakta u odnosu na dejstvo
soka. Najmanja Break point koncentracija ekstrakta je iznosila 6,26 mg/ml (Streptococcus
agalactiae), a najveca 24,99 mg/ml (Enterococcus faecalis).
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Grafik 33. Dejstvo ekstrakta i soka tre$nje protiv gram-negativnih bakterija ispitivano difuzionom
metodom
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Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

MBC-e soka su bile u opsegu od 20,16 mg/ml na Rhodococcus equi ATCC 6939 do 30,08
mg/ml na Staphylococcus aureus ATCC 11632. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka
uocena je protiv Escherichia-e coli (530,45 mg/ml ekstrakt, 866,23 mg/ml sok), a najveca
protiv Pseudomonas aeruginosa-e (264,05 mg/ml ekstrakt, 647,93 mg/ml sok). MIC-e 80
ekstrakta i soka tresnje protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene difuzionom metodom, su
prikazane na grafiku 33.

Hanbali i sar. su opisali snaznu antibakterijsku aktivnost soka, metanolnog ekstrakta soka i
metanolnog ekstrakta tropa tre$nje na Enterococcus grupe D i autohtoni i ESBL soj
Escherichia-e coli, a slabu na Streptococcus grupe B. Neaktivnost vodenog ekstrakta tropa je
zabeleZena protiv Gram-pozitivnih bakterija, dok je na autohtoni i ESBL soj Escherichia-e
coli dokazana snazna inhibicija. Rezultati ove disertacije takode pokazuju dejstvo ekstrakta i
soka protiv Escherichia-e coli, kao i dejstvo ekstrakta protiv Enterococcus faecalis-a.
Nasuprot rezultata navedenih autora, u ovoj stududiji je uoceno dejstvo izostanak dejstva
soka protiv Enterococcus faecalis-a, kao i neaktivnost soka i ekstrakta protiv Streptococcus-a
agalactiae. Metanolni ekstrakt soka je, po Hanbaliju i sar., ispoljio i slabu atenuaciju na
Klebsiella-u pneumoniae (175). Sok ispitivan u okviru ove disertacije nije ispoljio dejtsvo na
Klebsiella-u pneumoniae, dok ekstrakt jeste. Razlike u rezultatima, najverovatnije u najvecoj
meri potiCu od razli¢itih naina ekstrakcije, izvodenja eksperimenta, kao i razlika u
osetljivosti ispitivanih sojeva.

Diluciona
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Gram pozitivne bakterije su, pri poredenju Break point koncentracija, bile senzitivnije na
dejstvo ekstrakta, osim Rhodococcus-a equi ATCC 6939 i Arcanobacterium haemolyticum-a,
koji su bili senzitivniji na dejstvo soka. Najmanja koncentracija ekstrakta koja je izazvala
Break point je iznosila 6,26 mg/ml (Streptococcus agalactiae), a najveéa 24,99 mg/ml
(Enterococcus faecalis).

Grafik 34. Break point koncentracije ekstrakta i soka treSnje na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Break point koncentracije soka su bile u opsegu od 20,16 mg/ml (Rhodococcus equi ATCC
6939) do 30,08 mg/ml (Staphylococcus aureus ATCC 11632). Najmanja razlika u dejstvu
ekstrakta i soka uocena protiv Enterococcus-a faecalis (24,99 mg/ml ekstrakt, 27,98 mg/ml
sok), a najveca protiv Streptococcus-a agalactiae (6,26 mg/ml ekstrakt, 25,14 mg/ml sok).
Break point vrednosti ekstrakta i soka treSnje protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 34.
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Grafik 35. MBC-e ekstrakta i soka treSnje na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MBC ekstrakta je iznosila 6,06 mg/ml (Streptococcus agalactiae), a najveéa 24,04
mg/ml (Enterococcus faecalis). MBC-e soka su bile u opsegu od 20,14 mg/ml (Rhodococcus
equi ATCC 6939) do 29,51 mg/ml (Staphylococcus aureus ATCC 11632). Najmanja razlika
u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv Enterococcus-a faecalis (24,04 mg/ml ekstrakt,
26,97 mg/ml sok), a najveca protiv Streptococcus-a agalactiae (6,06 mg/ml ekstrakt, 24,19
mg/ml sok). MBC-e ekstrakta i soka treSnje protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 35.

Grafik 36. MIC-e 99 ekstrakta i soka treSnje na testirane gram-pozitivne bakterije

[mg/ml]

30

25
20
15 m Ekstrakt

10 m Sok
5

0
Sa SaATCC Re ReATCC Tp Ah Sag Ef
11632 6939

77



Doktorska disertacija Tamara Krstié

Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MIC 99 ekstrakta je iznosila 4,53 mg/ml (Streptococcus agalactiae), a najveca
16,96 mg/ml (Rhodococcus equi ATCC 6939). MIC-e 99 soka su bile u opsegu od 16,96
mg/ml (Staphylococcus aureus) do 25,33 mg/ml (Rhodococcus equi). Najmanja razlika u
dejstvu ekstrakta i soka uocena protiv Trueperella-e pyogenes (21,04 mg/ml ekstrakt, 20,99
mg/ml sok), a najveca protiv Streptococcus-a agalactiae (4,53 mg/ml ekstrakt, 17,05 mg/ml
sok). MIC-e 99 ekstrakta i soka treSnje protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 36.

Grafik 37. MIC-e 90 ekstrakta i soka treSnje na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MIC 90 ekstrakta je iznosila 0,25 mg/ml (Streptococcus agalactiae), a najveca je
bila jednaka za Rhodococcus equi ATCC 6939 i Enterococcus i iznosila 0,52 mg/ml. MIC-e
90 su takode bile jednake za Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus ATCC 11632 i
Rhodococcus equi (0,36 mg/ml), kao i za Trueperella-u pyogenes i Arcanobacterium
haemolyticum (0,41 mg/ml). MIC-e 90 soka su bile u opsegu od 0,52 mg/ml (Staphylococcus
aureus i Streptococcus agalactiae) do 17,69 mg/ml (Rhodococcus equi ATCC 6939).
Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv Staphylococcus aureus-a i
Enterococcus-a faecalis (0,36 i 0,52 mg/ml ekstrakt, 0,52 i 0,72 mg/ml sok, respektivno), a
najveca protiv Rhodococcus-a equi (0,36 mg/ml ekstrakt, 14,68 mg/ml sok). MIC-e 90
ekstrakta i soka tre$nje protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 37.
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Grafik 38. MIC-e 80 ekstrakta i soka treSnje na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Sve MIC-e 80 ekstrakta su iznosile 0,01 mg/ml. Najmanje MIC-e 80 soka su dokazane na
Staphylococcus aureus i Streptococcus agalactiae i bile su jednake MIC-ama 80 ekstrakta tj.
iznosile 0,01 mg/ml. Najve¢a MIC 80 soka je utvrdena na Rhodococcus equi ATCC 6939
(15,21 mg/ml). Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv Enterococcus-a
faecalis (0,01 mg/ml ekstrakt, 0,02 mg/ml sok), a najveca protiv Rhodococcus-a equi ATCC
6939 (0,01 mg/ml ekstrakt, 15,21 mg/ml sok). MIC-e 80 ekstrakta i soka tresnje protiv Gram-
pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 38.

Gram negativne bakterije su bile senzitivnije na dejstvo ekstrakta u odnosu na dejstvo
soka. Ekstrakt je Break point efekat izazvao u rasponu koncentracija od 13,36 mg/ml na
Acinetobacter Iwoffi, do 30,26 mg/ml na Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028.

Grafik 39. Break point koncentracije ekstrakta i soka treSnje na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Sok je Break point izazvao u najmanjoj koncentraciji 25,05 mg/ml na Escherichia-u coli, a u
najvecoj 112,2 mg/ml takode, kao i ekstrakt, na Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028.
Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv Escherichia-e coli (13,66 mg/ml
ekstrakt, 25,05 mg/ml sok), a najveca protiv Acinetobacter-a Iwoffii (13,66 mg/ml ekstrakt,
111,74 mg/ml sok). Break point vrednosti ekstrakta i soka treSnje protiv Gram-negativnih
bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 39.

Grafik 40. MBC-e ekstrakta i soka treSnje na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja MBC ekstrakta je iznosila 12,9 mg/ml (Acinetobacter Iwoffi), a najve¢a 29,21
mg/ml (Salmonella Typhimurium ATCC 14028). MBC-e soka su bile u opsegu od 24,47
mg/ml na Escherichia-u coli do 109,54 mg/ml takode kao i ekstrakt, na Salmonella-u
Typhimurium ATCC 14028. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv
Escherichia-e coli (13,17 mg/ml ekstrakt, 24,47 mg/ml sok), a najveca protiv Acinetobacter-
a Iwoffi (12,9 mg/ml ekstrakt, 107,3 mg/ml sok). MBC-e ekstrakta i soka tre$nje protiv
Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 40.
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Grafik 41. MIC-e 99 ekstrakta i soka treSnje na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja MIC 99 ekstrakta je iznosila 9,38 mg/ml (Acinetobacter lwoffi), a najveéa 21,28
mg/ml (Salmonella Typhimurium ATCC 14028). MIC-e 99 soka su bile u opsegu od 19,89
mg/ml na Escherichia-u coli do 84,03 mg/ml takode kao i ekstrakt, na Salmonella-u
Typhimurium ATCC 14028. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv
Escherichia-e coli (9,50 mg/ml ekstrakt, 19,89 mg/ml sok), a najveca protiv Acinetobacter-a
Iwoffi (9,38 mg/ml ekstrakt, 74,49 mg/ml sok). MIC-e 99 ekstrakta i soka tre$nje protiv
Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 41.

Grafik 42. MIC-e 90 ekstrakta i soka treSnje na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi
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Najmanje MIC-e 90 ekstrakta su bile jednake za Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145 i
Escherichia- coli i iznosile 0,36 mg/ml, a najve¢a MIC 90 je utvrdena na Pseudomonas
aeruginosa-u i iznosila je 12,5 mg/ml. MIC-e 90 soka su bile u opsegu od 1,94 mg/ml
(Acinetobacter lwoffi) do 24,29 mg/ml (Klebsiella pneumoniae). Najmanja razlika u dejstvu
ekstrakta i soka uocena je protiv Acinetobacter-a Iwoffi (0,39 mg/ml ekstrakt, 1,94 mg/ml
sok), a najveca protiv Klebsiella-e pneumoniae (0,71 mg/ml ekstrakt, 24,29 mg/ml sok).
MIC-e 90 ekstrakta i soka treSnje protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom
metodom, su prikazane na grafiku 42.

Grafik 43. MIC-e 80 ekstrakta i soka treSnje na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja koncentracija ekstrakta tresnje pri kojoj je postignut MIC 80 je iznosila 0,01 mg/ml
i bila je jednaka za Salmonella-u Entreitidis, Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145 i
Escherichia-u coli, a najveca je dokazana na Pseudomonas aeruginosa-u i iznosila je 9,92
mg/ml. MIC-e 80 soka su bile u opsegu od 0,03 mg/ml (Acinetobacter Iwoffi) do 9,71 mg/ml
(Klebsiella pneumoniae). Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv
Acinetobacter-a Iwoffi (0,01 mg/ml ekstrakt, 0,03 mg/ml sok), a najveca protiv Klebsiella-e
pneumoniae (0,02 mg/ml ekstrakt, 9,71 mg/ml sok). MIC-e 80 ekstrakta i soka treSnje protiv
Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 43.

Vodeni ekstrakt treSnje je opisan od strane Ahn i sar. kao aktivan protiv Staphylococcus
aureus-a i Salmonella-e Typhimurium u MIC-ama 0,5-1 mg/ml, a kao neaktivan protiv
Pseudomonas aeruginosa-e. Rezultati ove disertacije za Staphylococcus aureus i Salmonella-
u Typhimurium ATCC 14028 su veci (sok 25 mg/ml i 112,8 mg/ml). Medutim, zanimljivo je
da ovo istrazivanje potvrduje nalaze Ahn i sar. za Pseudomonas aeruginosa-u tj. ni vodeni
ekstrakt navedenih autora ni sok ove disertacije nisu pokazali dejstvo protiv Pseudomonas-a
aeruginosa-e (176). Razlike u efektivnim koncentracijama najverovatnije poti¢u od razlika u
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nac¢inu obrade plodova, senzitivnosti sojeva, na¢inu izvodenja eksperimenta, kao i tumacenja
rezultata. Ordogh i sar. su, pored vodenog ekstrakta, ispitivali i antibakterijsku aktivnost soka
i metanolnog ekstrakta treSnje. Ni jedan od ispitivanih uzoraka nije bio aktivan protiv
Staphylococcus aureus-a (170). Za razliku od nalaza navedenih autora, u okviru ove studije
dokazana je antibakterijska aktivnost soka i ekstrakta treSnje na Staphylococcus aureus.
Moguc¢i uzroci neslaganja rezultata su drugaciji: hemijski sadrzaji dva ploda, nacini obrade,
kao i eksperimentalne metode i tehnike.

Visnja

Plodovi visnje su i u obliku soka i ekstrakta pokazali antibakterijsku aktivnost protiv svih
ispitivanih vrsta. Rezultati dobijeni difuzionom metodom pokazuju da je ekstrakt delovao na
sve bakterije u manjim koncentracijama u odnosu na sok, osim na Staphylococcus aureus
ATCC 11632 i Rhodococcus equi ATCC 6939, na koje je sok ispoljio jace dejstvo. Jace
dejstvo ekstrakta visnje je takode uoceno i pri dilucionoj metodi. Izuzeci su: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus aureus ATCC 11632 i Acinetobacter Iwoffi, Salmonella

Typhimurium ATCC 14028 (Break point) i Pseudomonas aeruginosa (Break point i MBC).
MIC-e 80 soka i ekstrakta visnje na Pseudomonas aeruginosa-u su bile jednake.

Najjace dejstvo ekstrakta difuzionom metodom je dokazano protiv Enterococcus-a faecalis
(MIC 80 8,46 mg/ml), a dilucionom protiv Rhodococcus-a equi (Break point 3,15 mg/ml).
Nasuprot tome, najslabije dejstvo ekstrakta difuzionom metodom je dokazano protiv
Staphylococcus aureus-a ATCC 11632 (MIC 80 344,24 mg/ml), a dilucionom protiv
Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 (Break point 21,13 mg/ml). Najjace dejstvo soka
difuzionom metodom je dokazano protiv Rhodococcus-a equi ATCC 6939 (MIC 80 36,16
mg/ml), a dilucionom protiv Rhodococcus-a equi (Break point 8,09 mg/ml). Najslabije
dejstvo soka difuzionom metodom je dokazano protiv Escherichia-e coli (MIC 80 681,38
mg/ml,) a dilucionom protiv Enterococcus-a faecalis (Break point 25,91 mg/ml).

Difuziona

Gram pozitivne bakterije su bile senzitivnije na dejstvo ekstrakta, sa izuzetkom
Staphylococcus aureus-a ATCC 11632 i Rhodococcus-a equi ATCC 6939, koji su bili
senzitivniji na dejstvo soka. Najmanja MIC 80 ekstrakta je iznosila 8,46 mg/ml
(Enterococcus faecalis), a najveca 344,24 mg/ml (Staphylococcus aureus ATCC 11632).
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Grafik 44. Dejstvo ekstrakta i soka visnje protiv gram-pozitivnih bakterija ispitivano difuzionom
metodom
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, An-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

MIC-e 80 soka su bile u opsegu od 36,16 mg/ml (Rhodococcus equi ATCC 6939) do 239,49
mg/ml (Staphylococcus aureus ATCC 11632). Najmanja razlika u MIC-ama 80 ekstrakta i
soka uocena je protiv Staphylococcus aureus-a ATCC 11632 (344,24 mg/ml ekstrakt, 239,49
mg/ml sok), a najveca protiv Enterococcus-a faecalis (8,46 mg/ml ekstrakt, 217,75 mg/ml
sok). MIC-e 80 ekstrakta i soka vi$nje protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene difuzionom
metodom, su prikazane na grafiku 44.

Gram negativne bakterije su bile senzitivnije na dejstvo ekstrakta. Najmanja MIC 80
ekstrakta je bila 11,77 mg/ml (Escherichia coli), a najveca 217,91 mg/ml (Klebsiella
pneumoniae).
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Grafik 45. Dejstvo ekstrakta i soka viSnje protiv gram-negativnih bakterija ispitivano difuzionom
metodom
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Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

MIC-e 80 soka su bile u opsegu od 147,82 mg/ml (Pseudomonas aeruginosa) do 681,38
mg/ml (Escherichia coli). Najmanja razlika u MIC-ama 80 ekstrakta i soka uocena je protiv
Pseudomonas aeruginosa-e (114,53 mg/ml ekstrakt, 147,82 mg/ml sok), a najveca protiv
Escherichia-e coli (11,77 mg/ml ekstrakt, 681,38 mg/ml sok). MIC-e 80 ekstrakta i soka
visnje protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene difuzionom metodom, su prikazane na
grafiku 45.

Liegitit¢ 1 sar. su dokazali antibakterijku aktivnost metanolnog ekstrakta viSnje na
Staphylococcus aureus-a ATCC 25923 i Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 9027, kao i
izostanak aktivnosti na Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia-u coli ATCC 25922
i Salmonella-u Enteritidis ATCC 13076 (177). U skladu sa rezultatima Liegitté i sar. Su
rezultati ovog istrazivanja koji dokazuju dejstvo etanolnog ekstrakta visnje protiv
Staphylococcus aureus-a ATCC 25923 i Pseudomonas aeruginosa-e ATCC 10145.
Medutim, za razliku od nalaza navedenih autora, ekstrakt viSnje je u okviru ove studije
pokazao dejstvo protiv: Enterococcus-a faecalis, Escherichia-e coli i Salmonella-e
Enteritidis. Drugacija senzitivnost sojeva je najverovatnije uzrok razlika u rezultatima, jer su
u studiji Liegiute i1 sar. koriSteni referentni sojevi, a u istraZivanju sprovedenom u okviru ove
disertacije autohtoni sojevi. Za razliku od prethodnih, Havesi i sar. su dokazali dejstvo soka
visnje protiv bakterija iz humane salive (Escherichia-e coli, Klebsiella-e pneumoniae ssp.
pneumoniae 132, Klebsiella-e pneumoniae ssp. pneumoniae B 01686 i Pseudomonas
aeruginosa-e B 011687), kao i izostanak dejstva na Staphylococcus aureus B 01065. U
skladu sa nalazima Havesija i sar. studija izvrSena u okviru ove disertacije je pokazala
dejstvo soka viSnje na Escherichia-u coli, Klebsiella-u pneumoniae i autohtoni i referentni
soj Pseudomonas aeruginosa-e. Medutim, dokazano je i dejstvo na autohtoni i refrentni soj
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Staphylococcus aureus-a, §to je u suprotnosti sa rezultatima navedenih autora (178). Pojava
rezistencije kod sojeva ispitivanih od strane Havesija 1 sar., kao 1 potencijalno drugaciji
hemijski sadrzaj plodova su najverovatniji uzroci razlika u rezultatima.

Diluciona

Gram pozitivne bakterije su bile senzitivnije na dejstvo ekstrakta, osim autohtonog i
referentnog soja Staphylococcus aureus-a, koji su bili senzitivniji na dejstvo soka. Ekstrakt je
Break point efekat izazvao u rasponu koncentracija od 3,15 mg/ml (Rhodococcus equi) do
11,91 mg/ml (Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis).

Grafik 46. Break point koncentracije ekstrakta i soka visnje na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Sok je Break point izazvao u najmanjoj koncentraciji 8,09 mg/ml (Rhodococcus equi), a u
najvecoj 25,91 mg/ml (Enterococcus faecalis). Najmanje razlike u dejstvu ekstrakta i soka su
uocene protiv Staphylococcus aureus-a i Trueperella-e pyogenes (11,91 i 9,27 mg/ml
ekstrakti, a 10,97 i 10,64 mg/ml sok), a najveca protiv Arcanobacterium haemolyticum-a
(4,07 mg/ml ekstrakt, 16,07 mg/ml sok). Break point vrednosti ekstrakta i soka vi$nje protiv
Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 46.
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Grafik 47. MBC-e ekstrakta i soka visnje na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MBC ekstrakta je iznosila 3,15 mg/ml (Rhodococcus equi), a najveca 11,81 mg/ml
(Staphylococcus aureus ATCC 11632). MBC-e soka su bile u opsegu 7,72 mg/ml
(Staphylococcus aureus ATCC 11632) do 25,33 mg/ml (Enterococcus faecalis). Najmanje
razlike u dejstvu ekstrakta i soka uocene su protiv Staphylococcus aureus-a i Trueperella-e
pyogenes (11,64 i 9,26 mg/ml ekstrakt, a 10,41 i 10,63 mg/ml sok), a najveca protiv
Arcanobacterium haemolyticum-a (3,85 mg/ml ekstrakt, 15,61 mg/ml sok). MBC-e ekstrakta
i soka viSnje protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane
na grafiku 47.

Grafik 48. MIC-e 99 ekstrakta i soka visnje na testirane gram-pozitivne bakterije

[mg/ml]

25

20

15
W Ekstrakt

10
m Sok
5

0

Sa  SaATCC Re ReATCC Tp Ah Sag Ef
11632 6939

Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis
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Najmanja MIC 99 ekstrakta je iznosila 2,31 mg/ml (Arcanobacterium haemolyticum), a
najveca 11,52 mg/ml (Staphylococcus aureus ATCC 11632). Nasuprot tone, MIC-e 99 soka
su bile u opsegu 4,68 mg/ml (Staphylococcus aureus ATCC 1632) do 20,72 mg/mi
(Enterococcus faecalis). Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv
Trueperella-e pyogenes (9,17 mg/ml ekstrakt, 10,49 mg/ml sok), a najveéa protiv
Arcanobacterium haemolyticum-a (2,31 mg/ml ekstrakt, 12,09 mg/ml sok). MIC-e 99
ekstrakta i soka viSnje protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 48.

Grafik 49. MIC-e 90 ekstrakta i soka visnje na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MIC 90 ekstrakta iznosi 0,01 mg/ml na Arcanobacterium haemolyticum, a najveca
8,95 mg/ml na Staphylococcus aureus ATCC 11632. Nasuprot tone, najmanja MIC 90 soka
iznosi 0,03 mg/ml na Staphylococcus aureus ATCC 1632 dok je njveca 20,72 mg/ml i
dokazana na Rhodococcus equi ATCC 6939. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka
uoCena je na Trueperella pyogenes (8,27 mg/ml ekstrakt, 9,26 mg/ml sok), a najveca na
Staphylococcus aureus ATCC 11632 (8,95 mg/ml ekstrakt, 0,03 mg/ml sok). MIC 90
ekstrakta i soka visnje protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, Su
prikazane na grafiku 49.
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Grafik 50. MIC-e 80 ekstrakta i soka vi§nje na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MIC 80 ekstrakta iznosi 0,00005 mg/ml na Arcanobacterium haemolyticum, a
najveca 7,38 mg/ml na Trueperella pyogenes. Najmanja MIC 80 soka iznosi 0,0001 mg/ml
na Staphylococcus aureus ATCC 1632 dok je njve¢a dokazana na Rhodococcus equi ATCC
6939 i iznosi 9,66 mg/ml. MIC 80 soka i ekstrakta na Streptococcus agalactiae su jednake i
iznose 0,01 mg/ml. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je na Trueperella
pyogenes (7,38 mg/ml ekstrakt, 8,06 mg/ml sok), a najveca na Staphylococcus aureus ATCC
11632 (6,77 mg/ml ekstrakt, 0,0001 mg/ml sok). MIC 80 ekstrakta i soka vi$nje protiv Gram-
pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 50.

Gram negativne bakterije su u smislu Break point-a bile senzitivnije na dejstvo ekstrakta,
osim Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 i Pseudomonas-a aeruginosa-e, koji su bili
senzitivniji na dejstvo soka. Ekstrakt je Break point efekat izazvao u rasponu koncentracija
od 6,13 mg/ml za Salmonella Enteritidis do 21,13 mg/ml za Salmonella Typhimurium ATCC
14028.
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Grafik 51. Break point koncentracije ekstrakta i soka viSnje na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Sok je Break point izazvao u najmanjoj koncentraciji 9,21 mg/ml (Acinetobacter Iwoffi), a u
najvecéoj 20,52 mg/ml (Salmonella Typhimurium ATCC 14028). Najmanje razlike u dejstvu
ckstrakta i soka su uocene protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 i Klebsiella-e
pneumoniae (21,13 i 10,81 mg/ml ekstrakti, a 20,52 i 11,37 mg/ml sokovi), a najvecéa protiv
Salmonella-e Enteritidis (6,13 mg/ml ekstrakt, 12,28 mg/ml sok). Break point vrednosti
ekstrakta i soka visnje protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 51.

Grafik 52. MBC-e ekstrakta i soka vi§nje na testirane gram-neqativne bakterije
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi
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Najmanja MBC ekstrakta je iznosila 6,07 mg/ml (Salmonella Enteritidis), a najveca 20,26
mg/ml (Salmonella Typhimurium ATCC 14028). MBC-e soka su bile u opsegu od 4,77
mg/ml (Acinetobacter Iwoffi) do 20,29 mg/ml (Salmonella Typhimurium ATCC 14028).
Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv Salmonella-e Typhimurium
ATCC 14028 (20,26 mg/ml ekstrakt, 20,29 mg/ml sok), a najveca protiv Acinetobacter-a
Iwoffii (11,21 mg/ml ekstrakt, 4,77 mg/ml sok). MBC-e ekstrakta i soka visnje protiv Gram-
negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 52.

