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TIMIJANA DOBIJENOG PROCESOM HIDRODESTILACIJE®
ANTIBACTERIAL EFFECT AND CYTOTOXIC EFFECT OF
SUPERCRITICAL EXTRACTION OF THYME AND THYME EXTRACT
OBTAINED THROUGH HYDRODISTILLATION PROCESS
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Ispitivanjem antibakterijskog delovanja natkriticnog ekstrakta timi-
jana (TNKE) i ekstrakta timijana dobijenog hidrodestilacijom (THD) je
obuhvacéeno 18 sojeva bakterija iz rodova Staphylococcus, Streptococ-
cus i Enterococus, ukljucujuéi sojeve MRSA, sojeve VRE kao i referen-
tne sojeve S.pyogenes ATCC 19615, S.agalactiae ATCC 27959, S.au-
reus ATCC 11632 j S.aureus ATCC 25923. Antibakterijsko delovanje ek-
Strakata timijana ispitivano je primenom mikrodilucione metode u bu-
jonu, a citotoksicni efekat ekstrakata timijana ispitivan je na celijskoj
liniji VERO. Dobijene vrednosti MIC THD ekstrakta kretale su se od
160 ug/mL do 1280 ug/mL za sve sojeve bakterija obuhvacene ispitiva-
njem. Dobijene vrednost MIC TNKE ekstrakta iznosile su 1280 pug/mL
do >2560 ug/mL za sve ispitivane sojeve osim za 1 soj S. intermedius
od 320 ug/mL. Citotoksicni efekat na celijskoj liniji VERO ispitivani ek-
strakti su ispolji u koncentracijama vis$im od 40 ug/mL.

Kljuéne reci: ekstrakti, timijan, antibakterijsko delovanje, citotoksi¢ni
efekat

Uvod / Introduction

lako se danas na trziStu lekova u svetu na raspolaganju nalazi preko

200 vrsta antibiotika i hemioterapeutika uklju€ujuci 50 vrsta penicilina, 70 vrsta ce-
falosporina i 20 vrsta hinolona, problem multirezistencije bakterija na antibiotike je
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na vrhuncu aktuelnosti. Tokom 2001. godine samo u SAD je proizvedeno 24,6
miliona kilograma antibiotika za upotrebu u sto€arskoj proizvodniji i veterini i pri-
blizno 3 miliona kilograma za upotrebu kod ljudi (Aarestrup, 2005). Ovako obimna
proizvodnja i potro$nja antibiotika dovela je do pogor$anja problema rezistencije
bakterija i pojave sojeva patogenih bakterija koji su rezistentni na gotovo sve anti-
biotike. Takvi, multirezistentni sojevi svakodnevno se umnoZavaju i naseljavaju
farme, bolnice i druge ekoloske nise i Sirom sveta dovode do teskih infekcija kod
zivotinja i ljudi, sa smrtnim ishodom. Sa druge strane, farmaceutska industrija u
poslednjih 20 godina nije proizvela nijedan novi takozvani blockbuster antibiotik
Sirokog spektra delovanja koji bi bio namenjen za Siroku upotrebu u humanoj i
veterinarskoj medicini (Nordmann, 2007). Postoji nekoliko razloga za krizu u pro-
izvodnji novih klasa antibiotika. Najpre, nisu otkrivene nove supstancije koje imaju
visoku selektivnu toksiCnost i stoga se, uprkos dobrom antibakterijskom de-
lovanju, mnogi novi antibakterijski lekovi ne mogu upotrebiti u klini¢koj praksi jer
deluju toksi¢no na ¢elije domacina. Zatim, pretklini¢ka i kliniCka ispitivanja novih
antibiotika traju nekoliko godina, pa €ak i decenija, veoma su skupa i neizvesna
pa se postavlja pitanje isplativosti proizvodnje novih antibiotika. | na posletku, da
bi se novi antibiotik plasirao na trZiSte potrebno je pokrenuti ogromnu viSe-
godi$nju marketinSku kampanju kako bi novi preparat do$ao do potro$aca. Stoga
su u poslednjih deset godina u svetu sve aktuelnija ispitivanja antibakterijskog de-
lovanja neantibiotskih supstancija ukljuCujuci i biljne ekstrakte, a u cilju pron-
alazenja novih sredstava u borbi protiv infekcija izazvanih multirezistentnim soje-
vima bakterija.

