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1. UvVOD

1.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je gram-negativna, Stapicasta, aerobna i monoflagelantna bakterija
koja najbolje raste u vlaznom okolisu na 25-37 °C, no zbog sposobnosti prilagodavanja raznim
Zivotnim uvjetima smatra se ubikvitarnim mikroorganizmom. Specifi¢nost soja P. aeruginosa
je stvaranje jednog ili viSe pigmenata, ukljucujuci plavo-zeleni pigment piocijanin, Zuto-zeleni
fluorescentni pigment pioverdin i crveno-smedi pigment piorubin (Kaleni¢ i sur., 2013; Wu i
sur., 2015).

Unutar roda Pseudomonas, ovo je medicinski najznacajniji soj zbog sposobnosti invazije i
raznih ¢imbenika virulencije i toksi¢nosti. Oportunisticki je patogen koji je uzro¢nik akutnih i
kroni¢nih infekcija u biljkama i Zivotinjama, ali i ljudima, osobito ozbiljnim u
imunokompromitiranim pacijentima, uklju¢uju¢i pacijente s bolnickom pneumonijom,
cisticnom fibrozom te kroni¢nom opstruktivnom bolesti pluca. Jedan je od najznacajnijih
uzro¢nika bolnickih infekcija te se zbog svoje sposobnosti prezivljavanja u raznim okruzenjima
moze pronaci u dezinficijensima, kremama, sapunima, kapima za oc€i, ovlaziva¢ima zraka,
kupkama itd. Infekcije koje uzrokuje su bakterijemije i sepse, infektivni endokarditis, infekcije
diSnog sustava, infekcije srediSnjeg ziv€anog sustava, infekcije uha, infekcije oka, infekcije
koZe 1 mekih tkiva, infekcije kostiju 1 zglobova te infekcije mokra¢nog sustava (Kaleni¢ i sur.,
2013).

Zbog velike stope morbiditeta i mortaliteta te sve vece antibioti¢ke rezistencije, Svjetska
zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation, WHO) ukljucuje P. aeruginosa u
kategoriju kriticnih bakterijskih patogena za koju je nuzno potrebno istraZivanje i razvoj novih

antibiotika (Jurado-Martin i sur., 2021).

1.1.1. Cimbenici virulencije

P. aeruginosa posjeduje velik broj strukturnih i sekrecijskih faktora virulencije odgovornih za
patogenost bakterije (Slika 1.) te je razvio kompleksan regulatorni sustav kontrole ekspresije
pojedinih faktora virulencije za maksimalnu Sansu za prezivljavanje. Strukturne faktore ¢ine
lipopolisaharidna membrana, koja sluzi kao fizicka barijera bakterije stite¢i ju od imunosnog
sustava domacina, sudjeluje u adheziji, posrednik je u interakciji sa stanicom domacina i
oStecuje okolno tkivo zahvaljujuci svojoj endotoksicnoj aktivnosti, zatim flagela, koja bakteriji

pruza pokretljivost i sposobnost vezanja na stanicu domacina, te pili, koji sudjeluju u motilitetu,



adheziji, agregaciji, stvaranju biofilma te vezanju DNA (Kaleni¢ i sur., 2013; Wu i sur., 2015;
Jurado-Martin i sur., 2021).