Grafik 53. MIC-e 99 ekstrakta i soka viSnje na testirane gram-negativne bakterije

m Ekstrakt
I ‘ h
Kp Al

STATCC Pa Pa ATCC Ec
14028 10145

SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

[mg/ml]

20

18 |
16
SE

14
12
10

O N B OO

Najmanja MIC 99 ekstrakta je iznosila 5,08 mg/ml (Escherichia coli), a najveca 13,87 mg/ml
(Salmonella Typhimurium ATCC 14028). Najmanja MIC 99 soka je iznosila 3,28 mg/ml i
dokazana je na Acinetobacter Iwoffi, a najveca je bila 18,29 mg/ml i dokazana je na
Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028, kao i kod ekstrakta. Najmanja razlika u dejstvu
ekstrakta i soka uocena je protiv Pseudomonas aeruginosa-e (9,36 mg/ml ekstrakt, 9,43
mg/ml sok), a najveca protiv Acinetobacter-a Iwoffi (10,5 mg/ml ekstrakt, 3,28 mg/ml sok).
MIC-e 99 ekstrakta i soka vi$nje protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom
metodom, su prikazane na grafiku 53.
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Grafik 54. MIC-e 90 ekstrakta i soka visnje na testirane gram-neqativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja MIC 90 ekstrakta je iznosila 0,04 mg/ml i bila dokazana na Escherichia-u coli, a
najvecéa 5,86 mg/ml na Acinetobacter Iwoffi. Najmanja MIC 90 soka je iznosila 0,41 mg/ml
(Escherichia-u coli), a najve¢a 10,53 mg/ml (Salmonella Enteritidis). Najmanja razlika u
dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv Klebsiella-e pneumoniae (5,72 mg/ml ekstrakt, 7,36
mg/ml sok), a najveca protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 (0,31 mg/ml ekstrakt,
6,50 mg/ml sok). MIC-e 90 ekstrakta i soka viSnje protiv Gram-negativnih bakterija,
utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 54.

Grafik 55. MIC-e 80 ekstrakta i soka visnje na testirane gram-neqativne bakterije
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi
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Najmanja MIC 80 ekstrakta je iznosila 0,0002 mg/ml (Escherichia coli), a najve¢a 3,03
mg/ml (Klebsiella pneumoniae). Najmanja MIC 80 soka je iznosila 0,01 mg/ml (Escherichia
coli), a najveca 8,7 mg/ml (Salmonella Enteritidis). Najmanje razlike u dejstvima ekstrakta i
soka uocenne su protiv Klebsiella-e pneumoniae i Acinetobacter Iwoffi (3,03 i 2,19 mg/ml
ekstrakti, a 4,77 1 1,36 mg/ml sokovi), a najveca protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC
14028 (0,004 mg/ml ekstrakt, 2,06 mg/ml sok). MIC-e 80 ekstrakta i soka viSnje protiv
Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 55.

Uporedive podatke za antibakterijsko dejstvo etanolnog ekstrakta visnje prezentovale su dve
grupe autora. Redukciju broja Escherichia-e coli O157:H7 u koncentracijama vi$im od 2,5
mg/ml 1 baktericidno dejstvo u koncentracijama visim odl0 mg/ml dokazali su
Kotodziejczyk i sar. MIC 99 ekstrakta na Escherichia-u coli dokazana u ovom istraZivanju je
u skladu sa rezultatima Kotodziejczyka i sar. i iznosi 5,08 mg/ml, dok je Break point nizi i
iznosi 8,64 mg/ml (179). Ogur i sar. su dokazali antibakterijsko dejstvo etanolnog ekstrakta
koncentrata pulpe visnje na Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus ATCC 29123,
Pseudomonas aeruginosa-u (0,1 mg/ml) i duplo slabije dejstvo na Pseudomonas aeruginosa-
u ATCC 27853 (0,2 mg/ml). Ista vrednost (0,1 mg/ml) je dokazana u okviru ove disertacije
za MIC 80 ekstrakta na Staphylococcus aureus, dok je MIC 80 na Staphylococcus aureus
ATCC 11632 bio znatno veci i iznosio 6,8 mg/ml. MIC-e 80 ekstrakta na autohtoni i
referentni soj (ATCC 10145) Pseudomonas aeruginosa-e su bile nize od MIC Ogur i sar. i
iznosile 0,03 mg/ml i 0,01 mg/ml. Razlike u na¢inu detektovanja i definisanju MIC otezavaju
poredenje rezultata ovih studija. Naime, MIC je u radu Ogura i sar. definisana kao najmanja
koncentracija ekstrakta u prisustvu koje je bakterijski rast smanjen na nivo manji od 0,05 pri
merenju apsorbance na 625 nm (180). U istrazivanju sprovedenom u okviru ove disertacije
koristen je drugaciji nacin detekcije prezivelih bakterija (deo sadrzaja svakog kontrolnog i
test bunarc€ica je zasejavan na posebnu Petri plocu i brojana svaka izrasla kolonija). lako su u
sve tri studije ispitivani etanolni ekstrakti vi$nje, nacin obrade plodova, hemijski sadrzaji
plodova, kao i senzitivnost testiranih sojeva su takode verovatno uticali na raznovrsnost
antibakterijskog dejstva visnje. Pored etanolnog ekstrakta, ispitivano je i antibakterijsko
dejstvo metanolnog ekstrakta visnje. Tako su, Coccia i sar. utvrdili MIC-e: 2 mg/ml za
Staphylococcus aureus 0057, 4,2 mg/ml za Staphylococcus aureus 3031, 4,4 mg/ml za
Pseudomonas aeruginosa-u i 6,6 mg/ml za Escherichia-u coli. Navedena grupa autora je
takode utvrdila da baktericidni efekat nastaje pri koncentracijama ve¢im od dvostrukih MIC-
a (4 mg/ml za Staphylococcus aureus 0057, 8,4 mg/ml za Staphylococcus aureus 3031 i
Pseudomonas aeruginosa-u i 13,2 mg/ml za Escherichia-u coli). MBC-e ekstrakta ove
disertacije za Pseudomonas aeruginosa-u 12,30 mg/ml, Staphylococcus aureus 11,64 mg/ml
I Staphylococcus aureus ATCC 11632 11,81 mg/ml su bile veée, dok je MBC za
Escherichia-u coli bila manja i iznosila 8,19 mg/ml (181). Krisch i sar. su u dve studije
dokazali da je protiv Escherichia-e coli najjace delovao metanolni, zatim vodeni ekstrakt, a
najslabije sok visnje. Druga studija istih autora je takode dokazala i ja¢e dejstvo metanolnog
u odnosu na vodeni ekstrakt visnje protiv Salmonella-e Typhimurium (171,174). Navedeni
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nalazi su u skladu sa rezultatima ove studije, koja takode pokazuje jace destvo ekstrakta
visnje protiv Escherichia-e coli i Salmonella-e Typhimurium (MIC 80, 90, 99 i MBC).

Aronija

Rezultati dobijeni difuzionom i dilucionom metodom pokazuju da je ekstrakt delovao na
veéinu bakterija u manjim koncentracijama u odnosu na sok. MIC-e 90 na Trueperella
pyogenes, Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028 i Escherichia-u coli i MIC-e 80 na
Staphylococcus aureus ATCC 11632 i Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028
predstavljaju izuzetke, jer pokazuju jace dejstvo soka pri ispitivanju dilucionom metodom.
Na Arcanobacterium haemolyticum i MIC-e 80 za Staphylococcus aureus, Rhodococcus equi
ATCC 6939, Trueperella-u pyogenes, Enterococcus faecalis, Salmonella-u Enteritidis,
Escherichia-u coli i Acinetobacter Iwoffi je utvrdeno identi¢no dejstvo soka i ekstrakta. Sok
nije ispoljio antibakterijsko dejstvo pri ispitivanju difuzionom metodom. Nasuprot tome, pri
ispitivanju dilucionom metodom, sok je na sve ispitivane bakterije, osim Klebsiella-e
pneumoniae. Posto sok aronije nije ispoljio antibakterijsko dejstvo na Klebsiella-u
pneumoniae ni difuzionom ni dilucionom metodom, moze se zaklju¢iti da na njega
antibakterijska aktivnost soka Aronia prunifolia-e sa teriotorije Srbije ne postoji.
Antibakterijska aktivnost soka aronije na ostale bakterije postoji, ali se razli¢ito ispoljava pri
ispitivanju drugacijim metodama. U poluc¢vrstom medijumu difuzione metode je ograni¢eno
kretanje supstanci iz soka i ekstrakta, a samim tim i kontakt sa mikroorganizmima. U teCnom
medijumu dilucione metode ispitivane materije se slobodno kre¢u, pa mogu u celosti da
reaguju sa mikroorganizmima. Rezultati antibakterijskog dejstva odgovaraju prethodno
utvrdenom hemijskom sastavu, koji pokazuje da je vec¢ina ispitivanih supstanci prisutna u
ve¢im koli¢inama u ekstraktu u odnosu na sok. Ekstrakt vi$nje je superiorniji u odnosu na
sok, jer ima vecu koli¢inu Cak jedanaest ispitivanih supstanci, dok sok ima veci sadrzaj pet
ispitivanih supstanci. Jednaka koli¢ina kafene kiseline je utvrdena u soku i ekstraktu. Najjace
dejstvo ekstrakta difuzionom metodom je dokazano na Rhodococcus equi (MIC 80 4,75
mg/ml), a dilucionom na Streptococcus agalactiae (Break point 1,57 mg/ml). Nasuprot tome,
najslabije dejstvo ekstrakta difuzionom metodom je dokazano na Salmonella-u Enteritidis
(MIC 80 765,92 mg/ml), a dilucionom na Klebsiella-u pneumoniae (Break point 25,36
mg/ml). Najjace dejstvo soka dilucionom metodom je dokazano na Arcanobacterium
haemolyticum (Break point 6,25 mg/ml), a najslabije na Enterococcus faecalis (Break point
37,76 mg/ml).

Difuziona

Gram pozitivne bakterije su bile rezistentne na dejstvo soka. Najmanja MIC 80 ekstrakta je
bila 4,75 mg/ml (Rhodococcus equi), a najveéa 487,44 mg/ml (Enterococcus faecalis).
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Grafik 56. Dejstvo ekstrakta i soka aronije protiv gram-pozitivnih bakterija ispitivano difuzionom
metodom
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

MIC-e 80 ekstrakta i soka aronije protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene difuzionom
metodom, su prikazane na grafiku 56.

Gram negativne bakterije su takode bile rezistentne na dejstvo soka. Najmanja MIC 80
ekstrakta je bila 193,15 mg/ml (Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145), a najveca 765,92
mg/ml (Pseudomonas aeruginosa).

Grafik 57. Dejstvo ekstrakta i soka aronije protiv gram-negativnih bakterija ispitivano difuzionom
metodom
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Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi
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MIC-e 80 ekstrakta i soka aronije protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene difuzionom
metodom, su prikazane na grafiku 57.

Diluciona

Gram pozitivne bakterije su, u smislu Break point-a, bile senzitivnije na dejstvo ekstrakta.
Izuzetak je Arcanobacterium haemolyticum, koji je bio jednako senzitivan na dejstvo
ekstrakta 1 dejstvo soka. Ekstrakt je Break point efekat izazvao u rasponu koncentracija od
1,57 mg/ml (Streptococcus agalactiae) do 24,53 mg/ml (Trueperella pyogenes).

Grafik 58. Break point koncentracije ekstrakta i soka aronije na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Sok je Break point izazvao u najmanjoj koncentraciji 6,25 mg/ml (Arcanobacterium
haemolyticum), a u najvecoj 37,76 mg/ml (Enterococcus faecealis). Najmanja razlika u
dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv Trueperella-e pyogenes (24,53 mg/ml ekstrakt,
28,06 mg/ml sok), a najveca protiv Streptococcus-a agalactiae (1,57 mg/ml ekstrakt, 27,21
mg/ml sok). Break point vrednosti ekstrakta i soka aronije protiv Gram-pozitivnih bakterija,
utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 58.
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Grafik 59. MBC-e ekstrakta i soka aronije na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MBC ekstrakta je iznosila 1,51 mg/ml (Streptococcus agalactiae), a najveca 23,61
mg/ml (Trueperella pyogenes). MBC-e soka su bile u opsegu od 6,05 mg/ml (Streptococcus
agalactiae) do 36,36 mg/ml (Enterococcus faecalis). Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i
soka uocena je protiv Trueperella-e pyogenes (23,61 mg/ml ekstrakt, 26,97 mg/ml sok), a
najveca protiv Streptococcus-a agalactiae (1,51 mg/ml ekstrakt, 26,57 mg/ml sok). MBC-e
ekstrakta i soka aronije protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 59.

Grafik 60. MIC-e 99 ekstrakta i soka aronije na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis
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Najmanja MIC 99 ekstrakta je iznosi 1,11 mg/ml (Streptococcus agalactiae), a najveca 16,77
mg/ml (Trueperella pyogenes). Najmanja MIC 99 soka je iznosila 4,52 mg/ml i bila
dokazana na Arcanobacterium haemolyticum, dok je najveéa inosila 25,86 mg/ml i bila
dokazana na Enterococcus faecalis. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je
protiv Trueperella-e pyogenes (16,77 mg/ml ekstrakt, 18,89 mg/ml sok), a najveca protiv
Streptococcus-a agalactiae (1,11 mg/ml ekstrakt, 21,51 mg/ml sok). MIC-e 99 ekstrakta i
soka aronije protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane
na grafiku 60.

Grafik 61. MIC-e 90 ekstrakta i soka aronije na testirane gram-pozitivne bakterije

[mg/ml]

3.0

2.5

2.0

1.5 W Ekstrakt

1.0 m Sok

0.5

0.0
Sa Sa ATCC Re Re ATCC Tp Ah Sag Ef
11632 6939

Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MIC 90 ekstrakta je iznosila 0,05 mg/ml (Streptococcus agalactiae), a najveca
0,55 mg/ml (Trueperella pyogenes). Najmanja MIC 90 soka je iznosila 0,25 mg/ml i bila
dokazana na Arcanobacterium haemolyticum, dok je najveca inosila 2,59 mg/ml i dokazana
na Streptococcus agalactiae. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je protiv
Trueperella-e pyogenes (0,55 mg/ml ekstrakt, 0,54 mg/ml sok), a najveta protiv
Streptococcus-a agalactiae (0,05 mg/ml ekstrakt, 2,59 mg/ml sok). MIC-e 90 ekstrakta i soka
aronije protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na
grafiku 61.
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Grafik 62. MIC-e 80 ekstrakta i soka aronije na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najmanja MIC 80 ekstrakta je iznosila 0,001 mg/ml (Streptococcus agalactiae), a najveca
0,05 mg/ml (Rhodococcus equi). Najmanja MIC 80 soka je iznosila 0,01 mg/ml i bila
jednaka za Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus ATCC 11632, Rhodococcus equi
ATCC 6939, Arcanobacterium haemolyticum i Trueperella-u pyogenes, dok je najveca bila
0,25 mg/ml i dokazana na Streptococcus agalactiae. MIC-e 80 za sok i ekstrakt su bile
jednake za: Staphylococcus aureus, Rhodococcus equi ATCC 6939, Arcanobacterium
haemolyticum, Trueperella-u pyogenes i iznosile 0,01 mg/ml, kao i za Enterococcus faecalis
za koji su iznosile 0,02 mg/ml. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uoc¢ena je protiv
Rhodococcus-a equi (0,05 mg/ml ekstrakt, 0,08 mg/ml sok), a najvecéa protiv Streptococcus-a
agalactiae (0,001 mg/ml ekstrakt, 0,25 mg/ml sok). MIC-e 80 ekstrakta i soka aronije protiv
Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 62.

Gram negativne bakterije su, u smislu Break point vrednosti, bile senzitivnije na dejtstvo
ekstrakta u odnosu na dejstvo soka. Ekstrakt je Break point efekat izazvao u rasponu
koncentracija od 3,15 mg/ml (Acinetobacter Iwoffi) do 25,36 mg/ml (Klebsiella
pneumoniae).
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Grafik 63. Break point koncentracije ekstrakta i soka aronije na testirane gram-negativne bakterije
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Sok je Break point izazvao u najmanjoj koncentraciji 13,65 mg/ml (Acinetobacter Iwoffi), a u
najvecoj 25,98 mg/ml (Salmonella Enteritidis). Najmanje razlike u dejstvu ekstrakta i soka
uocene su protiv Salmonella-e Enteritidis i Escherichia-e coli (24,95 i 24,99 mg/ml ekstrakt,
a 25,98 i 25,67 mg/ml sok), a najveca protiv Acinetobacter-a Iwoffi (3,15 mg/ml ekstrakt,
13,65 mg/ml sok). Break point vrednosti ekstrakta i soka aronije protiv Gram-negativnih

bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 63.

Grafik 64. MBC-e ekstrakta i soka aronije na testirane gram-negativne bakterije
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi
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Najmanja MBC ekstrakta iznosi 3,06 mg/ml (Acinetobacter Iwoffi), a najveca 24,41 mg/ml
(Klebsiella pneumoniae). MBC-e soka su bile u opsegu od 13,16 mg/ml (Acinetobacter
Iwoffi) do 25,01 mg/ml (Salmonella Enteritidis). Najmanje razlike u dejstvu ekstrakta i soka
uocene su protiv Salmonella-e Enteritidis i Escherichia-e coli (23,92 i 24,06 mg/ml ekstrakti,
a 25,01 i 24,7 mg/ml sokovi, respektivno), a najveca protiv Acinetobacter-a Iwoffi (3,06
mg/ml ekstrakt, 13,16 mg/ml sok). MBC-e ekstrakta i soka aronije protiv Gram-negativnih
bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 64.

Grafik 65. MIC-e 99 ekstrakta i soka aronije na testirane gram-neqativne bakterije

[mg/ml]
18
16
14
12
10 m Ekstrakt
8
m Sok
6 0
4
2
0
SE STATCC Pa Pa ATCC Ec Kp Al
14028 10145

SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja MIC 99 ekstrakta je iznosila 2,34 mg/ml (Acinetobacter Iwoffi), a najveca 17,29
mg/ml (Klebsiella pneumoniae). Najmanja MIC 99 soka je iznosila 9,49 mg/ml i bila
dokazana na Acinetobacter Iwoffi, dok je najveca inosila 17,78 mg/ml i bila dokazana na
Salmonella-u Enteritidis. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka uoCena je protiv
Escherichia-e coli (17,13 mg/ml ekstrakt, 17,51 mg/ml sok), a najveca protiv Acinetobacter-
a lwoffi (2,34 mg/ml ekstrakt, 9,49 mg/ml sok). MIC-e 99 ekstrakta i soka aronije protiv
Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 65.
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Grafik 66. MIC-e 90 ekstrakta i soka aronije na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najmanja MIC 90 ekstrakta je iznosila 0,16 mg/ml (Acinetobacter lwoffi), a najveéa 8,68
mg/ml (Salmonella Typhimurium ATCC 14028). Najmanja MIC 90 soka je iznosila 0,36
mg/ml i bila dokazana na Acinetobacter Iwoffi, dok je najveca iznosila 1,35 mg/ml i bila
dokazana na Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta
i soka uocena je protiv Escherichia-e coli (0,57 mg/ml ekstrakt, 0,56 mg/ml sok), a najveca
protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 (8,68 mg/ml ekstrakt, 0,53 mg/ml sok).
MIC-e 90 ekstrakta i soka aronije protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom
metodom, su prikazane na grafiku 66.

Grafik 67. MIC-e 80 ekstrakta i soka aronije na testirane gram-neqgativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi
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Najmanja MIC 80 ekstrakta je iznosila 0,01 mg/ml i bila jednaka za Salmonella-u Enteritidis,
Pseudomonas aeruginosa-u, Escherichia-u coli, Klebsiella-u pneumoniae i Acinetobacter
Iwoffii, a najvec¢a 7,68 mg/ml i bila dokazana na Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028.
Najmanja MIC 80 soka je iznosila 0,01 mg/ml i bila jednaka je za Salmonella-u Enteritidis,
Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028, Esherichia-u coli i Acinetobacter lwoffii, dok je
najveca iznosila 0,08 mg/ml i bila dokazana na Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145.
MIC-e 80 soka i ekstrakta su bile jednake na: Salmonella-u Enteritidis, Escherichia-u coli i
Acinetobacter Iwoffii i iznosile su 0,01 mg/ml. Najmanja razlika u dejstvu ekstrakta i soka
uocena je protiv Pseudomonas aeruginosa-e (0,01 mg/ml ekstrakt, 0,03 mg/ml sok), a
najveca protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 (7,68 mg/ml ekstrakt, 0,01 mg/ml
sok). MIC-e 80 ekstrakta i soka aronije protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 67.

Za antibakterijsko dejstvo Aronia prunifolia-e nisu pronadeni uporedivi podaci u dostupnoj
literaturi.

Antibiotik

Gram pozitivne

Difuziona

Streptomicin je delovao na sve ispitivane bakterije.

Grafik 68. Dejstvo Streptomicina protiv gram-pozitivnih bakterija ispitivano difuzionom metodom
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

Najslabije dejstvo je ispoljeno na Trueperella-u pyogenes (MIC 80 87,01 mg/ml), dok je
najjace dejstvo ispoljeno na Staphylococcus aureus i Arcanobacterium haemolyticum (MIC
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80 0,0004 mg/ml). MIC-e 80 Streptomicina protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene
difuzionom metodom, su prikazane na grafiku 68.

Poredenje sa sokovima

Streptomicin je ispoljio jace dejstvo na ispitivane bakterije u odnosu na sve ispitivane
sokove.

Grafik 69. Poredenje dejstava Streptomicina i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae protiy
gram-pozitivnih bakterija ispitivano difuzionom metodom
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

Najveéa razlika u dejstvu Streptomicina i sokova uoCena je za sok treSnje protiv
Staphylococcus aureus-a, gde je Streptomicin ispoljio 2102117 puta jace dejstvo. Najmanja
razlika bila je za sok visnje protiv Trueperella-e pyogenes, gde je dejstvo Streptomicina bilo
1,92 puta jace. MIC-e 80 Streptomicina i sokova kupine, maline, tre$nje, viSnje i aronije
protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene difuzionom metodom, su prikazane na grafiku 69.

Poredenje sa ekstraktima

Streptomicin je ispoljio jace dejstvo u odnosu na ispitivane ekstrakte protiv svih ispitivanih
bakterija. 1zuzetak je bila Trueperella pyogenes, protiv koje su jace delovali ekstrakti kupine,
maline i vi$nje u odnosu na Streptomicin.
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Grafik 70. Poredenje dejstava Streptomicina i ekstrakata odabranog voéa porodice Rosaceae na
Gram-pozitivne bakterije ispitivano difuzionom metodom
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Sag-Streptococcus agalactiae, Re-Rhodococcus equi, Re
ATCC 6939-Rhodococcus equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Ef-Enterococcus faecalis

Najveca razlika u dejstvu Streptomicina i sokova uoéena je za sok treSnje protiv
Staphylococcus aureus-a, gde je Streptomicin ispoljio 910700 puta jace dejstvo. Najmanja
razlika u dejstvu bila je protiv Trueperella-e pyogenes, gde je dejstvo ekstrakta visnje bilo
1,85 puta jace u odnosu na dejstvo Streptomicina. MIC-e 80 Streptomicina i ekstrakata
kupine, maline, tresnje, viSnje 1 aronije protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene
difuzionom metodom, su prikazane na grafiku 71.

Diluciona

Streptomicin je delovao na sve ispitivane bakterije. Najslabije je delovao protiv
Rhodococcus-a equi (Break point 89,16 mg/ml, MIC 99 12,7 mg/ml, MIC 90 7,1 mg/ml i
MIC 80 5,41 mg/ml), osim u sluc¢aju MBC-e gde je najslabije dejstvo ispoljio na Trueperella-
u pyogenes (19,91 mg/ml).
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Grafik 71. Dejstvo Streptomicina protiv gram-pozitivnih bakterija ispitivano dilucionom metodom
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Najjace dejstvo Streptomicin je ispoljio na Staphylococcus aureus (Break point 4,61 mg/ml,
MBC 4,3 mg/ml, MIC99 2,32 mg/ml i MIC 90 0,005 mg/ml), dok je u slucaju MIC-e 80
najjaée dejstvo ispoljio na Arcanobacterium haemolyticum (0,000005 mg/ml). Dejstvo

Streptomicina protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdeno dilucionom metodom, je prikazano
na grafiku 71.

Poredenje sa sokovima

Svi ispitivani sokovi su jace delovali protiv Rhodococcus-a equi i Trueperella-e pyogenes u
odnosu na Streptomicin.

Grafik 72. Poredenje Break point koncentracija Streptomicina i sokova odabranog voéa porodice
Rosaceae na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Sok kupine je jace delovao i protiv: Staphylococcus aureus-a ATCC 11632, Rhodococcus-a
equi ATCC 6939 i Arcanobacterium haemolyticum-a. Sok maline je jace delovao protiv
Enterococcus-a faecalis. Na sve ostale ispitilvane Gram-pozitivne bakterije Streptomicin je
ispoljio jace dejstvo. Najveca razlika u dejstvu uoéena je protiv Rhodococcus-a equi, gde je
sok kupine ispoljio 28,3 puta jac¢e dejstvo u odnosu na Streptomicin. Najmanja razlika u
dejstvu uocena je protiv Staphylococcus aureus-a ATCC 11632, na koji je Streptomicin 1,01
put ja¢e delovao u odnosu na sok visnje. Break point vrednosti Streptomicina i sokova
kupine, maline, treSnje, viSnje i aronije protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 72.

Grafik 73. Poredenje MBC Streptomicina i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae na testirane
gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Sok kupine je ispoljio jace dejstvo u odnosu na Streptomicin protiv: Staphylococcus aureus-a
ATCC 11632, Rhodococcus-a equi, Rhodococcus-a equi ATCC 6939, Trueperella-e
pyogenes i Arcanobacterium haemolyticum-a. Sok maline je jace delovao protiv:
Rhodococcus-a equi, Trueperella-e pyogenes i Enterococcus-a faecalis, dok je sok visnje
jace delovao protiv: Rhodococcus-a equi, Trueperella-e pyogenes i Staphylococcus aureus-a
ATCC 11632. Protiv svih ostalih ispitivanih Gram-pozitivni bakterija je Streptomicin ispoljio
jace dejstvo. Najvecéa razlika u dejstvu uocena je protiv Staphylococcus aureus-a, gde je
Streptomicin ispoljio 6,16 puta jace dejstvo u odnosu na sok aronije. Najmanja razlika u
dejstvu uocena je protiv Staphylococcus aureus-a ATCC 11632 na koji je sok visnje 1,04
puta jace delovao u odnosu na Streptomicin. MBC-e Streptomicina i sokova kupine, maline,
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tresnje, viSnje i aronije protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 73.