Ekstrakcija aktivnih supstanci iz biljnog materijala uz primenu nat-
kriti¢nih fluida (NKE) je metod razvijen poslednjih decenija dvadesetog veka koji
ima brojne prednosti u odnosu na tzv. konvencionalne metode. Natkriticna ek-
strakcija se vrSi fluidima koji se nalaze u ugu§éenom stanju na temperaturi iznad
svoje kritiCne temperature i pod pritiskom iznad svog kritiénog pritiska. U ovom
stanju fluid se odlikuje velikom gustinom koja je bliska gustini te€nosti dok mu di-
fuzivnost ostaje velika i bliska difuzivnosti gasova. Ovakve osobine omogucavaju
da natkriti¢ni fluid lako prodire u biljni materijal i omoguci ekstrakciju sekundarnih
biljnih metabolita. Nakon ekstrakcije vrsi se separacija fluida od ekstrakta tako $to
se snizava pritisak pri kome fluid prelazi u gasovito stanje. Na taj nacin se dobija
ekstrakt potpuno slobodan od tragova rastvaraca. Naj¢eSée primenljivan rast-
varac jeste ugljen-dioksid zbog povoljnih vrednosti temperature i pritiska kao nje-
govih kriti¢nih parametara (31,8°C, 7,38 MPa) ali i zato $to je jeftin, lako dostupan i
nije toksi¢an. Sa ugljen-dioksidom je mogucée izvesti ekstrakciju na temperaturi
oko 40°C, ¢ime se izbegava degradacija termolabilnih aktivnih komponenti.
Izborom pritiska (odnosno gustinom natkriticnog fluida) menja se ekstrakciona
mo¢ natkritiCnog rastvaraca. Nizi pritisci pogoduju izolaciji komponenata manje
molekulske mase, dok ekstrakcijom pri vi§im pritiscima u ekstraktu dominiraju
komponente vec¢e molekulske mase. Na taj nacin je biranjem uslova ekstrakcije
(pritisak i temperatura) moguée dobiti ekstrakt sa maksimalnim sadrzajem zelje-
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nih aktivnih supstanci. Jedini nedostatak primene NKE u industrijskim uslovima, u
odnosu na konvencionalne metode, jesu veca investiciona ulaganja u opremu
zbog rada na povi$enim pritiscima. Medutim, sami troSkovi proizvodnje su znatno
maniji, proces je jednostavniji i energetski isplativiji, a dobijeni proizvod je kvalitet-
niji i ima vecu cenu na trzistu.

Stoga u poslednjih nekoliko godina u nau¢noj i stru¢noj javnosti viada
veliko interesovanje za moguénost primene natkriti¢nih ekstrakata biljaka kao no-
vih antimikrobnih sredstava ili kao aditiva hrani koji bi svojim prisustvom sprecili
razmnozavanje prisutnih mikroorganizama, a time i kvar hrane (Burt, 2004). Osim
toga, smatra se da natkritini ekstrakati nekih biljaka spre€avaju Sirenje gena
rezistencije putem plazmida izmedu bakterija (Schelz, 2006). Najve¢a prednost
primene NKE dobijenih natkriticnom ekstrakcijom u odnosu na ekstrakte biljaka
dobijene drugim tehnoloskim procesima jeste upravo odsustvo primesa organ-
skih rastvaraca (alkohola, etra, hloroforma, acetona, itd) koji su toksi¢ni za
domacdina i onemoguéavaju Siru primenu samih ekstrakata (Dorman i Deans,
2000). Sa druge strane, bez obzira na sve prednosti i kompleksniji sastav ek-
strakata dobijenih natkriti€énom ekstrakcijom kao i njihovu veliku tehnicku Cisto¢u,
rezultati jednog broja istraZivanja su pokazali da navedeni ekstrakti mogu imati
slabije antibakterijsko delovanje u odnosu na ekstrakte dobijene drugim teh-
noloskim procesima.