S druge strane, sekrecijski sustavi bakterije P. aeruginosa zaduzeni su za oSteivanje barijera
domacina te stvaranje pogodne okoline za bakterijin opstanak otpustajuci faktore virulencije u
izvanstani¢ni prostor ili u samu stanicu domacina. P. aeruginosa posjeduje 5 sekrecijskih
sustava: tip I, I1, 11, Vi V1. Sekrecijski sustav tipa | zajedno sa sekrecijskim sustavom tipa V
¢ini najjednostavniji sekrecijski sustav P. aeruginosa, izlu¢ujuci tvari u izvanstani¢ni prostor.
Sekrecijski sustav tipa | izlu¢uje alkalnu proteazu AprA, koja uklju¢ena u niz infekcija, hemofor
HasAp, vazan za prezivljavanje bakterije u ranim stadijima infekcije, AprX sa zasad
nepoznatom funkcijom te TesG koji smanjuje influks neutrofila tokom kroni¢ne infekcije.
faktor virulencije P. aeruginosa koji potice nekrozu stanica domacina, inhibira sintezu proteina,
potice aktivnost kaspaza te smanjuje sekreciju interleukina. Osim toga, sekrecijski sustav tipa
IT izlu¢uje razne proteaze, npr. LasA i1 LasB elastaze i proteaze tipa IV koje, izmedu ostaloga,
sudjeluju u izbjegavanju imunosnog sustava domacina razgradujuci citokine i imunoglobuline,
zatim lipolaze te pigmente kao §to je piocijanin. Najvazniji sekrecijski sustav Pseudomonas
aeruginosa, sekrecijski sustav tipa Ill, nije potreban za infekciju, ali povecava ozbiljnost
razvijene bolesti uzrokujuéi oStecenje epitela, omogucujuéi bakteriji ulazak u krvotok, te
sudjeluje u odupiranju imunosnom sustavu domacina. Ovaj sekrecijski sustav ima sposobnost
ubacivanja egzotoksina ExoU, ExoT, ExoS i ExoY direktno u citosol stanice domacina.
Sekrecijski sustav tipa V izlucuje esterazu EstA, izvanstani¢ni adhezin CdrA te egzoproteine
LepA i LepB. I konacno, sekrecijski sustav tipa VI izlucuje toksine Tsel, Tse2 i Tse3 direktno
u citosol ciljne stanice koji uniStavaju mikrofloru domacina. Sekrecijski sustavi tipa Il i V
ukljucuju sekreciju u dva koraka, prvo izlucujuéi tvari u periplazmu, dok sekrecijski sustavi I,
I11'i VI sekreciju vrse u jednom koraku (Kaleni¢ i sur., 2013; Wu i sur., 2015; Jurado-Martin i
sur., 2021).



e)

PilY1
PIIVWX
Fimu

PilA

$€ enn Pill
0 P|I9
(

-y ‘L docooNe= @ docoodoobel
{ |

Pilus

Alignment PIIMNOP
vmp@smyc

e <7

LptE
1Q_BahBDE
XX

g) ExoT @ & ExoS

ExDU.«-\ﬁ (}»'Exov

Attachmen! ’Yachment

Ma!uranon

a) o oﬁ-

LasA LasB

Slika 1. Shematski prikaz ¢imbenika virulencije P. aeruginosa (preuzeto iz Jurado-Martin i sur., 2021).

1.1.2. Bakterijska medustani¢na komunikacija

Prilagodljivosti P. aeruginosa pridonosi vrlo velik i dinami¢an genom koji sadrzi oko 5-7 MB.
Cak 10% genoma kodira za regulatorne sustave, uklju¢ujuéi visoko razvijeni sustav bakterijske
medustani¢éne komunikacije (engl. Quorum sensing, QS), klju¢an za kolektivno ponasanje
bakterijske kolonije. To je genski regulacijski sustav reguliran pomocu ekstracelularnih
signalnih molekula (autoinduktora) koje djeluju indukcijski ili supresijski na ciljane QS gene.
Igra vaznu ulogu u kontroli stvaranja faktora virulencije, maturaciji biofilma, rojenju te
ekspresiji antibiotickih efluks pumpi. Nedostatak jednog ili vise komponenata QS uvelike
smanjuje virulenciju patogena. Shematski prikaz sustava medustani¢ne komunikacije P.
aeruginosa prikazan je na Slici 2. (Smith i Iglewski, 2003; Moradali i sur., 2017).

P. aeruginosa posjeduje Cetiri sustava bakterijske medustani¢ne komunikacije: Las, Rhl, Pqgs i
Igs, koju su organizirani hijerarhijski. Las sustav je na hijerarhijskom vrhu te stimulira
ekspresiju ostalih triju sistema. Igs sistem pozitivno utjece na Pqs koji pozitivno utjece na Rhl.
Rhl pak negativno utjece na Pqs ekspresiju (Jurado-Martin i sur., 2021).

Kao odgovor na vanjski stres i vanjski podrazaj dolazi do aktivacije QS sustava i sekrecije
specifi¢nih autoinduktora koji se zatim transportiraju unutar stanice, pretpostavlja se putem