Grafik 74. Poredenje MIC 99 Streptomicina i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Sok kupine je ispoljio jace dejstvo u odnosu na Streptomicin protiv: Staphylococcus aureus-a
ATCC 11632, Rhodococcus-a equi, Rhodococcus-a equi ATCC 6939, Arcanobacterium
haemolyticum-a i Streptococcus-a agalactiae. Sok maline je jae delovao protiv:
Rhodococcus-a equi i Enterococcus-a faecalis, dok je sok visnje jace delovao protiv:
Rhodococcus-a equi i Staphylococcus aureus-a ATCC 11632. Na sve ostale ispitivane Gram-
pozitivne vrste Streptomicin je ispoljio jace antibakterijsko dejstvo. Najveca razlika u dejstvu
uoCena je protiv Arcanobacterium haemolyticum-a, gde je Streptomicin ispoljio 8,83 puta
jace dejstvo u odnosu na sok treSnje. Najmanja razlika u dejstvu uoCena je protiv
Enterococcus-a faecalis i Streptococcus-a agalactiae, na koje je Streptomicin 1,01 puta jace
delovao u odnosu na sok kupine i visnje. MIC-e 99 Streptomicina i sokova kupine, maline,
tresnje, viSnje i aronije protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 74.
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Grafik 75. Poredenje MIC 90 Streptomicina i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Streptomicin je jace antibakterijski delovao na Staphylococcus aureus i Arcanobacterium
haemolyticum u odnosu na sve ispitivane sokove. U odnosu na sok tresnje jace je delovao jos
I protiv: Staphylococcus aureus-a ATCC 11632, Rhodococcus-a equi, Rhodococcus-a equi
ATCC 6939 i Trueperella-e pyogenes, dok je u odnosu na sok vi$nje jace delovao protiv:
Rhodococcus-a equi ATCC 6939, Trueperella-e pyogenes i Enterococcus-a faecalis. Na sve
ostale ispitivane Gram-pozitivne sojeve ispitivani sokovi su ispoljili jace antibakterijsko
dejstvo. Najveca razlika u dejstvu uocena je protiv Arcanobacterium haemolyticum-a, protiv
kojeg je Streptomicin ispoljio 2506 puta jace dejstvo u odnosu na sok tre$nje. Najmanja
razlika u dejstvu uocena je protiv Enterococcus-a faecalis, protiv kojeg je sok aronije 1,08
puta ja¢e delovao u odnosu na Streptomicin. MIC-e 90 Streptomicina i sokova kupine,
maline, tre$nje, viSnje i aronije protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom
metodom, su prikazane na grafiku 75.
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Grafik 76. Poredenje MIC 80 Streptomicina
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Streptomicin je jafe delovao protiv Staphylococcus aureus-a i

Arcanobacterium

haemolyticum-a u odnosu na sve ispitivane sokove. U odnosu na sok tre$nje i vi$nje jace je
delovao jos$ i protiv Rhodococcus-a equi ATCC 6939 i Trueperella-e pyogenes. Protiv svih
ostalih ispitivanih Gram-pozitivnih bakterija ispitivani sokovi su ispoljili jace dejstvo.
Najveca razlika u dejstvu uocena je protiv Arcanobacterium haemolyticum-a, gde je
Streptomicin ispoljio 1342222 puta jace dejstvo u odnosu na sok tre$nje. Najmanja razlika u
dejstvu uocena je protiv Rhodococcus-a equi na koji je sok visnje 1,46 puta jae delovao u
odnosu na Streptomicin. MIC-e 80 Streptomicina i sokova kupine, maline, tresnje, visnje i
aronije protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na

grafiku 76.

Poredenje sa ekstraktima

Ekstrakt maline je jace delovao u odnosu
pozitivnih bakterija.

na Streptomicin protiv svih ispitivanih Gram-
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Grafik 77. Poredenje Break point koncentracija Streptomicina i ekstrakta odabranog voéa porodice
Rosaceae na testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Streptomicin je u odnosu na ekstrakt kupine delovao ja¢e samo protiv Streptococcus-a
agalactiae, a u odnosu na ekstrakt tresnje protiv: Staphylococcus aureus-a, Staphylococcus
aureus-a ATCC 11632, Rhodococcus-a equi ATCC 6939, Arcanobacterium haemolyticum-a
i Enterococcus-a faecalis. Jac¢i je bio i od ekstrakta viSnje protiv oba ispitivana
Staphylococcus aureus-a, a u odnosu na ekstrakt aronije protiv Streptococcus-a agalactiae i
Enterococcus-a faecalis. Na sve ostale Gram-pozitivne bakterije ekstrakti su ispoljili jace
antibakterijsko delovanje. Najveca razlika u dejstvu je uocena protiv Rhodococcus-a equi, na
koji su ekstrakt kupine, kao i ekstrakt viSnje delovali 28,3 puta jace od Streptomicina.
Najmanja razlika u dejstvu je uocena protiv Arcanobacterium haemolyticum-a i
Enterococcus-a faecalis, na koje su ekstrakti maline i vi$nje delovali 1,02 puta jace od
Streptomicina. Break point vrednosti Streptomicina i ekstrakata kupine, maline, tre$nje,
viSnje i aronije protiv Gram-pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 77.
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Grafik 78. Poredenje MBC Streptomicina i ekstrakta odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-pozitivne bakterije

[ma/ml]
35
30 -
25 eeeeee Streptomicin
20 /\_\ == Kupina
15 _-"." £\ \ e Mallina
10 _\{ .'._ ..." .’, ‘. ._\ . Tresnja
s o CW, 7 Vignja
0 o Aronija
Sa Sa ATCC Re Re ATCC Tp Ah Sag Ef
11632 6939

Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Streptomicin je u odnosu na ekstrakt kupine delovao ja¢e samo protiv Streptococcus-a
agalactiae, a u odnosu na ekstrakt maline samo protiv Arcanobacterium haemolyticum-a. Od
ekstrakta tresnje je Streptomicin bio jac¢i protiv: Staphylococcus aureus-a, Staphylococcus
aureus-a ATCC 11632, Rhodococcus-a equi ATCC 6939, Trueperella-e pyogenes,
Arcanobacterium haemolyticum-a i Enterococcus-a faecalis. Jadi je bio i od ekstrakta visnje
protiv oba ispitivana Staphylococcus aureus-a, a u odnosu na ekstrakt aronije protiv:
Trueperella-e pyogenes, Streptococcus-a agalactiae i Enterococcus-a faecalis. Na sve ostale
Gram-pozitivne bakterije ekstrakti su ispoljili jace antibakterijsko delovanje. Najveca razlika
u dejstvu je uocena protiv Trueperella-e pyogenes, na koju je ekstrakt kupine delovao 6,51
puta ja¢e od Streptomicina. Najmanja razlika u dejstvu je uocena protiv Enterococcus-a
faecalis, na koju je ekstrakt visnje delovao 1,03 puta jace od Streptomicina. MBC-e
Streptomicina i ekstrakata kupine, maline, treSnje, viSnje i aronije protiv Gram-pozitivnih
bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 78.
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Grafik 79. Poredenje MIC 99 Streptomicina i ekstrakta odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Ekstrakt kupine je jace antibakterijski delovao u odnosu na Streptomicin na sve ispitivane
Gram-pozitivne bakterije. Streptomicin je u odnosu na ekstrakt maline delovao jace protiv
Staphylococcus aureus-a i Arcanobacterium haemolyticum-a, a u odnosu na ekstrakt tresnje
protiv: Staphylococcus aureus-a, Staphylococcus aureus-a ATCC 11632, Rhodococcus-a
equi ATCC 6939, Trueperella-e pyogenes, Arcanobacterium haemolyticum-a i
Enterococcus-a faecalis. Jaci je bio i od ekstrakta visnje protiv oba ispitivana Staphylococcus
aureus-a i Trueperella-e pyogenes, a u odnosu na ekstrakt aronije protiv: Staphylococcus
aureus-a, Trueperella-e pyogenes, Arcanobacterium haemolyticum-a i Enterococcus-a
faecalis. Na sve ostale Gram-pozitivne bakterije ekstrakti su ispoljili jace antibakterijsko
delovanje. Svi ekstrakti su u manjim koncentracijama ispoljili dejstvo protiv Streptococcus-a
agalactiae u odnosu na Streptomicin. Najveca razlika u dejstvu je uocena protiv
Streptococcus-a agalactiae, na koji je ekstrakt aronije delovao 8,9 puta jace u odnosu na
Streptomicin. Nasuprot tome, najmanja razlika u dejstvu je uocena protiv Staphylococcus
aureus-a, na koji je Streptomicin delovao 1,01 puta jace od ekstrakta aronije. MIC-e 99
Streptomicina i ekstrakata kupine, maline, tre$nje, vi$nje i aronije protiv Gram-pozitivnih
bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 79.
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Grafik 80. Poredenje MIC 90 Streptomicina i ekstrakta odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Na Rodococcus equi i Streptococcus agalactiae su jace antibakterijski delovali ispitivani
ekstrakti, dok je Streptomicin jace reagovao na Staphylococcus aureus i Arcanobacterium
haemolyticum. Streptomicin je u odnosu na ekstrakt maline jace reagovao jo§ i protiv:
Staphylococcus aureus-a ATCC 11632, Rhodococcus-a equi ATCC 6939, Trueperella-e
pyogenes i Enterococcus-a faecalis. U odnosu na ekstrakt visnje Streptomicin je jace
reagovao jo$ i protiv: Staphylococcus aureus-a ATCC 11632, Rhodococcus-a equi ATCC
6939 i Trueperella-e pyogenes. Najveca razlika u dejstvu je uocena protiv Arcanobacterium
haemolyticum-a, na koji je Streptomicin delovao 1109 puta jace od ekstrakta treSnje.
Najmanja razlika u dejstvu je uoCena protiv Enterococcus-a faecalis, na koji je ekstrakt
tresSnje, kao i ekstrakt aronije delovao 1,78 puta jaée od Streptomicina. MIC-e 90
Streptomicina i ekstrakata kupine, maline, tre$nje, viSnje i aronije protiv Gram-pozitivnih
bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 80.
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Grafik 81. Poredenje MIC 80 Streptomicina i ekstrakta odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-pozitivne bakterije
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Sa-Staphylococcus aureus, Sa ATCC 11632-Staphylococcus aureus ATCC 11632, Re-Rhodococcus equi, Re ATCC 6939-Rhodococcus
equi ATCC 6939, Tp-Trueperella pyogenes, Ah-Arcanobacterium haemolyticum, Sag-Streptococcus agalactiae, Ef-Enterococcus faecalis

Na Rodococcus equi i Streptococcus agalactiae su jace antibakterijski delovali ispitivani
ekstrakti, dok je Streptomicin jace reagovao na Staphylococcus aureus i Arcanobacterium
haemolyticum. Streptomicin je u odnosu na ekstrakt maline jate reagovao jo§ i protiv:
Staphylococcus aureus-a ATCC 11632, Rhodococcus-a equi, Rhodococcus-a equi ATCC
6939, Trueperella-e pyogenes i Enterococcus-a faecalis. U odnosu na ekstrakt viSnje
Streptomicin je jae reagovao joS 1 protiv: Staphylococcus aureus-a ATCC 11632,
Rhodococcus-a equi ATCC 6939 i Trueperella-e pyogenes. Najveca razlika u dejstvu je
uocena protiv Arcanobacterium haemolyticum-a, na koji je Streptomicin delovao 1257777
puta jace od ekstrakta tre$nje. Nasuprot tome, najmanja razlika u dejstvu je uoéena protiv
Rhodococcus-a equi, na koji je Streptomicin delovao 1,3 puta jace od ekstrakta tresnje. MIC-
e 80 Streptomicina i ekstrakata kupine, maline, tresnje, viSnje i aronije protiv Gram-
pozitivnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 81.

Gram negativne

Difuziona

Streptomicin je antibakterijski delovao na sve ispitivane bakterije.
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Grafik 82. Dejstvo Streptomicina protiv gram-negativnih bakterija ispitivano difuzionom metodom
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Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter lwoffi

Najslabije dejstvo je ispoljeno protiv Escherichia-e coli (MIC 80 10,17 mg/ml), dok je
najjace delovao protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 (MIC 80 0,0001 mg/ml).
MIC-e 80 Streptomicina protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene difuzionom metodom,
su prikazane na grafiku 82.

Poredenje sa sokovima

Streptomicin je jace delovao protiv ispitivanih bakterija u odnosu na ispitivane sokove.

Grafik 83. Poredenje dejstava Streptomicina i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae protiy
gram-negativnih bakterija ispitivano difuzionom metodom
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Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najveca razlika u dejstvu Streptomicina i sokova uocena je za sok kupine protiv Salmonella-
e Typhimurium ATCC 14028, protiv koje je Streptomicin ispoljio 7867463 puta jace dejstvo.
Najmanja razlika bila je za sok vis$nje protiv Escherichia-e coli, gde je dejstvo Streptomicina
bilo 66,97 puta jace. MIC-e 80 Streptomicina i sokova kupine, maline, treSnje, viSnje i
aronije protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene difuzionom metodom, su prikazane na
grafiku 83.

Poredenje sa ekstraktima

Streptomicin je ispoljio jace antibakterijsko dejstvo na sve ispitivane bakterije u odnosu na
ispitivane ekstrakte.

Grafik 84. Poredenje dejstava Streptomicina i ekstrakata odabranog voéa porodice Rosaceae protiv
gram-negativnih bakterija ispitivano difuzionom metodom
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Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najveca razlika u dejstvu Streptomicina i ekstrakata uocena je za ekstrakt kupine protiv
Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028, gde je Streptomicin ispoljio 5815206 puta jace
dejstvo u odnosu na ekstrakt kupine. Najmanja razlika bila je za ekstrakt viSnje protiv
Escherichia-e coli, gde je dejstvo Streptomicina bilo 1,16 puta jace. MIC-e 80 Streptomicina
i ekstrakata kupine, maline, treSnje, viSnje i aronije protiv Gram-negativnih bakterija,
utvrdene difuzionom metodom, su prikazane na grafiku 84.

Diluciona

Streptomicin je antibakterijski delovao na sve ispitivane bakterije, osim MIC 80 na
Escherichia-u coli u odnosu na sokove visnje i aronije i Klebsiella-u pneumoniae u odnosu
na sok kupine, gde su sokovi imali jace antibakterijsko dejstvo.
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Grafik 85. Dejstvo Streptomicina protiv gram-negativnih bakterija ispitivano dilucionom metodom
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Najslabije dejstvo je ispoljeno protiv Escherichia-e coli (Break point 13,09 mg/ml, MBC
0,83 mg/ml, MIC 99 0,33 mg/ml, MIC 90 0,13 mg/ml, MIC 80 0,1 mg/ml). Najmanji Break
point i MIC-u 80 Streptomicin je imao na Acinetobacter lwoffi (0,06 mg/ml i 0,0000016
mg/ml, respektivno), MBC-u i MIC-u 99 na Pseudomonas aeruginosa-u ATCC 10145 (0,02
mg/ml i 0,003 mg/ml, respektivno), a MIC-u 90 na Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028
(0,0001 mg/ml). Dejstvo Streptomicina protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdeno
dilucionom metodom, je prikazano na grafiku 85.

Poredenje sa sokovima

Streptomicin je na sve Gram-negativne bakterije ispoljio jace dejstvo u odnosu na ispitivane
sokove.
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Grafik 86. Poredenje Break point koncentracija Streptomicina i sokova odabranog voéa porodice
Rosaceae na testirane gram-negativne bakterije
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Streptomicin je protiv svih Gram-negativnih bakterija delovao u manjim Break point
koncentracijama u odnosu na ispitivane sokove. Najvecéa razlika u dejstvu Streptomicina i
sokova uocena je protiv Acinetobacter-a lwoffi, gde je Streptomicin ispoljio 1912 puta jace
dejstvo u odnosu na sok treSnje. Najmanja razlika bila je za sok visnje protiv Escherichia-e
coli, gde je dejstvo Streptomicina bilo 1,03 puta jace u odnosu na sok visnje. Break point
vrednosti Streptomicina i sokova kupine, maline, tre$nje, viSnje i aronije protiv Gram-
negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 86.

Grafik 87. Poredenje MBC Streptomicina i sokova odabranog vocéa porodice Rosaceae na testirane
gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Streptomicin je protiv svih Gram-negativnih bakterija delovao u manjim MBC-ama u odnosu
na ispitivane sokove. Najveca razlika u dejstvu Streptomicina i sokova uocena je protiv
Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028, gde je Streptomicin ispoljio 5231 puta jace
dejstvo u odnosu na sok tre$nje. Najmanja razlika bila je za sok viSnje protiv Escherichia-e
coli, gde je dejstvo Streptomicina bilo 15,73 puta jace u odnosu na sok visnje. MBC-e
Streptomicina i sokova kupine, maline, treSnje, viSnje i aronije protiv Gram-negativnih
bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 87.

Grafik 88. Poredenje MIC 99 Streptomicina i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Streptomicin je protiv svih Gram-negativnih bakterija delovao u manjim MIC-ama 99 u
odnosu na ispitivane sokove. Najveca razlika u dejstvu Streptomicina i sokova uocena je
protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028, gde je Streptomicin ispoljio 57163 puta
jace dejstvo u odnosu na sok treSnje. Najmanja razlika bila je za sok kupine protiv
Pseudomonas aeruginosa-e, gde je dejstvo Streptomicina bilo 20,63 puta jace u odnosu na
sok kupine. MIC-e 99 Streptomicina i sokova kupine, maline, treSnje, viSnje i aronije protiv
Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 88.
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Grafik 89. Poredenje MIC 90 Streptomicina i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-negativne bakterije
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Streptomicin je protiv svih Gram-negativnih bakterija delovao u manjim MIC-ama 90 u
odnosu na ispitivane sokove. Najveca razlika u dejstvu Streptomicina i sokova uocena je
protiv Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028, gde je Streptomicin ispoljio 65000 puta
jace dejstvo u odnosu na sok visnje. Sli€no tome, najmanja razlika bila je za sok viSnje protiv
Escherichia-e coli, gde je dejstvo Streptomicina bilo 3,08 puta ja¢e u odnosu na sok visnje.
MIC-e 90 Streptomicina i sokova kupine, maline, treSnje, viSnje i aronije protiv Gram-
negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 89.

Grafik 90. Poredenje MIC 80 Streptomicina i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Streptomicin je na sve Gram-negativne bakterije delovao u manjim MIC-ama 80 u odnosu na
ispitivane sokove, osim na Escherichia-u coli u odnosu na sokove vi$nje i aronije i
Klebsiella-u pneumoniae u odnosu na sok kupine, gde su sokovi imali ja¢e antibakterijsko
dejstvo. Najveca razlika u dejstvu Streptomicina i sokova uocena je protiv Acinetobacter-a
Iwoffii, gde je Streptomicin ispoljio 850000 puta jace dejstvo u odnosu na sok visnje.
Najmanja razlika bila je za sok kupine protiv Klebsiella-e pneumoniae, gde je dejstvo
Streptomicina bilo 1,12 puta jace u odnosu na sok kupine. MIC-e 80 Streptomicina i sokova
kupine, maline, treSnje, viSnje 1 aronije protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 90.

Poredenje sa ekstraktima

Streptomicin je protiv svih Gram-negativnih bakterije ispoljio jace dejstvo u odnosu na
ispitivane ekstrakte, osim: Break point koncentracija na Escherichia-u coli u odnosu na
ekstrakte maline i vi$nje, MIC-e 90 na Escherichia-u coli u odnosu na ekstrakt visnje i MIC
80 na Escherichia-u coli u odnosu na ekstrakte kupine, treSnje, viSnje i aronije i na
Klebsiella-u pneumoniae u odnosu na ekstrakte kupine i aronije, za koje su ekstrakti ispoljili
jace dejstvo.

Grafik 91. Poredenje Break point koncentracija Streptomicina i ekstrakata odabranog voéa
porodice Rosaceae na testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Streptomicin je na sve Gram-negativne bakterije delovao u manjim Break point
koncentracijama u odnosu na ispitivane ekstrakte, osim na Escherichia-u coli u odnosu na
ekstrakte viSnje 1 maline, koji su imali jaCe antibakterijsko dejstvo. Najveca razlika u dejstvu
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Streptomicina i ekstrakata uoCena je protiv Acinetobacter-a lwoffii, gde je Streptomicin
ispoljio 228,7 puta jace dejstvo u odnosu na ekstrakt treSnje. Najmanja razlika uocena je za
ekstrakte kupine i treSnje protiv Escherichia-e coli, gde je dejstvo Streptomicina bilo 1,04
puta jace u odnosu na dejstva ekstrakata ovih biljaka. Break point vrednosti Streptomicina i
ekstrakata kupine, maline, treSnje, vi$nje i aronije protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 91.

Grafik 92. Poredenje MBC Streptomicina i ekstrakata odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Streptomicin je na sve Gram-negativne bakterije delovao u manjim MBC-ama u odnosu nha
ispitivane ekstrakte. Najveca razlika u dejstvu Streptomicina i ekstrakata uocena je protiv
Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028, gde je Streptomicin ispoljio 1394 puta jace
dejstvo u odnosu na ekstrakt tre$nje. Najmanja razlika uocena je za ekstrakt maline protiv
Klebsiella-e pneumoniae, gde je dejstvo Streptomicina bilo 3,49 puta jaée u odnosu na
ekstrakt ove biljke. MBC-e Streptomicina i ekstrakata kupine, maline, tre$nje, viSnje i aronije
protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 92.
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Grafik 93. Poredenje MIC 99 Streptomicina i ekstrakata odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-negativne bakterije
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Streptomicin je na sve Gram-negativne bakterije delovao u manjim MIC-ama 99 u odnosu na
ispitivane ekstrakte. Najveca razlika u dejstvu Streptomicina i ekstrakata uocena je na
Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028 gde je Streptomicin ispoljio 9435 puta jace
antibakterijsko dejstvo u odnosu na ekstrakt visnje. Najmanja razlika bila je za ekstrakt
maline protiv Klebsiella-e pneumoniae, gde je dejstvo Streptomicina bilo 3,39 puta jace u
odnosu na ekstrakt ove biljke. MIC-e 99 Streptomicina i ekstrakata kupine, maline, tresnje,
vi$nje i aronije protiv Gram-negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 93.

Grafik 94. Poredenje MIC 90 Streptomicina i ekstrakata odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Streptomicin je na sve Gram-negativne bakterije ispoljio jace dejstvo, osim na Escherichia-u
coli u odnosu na ekstrakt vi$nje, na koju je ekstrakt ove biljke jace antibakterijski delovao.
Najveca razlika u dejstvu Streptomicina i ekstrakata uocena je protiv Salmonella-e
Typhimurium ATCC 14028, gde je Streptomicin ispoljio 86800 puta jace dejstvo u odnosu
na ekstrakt aronije. Najmanja razlika bila je na ekstrakte kupine i tresnje protiv Escherichia-e
coli, gde je dejstvo Streptomicina bilo 2,71 put jace u odnosu na ekstrakte ovih biljaka. MIC-
e 90 Streptomicina i ekstrakata kupine, maline, tresnje, viSnje i aronije protiv Gram-
negativnih bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 94.

Grafik 95. Poredenje MIC 80 Streptomicina i ekstrakata odabranog voéa porodice Rosaceae na
testirane gram-negativne bakterije
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SE-Salmonella Enteritidis, ST ATCC 14028-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pa-Pseudomonas aeruginosa, Pa ATCC 10145-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Ec-Escherichia coli, Kp-Klebsiella pneumoniae, Al-Acinetobacter Iwoffi

Streptomicin je na sve Gram-negativne bakterije ispoljio ja¢e dejstvo, osim na Escherichia-u
coli u odnosu na ekstrakt kupine, tre$nje, vi$nje i aronije, kao i na Klebsiella-u pneumoniae u
odnosu na ekstrakte kupine i aronije, na koje su ekstrakti ovih biljaka jace antibakterijski
delovali. Najveca razlika u dejstvu Streptomicina i ekstrakata uocena je protiv Acinetobacter-
a lwoffii, gde je Streptomicin ispoljio 1368750 puta jace dejstvo u odnosu na ekstrakt visnje.
Najmanja razlika uoena je za ekstrakte kupine i aronije protiv Klebsiella-e pneumoniae, gde
je dejstvo ovih ekstrakata u odnosu na Streptomicina bilo 1,12 puta jace. MIC-e 80
Streptomicina i ekstrakata kupine, maline, tresnje, visnje i aronije protiv Gram-negativnih
bakterija, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 95.
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Antifungalno dejstvo

Difuzionom metodom nije zabeleZzeno antifungalno dejstvo ekstrakata i sokova plodova
ispitivanih biljaka, osim dejstva ekstrakta maline na Candida-u albicans ATCC 24433.
Diluciona metoda je efikasnija za dokazivanje antifungalnog dejstva, jer su uz pomo¢ nje
odredene antifungalne aktivnosti ispitivanih supstanci. Na autohtoni soj Candida-e albicans
su delovali samo ekstrakti kupine i treSnje, dok su antifungalnu aktivnost na Candida-u
albicans ATCC 24433 ispoljili svi ispitivani sokovi i ekstrakti, osim soka aronije. Takode,
koncentracije u kojima su ekstrakti kupine i treSnje delovali antifungalno na autohtoni soj
Candida-e albicans bile su veée od koncentracija kojima su isti ekstrakti delovali na
Candida-u albicans ATCC 24433. Stoga, mozemo zakljuciti da je autohtoni soj Candida-e
albicans bio rezistentniji od Candida-e albicans ATCC 24433, a diluciona metoda pogodnija
za ispitivanje antifungalnog dejstva sokova i ekstrakata. Sokovi vi$nje i treSnje su ispoljili
identi¢no dejstvo na ispitivane gljivice.

Rezultati antifungalne analize izvedene difuzionom metodom su prikazani u Prilogu 5., a
rezultati antifungalne analize izvedene dilucionom metodom su prikazani u Prilogu 6.

Kupina

Difuziona metoda, sprovedena u okviru ove disertacije, nije pokazala antifungalno dejstvo
kupine na Candida-u albicans. Ovakvi rezultati su u skladu sa nalazima Riaz i sar., koji su
dokazali izostanak antifungalne aktivnosti metanolnog ekstrakta kupine na istu gljiviénu
vrstu, pri ispitivanju disk difuzionom metodom (167).

