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dobljene rezultate smo ugotovili tudi, da so imeli ekstrakti roZmarina in zajblja boljse
protimikrobno delovanje kot enostavne fenolne spojine. Izjema je bil le EGKG, ki se je
izkazal kot protimikrobno zelo ucinkovit. Ekstrakta rozmarina in EGKG smo testirali v
razdetem meSanem mesu. V Zivilu so bile protimikrobne snovi manj u¢inkovite, saj so bile
vrednosti MIC v mletem mesu visje, kot v gojis¢u TSB.



Krznar D. Protimikrobno delovanje enostavnih fenolnih spojin ter ekstraktov roZzmarina in zajblja na razli¢ne vrste bakterij.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2010 I\Y

KEY WORDS DOCUMENTATION

DN Dn

DC  UDC 579.24+579.26:547.56 (043) = 163.6

CX  antimicrobial compounds/plant extracts/rosemary extract/sage extract/epigallocatechin
gallate/gallic acid/chlorogenic acid/dilution methods/minimal inhibitory
concentration/minced meat/bacterial resistance/Staphylococcus aureus/Escherichia
coli/Salmonella Enteritidis/Salmonella Typhimurium

AU  KRZNAR, Darja

AA  JERSEK, Barbara (supervisor)/ABRAM, Veronika (reviewer)

PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

PB  University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Food Science and
Technology

PY 2010

TI ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF SIMPLE PHENOLIC COMPOUNDS AND
EXTRACTS OF ROSEMARY AND SAGE AGAINST DIFFERENT BACTERIA

DT  Graduation thesis (University studies)

NO XI, 70 p., 8 tab., 33 fig., 12 ann., 43 ref.

LA sl

AL  sl/en

AB In the diploma work we have investigated antimicrobial efficacy of gallic acid,

chlorogenic acid, epigallocatechin gallate (EGCG) and extracts of rosemary (Vivox 40 and

Vivox 70) and sage on the selected Gram-positive and Gram-negative bacteria

(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium).

We studied the effectiveness of antimicrobial substances in the lower and higher numbers of

bacteria (10° CFU/ml and 10’ CFU/ml) and with different strains of the same species of

bacteria. We also wanted to determine the influence of food on antibacterial activity of

selected substances. Antimicrobial effectiveness of the tested compounds was determined by

microdilution method in liquid medium TSB (Triptic Soy Broth) in a microtiter plate and

dilution method in the liquid medium TSB. As a measure of antimicrobial activity, we chose

the minimum inhibitory concentration (MIC). We found that Gram-positive bacteria of

Staphylococcus aureus were more sensitive to simple phenolic compounds and plant extracts

than Gram-negative Escherichia coli and Salmonella enterica. The sensitivity of bacteria was

higher at lower concentrations of cells than at higher. MIC values for certain antimicrobials

tested on different strains of the same species of bacteria were very similar (three strains of

Staphylococcus aureus and two strains of Salmonella Enteritidis and Salmonella

Typhimurium). According to the results, we also found out that the extracts of rosemary and

sage had better antimicrobial activity than simple pure phenolic compounds. The exception

was only EGCG, which has proved to be very effective. Rosemary extracts and EGCG were

also tested in a mixed minced meat. Antimicrobial substances were less effective in food,

because the MIC values were higher in minced meat than in TSB medium.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
A. hydrophila Aeromonas hydrophila
ATTC tipski sev zbirke American Type Culture Collection
B. cereus Bacillus cereus
BHI (angl. brain heart infusion)
B. licheniformis Bacillus licheniformis
BP (angl. Baird-Parker base)
B. subtilis Bacillus subtilis
CFU kolonijska enota (angl. colony forming unit)
C. botulinum Clostridium botulinum
C. perfringens Clostridium perfringens
DAEC difuzno - adherentna E. coli
DNA deoksiribonukleinska kislina
EAEC enteroagregativna E. coli
EGKG epigalokatehin galat
EHEC enterohemoragi¢na E. coli
EIEC enteroinvazivna E. coli
EMB (angl. Eosin Methylene Blue gojisce)
EPEC enteropatogena E. coli
ETEC enterotoksigena E. coli
E. coli Escherichia coli
FR fizioloska raztopina
L. monocytogenes  Listeria monocytogenes
LT toplotno labilni enteritoksin E. coli
MHA trdo gojis¢e Mueller - Hinton
MHB tekoc¢e gojis¢e Mueller - Hinton
MIC minimalna inhibitorna koncentracija
MRSA meticilin rezistentne bakterije vrste Staphylococcus aureus
NCCLS Nacionalna komisija za klini¢ne laboratorijske standarde (angl. National
Committee on Clinical Laboratory Standards)
NCTC Nacionalna zbirka tipskih kultur (angl. National Collection of Type
Cultures)
S. Enteritidis Salmonella Enteritidis
S. Typhi Salmonella Typhi
S. Typhimurium Salmonella Typhimurium
S. aureus Staphylococcus aureus
ST toplotno stabilni enterotoksin E. coli
TSA gojisce tripti¢ni soja agar
TSB gojisce tripti¢ni soja bujon
TTC 2,3,5-trifenil tetrazolijev klorid
V. parahaemolyticus Vibrio parahaemolyticus
XLD (angl. Xylose Lysine Desoxycholate gojisce)
ZMI mikrobioloska zbirka laboratorija za Zivilsko mikrobiologijo na Oddelku

za Zivilstvo, BiotehniSke fakultete
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1 UVOD

Metaboli¢no delovanje mikroorganizmov povzroca kvarjenje Zivil in je pogost vzrok za izgubo
kakovosti zivil, zato se v zivilih in zivilski proizvodnji uporabljajo Stevilne protimikrobne
snovi oz. konzervansi (Smole Mozina in sod., 2009). Zaradi poveCevanja odpornosti
mikroorganizmov in zahtev potro$nikov po bolj naravni, manj obdelani hrani z manj dodanimi
konzervansi, se je zelo okrepil razvoj novih naravnih protimikrobnih ucinkovin, ki se
kombinirajo z novimi fizikalnimi postopki konzerviranja (Gould, 2004). Naravne
protimikrobne ucinkovine morajo delovati na Sirok spekter kvarljivcev in hkrati tudi
sinergisti¢no u¢inkovati skupaj z milimi nacini konzerviranja (Smole Mozina in sod., 2009).

Protimikrobno aktivne snovi v zivilih so lahko endogenega izvora, torej izhajajo iz surovine,
lahko pa so rastlinskega, Zivalskega ali mikrobnega porekla. Najbolj znano je protimikrobno
delovanje alkaloidov in fenolnih spojin rastlinskega porekla. Med fenolne spojine spadajo:
enostavni fenoli, fenolne spojine in njihovi estri, kinoni, flavonoidi, flavoni, tanini, kumarini,
terpeni in etericna olja. Med alkaloide spadata: berberin in piperin (Nychas, 2005).

Protimikrobno delovanje snovi je odvisno od sposobnosti povezovanja le-teh s celi¢nimi
stenami mikroorganizmov. Zaradi razlik v sestavi celicnih sten med grampozitivnimi in
gramnegativnimi bakterijami, so med njimi tudi razlike v obcutljivosti na protimikrobne snovi.
Grampozitivne bakterije so bolj obcutljive od gramnegativnih bakterij, ker se na njihove
celicne stene lahko veze vecja koli¢ina protimikrobne snovi, saj za razliko od gramnegativnih
bakterij, grampozitivne bakterije nimajo zunanje membrane, ki §Citi bakterijsko celicno steno
pred vezavo protimikrobnih snovi (Yoda in Zhao, 2004).

Mikrobioloskih kvarljivcev Zivil je veliko, vendar pa obstaja malo kvarljivcev, ki so hkrati tudi
povzrocitelji alimentarnih okuZzb ter zastrupitev. In ti organizmi so najbolj na udaru, ko gre za
izboljSanje varnosti hrane. Med najpomembnejse povzrocitelje bolezni, ki se prenasajo s hrano,
spadajo bakterije vrst S. aureus, Salmonella spp, E. coli, L. monocytogenes, B. cereus, B.
subtilis, B. licheniformis, Yersinia enterocolitica, CI. botulinum, CI. perfringens,
Campylobacter spp, A. hydrophila in V. parahaemolyticus (Gould, 2004).

V diplomski nalogi smo izvedli poizkuse z bakterijami vrst S. aureus, Salmonella Enteritidis,
Salmonella Typhimurium in E. coli. Z izbranimi bakterijami smo testirali protimikrobno
ucinkovitost enostavnih fenolnih spojin (galne in klorogenske kisline ter epigalokatehin galata)
ter rastlinskih ekstraktov (Vivox 40 in Vivox 70) ter ekstrakta Zajblja).
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1.1 CILJI DIPLOMSKE NALOGE

Namen oziroma cilji diplomskega dela so bili:

e Dolociti protimikrobno ucinkovitost galne kisline, klorogenske Kkisline, epigalokatehin
galata, ekstraktov Vivox 40 in Vivox 70 ter ekstrakta zajblja.

e Preveriti ali obstajajo razlike v obcutljivosti med gramnegativnimi in grampozitivnimi
bakterijami na izbrane protimikrobne snovi.

e Dokazati, da je protimikrobna u¢inkovitost izbranih snovi odvisna od Stevila bakterij.

e Ugotoviti ali obstajajo razlike med razlicnimi sevi iste bakterijske vrste.

e  Preveriti vpliv zivila na delovanje antimikrobnih snovi na bakterije.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Ekstrakti rozmarina (Vivox 40, Vivox 70) in zajblja so protimikrobno bolj ucinkoviti kot

enostavne fenolne spojine (galna kislina, klorogenska kislina, epigalokatehin galat).

e Grampozitivne bakterije vrste S. aureus so bolj ob¢utljive na izbrane protimikrobne snovi
galna kislina, klorogenska kislina, epigalokatehin galat, Vivox 40, Vivox 70 in ekstrakt
Zajblja od gramnegativnih bakterij sevov S. Enteritidis in S. Typhimurium ter vrste E. coli.

e Delovanje protimikrobnih snovi je boljSe pri nizjem Stevilu bakterij kot pri viSjem Stevilu
bakterij.

e Med razli¢nimi sevi iste bakterijske vrste ni razlik v obcutljivosti na protimikrobne snovi.

.....

Metoda razredCevanja v tekoCem gojis¢u v mikrotiterski plos¢ici omogoca hitro in
enostavno dolocitev protimikrobnega delovanja.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZGODOVINA UPORABE ZDRAVILNIH RASTLIN IN ZELISC

Uporaba zdravilnih rastlin je stara toliko kot ¢lovestvo. Nekateri znanstveniki predvidevajo, da
so praljudje z opazovanjem obnasSanja Zivali spoznali, da imajo nekatere rastline zdravilne
ucinke in so uporabo rastlin za zdravljenje Se izpopolnili. Prvi zapisi o nac¢inih zdravljenja so
nastali okoli 2200 let pr. n. §t. v Mezopotamiji, v danaSnjem Iraku. Gre za najstarejsi
medicinski priro¢nik. V Egiptu so bili najdeni prvi zapisi na medicinskih papirusih iz okoli
1900 let pr. n. 8t.. Pri Izraelcih so se ohranili medicinski zapisi samo v Talmudu in Bibliji. V
zgodovini indijske medicine so nastali prvi medicinski zapisi v Vedah. V gr$ko-rimski
zgodovini medicine ima pomembno vlogo Hipokrat, ki je napisal med 60 in 70 del,
imenovanih Corpus Hippocraticum. Teofrast je opisal 500 rastlinskih vrst in ga zato imenujejo
oce botanike. Dioskorid je v svojem delu De Materia Medica opisal vsa domaca in tuja
zdravila rastlinskega, Zivalskega in mineralnega porekla. Zadnji veliki gr8ko-rimski zdravnik je
bil Galen. Napisal je 83 razli¢nih del, ki so bila v uporabi Se v srednjem veku. V 17. stoletju se
za¢ne uporaba kemijskih zdravil, ki so jih kemiki izdelovali z uporabo alkimisticnih metod
(Kustrak, 2005). Razvoj organske kemije in zaCetek industrijske revolucije sta pospesila
uporabo sinteti¢no izdelanih zdravil. Kljub temu pa danes okoli 25 % zdravil Se vedno
izdelujejo iz rastlin (Rates, 2001).

Ljudje so rastline uporabljali ne samo v zdravstvene namene, ampak tudi kot zac¢imbe in za
konzerviranje hrane. Arheologi so odkrili, da so ljudje ze 50 000 let pr. n. §t. uporabljali
rastlinske liste za za¢injanje mesa. Ze Grki in Rimljani so zeli$¢a uporabljali za konzerviranje
hrane. Zelis¢a in za¢imbe so nato v srednjem veku uporabljali za zdravljenje, izboljSevanje
okusa in za konzerviranje (Kaefer in Milner, 2008).

Zelis¢a in zacimbe, ki delujejo protimikrobno, vsebujejo kemijske spojine kot so enostavni
fenoli in fenolne spojine, kumarini, terpenoidi in alkaloidi. Leta 1990 sta Billing in Sherman
naredila raziskavo s katero sta zelela dokazati, da so ljudje zaceli uporabljati zeliS¢a zaradi
njihovega protimikrobnega delovanja in ne samo zaradi organolepti¢nega ucinka. Ugotovila
sta, da so prebivalci toplejsih krajev v vecini receptov vsakodnevno uporabljali ve¢ razli¢nih
za¢imb, medtem ko so v hladnejSih obmocjih uporabljali veliko manj razlicnih za¢imb. Poleg
tega sta ugotovila, da so prebivalci toplih krajev uporabljali veliko ve¢ zac¢imb, ki delujejo
mikrobiocidno, prebivalci hladnih krajev pa manj. Iz tega sta sklepala, da so ljudje ze v davni
preteklosti opazili protimikrobno delovanje zelis¢ (Kaefer in Milner, 2008).
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2.2 PROTIMIKROBNO DELOVANIJE SNOVI RASTLINSKEGA IZVORA

Mehanizmi protimikrobnega delovanja rastlin §e vedno niso natan¢no raziskani. Znanstveniki
domnevajo, da protimikrobne komponente ucinkujejo na bakterijsko membrano in tako
povzroCijo, da ta postane bolj propustna. Poleg tega lahko povzroCijo izgubo celicnih
komponent, vplivajo na delovanje encimov in povzrocajo poskodbe DNA (Kaefer in Milner,
2008). Med pomembne protimikrobne snovi rastlinskega izvora spadajo fenolne spojine
(Alberto in sod., 2001). Fenolne spojine so vse tiste spojine, ki imajo najmanj en aromatski
obro¢ in najmanj eno ali ve¢ -OH skupin direktno vezanih na aromatski obroc¢. Pri
poimenovanju fenolnih spojin je v literaturi dokajSnja zmeda in se zato priporoCa uporaba
razdelitve po Stevilu C-atomov v molekuli (Abram, 2000).

V preglednici 1 so zbrane glavne Protimikrobne snovi rastlinskega porekla, njihovi znani

primeri in naCini delovanja na bakterijske celice.

Preglednica 1: Glavne protimikrobne snovi rastlinskega porekla (Cowan, 1999)

Skupina Podskupina Znani primeri Mehanizem delovanja
p p p J
motnje v transportu hranil in s tem sinteze
katehol ! p
ATP
enostavni fenoli . . poskodbe membrane, antiadhezijsko
epikatehin SR > )
delovanje in vivo (v Crevesju)
. vezava na lipide in proteine celicne
. ... | kavnain .
fenolne kisline in| ~ . 3 . membrane, sprememba prepustnosti, izguba
njihovi estri rozmarinska kislina | ,rotonskega gradienta na membrani
. . L reakcije s proteini - vezava na adhezine,
kinoni hipericin - SRR )
celi¢no steno, inaktivacija encimov
. 1 .. dhezine, tvorba proteinskih
fenolne vezava na a ,
onone flavonoidi krizin kompleksov
Po) kompleks s celi¢no steno, inaktivacija
flavoni abisinon encimov, inhibicija reverzne transkriptaze
HIV
vezava na adhezine, polisaharide, inaktivacija
tanini clagitanin encimov, motnje transporta hranil in s tem
g sinteze ATP, tvorba kompleksa s celicno
steno, poSkodbe membrane, keliranje ionov
kumarini varfarin interakcija z evkariontsko DNA, protivirusno
delovanje, stimulacija makrofagov
karnozol in poskodbe lipidov membrane, spremembe
terpeni, eteri¢na | karnozolna kislina, fluidnosti in s tem funkcionalnih lastnosti
olja timol, evgenol membrane, poSkodbe membrane in
izgubljanje celi¢ne vsebine
alkaloidi berberin, piperin interkalacija v celi¢no steno in/ali v DNA
lektini in manoza-specificni preprecevanje fuzije ali adsorbcije virusov
polipeptidi aglutinin
fabatin tvorba disulfidnih mostickov
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2.2.1 Protimikrobno delovanje roZmarina (Rosmarinus officinalis)

Rozmarin (Rosmarinus officinalis) je trajni, zimzeleni grm visok do 2 metra. Starejsa stebla so
olesenela. Listi so usnjati in Cvrsti ter iglaste oblike. Zgornja stran listov je gola in temno
zelene barve, spodnja pa srebrno bele barve in prekrita z zleznimi trihomi. Listi imajo na
sredini izrazito vglobljeno Zzilo. Na steblu si rastejo nasproti v parih. Cvetovi so svetlo modre
do modro vijolicne barve (Slika 1). Najbolj intenzivno cveti spomladi. Etericno olje
pridobivajo iz listov in cvetov rozmarina. Koli¢ina in sestava etericnega olja je odvisna od
vrste rastlinskega materiala, razvojne stopnje rastline in meseca nabiranja. Etericno olje
vsebuje: 1,8-cineol, kamfor, a-pinen, kamfen, borneol, bornilacetat, limonen in druge
monoterpene (Kustrak, 2005).

Slika 1: Rozmarin (Rosmarinus officinalis) (Rosemary, 2010)

Rozmarin je poznan po svojem raznovrstnem fizioloSkem delovanju: antioksidativno,
protimikrobno, antikancerogeno in antihipertenzijsko (Herrero in sod., 2009). Zaradi teh
lastnosti ga mnozi¢no uporabljajo v prehrani, medicini, kozmeti¢ni industriji, ter za izdelovanje
parfumov (Santos-Gomes, 2002).

V ekstraktu rozmarina je najve¢ karnozolne Kkisline, karnozola, rozmarinske kisline in
gekvanina. Te spojine imajo tudi najmocnejSe protimikrobno delovanje. Nastete spojine so
dobro topne v fosfolipidnem dvosloju celicnih membran, kjer tvorijo Sibke vezi s
fosfolipidnimi acilnimi verigami. Nastanek teh vezi porusi zgradbo van der Waalsovih vezi v
fosfolipidnem sloju, kar naj bi povecalo fluidnost membrane (Perez-Fons in sod., 2006).