S obzriom na to da je u prethodnim ispitivanjima antibakterijske aktiv-
nosti natkritiCnih ekstrakata nekih biljaka u nasoj zemlji otkriveno solidno antibak-
terijsko delovanje tih ekstrakata na gram-pozitivne bakterije (MiSi¢ i sar., 2008;
Glii¢ i sar., 2007) i u ovo ispitivanje uklju€ene su gram-pozitivne bakterije i to stafi-
lokoke, streptokoke i enterokoke kao Cesti uzroénici lokalnih i sistemskih gnojnih
infekcija ljudi i Zivotinja koji lako sti€u rezistenciju na antibiotike.

Danas najve¢u zabrinutost u humanoj i veterinarskoj medicini izazi-
vaju takozvani MRSA sojevi stafilokoka (meticilin rezistentni Staphylococcus au-
reus) i sojevi VRE (vankomicin-rezistentne Enterococcus vrste) koje su rezistentne
na vecinu postojecih antibiotika i dovode do izrazito teskih i ¢esto smrtonosnih in-
fekcija kod ljudi (Duquette, 2004; Vengust, 2006). Prisustvo MRSA i VRE sojeva
predstavlja gotovo nereSiv problem u humanoj medicini ali i ozbiljnu pretnju u ve-
terinarskoj medicini zbog moguénosti nastajanja i preno$enja sojeva MRSA i VRE
sa zivotinja na ljude. Sojevi MRSA prevashodno nastaju u bolnicama s obzirom na
to da su bolnice specificne ekoloske niSe u kojima su bakterije konstantno
izloZzene delovanju velikog broja antibiotika. PoGetkom 2000. godne doslo je do
proSirivanja sojeva MRSA iz bolnica na civilno stanovnistvo zahvaljujuéi takozva-
nim asimptomatskim nosiocima sojeva MRSA. Za razliku od toga, sojevi VRE nas-
tajali su prevashodno kod Zivotinja na farmama, jer su farme, sli¢no bolnicama,
takode ekoloske niSe u kojima se bakterije intenzivno izlazu delovanju antibiotika.
Tacnije, u istrazivanjima 1997. godine na jednoj farmi zivine u Danskoj, prvi put je
otkrivena direktna veza izmedu avoparcina — glikopeptidnog antibiotika kori§ée-
nog kao promotera rasta i pojave vankomicin rezistentih sojeva Enterococcus
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vrsta (VRE) (Aarstrup, 2000). U tom istrazivanju, ne samo $to je otkriven ovaj oblik
ukrstene rezistencije nego je ustanovljeno i da se bez prethodnog Sirenja gena
rezistencije, sojevi VRE poreklom iz creva svinja i zivine tretiranih avoparcinom di-
rektno prenose na ljude, pse, macke, miSeve, Cak i insekte i tako raznose na velike
udaljenosti da bi u direktnom kontaktu sa prijem¢ivim ljudima izazivali ozbiljne in-
fekcije. Interesantno je da sojevi VRE kod Zivotinja kod kojih su nastali, kao i
uopSte u veterinarskoj medicini, za sada, ne dovode do zdravstvenih problema.
Ovi sojevi predstavljaju zdravstevnu opasnost samo u humanoj medicini, ali su zi-
votinje, kako je ve¢ re€eno, potencijalno opasni izvor ovih sojeva bakterija za
populaciju ljudi.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Materijal

Za ispitivanje antibakterijskog i citotoksi¢nog delovanja koriS¢eni su
ekstrakti timijana sa podrucja juznog Balkana (berba 2006.) dobijeni procesom
natkriticne ekstrakcije (TNKE) i hidrodestilacije (THD).

Ispitivanjem je obuhvaceno 18 sojeva bakterija iz rodova Staphylococ-
cus, Streptococcus i Enterococus, uklju€ujuci sojeve MRSA, sojeve VRE i referen-
tne sojeve S.pyogenes ATCC 19615, S.agalactiae ATCC 27959, S.aureus ATCC
11632 S.aureus ATCC 25923. Svi ispitivani sojevi bakterija izolovani su iz uzoraka
briseva koze, ociju i uSiju poreklom od pasa, macaka i ljudi obolelih od infekcije
koze i konjunktivitisa, osim jednog soja VRE kaji je izolovan iz uzorka mozga ug-
inulog psa i jednog soja E.faecalis koji je izolovan iz uzorka jetre uginulog labora-
torijskog misa . Uzorci briseva dostavljani su na rutinsku mikrobioloSku analizu u
laboratoriju za bakteriologiju i mikologiju Katedre za mikrobiologiju Fakulteta ve-
terinarske medicine u Beogradu tokom 2007. i 2008. godine.