Diluciona metoda je, za razliku od difuzione, pokazala antifungalnu aktivnost kupine na
Candida-u albicans. Ekstrakt i sok kupine su pri ispitivanju dilucionom metodom ispoljili
antifungalno dejstvo na autohtoni soj Candida-e albicans, dok je na Candida-u albicans
ATCC 24433 delovao samo sok. Dejstvene koncentracije ekstrakta kupine na autohtoni soj
Candida-e albicans su bile u rasponu od 22,86 mg/ml (MIC 80) do 28,57 mg/ml (Break
point). Sok i ekstrakt kupine su na Candida-u albicans ATCC 24433 delovali u identi¢nim
koncentracijama u opsegu od 0,65 mg/ml (MIC 80) do 22,47 mg/ml (Break point). Rezultati
ispitivanja osetljivosti testiranih gljivica, sprovedenog dilucionom metodom, na ekstrakt i sok
kupine su prikazani na grafiku 96.
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Grafik 96. Dejstvo ekstrakta i soka kupine protiv gljivica ispitivano dilucionom metodom
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Krisch i sar. su dokazali jednake antifungalne efekte vodenog i metanolnog ekstrakta kupine
na Candida-u albicans dilucionom metodom (174). Jednako dejstvo ekstrakta i soka protiv
Candida-e albicans ATCC 24433 je takode uoceno u okviru ove disertacije. Medutim, protiv
auohtonog soja Candida-e albicans je dokazana jaca snaga etanolnog ekstrakta kupine u
odnosu na sok, koji nije delovao u ispitivanim koncetracijama. Razlike u dejstvima mogu
poticati od razlika u hemijskom sastavu plodova, ekstrakcionom sredstvu, nac¢inu ekstrakcije
I rezistentnosti sojeva.

Malina

Difuziona metoda, sprovedena u okviru ove studije, pokazala je antifungalno dejstvo
ekstrakta maline na referentni soj Candida-e albicans ATCC 24433. Od ispitivanog voca,
jedino je ekstrakt maline ispoljio antifungalno dejstvo pri ispitivanju difuzionom metodom.
MIC-e 80 ekstrakta i soka maline protiv testiranih gljivica, utvrdene difuzionom metodom, su
prikazane na grafiku 97.

Grafik 97. Dejstvo ekstrakta i soka maline protiv gljivica ispitivano difuzionom metodom
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Rauha i sar. su dokazali aktivnost metanolnog rastvora acetonskog ekstrakta maline
koncentracije 1 mg/ml protiv Candida-e albicans ATCC 10231. Zona inhibicije utvrdena u
istrazivanju navedenih autora je bila 1-3 mm veca od kontrole Cistog metanola (173).
Medutim, u okviru ove disertacije, zona inhibicije 1 mm je utvrdena pri znatno vecoj
koncentraciji eksrakta maline (70,16 mg/ml). Oko 70 puta slabije dejstvo se moze tumaciti
drugacijom senzitivnosti dva razli¢ita ATCC soja Candida-e albicans, razlikama u
hemijskom sastavu plodova, nacinu obrade, kao i metodama ispitivanja. U skladu sa
nalazima ovog ispitivanja, Vuli¢ i sar. su takode zabeleZili izostanak antifungalne aktivnosti
metanolnog ekstrakata smrznutih plodova maline na autohtoni soj Candida-e albicans (28).

Diluciona metoda, sprovedena u okviru ove studije, je potvrdila rezultat ekstrakta dobijen
difuzionom metodom. Ni ekstrakt ni sok maline nisu ispoljili antifungalno dejstvo na
autohtoni soj Candida-e albicans dilucionom metodom. Nasuprot tome, protiv Candida-e
albicans ATCC 24433 su delovali i ekstrakt i sok mline. Ekstrakt je ispoljio jace dejstvo u
odnosu na sok, jer je delovao u koncentracijama od 10,85 mg/ml (MIC 80) do 12,51 mg/ml
(Break point), a sok od 14,77 mg/ml (MIC 80) do 17,41 mg/ml (Break point).

Grafik 98. Dejstvo ekstrakta i soka maline protiv gljivica ispitivano dilucionom metodom
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U jednoj od prethodnih studija je ispitivano dejstvo 100% c¢istog cedenog soka i ekstrakta
maline na autohtoni soj Candida-e albicans i dokazano umereno antifungalno dejstvo (182).
Izostanak antifungalnog dejstva na istu bakterijsku vrstu u ovoj studiji moze se tumaciti
manjom koncentracijom aktivnih materija u razblazenim uzorcima i drugacijom
senzitivno$c¢u razlic¢itih autohtonih sojeva. Ovakva zapaZzanja mogu posluziti kao izvor za
buduca ispitivanja efektivne koncentracije soka maline na autohtoni soj Candida-e albicans.
Rezultati ispitivanja osetljivosti testiranih gljivica, sprovedenog dilucionom metodom, na
ekstrakt i sok maline su prikazani na grafiku 98.
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Krisch i sar. su dokazali jednake antifungalne efekte vodenog i metanolnog ekstrakta maline
na Candida-u albicans ATCC 10231 (174). Rezultati ove disertacije takode pokazuju
antifunglano dejstvo soka i ekstrakta na rerentni soj Candida-e albicans ATCC 24433.
Medutim, u okviru ove studije zabelezeno je jace dejstvo ekstrakta u odnosu na sok. Razlike
poti¢u najverovatnije od nacina obrade plodova maline, ali i drugacijih senzitivnosti razli¢itih
ATCC sojeva Candida-e albicans. Nohynek i sar. su dokazali jaku inhibiciju rasta Cndida-e
albicans NCPF 3179 primenom acetonskog ekstrakta maline u koncentraciji 1 mg/ml (183).
Etanolni ekstrakt ispitivan u okviru ove disertacije je delovao u 12,5 puta veéim
koncentracijama protiv Candida-e albicans ATCC 24433. Girardot i sar. su pri ispitivanju
ekstrakta maline dokazali da je on neaktivan protiv Candida-e albicans iz usne Supljine
(184). Dobijeni rezultat je u skladu sa istrazivanjem sprovedenim u okviru ove disertacije, u
kojem je ekstrakt maline takode bio neaktivan protiv autohtonog soja Candida-e albicans.

‘ Tresnja

Difuziona metoda, sprovedena u okviru ovog istrazivanja, nije pokazala antifungalno
dejstvo soka i ekstrakta tresnje. Nasuprot tome, Sheela i sar. su dokazali da nefermentisani,
fermentisani i fermentisani sokovi tresnje sa dodatkom frukto-oligosaharida pokazuju
antifungalno dejstvo na Candida-u albicans, pri ispitivanju difuzionom metodom (185).

Diluciona metoda, sprovedena u okviru ove disertacije, je otkrila antifungalno dejstvo
ekstrakta i soka tresnje na autohtoni soj Candida-e albicans, dok je na Candida-u albicans
ATCC 24433 delovao samo sok. Ekstrakt treSnje je delovao na Candida-u albicans u
koncentracijama od 0,69 mg/ml (MIC 80) do 22,57 mg/ml (Break point). Ekstrakt treSnje je
ispoljio jace dejstvo u odnosu na sok, jer je delovao u manjim koncentracijama, od 0,16
mg/ml (MIC 80) do 15,75 mg/ml (Break point). Sok tresnje na Candida-u albicans ATCC
24433 je delovao u koncentracijama od 10,45 mg/ml (MIC 80) do 16,35 mg/ml (Break
point).

Grafik 99. Dejstvo ekstrakta i soka tresnje protiv gljivica ispitivano dilucionom metodom
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Ahn i sar. su dokazali da je heksanska frakcija ekstrakta treSnje ispoljila antifungalno dejstvo
pri ispitivanju difuzionom i dilucionom metodom na sve ispitivane sojeve Candida-e
albicans ( KCTC 1940, KACC 30003, CCARM 14020 i CCARM 14021). Butanolska
frakcija u istrazivanju navedenih autora nije bila aktivna protiv ispitivanih sojeva Candida-e
albicans. Etanolni ekstrakt ove disertacije protiv Candida-e albicans je delovao sli¢nije
heksanskoj frakciji ekstrakta treSnje. Takode, MIC-e heksanske frakcije iznose 0,5-1 mg/ml,
u ¢iji opseg spadaju MIC 80 etanolnog ekstrakta za autohtoni i ATCC soj Candida-e albicans
nego heksanu. Medutim, verovatno su razlike u senzitivnosti ispitivanih sojeva uzrokovale
suprotnosti u rezultatima. Rezultati ispitivanja osetljivosti testiranih gljivica, sprovedenog
dilucionom metodom, na ekstrakt i sok tresnje su prikazani na grafiku 99.

Visnja

Difuziona metoda, sprovedena u okviru ovog istrazivanja, nije pokazala antifungalno
dejstvo soka i ekstrakta visnje.

Diluciona metoda, sprovedena u okviru ovog istrazivanja, je, za razliku od difuzione,
pokazala antifungalno dejstvo soka i ekstrakta visnje. Ekstrakt i sok visnje nisu delovali
antifungalno na autohtoni soj Candida-e albicans, dok na Candida-u albicans ATCC 24433
jesu. Ekstrakt visnje je jace delovao u odnosu na sok. Efektivne koncentracije ekstrakta na
Candida-u albicans ATCC 24433 su bile u rasponu od 9,92 mg/ml (MIC 80) do 15,76 mg/ml
(Break point), a soka visnje od 10,45 mg/ml (MIC 80) do 16,35 mg/ml (Break point).

Grafik 100. Dejstvo ekstrakta i soka visnje protiv gljivica ispitivano dilucionom metodom
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Prema nalazima Krisch i sar., vodeni i metanolni ekstrakt visnje nisu delovali antifungalno na
Candida-u albicans ATCC 10231 (174). Suprotno tome, rezultati istrazivanja ove disertacije
dokazuju antifungalno dejstvo i ekstrakta i soka visnje na Candida-e albicans ATCC 24433.

130



Doktorska disertacija Tamara Krsti¢

Drugaciji nacin obrade plodova, kao i eventualna rezistencija ATCC 10231 soja Candida-e
albicans na supstance sadrzane u plodu vi$nje su najverovatniji uzroci razli¢itih rezultata dve
studije. U studiji izvedenoj od strane Coccia i sar. utvrden je izostanak antifungalnog dejstva
metanolnog ekstrakta viSnje na autohtoni soj Candida-e albicans, kao da i ekstrakt ne
pospesuje rast testirane gljivice (181). Ovakvi nalazi su u skladu sa rezultatima ove
disertacije, jer ni ekstrakt ni sok nisu ispoljili dejstvo na testirani autohtoni soj Candida-e
albicans, kao ni porast rasta ove gljivice. Rezultati ispitivanja osetljivosti testiranih gljivica,
sprovedenog dilucionom metodom, na ekstrakt i sok visnje su prikazani na grafiku 100.

Aronija

Difuziona metoda, sprovedena u okviru ove studije, nije pokazala dejstvo soka i ekstrakta
ploda aronije protiv ispitivanih gljivica.

Diluciona metoda, sprovedena u okviru ove studije, je pokazala antifungalno dejstvo
ekstrakta ploda aronije na Candida-u albicans ATCC 24433 u koncentracijama od 1,25
mg/ml (MIC 80) do 19,85 mg/ml (Break point). Sok aronije nije imao antiungalno dejstvo
protiv ispitivanih gljivica u primenjenim koncentracijama.

Grafik 101. Dejstvo ekstrakta i soka aronije protiv gljivica ispitivano dilucionom metodom
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Rezultati ispitivanja osetljivosti testiranih gljivica, sprovedenog dilucionom metodom, na
ekstrakt i sok maline su prikazani na grafiku 101. Za antifungalno dejstvo Aronia prunifolia-e
nisu pronadeni uporedivi podaci u dostupnoj literaturi.
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\ Antimikotik

Difuziona

Nistatin je sve antifungalne efekte ispoljio u manjim koncentracijama u odnosu na ispitivane
sokove i ekstrakte.

Grafik 102. Dejstvo Nistatina protiv gljivica ispitivano difuzionom metodom
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Nistatin je pri ispitivanju difuzionom metodom ispoljio antifungalnu aktivnost i na autohtoni
soj Candida-e albicans i na referentni soj, Candida-u albicans ATCC 24433. Jace dejstvo
ispoljeno je na referentni soj. MIC-e 80 Nistatina na testirane gljivice, utvrdene difuzionom
metodom, su prikazane na grafiku 102.

Poredenje sa ekstraktom

Kao $to je prethodno navedeno, od svih ispitivanih sokova i ekstrakata jedino je ekstrakt
maline ispoljio antifungalno dejstvo pri testiranju difuzionom metodom i to samo na
Candida-u albicans ATCC 24433, u dozi 2369 puta veé¢oj od MIC-e 80 Nistatina za istu
gljivicu. MIC-e 80 Nistatina i ekstrakta maline protiv testiranih gljivica, utvrdene difuzionom
metodom, su prikazane na grafiku 103.
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Grafik 103. Poredenje dejstava Nistatina i ekstrakta maline protiv gljivica ispitivano difuzionom
metodom
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Diluciona

Kao i pri ispitivanju difuzionom metodom, Nistatin je, pri ispitivanju dilucionom metodom,
ispoljio antifungalnu aktivnost i na autohtoni soj i na referentni soj Candida-e albicans. Jace
dejstvo je ispoljeno na referentni soj. Rezultati ispitivanja osetljivosti testiranih gljivica,
sprovedenog dilucionom metodom, na Nistatin su prikazani na grafiku 104.

Grafik 104. Dejstvo Nistatina protiv gljivica ispitivano dilucionom metodom
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Poredenje sa sokovima

Nistatin je ispoljio antifungalno dejstvo na oba soja Candida-e albicans za razliku od sokova,
koji su delovali samo na Candida-u albicans ATCC 24433. Sok aronije nije delovao ni na
jednu od ispitivanih gljivica. Sokovi visnje i treSnje su delovali antifungalno u identi¢nim
koncentracijama.
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Grafik 105. Poredenje Break point koncentracija Nistatina i sokova odabranog vocéa porodice
Rosaceae na ispitivane gljivice
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Sok kupine je delovao u najvecoj Break point koncentraciji, 174,97 puta vecoj od Break
point koncentracije Nistatina. Najmanja razlika u Break point koncentracijama sokova i
Nistatina dokazana je za sokove visnje i treSnje, koji su delovali 127,32 puta slabije od
Nistatina. Break point vrednosti Nistatina i sokova kupine, maline, tre$nje, vi$nje i aronije
protiv gljivica utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 105.

Grafik _106. Poredenje MBC Nistatina i sokova odabranog vocéa porodice Rosaceae protiv
ispitivanih gljivica
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Sok kupine je delovao u najve¢oj MBC-i, 184,84 puta vecoj od MBC-e Nistatina. Najmanja
razlika u MBC-ama sokova i Nistatina dokazana je za sokove visnje i tresnje, koji su delovali
136,54 puta slabije od Nistatina. MBC-e Nistatina i sokova kupine, maline, tresnje, visnje i
aronije protiv gljivica, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 106.
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Grafik 107. Poredenje MIC 99 Nistatina i sokova odabranog vocéa porodice Rosaceae protiv
ispitivanih gljivica
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Sok kupine je delovao u najvecoj MIC-i 99, 302,16 puta vecoj od MIC-e 99 Nistatina.
Najmanja razlika u MIC-ama 99 sokova i Nistatina dokazana je za sokove visnje i tresnje,
koji su delovali 256,73 puta slabije od Nistatina. MIC-e 99 Nistatina i sokova kupine, maline,
treSnje, viSnje i aronije protiv gljivica, utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na
grafiku 107.

Grafik 108. Poredenje MIC 90 Nistatina i sokova odabranog vocéa porodice Rosaceae protiv
ispitivanih gljivica
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Suprotno prethodnim efektima, sok kupine je imao najmanju MIC-u 90, koja je bila 41299
puta ve¢a od MIC-e 90 Nistatina. Najveca razlika u MIC-ama 90 sokova i Nistatina
zabeleZena je za sok maline, koji je delovao 173305 puta slabije od Nistatina. MIC-e 90
Nistatina i sokova kupine, maline, treSnje, viSnje i aronije protiv gljivica, utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 108.
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Grafik 109. Poredenje MIC 80 Nistatina i sokova odabranog vocéa porodice Rosaceae protiv
ispitivanih gljivica
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Sok kupine je delovao u najmanjoj MIC-i 80, koja je bila skoro 10000000 puta ve¢a od MIC-
e 80 Nistatina. Najveca razlika u MIC-ama 80 sokova i Nistatina zabelezena je za sok
maline, koji je delovao 221700588 puta slabije od Nistatina. MIC-e 80 Nistatina i sokova
kupine, maline, tre$nje, viSnje i aronije protiv gljivica, utvrdene dilucionom metodom, su
prikazane na grafiku 1009.

Poredenje sa ekstraktima

Na Candida-u albicans ATCC 24433 su antifungalno delovali svi ispitivani ekstrakti, kao i
Nistatin, dok su na autohtoni soj Candida-e albicans delovali samo: Nistatin, ekstrakt kupine
i ekstrakt tresnje.

Grafik 110. Poredenje Break point koncentracija Nistatina i ekstrakata odabranog vocéa porodice
Rosaceae protiv ispitivanih gljivica
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Ekstrakt kupine je na autohtoni soj Candida-e albicans delovao u Break point koncentraciji
97,44 puta vecoj, a ekstrakt tresnje 76,97 puta vecoj u odnosu na Nistatin. Najmanja razlika u
Break point koncentracijama ekstrakata i Nistatina na Candida-u albicans ATCC 24433,
dokazana je za ekstrakt maline (97,42 puta veca koncentracija ekstrakta maline), dok je
najveca razlika dokazana za ekstrakt kupine (174,97 puta veca koncentracija ekstrakta
kupine). Break point vrednosti Nistatina i ekstrakata kupine, maline, treSnje, viSnje i aronije
protiv gljivica utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 110.

Grafik 111. Poredenje MBC Nistatina i ekstrakata odabranog voéa porodice Rosaceae protiv
ispitivanih gljivica
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Ekstrakt kupine je na autohtoni soj Candida-e albicans delovao u MBC-i 101,46 puta vecoj,
a ckstrakt treSnje 78,85 puta vecoj u odnosu na Nistatin. Najmanja razlika u MBC-ama
ekstrakata i Nistatina na Candida-u albicans ATCC 24433 dokazana je za ekstrakt maline
(104,64 puta veca koncentracija ekstrakta maline), dok je najveca razlika dokazana za
ekstrakt kupine (184,84 puta veca koncentracija ekstrakta kupine). MBC-e Nistatina i
ekstrakata kupine, maline, treSnje, viSnje 1 aronije protiv gljivica, utvrdene dilucionom
metodom, su prikazane na grafiku 111.
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Grafik 112. Poredenje MIC 99 Nistatina i ekstrakata odabranog vocéa porodice Rosaceae protiv
ispitivanih gljivica
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Ekstrakt kupine je na autohtoni soj Candida-e albicans delovao u MIC-i 99 146,1 puta vecoj,
a ekstrakt treSnje 97,92 puta vecoj u odnosu na Nistatin. Najmanja razlika u MIC-ama 99
ekstrakata i Nistatina na Candida-u albicans ATCC 24433 dokazana je za ekstrakt maline
(199,25 puta veca koncentracija ekstrakta maline), dok je najveca razlika dokazana za
ekstrakt kupine (302,16 puta veéa koncentracija ekstrakta kupine). MIC-e 99 Nistatina i
ekstrakata kupine, maline, treSnje, viSnje i aronije protiv gljivica, utvrdene dilucionom
metodom, su prikazane na grafiku 112.

Grafik 113. Poredenje MIC 90 Nistatina i ekstrakata odabranog voéa porodice Rosaceae protiv
ispitivanih gljivica
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Ekstrakt kupine je na autohtoni soj Candida-e albicans delovao u MIC-i 90 5558 puta vecoj,
a ekstrakt treSnje 851,84 puta vecoj u odnosu na Nistatin. Najmanja razlika u MIC-ama 90
ekstrakata i Nistatina na Candida-u albicans ATCC 24433 dokazana je za ekstrakt tresnje
(16973,79 puta veca koncentracija ekstrakta treSnje), dok je najveca razlika zabeleZena za
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ekstrakt visnje (135141,66 puta veca koncentracija ekstrakta visnje). MIC-e 90 Nistatina i
ekstrakata kupine, maline, treSnje, viSnje i aronije protiv gljivica, utvrdene dilucionom
metodom, su prikazane na grafiku 113.

Grafik 114. Poredenje MIC 80 Nistatina i ekstrakata odabranog vocéa porodice Rosaceae protiv
ispitivanih gljivica
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Ekstrakt kupine je na autohtoni soj Candida-e albicans delovao u MIC-i 80 313323 puta
vecoj, a ekstrakt tre$nje 9457 puta vecoj u odnosu na Nistatin. Najmanja razlika u MIC-ama
80 ekstrakata i Nistatina na Candida-u albicans ATCC 24433 dokazana je za ekstrakt tresnje
(2401631 puta veéa koncentracija ekstrakta tresnje), dok je najveca razlika zabelezena za
ekstrakt maline (162860621 puta veca koncentracija ekstrakta maline). MIC-e 80 Nistatina i
ekstrakata kupine, maline, treSnje, viSnje i1 aronije protiv gljivica, utvrdene dilucionom
metodom, su prikazane na grafiku 114.
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I Antialgalno dejstvo

Difuzionom metodom nije zabelezena antialgalna aktivnost ispitivanih sokova i ekstrakata u
testiranim koncentracijama. Dilucionom metodom je dokazana antialgalna aktivnost
delotvornih sokova i ekstrakata. Kupina i sok maline su ispoljili dejstvo samo na Prototheca-
u zopfii. Kupina, tresnja, sok maline i ekstrakt aronije su ispoljili dejstvo na obe ispitivane
alge. Sok aronije ni pri ispitivanju dilucionom metodom nije bio aktivan protiv ispitivanih
Prototheca. Svi sokovi i ekstrakti su jace delovale na Prototheca-u zopfii, osim ekstrakta
aronije koji je jace delovao na Prototheca-u wickerhamii. O antialgalnom dejstvu plodova
ispitivanih biljaka na Prototheca-u wickerhamii i Prototheca-u zopfii nisu pronadeni
uporedivi podaci u dostupnoj literaturi. Rezultati antialgalne analize izvedene difuzionom
metodom su prikazani u Prilogu 5., a rezultati antialgalne analize izvedene dilucionom
metodom su prikazani u Prilogu 6.

Kupina

Ekstrakt i sok kupine su delovali na Prototheca-u wickerhamii u ve¢im koncentracijama u
odnosu na Prototheca-u zopfii. Jedini izuzetak su bile MIC-e 80 ekstrakta gde je jace dejstvo
ispoljeno na Prototheca-u zopfii.

Grafik 115. Dejstvo ekstrakta i soka kupine protiv algi ispitivano dilucionom metodom
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Ekstrakt je antialgalno dejstvo ispoljio u opsegu koncentracija od 6,69 i 7,88 mg/ml (MIC-e
80) do 12,93 i 10,4 mg/ml (Break point) na Prototheca-u wickerhamii i Prototheca-u zopfii,
respektivno. Sok je antialgalno dejstvo ispoljio u koncentracijama od 7,14 i 6,7 mg/ml (MIC-
e 80) do 13,82 i 12,96 mg/ml (Break point) na Prototheca-u wickerhamii i Prototheca-u
zopfii, respektivno. Rezultati ispitivanja osetljivosti algi, sprovedenog dilucionom metodom,
na ekstrakt i sok kupine su prikazani na grafiku 115.
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‘ Malina

Ekstrakt maline je ispoljio dejstvo samo na Prototheca-u wickerhamii, dok je sok delovao na
obe ispitivane Prototheca-e. Efektivne koncentracije soka na Prototheca-u wickerhamii su
iznosile 23,75 mg/ml (MIC 80) do 27,07 mg/ml (Break point).

Grafik 116. Dejstvo ekstrakta i soka maliine protiv algi ispitivano dilucionom metodom
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Sok je delovao u ve¢im koncentracijama na Prototheca-u wickerhamii u odnosu na
Prototheca-u zopfii. Efektivne koncentracije ekstrakta su bile u opsezima od 15,04 mg/ml
(MIC 80) do 19,84 mg/ml (Break point) na Prototheca-u wickerhamii. Opseg dejstvenih
koncentracija soka na Prototheca-u zopfii je bio od 10,47 mg/ml (MIC 80) do 16,37 mg/ml
(Break point), respektivno. Rezultati ispitivanja osetljivosti algi, sprovedenog dilucionom
metodom, na ekstrakt i sok maline su prikazani na grafiku 116.

‘ Tresnja

Ekstrakt i sok tresnje su u ve¢im koncentracijama delovali na Prototheca-u wickerhamii u
odnosu na Protoheca-u zopfii. Ekstrakt je antialgalno dejstvo ispoljio u opsegu koncentracija
od 9,92 i 6,26 mg/ml (MIC 80) do 15,75 i 12,52 mg/ml (Break point) na Prototheca-u
wickerhamii i Prototheca-u zopfii, respektivno.
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Grafik 117. Dejstvo ekstrakta i soka treSnje protiv algi ispitivano dilucionom metodom
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Sok je antialgalno dejstvo ispoljio u opsegu koncentracija od 15,04 i 10,47 mg/ml (MIC 80)
do 19,84 i 16,37 mg/ml (Break point) na Prototheca-u wickerhamii i Prototheca-u zopfii,
respektivno. Rezultati ispitivanja osetljivosti algi, sprovedenog dilucionom metodom, na
ekstrakt i sok tresnje su prikazani na grafiku 117.

Visnja

Ekstrakt i sok visnje su delovali jedino na Prototheca-u zopfii. Sok je iste efekte izazvao u
ve¢im koncentracijama za Break point, MBC-u i MIC-u 99, dok su MIC-e 90 i 80 bile
jednake za ekstrakt i sok. Delotvorne koncentracije ekstrakta su bile u opsegu od 10,47
mg/ml (MIC 80) do 16,36 mg/ml (Break point).

Grafik 118. Dejstvo ekstrakta i soka visnje protiv algi ispitivano dilucionom metodom
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Sok je delovao na Prototheca-u zopfii u koncentracijama od 10,47 mg/ml (MIC 80) do 16,37
mg/ml (Break point). Rezultati ispitivanja osetljivosti algi, sprovedenog dilucionom
metodom, na ekstrakt i sok visnje su prikazani na grafiku 118.