slobodne difuzije ili membranskih transportera kao §to su specificne efluks pumpe ili
membranske vezikule. Ti autoinduktori su HSL (3-okso-C12-homoserin lakton) za Las sustav,
BHL (N-butirilhomoserin lakton) za Rhl sustav, PQS (2-heptil-3-hidroksi-4-kinolon) za Pgs
sustav i 1QS (2-(2-hidroksifenil)-tiazol-4-karbaldehid) za Igs sustav. Unutar stanice oni
aktiviraju transkripcijske faktore (LasR, RhIR i PgsR, za prva tri sustava QS) i dovode do
sinteze Al sintaza (Lasl, Rhll te PgSABCDH, za prva tri sustava QS). Novonastali autoinduktori
se zatim izbacuju iz stanice i ulaze u druge stanice te tako nastavljaju regulaciju QS sustava.
Osim regulacije, aktivirani transkripcijski faktori poticu ekspresiju drugih gena. Las sustav
potice ekspresiju gena alkalne proteaze, pioveridina, fosfolipaze C, toksina A te LasA i LasB
elastaza, a stimuliran je gladu, hipoksijom, toplinom, prisutnoséu teskih metala ili soli te
oksidativnim stresom. Rhl sustav inducira transkripciju gena za LasB elastazu, cijanovodik,
ramnolipide te piocijanin i stimuliran je toplinom, oksidativnim stresom, prisutnoséu teskih
metala, soli te IFN-y i dinorfina. Pgs sustav dovodi do transkripcije gena za piocijanin, lektin
A te cijanovodik, a stimulira ga niska koncentracija Zeljeza, hipoksija, antimikrobnog peptida
LL-37 i CNP. Igs sustav je zadnji otkriven te njegova uloga i mehanizam nisu potpuno poznati.
(Moradali i sur., 2017).
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Slika 2. Shematski prikaz sustava medustani¢ne komunikacije P. aeruginosa (preuzeto iz Moradali i sur., 2017).
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1.2. Piocijanin

Piocijanin je redoksom aktivirani sekundarni metabolit koji P. aeruginosa daje karakteristi¢nu
plavo-zelenu boju. Izlu¢uje se putem sekrecijskog sustava tipa II, spada u skupinu fenazina te
je zwitterion niske molekulske mase $to mu omogucéuje lako prolazenje kroz stanine
membrane. Njegova struktura prikazana je na Slici 3. Zbog svoje sposobnosti stvaranja
slobodnih radikala te proupalnog uc¢inka povezan je sa smanjenjem funkcije pluca i ozbiljnosti
razvijene bolesti. Pod aerobnim uvjetima, piocijanin stupa u interakciju s NAD(P)H te prima
elektrone koje posljedi¢no donira molekularnom kisiku ¢ime nastaju reaktivne kisikove specije,
superoksid (O2-") i vodikov peroksid (H202) (Slika 4.). Oni dovode do smanjenja razina
glutationa, oksidativnog stresa, oStecenja komponenata stani¢nog ciklusa, enzima i DNA te
kona¢no dovode¢i do lize stanice. Osim toga, dokazano je da povecanje koncentracije
ekstracelularne DNA (eDNA) promovira medustani¢ne interakcije te povecava stvaranje
biofilma, ¢ime se povecava perzistencija infekcije. No, piocijanin djeluje i proupalno
inhibirajuéi stvaranje interleukina-2 (IL-2) te smanjujuci ekspresiju IL-2 receptora na T-
limfocitima ¢ime se smanjuje imunosni odgovor domacina. Nadalje, piocijanin posjeduje i
toksican u¢inak na neutrofile poticuci stvaranje neutrofilnih kemotaksina (IL-8 i leukotrien Ba)
te induciraju¢i brzu i selektivnu apoptozu neutrofila. Njihovom apoptozom dolazi do
oslobadanja velikih koncentracija elastaza, proteaza, oksidansa 1 razli¢itih enzima koji zajedno
doprinose pogorSavanju stanja plu¢a u pacijenata s cisticnom fibrozom i bronhiektazijom

(Jurado-Martin i sur., 2021, Hall i sur., 2016).

O

Slika 3. Struktura piocijanina (izradeno u programu ChemDraw)
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Slika 4. Shematski prikaz nastanka citotoksi¢nih radikala djelovanjem piocijanina (preuzeto iz Hall i sur., 2016).