Slika 2 prikazuje kemijske strukture najpomembnejSih protimikrobnih spojin izoliranih iz
listov roZmarina.
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Slika 2: Kemijske strukture najpomembnej$ih fenolnih spojin v ekstraktu rozmarina (Perez-Fons in sod., 2006)

V preglednici 2 so zbrane vse pomembne Protimikrobne spojine izolirane iz listov rozmarina.

Preglednica 2: Protimikrobne s

Karnezol

CH
OH CH

COOH

ojine v rozmarinu (Moghtader in Afzali, 2009; Po-Jung in sod., 2007)
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2.2.2 Protimikrobno delovanje Zajblja (Salvia officinalis)

Zajbelj (Salvia officinalis) je veéletni polgrm visok 30 do 70 cm. Rastlina je malo ali ne-
razvejana. Spodnji deli stebla so oleseneli, medtem ko so mlajSe vrhnje vejice zeljaste. Listi so
ozki in elipsaste oblike, na dolgih steblih. Cela rastlina je prekrita z gostimi dlakami, zato je
sivozeleno do srebrno obarvana. Cvetovi so vijolicne barve (Slika 3). Cveti v aprilu in maju. Iz
listov in stebelnih vrSickov pridobivajo eteri¢no olje. Na koli¢ino in sestavo eteri¢nega olja
vpliva razvojna stopnja rastline, geografsko poreklo, mesec nabiranja, dolzina dneva, svetloba
in temperatura (Kustrak, 2005).

Slika 3: Zajbelj (Salvia officinalis) (Kadulja, 2009)

Zajbelj zaradi antioksidativnih lastnosti in cenenosti uporabljajo v Zivilski industriji, medicini
in kozmetiki. V zivilski industriji se uporablja za zasc¢ito olj in zivil, ki vsebujejo veliko
mascob, pred peroksidacijo. V medicini se uporablja zaradi protivnetnega delovanja in tudi
zaradi antioksidativnega potenciala. Zajbelj in rozmarin imata med vsemi zeli§¢i najmoénejse
antioksidativno delovanje (Santos-Gomes, 2002).

V etericnem olju zajblja prevladujejo monoterpeni in seskviterpeni (Kustrak, 2005). Med
monoterpeni prevladujejo: B-tujon, 1,8-cineol, kamfor, borneol, a-tujon, kamfen in B-pinen.
Med seskviterpeni prevladujejo: transkariofilen, viridiflorol in humulen (Glisic in sod., 2010).
Poleg etericnega olja se v zajblju nahajajo Se tri skupine fenolnih spojin (Santos-Gomes in
sod., 2002):

e fenolne kisline: galna kislina, rozmarinska kislina in kavna kislina

¢ flavonoidi: hesperetin, apigenin, hispidulin in gekvanin

e fenolni diterpeni: karnozolna kislina, karnozol, epirozmanol, rozmadial in metil karnozat

V preglednici 3 so zbrane vse pomembne Protimikrobne spojine izolirane iz listov Zajblja. V
ekstraktu zajblja prevladujejo monoterpeni, ki zaradi tega dajejo najvecji protimikrobni
potencial. Vendar pa so pri antimikrobni aktivnosti pomembne tudi spojine prisotne v majhnih
koli¢inah. Te z monoterpeni delujejo sinergisti¢no in tako povecujejo protimikrobno aktivnost
ekstrakta (Bouaziz in sod., 2009).



Krznar D. Protimikrobno delovanje enostavnih fenolnih spojin ter ekstraktov rozmarina in zajblja na razli¢ne vrste bakterij.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2010 8

Preglednica 3: Protimikrobne spojine v Zajblju (Bouaziz in sod., 2009)

skupina podskupina

B-pinen
monoterpeni 1,8-cineol
Kamfor
B-tujon

Galna kislina
fenolne kisline Rozmarinska kislina
Kavna kislina

flavonoidi Apigenin
Gekvanin

fenolni diterpeni Karnozol
Karnozolna kislina

2.2.3 Protimikrobno delovanje epigalokatehin galata

Epigalokatehin galat (EGKG) spada med katehine, po kemijski sestavi je polifenol, in je glavna
komponenta ekstrakta iz listov zelenega Caja. V Cisti obliki se hitro oksidira, zaradi Cesar je
izredno nestabilen. Oksidacija intenzivno poteka tudi v skoraj nevtralni raztopini s pH 6,5, saj
je po 5 h oksidirana priblizno polovica EGKG. Dokazano je bilo, da prisotnost antioksidantov
in nekaterih komponent, ki z njim tvorijo komplekse, zavira oksidacijo in tako izbolj$a njegovo
stabilnost. Med take komponente spada cistein, ki z EGKG tvori kompleks in zavira
prooksidativno delovanje kovinskih ionov. Med najmocnejSe antioksidante spada askorbinska
kislina (Hatano in sod., 2008).

Slika 4 prikazuje kemijsko strukturo epigalokatehin galata izoliranega iz listov zelenega ¢aja.
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Slika 4: Kemijska struktura epigalokatehin galata izoliranega iz listov zelenega ¢aja (Yen-Sun in sod., 2009)



Krznar D. Protimikrobno delovanje enostavnih fenolnih spojin ter ekstraktov rozmarina in zajblja na razli¢ne vrste bakterij.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2010 9

Epigalokatehin galat deluje inhibitorno na rast mikroorganizmov. Hatano in sodelavci (2008)
so dokazali, da je oksidirana oblika EGKG protimikrobno manj ucinkovita od reducirane.
Potem, ko so epigalokatehin galatu dodali askorbinsko kislino, ki je mocan antioksidant, se je
njegova protimikrobna aktivnost precej zveCala (Hatano in sod., 2008). Princip
protimikrobnega delovanja EGKG je v njegovem povezovanju z bakterijsko membrano.
Posledica vezave je sprememba oblike celice, stanjSanje membrane na mestu vezave in na
koncu nastanek razpoke na membrani. Razpoke nastanejo samo pri visjih koncentracijah
EGKG. Zaradi luknje v membrani vsebina celice izteCe. Tudi ¢e celicna membrana ne poci,
vezava EGKG nanjo povzro¢i moteno delovanje funkcij, ki so odvisne od membrane. Te
funkcije so: sporazumevanje med celicami, celicni ciklus, metabolizem arahidonske kisline,
transport snovi skozi membrano in delovanje mitohondrijev (Yen Sun in sod., 2009).

Epigalokatehin galat in druge protimikrobne snovi razli¢no u¢inkujejo na grampozitivne in na
gramnegativne bakterije. Razlog temu je razlicna struktura celi¢ne stene pri eni in pri drugi
bakterijski skupini. Yoda in Zhao (2004) sta dokazala, da se na celi¢no steno grampozitivnih
bakterij veze 38,2 % epigalokatehin galata, medtem ko se na steno gramnegativnih bakterij
veze samo 18,8 % EGKG. Ugotovila sta tudi, da je protimikrobna ucinkovitost premo
sorazmerna s koli¢ino vezanega EGKG.

2.2.4 Protimikrobno delovanje galne Kkisline

Galna kislina je enostavna fenolna kislina z enim aromatskim obro¢em (Slika 5)
(Chanwitheesuk in sod., 2007). Kemijsko je galna kislina derivat benzojske kisline (Alberto in
sod., 2001). V velikih koli¢inah se nahaja v rastlinskih semenih, grozdju in nekaterih zelenih
algah. Gre za bioaktivno molekulo, saj so raziskave pokazale, da galna kislina deluje
antioksidativno, protivnetno, antikancerogeno in protimikrobno. Za ekstrakcijo galne kisline iz
rastlinskega materiala se uporablja etanol, saj v drugih topilih ni dobro topna (Chanwitheesuk
in sod., 2007).

OH

HO OH

HO 0]
Slika 5: Kemijska struktura galne kisline (Madlener in sod., 2007)

Majhne koli¢ine galne kisline v vinu pospesijo rast laktobacilov in s tem pospesijo kvar vina. V
vecjih koli¢ina pa galna kislina na laktobacile deluje zaviralno. Laktobacili so sposobni
metabolizirati majhne koli¢ine galne kisline, medtem, ko velike koli¢ine nanje delujejo
toksi¢no. Aktivacijski oz. zaviralni ucinek galne kisline je odvisen od vrste bakterije in
koncentracije galne kisline (Alberto in sod., 2001).
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2.2.5 Protimikrobno delovanje klorogenske kisline

Klorogenska kislina je ester kavne s kina kislino, je dobro topna v vodnih raztopinah, v
(Slika 6) (Xiang in Ning, 2008). Naravno je prisotna v vecini sadja, kot so jabolka in slive. V
listth tobaka predstavlja glavno komponento. Deluje antioksidativno, anksioliticno,
hipoglikemicno, protivirusno, imunoprotektivno in hepatoprotektivno. Klorogenska kislina je v
prosti obliki zelo nestabilna, Se posebno, ko je izpostavljena zraku. Zato se kislino stabilizira
tako, da jo vkljuc¢ijo v komplekse npr. s ciklodekstrini. Klorogenski kislini, ki je vkljuena v
komplekse se poveca stabilnost, hkrati pa se njena protimikrobna aktivnost s tem ne zmanjsa
(Zhao in sod., 2010).

OH
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Slika 6: Kemijska struktura klorogenske kisline (Kang in sod., 2004)

Klorogenska kislina se veliko uporablja v farmaciji za izboljSanje topnosti zdravil, v
kozmeticni industriji za stabilizacijo nestabilnih komponent, ter v zivilski industriji za
preprecevanje neprijetnega vonja (Zhao in sod., 2010).

Kislina v bakterijsko celico vstopi skozi pore v celi¢ni steni. V grampozitivne celice lahko
vstopajo vecje kolic¢ine klorogenske kisline, saj celicna stena ni obdana z zunanjo membrano,
kot je pri gramnegativnih bakterijah. Kislina po vstopu v celice upocasni sintezo nukleinskih
kislin, zmanjSa zascitno funkcijo celicne membrane in vpliva na energijski metabolizem celice
(Zhao in sod., 2010).

2.3 BAKTERIJE VRSTE Escherichia coli

Escherichia coli je fakultativno anaerobna, gibljiva, gramnegativna palcka (Slika 7). Spada v
druzino Enterabacteriaceae. Od preostalih rodov te druzine jo lahko najbolj zanesljivo locimo s
testom tvorbe indola, ki da znacilno pozitivno reakcijo. Za dolocanje bakterij vrste E. coli
lahko uporabimo Se selektivno gojis¢e EMB (angl. Eosin Methylene Blue gojisce), na katerem
imajo kolonije znacilen kovinsko zeleni lesk (Nataro in Kaper, 1998). Bakterije se uporabljajo
kot indikator fekalne kontaminacije vode in hrane (Gubina in Than, 2002).

Pri bakterijah vrste E. coli obstaja ve¢ razli¢nih sevov oz. serotipov, ki jih lo¢imo s pomocjo O-
(somatski), H- (flagelarni) in K-antigenov (kapsularni). Specifi¢cna kombinacija O- in H-
antigenov doloca posamezni serotip. Poznamo 170 razlicnih O antigenov (Nataro in Kaper,
1998). Bakterije vrste E. coli so indikatorski organizem fekalne kontaminacije v zivilu (Gubina
in Than, 2002).
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Slika 7: Celice bakterij vrste Escherichia coli serotip O157:H7 (Kunkel D., 2009)

Bakterije vrste E. coli naseljujejo prebavni trakt Cloveka, kjer predstavljajo glavnino
mikrobioloske flore. Vecina sevov ni patogenih, vendar lahko postanejo patogeni takrat, ko
¢loveku pade imunska odpornost. Poleg nepatogenih poznamo $e patogene seve. Obstaja vec
vrst patogenih sevov (Nataro in Kaper, 1998):

- enteroinvazivna E. coli ali EIEC: mehanizem patogeneze $e ni dobro poznan, domnevajo, da
ti sevi izlo¢ajo enega ali ve¢ endotoksinov.

- enterohemoragic¢na E. coli ali EHEC: proizvaja Siga toksin.

- enteroagregativna E. coli ali EAEC: proizvaja enterotoksin, ki posSkoduje povrsino
mikrovilov, bakterijske celice se v skupkih vezejo na ¢revesno steno in se obdajo z mukusom.

- enteropatogena E. coli ali EPEC: potem ko se bakterija veZe na mikrovile, povzroci fizioloske
spremembe le teh.

- enterotoksigena E. coli ali ETEC: proizvaja enterotoksine, ki so toplotno stabilni (ST) in
toplotno labilni (LT).

- difuzno - adherentna E. coli ali DAEC: patogeneza $e ni poznana.

Vsi patogeni sevi povzrocajo drisko, le redki med njimi poleg driske tudi bruhanje.
Najpomembnejsa dejavnika patogenosti sta sposobnost bakterij, da izlocajo endotoksine in
dobra sposobnost pritrjevanja na c¢revesno steno. Ravno dobra sposobnost pritrjevanja
omogoca kolonizacijo tankega Crevesa, ki v normalnih razmerah nikoli ni poseljeno z
mikroorganizmi (Nataro in Kaper, 1998). Viri okuzbe z zivili so najpogosteje voda in mleto
goveje meso (Gubina in Than, 2002).
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2.4 BAKTERIJE RODU Salmonella

Salmonella spp. so gramnegativne, gibljive, fakultativno anaerobne palcke (Slika 8). Spadajo v
druzino Enterobacteriaceae. Ne fermentirajo laktoze in saharoze, fermentirajo pa glukozo,
izdelujejo Ha,S in razgrajujejo nitrate. Nimajo encima ureaze in ne izdelujejo indola (Gubina in
Ihan, 2002).

Slika 8: Celice bakterij sevov Salmonella Typhimurium (levo) in Salmonella Enteritidis (desno) (Kunkel D.,
2009)

Do danes poznamo vec kot 2000 razlicnih serotipov, ki jih dolo¢amo na podlagi kombinacije
O- (somatski) in H-antigenov (flagelarni). Glede na serotip razdelimo salmonele v skupine A,
B, C1, C2, D in E. Razli¢ni sevi salmonel so prilagojeni na razli¢ne gostitelje. Tako sta seva S.
Typhi in S. Paratyphi prilagojena samo na ljudi, sev S. Dublin pa samo na govedo. Salmonele
povzrocajo gastroenteritise, entericno vrocino in zunaj-Crevesna vnetja razlicnih organov.
Najpogostejsi patogeni sevi pri ljudeh so: S. Enteritidis, S. Typhimurium, in S. Typhi (Chiu in
sod., 2004). Infektivna doza je pri 100 000 in ve¢ celic na gram zivila, pri S. Typhi pa je celo
nizja od 1000 celic na gram zivila (Gubina in Than, 2002).

Najpomembne;jsi dejavniki patogeneze pri salmonelah so: sposobnost prezivetja nizkega pH v
zelodcu, sposobnost prezivetja visokega pH v dvanajstniku, sposobnost kolonizacije tankega
Crevesa in izloc¢anje toksinov. Salmonele lahko pri otrocih, starejSih in bolnikih s slabim
imunskim sistemom, preidejo skozi ¢revesno steno v kri in nato po krvi potujejo v organe, kjer
povzrocijo vnetja (Mastroeni in Sheppard, 2004).

Najpogostejsi viri okuzbe s salmonelami so jajca, jajéni izdelki, svinjsko meso in izdelki iz
svinjine (Chiu in sod., 2004).

2.5 BAKTERIJE VRSTE Staphylococcus aureus
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Bakterije vrste S. aureus so grampozitivni koki, ki se povezujejo v znacilne grozdaste skupke
(Slika 9). So negibljivi, fakultativni anaerobi, imajo encim katalazo in koagulazo, ter ne
sporulirajo. Bakterije so zelo odporne na susenje, zamrzovanje do -20 °C in tajanje (Gubina in
Ihan, 2002).

Bolniki in zdravi klicenosci so vir bakterij vrste S. aureus. Priblizno 20 do 30 % odraslih oseb
je zdravih nosilcev teh bakterij, najveckrat v nosni votlini. Pri ve€ini nosilcev je prisotna le
prehodno, nekaj tednov. Bakterija je patogena, ker ima dobro sposobnost pritrjevanja,
proizvaja eksotoksine in termostabilne enterotoksine, ki jih ne moremo uniciti s kuhanjem.
Nekateri sevi bakterij vrste S. aureus se lahko obdajo s posebno polisaharidno kapsulo, ki jih
varuje pred fagocitozo, hkrati jim omogoca boljSo pritrditev na povrSine tkiv in vsadkov
(Gubina in Than, 2002).

Slika 9: Celice bakterij vrste Staphylococcus aureus (Kunkel D., 2009)

Bakterije vrste S. aureus povzrocajo lokalne okuzbe koze in mehkih tkiv, bakterimijo, okuzbo
osrednjega zivenega sistema, okuzbe zgornjih dihal, okuzbe spodnjih dihal, okuzbe
lokomotornega aparata, okuzbe secil in okuZzbe, ki so posledica delovanja toksinov (Gubina in
Ihan, 2002).

Stafilokokni enterotoksini zauziti z okuzenim zivilom pri ljudeh povzrocijo drisko, Zelod¢ne

Twr v

sprememba krvnega tlaka in spremembe srénega ritma. Infektivna doza, ki povzroci bolezen je
100 000 in ve€ celic na gram zivila (Gubina in Than, 2002).

Najpogostejsi viri okuzbe z zivili so meso in mesni izdelki, jajca in jaj¢ni izdelki, kremne

sladice, razne solate, sladoled, surovo mleko in mle¢ni izdelki. V vecini primerov Zivila
okuzijo klicenosci, ki jih pripravljajo (Gubina in Ihan, 2002).

2.5.1 Proti meticilinu odporni sevi S. aureus - MRSA
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Posledica mutacij nekaterih genov pri bakterijah vrste S. aureus je pojav odpornosti
stafilokokov proti meticilinu, oksacilinu, kloksacilinu in vsem drugim betalaktamskim
antibiotikom. Taki bakterijski sevi, ki jih imenujemo MRSA, so velikokrat odporni tudi proti
drugim proti-stafilokoknim antibiotikom, vklju¢no z eritromicinom in gentamicinom. Za
zdravljenje okuzb z MRSA ostajata ucinkovita samo glikopeptidna antibiotika vankomicin in
teikoplanin (Gubina in Than, 2002).

MRSA se prenasa vecinoma preko rok bolnikov, zdravstvenega osebja in svojcev. Redkeje se
prenasa preko okuzenih povrsin in predmetov. Leta 1995 se je pojavila prva okuzba z MRSO
preko zivila. Najpogosteje se MRSA preko zivil prenaSa z mesom, surovim mlekom in sirom
(Normanno in sod., 2007).