‘ Aronija

Antialgalno dejstvo je ispoljio samo ekstrakt aronije, dok je sok bio neaktivan na ispitivane
alge. Ekstrakt je jace delovao na Prototheca-u wickerhamii u odnosu na Prototheca-u zopfii.

Grafik 119. Dejstvo ekstrakta i soka aronije protiv algi ispitivano dilucionom metodom
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Antialgalne koncentracije ekstrakta aronije su bile u opsezima od 10,46 i 10,48 mg/ml (MIC
80) do 16,36 i 16,38 mg/ml (Break point) na Prototheca-u wickerhamii i Prototheca-u zopfii,
respektivno. Rezultati ispitivanja osetljivosti algi, sprovedenog dilucionom metodom, na
ekstrakt i sok aronije su prikazani na grafiku 119.

‘ Nistatin

U prethodnoj studiji antialgalnog dejstva plodova voca, Nistatin je koriSten u manjoj
koncentraciji (6,25ug/ml) u kojoj nije pokazao antialgalno dejstvo (186). Medutim, pri
povecéanju koncentracije u ovoj studiji, Nistatin je ispoljio antialgalno dejstvo na Prototheca-
u wickerchamii i Prototheca-u zopfii pri ispitivanju difuzionom i dilucionom metodom.

Difuziona

Nistatin je pri ispitivanju difuzionom metodom delovao antialgalno i na Prototheca-u
wickerchamii i na Prototheca-u zopfii. Jace dejstvo je ispoljio na Prototheca-u zopfii. MIC-e
80 Nistatina protiv algi, utvrdene difuzionom metodom, su prikazane na grafiku 120.
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Grafik 120. Dejstvo Nistatina protiv algi ispitivano difuzionom metodom

[mg/ml]

m MIC 80

Prototheca wickerhamii Protothecca zopffi

Za razliku od Nistatina, ni jedan od ispitivanih ekstrakata niti sokova nije ispoljio antialgalno
dejstvo pri ispitivanju difuzionom metodom u testiranim koncentracijama.

Diluciona

Kao i pri ispitivanju difuzionom metodom, Nistatin je, pri ispitivanju dilucionom metodom
ispoljio antialgalnu aktivnost na oba testirana soja. Jace dejstvo ispoljeno je na Prototheca-u
wickerhamii. Rezultati ispitivanja osetljivosti testiranih gljivica, sprovedenog dilucionom
metodom, na Nistatin su prikazani na grafiku 121.

Grafik 121. Dejstvo Nistatina protiv algi ispitivano dilucionom metodom
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Poredenje sa sokovima

Nistatin, sokovi kupine, maline i treSnje su ispoljili antifungalno dejstvo na oba soja
ispitivanih Prototeca, za razliku od soka visnje, koji je delovao samo na Prototeca-u zopfil, i
soka aronije, koji nije imao antialgalno dejstvo. Sokovi maline i tre$nje su na ispitivane alge
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delovali u istim koncentracijama. Sok visnje je delovao u istim koncentracijama kao sokovi
maline i visnje na Prototheca-u zopfii. Sokovi i Nistatin su delovali u ve¢im koncentracijama
na Prototheca-u wickerhamii u odnosu na Prototheca-u zopfii. Sok kupine je ja¢e delovao od
sokova maline i treSnje protiv Prototheca-e wickerhamii, a protiv Prototheca-e zopfii i od
soka visnje. Nistatin je ispoljio jace antialgalno dejstvo u odnosu na ispitivane sokove.

Grafik 122. Poredenje Break point koncentracija Nistatina i sokova odabranog vocéa porodice
Rosaceae na ispitivane alge
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Sok kupine je Break point Prototheca-e wickerhamii izazvao u 10,8 puta vecoj koncentraciji
u odnosu na Nistatin, dok su sokovi maline i tre$nje 15,5 puta. Break point Prototheca-e
zopfii za sok kupine je ispoljen pri koncentraciji 11 puta vecoj od koncentracije Nistatina,
dok je za sokove maline, tresnje i vi$nje ispoljen pri 14 puta vecoj koncentraciji. Break point
vrednosti Nistatina i sokova kupine, maline, tre$nje, viSnje i aronije protiv algi utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 122.

Grafik 123. Poredenje MBC Nistatina i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae na ispitivane

alge
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MBC soka kupine je bila 10,9 puta ve¢a, a MBC-e sokova maline i tre$nje 15,7 puta veée U
odnosu na MBC-u Nistatina na Prototheca-u wickerhamii. MBC soka kupine je bila 11,2
puta veca, a MBC-e sokova maline, tre$nje i viSnje su bile 14,2 puta veé¢e u odnosu na MBC-
u Nistatina na Prototheca-u zopfii. MBC-e Nistatina i sokova kupine, maline, tresnje, vi$nje i
aronije protiv algi utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 123.

Grafik 124. Poredenje MIC 99 Nistatina i sokova odabranog vocéa porodice Rosaceae na ispitivane

alge
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MIC 99 soka kupine je bila 11,92 puta veca, a MIC-e 99 sokova maline i treSnje 17,4 puta
vec¢e u odnosu na MIC-u 99 Nistatina na Prototheca-u wickerhamii. MIC 99 soka kupine je
bila 12,8 puta ve¢a, a MIC-e 99 sokova maline, treSnje i viSnje su bile 16,3 puta vece u
odnosu na MIC-u 99 Nistatina na Prototheca-u zopfii. MIC-e 99 Nistatina i sokova kupine,
maline, treSnje, viSnje i aronije protiv algi utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na
grafiku 124.

Grafik 125. Poredenje MIC 90 Nistatina i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae na ispitivane

alge
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MIC 90 soka kupine je bila 28,7 puta veca, a MIC-e 90 sokova maline 1 treSnje 50 puta vece
u odnosu na MIC-u 90 Nistatina na Prototheca-u wickerhamii. MIC 99 soka kupine je bila
46,9 puta veca, a MIC-e 90 sokova maline, treSnje 1 visnje su bile 65,9 puta vece u odnosu na
MIC-u 90 Nistatina na Prototheca-u zopfii. MIC-e 90 Nistatina i sokova kupine, maline,
treSnje, visnje i aronije protiv algi utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku
125.

Grafik 126. Poredenje MIC 80 Nistatina i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae na ispitivane
alge
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MIC 80 soka kupine je bila 76,5 puta veca, a MIC-e 80 sokova maline i treSnje 161,2 puta
vece u odnosu na MIC-u 80 Nistatina na Prototheca-u wickerhamii. MIC 80 soka kupine je
bila 198,8 puta veca, a MIC-e 80 sokova maline, tre$nje i visnje su bile 310,7 puta vece u
odnosu na MIC-u 80 Nistatina na Prototheca-u zopfii. MIC-e 80 Nistatina i sokova kupine,
maline, treSnje, viSnje i aronije protiv algi utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na
grafiku 126.

Poredenje sa ekstraktima

Nistatin i ekstrakti svog ispitivanog voca su delovali na Prototeca-u wickerhamii, dok su na
Prototeca-u zopfii delovali samo ekstrakti kupine, tre$nje i aronije. Najjace antialgalno
dejstvo na obe ispitivane vrste je imao ekstrakt kupine, a najslabije na Prototheca-u
wickerhamii ekstrakt aronije, dok je na Prototheca-u zopfii najslabije delovao ekstrakt
maline. Ekstrakti visnje i aronije su sve efekte na Prototheca-u zopfii izazvali u pribliznim
koncentracijama. Nistatin je ispoljio jace antialgalno dejstvo u odnosu na ispitivane
ekstrakte.
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Grafik 127. Poredenje Break point koncentracija Nistatina i ekstrakata odabranog vocéa porodice
Rosaceae na ispitivane alge
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Ekstrakt kupine je Break point Prototheca-e wickerhamii izazvao u 10,1 puta, a ekstrakt
aronije 12,8 puta vecoj koncentraciji u odnosu na Break point koncentraciju Nistatina. Break
point Prototheca-e zopfii je ispoljen pri koncentraciji ekstrakta kupine 8,9 puta, a ekstrakta
maline 23,16 puta vecoj koncentraciji od Break point koncentracije Nistatina. Break point
vrednosti Nistatina i ekstrakata kupine, maline, tre$nje, viSnje i aronije protiv algi utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 127.

Grafik 128. Poredenje MBC Nistatina i ekstrakata odabranog voéa porodice Rosaceae na
ispitivane alge
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MBC ekstrakta kupine je bila 10,2 puta, a ekstrakta aronije 12,9 puta ve¢a u odnosu na
MBC-u Nistatina na Prototheca-u wickerhamii. MBC ekstrakta kupine je bila 9 puta, a
ekstrakta maline 23,5 puta vec¢a u odnosu na MBC-u Nistatina na Prototheca-u zopfii. MBC-
e Nistatina i ekstrakata kupine, maline, treSnje, viSnje i aronije protiv algi utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 128.
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Grafik 129. Poredenje MIC 99 Nistatina i ekstrakata odabranog voéa porodice Rosaceae na
ispitivane alge
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MIC 99 ekstrakta kupine je bila 11,15 puta, a ekstrakta aronije 14,26 puta vec¢a u odnosu na
MIC-u 99 Nistatina na Prototheca-u wickerhamii. MIC 99 ekstrakta kupine je bila 10,47
puta, a ekstrakta maline 27,5 puta veca u odnosu na MIC-u 99 Nistatina na Prototheca-u
zopfii. MIC-e 99 Nistatina i ekstrakata kupine, maline, tre$nje, visnje i aronije protiv algi
utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 129.

Grafik 130. Poredenje MIC 90 Nistatina i ekstrakata odabranog voéa porodice Rosaceae na
ispitivane alge
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MIC 90 ekstrakta kupine je bila 26,9 puta, a ekstrakta aronije 37,87 puta ve¢a u odnosu na
MIC-u 90 Nistatina na Prototheca-u wickerhamii. MIC 90 ekstrakta kupine je bila 45,6 puta,
a ekstrakta maline 128 puta veéa u odnosu na MIC-u 90 Nistatina na Prototheca-u zopfii.
MIC-e 90 Nistatina i ekstrakata kupine, maline, treSnje, vi$nje i aronije protiv algi utvrdene
dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 130.
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Grafik 131. Poredenje MIC 80 Nistatina i ekstrakata odabranog voéa porodice Rosaceae na
ispitivane alge
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MIC 80 ekstrakta kupine je bila 71,7 puta, a ekstrakta aronije 112,11 puta ve¢a u odnosu na
MIC-u 80 Nistatina na Prototheca-u wickerhamii. MIC 80 ekstrakta kupine je bila 233,86
puta, a ekstrakta maline 704,86 puta veca u odnosu na MIC-u 80 Nistatina na Prototheca-u
zopfii. MIC-e 80 Nistatina i ekstrakata kupine, maline, tre$nje, viSnje i aronije protiv algi
utvrdene dilucionom metodom, su prikazane na grafiku 131.
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I Antivirusno dejstvo

Rezultati analize antivirusnog dejstva voca su iskazani kao efektivne koncentracije
ispitujucih uzoraka tj. koncentracije koje neutraliSu citopatogenu aktivnost virusa. Pored ovih
koncentracija, zabelezene su i doze ekstrakta i soka koje su toksi¢no delovale na same
MDBK ¢elije, kao i doze pri kojima je citopatogeni efekat virusa bio potpun tj. pri kojima
ispitujuce materije nisu imale antivirusni efekat.

Najslabije dejstvo na oba virusa imao je sok kupine, dok je na oba virusa najjace delovao
ekstrakt maline. Svi ispitivani sokovi i ekstrakti su delovali protiv RNK virusa (Bovine viral
diarrhea virus), dok na DNK virus (Bovine herpesvirus 1) nisu delovala dva soka. Ovo je
ekstrakt i sok aronije delovali protiv oba ispitivana virusa u istim koncentracijama tj. da su
bili jednako efikasni protiv oba ispitivana virusa. Rezultati antivirusne analize su prikazani u
Prilogu 9.

Toksi¢nost na MDBK éelije

Najmanje toksi¢ne za MDBK ¢elije tj. materije koje su toksi¢no delovale na MDBK ¢elije u
najvec¢im koncentracijama (100 mg/ml) bile su sok kupine i ekstrakt tresnje.

Grafik 132. Najmanje koncentracije ekstrakata i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae za

koje je dokazana citotoksicnost na MDBK Celije
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Najvecu toksi¢nost za MDBK ¢elije tj. materije koje su toksi¢no delovale na MDBK ¢elije u
najmanjim dozama (25 mg/ml) bile su: ekstrakt i sok aronije, sok tre$nje i ekstrakt vi$nje.
Rezultati ispitivanja toksi¢nosti sokova i ekstrakata kupine, maline, treSnje, viSnje 1 aronije
na MDBK ¢elije su prikazani na grafiku 132.
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‘ Dejstvo na DNK virus

Najjacu inhibiciju aktivnosti Bovine herpesvirus-a 1 su ispoljili ekstrakti maline i vi$nje, koji
su delovali u koncentracijama > 6,25 mg/ml.

Grafik 133. Najmanje koncentracije ekstrakata i sokova odabranog voéa porodice Rosaceae u
kojima je ispoljeno antivirusno dejstvo na Bovine herpesvirus 1
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Najslabije dejstvo protiv Bovine herpesvirus-a 1 je imao sok kupine, koji je delovao u
koncentracijama > 50 mg/ml. Sokovi maline i tre$nje nisu bili delotvorni protiv Bovine
herpesvirus-a 1 u u koncentracijama koje nisu bile toksi¢ne za kulturu ¢elija (< 50 mg/ml i <
25 mg/ml). Najmanje dejstvene koncentracije ekstrakata i sokova kupine, maline, tresnje,
vi$nje i aronije na Bovine herpesvirus 1 su prikazane na grafiku 133.

Kupina

Sok kupine je oba posmatrana efekta izazvao u veé¢im koncentracijama u odnosu na ekstrakt
tj. bio je manje toksiCan za MDBK c¢elije (= 100 mg/ml) i manje aktivan protiv Bovine
herpesvirus-a 1 (> 50 mg/ml) u odnosu na ekstrakt kupine (> 50 mg/ml i > 7,815 mg/ml,
respektivno). Rezultati ispitivanja toksi¢nosti na MDBK ¢elije i antivirusnog dejstva soka i
ekstrakta kupine na Bovine herpesvirus 1 su prikazani na grafiku 134.
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Grafik 134. Antivirusno dejstvo ekstrakta i soka kupine na Bovine herpesvirus 1
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Soka maline nije delovao protiv Bovine herpesvirus-a 1 u ispitivanim koncentracijama. Sok i
ekstrakt maline su bili jednako toksi¢ni na MDBK ¢éelije (> 50 mg/ml) tj. toksi¢no dejstvo na
MDBK ¢elije su ispoljili u jednakim koncentracijama.

Grafik 135. Antivirusno dejstvo ekstrakta i soka maline na Bovine herpesvirus 1
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Eventualni antivirsuni efekat soka maline na Bovine herpesvirus 1 je bio necitljiv, jer da
postoji bio bi ve¢i od koncentracije koja je imala citotoksi¢no dejstvo na Celije MDBK ¢elije,
pa ne bi bilo moguce utvrditi da li je citotoksi¢nost potekla od soka maline ili ispitivanog
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virusa. Ekstrakt maline je antivirusni efekat ispoljio u koncentracijama manjim od najnize
citotoksi¢ne koncentracije (6,25 mg/ml). Rezultati ispitivanja toksi¢nosti na MDBK ¢elije i
antivirusnog dejstva soka i ekstrakta maline na Bovine herpesvirus 1 su prikazani na grafiku
135.

TreSnja

Sok tre$nje nije delovao protiv Bovine herpesvirus-a 1 u ispitivanim koncentracijama manjim
od citotoksi¢ne koncentracije na MDBK celije. Toksi¢ni efekat ekstrakta tresnje na MDBK
¢elije je nastao pri vecim koncentracijama (> 100 mg/ml) u odnosu na citotoksi¢ne

.....

Grafik 136. Antivirusno dejstvo ekstrakta i soka treSnje na Bovine herpesvirus 1
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Ekstrakt tresnje je ispoljio dejstvo protiv Bovine herpesvirus-a 1 u koncentracijama manjim
od citotoksi¢nih za MDBK ¢elije (> 25 mg/ml). Rezultati ispitivanja toksi¢nosti na MDBK
Celije i antivirusnog dejstva soka i ekstrakta tre$nje na Bovine herpesvirus 1 su prikazani na
grafiku 136.

Visnja

Sok visnje je oba posmatrana efekta izazvao u ve¢im koncentracijama u odnosu na ekstrakt
tj. bio je manje toksican na MDBK c¢elije (sok > 50 mg/ml, ekstrakt > 25 mg/ml) i manje
efikasan protiv Bovine herpesvirus-a 1 (sok > 12,5 mg/ml, ekstrakt > 6,25 mg/ml). Rezultati
ispitivanja toksi¢nosti na MDBK ¢elije 1 antivirusnog dejstva soka i ekstrakta viSnje na
Bovine herpesvirus 1 su prikazani na grafiku 137.
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Grafik 137. Antivirusno dejstvo ekstrakta i viSnje na Bovine herpesvirus 1
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Ekstrakt i sok aronije su oba posmatrana efekta izazvali u istim koncentracijama tj. bili su
jednako toksi¢ni za MDBK ¢elije (> 25 mg/ml) i jednako efikasni protiv Bovine herpesvirus-
a 1 (= 12,5 mg/ml). Rezultati ispitivanja toksi¢nosti na MDBK ¢elije 1 antivirusnog dejstva
soka i ekstrakta aronije na Bovine herpesvirus 1 su prikazani na grafiku 138.

Grafik 138. Antivirusno dejstvo ekstrakta i soka aronije na Bovine herpesvirus 1
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Najjacu inhibiciju aktivnosti Bovine viral diarrhea virus-a ispoljio je ekstrakt maline, koji je

delovao inhibitorno u koncentracijama > 6,25 mg/ml.

Grafik 139. Najmanje koncentracije ekstrakata i sokova odabranog vocéa porodice Rosaceae pri

kojima je ispoljeno dejstvo na Bovine viral diarrhea virus
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Najslabije dejstvo protiv Bovine viral diarrhea virus-a je ispoljio sok kupine, koji je delovao
u koncentracijama > 50 mg/ml. Svi sokovi i ekstrakti su delovali protiv Bovine viral diarrhea
virus-a u ispitivanim koncentracijama. Najmanje dejstvene koncentracije ekstrakata i sokova
kupine, maline, tre$nje, viSnje i aronije na Bovine viral diarrhea virus su prikazane na

grafiku 139.

Kupina

Sok kupine je oba posmatrana efekta izazvao u ve¢im koncentracijama u odnosu na ekstrakt
tj. bio je manje toksi¢an na MDBK ¢elije (> 100 mg/ml) i manje efikasan protiv Bovine viral
diarrhea virus-a (> 50 mg/ml) u odnosu na ekstrakt (> 50 mg/ml i > 12,5 mg/ml,
respektivno). Rezultati ispitivanja toksi¢nosti na MDBK ¢elije i antivirusnog dejstva soka i
ekstrakta kupine na Bovine viral diarrhea virus su prikazani na grafiku 140.
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Grafik 140. Antivirusno dejstvo ekstrakta i soka kupine na Bovine viral diarrhea virus
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Sok 1 ekstrakt maline su toksi¢no delovali na MDBK ¢elije u istim koncentracama (> 50
mg/ml) tj. bili su jednako toksi¢ni za MDBK ¢elije. Medutim, bile su potrebne vece
koncentracije soka (> 25 mg/ml) u odnosu na ekstrakt maline (> 6,25 mg/ml) za inhibiciju
aktivnosti Bovine viral diarrhea virus-a tj. sok je bio manje efikasan protiv Bovine viral
diarrhea virus-a. Rezultati ispitivanja toksi¢nosti na MDBK ¢elije i antivirusnog dejstva soka
i ekstrakta maline na Bovine viral diarrhea virus su prikazani na grafiku 141.

Grafik 141. Antivirusno dejstvo ekstrakta i soka maline na Bovine viral diarrhea virus
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TreSnja

Ekstrakt tre$nje je oba posmatrana efekta izazvao u ve¢im koncentracijama u odnosu na sok
tj. bio je manje toksican za MDBK ¢elije (ekstrakt > 100 mg/ml, sok 25 mg/ml) i manje
efikasan protiv Bovine viral diarrhea virus-a (ekstrakt > 25 mg/ml, sok > 12,5 mg/ml).
Rezultati ispitivanja toksi¢nosti na MDBK ¢elije i antivirusnog dejstva soka i ekstrakta
treSnje na Bovine viral diarrhea virus su prikazani na grafiku 142.

Grafik 142. Antivirusno dejstvo ekstrakta i soka treSnje na Bovine viral diarrhea virus
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Sok visnje je oba posmatrana efekta izazvao u ve¢im koncentracijama u odnosu na ekstrakt
tj. bio je manje toksican za MDBK c¢elije (sok 50 mg/ml, ekstrakt > 25 mg/ml) i manje
efikasan protiv Bovine viral diarrhea virus-a (sok > 25 mg/ml, ekstrakt > 12,5 mg/ml).
Rezultati ispitivanja toksi¢nosti na MDBK ¢elije i antivirusnog dejstva soka i ekstrakta viSnje
na Bovine viral diarrhea virus su prikazani na grafiku 143.
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Grafik 143. Antivirusno dejstvo ekstrakta i soka viSnje na Bovine viral diarrhea virus
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Aronija

Kao i kod DNK virusa, ekstrakt i sok aronije su oba posmatrana efekta izazvali u istim
koncentracijama tj. bili su jednako toksi¢ni za MDBK ¢elije (> 25 mg/ml) i jednako efikasni
protiv Bovine viral diarrhea virus-a (> 12,5 mg/ml). Rezultati ispitivanja toksi¢nosti na
MDBK ¢elije i antivirusnog dejstva soka i ekstrakta aronije na Bovine viral diarrhea virus su

prikazani na grafiku 144.

Grafik 144. Antivirusno dejstvo ekstrakta i soka aronije na Bovine viral diarrhea virus
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lako je poznato antivirusno dejstvo plodova Rubus idaeus na coxsackievirus B1 i influenza A
virus (134), podsticajno dejstvo plodova Rubus fruticosus i Prunus cerasus na produkciju
virusa pticijeg gripa (187), o antivirusnom dejstvu Prunus avium-a i Aronia prunifolia-e, kao
ni o dejstvu bilo koje od ovih biljaka protiv Bovine herpesvirus-a 1 ili Bovine viral diarrhea
virus-a nisu pronadeni podaci u dostupnoj literaturi.

Poredenje antimikrobnih dejstava

U cilju poredenja rezultata, opsezi efektivnih koncentracija (Break point, MBC, MIC 99,
MIC 90 i MIC 80) utvrdeni dilucionom metodom su svedeni na srednju vrednost. Na osnovu
tih vrednosti, rezultata difuzione metode i analize antivirusnog dejstva (u okviru koje je
ispitano dejstvo na MDBK ¢elije) sprovedeno je poredenje: antimikrobne efektivnosti sokova
I ekstrakata, rezultata dobijenih difuzionom i dilucionom metodom, srednjih vrednosti
rezultata utvrdenih dilucionom metodom 1 njihovo poredenje sa odgovarajuéim
antimikrobikom. Tabela poredenja antimikrobnog dejstva ekstrakata i sokova je prikazana u
Prilogu 10., a tabela srednjih vrednosti rezultata analize antimikrobnog dejstva
(antibakterijskog, antiungalnog i antialgalnog izvedenog dilucionom metodom i antivirusnog
i dejstva na MDBK ¢elije) ekstrakata, sokova, antibiotika i antimikotika u Prilogu 11.

U vecini slucajeva je antimikrobna neaktivnost (najcesée sokova) dokazana difuzionom
metodom, bila opovrgnuta rezultatima dilucione metode, koji pokazuju antimikrobno dejstvo
ispitivanog ekstrakta ili soka na testirani mikroorganizam. Veca preciznost dilucione metode
mogla bi biti objasnjenje ovakvih rezultata (188). Te¢ni medijum (diluciona metoda) u
odnosu na polucvrsti (difuziona metoda) omoguéava slobodnije kretanje i laksi kontakt
ispitivane supstance i mikroorganizma. Stoga, svaki izostanak antimikrobnog dejstva
dokazan difuzionom metodom i potvrden dilucionom znacio bi nesposobnost te materije da
deluje na testirani mikroorganizam.