Za izolaciju i identifikaciju bakterija kori§¢eni su krvni agar sa 6%
ovcije krvi (bioMerieux), Columbia agar sa kolistinom i nalidiksi¢nom kiselinom
(Becton Dickinson) i hranljivi bujon (BioLab). Za tipizaciju sojeva bakterija do vrste
upotrebljen je BBL Crystal gram positive id kit (Becton Dickinson). U cilju ot-
krivanja sojeva MRSA kori§¢eni su antibiogram diskovi oksacilina koncentracije
1 ug i cefoksitina koncentracije 30 ug, a ispitivanje je vr§eno na Mueller Hinton
agaru (bioMerieux). Slicno tome, u cilju otkrivanja sojeva VRE kori$¢eni su antibio-
gram diskovi vankomicina koncentracije 30 ug (Becton Dickinson), takode na
Mueller Hinton agaru.

Antibakterijsko delovanje ekstrakata timijana ispitivano je u mikrotitra-
cionim plo¢ama sa "U" dnom (Spektar) uz upotrebu Mueller Hinton bujona sa
korigovanom koli¢inom jona kalcijuma i magnezijuma (Becton Dickinson) uz do-
datak indikatora 1,6% brom krezol ljubi¢astog (Merck) u finalnoj koli¢ini od
100 uL/100 mL podloge. Pre upotrebe ekstrakti TNKE i THD rastvarani su direkino
u DMSO (dimetilsulfoksid, Sigma). Suspenzija bakterija za inokulaciju pripemana
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je u sterilnom 0,85% rastvoru NaCl (Zorka), a finalna gustina inokuluma iznosila je
priblizno 5 x 10° CFU/mL.

Citotoksicni efekat ekstrakata timijana (TNKE i THD) timijana u kon-
centracijama od 1280, 640, 320, 160, 80, 40, 20 i 10 ug/mL ispitivan je na celijskoj
liniji VERO (¢elije bubrega velikog zelenog africkog majmuna) u mikrotitracionim
plo€ama sa ravnim dnom (Spektar). Za ispitivanje citotoksi¢nog delovanja ek-
strakti timijana su rastvarani u DMSO &ija je koncentracija iznosila 16 pg/mL. Ce-
lijska linija VERO je odrzavana standardnom metodom tripsinizacije i subpasaza-
ma. Kao hranljiva podloga za njihov rast kori§¢ena je Eagle - MEM (Sigma) sa do-
datkom 10% fetalnog telec¢eg seruma (Sigma) kao i 100 IU/ml penicilina (Sigma),
100 ug/ml streptomicina (Sigma) i 25 IU/ml nistatina (Sigma) radi sprecavanja
kontaminacije ¢elijskih linija bakterijama i gljivicama. Radi dobijanja subpasaza,
celijske linije su tripsinizirane kombinacijom tripsin-versena (Becton Dickinson).
Suspenzija tripsiniziranih ¢elija je razlivana u mikrotitracione ploCe sa ravnim
dnom i inkubisana na temperaturi od 36°C u atmosferi sa 5-10%CQO,. Nakon do-
bijanja kontinuiranog rasta ¢elija na dnu mikrotitracione ploce, vr§ena su dalja is-
pitivanja CTE ekstrakata.

Metode

Natkriticna ekstrakcija timijana izvedena je na temperaturi od 40°C i
pritisku od 11,5 Mpa u prethodno opisanom (Zizovic i sar., 2007) laboratorijskom
postrojenju za NKE Autoclave Engineers SCE Screening System, sa ugljen-
dioksidom kao natkriti¢nim fluidom. Hidrodestilacija timijana izvedena je u labora-
torijskoj aparaturi za hidrodestilaciju po Klevendzeru u trajanju od 4 sata.

Izolacija i identifikacija bakterija vrSena je primenom konvencionalnih
mikrobioloskih metoda. Ispitivanje osetljivosti izolovanih sojeva Staphylococcus
vrsta na oksacilin u cilju otkrivanja sojeva MRSA, kao i Enterococcus vrsta na van-
komicin u cilju otkrivanja sojeva VRE, vr§eno je primenom disk difuzione metode
prema preporukama CLSI iz 2008. godine (Clinical and Laboratory Standards In-
stitute, USA). Antibakterijsko delovanje ekstrakata timijana ispitivano je primenom
mikrodilucione metode u bujonu, takode na osnovu CLSI standarda iz 2008. go-
dine.