V prihodnosti je pricakovati Sirjenje odpornosti tudi proti vankomicinu, saj so leta 1996 na
Japonskem Ze odkrili prvi sev MRSA z zmanjSano obcutljivostjo na vankomicin. Odkrivanje,
zdravljenje in prepreCevanje Sirjenja okuzb z MRSA je danes eden klju¢nih problemov na
podrocju infekcijskih bolezni in mikrobiologije (Gubina in Than, 2002).

2.6 IN VITRO METODE ZA DOLOCANIJE PROTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

Metode za doloCanje protimikrobne aktivnosti so lahko difuzijske, razred¢evalne in
bioavtografske. Izbira najustreznejSe metode za doloCanje protimikrobne aktivnosti je odvisna
od enostavnosti metode, fleksibilnosti, moznosti avtomatizacije in od namena preiskave
(Woods in Washington, 1999). Do sedaj nobena od metod ni bila standardizirana za eteri¢na
olja in rastlinske ekstrakte, Ceprav bi bilo to potrebno, saj je primerjava rezultatov dobljenih z
razlicnimi metodami zelo tezka. Poleg razlicnih metod, pa obstajajo tudi razlicni nacini
vrednotenja protimikrobnega delovanja in tudi razlicne definicije za minimalno inhibitorno
koncentracijo (MIC), kar dodatno onemogoca oziroma oteZuje primerjanje razli¢nih raziskav.

Nekatere definicije MIC ekstrakta ali etericnega olja (Burt, 2004):

- MIC je najnizja koncentracija, pri kateri se ohrani ali pa zmanjsa Stevilo zivih celic

- MIC je najnizja koncentracija, pri kateri se ohrani enako Stevilo Zivih celic vsaj 48 ur

- MIC je najnizja koncentracija, pri kateri se zavre vizualna rast testnega organizma

- MIC je najnizja koncentracija, pri kateri se zelo zmanjsa Stevilo Zivih celic (za vec¢ kot 90 %).

Preglednica 4 prikazuje metode za dolocanje protimikrobne u¢inkovitosti razli¢nih spojin.

Preglednica 4: Metode za dolocanje protimikrobnega delovanja snovi (Burt, 2004)

Metoda Namen metode
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Metoda difuzije v trdem gojiscu z diski

Presejalni testi protimikrobne

Metoda difuzije v trdem gojiscu z aktivnosti

luknjicami

Metoda razred¢evanja v tekoCem gojiscu

> . = Dolocanje protimikrobne aktivnosti
Metoda razred¢evanja v trdem gojiscu jep

Opazovanje fizi¢nih uc¢inkov

Elektronska mikroskopija protimikrobne snovi

Dolocanje kinetike protimikrobne

Krivulja prezivetja/odmiranja aktiviosti

Do leta 1990 so pri vseh metodah, s katerimi so dolocali protimikrobno ucinkovitost,
uporabljali razli¢na tekoca in trdna gojis¢a. Nato so priceli testirati protimikrobno u¢inkovitost
spojin tudi na zivilih in razredCenih zivilih. Raziskave so pokazale, da je potrebno v Zivilih
uporabiti ve¢je koli¢ine npr. eteri¢nih olj, da dosezemo enak protimikrobni uc¢inek, kot je v
tekoCem ali trdnem gojiscu. V pol-posnetem mleku je za enak ucinek eteri¢nih olj potrebna 2-
krat vecja koncentracija, kot je v tekoCem gojis¢u. V svinjski jetrni pasteti je potrebna 10-krat
vecja koncentracija etericnega olja, kot v tekocem gojis€u za enak zaviralni uc¢inek. V juhi so
koncentracije 50-krat visje, v mehkem siru pa 25- do 100-krat visje. Med bakterijami so izjema
le bakterije vrste Aeromonas hydrophila, pri katerih niso dolo¢ili razlik v koncentracijah
etericnih olj uporabljenih v Zzivilu in tekoCem gojiscu za enak protimikrobni ucinek (Burt,
2004).

Natan¢ni mehanizmi, ki vplivajo na slabSo ucinkovitost ekstraktov v zivilih, $e niso poznani.
Raziskovalci na podlagi poizkusov domnevajo, da na slabsi protimikrobni ucinek v zivilih
celicam omogoci hitrejSe sprotno popravljanje poskodb, ki nastanejo zaradi delovanja
protimikrobnih snovi. Splo$no je znano, da velika koli¢ina maScob in/ali beljakovin v Zivilu
SCiti bakterije pred delovanjem eteri¢nih olj. Npr.: ¢e eteri¢no olje raztopimo v mascobni fazi
zivila, bo njegovo protimikrobno delovanje na bakterije, ki so v vodni fazi Zivila, slabse (Burt,
2004).

Za razliko od mascob in beljakovin pa ogljikovi hidrati v manj$i meri $Citijo bakterije pred

delovanjem eteri¢nih olj. Poleg hranil, je lahko tudi sama fizi¢na struktura zivila omejujo¢
dejavnik za delovanje protimikrobnih snovi (Burt, 2004).

2.6.1 Razredc¢evalne metode
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RazredCevalne metode se uporabljajo za doloCanje MIC protimikrobnih snovi. Razredc¢evalne
metode delimo glede na vrsto gojis¢a na metode v trdem gojiscu in metode v tekoCem gojiscu.
Protimikrobne snovi so vedno testirane vsaj v dveh paralelnih preizkusih. V preizkusih se
lahko spreminjajo koncentracije testirane snovi, zacetno Stevilo bakterijskih celic, vrste
testiranih protimikrobnih snovi in vrste bakterij (Woods in Washington, 1999).

2.6.1.1 Metoda razred¢evanja v trdem gojiscu

Gojisce, ki se uporablja za to metodo je gojis¢e Mueller-Hinton (MHA). Med pripravo gojisca
vanj vmes$amo protimikrobno snov, ki jo zelimo testirati. Predhodno pripravljeno bakterijsko
kulturo v tekodem gojis¢u BHI (angl. Brain Heart Infusion) razredéimo do koncentracije 10’
CFU/ml. V roku 30 minut iz te koncentracije odvzamemo med 0,001 do 0,002 ml raztopine in
jo prenesemo na gojis¢e MHA. Na gojis¢u tako dobimo kon¢no koncentracijo celic 10*
CFU/ml. Na eno petrijevo plos¢ico gojis¢a MHA lahko hkrati prenesemo ve¢ razlicnih
bakterijskih vrst. Gojis¢a inkubiramo 24 ur pri 35 °C. Po koncani inkubaciji prestejemo
kolonije, ki so zrasle na gojiscu. Kot MIC upostevamo tisto koncentracijo protimikrobne snovi,
ki opazno zmanjsa (za 80 do 90 %) Stevilo zraslih kolonij na gojis€u v primerjavi z gojiscem,
ki mu nismo dodali protimikrobne snovi (Woods in Washington, 1999).

Prednost metode je ta, da je dobro standardizirana za antibiotike, je zanesljiva in se lahko
uporablja kot referencna metoda za dolo¢anje natancnosti drugih metod. Pri tej metodi
razred¢evanja v trdem gojis¢u je lazje odkriti kontaminirane vzorce, kot pri metodi
razred¢evanja v tekoCem gojiscu. Slabost metode pa je, da ni standardizirana za eteri¢na olja in
rastlinske ekstrakte in Se, da je za pripravo potrebno veliko Casa in dela, zlasti kadar se testira
vec protimikrobnih snovi hkrati (Woods in Washington, 1999).

2.6.1.2 Metoda razredcevanja v tekocem gojiscéu

Pri metodi razredcevanja v tekoCem gojiS¢u obstajata dva glavna postopka in sicer metoda
razredcevanja v teko¢em gojis¢u v mikrotiterski ploscici in metoda razredcevanja v tekoCem
gojiscu. Najvecja razlika pri obeh postopkih je v volumnu vzorcev. Pri metodi razredcevanja v
teko¢em gojis¢u uporabljamo epruvete in delovne volumne do 10 ml. Pri metodi razred¢evanja
v tekoCem gojiscu v mikrotiterski ploscici uporabljamo posebne mikrotiterske ploscice in
delovne volumne do 100 ul (Woods in Washington, 1999).

Gojisce, ki se najve¢ uporablja pri metodi razredCevanja, ne glede na postopek, je MHB (angl.
Mueller-Hinton broth). V to gojis¢e dodamo protimikrobno snov in predhodno pripravljen
testni mikroorganizem. Testirane bakterije predhodno namnozimo v gojis¢u BHI in nato
razred¢imo do Zelenega $tevila, ki je navadno okoli 10° CFU/ml. Volumen z Zelenim $tevilom
bakterij prenesemo v gojis¢e MHB, dodamo protimikrobno snov dolocene koncentracije in
inkubiramo 24 h pri 35°C. Po inkubaciji se rezultati lahko odc¢itajo vizualno, turbidimetri¢no
ali pa z dolocitvijo Stevila prezivelih bakterij z metodo Stetja kolonij na trdem gojis¢u (Woods
in Washington, 1999).

Prednost metode razred¢evanja v teko¢em gojiscu je v tem, da je dobro standardizirana za
antibiotike in da je uporabna za raziskovalne namene. Slabost metode pa, da ni standardizirana
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za etericna olja in rastlinske ekstrakte ter, da zaradi velike koli¢ine pripravljalnega dela ni
primerna za rutinske preiskave (Woods in Washington, 1999).

Prednost metode razredcevanja v tekocem gojis€u v mikrotiterski ploscici je, da zagotavlja
zanesljive rezultate, da je dobro standardizirana za antibiotike, da se porabi manj materiala in
da se hkrati lahko testira velike koli¢ine vzorcev. Slabost pa, da ni standardizirana za eteri¢na
olja in ekstrakte, ter, da metoda ni tako fleksibilna, kot je npr. metoda difuzije v trdem gojiscu
z diski (Woods in Washington, 1999).

2.6.2 Metoda difuzije v trdem gojiscu z diski

Pri tej metodi z dobljenimi rezultati bakterije razvr§¢amo kot obcutljive, odporne ali pa srednje
obcutljive na Protimikrobne snovi. Princip metode je, da na gojiSe nacepimo testirano
bakterijsko kulturo, nato pa na gojisce polozimo sterilne papirnate filter papircke - diske, ki so
prepojeni s testirano protimikrobno snovjo. Snov iz diskov zaradi koncentracijskega gradienta
prodre v gojisce, vendar koncentracija snovi z oddaljenostjo od diska sorazmerno pada. Potem,
ko diske polozimo na gojis¢e, po¢akamo 15 minut in gojis¢a nato inkubiramo 24 ur pri 35 °C.
Bakterijska kultura zaradi zaviralnega vpliva protimikrobne snovi ne zraste v coni okoli
diskov. Z merjenjem velikosti cone okoli diskov lahko ugotovimo koliko je testirana bakterija
obcutljiva na zaviralno snov (Woods in Washington, 1999).

Pri tej metodi se najpogosteje uporablja gojis¢e MHA in standardizirani diski. Idealne
koncentracije protimikrobne snovi, ki jih nanesemo na diske, so tiste, pri katerih je inhibicijska
cona vsaj 10 mm pri odpornih bakterijah in najve¢ 30 mm pri obcutljivih bakterijah (Woods in
Washington, 1999).

V primeru, da okoli diskov nastane jasno vidno inhibicijsko obmocje, vendar pa se znotraj
njega pojavi kaksna posamezno rastoca kolonija, moramo to kolonijo Se enkrat testirati in
identificirati (Woods in Washington, 1999).

Prednosti metode so, da je enostavna, dobro ponovljiva, cenovno ugodna, za izvajanje ne
potrebujemo dodatne opreme, rezultati se enostavno interpretirajo in je primerna za testiranje
veliko vrst protimikrobnih snovi. Slabosti metode so, da je standardizirana samo za
mikroorganizme, ki so na seznamu NCCLS in da z njo ne dobimo natan¢nih rezultatov (Woods
in Washington, 1999).

3 MATERIAL IN METODE
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3.1 MATERIAL

3.1.1 Mikroorganizmi

V preglednici 5 so navedene bakterijske kulture, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem
delu.

Preglednica 5: Delovne kulture bakterij

Oznaka seva Vir seva

Staphylococcus aureus ZMJ345 NCTC 10656
Staphylococcus aureus ZMJ346 Humani sev, MRSA
Staphylococcus aureus ZMJ348 Humani sev, MRSA
Salmonella Enteritidis ZM351 Jaj¢ni melanz
Salmonella Typhimurium ZM352 PovrSina puranjega mesa
Escherichia coli ZM370 ATTC 11229

3.1.2 Mikrobioloska gojisca

3.1.2.1 Gojisce TSA (tripticno soja gojisce)

Sestavine:

* 20 g gojisca TSA (tripticno soja gojisce, Oxoid, CM0131, Anglija)

* 3 g kvasnega ekstrakta (Biolife, 412220, Italija)

* 1,25 g dikalijev hidrogenfosfat K;HPO, (Kemika, 1116108, Hrvaska)
* 1,25 g D-(+)-glukoza (Kemika, 0705007, Hrvaska)

Priprava:

Zgoraj navedene sestavine smo natehtali v 1000 ml steklenico in raztopili v 500 ml destilirane
vode. Nato smo gojis€e 20 min sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C in ga asepti¢no razlili v
petrijevke ali pa ga shranili pri 45 °C do uporabe. Ohlajene petrijevke z gojis¢em smo shranili
v hladilniku.

3.1.2.2 Tekoce gojisce TSB (tripticni soja bujon)

Sestavine:
* 15 g TSB (Tryptone Soya Broth, Oxoid, CM0129, Anglija)

Priprava:

V 500 ml steklenico smo natehtali 15 g gojis¢a TSB in ga raztopili v 500 ml destilirane vode.
Dobro raztopljeno gojis¢e smo pred sterilizacijo odpipetirali po 9 ml v epruvete in nato
sterilizirali 20 min na 121 °C. Ohlajene epruvete smo shranili v hladilniku do uporabe.

3.1.2.3 Tekoce gojisc¢e BHI (angl. Brain Heart Infusion)
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Sestavine:
* 18,5 g BHI (Brain Heart Infusion, Merck, VM859493734, Nemcija)

Priprava:

V 500 ml destilirane vode smo raztopili 18,5 g gojis¢a in dobro premesali. Da se je medij ¢im
bolje raztopil, smo ga v mikrovalovni pecici segreli do vreli§¢a, napolnili po 4 ml medija v
epruvete in sterilizirali 20 min na 121 °C. Po sterilizaciji smo ohlajene epruvete shranili v
hladilniku do uporabe.

3.1.2.4 Selektivno gojisc¢e BP (angl. Baird-Parker base)

Sestavine:
* 29 ¢ BP (Baird-Parker base, Biolife, 4011162, Italija)
* jajéni dodatek, egg yolk tellurite emulsion, 50 % (Biolife, 4011162, Italija)

Priprava:

V 475 ml destilirane vode smo raztopili 29 g gojisca, dobro premesali in sterilizirali v
avtoklavu 15 min pri 121 °C. Po sterilizaciji smo gojis¢e ohladili na 45 °C in nato dodali 25 ml
jajénega dodatka. Tako pripravljeno gojis¢e smo asepticno razlili v petrijevke, kjer se je gojisce
strdilo. Petrijevke smo nato shranili v hladilniku.

3.1.2.5 Selektivno gojisc¢e XLD (angl. Xylose Lysine Desoxycholate)

Sestavine:
* 28 g gojisc¢a XLD (Xylose Lysine Desoxycholate, Biolife, 4022062, Italija)

Priprava:
V 500 ml destilirane vode smo raztopili 28 g gojis¢a XLD, dobro premesali in sterilizirali v

avtoklavu 15 min pri 100 °C. Po sterilizaciji smo gojis¢e asepti¢no razlili v petrijevke, kjer se
je gojisce ohladilo in strdilo. Ohlajene petrijevke smo shranili v hladilniku.

3.1.2.6 Selektivno gojis¢e EMB (angl. Eosin Methylene Blue)

Sestavine:
* 21,25 g gojis¢a EMB (Eosin Methylene Blue, Biolife, 40145012, Italija)

Priprava:
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V 500 ml destilirane vode smo raztopili 21,25 g gojis¢a, dobro premesali in sterilizirali v
avtoklavu 15 min pri 100 °C. Po sterilizaciji smo gojisce asepti¢no razlili v petrijevke, kjer se
je gojisce ohladilo in strdilo. Ohlajene petrijevke smo shranili v hladilniku.

3.1.2.7 Fizioloska raztopina

Sestavine:
* osnovna raztopina KH,POyu, 0,034 g/ml (Kemika, 11161, Hrvaska)

Priprava:

V 1000 ml bucko smo nalili 1,25 ml fizioloske raztopine s koncentracijo 0,034 g KH,PO, / ml
destilirane vode in dopolnili bucko z destilirano vodo do oznake. Nato smo dobro premesali in
vsebino prelili v pipetor. Z njegovo pomocjo smo napolnili epruvete z 9 ml fizioloske raztopine
in jih sterilizirali 20 min na 121 °C. Po sterilizaciji smo ohlajene epruvete shranili v hladilniku.

3.1.3 Zivilo - meSano razdeto meso

Mesano razdeto meso (svinjsko meso : goveje meso = 1:1) smo uporabili v eksperimentih, v
katerih smo preverjali ali Zivilo vpliva na ucinkovitost protimikrobne snovi. Kupili smo sveze
mesano razdeto meso in ga takoj zamrznili, da smo preprecili nadaljnje spremembe v sestavi Ze
prisotne naravne mikroflore.

Sestavine:
* meSano razdeto meso (svinjsko meso : goveje meso = 1:1) (Mercator, Slovenija)

Priprava:

V ciste 100 ml steklenicke smo natehtali 40 g Se zamrznjenega meSanega razdetega mesa.
Meso v steklenickah smo nato 20 min sterilizirali pri 105 °C. Po sterilizaciji smo meso ohladili
in shranili v hladilnik.