1.3. Lijecenje i rezistencija

Multirezistentne bakterije sve veci su problem danasnjice, a jedna od najveéih prijetnji je P.
aeruginosa. Tri mehanizma kojim ovaj patogen stvara rezistenciju su intrinzi¢na rezistencija,
steCena 1 adaptivna rezistencija. Intrinzi¢na rezistencija odnosi se na geneticki kodiranu
rezistenciju kao Sto su grada stanicne membrane, koja sprjecava ulaz velikih hidrofilnih
molekula u citosol, te manjak antibiotickih meta na povrSini stanice, ali i smanjen broj
nespecifi¢nih porina i zamjena za specifi¢ne. Nadalje, P. aeruginosa posjeduje velik broj efluks
pumpi koje su specijalizirane za izbacivanje toksi¢nih molekula i antibiotika iz stanice. Cetiri
glavne efluks pumpe su MexAB-OprM, MexXY/OprM(OprA), MexCD-OprJ, i MexEF-OprN.
Osim toga, intrinzi¢no su kodirani i geni za inducibilnu B-laktamazu (AmpC) zaduzeni za
stvaranje B-laktamaze uz prisutnost aminopenicilina i cefalosporina koji se posljedi¢no
hidroliziraju. No, ekspresija ovih gena moze se povecati kroz mehanizme ste¢ene i adaptivne
rezistencije. Mehanizmi steCene rezistencije su mutacije ili horizontalni prijenos gena putem
plazmida. Tako npr. mutacija gena AmpC moze uzrokovati povecanje sinteze enzima [-
laktamaze ¢ime dolazi do rezistencije na §iri spektar antibiotika kao Sto su aminoglikozidi i
fluorokinoloni. Rezistenciju na antibiotike P. aeruginosa moze ste¢i i horizontalnim
prijenosom putem plazmida koji sadrzi gene kodirane za B-laktamaze prosSirenog spektra,
karbapenemaze te 16S rRNA metilaze. Adaptivna rezistencija jo$ nije dovoljno proucena, No
vjeruje se da prilikom vanjskog stresa ili prisutnoSéu specifi¢nih antibiotika dolazi do
inducirane promjene genske ekspresije, proizvodnje proteina ili antibiotickih meta. Na ovaj
nacin dolazi do povecane ekspresije efluksnih pumpi ili ¢ak promjene strukture
lipopolisaharida. Ovo je reverzibilni tip rezistencije koji ¢e se izgubiti uklanjanjem vanjskog
podrazaja. Shematski prikaz sustava antibioticke rezistencije P. aeruginosa prikazan je na Slici
5. (Moradali i sur., 2017).
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Slika 5. Shematski prikaz sustava antibioticke rezistencije P. aeruginosa (preuzeto iz Moradali i sur., 2017).

Ovisno o rezultatima osjetljivosti na antibiotike, infekcije P. aeruginosa lijeCe se ovim
skupinama antibiotika: aminoglikozidima (gentamicin, tobramicin, amikacin, netilmicin),
karbapenemima  (imipenem, meropenem), cefalosporinima (ceftazidim, cefepim),
fluorokinolonima (ciprofloksacin, levofloksacin), penicilinima uz inhibitore p-laktamaze
(tikarcilin i piperacilin u kombinaciji s klavulanskom Kkiselinom ili tazobaktamom),
monobactamima (aztreonam), fosfomicinima te polimiksinima (kolistin, polimiksin B). Kako
bi lijecenje bilo uspjesnije te se povecala vjerojatnost odabira uéinkovitog antibiotika, kao
empirijska terapija koristi se kombinacija antibiotika koja prelazi na monoterapiju nakon obrade
osjetljivosti na antibiotike. Kao empirijska terapija se najceS¢e koriste kombinacije
antipseudomonasni B-laktamski antibiotici (piperacilin/tazobaktam, ceftolozan/tazobaktam,
ceftazidim, cefepim, ili karbapenem) s aminoglikozidom ili fluorokinolonom

(https://www.drugsincontext.com).
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1.4. Tobramicin

Najdjelotvorniji aminoglikozidni antibiotik u terapiji P. aeruginosa je tobramicin ¢ija je
struktura prikazana na Slici 6. Kao i svi aminoglikozidi, tobramicin se veze na 16 rRNA na 30S
podjedinici ribosoma bakterije sprjecavaju¢i translokaciju ¢ime se sprjeCava sinteza
bakterijskih proteina. Dolazi do otpustanja nefunkcionalnih proteina koji se nakupljaju u stanici
te posljedicno dovode do njezine lize. Tobramicin se sastoji od Secera s amino skupinama
povezanih glikozidnom vezom, a farmakolosko djelovanje osigurava mu farmakofor 2-
deoksistreptamin. Slabe je oralne i topikalne bioraspoloZivosti te se primjenjuje intravenozno

ili intramuskularno (Neu, 1976).

NH»>
HO OH
HO
(0] (@)
HO NH>

Slika 6. Struktura tobramicina (izradeno u programu ChemDraw)

1.5. Satureja montana L.

Visegodisnja biljka Satureja montana L., poznata i kao primorski vrisak, pripada porodici
Lamiaceae te raste u toplim, suhim, suncanim podru¢jima Mediterana i Sjeverne Afrike.
Etericno ulje Satureja montana L. posjeduje antisepti¢ka, antioksidativna, antifungalna i
karminativna svojstva te se osim u industriji koristi i u mediteranskoj kuhinji. Sa sve vecom
bakterijskom rezistencijom na antibiotike, eteri¢na ulja postaju dobra alternativa za lijecenje
bakterijskih infekcija, a upravo eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L. pokazalo je

izrazita antibakterijska svojstva na razli¢ite mikroorganizme. Glavne sastavnice etericnog ulja
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Satureja montana L. odgovorne za njezino antibakterijsko djelovanje su monoterpeni timol i
karvakrol (Maccelli i sur., 2019).