Citotoksicni efekat ekstrakata timijana u razli¢itim koncentracijama
pracen je pomocu invertnog mikroskopa (Karl Zeiss) u razli¢itim vremenskim in-
tervalima (2h, 4h i 24 h).

Rezultati / Results

Rezultati ispitivanja antibakterijskog delovanja ekstrakata timijana pri-
kazani su u tabeli 1. Moze se uociti da je ekstrakt timijana dobijen procesom hidro-
destilacije (THD) imao znacajno jace antibakterijsko delovanje od natkriticnog ek-
strakta timijana (TNKE).
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Dobijene vrednosti MIC THD ekstrakta kretale su se od 160 ug/mL do
1280 ug/mL za sve sojeve bakterija obuhvacene ispitivanjem. Najjace antibak-
terijsko delovanje sa vrednosti MIC od 160 pug/mL ispoljio je ekstrakt THD na 4
soja Staphylococcus vrsta i to Staphylococcus aureus ATCC 11632, dva soja
Staphylococcus intermedius poreklom od psa i macke i 1 soj Staphylococcus epi-
dermidis poreklom od macke. Ekstrakt THD je ispoljio i dobro antibakterijsko de-
lovanje sa vrednos$¢u MIC od 320 pug/mL za sve stafilokoke iz kategorije MRSA
obuhvacene ovim ispitivanjem i to na 1 soj S.capitis poreklom od psa, na 2 soja
S.haemolyticus poreklom od psa i macke i na 1 soj S.epidermdis takode porekom
od macke. Ekstrakt timijana THD ispoljio je umereno jako antibakterijsko de-
lovanje na sojeve Enterococcus vrsta (ukljuCujuéi i sojeve VRE) sa vrednostima
MIC od 640 ug/mL. Identi¢nu vrednost MIC ekstrakt THD ispoljio je i na dva soja
Stahylococcus vrsta i to S.aureus ATCC 25923 i S.epidermidis poreklom sa koze
psa. Ekstrakt nije delovao na Streptococcus vrste ukljuCene u ovo ispitivanje, od-
nosno vrednosti MIC ekstrakata suiznosile >2560 ug/mL za ove sojeve bakterija.

Tabela 1. Rezultati antibakterijskog delovanja ekstrakta timijana dobijenih procesom
hidrodestilacije (THD) i natkriti¢ne ekstrakcije (NKE)
Table 1. Results of antibacterial effect of thyme extract obtained by hydrodistillation process (THD) and
supercritical extraction (NKE)

Vrednosti MIC u mg/mL /
Ispitivani soj i njegovo porekio / MIC VALUE in ug/ml
Examined strain and its origin Timijan HD / | Timijan NKE /
Thyme HD Thyme NKE

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 1280 2560
Streptococcus agalactiae ATCC 27959 1280 2560
Streptococcus uberis — koza zamorca / guinea pig skin 1280 2560
S. equi ssp. Zooepidermicus — koza psa / dog skin 1280 2560
Enterococcus faecalis (VRE) — prepucijum psa / dog prepuce 640 2560
Enterococcus faecalis (VRE) — mozak psa / dog brain 640 2560
Enterococcus faecalis (VRE) — humani urin / human urine 640 1280
Enterococcus faecalis — jetra miga / mouse liver 640 2560
Staphylococcus aureus ATCC 11632 160 >2560
Staphylococcus aureus ATCC 25923 640 >2560
Staphylococcus intermedius — uho psa / dog ear 160 1280
Staphylococcus capitis (MRSA) — uho psa / dog ear 320 >2560
Staphylococcus haemolyticus (MRSA) — oko psa / dog eye 320 2560
Staphylococcus haemolyticus (MRSA) — nos psa / dog nose 320 2560
Staphylococcus epidermidis (MRSA) — koza macke / cat skin 320 2560
Staphylococcus epidermidis — oko macke / cat eye 160 1280
Staphylococcus intermedius — oko psa / dog eye 160 320
Staphylococcus epidermidis — koza psa / dog skin 640 1280
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Natkriti¢ni ekstrakt timijana (TNKE) pokazao je dobro antibakterijsko
delovanje samo na 1 soj od svih sojeva ukljucenih u ispitivanje i to na soj S.inter-
medius izolovan iz oka psa sa dobijenom vredno$¢u MIC od 320 ug/mL. Nat-
kriti¢ni ekstrakt timijana (TNKE) nije pokazao antibaterijsko delovanje u primen-
jenim koncentracijama za ostale sojeve bakterija obuhvacene ispitivanjem, jer su
dobijene vrednost MIC ovog ekstrakta iznosile 1280 ug/mL do >2560 ug/mL za
sve ostale ispitivane sojeve.