3.1.4 Snovi s protimikrobnim delovanjem

* galna kislina (Sigma, G7384-100G, Nemcija)

* klorogenska kislina (Sigma, C5913-5G, Nemcija)

* epigalokatehin galat (Sigma, E4143-50MG, Nemcija)
* Vivox 40 (Vitiva d.o.0., Slovenija)

* Vivox 70 (Vitiva d.o.0., Slovenija)

* ekstrakt zajblja (Vitiva d.o.o., Slovenija)

3.1.4 Druge kemikalije in dodatki
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* TTC (10 mg/ml) (2,3,5-trifenil tetrazolijev klorid) (Biolife, T8877-50G, Italija)
* absolutni etanol (Merck, 1.00983.1000, Nemcija)

3.1.5 Laboratorijska oprema

Pri eksperimentalnem delu smo potrebovali sledece aparate:

e Avtoklav (tip 500x700, Sutjeska, Jugoslavija)

e Avtoklav (tip 1-61-137, Sutjeska, Jugoslavija)

e Omara za susenje steklovine (SO-250, Elektromedicina, Slovenija)
e Mikrovalovna pecica (Sanyo, Japonska)

e Hladilnik (LAE, Slovenija)

e Hladilnik (LTH, Slovenija)

e Zamrzovalnik (LTH, Slovenija)

e Digitalna tehtnica (PB1502-S, Mettler-Toledo, Svica)

Inkubator (I-115C, Kambic, Slovenija)

Inkubator (SP190, Kambi¢, Slovenija)

Zascitna mikrobioloska komora (PIO SMBC 122AV, Iskra, Slovenija)
Vrtincnik (Yellowline, TTS2, Slovenija)

Gnetilnik (Stomacher tip 400 Pbi international, Seward, Anglija)
Plinski gorilnik

e Stresalnik (Vibriomix 314 EVT, Tehtnica, Slovenija)

Drobna oprema:

e Cepilne zanke

Avtomatske pipete (Gilson, Francija; Eppendorf, Nemcija)
Nastavki za pipete 10 pl, 100 pl in 1000 pl (Eppendorf, Nemcija; Plastibrand, Nemcija)
Petrijeve plosce (Labortehnika Golias, Slovenija)

Steklene epruvete

Stojala za smeti

1,5 in 2,0 ml epruvete (Eppendorf, Nemcija)
Laboratorijske steklenice (Duran)

Plasti¢ni loncki (Labortehnika Golias Slovenija)

Pipetor (Eppendorf easypet, Nemcija)

Mikrodilucijske plos¢ice

e Parafilm »M« (PM 992 American National Can)

e Ostala steklovina

e Vrecke za gnetilnik s filtrom (Bag Page, Francija)

e Merilnik ¢asa (Eppendorf, Nemcija)
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3.2 METODE DELA

Protimikrobno aktivnost fenolnih spojin in rastlinskih ekstraktov smo dolocili z metodo
razredcevanja v tekocem gojis¢u TSB v mikrotiterski plos¢ici, z metodo razredCevanja v
tekoc¢em gojisc¢u TSB in z metodo razredcevanja v meSanem razdetem mesu. Na sliki 10 je
shema celotnega eksperimentalnega dela.

Revitalizacija bakterij Priprava osnovne raztopine
fenolne spojine ali ekstrakta

A 4

A 4

Priprava dolo¢enega zaCetnega
Stevila bakterij Priprava razredCitve ekstrakta

Metoda razred¢evanja v teko¢em
gojiscu TSB v mikrotiterski ploscici

A

Metoda razred¢evanja v tekocem
gojiscu TSB

v

Metoda razred¢evanja v meSanem
razdetem mesu

Slika 10: Shema eksperimentalnega dela
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3.2.1 Priprava osnovnih raztopin ekstraktov in enostavnih fenolnih spojin za dolocitev
njihovega protimikrobnega ucinka

Protimikroben ucinek ekstraktov in enostavnih fenolnih spojin v gojis¢u TSB smo dolocali z
dvema metodama in zato smo njihove osnovne raztopine pripravili na dva nacina:

a) Za metodo razredcevanja v tekocem gojisc¢u TSB smo osnovno raztopino ekstrakta pripravili
tako, da smo v epruveto natehtali 0,05 g ekstrakta oz. fenolne spojine in ga raztopili v 1 ml
absolutnega etanola (50 mg/ml). Za boljSe raztapljanje smo si pomagali z meSanjem na
vrtin¢niku.

Iz osnovne raztopine smo nato pripravili razredCitve tako, da smo 1 ml osnovne raztopine
dodali 1 ml absolutnega etanola in premesali na vrtinCniku. Tako smo dobili raztopino s
koncentracijo 25 mg/ml. Po tem postopku smo razred¢evali z etanolom do najnizje zelene
koncentracije. PreizkuSene koncentracije protimikrobnih snovi so bile v obmocju od 0,0195
mg/ml do 1,25 mg/ml.

b) Za metodo razred¢evanja v tekoCem gojiS¢u v mikrotiterski plos¢ici smo osnovno raztopino
ekstrakta pripravili tako, da smo v epruveto natehtali 0,005 g ekstrakta in ga raztopili v 0,5 ml
absolutnega etanola ter 1,5 ml gojis¢a TSB in tako dobili koncentracijo 2,5 mg/ml. Da bi se
ekstrakt hitreje raztopil, smo vsebino mesali na vrtin¢niku.

Iz osnovne raztopine smo pripravili razredCitve v mikrotiterski plos€ici tako, da smo v prvo
vrstico plosCice odpipetirali po 100 pl osnovne raztopine protimikrobne snovi. V spodnje
vrstice pa smo odpipetirali po 50 pl gojis¢a TSB. Nato smo iz prve vrstice odvzeli 50 pl
osnovne raztopine, jo dodali v drugo vrstico ter vsebino premesali. Nato smo iz druge vrstice
prenesli 50 pl raztopine v tretjo vrstico ter premesali. Ta postopek smo ponavljali, dokler
nismo prisli do zadnje vrstice, kjer smo po mesanju vsebine odvecnih 50 pl vsebine zavrgli.
Preizkusene koncentracije posamezne protimikrobne snovi so bile v obmocju od 0,0195 mg/ml
TSB do 1,25 mg/ml TSB.

3.2.2 Revitalizacija bakterij

Ker se sevi bakterij hranijo v krio-epruvetah v zamrzovalniku, je potrebna revitalizacija le-teh.
Revitalizacija je potekala tako, da smo vsebino krio-epruvete odtajali na sobni temperaturi.
Nato smo vsebino prelili v 4 ml gojis¢a BHI in inkubirali 24 h na stresalniku pri 37 °C in 100
obr./min. Nato smo s cepilno zanko kulturo precepili na gojis¢e TSA in na ustrezno selektivno
gojisée ter gojita inkubirali 24 h pri 37 °C. Ce je na selektivnem gojis¢u zrasla Gista kultura,
smo jo shranili v hladilniku. Drugace pa smo precepili izolirano cisto kolonijo na sveze
selektivno gojisce tolikokrat, dokler ni zrasla Cista kultura na celem gojiscu. Selektivna gojisca,
ki smo jih uporabljali so bila gojis¢e BP za bakterije vrste Staphylococcus aureus, gojisce
EMB za bakterije vrste Escherichia coli in gojis¢e XLD za seve Salmonella Enteritidis in
Salmonella Typhimurium.
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3.2.3 Priprava inokuluma

Iz selektivnega gojisc€a, ki je bilo shranjeno v hladilniku, smo s cepilno zanko prenesli po eno
kolonijo bakterij v 4 ml gojis¢a BHI, premesali na mesalniku, ter inkubirali 24 h na stresalniku
(100 obrat./min) pri 37 °C. Tako smo pripravili Ciste kulture bakterij v gojis¢u BHI. Na podlagi
izkugenj smo domnevali, da po 24 h v goji§¢u zraste do priblizno 10° CFU/ml bakterij.

Za dolocanje tocnega Stevila bakterij v inokulumu smo uporabili metodo Stetja kolonij na
trdnem gojis€u. S to metodo smo dolocili Stevilo za delitev sposobnih celic na trdnem gojisc¢u
TSA (SIST EN ISO 4833, 2003).

Pri metodi Stetja kolonij na trdnem gojiSCu smo asepticno odpipetirali 1 ml inokuluma in ga
prenesli v 9 ml fizioloske raztopine. Vsebino smo premesali na vrtinénem mesalu. Na ta nacin
smo dobili prvo razred¢itev 10”. Postopek smo ponavljali do razredéitve 10 ali 107. Po
homogenizaciji smo iz posamezne razredc¢itve asepticno odpipetirali po 0,1 ml na gojis¢e TSA.
Potem smo inokulum s sterilno stekleno palcko razmazali po celem gojiscu. Nato smo
petrijevke inkubirali 24 h pri 37 °C. Po inkubaciji smo presteli zrasle kolonije in izracunali
koncentracijo celic v inokulumu. Steli smo samo tiste petrijevke, na katerih je zraslo od 15 do
300 kolonij. Koncentracijo celic v inkulumu smo izracunali po enacbi 1.

N= L (D)
((n1+0,1n2)xR)

Legenda:

>'C....vsota vseh kolonij na vseh Stevnih plos¢ah
n;....Stevilo gojis¢ prve upostevane razredCitve
n,....Stevilo gojis¢ druge upostevane razredcitve
R....faktor razred¢itve pri prvi upostevani razredcitvi
N....koncentracija bakterij (CFU/ml)

1z 24-h bakterijske kulture v gojis¢u BHI smo odpipetirali 0,15 ml kulture v 10 ml gojis¢a TSB
in vsebino premesali. Na ta na¢in smo dobili inokulum s predvideno koncentracijo 10" CFU/ml
gojis¢a. Hkrati smo odpipetirali 0,5 ml 24-urne kulture v 4,5 ml gojis¢a TSB in premesali. 1z
dobljene razred¢itve smo zopet odpipetirali 0,5 ml v 4,5 ml gojis¢a TSB in premesali. Postopek
smo ponovili Se dvakrat. [z zadnje razred¢itve smo nato odvzeli 0,15 ml kulture in jo prenesli v
10 ml TSB. Na ta na¢in smo pripravili inokulum s predvideno koncentracijo 10° CFU/ml.
Tocno koncentracijo bakterij v vsakem inokulumu smo dolocili z metodo Stetja kolonij na
trdem gojiscu.
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3.2.4 Metoda razredcevanja v teko¢em gojis¢u TSB v mikrotiterski ploscici

Na sliki 11 je shema eksperimentalnega dela metode razred¢evanja v teko¢em gojiséu TSB v
mikrotiterski plos¢ici.

Revitalizacija Priprava osnovne raztopine
bakterij ekstrakta ali fenolne spojine
A 4 A 4
Priprava razli¢nih Priprava razredcitve
zacetnih Stevil bakterij ekstrakta
A A

Priprava mikrotiterske ploscice

A 4

Inkubacija plosc¢ice 24 ur pri 37 °C

A 4

Dodatek barvila TTC po 24 urni
inkubaciji

A 4

Odcitavanje rezultatov

Slika 11: Delovna shema metode razred¢evanja v teko¢em gojis¢u TSB v mikrotiterski ploscici
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3.2.4.1 Uporabljeni material

* Gojisce TSA

* Gojisce TSB

* Gojisce BHI

* Fizioloska raztopina

* Absolutni etanol

* 24-urne bakterijske kulture

* Osnovne raztopine fenolnih spojin in rastlinskih ekstraktov
* TTC

3.2.4.2 Izvedba metode

Z metodo razred¢evanja v tekoCem gojis¢u TSB v mikrotiterski ploscici smo dolocali
protimikrobno aktivnost enostavnih fenolnih spojin in rastlinskih ekstraktov. Iskali smo
najnizjo koncentracijo, pri kateri imajo enostavne fenolne spojine in ekstrakti Se zaviralni
u¢inek na razmnozevanje bakterij vrst S. aureus, E. coli, S. Enteritidis in S. Typhimurium.

Za izvedbo metode smo pripravili osnovno raztopino protimikrobne snovi, bakterijsko kulturo
z vecjim in z manjSim Stevilom celic ter pozitivne in negativne kontrole. Osnovno raztopino
protimikrobne snovi smo pripravili v koncentraciji 2,5 mg/ml in jo nato v mikrotiterski ploscici
razredcili do koncentracije 0,0195 mg/ml TSB.

V preglednici 6 je primer priprave mikrotiterske ploscice za dolocitev protimikrobnega ucinka
EGKG na bakterije vrst E. coli ZM370, S. Enteritidis ZM351 in S. Typhimurium ZM352.
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Preglednica 6: Shema mikrotiterske plos¢ice za dologitev protimikrobnega uéinka EGKG na bakterije vrst E. coli
7M370, S. Enteritidis ZM351 in S. Typhimurium ZM352

E.coli ZM370 S. Enteritidis ZM351 S. Typhimurium ZM352
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 125 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
NI NI \Y| \Y| NI NI VI VI NI NI VI VI
B |0625 |0625 |0,625 |0,625 |0625 |0625 |0,625 |0,625 |0,625 |0625 |0625 |0,625
NI NI \Y| \Y| NI NI VI VI NI NI VI VI
C |03125 | 03125 | 03125 | 0,3125 | 0,3125 | 0,3125 | 0,3125 | 0,3125 | 0,3125 | 0,3125 | 0,3125 | 0,3125
NI NI VI VI NI NI VI VI NI NI VI VI
D |0,1563 | 0,1563 | 0,1563 | 0,1563 | 0,1563 | 0,1563 | 0,1563 | 0,1563 | 0,1563 | 0,1563 | 0,1563 | 0,1563
NI NI \Y| \Y| NI NI VI VI NI NI VI VI
E | 0,07813| 0,07813 | 0,07813| 0,07813| 0,07813| 0,07813| 0,07813| 0,07813| 0,07813| 0,07813 | 0,07813 | 0,07813
NI NI \Y| \Y| NI NI VI VI NI NI VI VI
F]0,03906] 0,03906| 0,03906| 0,03906| 0,03906| 0,03906| 0,03906| 0,03906| 0,03906| 0,03906| 0,03906| 0,03906
NI NI VI VI NI NI VI VI NI NI VI VI
G | 0,01953| 0,01953| 0,01953| 0,01953| 0,01953| 0,01953| 0,01953| 0,01953| 0,01953| 0,01953| 0,01953 | 0,01953
NI NI \Y| \Y| NI NI VI VI NI NI VI VI
H | 1,25 NI 1,25 VI 1,25 NI 1,25 VI 1,25 NI 1,25 VI
TSB TSB TSB TSB TSB TSB TSB TSB TSB TSB TSB TSB

Legenda:

........

vrstica A... EGKG: 1,25 mg/ml TSB; vrstica B... EGKG: 0,625 mg/ml TSB; vrstica C... EGKG: 0,3125
mg/ml TSB; vrstica D...EGKG: 0,1562 mg/ml TSB; vrstica E...EGKG: 0,07813 mg/ml TSB;

vrstica F ... EGKG: 0,03906 mg/ml TSB; vrstica G... EGKG: 0,01953 mg/ml TSB; vrstica H...pozitivna
in negativna kontrola; stolpci 1-4... E. coli ZM370; stolpci 5-8... S. Enteritidis ZM351; stolpci 9-12... S.
Typhimurium ZM352; TSB.. &isto gojisée TSB

V prva dva stolpca mikrotiterske plos¢ice smo dodali po 50 ul inokuluma s predvideno
koncentracijo 10° CFU/ml in v druga dva stolpca 50 pl inokuluma s predvideno koncentracijo
10" CFU/ml. Ker smo vsak ekstrakt oz. fenolno spojino testirali v paralelkah in ker smo hkrati
testirali po dva razli¢na inokuluma, smo na eni mikrotiterski plos¢ici lahko testirali najvec tri
bakterijske seve.

V zadnji vrstici H smo pripravili pozitivno in negativno kontrolo. Pozitivna kontrola je
vsebovala 50 pl gojisca TSB in 50 ul kulture. Negativna kontrola je vsebovala 50 pl gojisca
TSB in 50 pl protimikrobne snovi.

Potem, ko smo v plos¢ico dodali kulturo in naredili kontrolne vzorce, smo ploscico inkubirali
24 h pri 37 °C. Nato smo v vse vdolbinice v ploscici dodali 2 ul raztopine barvila TTC s
koncentracijo 10 mg/ml. TTC je indikator bioloske aktivnosti. Plos¢ico smo zavili v alufolijo,
ker je TTC obcutljiv na svetlobo, in pocakali 30 min. V tem Casu se je razvila roznata barva v
tistih prostorCkih, kjer so bile bakterije bioloSko aktivne. Za MIC smo dolocili tisto
koncentracijo protimikrobne snovi, pri katerih ni bilo bioloske aktivnosti, ki bi se kazala kot
roznato obarvanje (Klan¢nik in sod., 2009).
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3.2.5 Metoda razredcevanja v tekocem gojis¢u TSB

Na sliki 12 je prikazan potek metode razred¢evanja v tekocem gojiséu TSB.

24-urne kulture bakterij vrst S. aureus ZMJ345, S. aureus ZMJ346, S. aureus ZMJ348, S.
Enteritidis ZM351, S. Typhimurium ZM352 in E. coli ZM370 s §tevilom 10* CFU/ml

A A\ 4

Velik inokulum z 10’ CFU/ml Majhen inokulum z 10° CFU/ml

1 |

Priprava galne kisline,

klorogenske kisline,

Kontrolni vzorci: 9 ml
gojis¢a TSB + 0,5 ml
inokuluma 10’ CFU/ml
+ 0,5 ml sterilne
destilirane vode

A

y

EGKG, Vivox 40, Vivox
70 in ekstrakta zajblja od
1,25 mg/ml TSB do
0,01953 mg/ml TSB

v ,

A

Kontrolni vzorci: 9 ml
gojis¢a TSB + 0,5 ml
inokuluma 10° CFU/ml +
0,5 ml sterilne destilirane
vode

y

Vzoreci z razlicnimi koncentracijami
protimikrobnih snovi: 9 ml gojis¢a TSB + 0,5
ml inokuluma 10’ CFU/ml + 0,5 ml
protimikrobne snovi

Vzoreci z razlicnimi koncentracijami
protimikrobnih snovi: 9 ml gojis¢a TSB + 0,5
ml inokuluma 10° CFU/ml CFU/ml + 0,5 ml

protimikrobne snovi

'

A

y

Inkubacija pri 37 °C in vzorcenje v ¢asu 0, 7 in 24 h

A 4

kolonij na gojis¢u TSA

Dolocenje stevila prezivelih bakterij z metodo Stetja

Slika 12: Shema dolo¢anja protimikrobnega ucinka enostavnih fenolnih spojin in rastlinskih ekstraktov na razli¢ne
bakterije z metodo razredCevanja v tekocem gojis¢u TSB
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3.2.5.1 Uporabljeni material

* Gojisce TSA

* Gojisce TSB

* Fizioloska raztopina

* Absolutni etanol

* Sterilna destilirana voda

* Fenolne spojine in rastlinski ekstrakti
« Ciste bakterijske kulture

3.2.5.2 Izvedba metode

V prvi fazi eksperimenta smo uporabili metodo razred¢evanja v tekocem gojis¢u TSB v
mikrotiterski ploscici, ker smo tako lahko naenkrat testirali vec razlicnih ekstraktov in njihovih
koncentracij. Slabost metode pa je, da z njo ne moremo natan¢no dolo¢iti MIC. Zato smo v
drugi fazi eksperimenta uporabili metodo razred¢evanja v tekocem gojiscu TSB, pri kateri smo
dolocali rastne krivulje bakterij. Iz teh krivulj smo lahko natan¢neje dolocili MIC.