1.6. Timol

Timol je monoterpenski fenol, poznat kao i 2-izopropil-5-metilfenol (Slika 7.), prisutan u
biljkama poroduce Lamiaceae, ponajvise biljkama roda Thymus, Satureja i Origanum. Bijela
je kristalicna tvar dobro topljiva u alkoholu, bazi¢nim otopinama te organskim otapalima, a
slabo topljiva u vodi. Posjeduje niz farmakoloSkih djelovanja kao Sto su antioksidativno,
protuupalno, analgeticko, spazmoliticko, antitumorsko, antifungalno, antisepticko te
antibakterijsko zbog ¢ega pokazuje veliki terapijski potencijal. Timol iz eteri¢nog ulja Thymus
vulgaris pokazao je bakteriostatsku aktivnost na ve¢inu gram pozitivnih i gram negativnih
bakterija. Mehanizam antibakterijskog djelovanja nije potpuno poznat no pretpostavlja se da
timol narusava integritet lipidne frakcije bakterijske stani¢ne membrane, inducirajuéi
permeabilizaciju i depolarizaciju, posljedi¢no dovodeéi do istjecanja unutarstani¢nog sadrzaja

(Nagoor Meeran i sur., 2017).

OH

Slika 7. Struktura timola (izradeno u programu ChemDraw)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Velika sposobnost prilagodavanja, ubikvitarnost, ¢este infekcije, uzrok visokog morbiditeta i
mortaliteta te razvoj sve vece rezistencije na antibiotike, razlozi su zbog ¢ega se Pseudomonas
aeruginosa smatra jednim od najvecih zdravstvenih problema danasnjice te zbog ¢ega je hitno
pronaci alternativnu terapiju.

Eteri¢na ulja ljekovitih biljaka tradicionalno se koriste u medicini zbog svojeg Sirokog spektra
bioloskih svojstava. Antimikrobno svojstvo osobito je istrazivano u posljednje vrijeme te se
eteri¢na ulja ¢ine kao dobra alternativa u borbi protiv multirezistentnih bakterija.

Cilj ovog rada je ispitati utjecaj eteriénog ulja biljne vrste Satureja montana L. i timola, u
odabranim koncentracijama, zasebno i u kombinaciji s antibiotikom tobramicinom, na
bakterijsku medustanicnu komunikaciju (engl. quorum sensing), odnosno na stvaranje

pigmenta piocijanina, vaznog faktora virulencije bakterije P. aeruginosa.

Specifi¢ni ciljevi ovog rada su sljedeci:

1) Odrediti minimalne inhibitorne koncentracije etericnog ulja biljne vrste Satureja
montana L., timola i aminoglikozidnog antibiotika tobramicina za bakteriju
Pseudomonas aeruginosa PAOL;

2) Ispitati utjecaj eteriCnog ulja biljne vrste Satureja montana L., timola i
aminoglikozidnog antibiotika tobramicina pojedina¢no i u kombinaciji na rast
planktonskih stanica bakterije Pseudomonas aeruginosa PAOL;

3) Ispitati utjecaj eteritnog ulja biljne vrste Satureja montana L., timola i
aminoglikozidnog antibiotika tobramicina zasebno i u kombinaciji na stvaranje

pigmenta piocijanina bakterije Pseudomonas aeruginosa PAOL.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Bakterije

U ovom radu ispitivan je bakterijski soj PAOL, vrste Pseudomonas aeruginosa (Leibnitz
Institute DSMZ - German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig,
Germany; kataloski broj DSM 1707).

3.1.2. Standardne kemikalije i otopine
= Kkloroform (Riedel-de-Haén)
» klorovodi¢na kiselina, HCI (Lach-Ner)
= dimetilsulfoksid, DMSO (Sigma)

3.1.3. Eteri¢no ulje i komponente
= eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L. (dobiveno od prof. dr. sc. Sande Vladimir
Knezevi¢, Zavod za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta u Zagrebu)

= timol (Acros Organics)

3.1.4. Antibiotici

= tobramicin sulfat (Xellia Pharmaceuticals ApS, Copenhagen, Denmark)
3.1.5. Hranjivi mediji

= teku¢i medij Luria-Bertani (LB): 10 g/L tripton, 5 g/L kvascev ekstrakt, 10 g/L. NaCl
(Difco TM, Lennox)
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3.2. METODE