Difuzionom i/ili dilucionom i analizom CPE utvrdeno je da su ispitivani ekstrakti bili
delotvorniji protiv vecine testiranih mikroorganizama i MDBK ¢elija. Prema rezultatima
ispitivanja sprovedenog dilucionom metodom i analizom CPE, sokovi maline protiv
autohtonog soja Rhodococcus-a equi i obe sorte Prototheca-e, tresnje protiv Rhodococcus-a
equi ATCC 6939, Trueperella-e pyogenes i na MDBK c¢elije i vi$nje protiv referentnog i
autohtonog soja Staphylococcus aureus-a, Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 i
Pseudomonas aeruginosa-e ATCC 10145 su imali superiornije dejstvo u odnosu na ekstrakt.
Po rezultatima difuzione metode superiornije dejstvo soka u odnosu na ekstrakt imala je
vi$nja protiv Staphylococcus aureus-a 11632 i referentnog soja Rhodococcus-a equi. Jednako
dejstvo sokova i ekstrakata dokazano je, dilucionom metodom, za: kupinu protiv
Rhodococcus-a equi ATCC 6939 i Candida-e albicans, maline na MDBK ¢elije i aronije
protiv Arcanobacterium haemolyticum, oba ispitivana virusa na MDBK ¢elije i vi$nju protiv
Prototheca-e zopfii (MIC-e 80 i 90). Izostanak antimikrobnog dejstva i ekstrakta i soka, po
rezultatima difuzione metode, utvrden je za: treSnju protiv Streptococcus-a agalactiae i svih
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biljaka protiv ispitivanih gljivica i algi, osim ekstrakta maline na Candida-u albicans ATCC
24433. lzostanak antimikrobnog dejstva i ekstrakta i soka, prema rezultatima dilucione
metode, potvrden je za: malinu, vi$nju i aroniju protiv autohtonog soja Candida-e albicans i
vis$nju protiv Prototheca-e wickerhamii. Najveca razlika u dejstvu ekstrakta i soka uocena je
za dejstvo maline protiv Escherichia-e coli, gde je prose¢na vrednost rezultata dilucione
analize soka bila 48 puta ve¢a u odnosu na istu ekstrakta. Prema prose¢nim vrednostima
rezultata analize antimikrobnog dejstva sprovedene dilucionom metodom, ekstrakt kupine je
bio najdelotvorniji protiv najveceg broja odnosno devet mikroorganizama. Ovi
mikroorganizmi uklju¢uju: Staphylococcus aureus-a ATCC 11632, oba soja Rhodococcus-a
equi, Trueperella-e pyogenes, Arcanobacterium haemolyticum-a, Enterococcus-a faecalis i
Pseudomonas aeruginosa-e ATCC 10145, obe Prototheca-u wickerhamii i Prototheca-u
zopfii. Kako su sokovi kupine i maline imali isti prose¢nu vrednost rezultata antibakterijskog
dejstva kao ekstrakt kupine, oni su takode bili najdelotvorniji protiv Rhodococcus equi i
Enterococcus-a faecalis, respektivno. Ekstrakt maline je bio najaktivniji protiv Sest bakterija
(Salmonella-e  Enteritidis, Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas
aeruginosa-e, Escherichia-e coli, Klebsiella pneumonia-e i Acinetobacter-a Iwoffi) i oba
virusa, a ekstrakt aronije protiv dve bakterije (Staphylococcus aureus-a i Streptococcus-a
sokovi aronije i treSnje 1 ekstrakt viSnje. Ekstrakt treSnje je bio najaktivniji protiv oba soja
Candida-e albicans. Neaktivan ili najslabije aktivan (aktivan u najvecoj koncentraciji) bio je
sok tresnje. On je imao najslabije dejstvo protiv jedanaest mikroorganizama (Staphylococcus
aureus-a ATCC 11632, Rhodococcus-a equi, Rhodococcus-a equi ATCC 6939,
Arcanobacterium haemolyticum-a, Salmonella-e Enteritidis, Salmonella-e Typhimurium
ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa-e, Pseudomonas aeruginosa-e ATCC 10145,
Acinetobacter-a Iwoffi, Candida-e albicans i Bovine herpesvirus-a 1. Prose¢ne vrednosti
antimikrobnog i dejstva na MDBK ¢elije su bile u opsegu od 0,71 mg/ml do 100 mg/ml.

Ispitivani ekstrakti i sokovi imali jace antibakterijsko dejstvo na autohtoni soj Rhodococcus-a
equi i Trueperella-u pyogenes u odnosu na Streptomicin. Ekstrakt kupine je bio delotvorniji
od Streptomicina protiv svih ispitivanih gram-pozitivnih bakterija. Pored toga na:
Staphylococcus aureus-a jace od antibiotika je delovao ekstrakt aronije, Staphylococcus
aureus-a ATCC ekstrakt aronije i sokovi kupine i vi$nje, Rhodococcus equi ATCC 6939
ekstrakti maline i aronije i sok kupine, Arcanobacterium haemolyticum ekstrakt vi$nje i sok
kupine, Streptococcus agalactiae ekstrakti svih ispitivanih biljaka, Enterococcus faecalis
ekstrakti maline i viSnje i sok maline, a protiv Escherichia-e coli ekstrakt maline.
Najsuperiornije dejstvo u odnosu na Streptomicin uoceno je za sok i ekstrakt kupine protiv
autohtonog soja Rhodococcus-a equi. Prosecne vrednosti rezultata antibakterijske analize
sprovedene dilucionom metodom ekstrakta i soka kupine su bile 15,21 puta manje od
Streptomicina. Medutim, ni protiv jednog od mikroorganizama ispitivani ekstrakti 1 sokovi
nisu imali jace antimikrobno dejstvo u odnosu na Nistatin.
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Povezanost hemijskih supstanci i antimikrobnog dejstva

Kako bi se utvrdila korelacijaizmedu hemijskih supstanci i antimikrobnog dejstva na
odredeni mikroorganizam, izvrSena je regresiona analiza. Na osnovu regresione analize
utvrdeno je koja od supstanci je bila najvise povezana sa antimikrobnim dejstvom na testirani
mikroorganizam. Rezultati su izrazeni kao koeficijent determinacije (R?), odnosno postotak u
kojem je varijacija jedne pojave povezana sa drugom promenljivom. U istrazivanju
sprovedenom u okviru ove disertacije, koeficijent determinacije govori u kojem procentu je
odredena supstanca u korelaciji sa ispitanim antimikrobnim delovanjem. Pored supstanci
odredivanih u okviru ove disertacije i druge supstance iz plodova, mogu imati udela u
njihovim antimikrobnim aktivnostima (npr. elagotanini (189)).

Dejstvo ispitivanin sokova i ekstrakata protiv najvise ispitivanih mikroorganizama, Sest
bakterija (referentni soj Rhodococcus equi, Arcanobacterium haemolyticum, Salmonella-u
Typhimurium ATCC 14028, oba soja Pseudomonas aeruginosa-e i Acinetobacter Iwoffii) je
bilo u najvecoj meri povezano sa kumarinskom kiselinom. Ferulna Kkiselina je bila
najpovezanija sa antimikrobnim dejstavom plodova na ¢etiri mikroorganizma (na ispitivane
viruse, referentni soj Candida-e albicans i Prototheca-u zopfii), kao i sa toksi¢no$¢u na
MDBK ¢elije. Galna kiselina je bila najpovezanija sa dejstvom plodova protiv tri bakterije
(autohtonog soja Rhodococcus-a equi, Trueperella-e pyogenes i Klebsiella-e pneumoniae), a
katehin protiv dve bakterije tj. oba soja Staphylococcus aureus-a. Ostale supstance (rutin,
antocijani, krisin, epikatehin, kvercetin i gentisinska kiselina) su bile najpovezanije sa
antimikrobnim dejstvima na po jedan mikroorganizam (Streptococcus agalactiae,
Enterococcus faecalis, Salmonella-u Enteritidis, Escherichia-u coli, autohtoni soj Candida-e
albicans i Prototheca-u wickerhamii, respektivno). Najvecu povezanost sa antimikrobnim
dejstvom plodova su imali antocijani na Enterococcus faecalis (71,94%).

Najmanje procente povezanosti sa antimikrobnim delovanjem plodova su imale: hlorogenska
kiselina na pet ispitivanih mikroorganizama (Trueperella-u pyogenes, Arcanobacterium
haemolyticum, autohtoni i referentni soj Pseudomonas aeruginosa-e i Acinetobacter Iwoffii),
kempferol na Cetiri mikroorganizma (autohtoni soj Staphylococcus aureus-a, Streptococcus
agalactiae, Enterococcus faecalis i Bovine herpesvirus), kumarinska Kkiselina na dva
mikroorganizma (Klebsiella-u pneumoniae i Bovine viral diarrhea virus), siringinska kiselina
takode na dva (referentni soj Staphylococcus aureus-a i Salmonella-u Enteritidis), kao i
vitamin C (referentni soj Rhodococcus-a equi i Prototheca-u wickerhamii). Dok su najmanje
povezani sa po jednom antimikrobnom aktivnosti bili: vanilinska kiselina (na autohtoni soj
Rhodococcus-a equi), epikatehin (na Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028), katehin (na
Escherichia-u coli), rutin (na Candida albicans), krisin (na referentni soj Candida-e
albicans) i elaginska kiselina (na Prototheca-u zopfii). Sa toksi¢nim dejstvom na MDBK
¢elije skoro uopste nije bila povezana p-hidroksibenzoeva kiselina. Rezultati regresione
analize su prikazani u Prilogu 10.
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Antibakterijsko dejstvo

Prema rezultatima regresione analize rezultata sa antibakterijskim dejstvom na
Staphylococcus aureus autohtoni i ATCC 11632 soj je u najvecoj meri bio u korelaciji sa
sadrzajem  Kkatehina (34,76% i 42,78%). Ovakav rezultat je u skladu sa rezultatima
istrazivanja sprovedenih od strane Van der Watt i sar. za autohtoni soj i Rauha i sar.,
Rodriguez VVaquero i sar. i Taguri i sar. u okviru kojih je ustanovljeno dejstvo Cistog katehina
na referentne sojeve Staphylococcus aureus-a (173,190-192). Nasuprot pomenutim
istrazivanjima Cueva i sar., Rodriguez Vaquero i sar., Kayser i Kolodziej, Park i sar.,
Martens i sar. i Mandalari i sar u okviru sprovedenih studija nisu ustanovli antimikrobni
efekat katehina na referentne sojeve iste bakterije: (191,193-197). Van der Watt i sar.
navode da se antimikrobni efekat katehina zasniva na direktnim ostecenjima celijske
membranu (190). Medutim, precizan opis mehanizma dejstva Cistog katehina na celijsku
membranu ove bakterije nije opisan u dostupnoj literaturi.

Sa antibakterijskim dejstvom na autohtoni soj Rhodococcus-a equi je u najveéoj meri bila
povezana galna kiselina (38,67%), dok je sa dejstvom na ATCC 6939 soj bila kumarinska
kiselina (54%). Razlike u rezultatima poti¢u najverovatnije od razlika u senzitivnosti dva
razlicita soja iste vrste. O dejstvu ¢istih supstanci, kao ni o njihovom mehanizmu dejstva na
ovu bakteriju nisu pronadeni podaci u dostupnoj literaturi.

Sa antibakterijskim dejstvom plodova na Trueperella-u pyogenes u najvecoj meri je bila
povezana galna kiselina (69,1%). O dejstvu Ciste supstance, kao ni o njenom mehanizmu
dejstva na ovu bakteriju nisu pronadeni podaci u dostupnoj literaturi.

Antibakterijsko dejstvo plodova na Arcanobacterium haemolyticum je u najveéem procentu
(51,4%) bilo povezano sa kumarinskom kiselinom. O dejstvu Ciste supstance, kao ni o
njenom mehanizmu dejstva na ovu bakteriju nisu pronadeni podaci u dostupnoj literaturi.

Rutin je 30,7% bio povezan sa antibakterijskim dejstvom plodova na Streptococcus
agalactiae. Ovo otkrice nije u skladu sa rezultatima Alves i sar., koji tvrde da Cist rutin nema
aktivnost protiv Streptococcus-a agalactiae (198). Razlike u rezultatima najverovatnije
poticu od razlika u senzitivnosti sojeva. Tatan mehanizam dejstva rutina na ovu baktiju nije
opisan u dostupnoj literaturi.

Sa dejtvom plodova protiv Enterococcus faecalis-a su u najvecoj meri bili povezani
antocijani, ¢ak 72%. Kako su antocijani veoma nestabilne hemijske supstance, tesko ih je
ispitivati u Cistom stanju. Stoga, o dejstvu Cistih supstanci, kao ni o njihovom mehanizmu
dejstva na ovu bakteriju nisu pronadeni podaci u dostupnoj literaturi.

Krisin je 47% bio povezan sa antibakterijskim dejstvom plodova na Salmonella-u Enteritidis.
Medutim, o dejstvu Ciste supstance, kao ni o njenom mehanizmu dejstva na ovu bakteriju
nisu pronadeni podaci u dostupnoj literaturi.
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Komponenta koja je u najvecoj meri (66,1%) bila povezana sa antibakterijskim dejstvom na
Salmonella-u Typhimurium ATCC 14028 je kumarinska Kiselina. Pupponen-Pimia i sar. su
potvrdili rezultate dobijene u okviru ove disertacije, ispitivanjem dejstva Ciste kumarinske
kiseline na Salmonella-u Typhimurium, dok Korukluoglu i sar. tvrde da Cista kumarinska
kiselina nema antibakterijsku aktivnost na Salmonella-u Typhimurium (166,199). Razlike u
rezultatima najverovatnije poti¢u od razlika u senzitivnosti sojeva. Puponen-Pimia i sar.
predlazu da je moguéi mehanizam dejstva kiselina na Salmonella-e slabljenje ¢elijskog zida
ove bakterije (166), kao $to je dokazano za galnu kiselinu u studiji navedenih autora (183).

Kumarinska kiselina je, takode, u najve¢oj meri bila povezana sa dejstvima na autohtoni i
referentni soj Pseudomonas aeruginosa-e (59,1% i 56,1% respektivno). Ovakav rezultat je u
suprotnosti sa rezultatom Korukluoglu i sar. koji tvrde da ne postoji antibakterijska aktivnost
kumarinske Kkiseline na Pseudomonas aeruginosa-u (199). Razlike u rezultatima
najverovatnije poticu od razlika u senzitivnosti sojeva. Mehanizam dejstva na ovu bakterijsku
vrstu joS uvek nije opisan u dostupnoj literaturi.

Sa dejstvom plodova protiv Escherichia-e coli je, prema rezultatima regresione analize, u
najvecoj meri bio povezan epikatehin (49%). Medutim, Binutu i Cordell, Park i sar. i Martins
i sar. nisu pronasli antibakterijsku aktivnost Cistog epikatehina na Escherichia-u coli
(196,197,200). Ovakvo neslaganje najverovatnije potice od velikog broja razlicitih sojeva
vrste Esherichia-e coli i jo$ vee raznovrsnosti u rezistenciji pripadnika ove vrste na
antibakterijske supstance. Mehanizam dejstva Cistog epikatehina na ovu bakterijsku vrstu jos
uvek nije opisan u dostupnoj literaturi.

Dejstvo plodova protiv Klebsiella-e pneumoniae je, prema rezultatima regresione analize
sprovedene u okviru ove disertacije, u najvecoj meri bilo povezano sa galnom kiselinom
(20,9%). Rezultati istrazivanja sprovedenog u okviru ove disertacije su potvrdeni od strane
Ozcelik i sar., Rodriguez Vaquero i sar., Kayser i Kolodziej i Naz i sar., koji su dokazali
dejstvo Ciste galne kiseline na Klebsiella-u pneumoniae (191,194,201,202). Mehanizm
dejstva Ciste galne kiseline na ovu bakterijsku vrstu jo§ uvek nije opisan u dostupnoj
literaturi. Medutim, prema nalazima Rodriguez Vaquero i sar. galna kiselina je jace delovala
od protokatehinske, $to je u skladu sa rezultatima ove disertacije, u kojima je protokatehinska
kiselina bila druga po povezanosti sa antibakterijskim dejstvom na Klebsiella-u pneumoniae
(16,08%). Kako se ove dve kiseline razlikuju samo u jednoj hidroksilnoj grupi, potvrduje sa
zakljucak Rodriguez Vaquero i sar. da je ta hidroksilna grupa bitna za antibakterijsko dejstvo
na ovu bakteriju (191). Jedno od objasnjenja antibakterijskog dejstva galne kiseline su dali
Naz i sar. Ova grupa naucnika smatra da galna kiselina ima strukturu sli¢nu micelarnoj, zbog
Cega se ocekuje da ona deluje kao surfaktant na bakterije (202).

Kumarinska kiselina je u najvecoj meri bila povezana sa dejstvom plodova protiv
Acinetobacter-a Iwoffii (62,79%). U dostupnoj literaturi nisu pronadeni uporedivi podaci 0
dejstvu niti 0 mehanizmu dejstva Ciste kumarinske kiseline na ovu bakteriju.
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Antifungalno

Najpovezaniji sa antifungalnim dejstvom ispitivanih sokova i ekstrakata na autohtoni soj
Candida-e albicans bio je kvercetin (12,5%), dok je sa dejstvom na referentni soj bila ferulna
kiselina (32%). Dejstvo kvercetina na Candida-u albicans su potvrdili Ozcelik i sar., dok
Gatto i sar. 1 Rauha i sar. tvrde da ne postoji aktivnost ove supstance protiv referentnog i
autohtonog soja Candida-e albicans (173,201,203). Razlike u rezultatima, najverovatnije
poticu od razlika u senzitivnosti sojeva. Panizzi i sar. i Zemek i sar. su potvrdili dejstvo
ferulne kiseline na Candida-u albicans (204,205). Mehanizam dejstva Cistih supstanci protiv
Candida-e albicans nije poznat. Medutim Rauha i sar. tvrde da Cist flavon ima antifungalno
dejstvo na ovu gljivicu, dok povecanje broja hidroksilnih grupa smanjuje ovo dejstvo (173).
Rezultati ove disertacije ne potkrepljuju ove tvrdnje, jer je sa antifungalnim dejstvom na
autohtoni soj Candida-e albicans najpovezaniji bio kvercetin, koji sadrzi ¢ak pet hidroksilnih

grupa.
Antialgalno

Gentisinska Kiselina je bila najpovezanija sa antialgalnim dejstvom plodova na Prototheca-u
wickerhamii (39%), dok je ferulna kiselina bila najpovezanija sa dejstvom na Prototheca-u
zopfii (39,2%). O dejstvu Cistih supstanci, kao ni o njihovim mehanizmima dejstava na ove
alge nisu pronadeni podaci u dostupnoj literaturi.

Antivirusno

Iako se radi o dva razli¢ita virusa, jedan DNK (Bovine herpesvirus), a drugi RNK (Bovine
viral diarrhea virus) i toksi¢nosti na MDBK ¢elije, rezultati regresione analize pokazuju da
su sva tri dejstva bila najpovezanija sa ferulnom kiselinom (43,04%, 33,67% i 31,6%). O
dejstvu Ciste supstance, kao ni o njenim mehanizmima dejstava na ove viruse i MDBK C¢elije
nisu pronadeni podaci u dostupnoj literaturi.

Pretpostavljeni mehanizmi dejstava

Opstu antimikrobnu aktivnost fenolnih jedinjenja Naz i sar. su objasnili mehanizmima koji
ukljucuju: inhibiciju enzima od strane oksidovanih jedinjenja, verovatno kroz reakciju sa
sulfhidrilnim grupama ili kroz nespecificne interakcije sa proteinima. Ove inhibicije po
rezultatima dobijenim u istrazivanju navedenih autora, dovode do inaktivacije proteina i
gubitka njihovih funkcija. Potencijalne mete fenola u mikrobioloskoj c¢eliji su: povrSinski
izlozeni adhezini, polipeptidi celijskog zida i enzimi vezani za membrane. Fenoli mogu
delovati i tako $to ometaju dostupnost supstrata mikroorganizmima (202).

Antimikrobna aktivnost komponenti najzasluznijih za antimikrobno dejstvo ispitivanih
plodova, prema rezultatima dobijenim u okviru ove disertacije opisana je u nekoliko radova,
bilo kao pretpostavljen mehanizam dejstva ili kao dokazani nacin delovanja. Verovatno je da
opisani ili sliéni mehanizmi dejstava vaZe 1 na mikroorganizme ispitivane u okviru ove
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disertacije. O mehanizmima antimikrobnih dejstava ostalih ¢istih supstanci nisu pronadeni
odgovarajuci podaci u dostupnoj literaturi.

Prema Ikigai i sar. baktericidna aktivnost katchina je jaca na Gram-pozitivne bakterije u
odnosu na Gram-negativne. Ovo se pripisuje funkcionalnoj barijeri prisutnoj na spoljnoj
membrani Gram-negativnih bakterija, koje imaju jo$ jednu spoljasnju membranu smeStenu
eksterno od citoplazmaticne membrane. Time se formira ¢vrsta difuziona barijera protiv
hidrofobnih 1 hidrofilnih jedinjenja velike veli¢ine (Mr> 600). Katehini delovanjem na
membranu, menjaju njen fluiditet, morfologiju i smanjuju fluks tiouree i cikloleucina.
Poboljsanje imunskog odgovora je uzrokovano dejstvom katehina na plazma membranu
ciljne ¢elije, Sto je Cini uocljivijom za odbrambeni sistem jedinke (206).

Galna i ferulna kiselina su po ispitivanjima Borges i sar. dovele do: nepovratnih promena u
svojstvima membrana ispitivanih  bakterija (naelektrisanja, intra i ekstracelijske
permeabilnosti 1 fizicko-hemijskih osobina) putem hidrofobnih promena, smanjenja
negativnog povrsinskog napona i pojave lokalnih ruptura ili formiranja pora u celijskim
membranama sa posledi¢nim curenjem esencijalnih intracelularnih sastojaka (117). Nohynek
i sar. su dokazali da je galna kiselina efikasno povecala propustljivost ¢elija testiranih sojeva
Salmonella-e (183).

Rezultati Lou i sar. pokazuju da p-kumarinska kiselina ima dvostruke mehanizme
baktericidne aktivnosti: poremecaj bakterijskih ¢elijskin membrana i vezivanje za bakterijski
genomski DNK radi inhibiranja ¢elijskih funkcija, $to dovodi do smrti celije. p-Kumarska
kiselina zna¢ajno povecava propustljivost spoljne i plazma membrane, $to rezultira gubitkom
barijere izmedu bakterijske celije 1 spoljne sredine i posledicnim otpustanjem
citoplazmatskog sadrzaja. Takode je pronadeno da se p-kumarinska kiselina moze vezati za
fosfatni anjon u dvostrukom heliksu DNK 1 interkalirati zleb u dvostrukoj spirali DNK, Sto
moze uticati na replikaciju, transkripciju i ekspresiju gena (207).

Lacombe i sar. su dokazali da izlaganje mikroorganizama antocijanima dovodi do
lokalizovane dezintegracije, nepravilnosti u spoljasnjem delu membrane i curenja
citoplazme. Citoplazma se koaguliSe i agregira duz celijske membrane. Lokalizovano
oSte¢enje spoljasnje membrane izazvano antocijanima indikativno je za dalju specifi¢nu
interakciju sa imunskim sistemom (208).
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Zakljuéak

Na osnovu rezultata dobijenih u okviru ove doktorske disertacije, izvedeni su zakljucci
navedeni u slede¢em tekstu.

Hemijski sastav

Na osnovu rezultata HPLC analize, moze se zakljuciti da su svi ekstrakti i sokovi sadrzali
polifenolna jedinjenja i vitamin C. Od svih ispitivanih supstanci, samo su antocijani, katehin,
galna kiselina i vitamin C bili prisutni u svim ispitivanim sokovima i ekstraktima. Ekstrakti
su sadrzali vecu ukupnu koli¢inu ispitivanih supstanci u odnosu na sokove plodova testiranih
biljaka, osim ploda tresnje, ¢iji sok je sadrzao veéu ukupnu koli¢inu ispitivanih supstanci u
odnosu na ekstrakt. Najve¢u ukupnu koli¢inu ispitivanih materija sadrzao je ekstrakt kupine
(3965,56 mg/ml), a najmanju ekstrakt tresnje (161,44 mg/ml). Antocijani, Kkatehin,
protokatehinska, p-hidroksibenzoeva i hlorogenska kiselina su u najvecoj meri bili prisutni u
ekstraktima. Antocijani, katehin, hlorogenska kiselina, epikatehin i kempferol (koji je bio
prisutan samo u malini i vi$nji) su bili najzastupljeniji medu sokovima.

Antimikrobno dejstvo

Na osnovu difuzione, dilucione i analize CPE, moze se zakljuciti da ekstrakti i sokovi
odabranog voca porodice Rosaceae imaju antibakterijsko, antifungalno, antialgalno i/ili
antivirusno dejstvo. Ispitivani ekstrakti i sokovi deluju protiv svakog od testiranih
mikroorganizama, osim maline, vi$nje i aronije protiv autohtonog soja Candida-e albicans i
visnje protiv Prototheca-e wickerhamii. Izuzetke takode predstavljaju i izostanci dejstava
sokova: maline protiv Escherichia-e coli, Prototheca-e wickerhamii i Bovine herpesvirus-a 1,
treSnje protiv Bovine herpesvirus-a 1, vi$nje protiv Prototheca-e wickerhamii, aronije protiv
Klebsiella-e pneumoniae i Candida-e albicans ATCC 24433, svog ispitivanog voca protiv
autohtonog soja Candida-e albicans i ekstrakta maline protiv Prototheca-e wickerhamii.

Na osnovu utvrdenih antimikrobnih aktivnosti, zaklju¢eno je da je diluciona metoda
pogodnija za istrazivanje antibakterijske, antifungalne i antialgalne aktivnosti u odnosu na
difuzionu. Stoga su svi naredni zakljucci o antibakterijskim, antifungalnim i antialgalnim
dejstvima izvedeni na osnovu rezultata dokazanih dilucionom metodom. Ispitivani ekstrakti
su bili delotvorniji protiv veéine testiranih mikroorganizama i MDBK ¢elija u odnosu na sok.
Izuzeci su bili sokovi: maline protiv autohtonog soja Rhodococcus-a equi i obe sorte
Prototheca-e, tresnje protiv Rhodococcus-a equi ATCC 6939, Trueperella-e pyogenes i
MDBK ¢elija, kao i viSnje protiv referentnog i autohtonog soja Staphylococcus aureus-a,
Salmonella-e Typhimurium ATCC 14028 i Pseudomonas aeruginosa-e ATCC 10145, koji su
imali superiornije dejstvo u odnosu na ekstrakt. Izuzeci su, takode i jednaka dejstva sokova i
ekstrakata: kupine protiv Rhodococcus-a equi ATCC 6939 i Candida-e albicans, maline
protiv MDBK ¢elija i aronije protiv Arcanobacterium haemolyticum-a, oba ispitivana virusa,
MDBK ¢elija i vi$nje protiv Prototheca-e zopfii (MIC-e 80 i 90).
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Na osnovu prosecne vrednosti rezultata analize antimikrobnog dejstva, moze se zakljuciti da
je protiv najveceg broja mikroorganizama najdelotvorniji bio ekstrakt kupine, a neaktivan ili
najslabije aktivan (aktivan u najvecoj koncentraciji) sok treSnje. Prose¢ne vrednosti
antimikrobnog i dejstva na MDBK ¢elije su bile u opsegu od 0,71 mg/ml do 100 mg/ml.