Uporabili smo osnovne raztopine protimikrobnih snovi s koncentracijo 50 mg/ml (3.2.1). Nato
smo iz osnovnih raztopin pripravili Zelene razredcitve tako, da smo odvzeli 1 ml osnovne
raztopine in ji dodali 1 ml absolutnega etanola. Postopek smo ponavljali, dokler nismo dobili
zelene koncentracije. Z metodo razredCevanja v tekoCem gojis¢u TSB smo testirali tiste
koncentracije protimikrobnih snovi, ki so bile dolo¢ene kot vrednosti MIC z metodo
razredCevanja v tekoCem gojis¢u TSB v mikrotiterski plos¢ici ter po eno vi§jo in eno nizjo
koncentracijo protimikrobne snovi.

Iz 24-urne bakterijske kulture smo pripravili dva inokuluma, 10’ CFU/ml in 10° CFU/ml, po
enakem postopku kot pri metodi razredcevanja v mikrotiterski plos¢ici (3.2.4.2).

Za dolocitev rastnih krivulj smo v epruvete z 9 ml gojisc¢a TSB dodali 0,5 ml pripravljene Ciste
kulture in 0,5 ml pripravljene fenolne spojine oz. ekstrakta, ter premesali. Poleg vzorcev smo
pripravili kontrole tako, da smo v 9 ml gojis¢a TSB dodali 0,5 ml kulture in 0,5 ml sterilne
destilirane vode. Ker smo zeleli dobiti podatke o hitrosti rasti bakterij, smo vzor¢ili v ¢asu 0, 7
in 24 ur ter dolo¢ili Stevilo bakterij z metodo Stetja kolonij na trdem gojis¢u TSA.

Iz dobljenih rezultatov smo narisali rastne krivulje za vse bakterije, za razli¢cne koncentracije
inokulumov in pri razli¢nih koncentracijah protimikrobnih snovi.
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3.2.6 Spremljanje rasti bakterij v razdetem mesu z dodanimi protimikrobnimi snovmi

3.2.6.1 Uporabljeni material

* mesano razdeto meso

* gojisce TSB

* selektivno gojisce BP

* selektivno gojis¢e EMB

* selektivno gojis¢e XLD

» fizioloska raztopina

* absolutni etanol

» sterilna destilirana voda

» fenolne spojine in rastlinski ekstrakti
* 24-urne bakterijske kulture

3.2.6.2 Izvedba metode

V 100-ml steklenicke smo zatehtali 40 g meSanega razdetega mesa. Meso v steklenickah smo
nato 20 min sterilizirali pri 105 °C, ker je v njem Ze naravno prisotna mikroflora, ki bi lahko
motila eksperiment. V 100-ml steklenicke smo nalili tudi po 90 ml FR in jo sterilizirali 20 min
pri 121 °C.

V 4 ml BHI smo pripravili 24-urno &isto bakterijsko kulturo in jo razred¢ili do 10° CFU/ml. V
eksperimentu smo uporabili inokulum 10° CFU/ml, ker pri vis§jem inokulumu najvisje
koncentracije ekstraktov in fenolnih spojin niso u€inkovite. 40 g sterilnega razdetega mesa smo
prenesli v vretko za homogenizacijo in mu dodali 1 ml inokuluma s 10° CFU/ml (kar je
pomenilo da smo v razdetem mesu imeli 2,5 x 10° CFU/g) in 1,29 ml raztopine ekstrakta s
koncentracijo 40 mg/ml, kar je pomenilo da smo imeli 1,29 mg protimikrobne snovi / g
razdetega mesa. Vzorec smo nato 4 min homogenizirali v gnetilniku pri normalni hitrosti.
Hkrati z vzorcem smo pripravili Se kontrolo tako, da smo 40 g sterilnega mletega mesa dodali 1
ml kulture s 10° CFU/ml in 1,29 ml sterilne destilirane vode. Takoj po pripravi vzorca (to je bil
¢as 0) smo dolocili Stevilo bakterij z metodo Stetja kolonij na trdem gojiscu.

Ker smo zeleli s pomocjo dobljenih podatkov narisati rastne krivulje, smo vzor¢ili meso v Casu
0 ter po 5 in 24 urah. Pred vzor¢enjem smo razdeto meso 2 min homogenizirali v gnetilniku pri
normalni hitrosti. Po homogenizaciji smo od 40 g razdetega mesa prenesli 10 g v drugo vrecko
s filtrom ter prilili 90 ml sterilne FR. Vzorec smo homogenizirali 2 min v gnetilniku, pri
normalni hitrosti in nato smo preko filtra iz vre¢ke odvzeli 1 ml vzorca ter ga prenesli v 9 ml
FR. Nato smo $tevilo bakterij dolo¢ili z metodo Stetja kolonij na trdem gojiscu. Za bakterije
vrste S. aureus smo uporabili gojis¢e BP in za bakterije vrste E. coli gojis¢e EMB. Preostanek
30 g mesa smo inkubirali in po 5 in 24 urah postopek ponovili. Z dobljenimi podatki smo
narisali rastne krivulje bakterij v razdetem meSanem mesu z dodanimi protimikrobnimi
snovmi.
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4 REZULTATI

Z eksperimenti smo zeleli potrditi domnevo, da izbrane fenolne spojine in rastlinski ekstrakti
zaviralno vplivajo na rast bakterij, in hkrati preveriti ali obstajajo razlike v protimikrobni
ucinkovitosti med sevi bakterij. Poleg tega smo zeleli ugotoviti, kakSna je ucinkovitost
ekstraktov pri razli¢nih zacetnih Stevilih bakterij in kakSen vpliv ima zivilo na protimikrobno
aktivnost rastlinskih ekstraktov. Z eksperimenti smo tudi zeleli primerjati rezultate dobljene z
metodo razredCevanja v tekocem gojiscu v mikrotiterski plos¢ici in metodo razredcevanja v
tekoC¢em gojiscu.

4.1 PROTIMIKROBNI UCINEK FENOLNIH SPOJIN IN RASTLINSKIH EKSTRAKTOV
DOLOCEN Z METODO RAZREDCEVANJA V TEKOCEM GOJISCU TSB V
MIKROTITERSKI PLOSCICI

Z metodo razred¢evanja v mikrotiterski plos¢ici ne moremo dolociti natanénega Stevila Zivih
bakterijskih celic, zato smo s to metodo dolo¢ili le okvirne vrednosti minimalnih inhibitornih
koncentracij - MIC za fenolne spojine in rastlinske ekstrakte. Dolocali smo vrednosti MIC za 3
enostavne fenolne spojine: galno kislino, klorogensko kislino in epigalokatehin galat, ter za tri
rastlinske ekstrakte: Vivox 40, Vivox 70 in zajbljev ekstrakt. V mikrotiterski plos¢ici smo
testirali 7 razlicnih koncentracij za vsak ekstrakt in fenolno spojino. Primerjali smo
ucinkovitost ekstraktov med grampozitivnimi in gramnegativnimi bakterijami. Grampozitivne
bakterije, ki smo jih testirali, so bile trije sevi bakterij vrste S. aureus, gramnegativne bakterije
pa vrsta E. coli in dva seva S. Enteritidis in S. Typhimurium. V tem delu eksperimenta smo
preverjali tudi razlike v protimikrobni aktivnosti med vi§jim in nizjim zaetnim Stevilom
bakterij.

MIC smo dolocili po 24-urni inkubaciji z barvilom TTC. Za to barvilo je znacilno, da veze
elektrone metaboli¢no aktivnih bakterijskih celic. Pri tej reakciji se sicer brezbarvna raztopina
TTC reducira v roznato obarvan produkt. Vecja kot je koncentracija Zivih celic, bolj je
intenzivna barva (Klan¢nik in sod., 2009). Za MIC smo dolo¢ili tisto najnizjo koncentracijo
protimikrobne snovi, pri kateri ni bilo ve¢ roznato obarvanega produkta s celicami bakterij.
Meritve so bile opravljene v dveh paralelnih ponovitvah tako, da podatki v preglednicah
predstavljajo povprecne vrednosti. V preglednicah so koncentracije ekstraktov in fenolnih
spojin izrazene v mg/ml TSB. Razpon testiranih koncentracij je bil od 0,0195 mg/ml TSB do
1,25 mg/ml TSB.

V preglednici 7 so zbrane vrednosti MIC dobljene z metodo razredéevanja v tekoCem gojiséu
TSB v mikrotiterski plo§¢ici za bakterije vrst S. Enteritidis ZM351, S. Typhimurium ZM352 in
E. coli ZM370. Bakterije so bile testirane pri dveh razliénih zagetnih $tevilih z galno in
klorogensko kislino, epigalokatehin galatom, ekstrakti Vivox 40, Vivox 70 in zajbljevim
ekstraktom.
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Preglednica 7: Vrednosti MIC fenolnih spojin in rastlinskih ekstraktov (mg/ml TSB) za gramnegativne bakterije
dobljene z metodo razredéevanja v tekoCem gojis¢u TSB v mikrotiterski ploscici

Protimikrobna | E- c0li ZM370 S. Enteritidis ZM351 | S. Typhimurium ZM352
snov Ny (CFU/ml) Ny (CFU/ml) No (CFU/ml)
(mg/ml TSB) |13 107 103 107 103 107

Galna kislina | > 1,25 >1,25 >1,25 >1.25 >1,25 >1,25
Klorogenska | »5 >1.25 >1.25 >1.25 0,625 1,25

kislina

EGKG 0,3125 0,625 0,3125 0,625 0,3125 0,625
Vivox 40 1,25 >1,25 1,25 1,25 1,25 1,25

Vivox 70 0,625 1,25 0,625 1,25 1,25 1,25

Zajbelj 1,25 >1,25 1,25 >1,25 0,625 >1,25

Legenda: Ny: zacetno Stevilo bakterij

Pri galni kislini nismo dobili MIC pri nobeni gramnegativni bakteriji ne glede na velikost
inokuluma, saj bi morali uporabiti vi§je koncentracije od 1,25 mg/ml TSB.

Pri klorogenski kislini smo dobili MIC samo pri bakterijah seva S. Typhimurium ZM352, in
sicer pri 10° CFU/ml je bila MIC 0,625 mg/ml TSB in pri 10’ CFU/ml 1,25 mg/ml TSB.

EGKG je deloval protimikrobno tako, da smo dobili pri vseh gramnegativnih bakterijah
vrednosti MIC 0,3125 mg/ml TSB, &e je bilo zaletno §tevilo bakterij 10° CFU/ml in vrednosti
MIC 0,625 mg/ml TSB, &e je bilo zadetno Stevilo bakterij 10’ CFU/ml.

Za ekstrakt Vivox 40 smo pri vseh gramnegativnih bakterijah dobili vrednosti MIC 1,25 mg/ml
TSB pri nizjem zacetnem S$tevilu bakterij. Pri vi§jem zafetnem S$tevilu bakterij vrste E. coli
MIC nismo dobili, medtem, ko smo pri obeh sevih salmonel dolocili vrednosti MIC 1,25
mg/ml TSB.

Za ekstrakt Vivox 70 smo pri bakterijah vrste E. coli in seva S. Enteritidis ZM351 pri 10’
CFU/ml dolo¢ili vrednost MIC 0,625 mg/ml TSB, za bakterije seva S. Typhimurium ZM352
pa je bila vrednost MIC 1,25 mg/ml TSB. Pri 10’ CFU/ml so imele vse bakterije MIC 1,25
mg/ml TSB.

Za ekstrakt zajblja smo pri bakterijah vrste E. coli in seva S. Enteritidis ZM35} pri 10° CFU/ml
dolocili vrednost MIC 1,25 mg/ml TSB, za bakterije seva S. Typhimurium ZM352 pa je bila
vrednost MIC 0,625 mg/ml TSB. Pri 10’ CFU/ml nismo dobili MIC pri nobeni gramnegativni
bakteriji.
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V preglednici 8 so zbrane vrednosti MIC dobljene z metodo razredéevanja v tekocem gojiséu
TSB v mikrotiterski plo¢ici za tri seve bakterij vrste S. aureus ZMJ345, S. aureus ZMJ346 in
S. aureus ZMJ348. Bakterije so bile testirane pri dveh razli¢nih zagetnih $tevilih z galno in
klorogensko kislino, epigalokatehin galatom, ekstrakti Vivox 40, Vivox 70 in zajbljevim
ekstraktom.

Preglednica 8: Vrednosti MIC fenolnih spojin in rastlinskih ekstraktov (mg/ml TSB) za grampozitivne bakterije
dobljene z metodo razredéevanja v tekoCem gojiséu TSB v mikrotiterski ploscici

. S. aureus ZMJ345 S. aureus ZMJ346 S. aureus ZMJ348
Protimikrobna
Snov No (CFU/ml) No (CFU/ml) No (CFU/ml)
(mg/ml TSB) 197 107 10° 107 10° 107
Galna kislina 0,15625 1,25 1,25 > 1,25 1,25 > 1,25
Klorogenska |} o5 >125 1,25 >1,25 1,25 >125
kislina
EGKG 0,01953 0,625 0,078125 0,3125 0,078125 0,3125
Vivox 40 0,03906 0,03906 0,078125 0,15625 0,078125 0,15625
Vivox 70 0,03906 0,15625 0,078125 0,15625 0,078125 0,15625
Zajbelj 0,01953 0,15625 0,15625 0,3125 0,15625 0,3125

Legenda: N: zacetno Stevilo bakterij

Za galno kislino smo pri bakterijah vrste S. aureus ZMJ345 pri 10° CFU/ml dolo¢ili MIC
0,1563 mg/ml TSB, pri ostalih dveh sevih bakterije S. aureus pa smo dolocili MIC pri 1,25
mg/ml TSB. Bakteriji vrste S. aureus ZMJ345 smo pri 10’ CFU/ml dologili MIC pri 1,25
mg/ml TSB, pri ostalih dveh sevih bakterije S. aureus pa nismo dobili MIC.

Za klorogensko kislino pri bakterijah vrste S. aureus ZMJ345 pri 10° CFU/ml nismo dobili
MIC, pri ostalih dveh sevih bakterije S. aureus pa smo dobili MIC pri 1,25 mg/ml TSB. Vse
grampozitivne bakterije vrste S. aureus pri 10’ CFU/ml niso imele MIC niti pri 1,25 mg/ml
TSB.

Za EGKG smo pri bakterijah vrste S. aureus ZMJ345 pri 10> CFU/ml dolo¢ili MIC 0,01953
mg/ml TSB, pri preostalih dveh sevih bakterije S. aureus pa smo dobili MIC 0,0781 mg/ml
TSB. Pri 10’ CFU/ml bakterij vrste S. aureus ZMJ345 smo dologili MIC 0,625 mg/ml TSB, pri
ostalih dveh sevih bakterij S. aureus pa smo dolo¢ili MIC pri 0,3125 mg/ml TSB.

Za Vivox 40 smo pri bakteriji vrste S. aureus ZMJ345 pri 10° CFU/ml dolo&ili MIC 0,03906
mg/ml TSB, pri ostalih dveh sevih bakterije vrste S. aureus pa smo dolocili MIC 0,0781 mg/ml
TSB. Pri 10’ CFU/ml bakterij vrste S. aureus ZMJ345 smo dobili MIC pri isti koncentraciji,
kot je bila pri 10° CFU/ml, pri ostalih dveh sevih bakterije S. aureus pa smo dologili MIC
0,1563 mg/ml TSB.
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Za Vivox 70 smo pri bakterijah vrste S. aureus ZMJ345 pri 10° CFU/ml dolo¢ili MIC 0,03906
mg/ml TSB, pri ostalih dveh sevih bakterije S. aureus pa smo doloc¢ili MIC 0,0781 mg/ml TSB.
Pri 10" CFU/ml bakterij vrste S. aureus smo pri vseh sevih dologili MIC 0,1563 mg/ml TSB.

Za ekstrakt 7ajblja smo pri bakterijah vrste S. aureus ZMJ345 pri 10° CFU/ml dologili MIC
0,0195 mg/ml TSB, pri ostalih dveh sevih bakterije S. aureus pa smo dolo¢ili MIC 0,1563
mg/ml TSB. Pri 10’ CFU/ml smo bakterijam vrste S. aureus ZMJ345 dologili MIC 0,1563
mg/ml TSB, pri ostalih dveh sevih bakterije S. aureus pa smo dolo¢ili MIC pri 0,3125 mg/ml
TSB.

Iz preglednic 7 in 8 je razvidno, da so grampozitivne bakterije vrste S. aureus bolj obcutljive
na protimikrobne snovi od gramnegativnih bakterij vrst Salmonella in E. coli, saj so bile MIC
pri bakteriji S. aureus ZMJ345 z galno kislino pri 10> CFU/ml 0,15625 mg/ml TSB in pri
ostalih dveh sevih S. aureus pri 10° CFU/ml 1,25 mg/ml TSB, medtem ko pri E. coli in obeh
sevih salmonel pri galni kislini nismo dobili MIC.

Pri klorogenski kislini smo MIC dobili samo pri 10° CFU/ml dveh sevov bakterij vrste S.
aureus in pri bakteriji S. Typhimurium ZM352. Rezultati pri klorogenski kislini niso sledili
trendu, saj bi MIC pri grampozitivnih bakterijah morala biti nizja od MIC gramnegativnih
bakterij. Eksperimenta s klorogensko kislino nismo ponovili, ker smo dobljene rezultate
testirali z bolj natan¢no metodo razred¢evanja v teko¢em gojis¢u TSB.

Pri EGKG, Vivox 40, Vivox 70 in zajblju so bile vrednosti MIC grampozitivnih bakterij, pri
10° CFU/ml, niZje od vrednosti MIC gramnegativnih bakterij pri niZjem inokulumu. Enaki
rezultati so bili pri 10’ CFU/ml.

Tam, kjer nismo dolocili MIC, bi morali testirati Se visje koncentracije od 1,25 mg/ml. Vendar
vi§jih nismo uporabili, saj snovi niso bile ve¢ topne v etanolu. 1z preglednic so tudi opazne
razlike med zaCetnimi Stevili bakterij oz. inokulumi.

Ce primerjamo rezultate nizjih in vigjih inokulumov, vidimo, da je pri vseh vrstah bakterij niZji
inokulum bolj ob¢utljiv na delovanje rastlinskih ekstraktov in fenolnih spojin.