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

U istrazivanju je koriSteno eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L. (dalje u tekstu
navedeno kao eteri¢no ulje satureje), dobiveno destilacijom vodenom parom pomocu Clevenger
aparature (dobiveno ljubazno$¢u prof. dr. sc. Sande Vladimir-Knezevi¢, Zavod za
farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta), i komercijalno pribavljen timol. Udio
timola u eteri¢cnom ulju satureje odreden je analizom u vezanom sustavu plinski kromatograf-
spektrometar masa na Zavodu za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta. te
iznosi 56,47% (Andri¢evi¢, 2019.; Duspara, 2022).

Timol i eteri¢no ulje satureje otopljeni su u otapalu DMSO do konaé¢ne koncentracije 100
mg/mL te su iz te mati¢ne otopine pripremljene kona¢ne koncentracije etericnog ulja i timola u
LB-mediju. Koncentracije 0,5 mg/mL odabrane su iz razloga $§to su se u prethodnim
istrazivanjima napravljenim u laboratoriju pokazale kao ucinkovite u djelovanju na rast

biofilma (Andri¢evi¢, 2019.), proizvodnju proteaza i pokretljivost (Duspara, 2022).

3.2.2. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije aminoglikozidnog antibiotika
tobramicina

Metodom serijske dilucije odredena je minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) tobramicina
potrebna za inhibiciju rasta Pseudomonas aeruginosa (Andrews, 2001). Antibiotik je razrijeden
geometrijskom progresijom u niz epruveta s LB teku¢im hranjivim medijem do koncentracija
1 mg/L, 2 mg/L, 4 mg/L, 8 mg/L i 16 mg/L te je provedeno mjerenje. Zatim je 3 mL LB-medija
s antibiotikom inokulirano no¢nom kulturom P. aeruginosa PAO1 u omjeru 1:100 te je kultura
inkubirana 24 h pri temperaturi od 37°C uz potresanje od 200 rpm (zrac¢na tresilica MaxQ 400,
Thermo Scientific). Minimalna inhibitorna koncentracija tobramicina je odredena kao najmanja
koncentracija antibiotika koja inhibira rast bakterije odredena vizualnim ispitivanjem bistrine i
stupnja zamucenja epruveta promatranjem duz njezine osi prema tamnoj podlozi |
usporedivanjem s poredbenom suspenzijom, koja je pripremljena inokulacijom hranjivog

medija bakterijskom kulturom PAO1 bez dodatka antibiotika.

3.2.3. Priprema i tretiranje bakterijske kulture s otopinama eteri¢nog ulja satureje, timola
I tobramicina
Ucinak eteri¢nog ulja satureje, timola i tobramicina na sintezu piocijanina proveden je prema

prilagodenoj metodi rada Essar i sur., 1990. No¢na kultura Pseudomonas aeruginosa PAO1
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pripremljena je inokulacijom 5 mL LB-medija s bakterijskom kulturom s Petrijeve ploce.
Kultura je zatim inkubirana 21 sat pri temperaturi od 37°C u zra¢noj tresilici (MaxQ 4000,
Thermo scientific) na brzini od 200 rpm.

Nakon inkubacije je 20 mL LB-medija alikvotirano u Sest sterilnih Erlenmeyerovih tikvica od
100 mL. Prema shemi u Tablici 1. je u svaku pojedinu tikvicu dodan odredeni volumen
pripremljenih mati¢nih otopina. Koncentracije etericnog ulja satureje i timola u mati¢nim
otopinama iznosile su 100 mg/mL, a kako bi se postigla koncentracija od 0,5 mg/mL koriSteni
su volumeni eteri¢nog ulja i timola od 100 pL. Tobramicin je dodan u konaénoj koncentraciji
0,5 mg/L. U svaku je tikvicu dodano 200 pL noéne kulture kako bi se postiglo razrjedenje
1:100. Pripremljene otopine su zatim inkubirane 24 h pri temperaturi od 37°C u zra¢noj tresilici
(MaxQ 4000, Thermo scientific) na brzini 200 rpm.

Tablica 1. Shema priprave otopina

Broj tikvice  Volumen LB  Volumen P. a. Volumen Volumen Volumen

medija PAO1 eteri¢nog ulja timola tobramicina

3.2.4. Odredivanje vrijednosti opticke gustoce bakterijske kulture ODsoo

Iz prethodno pripremljenih tikvica uzet je alikvot od 350 uL te prenesen na mikrotitarsku
plocicu, a kao slijepa proba je koristen LB-medij. Vrijednost opti¢ke gustoce pri valnoj duljini
od 600 nm (engl. optical density, ODsoo), koja ukazuje na broj bakterijskih stanica u LB mediju,
odredena je spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri 600 nm pomocu Citaca

mikrotitarskih plocica (Wallac Victor 2 1420, Perkin Elmer).