Rezultati citotoksi¢nog delovanja ekstrakata timijana prikazani su u ta-
belama 2 i 3 kao i na slikama 1, 2 i 3. Najpre je ispitivan citotoksi¢ni efekat rast-
varacCa za ekstrakte dimetilsulfoksida (DMSO) u koncentracijama od 1 ug/mL do
2560 ug/mL. Ispitivanjem je dobijena grani¢na koncentracija DMSO od 16 ug/mL
koja nije ispoljila citotoksi¢no delovanje na ¢elije VERO. Pre ispitivanja citotok-
siénosti, ekstrakti timijana su rastvarani u podlozi za kulturu ¢elija Eagle MEM uz
dodatak 16 ug/mL DMSO. Interesantno je da je DMSO u koncentracijama ve¢im
od 16 ug/mL pokazao citotoksicni efekat ve¢ posle 2 ¢asa inkubacije na 37°C, dok
u koncentracijama od 16 pug/mL i nizim nije ispoljio citotoksi¢ni efekat ni posle
48 ¢asova inkubacije.

Pracenje pojave citotoksiCnog efekta ekstrakata timijana na VERO
¢elijama vrSeno je mikroskopski posle 2, 4 i 24 ¢asa. U prva 4 ¢asa inkubacije nisu
se pojavile promene na VERO ¢elijama, a nakon 24 ¢asa inkubacije ustanovljen je
jak citotoksicni efekat oba ispitivana ekstrakta (THD i TNKE) u koncentracijama od
80 ug/mL do 2560 ug/mL. Ispitivani ekstrakti u koncentracijama od 40 ug/mL i
nizim nisu ispoljili citotoksi¢no delovanje, odnosno ¢elije VERO ostale su nepro-
menjene i identicnog izgleda kao i kontrole.

Tabela 2. Praéenje citotoksicnog efekta ekstrakta timijana THD na celije VERO /
Table 2. Following cytotoxic effect of thyme extract THD on VERO cells

Vreme Ispitivane koncentracije u ug/mL /
ocitavanja / [Examined concentrations in yg/mlL
Time of
reading | 2560 | 1280 | 640 | 320 | 160 80 40 20 10
2h - - - - - - - - -
4h - - - - - - - - -
24 h + + + + + + — - —

Tabela 3. Pracenje citotoksi¢nog efekta ekstrakta timijana TNKE na ¢elije VERO /
Table 3. Following cytotoxic effect of thyme extract TNKE on VERO cells.

Vreme Ispitivane koncentracije u ug/mL /
oditavanja / FExamined concentrations in ug/el
Time of
reading | 2560 | 1280 | 640 | 320 | 160 80 40 20 10
2h - - - - - - - - -
4h - - - - - - - - -
24 h + + + + + + - — -
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Slika 1. Izgled ¢elija VERO (citotoksi¢ni efekat) u prisustvu ekstrakta timijana dobijenog
procesom hidrodestlacije (THD) u koncentraciji od 1280 ug/mL /
Figure 1. Appearance of VERO cells (cytotoxic effect) in presence of thyme extract obtained by hydrodistil-
lation process (THD) in concentration of 1280 ug/mL

Slika 2. Izgled ¢elija VERO (citotoksicni efekat) u prisustvu ekstrakta timijana dobijenog
procesom natkriti¢ne ekstrakcije (TNKE) u koncentraciji od 1280 ug/mL /
Figure 2. Appearance of VERO cells (cytotoxic effect) in presence of thyme extract obtained by supercritical
extraction process (TNKE) in concentration of 1280 uig/mL

Slika 3. Izgled ¢elija VERO u kontrolama bez prisustva ekstrakata timijana /
Figure 3. Appearance of VERO cells in controls without presence of thyme extract
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Diskusija / Discussion

U ovom ispitivanju kori§¢ena je mikrodiluciona metoda u bujonu za
odredivanje vrednosti MIC antibiotika prema preskripciji CLSI, 2008. Jedina modi-
fikacija metode odnosila se na to da su umesto antibiotika kori§¢eni biljni ekstrak-
ti, ali procedura, princip metode kao i nacin pripremanja i vrste hranljivih podloga
nisu promenjeni.