4.2 PROTIMIKROBNI UCINEK FENOLNIH SPOJIN IN RASTLINSKIH EKSTRAKTOV
DOLOCEN Z METODO RAZREDCEVANIJA V TEKOCEM GOJISCU TSB

Metoda razredCevanja v tekocem gojiscu je zelo natanc¢na, saj z njo lahko natan¢no dolo¢imo
Stevilo zivih celic v tekocem gojiscu. S to metodo smo preverjali vrednosti MIC fenolnih
spojin in rastlinskih ekstraktov dobljene z metodo razredcevanja v tekocem gojis¢u TSB v
mikrotiterski plosc¢ici. Hkrati smo testirali tudi eno vi§jo in eno niZjo koncentracijo od MIC. Z
dobljenimi rezultati smo narisali rastne krivulje, ki so vsebovale meritve ob ¢asih 0, 7 in 24 ur.
Iz krivulj smo nato lahko razbrali, katere koncentracije so zavrle razmnozevanje bakterij in
katere ne, ter hkrati primerjali ujemanje rezultatov med obema metodama.
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Meritve so bile opravljene v dveh paralelnih ponovitvah, tako da podatki v krivuljah
predstavljajo povprecne vrednosti. Koncentracije fenolnih spojin in rastlinskih ekstraktov so
preratunane v mg protimikrobne snovi /ml TSB, zato, da so rezultati primerljivi med
metodama. Merilo po katerem smo dolocali MIC: MIC je tista koncentracija, pri kateri se
Stevilo bakterij zmanjsa za 1 logaritemsko enoto v primerjavi s Stevilom bakterij v kontrolnem
vzorcu po 24 urah (Burt, 2004).

Del rastnih krivulj nima podatka po 7 urah, zato ker nismo imeli dostopa do laboratorija in
omenjenih meritev nismo mogli opraviti.

4.2.1 Protimikrobni uc¢inek galne Kkisline

Na slikah 13 in 14 ter v prilogi A 1 so zbrani rezultati rasti razli¢nih sevov bakterij vrste S.
aureus (ZM1J 345, ZMJ 346, ZMJ 348) v gojis¢u TSB z razlicnimi koncentracijami galne
kisline.

10
= 81
=
o] 6 -
L.
(8]
o]
o 4
=
P4
2 -
0 T T T T
0 5 10 15 20 25
cas (h)
—e— 0 mg galne kisline/ml TSB, vi§ji inokulum S. aureus ZMJ345 —=— 1,25 mg galne kisline/ml TSB, Vi§ji inokulum S. aureus ZMJ345
0 mg galne kisline/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ345 0,1563 mg galne kisline/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ345
—%— 0,3125 mg galne kisline/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ345

Slika 13: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ345 v gojiséu TSB z razliénimi koncentracijami galne kisline

Pri bakterijah seva S. aureus ZMJ345 smo pri 10° CFU/ml preizkusili koncentraciji 0,15625
mg/ml TSB in 0,3125 mg/ml TSB. Ti dve koncentraciji smo testirali, ker smo pri metodi
razredCevanja v mikrotiterski ploscici dolo¢ili, da je MIC galne kisline 0,15625 mg/ml TSB.
Na sliki 13 vidimo, da pri nobeni od testiranih koncentracij Stevilo bakterij v primerjavi s
kontrolo ni manjse za 1 log enoto. Domnevamo lahko, da bi bil MIC pri koncentraciji 0,625
mg/ml TSB.

Pri vi§jem zaGetnem Stevilu bakterij (10’ CFU/ml) seva S. aureus ZMJ345 smo preizkusili
najvisjo koncentracijo (1,25 mg/ml) galne kisline. Na sliki 13 vidimo, da se pri tej
koncentraciji Stevilo bakterij v primerjavi s kontrolo ni zmanjsalo za 1 log enoto v primerjavi z
Stevilom bakterij v kontrolnem vzorcu, kar pomeni, da nismo dobili MIC galne kisline.
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Slika 14: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ346 v gojis¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami galne kisline

Glede na rezultate prikazane na sliki 14 smo se pri nizjem inokulumu (10° CFU/ml) bakterij
seva S. aureus ZMJ346 odloili testirati koncentracijo 0,625 mg/ml TSB. Na sliki 14 vidimo,
da je pri tej koncentraciji Stevilo celic v primerjavi s kontrolo padlo za 1 logaritemsko enoto,
kar pomeni, da je koncentracija 0,625 mg/ml TSB, MIC galne kisline.

Pri vi§jem inokulumu bakterij S. aureus ZMJ346 smo preizkusili najvigjo koncentracijo (1,25
mg/ml) galne kisline. Na sliki 14 vidimo, da se pri tej koncentraciji Stevilo bakterij v primerjavi
s kontrolo ni zmanjsalo za 1 log enoto, kar pomeni, da nismo dobili MIC.

Enake rezultate, kot pri bakterijah seva S. aureus ZM1J346, smo dobili tudi pri bakterijah seva
S. aureus ZMJ348 (priloga A 1).

Protimikrobnega ucinka galne kisline z metodo razred¢evanja v tekocem gojisc¢u TSB nismo
testirali na bakterijah sevov S. Enteritidis, S. Typhimurium in vrste E. coli, ker pri metodi

cwes

preizkuSeni koncentraciji 1,25 mg/ml.

4.2.2 Protimikrobni uc¢inek klorogenske Kisline

Protimikrobni uc¢inek klorogenske kisline smo z metodo razred¢evanja v tekocem gojiscu TSB
testirali samo na bolj obcutljivih grampozitivnih bakterijah. Ob dodatku klorogenske kisline s
koncentracijo 1,25 mg/ml TSB ni bilo opaznih vecjih sprememb v rasti kateregakoli seva
stafilokokov ne glede na velikost inokuluma. 1z tega lahko sklepamo, da je klorogenska kislina
pri preizkusenih koncentracijah protimikrobno neucinkovita.
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Metoda razred¢evanja v tekoCem gojis¢u TSB v mikrotiterski ploséici je nakazovala
(preglednica 8), da bi lahko dobili MIC za grampozitivne bakterije, vendar po testiranju
MIC nismo dobili. Do razli¢nih rezultatov po eni in po drugi metodi je verjetno prislo zaradi
nenatanc¢nosti metode razred¢evanja v tekocem gojis¢u TSB v mikrotiterski plos¢ici oziroma
zaradi razlicne definicije vrednosti MIC. Pri metodi razredcevanja v tekocem gojiscu sicer smo
opazili majhno zmanjSanje Stevila bakterij, vendar je bilo to premajhno, da bi testirano
koncentracijo klorogenske kisline lahko dolocili kot MIC. Visjih koncentracij pa nismo
testirali, ker pri teh klorogenska kislina ni bila ve¢ dobro topna v etanolu (od priloga A 2 do
priloga A 4).

4.2.3 Protimikrobni ucinek epigalokatehin galata

Na slikah od 15 do 18 ter v prilogi A 5 in prilogi A 6 so zbrani rezultati rasti razli¢nih sevov
bakterij vrste S. aureus (ZMJ 345, ZMJ 346, ZMJ 348) ), Salmonella (ZM351 in ZM352) in E.
coli ZM370 v gojis¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami EGKG.
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0 mg EGKG/ml TSB, niZji inokulum S. aureus ZMJ345 0,01953 mg EGKG/mI TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ345

Slika 15: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ345 v gojis¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami epigalokatehin galata

Pri niZjem zaletnem Stevilu bakterij seva S. aureus ZMJ345 smo preizkusili EGKG
koncentracije 0,01953 mg/ml TSB. Na sliki 15 vidimo, da se je pri tej koncentracij Stevilo
bakterij v primerjavi s kontrolo zmanjsalo za 1 log enoto, kar pomeni, da smo dobili MIC.

Pri vi§jem zaCetnem Stevilu bakterij seva S. aureus ZMJ345 smo preizkusili EGKG
koncentracije 0,0313 mg/ml TSB. Ta koncentracija se je izkazala kot MIC, saj se je Stevilo
bakterij po 24 urah v primerjavi s kontrolo zmanjSalo za 1 logaritemsko enoto (slika 15).

Ko smo pri nizjem zadetnem Stevilu bakterij seva S. aureus ZMJ346 preizkusili EGKG
koncentracije 0,01953 mg/ml TSB, se je Stevilo bakterij v primerjavi s kontrolo zmanjsalo za 1
log, enoto kar pomeni, da smo dobili enako vrednost MIC z obema metodoma (slika 16).
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Tudi pri vi§jem zatetnem §tevilu bakterij seva S. aureus ZMJ346 je bila vrednost MIC EGKG
dolocena z metodo razredCevanja v mikrotiterski ploscici. Koncentracija 0,07813 mg/ml TSB
je bila doloc¢ena kot MIC (slika 16).

Enake rezultate, kot pri bakterijah S. aureus sev ZM1I346, smo dobili tudi pri bakterijah seva S.
aureus ZMJ348 (priloga A 5).
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0 mg EGKG/ml TSB, visji inokulum S. aureus ZMJ346 0,07813 mg EGKG/ml TSB, vigji inokulum S. aureus ZMJ346

Slika 16: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ346 v gojis¢u TSB z razliénimi koncentracijami epigalokatehin galata

Pri niZjem zaGetnem 3tevilu bakterij seva S. Enteritidis ZM351 smo preizkusili EGKG s
koncentracijo 0,3125 mg/ml TSB. Na sliki 17 vidimo, da je pri tej koncentraciji Stevilo celic v
primerjavi s kontrolo padlo za 1 logaritemsko enoto, kar pomeni, da je MIC koncentracija
0,3125 mg/ml TSB.
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0 mg EGKG/mI TSB, \isji inokulum Salmonella ZM351 0,625 mg EGKG/mI TSB, \i§ji inokulum Salmonella ZM351
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Slika 17: Rast bakterij seva Salmonella Enteritidis ZM351 v gojis¢u TSB z razliénimi koncentracijami
epigalokatehin galata

Enake rezultate smo dobili tudi pri vi§jem zaCetnem Stevilu bakterij seva S. Enteritidis ZM351
kar pomeni, da je MIC EGKG za bakterije seva S. Enteritidis ZM351 koncentracija 0,625
mg/ml TSB.

Enake rezultate, kot pri bakterijah seva S. Enteritidis ZM351 (slika 17), smo dobili tudi pri
bakterijah seva S. Typhimurium ZM352 (priloga A 6).

Na sliki 18 vidimo rezultate protimikrobnega delovanja EGKG na bakterije vrste E. coli
ZM370 in smo tako pri nizZjem kot pri vi§jem zaCetnem Stevilu bakterij potrdili, da sta
koncentraciji 0,3125 mg/ml TSB oziroma 0,625 mg/ml TSB vrednosti MIC.

10
—
—_— 8 |
= /
S
L 6
(&)
(o]
S 4
=
Z 2

0 T T T T
0 5 10 15 20 25
¢as (h)
—e—0 mg EGKG/mI TSB, nizji inokulum E. coli ZM370 —=—0,3125 mg EGKG/mI TSB, nizji inokulum E. coli ZM370
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Slika 18: Rast bakterij vrste E. coli ZM370 v gojiséu TSB z razliénimi koncentracijami epigalokatehin galata

Povzamemo lahko, da je EGKG v primerjavi z drugima fenolnima kislinama veliko bolj
ucinkovit, saj zavira rast in razmnozevanje tako grampozitivnih kot tudi gramnegativnih
bakterij, da je bolj ucinkovit pri nizjem zacetnem Stevilu bakterij in da so grampozitivne
bakterije nanj bolj obcutljive.

Med razliénimi sevi bakterij rodu Salmonella, ki smo jih testirali, ni vecjih razlik v

obcutljivosti na EGKG. Ravno tako ni ve¢jih razlik v obcutljivosti med sevi bakterij
Staphylococcus aureus.

4.2.4 Protimikrobni uc¢inek ekstrakta Vivox 40
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Na slikah od 19 do 22 ter v prilogi A 7 in prilogi A 8 so zbrani rezultati rasti razli¢nih sevov
bakterij vrste S. aureus (ZMJ345, ZMJ346, ZMJ348), Salmonella (ZM351 in ZM352) in E.
coli ZM370 v gojiscu TSB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta Vivox 40.

Pri nizjem zadetnem Stevilu bakterij seva S. aureus ZMJ345 smo preizkusili protimikrobno
delovanje ekstrakta Vivox 40 s koncentracijama 0,01953 mg/ml TSB in 0,03906 mg/ml TSB in
na sliki 19 vidimo, da je MIC vrednost 0,01953 mg/ml TSB.
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0 mg Vivox 40/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ345 0,01953 mg Vivox 40/ml TSB, niZji inokulum S. aureus ZMJ345
—x— 0,03906 mg Vivox 40/ml TSB, niZji inokulum S. aureus ZMJ345 —e—0,07813 mg Vivox 40/ml TSB, vigji inokulum S. aureus ZMJ345

Slika 19: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ345 v gojiséu TSB z razliénimi koncentracijami ekstrakta Vivox 40

Pri vi§jem zaetnem §tevilu bakterij seva S. aureus ZMJ345 smo preizkusili koncentraciji
0,03906 mg/ml TSB in 0,0781 mg/ml TSB (slika 19) in doloc¢ili, da je koncentracija 0,03906
mg/ml TSB enaka MIC.

Pri nizjem zadetnem §tevilu bakterij seva S. aureus ZMJ346 smo preizkusili protimikrobno
delovanje ekstrakta Vivox 40 s koncentracijama 0,01953 mg/ml TSB in 0,03906 mg/ml TSB in
na sliki 20 vidimo, da je 0,01953 mg/ml TSB enak MIC.
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Slika 20: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ346 v gojiséu TSB z razliénimi koncentracijami ekstrakta Vivox 40

Pri vi§jem za¢etnem Stevilu bakterij seva S. aureus ZMJ346 smo dolo¢ili, da je koncentracija
0,0781 mg/ml TSB enaka MIC ekstrakta Vivox 40 (slika 20).

Enake rezgltate, kot pri bakterijah seva S. aureus ZMJ346, smo dobili tudi pri bakterijah seva
S. aureus ZMJ348 (priloga A 7).
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Slika 21: Rast bakterij seva Salmonella Enteritidis ZM351 v gojii¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta
Vivox 40

Pri niZjem zaGetnem §tevilu bakterij seva S. Enteritidis ZM351 smo dolo¢ili, da je MIC za
ekstrakt Vivox 40 koncentracija 0,625 mg/ml TSB (slika 21). Za vi§je zacetno Stevilo pa smo
dolo¢ili, da je MIC 1,25 mg/ml TSB.
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Enake rezultate, kot pri bakterijah seva S. Enteritidis ZM351, smo dobili tudi pri bakterijah
seva S. Typhimurium ZM352 (priloga A 8).

Pri nizjem zadetnem 3tevilu bakterij vrste E. coli ZM370 smo preizkusili ekstrakt Vivox 40 s
koncentracijo 1,25 mg/ml TSB in potrdili, da je ta koncentracija MIC (slika 22).
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Slika 22: Rast bakterij vrste E. coli ZM370 v gojis¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta Vivox 40

Pri vi§jem zaGetnem §tevilu bakterij vrste E. coli ZM370 nismo preizkusili ekstrakta Vivox 40,
ker smo Zze z metodo razredCevanja v mikrotiterski plosc¢ici dolocili, da je MIC > 1,25
mg/mlTSB.

Vivox 40 je ekstrakt rozmarina. Podatki s slik od 19 do 22 in prilog od A 7 do A 8 kazejo, da
ekstrakt Vivox 40 zavira rast tako grampozitivnih, kot tudi gramnegativnih bakterij. Vendar pa
bolj zavira rast grampozitivnih bakterij, saj so dobljene vrednosti MIC dosti nizje. Potrdili smo
tudi hipotezo, da so pri nizjem zacetnem Stevilu bakterij vrednosti MIC nizje. Pri razli¢nih
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sevih iste bakterijske vrste se je tudi pri ekstraktu Vivox 40 pokazalo, da med njimi ni razlik v
obcutljivosti na ekstrakt.

V primerjavi z galno kislino in klorogensko kislino je ekstrakt Vivox 40 veliko bolj u¢inkovit.
V primerjavi z EGKG je ekstrakt Vivox 40 enako uc€inkovit pri grampozitivnih bakterijah. Pri
gramnegativnih bakterijah pa je EGKG bolj u¢inkovit od ekstrakta Vivox 40, saj so pri njem
potrebne niZje koncentracije za enak zaviralni uc¢inek.

4.2.5 Protimikrobni ucinek ekstrakta Vivox 70

Na slikah od 23 do 26 ter v prilogi A 9 in prilogi A 10 so zbrani rezultati rasti razli¢nih sevov
bakterij vrste S. aureus (ZMJ345, ZMJ346, ZMJ348), Salmonella (ZM351 in ZM352) in E.
coli ZM370 v gojiscu TSB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta Vivox 70.
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Slika 23: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ345 v gojis¢u TSB z razliénimi koncentracijami ekstrakta Vivox 70

Pri nizjem zaletnem 3tevilu bakterij seva S. aureus ZMJ345 smo ekstrakt Vivox 70 s
koncentracijo 0,0195 mg/ml TSB dolo¢ili kot MIC. S slike 23 vidimo, da se je pri tej
koncentraciji Stevilo celic v primerjavi s kontrolo zmanjsalo za 1 logaritemsko enoto.
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Pri vi§jem zadetnem §tevilu bakterij seva S. aureus ZMJ345 smo pri koncentraciji 0,03906
mg/ml TSB dolocili MIC, saj se je Stevilo celic v primerjavi s kontrolo zmanjsalo za 1
logaritemsko enoto (slika 23).
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Slika 24: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ346 v gojis¢u TSB z razliénimi koncentracijami ekstrakta Vivox 70

Pri nizjem zagetnem $tevilu bakterij seva S. aureus ZMJ346 smo dolo¢ili MIC ekstraktu Vivox
70 s koncentracijo 0,0195 mg/ml TSB (slika 24). Vendar bi lahko testirali tudi eno nizjo
koncentracijo. Pri visjem za¢etnem 3tevilu bakterij seva S. aureus ZMJ346 smo za MIC
doloc¢ili koncentracijo 0,0781 mg/ml TSB (slika 24).

Enake rezultate, kot pri bakterijah seva S. aureus ZM1J346, smo dobili tudi pri bakterijah seva
S. aureus ZMJ348 (priloga A 9).
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Slika 25: Rast bakterij seva Salmonella Enteritidis ZM351 v goji§¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta
Vivox 70

Pri nizjem zadetnem $tevilu bakterij seva Salmonella Enteritidis ZM351 smo dobili MIC pri
koncentraciji 0,625 mg/ml TSB, vendar bi lahko testirali tudi eno niZjo koncentracijo (slika
25). Pri vi§jem zadetnem Stevilu bakterij seva Salmonella Enteritidis ZM351 je MIC pri
koncentraciji 1,25 mg/ml TSB. Ker se je Stevilo celic v primerjavi s kontrolo zmanjsalo za vec
kot 1 logaritemsko enoto, bi lahko testirali tudi eno nizjo koncentracijo.

Enake rezultate, kot pri bakterijah seva Salmonella Enteritidis ZM351, smo dobili tudi pri
bakteriji Salmonella Typhimurium ZM352 (priloga A 10).
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Slika 26: Rast bakterij vrste E. coli ZM370 v gojis¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta Vivox 70
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Pri nizjem zaGetnem §tevilu bakterij vrste E. coli ZM370 smo dobili MIC pri koncentraciji
0,625 mg/ml TSB (slika 26). Pri vi§jem zacetnem Stevilu bakteriji vrste E. coli ZM370 pa smo
dobili MIC pri 1,25 mg/ml TSB.