Na osnovu rezultata regresione analize, pretpostavlja se da su sa antimikrobnim i dejstvom na
MDBK ¢elije sokova i ekstrakata u najve¢oj meri bili povezani: kumarinska kiselina (na
Rhodococcus equi ATCC 6939, Arcanobacterium haemolyticum, Salmonella-u Typhimurium
ATCC 14028, oba soja Pseudomonas aeruginosa-e i Acinetobacter-a lwoffii), ferulna
kiselina (na ispitivane viruse, referentni soj Candida-e albicans, Prototheca-u zopfii 1 sa
toksi¢nos¢u na MDBK ¢elije), galna kiselina (na Rhodococcus equi, Trueperella-u pyogenes
i Klebsiella-u pneumoniae), katehin (na oba soja Staphylococcus aureus-a). Ostale supstance
(rutin, antocijani, krisin, epikatehin, kvercetin i gentisinska kiselina) su bile najpovezanije sa
antimikrobnim dejstvima na po jedan mikroorganizam (Streptococcus agalactiae,
Enterococcus faecalis, Salmonella-u Enteritidis, Escherichia-u coli, autohtoni soj Candida-e
albicans i Prototheca-u wickerhamii, respektivno). Najve¢u povezanost sa antimikrobnim
dejstvom plodova su imali antocijani na Enterococcus faecalis (71,94%). Mehanizmi
dejstava navedenih supstanci verovatno ukljucuju ostecenje spoljasnje membrane Celije
mikroorganizma.

Na osnovu poredenja srednjih vrednosti rezultata antimikrobnog ispitivanja sprovedenih
dilucionom metodom, moze se zakljuciti da su sokovi i ekstrakti imali superiornije
antibakterijsko dejstvo u odnosu na Streptomicin na odredene bakterije. Tako su svi
ispitivani ekstrakti i sokovi imali jace antibakterijsko dejstvo na autohtoni soj Rhodococcus-a
equi i Trueperella-u pyogenes u odnosu na Streptomicin. Ekstrakt kupine je bio delotvorniji
od Streptomicina protiv svih ispitivanih gram-pozitivnih bakterija. Pored toga, protiv
Staphylococcus aureus-a jace od antibiotika je delovao i ekstrakt aronije, Staphylococcus
aureus-a ATCC 11632 ekstrakt aronije i sokovi kupine i vi$nje, Rhodococcus-a equi ATCC
6939 ekstrakti maline i aronije i sok kupine, Arcanobacterium haemolyticum-a ekstrakt
viSnje 1 sok kupine, Streptococcus-a agalactiae ekstrakti svih ispitivanih biljaka,
Enterococcus-a faecalis ekstrakti maline i visnje i sok maline i protiv Escherichia-e coli
ekstrakt maline. Medutim, u odnosu na Nistatin svi ispitivani ekstrakti i sokovi su ispoljili
slabije antifungalno i antialgalno dejstvo.

Opsti zakljucak

Sokovi 1 ekstrakti plodova odabranog voca porodice Rosaceae sadrze vitamin C i potentna
polifenolna jedinjenja za koja je poznato da ispoljavaju antimikrobno dejstvo. Takode,
potvrdena je pretpostavljena antimikrobna (antibakterijska, antiungalna, antialgalna 1
antivirusna) aktivnost ispitivanih sokova i ekstrakata na testirane mikroorganizme.
Specifinost nacina obrade plodova, ispitivanih mikroorganizama i primenjenih metoda
ispitivanja dali su nove podatke o istrazivanoj tematici. Saznanja ste¢ena ovom disertacijom
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proSiruju obim znanja o antimikrobnom dejstvu biljaka i predstavljaju osnovicu za
svrsishodniju primenu voc¢a kako u ishrani tako 1 u terapiji. Medutim, dalja istrazivanja u
smislu proSirenja spektra ispitivanih mikroorganizama i antimikrobnih studija pojedinacnih
komponenti iz plodova, radi boljeg razumevanja njihovog mehanizma dejstva su potrebna.
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Prilozi

Prilog 1. Sadriaji polienolih jedinjenja i vitamina C u ekstraktima i sokovima i njihove
standardne devijacije (SD)

S Kupina Kupina Malina
Jedinjenje (mg/100 g SO) ekstraki SD sok SD ekstrak SD
Ukupni antocijani 1973,13 | 65,27 | 745,559 | 24,34 | 1531,56 | 52,46
Katehin 1349,65 | 44,83 | 542,88 | 21,14 | 365,7 16,25

Protokatehinska kiselina 338,83 11,23 14,12 0,42 241,74 11,98
p-Hidroksibenzoeva

200,33 6,04 521 0,17 194,08 8,41

kiselina

Galna kiselina 27,74 1,09 24,93 0,84 27,79 1,22
Hlorogenska kiselina 19,35 0,81 - - 4,15 0,14
Vanilinska kiselina 1,96 0,08 0,21 0,01 0,83 0,04
Vitamin C 14,48 0,52 6,73 0,17 72,99 2,66
Miricetin 13,75 0,48 0,7 0,03 4,13 0,17
Rutin 8,02 0,33 2,09 0,1 3,41 0,16

Krisin 6,41 0,3 6,41 0,26 - -
Kumarinska kiselina 512 0,15 3,2 0,12 1,23 0,04
Ferulna kiselina 4,14 0,14 0,48 0,01 4,78 0,22
Kvercetin 1,17 0,06 1,17 0,05 3,71 0,11
Elaginska kiselina 1,05 0,05 0,47 0,02 3,51 0,16
Kafena kiselina 0,43 0,02 0,43 0,02 75,86 2,78
Gentisinska kiselina - - - - 36,69 1,38

Epikatehin - - - - - -

Siringinska kiselina - - - - - -
Sinapinska kiselina - - - - - -

Luteolin - - - - 0,01 0
Izoramnetin - - - - 0,23 0,01
Kempferol - - - - 43,25 1,46
Ukupna kolicina ltvpltlvanzh 3965 56 1354.62 2615.65
supstanci

-nije pronaden

186



Doktorska disertacija Tamara Krsti¢

Prilog 1. Sadriaji polienolih jedinjenja i vitamina C u ekstraktima i sokovima i njihove
standardne devijacije (SD)-nastavak

o Malina Tresnja Tresnja
Jedinjenje (mg/100 g SO) sok SD ekstrakt SD sok SD
Ukupni antocijani 1841,79 | 65,21 36,84 1,47 79,61 3,13
Katehin 285,73 | 12,36 3,41 0,12 10,4 0,43

Protokatehinska kiselina 78,02 3,42 3,38 0,15 - -
p-Hidroksibenzoeva

12,11 0,47 4,47 0,2 5,23 0,19

kiselina
Galna kiselina 31,93 1,04 3,1 0,09 6,19 0,26
Hlorogenska kiselina 3,24 0,15 55,26 2,05 71,11 2,56
Vanilinska kiselina - - - - 0,64 0,03
Vitamin C 69,37 2,84 4,68 0,13 44,07 2,19
Miricetin 2,22 0,1 - - - -
Rutin 1,83 0,06 1 0,02 - -
Krisin - - - - 13,89 0,44
Kumarinska kiselina 6,96 0,24 26,56 1,05 43,49 2,07
Ferulna kiselina 0,62 0,03 - - - -
Kvercetin 4,05 0,12 - - - -
Elaginska kiselina 2,94 0,09 0,29 0,01 1,1 0,06
Kafena kiselina - - 3,1 0,14 3,1 0,13
Gentisinska kiselina 48,15 2,36 10,18 0,43 3,38 0,16
Epikatehin 78,02 2,85 9,17 0,34 - -

Siringinska kiselina - - - - - -
Sinapinska kiselina - - - - - -

Luteolin 0,05 0 - - - -
Izoramnetin - - - - - -
Kempferol 50,46 1,81 - - - -
Ukupna kolicina lfvpztlvamh 2517 49 161.44 282,21
supstanci
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Prilog 1. SadrZaji polienolih jedinjenja i vitamina C u ekstraktima i sokovima i njihove
standardne devijacije (SD)-nastavak

. Visnja Visnja Aronija
Jedinjenje (mg/100 g SO) ekstr; | D Sokj D | e ajkt SD
Ukupni antocijani 533,79 | 22,95 92,07 3,03 54293 | 19,14
Katehin 51,82 1,91 32,63 1,55 680,65 | 22,16
Protokatehinska kiselina 80,83 2,45 11,24 0,26 8,07 0,36
p'H'dL?::::’ne;me"a 1218 | 049 | 11,12 | 052 . .
Galna kiselina 21,76 0,73 32,88 1,24 18,24 0,65
Hlorogenska kiselina 293,57 | 11,78 | 250,11 8,55 10,5 0,28
Vanilinska kiselina 0,99 0,04 1,07 0,05 0,43 0,02
Vitamin C 6,85 0,25 7,18 0,29 20,82 0,84
Miricetin 11,97 0,12 - - 3,52 0,16
Rutin 27,46 0,09 - - 14,31 0,62
Krisin - - - - 10,01 0,41
Kumarinska kiselina 16,56 0,62 25,81 1,09 - -
Ferulna kiselina 3,04 0,12 1,95 0,08 6,16 0,3
Kvercetin 3,85 0,13 - - 4,49 0,14
Elaginska kiselina 1,79 0,09 0,46 0,03 - -
Kafena kiselina 512 0,18 5,64 0,22 4,23 0,11
Gentisinska kiselina 93,82 3,19 46,68 1,83 - -
Epikatehin 13,53 0,35 61,58 2,09 - -
Siringinska kiselina - - - - 9,18 0,22
Sinapinska kiselina 3,71 0,13 - - - -
Luteolin 0,58 0 - - - -
Izoramnetin 2,08 0,01 - - - -
Kempferol 20,85 1,76 108,11 | 2,12 - -
Ukupna ’;‘Ll;?t’;‘r’]éfp itivanih | 150615 688,53 1333,54
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Prilog 1. Sadriaji polienolih jedinjenja i vitamina C u ekstraktima i sokovima i njihove
standardne devijacije (SD)-nastavak

Jedinjenje (mg/100 g SO) Arsoonl:Ja SD
Ukupni antocijani 20,91 | 0,73
Katehin 186,3 | 8,11
Protokatehinska kiselina 3,92 0,19
p-Hidroksibenzoeva i ]
kiselina
Galna kiselina 10,96 | 0,35
Hlorogenska kiselina - -
Vanilinska kiselina 1,02 0,05
Vitamin C 10,42 | 0,28
Miricetin 1,48 0,05
Rutin 1,16 0,05
Krisin 411 0,14
Kumarinska kiselina 1,84 0,06
Ferulna kiselina 7,2 0,19
Kvercetin - -
Elaginska kiselina 0,78 0,04
Kafena kiselina 4,23 0,17
Gentisinska kiselina 10,52 | 0,37
Epikatehin - -
Siringinska kiselina 4,59 0,11
Sinapinska kiselina - -
Luteolin - -
Izoramnetin - -
Kempferol - -
Ukupna kolicina iicpitivanih 269,44
supstanci
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Prilog 2. Hromatogrami (280 i 520 nm)
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Prilog 3. Rezultati analize antibakterijskoq dejstva ekstrakata i sokova sprovedene

difuzionom metodom

MIC 80 . . .
(mg/mi) Kupina Malina Tresnja
Bakterija Ekstrakt Sok | Ekstrakt Sok Ekstrakt Sok
Sa 43,71 | 426,01 | 15,45 256,5 | 365,057 | 842,64
Sa ATCC 61,64 195,64 | 28,99 367,04 | 490,27 | 864,91
11632
Sag 51,03 929,83 | 17,16 212,21 - -
Re 35,94 | 301,01 2,52 225,49 | 227,19 | 518,56
Res'g‘gg ¢ 44,11 208,09 | 14,55 334,53 | 418,33 | 578,12
Tp 44,31 197,51 | 29,69 398,39 | 239,79 | 752,8296
Ah 116,71 | 316,76 | 51,67 760,18 | 215,6 805,38
Ef 47,18 | 377,24 | 43,49 893,91 599 -
Pa 53,34 | 435,83 1,44 319,29 | 264,05 | 647,93
PaATCC 160,81 | 408,48 | 148,21 | 790,07 | 446,58 | 822,39
10145
SE 140,11 | 417,64 | 214,48 | 1119,95 | 371,96 | 849,49
ST ATCC
14028 586,01 | 792,82 | 227,47 | 591,61 | 491,27 -
Ec 701,11 - 16,77 - 530,45 | 866,23
Kp 626,18 - 143,88 - 603,45 -
Al 91,18 505 0,44 761,92 | 334,76 -
- nije delovao
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Prilog 3. Rezultati analize antibakterijskog dejstva ekstrakata i sokova sprovedene
difuzionom metodom-nastavak

mgclnflg Visnja Aronija
Bakterija Ekstrakt Sok Ekstrakt Sok | Streptomicin
Sa 16,35 40,34 354,68 - 0,0004
Sa ATCC
11632 344,24 | 239,49 301,81 - 0,02
Sag 24,33 102,02 261,41 - 0,01
Re 26,99 212,85 4,75 - 0,04
Re ATCC
6939 123,58 36,16 118,96 - 0,001
Tp 47,12 166,82 366,71 - 87,01
Ah 30,64 69,58 236,88 - 0,0004
Ef 8,46 217,75 487,44 - 0,004
Pa 114,53 | 147,82 765,92 - 0,02
Pa ATCC
10145 68,69 200,97 193,15 - 0,02
SE 52,23 195,69 597,64 - 0,25
ST ATCC
14028 162,05 | 518,39 483,53 - 0,0001
Ec 11,77 681,38 753,93 - 10,17
Kp 217,91 | 605,91 658,59 - 1,74
Al 43,31 178,21 383,66 - 0,0002
- nije delovao
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Prilog 4. Rezultati analize antibakterijskog dejstva ekstrakata i sokova sprovedene

dilucionom metodom

ma/ml Kupina
g Ekstrakt Sok
.. Break MIC | MIC | MIC | Break MIC | MIC | MIC
Bakterija | it | MBC | 99 | 90 | 80 | point | MBC| 99 | 90 | 80
Sa 3,7 3,6 2,7 0,1 | 0,005 6,3 6,1 4,5 0,3 0,01
Sa ATCC
11632 1,84 1,78 1,3 0,1 | 0,003 6,3 6,1 4,5 0,3 0,01
Re 3,2 31 2,3 0,2 0,01 3,2 31 2,3 0,2 0,01
Re ATCC 3,2 3.1 2,3 0,2 0,01 6,3 6,1 4,5 0,3 0,01
6939
Tp 3,2 3,1 2,3 0,2 0,01 12,5 12,1 9,1 0,5 0,02
Ah 2 1,9 1,3 0,02 0’(;00 3,2 3.1 2,3 0,2 0,01
Sag 13,5 13 9,4 0,4 0,01 14,1 13,6 9,8 0,4 0,01
Ef 6,3 6,1 4,5 0,3 0,01 13,6 13,2 9,5 0,4 0,01
SE 6,3 6,1 4,6 0,3 0,01 25,2 242 | 17,1 0,5 0,01
ST ATCC
14028 6,3 6,1 4,5 0,3 0,01 13,6 13,2 9,5 0,4 0,01
Pa 2,1 2 1,7 0,3 0,03 2,49 2,48 | 2,45 2,2 1,9
Pa ATCC
10145 2 1,9 15 0,1 0,01 41 4 3,3 0,4 0,04
Ec 13,6 13,1 9,5 0,4 001 | 21,88 | 2185 | 21,7 | 19,7 | 175
Kp 6,3 6,1 4,6 0,3 0,01 13,9 13,4 9,7 0,4 0,01
Al 3,2 3,1 2,3 0,2 0,01 6,3 6,1 4,5 0,3 0,01
- nije delovao
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Prilog 4. Rezultati analize antibakterijskog dejstva ekstrakata i sokova sprovedene

dilucionom metodom-nastavak

mg/mi Malina
Ekstrakt Sok
.. Break MIC MIC | MIC Break MIC | MIC | MIC
Bakteriia | oint | MBS | 99 | 90 | 80 | point | MBC| 99 | 90 | s0
Sa 3,851 3,85 3,8 3,5 3,2 25 24,1 17 0,5 0,01
Sa ATCC
11632 6,63 6,62 6,5 54 4.4 13,5 130 | 95 0,4 | 0,01
Re 7,11 7,106 7,1 7,07 7,0 6,5 6,3 4,7 0,3 0,01
Res,g;';:C 6,3 6,2 5,4 15 0,4 13,6 132 | 95 0,4 | 0,01
TP 5,79641 | 5,7964 | 5,7963 | 5,795 | 5,79 14,1 138 | 11,2 14 0,14
Ah 5,7226 | 57222 | 572 | 569 | 566 25,3 243 | 173 | 06 0,01
Sag 59 5,7 4,1 0,2 | 0,009 25 24 17 0,5 0,01
Ef 5,973 5,97 59 55 51 6,3 6,1 45 0,3 0,01
SE 2,17 2,16 2,1 1,6 1,2 25 24,1 17 0,5 0,01
ST
ATCC 1,9 1,8 15 0,3 0,04 30,2 29,1 | 21,2 | 09 0,03
14028
Pa 1,7 1,6 15 0,5 0,1 11,91 11,86 | 11,4 7,5 4,8
Pa
ATCC 1,8 1,7 1,6 0,8 0,4 13,6 132 | 95 0,4 | 0,01
10145
Ec 2,98 2,96 2,7 1,3 0,6 -
Kp 1,18 1,16 1 0,2 0,03 41,9 4&’ 39,2 214 11
Al 1,74 1,73 1,6 0,9 0,5 7,3 7 5,2 0,2 0,01
- nije delovao
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Prilog 4. Rezultati analize antibakterijskoqg dejstva ekstrakata i sokova sprovedene

dilucionom metodom-nastavak

ma/ml Tresnja
g Ekstrakt Sok
.. Break MIC | MIC | MIC | Break MIC | MIC | MIC
Bakterija | it | MBC | 99 | 90 | 80 | point | MBC| 99 | 90 | 80
Sa 13,6 13,1 9,5 0,4 0,01 25 24,1 17 0,5 0,01
Sa ATCC
11632 13,7 13,2 9,5 0,4 0,01 30,1 295 | 248 4,3 0,6
Re 13,6 13,2 9,5 0,4 0,01 26,5 26,4 | 253 | 14,7 2,8
Re ATCC 25 24 17 0,5 0,01 20,2 20,1 | 199 17,7 15,2
6939
Tp 32,6 31,2 21 0,4 0,01 21,9 21,8 21 12,6 3,3
Ah 13,9 13,4 9,7 0,4 0,01 27,4 272 | 254 12,9 6
Sag 6,3 6,1 4,5 0,3 0,01 25,1 242 | 17,1 0,5 0,01
Ef 25 24 17 0,5 0,01 28 27 19,4 0,7 0,02
SE 25 24,1 17 0,5 0,01 73,1 71 54,9 4,2 0,2
ST ATCC
14028 30,3 29,2 | 21,3 0,9 0,03 | 1128 | 1095 | 84 5,9 0,3
Pa 15,8 15,7 154 12,5 9,9 -
Pa ATCC
10145 13,6 13,2 9,5 0,4 0,01 -
Ec 13,7 13,2 9,5 0,4 0,01 25,1 245 | 199 2,5 0,3
Kp 26,6 25,7 | 185 0,7 0,02 60,8 60,2 | 554 | 24,3 9,7
Al 13,4 12,9 9,4 0,4 0,01 111,7 | 107,3 | 745 1,9 0,03
- nije delovao
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Prilog 4. Rezultati analize antibakterijskog dejstva ekstrakata i sokova sprovedene
dilucionom metodom-nastavak

mg/ml Visnja
Ekstrakt Sok
.. Break MIC | MIC Break MIC | MIC | MIC
Bakterija point MBC 99 90 MIC 80 point MBC 99 90 80
Sa 11,9 11,6 9,4 1,2 0,1 10,8 10,4 75 0,3 0,01
Sa ATCC 0,000
11632 11,9 11,8 11,5 9 6,8 8,2 7,7 4,7 0,03 1
Re 3,152 3,15 3,14 3,08 3 8,09 8,06 7,8 55 3,7
Res,g;’l';:C 5848 | 5,847 | 5846 | 5,83 5,8 9,814 | 9813 | 981 | 9,73 | 9,66
Tp 9,27 9,26 9,2 8,3 7.4 10,64 | 10,63 | 10,5 9,3 8,1
Ah 4,1 3,9 2,3 0,01 | 0,00005 | 16,1 156 | 12,1 0,9 0,1
Sag 5,4 52 3,8 0,2 0,01 14,6 14,1 10 0,3 0,01
Ef 11,9 11,5 8,1 0,3 0,01 25,9 25,3 | 20,7 2,8 0,3
SE 6,13 6,07 5,6 2,5 0,2 12,28 | 1226 | 12,1 | 10,5 8,7
ST
ATCC 21,1 20,3 13,9 0,3 0,004 20,5 20,3 | 18,3 6,5 2,1
14028
Pa 12,7 12,3 9,4 0,6 0,03 10,2 10,1 9,4 4,4 0,5
Pa
ATCC 9,6 9,3 6,9 0,3 0,01 16,2 15,9 | 12,7 1,4 0,1
10145
Ec 8,6 8,2 51 0,04 | 0,0002 13,6 13,1 9,6 0,4 0,01
Kp 10,8 10,7 10,1 57 3,0 11,4 11,3 | 10,9 7.4 4.8
Al 9,2 4,8 3,3 1,8 1,4 11,3 11,2 | 10,6 59 2,2
- nije delovao
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Prilog 4. Rezultati analize antibakterijskoqg dejstva ekstrakata i sokova sprovedene
dilucionom metodom-nastavak

ma/ml Aronija
g Ekstrakt Sok
. Break MIC MIC MIC Break MIC MIC MIC
Bakteriia | gint | MBS | 99 | 90 | 80 | point | MBC| 99 | 90 | 80
Sa 3,2 3,1 2.3 02 | 001 | 276 | 265 | 186 | 05 | 0,01
Sa ATCC
11637 6,3 6,1 4,7 0,3 | 0,02 25 241 | 17,1 | 06 | 0,01
Re 333 | 326 | 27 0,4 0,1 26,7 | 259 | 199 | 14 0,1
Re ATCC 3,2 3,1 2,5 02 | 001 | 273 | 26,2 | 187 | 06 | 0,01
6939
Tp 245 | 236 | 168 | 06 | 0,01 | 281 27 | 189 | 05 | 0,01
Ah 6,3 6,1 4,5 0,3 | 0,01 6,3 6,1 | 45 0,3 | 0,01
Sag 1,6 1,5 1,1 01 |0001]| 272 | 26,6 | 21,5 | 26 0,3
Ef 132 | 128 | 96 05 | 002 | 378 | 364 | 259 | 09 | 0,02
SE 25 239 | 164 | 04 | 0,01 26 25 | 17,7 | 06 | 0,01
ST ATCC
14028 9,8 9,8 9,7 8,7 7,7 253 | 243 | 172 | 05 | 0,01
Pa 137 | 132 | 95 04 | 001 | 21,7 21 | 157 | 08 | 0,03
Pa ATCC
L0145 125 | 121 | 91 05 | 002 | 234 | 22,7 | 176 | 14 0,1
Ec 25 241 | 171 | 06 | 001 | 257 | 247 | 175 | 06 | 0,01
Kp 254 | 244 | 173 | 06 | 0,01 -
Al 3,2 3,1 2,3 02 | 001 | 13,7 \13,2\ 9,5 \ 0,4 \0,01
- nije delovao
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Prilog 4. Rezultati analize antibakterijskog dejstva antibiotika sprovedene dilucionom

metodom
mg/ml Streptomicin
Bakterija Break point MBC MIC 99 MIC 90 MIC 80
Sa 4,61 4,3 2,32 0,005 0,00001
Sa ATCC 11632 8,1 8,03 7,48 3,65 1,65
Re 89,16 18,3 12,7 7,1 5,41
Re ATCC 6939 8,7 8,49 6,84 0,79 0,07
Tp 66,05 19,91 6 1,81 1,26
Ah 5,81 5,42 2,88 0,01 0,000005
Sag 11,11 10,98 9,88 3,43 1,06
Ef 12,16 11,85 9,4 0,93 0,07
SE 0,24 0,238 0,2 0,03 0,003
ST ATCC 14028 0,3 0,02 0,001 0,0001 0,00005
Pa 0,16 0,157 0,12 0,01 0,0003
Pa ATCC 10145 0,16 0,02 0,003 0,0003 0,0002
Ec 13,09 0,83 0,33 0,13 0,1
Kp 0,35 0,34 0,29 0,06 0,01
Al 0,058 0,055 0,03 0,0003 0,000002
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Prilog 5. Rezultati analize antifungalnog dejstva ekstrakata, sokova i antimikotika

sprovedene difuzionom metodom

Gliivica Malina mg/ml
J Ekstrakt Sok | Nistatin
Candida albicans - - 1,08
Candida albicans ATCC
24433 70,16 - 0,69
- nije delovao

Prilog 6. Rezultati analize antifungalnog dejstva ekstrakata, sokova i antimikotika

sprovedene dilucionom metodom

Gljivica Candida albicans Candida albicans ATCC 24433

mg/ml izji't( MBC hg;c '\g'oc '\g'oc ?):ii't( MBC Mg'gc MIC 90 | MIC 80
E | 2857 | 2854 | 2829 | 2571 | 22,86 | 22,47 | 2208 | 1882 | 3,82 0.65

K15 - 2247 | 22,08 | 1882 | 3,82 0,65
E - 1251 | 1255 | 12,41 | 11,63 | 1085

M s - 1741 | 17,39 | 17,26 | 16,03 | 14,77

LB | 2257 | 22,18 | 18,96 | 394 | 0,69 1575 | 1539 | 12,5 1,57 0.16
S - 16,35 | 16,31 | 1599 | 13,07 | 1045
E - 1576 | 15,72 | 154 12,5 9,92

Vis - 16,35 | 16,31 | 1599 | 13,07 | 1045
E - 1985 | 1958 | 17,29 | 4,98 1,25

A - -

. 7,3E- 9,25E- | 6,66E-

Nistatin | 020 | 028 | 019 | 00046 | ' 0,13 012 | 0,06 o 08
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Prilog 7. Rezultati analize antialgalnog dejstva ekstrakata, sokova i antimikotika
sprovedene difuzionom metodom

n;ﬂ/gn: Ke| Ks|Me|Ms|Te| Ts| Ve | Vs | Ae | As | Nistatin
Prototheca wickerhamii | - - - - - | - - - - - 0,58
Protothecca zopffi -] - - -l - - -] -] - 0,09

- nije delovao, Ke- kupina ekstrakt, Ks-kupina sok, Me-malina ekstrakt, Ms-malina sok, Te-tre$nja ekstrakt, Ts-tre$nja sok, Ve-
vi$nja ekstrakt, Vs-vi$nja sok, Ae-aronija ekstrakt, As-aronija sok