3.2.5. Ekstrakcija piocijanina

U osam Eppendorf epruveta preneseno je po 2 mL bakterijske kulture iz prethodno
pripremljenih tikvica. Zatim je provedeno centrifugiranje 5 minuta na 16000 g stolnom
centrifugom (5424R, Eppendorf). Nakon centrifugiranja 7,5 mL supernatanta odvojeno je u
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dvije epruvete od 15 mL te je u svaku epruvetu dodano je 4,5 mL kloroforma. Epruvete su
vorteksirane dva puta po 10 sekundi, a zatim centrifugirane 10 minuta na 3500 g centrifugom
Jouan, Thermo Scientific, U donjem plavkastom sloju kloroforma otopljen je piocijanin. 1 mL
plavkastog sloja odvojilo se u novu Eppendorf epruvetu od 1,5 mL te je dodano 0,5 mL 0,2 M
HCI. Epruvete su zatim vorteksirane dva puta po 10 sekundi nakon ¢ega su centrifugirane 5
minuta na 16000 g u stolnoj centrifugi (5424R, Eppendorf). Potom je gornji vodeni sloj
ruzicaste boje odvojen u Eppendorf epruvete od 1,5 mL. Na mikrotitarsku plo¢icu preneseno je
350 pL otopine te izmjerena apsorbancija pri 520 nm na ¢itacu mikrotitarskih plocica (Wallac

Victor 2 1420, Perkin Elmer). Kao slijepa proba koristilo se 350 uL. 0,2M HCI.

3.2.6 Statisticka analiza
Ucinak eteri¢nog ulja satureje, timola i tobramicina, samostalno ili u kombinaciji, na smanjenje
rasta bakterijske kulture P. aeruginosa odreden je usporedivanjem vrijednosti opti¢ke gustoce
(ODeoo) netretirane i tretirane kulture. Vrijednosti za pojedinu tretiranu i netretiranu bakterijsku
kulturu dobivene su u tri neovisna pokusa od kojih je svaki raden u duplikatu, a kona¢ne
vrijednosti izraZzene su kao aritmeti¢ka sredina i korigirane za vrijednost standardne devijacije
(SD). Rezultat je izrazen kao postotak opti¢ke gustoce tretiranih stanica u odnosu na netretirane
bakterijske stanice:

ODgoo (PAO1 + et. ulje; tim.; tob.)

X 100
ODgoo (PAO1)

Kako bi se odredio utjecaj etericnog ulja satureje, timola i tobramicina na proizvodnju
piocijanina bakterije P. aeruginosa, usporedivala se apsorbancija mjerena na 520 nm (Asz)
tretirane i netretirane bakterijske kulture. Vrijednosti za pojedinu tretiranu i netretiranu
bakterijsku kulturu dobivene su u tri neovisna pokusa od kojih je svaki raden u duplikatu, a
konacne vrijednosti izrazene su kao aritmeticka sredina 1 korigirane za vrijednost standardne
devijacije (SD). Rezultat je izrazen kao postotak apsorbancije pri 520 nm tretiranih u odnosu
na netretirane stanice:

Asoyo9 (PAO1 + et. ulje; tim.; tob.)

X 100
Aszo (PAOT)

Normalizacija vrijednosti apsorbancije na broj stanica izrazena je omjerom Vrijednosti

apsorbancije izmjerene na 520 nm i vrijednosti opticke gustoce izmjerene na 600 nm. Konacan
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rezultat je izrazen kao postotak omjera aritmetic¢ke sredine vrijednosti apsorbancije pri 520 nm
I vrijednosti aritmeticke sredine opticke gustoce tretiranih u odnosu na netretirane bakterijske

stanice:

Aso0 . .
—22_ (PAO1 +et.ulje; tim.; tob.
0Ds00 ( J )

X 100
As20
0D o0 (PAO1)
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4. Rezultati

4.1 Minimalna inhibitorna koncentracija tobramicina

Kao §to je ve¢ navedeno, minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) tobramicina potrebna za
inhibiciju rasta bakterije P. aeruginosa odredena je metodom serijske dilucije. Temeljem
bistrine i stupnja zamucenja otopine, promatranjem epruvete duz osi prema tamnoj podlozi i
usporedivanjem s netretiranom kulturom, zaklju¢eno je da MIK iznosi izmedu 8 mg/L i 16
mg/L. Za daljnji rad odabrana je subinihibitorna koncentracija od 0,5 mg/L za koju je u
prethodnim istrazivanjima u laboratoriju pokazano da smanjuje proizvodnju proteaza i

pokretljivost, koji su pod izravhom kontrolom QS-a (Duspara, 2022).