Rezultati na slikah od 23 do 26 in prilogah od A 9 do A 10 kazejo, da je ekstrakt Vivox 70 bolj
u¢inkovit od ekstrakta Vivox 40, saj so vrednosti MIC niZje. Ce primerjamo protimikrobno
delovanje ekstrakta Vivox 70 z EGKG ugotovimo, da sta enako uc¢inkovita pri gramnegativnih
bakterijah, pri grampozitivnih bakterijah pa rezultati kazejo, da je ekstrakt Vivox 70 malo bolj
ucinkovit.

Rezultati dobljeni z ekstraktom Vivox 70 kazejo, da so grampozitivne bakterije bolj obcutljive
na protimikrobne snovi, kot gramnegativne bakterije in da je za enak protimikroben ucinek pri
niZjem zacetnem Stevilu bakterij potrebna nizja koncentracija ekstrakta Vivox 70, kot pri
vi§jem zacetnem Stevilu. Primerjava protimikrobnega ucinka ekstrakta Vivox 70 za seve
znotraj iste bakterijske vrste pokaze, da med sevi ni razlik.

4.2.6 Protimikrobni ucinek ekstrakta Zajblja

Na slikah od 27 do 30 ter v prilogi A 11 in prilogi A 12 so zbrani rezultati rasti razli¢nih sevov
bakterij vrste S. aureus (ZMJ345, ZMJ346, ZMJ348), Salmonella (ZM351 in ZM352) in E.
coli ZM370 v gojiscu TSB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta zajblja.
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Slika 27: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ345 v gojiséu TSB z razliénimi koncentracijami ekstrakta Zajblja

Pri nizjem zaGetnem §tevilu bakterij seva S. aureus ZMJ345 smo dologili ekstraktu Zajblja,
MIC pri koncentraciji 0,0195 mg/ml TSB (slika 27). In pri vi§jem zacetnem Stevilu bakterij
seva S. aureus ZMJ345 smo pri koncentraciji 0,156 mg/ml TSB dolo¢ili MIC.
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Slika 28: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ346 v gojiséu TSB z razliénimi koncentracijami ekstrakta Zajblja
Pri niZjem zaCetnem Stevilu bakterij seva S. aureus ZMJ346 smo dolocili MIC ekstrakta zajblja
pri 0,0195 mg/ml TSB, MIC pri vi§jem zacetnem Stevilu bakterij smo doloc¢ili pri 0,156 mg/ml

TSB (slika 28).

Enake rezultate, kot pri bakterijah seva S. aureus ZMI346, smo dobili tudi pri bakterijah seva
S. aureus ZMJ348 (priloga A 11).
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Slika 29: Rast bakterij seva Salmonella Enteritidis ZM351 v gojiséu TSB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta
zajblja

Pri nizjem zadetnem 3tevilu bakterij seva Salmonella Enteritidis ZM351 smo dologili MIC
ekstrakta zajblja pri 1,25 mg/ml TSB (slika 29). Pri vi§jem zacetnem Stevilu nismo testirali

protimikrobne ucinkovitosti ekstrakta zajblja z vi§jimi koncentracijami zaradi tezav s
topnostjo.
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Enake rezultate, kot pri bakterijah seva Salmonella Enteritidis ZM351, smo dobili tudi pri
bakterijah seva Salmonella Typhimurium ZM352 (priloga A 12).
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Slika 30: Rast bakterij vrste E. coli ZM370 v gojiséu TSB z razliénimi koncentracijami ekstrakta Zajblja

Pri nizjem zaGetnem Stevilu bakterij vrste E. coli ZM370 smo pri ekstraktu Zajblja s
koncentracijo 1,25 mg/ml TSB doloc¢ili MIC (slika 30).

Pri vi§jem zaCetnem Stevilu bakterij vrste E. coli ZM370 ekstrakta Zajblja nismo testirali, ker
MIC vrednosti ne bi dobili niti pri najvisji koncentraciji.

Ekstrakt zajblja je v primerjavi z galno in klorogensko kislino bolj protimikrobno ucinkovit,
medtem ko je manj u¢inkovit kot sta EGKG in ekstrakt Vivox 70. Z ekstraktom Vivox 40 sta si
po ucinkovitosti zelo podobna. Tudi pri ekstraktu zajblja se je pokazalo, da so grampozitivne
bakterije bolj obcutljive od gramnegativnih, in da je nizji inokulum bolj obcutljiv na
protimikrobne spojine od vi§jega. Ravno tako smo pokazali, da med razlicnimi sevi iste
bakterijske vrste ni vecjih razlik.

4.3 PROTIMIKROBNI UCINEK FENOLNIH SPOJIN IN RASTLINSKIH EKSTRAKTOV V
RAZDETEM MESU

S spremljanjem rasti bakterij v razdetem mesu smo preizkusili protimikrobno ucinkovitost
ekstraktov Vivox 40 in Vivox 70 ter EGKG. Kot gojis¢e smo namesto TSB uporabili mesano
razdeto meso. Zaradi domnevno slabse ucinkovitosti ekstraktov v zivilu smo uporabili samo
najvisje koncentracije le-teh. Poleg tega smo testirali samo niZje zaCetne koncentracije bakterij,
ker so te bolj obcutljive na delovanje protimikrobne snovi in je to koncentracijo bolj realno
pricakovati v kontaminiranem mesu.
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4.3.1 Protimikrobni ucinek epigalokatehin galata v razdetem mesu

Protimikrobni u¢inek EGKG v mesu (slika 31) smo dolocili pri niZjem zacetnem Stevilu
bakterij vrst S. aureus ZMJ345 in E. coli ZM370 pri koncentraciji 1,25 mg/g mesa. Stevilo
bakterijskih celic se je po 24 urah v primerjavi s kontrolo zmanjsalo za dva logaritma, po
izbrani definiciji za MIC pa je znizanje za 1 logaritemsko enoto Ze dovolj za dolocitev
vrednosti MIC. To pomeni, da bi lahko testirali tudi koncentracijo 0,625 mg/g mesa.
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Slika 31: Rast bakterij vrst S. aureus ZMJ345 in E. coli ZM370 v razdetem mesu z epigalokatehin galatom

Na sliki 31 vidimo, da med grampozitivno in gramnegativnho vrsto bakterij ni razlik v
protimikrobnem delovanju EGKG, saj je inhibicija rasti enaka. V primerjavi z rezultati
dobljenimi v mikrobioloskem gojis¢u TSB je razvidno, da je za enak protimikroben ucinek v
zivilu pri bakterijah vrste S. aureus ZMJ345 in bakterijah vrste E. coli ZM370 potrebna 12-krat
vi§ja koncentracija protimikrobne snovi.
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4.3.2 Protimikrobni uéinek ekstrakta Vivox 40 v razdetem mesu

Pri nizjem zadetnem $tevilu bakterij vrst S. aureus ZMJ345 in E. coli ZM370 smo preizkusili
ekstrakt Vivox 40 s koncentracijo 1,25 mg/g mesa. Na sliki 32 vidimo, da se je Stevilo celic v
primerjavi s kontrolo po 24 urah zmanjsalo za 1 logaritemsko enoto pri obeh vrstah bakterij kar
pomeni zadovoljivo inhibicijo rasti.
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Slika 32: Rast bakterij vrst S. aureus ZMJ345 in E. coli ZM370 v razdetem mesu z ekstraktom Vivox 40

Na sliki 32 vidimo, da med grampozitivno in gramnegativnho vrsto bakterij ni razlik v
protimikrobnem delovanju ekstrakta Vivox 40, saj je inhibicija rasti enaka. V primerjavi z
rezultati dobljenimi v mikrobioloskem gojis¢u TSB je razvidno, da je za enak protimikroben
u¢inek v Zivilu pri bakterijah vrste S. aureus ZMJ345 in bakterijah vrste E. coli ZM370
potrebna 12-krat vi§ja koncentracija protimikrobne snovi.

4.3.3 Protimikrobni uéinek ekstrakta Vivox 70 v razdetem mesu

Protimikrobni uéinek ekstrakta Vivox 70 smo v mletem mesu preizkusili pri nizjem zacetnem
Stevilu bakterij vrst S. aureus ZMJ345 in E. coli ZM370 s koncentracijo 1,25 mg/g mesa. Na
sliki 33 vidimo, da je koncentracija 1,25 mg/g mesa inhibirala rast obeh testiranih vrst bakterij
za veC kot 1 logaritemsko enoto, kar pomeni MIC.
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Slika 33: Rast bakterij vrst S. aureus ZMJ345 in E. coli ZM370 v razdetem mesu z ekstraktom Vivox 70

Na sliki 33 vidimo, da je ekstrakt Vivox 70 ucinkovit tudi v razdetem mesu, vendar pa smo
testirali le najvi§jo koncentracijo. Stevilo bakterijskih celic se je po 24 urah v primerjavi s
kontrolo zmanjsalo za dva logaritma, po izbrani definiciji za MIC pa je znizanje za |
logaritemsko enoto Ze dovolj za dolocitev vrednosti MIC. To pomeni, da bi lahko testirali tudi
koncentracijo 0,625 mg/g mesa.

Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je EGKG enako ucinkovit kot ekstrakt Vivox 70, ter
bolj uc¢inkovit kot ekstrakt Vivox 40. Poleg tega lahko sklepamo, da je Vivox 70 tudi v mesu
bolj uc¢inkovit od Vivox 40. Grampozitivne bakterije in gramnegativne bakterije se ne
razlikujejo v obcutljivosti na ekstrakt.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo na podlagi eksperimentov spoznali, da obstajajo razlike v
protimikrobnem delovanju enostavnih fenolnih spojin in rastlinskih ekstraktov na
grampozitivne in gramnegativne bakterije. Protimikrobna ucinkovitost je odvisna od vrste
protimikrobne snovi, vrste bakterij, zacetne koncentracije bakterijskih celic in od vrste gojisca.
Protimikrobni ucinek izbranih snovi smo dolocali z dvema metodama in v zaklju¢nem delu
dobljene rezultate o protimikrobnem delovanju izbranih snovi preizkusili tudi v umetno
kontaminiranem zivilu.

5.1.1 Primerjava metode razredcevanja v tekocem gojis¢u TSB v mikrotiterski plos¢€ici z
metodo razred¢evanja v teko¢em gojis¢u TSB

Protimikrobno delovanje enostavnih fenolnih spojin in ekstraktov rozmarina ter zajblja smo
dolocili z dvema razliénima metodama. Z metodo razredCevanja v tekocem gojis¢u TSB v
mikrotiterski plos¢ici smo lahko v eni mikrotiterski plosc¢ici testirali 3 razli¢ne protimikrobne
spojine v 7 razli¢nih koncentracijah oz. 1 protimikrobno spojino v 7 razli¢nih koncentracijah in
na 3 bakterijske seve. Ta metoda je zelo uporabna, ker lahko naenkrat testiramo veliko vzorcev
in hkrati porabimo malo materiala, saj je volumen ene luknjice na plos¢ici 200 pl. Metoda je
zato idealna za rutinsko testiranje. Lahko jo uporabljamo kot referencno metodo za
ovrednotenje tocnosti drugih metod (Klancnik in sod., 2009). Prednost mikrotiterskih plosc je
tudi ta, da se lahko pripravijo vnaprej in se do uporabe shranijo na sobni temperaturi (Klan¢nik
in sod., 2009). Metoda je lahko ponovljiva. Rezultati, ki smo jih dobili, so semikvantitativni in
zato smo za natan¢no doloCanje protimikrobnega uc¢inka uporabili metodo razredCevanja v
teko¢em gojis¢u TSB. Z metodo razredéevanja v teko¢em gojis¢u TSB smo glede na rezultate
metode v mikrotiterski plos¢i lahko testirali le 3 razlicne koncentracije posamezne
protimikrobne snovi in tako potek in obseg dela zelo skrajsali. Rezultati, ki smo jih dobili z
metodo razredcevanja v tekocem gojiscu so kvantitativni v smislu dolocCitve Stevila bakterijskih
celic. 1z pridobljenih podatkov smo lahko narisali rastne krivulje celic (Burt, 2004).
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5.1.2 Protimikrobno delovanje enostavnih fenolnih spojin in ekstraktov roZmarina ter
Zajblja na grampozitivne in gramnegativne bakterije

Preden smo naredili eksperimente z izbranimi vrstami bakterij, smo predvidevali, da med njimi
obstajajo razlike v obcutljivosti na protimikrobne snovi. In sicer naj bi bile grampozitivne
bakterije bolj obcutljive na protimikrobne snovi kot gramnegativne. Z naSimi eksperimenti smo
to domnevo tudi potrdili. Kot merilo za obcutljivost bakterij smo si izbrali minimalno
inhibitorno koncentracijo protimikrobne snovi - MIC, to je bila tista koncentracija, pri kateri se
je Stevilo bakterij po 24 urah, v primerjavi s kontrolo, zmanjsalo za 1 logaritemsko enoto (Burt,
2004). Na slikah od 13 do 30 in v prilogah od A 1 do A 12 so krivulje rasti bakterij sevov S.
aureus ZMJ345, S. aureus ZMJ346, S. aureus ZMJ348, S. Enteritidis ZM351, S. Typhimurium
ZM352 in E. coli ZM370, s katerimi smo dologili vrednosti MIC posamezne snovi. Vsi
rezultati kaZejo, da so grampozitivne bakterije dejansko bolj obc¢utljive na protimikrobne snovi,
saj smo za vse grampozitivne bakterije doloCili nizje vrednosti MIC fenolnih spojin in
ekstraktov kot za gramnegativne bakterije. Razlog za to naj bi bil v sestavi celi¢ne stene, saj je
med grampozitivnimi in gramnegativnimi bakterijami prav v tem velika razlika.

Grampozitivne bakterije imajo celi¢no steno iz ene plasti, ki je sestavljena iz peptidoglikana,
dveh vrst tejhonske kisline in polisaharidov. Gramnegativne bakterije imajo celi¢no steno
sestavljeno iz treh plasti. Notranja plast je iz peptidoglikana, drugi dve plasti pa jo obdajata
navzven. Ti plasti sta zunanja membrana in periplazmatski prostor. Zunanja membrana je
sestavljena iz lipopolisaharidov in porinov. Periplazmatski prostor povezuje zunanjo
membrano s peptidoglikanskim slojem. Periplazemski prostor vsebuje lipoproteine in vezavne
proteine (Gubina in Than, 2002). Pri poizkusih z EGKG so znanstveniki ugotovili, da se na
grampozitivne bakterije veze ve¢ EGKG, na gramnegativne bakterije pa manj. Poleg tega so
ugotovili, da se EGKG veZze na peptidoglikan. Ker je pri gramnegativnih bakterijah
peptidoglikanska plast prekrita z zunanjo membrano, se nanj veze manj EGKG, kot se ga veze
na grampozitivne bakterije, ki peptidoglikanske plasti nimajo zasc¢itene. Z vezavo EGKG na
peptidoglikan v bakterijski steni, celica izgubi sposobnost deljenja, postane bolj obc¢utljiva na
spremembe osmoznega tlaka in upocasni se sinteza celicne stene. Zaradi teh razlik so
gramnegativne bakterije bolj odporne na delovanje protimikrobne snovi (Yoda in Zhao, 2004).

Glavna sestavina ekstrakta roZzmarina je karnozolna kislina, ki je hkrati tudi najmocnejsa
protimikrobna snov v ekstraktu. Poleg karnozolne kisline imata zelo mocen protimikrobni
potencial Se rozmanol in rozmarinska kislina (Tsai in sod., 2007). Karnozolna kislina na
bakterije deluje tako, da se poveze na njihovo membrano oz. fosfolipidni dvosloj, pri tem se
membrani spremeni njena rigidnost in posledi¢no se spremeni propustnost membrane za
razli¢ne snovi (Perez-Fons in sod., 2006).
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5.1.3 Vpliv zacetnega Stevila bakterij na protimikrobno ucinkovitost fenolnih spojin in
ekstraktov

Ne glede na vrsto uporabljene metode (metoda razredcevanja v tekoCem gojis¢u TSB v
mikrotiterski ploscici ali metoda razredCevanja v tekocem gojisc¢u TSB) in ne glede na vrsto
bakterij smo vedno pri nizZjem zacetnem Stevilu bakterij dolocili nizje vrednosti MIC kot pri
vi§jem Stevilu. V preglednicah 7 in 8, slikah od 13 do 30, ter prilogah od A 1 do A 12 je
razvidno, da so koncentracije rastlinskih ekstraktov in fenolnih spojin, pri katerih smo dobili
vrednosti MIC, niZje pri nizjih inokulumih. Temu pojavu znanstveniki pravijo »inokulum
ucinek, saj je protimikrobno delovanje spojin odvisno od velikosti inokuluma (Bidlas in sod.,
2008). Zadetno §tevilo bakterijskih celic, ki je manjse od 10° CFU/ml ne vpliva na
protimikrobno aktivnost ekstraktov, ko pa zaGetni inokulum preseze 10° CFU/ml, se
protimikrobna aktivnost ekstraktov za¢ne bistveno zmanjSevati. Vecje kot je Stevilo celic v
inokulumu, manjsi je ucinek protimikrobne snovi (Tam in sod., 2009). Do danes ni bilo
natan¢no ugotovljeno, zakaj nastane »inokulum ucinek«. Po zdajsnjih razlagah naj bi ta efekt
povzrocila heterogenost bakterijske populacije in komuniciranje med bakterijami (quorum
sensing) (Bidlas in sod., 2008). Vpliv zacetnega Stevila bakterij na protimikrobno delovanje
snovi je tudi posledica tega, da se enaka koncentracija protimikrobne snovi pri vi§jem
inokulumu razporedi med vec bakterij, kot se mora pri nizZjem inokulumu, in zaradi tega na
posamezno bakterijo deluje manjsi delez te snovi (Lass-Florl in sod., 2003). Ena od razlag je
tudi nic¢elna teorija, po kateri naj bi bil »inokulum ucinek« posledica ¢asa, ki je potreben za
rast/odmiranje bakterij v doloCenih razmerah. To pomeni, da bi bakterije, pri neki koncentraciji
protimikrobne snovi, dosegle enako kon¢no koncentracijo oziroma Stevilo neodvisno od
zacetnega inokuluma, le ¢as za dosego koncne koncentracije bi bil pri vi§jem inokulumu daljsi
(Bidlas in sod., 2008).

5.1.4 Protimikrobna aktivnost rastlinskih ekstraktov in fenolnih spojin

Testirali som tri rastlinske ekstrakte Vivox 40, Vivox 70 in Zajbljev ekstrakt. Ekstrakta Vivox
40 in Vivox 70 sta ekstrakta rozmarina, ki se med sabo razlikujeta po delezu karnozolne
kisline. Vivox 40 ima 40 % karnozolne kisline in Vivox 70 ima 70 % karnozolne kisline. Poleg
ekstraktov smo testirali tudi tri fenolne spojine galno kislino, klorogensko kislino in
epigalokatehin galat. Iz rezultatov lahko sklepamo, da so rastlinski ekstrakti bolj uc¢inkoviti od
Cistih fenolnih spojin. Izjema je le epigalokatehin galat, ki je enako ucinkovit kot ekstrakt
Vivox 70.