Koekstrakcija smola i masnih ulja je jedna od oteZavajucih okolnosti u
ispitivanjima antimikrobnog delovanja natkriticnih ekstrakata jer se oni ne rast-
varaju u vodi, a metode za odredivanje vrednosti MIC baziraju se na rastvaranju
supstancija €ija se vrednost MIC ispituje u vodenim (te¢nim) rastvorima odnosno
hranljivim podlogama. Pojedini autori preporucuju zagrevanje hranljive podloge i
samih ekstrakata radi lakSeg rastvaranja, ali ta metoda rada nije primenjena s ob-
zirom na to da su mnogi sastojci ekstrakata termolabilni pa se raspadaju ili deak-
tiviraju na viSim temperaturama. Stoga je kao rastvara¢ bio kori§¢éen DMSO koji
nema antibakterijsko delovanje. Za potrebe ispitivanja antibakterijskog delovanja
ekstrakata timijana (THD i TNKE) kori§¢en je nerazblazeni DMSO.

Nije isklju¢eno da su DMSOQ i ekstrakti timijana imali sinergisti¢ko cito-
toksi¢no delovanje na ¢elije VERO, tj postoji mogucnost da bi Cisti, nerastvoreni
ektrakti imali slabiji citotoksi¢ni efekat bez prisustva DMSO, medutim, za sada se
ova pretpostavka ne moze proveriti jer ekstrakte timijana, kako THD tako i TNKE
nije moguce razblazivati do ispitivanih koncentracija ukoliko se prethodno ne rast-
vore u DMSO.

Iz prikazanih rezultata moze se uociti da su ekstrakti timijana imali cito-
toksicni efekat na ¢elijama VERO u koncentracijama od 80 ug/mL i viSe dok je u
antibakterijskim ispitivanjima najmanja dobijena vrednost MIC ovih ekstrakata
iznosila 160 ug/mL. Drugacije reCeno, ekstrati timijana u koncentracijama
160 ug/mL i viS§im ne mogu biti primenjeni u klini¢koj terapiji infekcija izazvanih
stafilokokama, streptokokama i enterokokama iako su pokazali dobro antibak-
terijsko delovanje narocito na stafilokoke, upravo iz razloga Sto ovi ekstrakti imaju
citotoksic¢ni efekat u svim koncentracijama koje odgovaraju dobijenim vredno-
stima MIC.

Znacajno je da se istakne da kao rastvara¢ za biljne ekstrakte (uljane
supstancije) moze da se koristi i 1,2-propanediol (propilen glikol). Ova susptan-
cija takode pokazuje citotoksi¢no delovanje na ¢elije VERO u odredenim, manjim
koncentracijama, ali se uprkos tome u farmaceutskoj industriji koristi za rastvara-
nje uljanih lekovitih supstancija za primenu u veterinarskoj i humanoj medicini.
Medutim, u preliminarnim ispitivanjima je ustanovljeno da se ekstrakti timijana
THD i TNKE znacajno bolje rastvaraju u DMSO nego u 1,2-propanediolu pa je
stoga u ovom ispitivanju kori§éen samo DMSO.
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Zaklju€ak / Conclusion

Ekstrakt timijana dobijen procesom hidrodestilacije (THD) ima jako do
umereno jako antibakterijsko delovanje na neke sojeve Stahylococcus i Entero-
coccus vrsta uklju€ujuci i sojeve MRSA i VRE. Ekstrakt timijana dobijen procesom
natkriticne ekstrakcije (TNKE) nije pokazao dobro antibakterijsko delovanje na
vecinu ispitivanih sojeva bakterija osim na 1 soj Stahylococcus intermedius. Ispiti-
vani ekstrakti timijana nisu pokazali antibakterijsko delovanje na Streptococcus
vrste uklju€ene u ovo ispitivanje. Ispitivani ekstrakti timijana pokazali su jak cito-
toksicni efekat na ¢elije VERO u relativno niskoj koncentraciji od 80 ug/mL.
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ENGLISH