Prilog 8. Rezultati analize antialgalnog dejstva ekstrakata, sokova i antimikotika
sprovedene dilucionom metodom

Alga Prototheca wickerchamii Prototheca zopfii
g/l Break [ o [ MIC [ MIC [ MIC Break MB | MIC | MIC [ MIC
point 99 90 80 point C 99 90 80

E | 1293 | 12,89 | 1251 | 93 6,69 10,4 1%’3 1025 | 905 | 7.88

K 12,9
S | 1382 | 1377 | 1337 | 994 | 714 12,96 , | 1254 | 932 6.7
E | 1984 | 19,82 | 1957 | 17,28 | 15,04 -

M s 27,07 | 27,06 | 26,91 | 2541 | 23,75 16,37 | 16,34 | 16,01 | 13,09 | 10.47
E | 1575 | 1572 | 1539 | 125 | 9,92 1252 | 1248 | 1209 | 885 | 6.26

Vis 19,84 | 19,82 | 19,57 | 17,28 | 15,04 16,37 | 16,33 | 16,01 | 13,09 | 10.47
E - 16,36 | 16,33 | 16 13,09 | 10,47

T s - 16,37 | 16,34 | 16,01 | 13,09 | 10,47

A | E | 1636 | 1632 | 16 | 1308 | 1046 | 1638 [ 1634 | 1602 | 131 | 1048
S - -

Nistatin | 1.28 \ 1,26 \ 1,12 \ 0,34 \ 0,09 1,17 \1,15\ 0,98 \ 0,19 \ 0,03

-nije delovao, K-kupina, M-malina, V-visnja, T-tre$nja, A-aronija, s-sok, e-ekstrakt
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Prilog 9. Rezultati analize antivirusnog i dejstva na MDBK céelije ekstrakata i sokova

Toksi¢no
mg/ml dejstvo
Bovine herpesvirus 1 | Bovine viral diarrhea virus na
N MDBK
Virusi 1ie
celije
Kupina ekstrakt 7,815 12,5 50
Kupina sok 50 50 100
Malina ekstrakt 6,25 6,25 50
Malina sok - 25 50
Tresnja ekstrakt 25 25 100
Tres$nja sok - 12,5 25
Visnja ekstrakt 6,25 12,5 25
Visnja sok 12,5 25 50
Aronija ekstrakt 12,5 12,5 25
Aronija sok 12,5 12,5 25
- nije delovao
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Prilog 10. Poredenje antimikrobnog dejstva ekstrakata i sokova

Kupina

Malina

Tresnja

Visnja

Aronija

dif dil

Sa
Sa ATCC 11632
Re
Re ATCC 6939
Tp
Ah
Sag
Ef
SE
ST ATCC 14028
Pa
Pa ATCC 10145
Ec
Kp
Al
Ca -
Ca ATCC -
Pw -
Pz -
MDBK
BHV 1
BVDV

dif-difuziona metoda, dil-diluciona metoda

dif

dil

dif dil

dif dil

dif dil

jace dejstvo ekstrakta

dejstvo ekstrakta, neaktivnost soka

jace dejstvo ekstrakta (Break point, MBC, MIC 99), jednako dejstvo ekstrakta i soka (MIC 90 i 80)

jace dejstvo soka

dejstvo soka, neaktivnost ekstrakta

jednako dejstvo ekstrakta i soka

- neaktivnost ekstrakta i soka
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Prilog 11. Srednje vrednosti rezultata analize antimikrobnog dejstva (antibakterijskoq,

antiungalnoqg i antialgalnog izvedenog dilucionom metodom i antivirusnog i dejstva na

MDBK celije) ekstrakata i sokova

212

- mg/mi — Ke Ks Me Ms Te Ts
Mikroorganizmi
Sa 2,01 3,42 3,65 13,31 7,32 13,31
Sa ATCC 11632 1 3,42 5,89 7,27 7,35 17,87
Re 1,74 1,74 7,08 3,58 7,32 19,15
Re ATCC 6939 1,74 3,42 3,95 7,33 13,3 18,62
Tp 1,74 6,83 5,8 8,12 17,04 16,12
Ah 1,02 1,75 5,7 13,49 7,48 19,78
Sag 7,26 7,57 3,18 13,29 3,42 13,38
Ef 3,42 7,33 5,69 3,42 13,3 15,02
SE 3,43 13,41 1,86 13,31 13,33 40,7
ST ATCC 14028 3,42 7,33 1,1 16,29 16,33 62,53
Pa 1,21 2,29 1,07 9,49 13,86
Pa ATCC 10145 11 2,38 1,25 7,33 7,33
Ec 7,32 20,52 2,1 7,34 14,43
Kp 3,47 7,46 0,71 31 14,32 42,07
Al 1,74 3,42 1,3 3,94 7,21 59,1
Ca 26,79 13,67
Ca ATCC 24433 13,57 13,57 11,98 16,57 9,07 14,43
Pw 10,86 11,61 18,31 13,86 18,31
Pz 9,59 10,89 26,04 14,46 10,44 14,45
MDBK 50 100 50 50 100 25
BHV 1 7,815 50 6,25 25
BVDV 12,5 50 6,25 25 25 12,5
Ks-kupina sok, Me-malina ekstrakt, Ms-malina sok, Te-tre$nja ekstrakt, Ts-tre$nja sok
Najslabije dejstvo
Izostanak dejstva
Najjace dejstvo
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Prilog 11. Srednje vrednosti rezultata analize antimikrobnog dejstva (antibakterijskoq,
antiungalnog i antialgalnog izvedenog dilucionom metodom i antivirusnog i dejstva na
MDBK ¢éelije) ekstrakata, sokova, antibiotika i antimikotika -nastavak

_mg/ml__ Ve Vs Ae As Ab/Am
Mikroorganizmi
Sa 6,85 5,81 1,74 14,63 2,25
Sa ATCC 11632 10,18 4,12 3,5 13,34 5,78
Re 3,11 6,62 1,95 14,79 26,53
Re ATCC 6939 5,84 9,76 1,81 14,56 4,98
Tp 8,67 9,82 13,09 14,89 19
Ah 2,05 8,95 3,42 3,42 2,82
Sag 2,91 7,79 0,85 15,63 7,29
Ef 6,34 15 7,23 20,17 6,88
SE 4,08 11,18 13,14 13,85 0,14
ST ATCC 14028 11,11 13,53 9,13 13,46 0,06
Pa 6,99 6,93 7,34 11,85 0,08
Pa ATCC 10145 5,22 9,26 6,84 13,02 0,04
Ec 4,39 7,34 13,35 13,69 2,89
Kp 8,09 9,14 13,52 0,21
Al 4,08 8,22 1,74 7,33 0,03
Ca 0,15
Ca ATCC 24433 13,86 14,43 12,59 0,06
Pw 14,44 0,82
Pz 14,45 14,46 14,46 0,705
MDBK 25 50 25 25 Nije testirano
BHV 1 6,25 12,5 12,5 12,5 Nije testirano
BVDV 12,5 25 12,5 12,5 Nije testirano
Ve-visnja ekstrakt, Vs-vi§nja sok, Ae-aronija ekstrakt, As-aronija sok, Ab/Am-antibiotik, antimikotik
Najslabije dejstvo
Izostanak dejstva
Najjace dejstvo
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Prilog 12. Rezultati regresione analize

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ATCC 11632

Rhodococcus equi

Supstanca R? (%) Supstanca R? (%) Supstanca R? (%)
Katehin 0,347627 Katehin 0,427819 Galna kiselina 0,386703
p'Hidrlfi':ZiI?ﬁ:Z‘)eva 0,219453 Galna kiselina 0,399344 |  Kumarinska kiselina | 0,331555
Protokatehinska kiselina | 0,18813 Kumarinska kiselina 0,315073 Kvercetin 0,316404
Miricetin 0,15729 Protokatehinska kiselina | 0,195438 Ukupni antocijani 0,289824
Galna kiselina 0141754 |  PrHidroksibenzoeva ) 170057 Katehin 0,282508

kiselina

Kumarinska kiselina 0,138974 Miricetin 0,087471 Miricetin 0,218779
Rutin 0,112516 Ukupni antocijani 0,083036 Rutin 0,204871
Epikatehin 0,092387 Krisin 0,0777 Krisin 0,126238
Ukupni antocijani 0,085703 Kvercetin 0,07742 Protokatehinska kiselina | 0,122783
Kvercetin 0,084513 Kempferol 0,048986 Luteolin 0,053491
Vanilinska kiselina | 0,063584 |  Sinapinska kiselina | 0,036322 p'Hidrlfi';Zil?ﬁgzoeva 0,05028
Kafena kiselina 0,062831 Luteolin 0,035937 Sinapinska kiselina 0,045721
Vitamin C 0,058908 Izoramnetin 0,032517 Izoramnetin 0,045237
Elaginska kiselina 0,034235 Vitamin C 0,02653 Gentisinska kiselina 0,043834
Ferulna kiselina 0,031076 Vanilinska kiselina 0,02365 Epikatehin 0,036193
Gentisinska kiselina 0,014626 Epikatehin 0,016948 Hlorogenska kiselina 0,002935
Siringinska kiselina 0,01388 Ferulna kiselina 0,014534 Vitamin C 0,023181
Izoramnetin 0,002913 Hlorogenska kiselina 0,012761 Kempferol 0,014028
Hlorogenska kiselina 0,001192 Gentisinska kiselina 0,010225 Kafena kiselina 0,00234
Sinapinska kiselina 0,000646 Elaginska kiselina 0,01006 Siringinska kiselina 0,001584
Krisin 0,000188 Rutin 0,008428 Ferulna kiselina 0,001433
Luteolin 6,49E-05 Kafena kiselina 0,005837 Elaginska kiselina 0,000808
Kempferol 6,45E-06 Siringinska kiselina 0,003513 Vanilinska kiselina 1,19E-06

R?-koeficijent determinacije
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Prilog 12. Rezultati regresione analize-nastavak

Rhodococcus equi ATCC 6939

Trueperella pyogenes

Arcanobacterium haemolyticum

Supstanca R? (%)

Supstanca R? (%)

Supstanca R? (%)

Kumarinska kiselina 0,540069

Galna kiselina 0,690908

Kumarinska kiselina | 0,514348

p-Hidroksibenzoeva

Kiselina 0,505355 Ukupni antocijani 0,682875 Ferulna kiselina 0,31554
Katehin 0,497178 Pmtﬁ:(saetﬁ:;mka 0,639318 | Ukupni antocijani | 0,028625
Galna kiselina 0,45493 Katehin 0,451546 Miricetin 0,277899
Ukupni antocijani 0,434447 Miricetin 0,40808 Vitamin C 0,267893
Kvercetin 0,433463 Kumarinska kiselina | 0,267692 Katehin 0,262421
Miricetin 0,309059 Vanilinska kiselina 0,241721 Rutin 0,225252
Pmtiiksaetlei:;mka 0300665 | Elaginskakiselina | 0,194246 Epikatehin 0,153639
Rutin 0,210862 Kvercetin 0,134318 Vanilinska kiselina 0,129249

Protokatehinska

Ferulna kiselina 0,095081 Siringinska kiselina 0,120175 Kiselina 0,108174
Hlorogenska kiselina | 0,011875 p'H'drlfi';Z'I?r?:Z"e"a 0,080649 p'H'drlfi';Z'l?ﬁ:meva 0,080649
Kafena kiselina 0,047539 Kafena kiselina 0,072731 Izoramnetin 0,078958
Vanilinska kiselina 0,039491 Krisin 0,058933 Sinapinska kiselina 0,074398
Siringinska kiselina 0,027893 Kempferol 0,053941 Siringinska kiselina 0,07331
Elaginska kiselina 0,026746 Rutin 0,044634 Krisin 0,061527
Izoramnetin 0,025703 Gentisinska kiselina | 0,043176 Luteolin 0,058284
Krisin 0,025112 Vitamin C 0,036029 Galna kiselina 0,05364
Luteolin 0,019924 Izoramnetin 0,020973 Kempferol 0,052663
Sinapinska kiselina 0,017471 Luteolin 0,016522 Kvercetin 0,041733
Gentisinska kiselina | 0,008563 Epikatehin 0,01287 Elaginska kiselina 0,041697
Epikatehin 0,002152 Ferulna kiselina 0,012325 Kafena kiselina 0,003766
Kempferol 0,0014 Sinapinska kiselina 0,011954 Gentisinska kiselina | 0,000222
Vitamin C 0,000885 | Hlorogenska kiselina | 0,000315 | Hlorogenska kiselina | 4,71E-05
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Prilog 12. Rezultati regresione analize-nastavak

Streptococcus agalactiae

Enterococcus faecalis

Salmonella Enteritidis

Supstanca R2 (%) Supstanca R? (%) Supstanca R? (%)
Rutin 0,30659 Ukupni antocijani 0,719443 Krisin 0,474632
Kvercetin 0,209334 Kvercetin 0,548855 Kumarinska kiselina | 0,472972
Izoramnetin 0,124505 Pmtﬁ:‘saetﬁ:;”s"a 0,386283 Ganakiselina | 0,321198
Miricetin 0,107527 |  Galna kiselina 0,35847 Protokatehinska | 31670

kiselina
Kafena kiselina 0,102413 Miricetin 0,341331 Miricetin 0,313174
Sinapinska kiselina | 0,10087 Katehin 0,337095 p'H'drlfi';Z'l?sgzoeva 0,253866
. p-Hidroksibenzoeva . -
Luteolin 0,084595 Kiselina 0,244033 Ukupni antocijani 0,234268
Epikatehin 0,075863 Elaginska kiselina 0,225651 Ferulna kiselina 0,184585
p'H'drlfi';Z'l?ﬁzzoeva 0,054999 | Kumarinska kiselina | 0,203285 Kvercetin 0,183181
Hlorogenska kiselina | 0,054779 Rutin 0,178685 Rutin 0,160764
Protokatehinska | 4 111091 Vitamin C 0,137244 Katehin 0,150959
kiselina

Krisin 0,040402 Luteolin 0,059523 Gentisinska kiselina | 0,147615
Vitamin C 0,036377 Izoramnetin 0,054417 Kafena kiselina 0,123271
Kumarinska kiselina | 0,034283 | Gentisinska kiselina 0,047682 Izoramnetin 0,104644

Katehin 0,032691 | Sinapinska kiselina 0,041929 Vanilinska kiselina 0,1031
Siringinska kiselina | 0,028752 Kafena kiselina 0,037842 Luteolin 0,083731
Gentisinska kiselina | 0,028284 | Siringinska kiselina 0,025257 Sinapinska kiselina 0,079712
Ferulna kiselina 0,014593 Krisin 0,020443 Elaginska kiselina 0,075934
Galna kiselina 0,008345 | Hlorogenska kiselina | 0,017174 Kempferol 0,053277
Elaginska kiselina 0,008141 Epikatehin 0,013646 | Hlorogenska kiselina | 0,012461
Ukupni antocijani 0,003631 Ferulna kiselina 0,005684 Vitamin C 0,011246
Vanilinska kiselina 0,000665 | Vanilinska kiselina 0,000523 Epikatehin 0,003953
Kempferol 0,000452 Kempferol 6,48E-05 Siringinska kiselina 0,000614
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Prilog 12. Rezultati regresione analize-nastavak

Salmonella Typhimurium ATCC

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ATCC

14028 10145

Supstanca R? (%) Supstanca R? (%) Supstanca R? (%)
Kumarinska kiselina | 0,661033 | Kumarinska kiselina | 0,591117 Kumarinska kiselina | 0,561207
Krisin 0,338966 Krisin 0,426161 Krisin 0,449997
Galna kiselina 0,297682 Galna kiselina 0,308249 Galna kiselina 0,264837
Ferulna kiselina 0,215052 Ferulna kiselina 0,149769 Ukupni antocijani 0,143622
Katehin 0,208422 Ukupni antocijani 0,146589 Kvercetin 0,13784
Ukupni antocijani 0,190061 Katehin 0,13557 Ferulna kiselina 0,122966
Pmtiiksaetl‘?:;”s"a 0,189022 Kvercetin 0,134141 Katehin 0,122929
p'H'drlfi':Z'I?ﬁgzoeva 0,160704 Pmtﬁi’;aetﬁ:;”s"a 0,106462 Miricetin 0,103999
Kvercetin 0,15209 Miricetin 0105643 | Frotokatehinska g 0971

kiselina
Miricetin 0151529 | PHIdroksibenzoeva | \/oqqg Rutin 0,067769
kiselina
Kafena kiselina | 0,078881 Rutin 0063771 | PHidroksibenzoeva 1 eraq
kiselina

Rutin 0,073186 | Gentisinska kiselina | 0,054283 Gentisinska kiselina 0,05517
Vanilinska kiselina 0,037125 Kempferol 0,050694 Vitamin C 0,043374
Gentisinska kiselina | 0,029374 Vitamin C 0,042339 Kempferol 0,038109
Vitamin C 0,026292 Kafena kiselina 0,028784 Kafena kiselina 0,024521
Kempferol 0,024195 Epikatehin 0,02499 Epikatehin 0,024312
Siringinska kiselina 0,019117 Izoramnetin 0,016336 Izoramnetin 0,019111
Elaginska kiselina 0,014839 | Siringinska kiselina 0,014472 Luteolin 0,017186
Izoramnetin 0,014467 Luteolin 0,013952 Sinapinska kiselina 0,014181
Luteolin 0,008394 | Vanilinska kiselina 0,012339 Siringinska kiselina 0,011392
Sinapinska kiselina 0,007641 | Sinapinska kiselina 0,011538 Elaginska kiselina 0,007018
Hlorogenska kiselina | 0,005887 Elaginska kiselina 0,007202 Vanilinska kiselina 0,004575
Epikatehin 0,00048 | Hlorogenska kiselina | 0,000196 | Hlorogenska kiselina | 0,000434
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Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter lwoffii

Supstanca R2 (%) Supstanca R? (%) Supstanca R? (%)
Epikatehin 0,493112 Galna kiselina 0,208945 Kumarinska kiselina | 0,627893
Vitamin C 026994 |  Protokatehinska 1, poage Krisin 0,404037

kiselina
Vanilinska kiselina 0,229008 Ukupni antocijani 0,153136 Galna kiselina 0,265179
Ukupni antocijani | 0,193996 p'H'drlfi';Z'l?ﬁgzoeva 0,152846 Kvercetin 0,18243
Elaginska kiselina 0,162491 Kvercetin 0,13349 Ferulna kiselina 0,164201
Kvercetin 0,114248 Miricetin 0,11126 Ukupni antocijani 0,15962
Galna kiselina 0,104278 Ferulna kiselina 0,108307 Katehin 0,140904
Ferulna kiselina 0,101554 | Siringinska kiselina 0,102233 Miricetin 0,11166
Hlorogenska kiselina | 0,085041 Rutin 0,091177 Pmtﬁ:‘saetﬁ:;mka 0,100778
Kafena kiselina 0,064103 Katehin 0,088238 Rutin 0,082035
p-Hidroksibenzoeva | o hesa6s | Hiorogenska kiselina | 0,0649gg | Pidroksibenzoeva | oa0)
kiselina kiselina

Rutin 0,048236 Kafena kiselina 0,061064 Gentisinska kiselina | 0,050017
Izoramnetin 0,040718 Kempferol 0,059934 Siringinska kiselina 0,030645
Miricetin 0,03765 Izoramnetin 0,042055 Vitamin C 0,030204
Kempferol 0,036242 | Gentisinska kiselina 0,040842 Kempferol 0,028576
Sinapinska kiselina 0,031617 Krisin 0,037964 Kafena kiselina 0,026142
Krisin 0,025634 | Sinapinska kiselina 0,030584 Epikatehin 0,020857
Kumarinska kiselina | 0,023189 Luteolin 0,029797 Izoramnetin 0,018142
Gentisinska kiselina | 0,020707 Elaginska kiselina 0,013722 Luteolin 0,016665
Pmtﬁ:‘saetlei:;mka 0,010512 Vitamin C 0,001224 | Sinapinska kiselina | 0,013219
Luteolin 0,0095 Epikatehin 0,004246 Elaginska kiselina 0,009632
Siringinska kiselina 0,009064 | Vanilinska kiselina 0,000305 Vanilinska kiselina 0,004086
Katehin 0,001458 | Kumarinska kiselina | 1,95E-05 | Hlorogenska kiselina | 0,003305
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Candida albicans

Candida albicans ATCC 24433

Supstanca R? (%) Supstanca R? (%)
Kvercetin 0,125005 Ferulna kiselina 0,326608
Protokatehinska kiselina 0,124268 Siringinska kiselina 0,125657
Katehin 0,112997 Kvercetin 0,101214
Gentisinska kiselina 0,108226 Ukupni antocijani 0,093029
Vitamin C 0,10711 Galna kiselina 0,076732
Kempferol 0,106134 Kumarinska kiselina 0,073794
p-Hidroksibenzoeva kiselina 0,105365 Protokatehinska kiselina 0,047854
Galna kiselina 0,092309 Hlorogenska kiselina 0,047118
Elaginska kiselina 0,072893 p-Hidroksibenzoeva kiselina 0,040816
Miricetin 0,070113 Kempferol 0,036597
Siringinska kiselina 0,054418 Rutin 0,035768
Epikatehin 0,041897 Vanilinska kiselina 0,035428
Kafena kiselina 0,03573 Vitamin C 0,031991
Ferulna kiselina 0,0346 Epikatehin 0,024556
Izoramnetin 0,034398 Miricetin 0,023612
Luteolin 0,03407 Katehin 0,017668
Sinapinska kiselina 0,027545 Izoramnetin 0,014192
Vanilinska kiselina 0,026152 Elaginska kiselina 0,013343
Hlorogenska kiselina 0,023572 Luteolin 0,012838
Kumarinska kiselina 0,017182 Kafena kiselina 0,011955
Ukupni antocijani 0,016066 Sinapinska kiselina 0,01086
Krisin 0,01433 Gentisinska kiselina 0,020015
Rutin 0,010414 Krisin 0,000108
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Prototheca wickerhamii Prototheca zopfii

Supstanca R? (%) Supstanca R? (%)
Gentisinska kiselina 0,390023 Ferulna kiselina 0,391979
Hlorogenska kiselina 0,275647 Siringinska kiselina 0,130038
Krisin 0,270958 Kumarinska kiselina 0,089463
Kempferol 0,26135 Ukupni antocijani 0,085534
Kafena kiselina 0,215825 Galna kiselina 0,074712
Izoramnetin 0,207529 Kvercetin 0,065811
Ferulna kiselina 0,195641 Hlorogenska kiselina 0,053775
Katehin 0,179724 Epikatehin 0,039061
Sinapinska kiselina 0,166183 Rutin 0,036378
Luteolin 0,157552 Protokatehinska kiselina 0,031558
Vanilinska kiselina 0,12516 Vanilinska kiselina 0,030997
Elaginska kiselina 0,097625 Miricetin 0,029983
Ukupni antocijani 0,051221 Katehin 0,029971
Galna kiselina 0,047214 Kempferol 0,024392
Rutin 0,037865 p-Hidroksibenzoeva kiselina 0,016101
p-Hidroksibenzoeva kiselina 0,006979 Vitamin C 0,007198
Miricetin 0,006927 Luteolin 0,013923
Kumarinska kiselina 0,005883 Sinapinska kiselina 0,011755
Siringinska kiselina 0,004169 Gentisinska kiselina 0,011694
Epikatehin 0,010129 Izoramnetin 0,010954
Kvercetin 0,000854 Kafena kiselina 0,003949
Protokatehinska kiselina 0,000638 Krisin 0,001515
Vitamin C 0,000157 Elaginska kiselina 0,000363
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Toksi¢nost na MDBK ¢elije

Bovine herpesvirus 1

Bovine viral diarrhea virus

Supstanca R? (%)

Supstanca R? (%)

Supstanca R? (%)

Ferulna kiselina 0,31560

Ferulna kiselina 0,43043

Ferulna kiselina 0,33674

Vanilinska kiselina 0,18299

Vanilinska kiselina 0,27173

Vanilinska kiselina 0,23580

p-Hidroksibenzoeva

Siringinska kiselina 0,18293 Vitamin C 0,23137 kiselina 0,16486
Rutin 0,16231 Miricetin 0,18542 Miricetin 0,16395
Luteolin 0,09406 Rutin 0,16722 Kafena kiselina 0,15882
Izoramnetin 0,09375 Kumarinska kiselina 0,16712 | Protokatehinska kiselina | 0,14882
Sinapinska kiselina 0,09259 Epikatehin 0,12766 Elaginska kiselina 0,10648
Miricetin 0,08910 | PrHHdrOKSIBENZ0eVa | 6 1770 Vitamin C 0,10034
Kvercetin 0,08854 Krisin 0,11674 Rutin 0,09934
Krisin 0,08527 Pmtﬁi';aetl?ﬂ;”s"a 0,09714 | Siringinska kiselina | 0,07198
Gentisinska kiselina 0,07352 Kafena kiselina 0,08698 Kvercetin 0,06298
Hlorogenska kiselina 0,05438 Izoramnetin 0,08011 Izoramnetin 0,05411
Vitamin C 0,04611 Siringinska kiselina 0,07490 Epikatehin 0,05109
Elaginska kiselina 0,03144 Hlorogenska kiselina 0,06579 Sinapinska kiselina 0,03643
Kempferol 0,00313 Sinapinska kiselina 0,06415 Luteolin 0,03428
Ukupni antocijani 0,00236 Katehin 0,06232 Gentisinska kiselina 0,03198
Protokatehinska |4 53575 Luteolin 0,04217 Galna kiselina 0,02657
kiselina
Kafena kiselina 0,00160 Elaginska kiselina 0,04047 Ukupni antocijani 0,00803
Katehin 0,00139 Gentisinska kiselina 0,01697 Hlorogenska kiselina | 0,00687
Epikatehin 0,00026 Galna kiselina 0,01256 Krisin 0,00500
Kumarinska kiselina 0,00024 Ukupni antocijani 0,00634 Kempferol 0,00196
Galna kiselina 0,00010 Kvercetin 0,00331 Katehin 0,00179
p'Hidrl?i';ZiI?rf:me"a 0,00001 Kempferol 0,00256 | Kumarinska kiselina | 0,00074
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