Znanstveniki so naredili podobne eksperimente, pri katerih so testirali rastlinske ekstrakte in
nato Se posamezne kemijske spojine izolirane iz ekstraktov. Ugotovili so, da so imeli ekstrakti
boljse ucinke kot pa posamezne izolirane komponente. 1z tega so sklepali, da kemijske spojine
v ekstraktih delujejo sinergisti¢no, zaradi Cesar je bil protimikrobni u€inek vecji. Sinergisticno
delujejo tudi spojine, ki so v ekstraktih prisotne v zelo majhnih koli¢inah (Burt, 2004).

Med ekstraktoma rozmarina smo opazili razlicno uc¢inkovitost na bakterije pri ekstraktu Vivox
70, ki je vseboval vec karnozolne kisline. Vsebnost karnozolne kisline v ekstraktu rozmarina je
pomemben protimikrobni dejavnik, saj sta karnozolna kislina in karnozol najmoc¢nejsi
protimikrobni komponenti (Klan¢nik in sod., 2009).
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5.1.5 Vpliv zZivila na protimikrobno aktivnost fenolnih spojin in ekstraktov

V diplomskem delu smo med drugim Zzeleli ugotoviti ali obstajajo razlike v protimikrobnem
delovanju izbranih snovi, ¢e jih uporabimo v gojis¢u ali v zivilu. Kot gojis¢e smo uporabili
TSB, kot zivilo pa meSano razdeto meso. Izkazalo se je, da so protimikrobne snovi v zivilih
ucinkovitost se je zmanjSala tako pri grampozitivnih bakterijah kot tudi pri gramnegativnih
bakterijah. Na slikah 31 do 33 so rastne krivulje grampozitivnih bakterij vrste S. aureus
pri visjem vrednosti MIC nismo dobili Ze z metodo razredevanja v tekocem gojis¢u TSB v
mikrotiterski ploscici. Uporabili smo le najvisje koncentracije obeh ekstraktov rozmarina in
epigalokatehin galata. Izkazalo se je, da je v zivilu protimikrobna aktivnost ekstrakta rozmarina
in fenolne spojine enaka tako pri grampozitivnih bakterijah, kot tudi pri gramnegativnih
fenolnih spojin na grampozitivne bakterije bolj ucinkovito, kot na gramnegativne bakterije.
Poleg tega smo ugotovili, da je bila tudi v Zivilu protibakterijska aktivnost ekstraktov razli¢na.
In sicer je bil Vivox 40 manj ucinkovit kot Vivox 70, saj so bile vrednosti MIC pri Vivox 70
nizje. Epigalokatehin galat pa je bil bolj ucinkovit kot Vivox 40 in enako ucinkovit kot Vivox
70, ker je imel MIC vrednosti enake kot so bile pri ekstraktu Vivox 70 in manjSe od vrednosti
MIC pri ekstraktu Vivox 40.

Iz rezultatov lahko sklepamo, da protimikrobna aktivnost snovi v zivilih, v primerjavi z
grampozitivne, kot tudi za gramnegativne bakterije. Se pa v Zivilu Se vedno ohranijo razlike v
ucinkovitosti med ekstrakti in Cistimi fenolnimi spojinami.

Po letu 1990 so raziskovalci zaceli pri eksperimentih bolj pogosto uporabljati zivila namesto
laboratorijskih gojiS¢. Opazili so, da so bakterije v zivilih bile bolj odporne na delovanje
protimikrobnih snovi. Koncentracije potrebne za dosego MIC v zivilu so bile vecje od 2- do
100-krat, odvisno od vrste zivila. Na podlagi eksperimentov so ugotovili, da na vecjo
odpornost bakterij v zivilu vplivajo dejavniki, kot je vecja dostopnost raznolikih hranil, fizicna
struktura Zzivila, ter vsebnost mascob in beljakovin. Ve¢ja dostopnost hranil celicam omogoca
hitrejSe popravljanje poskodb nastalih zaradi delovanja protimikrobnih snovi. Struktura zivila
lahko onemogoci ali poslabsa difuzijo protimikrobnih snovi v zivilu. Velika vsebnost masc¢ob
in/ali beljakovin v Zivilu obCutno zmanjsa delovanje protimikrobne snovi na bakterije. Npr.: Ce
etericno olje raztopimo v mascobni fazi zivila, bo njegovo protimikrobno delovanje na
bakterije, ki so v vodni fazi zivila, slabSe. Vsebnost ogljikovih hidratov ne zmanjsa
protimikrobne u¢inkovitosti spojin v tolik$ni meri kot jo mascobe in beljakovine. V primerjavi
z laboratorijskimi gojis¢i zivila vsebujejo manj vode, manj vode pa zmanjSa sposobnost
prodiranja protimikrobnih snovi v bakterijske celice. Vecja vsebnost vode in/ali soli v zivilu pa
pospesi delovanje protimikrobnih spojin (Burt, 2004).
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5.2 SKLEPI

Z metodo razredCevanja v tekoCem gojis¢éu TSB v mikrotiterski ploscici in metodo
razredéevanja v tekocem gojis¢u TSB smo dolo¢ili protimikrobno delovanje izbranih snovi
tako, da smo dolocili vrednosti MIC (minimalna inhibitorna koncentracija) za 3 fenolne spojine
(galna kislina, klorogenska kislina in epigalokatehin galat) in 3 rastlinske ekstrakte (ekstrakt
Vivox 40, ekstrakt Vivox 70 in ekstrakt Zajblja) za 3 grampozitivne (S. aureus ZMJ345, S.
aureus ZMJ346 in S. aureus ZMJ348) in 3 gramnegativne bakterije (S. Enteritidis ZM351, S.
Typhimurium ZM352 in E. coli ZM370). Uporabili smo dva razli¢na inokuluma bakterij (10°
CFU/ml in 10" CFU/ml), da bi ugotovili ali med njima obstajajo razlike. Protimikrobno
aktivnost smo dolocali v gojisc¢u TSB in v meSanem razdetem mesu. Iz rezultatov pridobljenih
pri nasem delu, lahko sklepamo naslednje:

. Metoda razred¢evanja v tekocem gojis¢u TSB v mikrotiterski plos¢ici je manj natan¢na
od metode razredCevanja v tekoCem gojis¢u TSB, vendar zelo skrajsa izvedbo
eksperimentalnega dela, saj z njo lahko okvirno dolo¢imo koncentracijo snovi, ki ima
protimikrobni u¢inek ob majhni porabi materiala in dela.

. Vrednosti MIC dologene za grampozitivne bakterije vrst S. aureus ZMJ345, S. aureus
ZM1J346 in S. aureus ZMJ348 so niZje od vrednosti MIC dologene za gramnegativne
bakterije vrst S. Enteritidis ZM351, S. Typhimurium ZM352 in E. coli ZM370 za galno
kislino, klorogensko kislino, EGKG, ekstrakt Vivox 40, ekstrakt Vivox 70 in ekstrakt

zajblja.

. Pri vi§jem zaCetnem Stevilu bakterij so vrednosti MIC visje kot pri niZjem zacetnem
Stevilu bakterij.

. Vrednosti MIC dobljene za razli¢ne seve iste vrste bakterij se bistveno ne razlikujejo.

. Rastlinski ekstrakti so protimikrobno bolj u¢inkoviti od Cistih fenolnih spojin.

. Za inhibicijo bakterijske rasti v meSanem razdetem mesu so potrebne visje

koncentracije posamezne protimikrobne snovi, kot so bile vrednosti MIC dolocene v
gojiscu TSB.



Krznar D. Protimikrobno delovanje enostavnih fenolnih spojin ter ekstraktov rozmarina in zajblja na razli¢ne vrste bakterij.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2010 57

6 POVZETEK

V' zivilski industriji so zaradi zahtev potrosnikov vedno bolj v uporabi mili nacini
konzerviranja in naravni konzervansi (Smole-Mozina in sod., 2009). Pomembno vlogo pri
pridobivanju takih konzervansov imajo rastline, zeliS¢a in zaCimbe, saj so bogat vir zlasti
fenolnih spojin, za katere je poznano, da imajo mocno protimikrobno in antioksidativno
delovanje. Fenolne spojine se v zivilstvu ne uporablja samo kot konzervanse, ampak imajo tudi
pomembno vlogo kot barvila, arome, za okus, ter za prepreCevanje neprijetnega vonja in okusa
zivil (Zhao in sod., 2010). Kljub razviti kemijski tehnologiji, se veliko protimikrobnih spojin
pridobiva iz rastlin in ne z umetno sintezo, saj za nekatere postopki sintetiziranja $e niso
poznani, ali pa so predragi (Rates, 2001).

Sestava bakterijske celicne stene ima zelo pomembno vlogo pri protimikrobnem delovanju
rstlinskih ekstraktov in fenolnih spojin na bakterije. Gramnegativne bakterije imajo
peptidoglikansko plast celicne stene z zunanje strani zas¢iteno z membrano, ki preprecuje, da
bi se protimikrobna snov vezala nanjo (Yoda in Zhao, 2004). Grampozitivne bakterije te plasti
nimajo, zato so bolj obcutljive na delovanje protimikrobnih snovi. Z eksperimentom smo
potrdili, da obstajajo velike razlike v protimikrobni u¢inkovitosti fenolnih spojin in rastlinskih
ekstraktov na grampozitivne in gramnegativne bakterije.

Vedno bolj pomembno postaja spoznanje, da kombinacija umetnih konzervansov z naravnimi
protimikrobnimi spojinami deluje sinergisti¢no, enako velja tudi za kombinacije ve¢ razli¢nih
naravnih spojin. Z eksperimentom z rastlinskimi ekstrakti smo pokazali, da ima kombinacija
ve¢ razlicnih spojin boljSe protimikrobno delovanje od posamezne komponente. Seveda
obstajajo tudi kombinacije snovi, pri katerih je delovanje antagonisticno, kar pomeni, da je
njihovo delovanje boljse, e se jih uporablja loceno (Burt, 2004). Testirali smo dva ekstrakta
rozmarina in en ekstrakt zajblja. Rozmarinova ekstrakta sta se lo¢ila po vsebnosti karnozolne
kisline, saj jo je eden vseboval 40 %, drugi 70 %. Ugotovili smo, da ima vsebnost te kisline
velik vpliv na uc€inkovitost ekstrakta. Bolj u¢inkovit je bil ekstrakt z ve¢ karnozolne kisline. V
primerjavi s posameznimi fenolnimi spojinami so bili od njih vsi ekstrakti bolj ucinkoviti.
Izjema je bil le epigalokatehin galat, ki je bil enako ucinkovit kot ekstrakti.

Za dolocanje protimikrobne aktivnosti smo uporabili dve razlicni metodi. Z metodo
razredCevanja v tekoCem gojisS¢u TSB v mikrotiterski ploscici, ki je kvantitativno manj
natan¢na, smo lahko testirali veliko vzorcev naenkrat. Uporabili smo jo za doloCanje pribliznih
MIC vrednosti. Z drugo metodo razred¢evanja v tekocem gojisc¢u TSB smo testirali dobljene
vrednosti MIC ter eno vi§jo koncentracijo in eno nizjo koncentracijo od MIC. Pokazalo se je,
da vec¢ina MIC vrednosti dobljenih z metodo razredcevanja v tekocem gojiscu v mikrotiterski
ploscici, ni bilo toénih. S pomocjo metode razred¢evanja v tekocem gojiscu smo pokazali, da
so se sicer nekatere MIC ujemale, vecina pa jih je bila dejansko za eno koncentracijo nizja.
Razlog za deloma razli¢ne rezultate lahko pripiSemo tezjemu odc¢itavanju rezultatov pri metodi
razredcevanja v tekoCem gojiscu v mikrotiterski ploscici, saj je lahko bila v nekaterih vzorcih
sprememba barve vizuelno skoraj neopazna.
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Ker se bodo potencialni naravni konzervansi uporabljali v Zivilih, nas je zanimalo, koliko so
testirane protimikrobne snovi ucinkovite v zivilu. Potem, ko smo izvedli eksperimente v
gojisce. Ugotovili smo, da se v zivilu protimikrobno delovanje spojin na bakterije zmanjSa za
12-krat in veC. Na poslabsanje protimikrobne aktivnosti vpliva sama kemijska sestava in
fizicna struktura zivila. Raziskovalci so ugotovili, da masc¢obe in beljakovine v zivilu na
bakterije delujejo zaSCitno. Fizicna struktura zivila pa lahko zelo poslabsa prodiranje
protimikrobne snovi v zivilo. Delovanje protimikrobne snovi izbolj$a oz. olajsa, e je v zivilu
prisotne ve¢ vode, sol in nizji pH Zzivila (Burt, 2004).
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9 PRILOGE

Priloga A 1: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ348 v gojiséu TSB z razli¢nimi koncentracijami galne kisline

N (log CFU/ml)

10 15 20 25

¢as (h)

—e— 0 mg galne kisline/ml TSB, \i§ji inokulum S. aureus ZMJ348

0 mg galne kisline/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ348 —x— 0,625 mg galne kisline/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ348

Priloga A 2: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ345 v gojis¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami klorogenske kisline

N (log CFU/ml)

25

20

10 15

¢as (h)
—e— 0 mg klorogenske kisline/ml TSB, viji inokulum S. aureus ZMJ345 —=— 1,25 mg klorogenske kisline/ml TSB, vigji inokulum S. aureus ZMJ345

0 mg klorogenske kisline/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ345 50,1563 mg klorogenske kisline/ml TSB, niZji inokulum S. aureus ZMJ345

—x— 0,3125 mg klorogenske kisline/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ345
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Priloga A 3: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ346 v gojis¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami klorogenske kisline

N (log CFU/mI)

0 5 10 15 20 25
cas (h)
—e—0 mg klorogenske kisline/ml TSB, vi§ji inokulum S. aureus ZMJ346 —=— 1,25 mg klorogenske kisline/ml TSB, \igji inokulum S. aureus ZMJ346

0 mg klorogenske kisline/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ346 ~<-0,1563 mg klorogenske kisline/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ346

—x—0,3125 mg klorogenske kisline/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ346

Priloga A 4: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ348 v gojis¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami klorogenske kisline

N (log CFU/mI)

0 5 10 15 20 25
¢as (h)

0 mg klorogenske kisline/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ348

—<—0,1563 mg klorogenske kisline/ml TSB, niZji inokulum S. aureus ZMJ348

—%—0,3125 mg klorogenske kisline/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ348
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Priloga A 5: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ348 v gojiséu TSB z razli¢nimi koncentracijami epigalokatehin
galata

N (log CFU/ml)

0 5 10 15 20 25
cas (h)
—e— 0 mg EGKG/mI TSB, niZji inokulum S. aureus ZMJ348 —=—0,01953 mg EGKG/ml TSB, niZji inokulum S. aureus ZMJ348
0 mg EGKG/ml TSB, vigji inokulum S. aureus ZMJ348 ——0,07813 mg EGKG/mI TSB, vigji inokulum S. aureus ZMJ348

Priloga A 6: Rast bakterij seva Salmonella Typhimurium ZM352 v gojiséu TSB z razli¢nimi koncentracijami
epigalokatehin galata
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0 5 10 15 20 25
cas (h)
—e— 0 mg EGKG/ml TSB, niZji inokulum Salmonella ZM352 —=—0,3125 mg EGKG/mI TSB, niZji inokulum Salmonella ZM352
0 mg EGKG/mI TSB, viji inokulum Salmonella ZM352 -~ 0,625 mg EGKG/ml TSB, visji inokulum Salmonella ZM352
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Priloga A 7: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ348 v gojis¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta Vivox 40

N (log CFU/ml)

0 5
¢as (h)

0,01953 mg Vivox 40/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ348
—%—0,07813 mg Vivox 40/Im| TSB, vi§ji inokulum S. aureus ZMJ348

20 25

—=—0,03906 mg Vivox 40/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ348
——0 mg Vivox 40/ml TSB, vi$ji inokulum S. aureus ZMJ348

Priloga A 8: Rast bakterij seva Salmonella Typhimirium ZM352 v gojis¢u TSB z razliénimi koncentracijami

ekstrakta Vivox 40
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—e— 0 mg Vivox 40/ml TSB, vi§ji inokulum Salmonella ZM352

0 mg Vivox 40/ml TSB, nizji inokulum Salmonella ZM352

¢as (h)

—=— 1,25 mg Vivox 40/ml TSB, \i§ji inokulum Salmonella ZM352

—<—0,625 mg Vivox 40/ml TSB, nizji inokulum Salmonella ZM352
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Priloga A 9: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ348 v gojis¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta Vivox 70
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cas (h)
—e— 0 mg Vivox 70/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ348 —=—0,01953 mg Vivox 70/ml TSB, nizji inokulum S. aureus ZMJ348
0 mg Vivox 70/ml TSB, viji inokulum S. aureus ZMJ348 ~<-0,07813 mg Vivox 70/ml TSB, Vi§ji inokulum S. aureus ZMJ348

—%—0,03906 mg Vivox 70/ml TSB, vi§ji inokulum S. aureus ZMJ348

Priloga A 10: Rast bakterij seva Salmonella Typhimirium ZM352 v goji§¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami

ekstrakta Vivox 70
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—e—0 mg Vivox 70/ml TSB, vi§ji inokulum Salmonella ZM352 —=—1,25 mg Vivox 70/ml TSB, viji inokulum Salmonella ZM352
0 mg Vivox 70/ml TSB, niZji inokulum Salmonella ZM352 ~0,625 mg Vivox 70/ml TSB, niZji inokulum Salmonella 352
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Priloga A 11: Rast bakterij seva S. aureus ZMJ348 v gojis¢u TSB z razli¢nimi koncentracijami ekstrakta Zajblja
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—e— 0 mg ekstrakta Zajblja/ml TSB, nizi inokulum S. aureus ZMJ348 —=—0,01953 mg ekstrakta Zajblia/ml TSB, niZji inokulum S. aureus ZMJ348
0 mg ekstrakta Zajblja/ml TSB, vigji inokulum S. aureus ZMJ348 ~>-0,1563 mg ekstrakta Zajblja/ml TSB, visji inokulum S. aureus ZMJ348

Priloga A 12: Rast bakterij seva Salmonella Typhimurium ZM352 v goji§éu TSB z razli¢nimi koncentracijami
ekstrakta zajblja
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—e— 0 mg ekstrakta Zajblja/ml TSB, niZji inokulum Salmonella ZM352

—=— 1,25 mg ekstrakta Zajblja/m| TSB, nizji inokulum Salmonella ZM352