ANTIBACTERIAL EFFECT AND CYTOTOXIC EFFECT OF SUPERCRITICAL
EXTRACTION OF THYME AND THYME EXTRACT OBTAINED THROUGH
HYDRODISTILLATION PROCESS

D. Misié, J. Nisavié, Irena Zizovié, Jasna Ivanovié

Investigations of antibacterial effect of supercritical extraction of thyme
(TNKE) and thyme extract obtained by hydrodistillation (THD) covered 18 bacteria strains
from the genuses Staphylococcus, Streptococcus and Enterococcus, including the strains
MRSA, the strains VRE, as well as the reference strains S.pyogenes ATCC 19615, S. agalac-
tiae ATCC 27959, S. aureus ATCC 11632, and S.aureus ATCC 25923. The anibacterial effect
of thyme extracts was examined using the microdillution method in bouillon, and the cyto-
toxic effect of thyme extract was examined on the VERO cell line. The obtained values for
MIC THD extract ranged from 160ug/mL to 1280ug/mL for all bacteria strains covered by
the investigations. The obtained values for MIC TNKE extract were 1280 ug/mL to
2560 ug/mL for all examined strains except for 1 strain of S. intermedius of 32 0 ug/mL. The
examined extracts revealed a cytotoxic effect on the VERO cell line in concentrations higher
than 40 ug/mL.

Key words: extracts, thyme, antibacterial effect, cytotoxic effect

PYCCKUN

AHTUBAKTEPUAJIbHOE JEACTBUE U LUTOTOKCUYECKUN 3ODEKT
HAOKPUTUYECKOIO SKCTPAKTA TUMbAHA U QKCTPAKTA TUMbSAHA,
NONYYEHHOIO NMPOLIECCOM rmapPoanucTunnAaAunm

0. Muwiny, M. Huwasuy, Upena XKnmxosundy, ficHa BaHoBUY

VcnblTaHneM aHTMbaKTepranbHOro 4eNCTBUSA HAAKPUTUYECKOrO SKCTpaKTa
(THKE) 1 akcTpakTa TUMbSHa, nosnyyeHHoro rugpoamctunnauymen (TrA) oxsadveHo 18
wrammoB bakTepun n3 pogos Staphylococcus, Streptococcus v Enterococcus, Bknto4das
wrammbl MPCA, wTtammbl BPE crnoBHO 1 pedepeHTHble wtammbl S. pyogenes ATLIL
19615, S. agalactiae ATLILL 27959, S. aureus ATLILL 11632 n S. aureus ATLILL 25923. AHTw-
6akTepuanbHoe AeNCTBUE IKCTPAKTOB TUMbSHA MCMbITbIBAHO NMPUMEHEHWEM MUKPOAU-
NYUMOHHOTO MeToAda B OyfibOHEe, a UUTOTOKCUYECKUN 3(PPEeKT IKCTPaKTOB TUMbSHA
UCNbITbIBaH Ha KreTo4Hon nuHum BEPO. MonyydeHHble ctoumoctn MUK T skcTpakTa
gsurnamce ot 160 ur/mn go 1280 ur/mn gns Bcex LWTaMMOB 6aKTEpUR, OXBayeHHbIe
ucnbiTHMEeM. MonyyeHHble ctoumocTn MUK THKE skcTpakTta coctaBnsnm (B cymme)
1280 ur/mn go >2560 ur/mn Ans BCex NCMbITAHHbIX LUTAMMOB Kpome 3a 1 wramm S. inter-
medius ot 320 ur/mn. LuToTokcudeckun adbpekT Ha KneTovHow niuHum BEPO wcnbl-
TblBaHbl 3KCTPaKTbl MPOSABUIIN B KOHLEHTPALMAX BbICLIUM OT 40 wr/mn.

Knto4eBble croBa: 9KCTpPaKTbl, TUMbAH, aHTM6aKTepmaanoe AGVICTBVIG, LIMTOTOKCHU-
yeckuin acpdekT

27