Slika 7. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije tobramicina metodom serijske dilucije prac¢enjem
zamucenja otopina razli¢itih koncentracija tobramicina (s lijeva na desno od druge epruvete: 1 mg/L, 2 mg/L, 4

mg/L, 8 mg/L i 16 mg/L) u odnosu na netretiranu kulturu (prva epruveta).

4.2 U¢inak eteri¢nog ulja satureje, timola i tobramicina na rast bakterije P. aeruginosa
Na Slici 8. prikazana je ucinak eteri¢nog ulja satureje, timola i tobramicina, samostalno ili u

kombinaciji, na smanjenje rasta bakterijske kulture P. aeruginosa.
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Slika 8. U¢inak eteri¢nog ulja satureje, timola i tobramicina, samostalno ili u kombinaciji, na smanjenje rasta
bakterijske kulture P. aeruginosa PAO1 odreden usporedivanjem vrijednosti opticke gustoce (ODsoo) tretirane i
netretirane kulture. Vrijednosti za pojedinu tretiranu i netretiranu bakterijsku kulturu dobivene su u tri neovisna

pokusa od kojih je svaki raden u duplikatu, a konacne vrijednosti izrazene su kao aritmeticka sredina i korigirane

za vrijednost standardne devijacije (SD). Rezultat je izrazen kao postotak opticke gustoce tretiranih stanica u

odnosu na netretirane bakterijske stanice.

Prema dobivenim podacima, rast bakterijske kulture P. aeruginosa PAO1 smanjen je u prosjeku
39,9% + 1.5% u kulturi tretiranoj eteri¢nim uljem satureje u koncentraciji 0,5 mg/mL u odnosu
na netretiranu bakterijsku kulturu dok je u kulturi tretiranoj timolom, koncentracije 0,5 mg/mL,
doslo do smanjenja od 52,1% =+ 2,4%. Pri tretiranju bakterijske kulture aminoglikozidnim
antibiotikom tobramicinom u koncentraciji 0,5 mg/L doslo je do redukcije rasta planktonskih
stanica za u prosjeku 22,1% + 4,2%.

Za odredivanje potencijalnog sinergistickog ili antagonistickog djelovanja, bakterijska kultura
P. aeruginosa tretirana je kombinacijom tobramicina u koncentraciji 0,5 mg/L s eteri¢nim
uljem satureje koncentracije 0,5 mg/mL te kombinacijom tobramicina u koncentraciji 0,5 mg/L
i timola u koncentraciji 0,5 mg/mL. Obje kombinacije pokazale su otprilike jednako smanjenje
rasta bakterijskih stanica. Etericno ulje satureje i tobramicin doveli su do smanjenja rasta od

38,01% + 0,1%, a kombinacija tobramicina s timolom do redukcije rasta od 65% + 0,3%.
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4.3 Ucinak eteri¢nog ulja satureje, timola i tobramicina na proizvodnju piocijanina

Na Slici 9. prikazan je u¢inak eteri¢nog ulja satureje, timola i tobramicina, samostalno ili u
kombinaciji, na smanjenje stvaranja pigmenta piocijanina bakterijske kulture P. aeruginosa.
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Slika 9. U¢inak eteri¢nog ulja satureje, timola i tobramicina, samostalno ili u kombinaciji, na smanjenje
stvaranja pigmenta piocijanina bakterijske kulture P. aeruginosa PAO1 odreden usporedivanjem vrijednosti
apsorbancije ekstrahiranog piocijanina pri 520 nm (Aszo) tretirane i netretirane kulture. Vrijednosti za pojedinu
tretiranu i netretiranu bakterijsku kulturu dobivene su u tri neovisna pokusa od kojih je svaki raden u duplikatu, a
kona¢ne vrijednosti izrazene su kao aritmeticka sredina i korigirane za vrijednost standardne devijacije (SD).

Rezultat je izrazen kao postotak apsorbancije tretiranih stanica u odnosu na netretirane bakterijske stanice.

Rezultati pokazuju jednako smanjenje stvaranja pigmenta piocijanina od 50,00% * 7,7% u
prisustvu timola u koncentraciji 0,5 mg/mL te u prisustvu tobramicina u koncentraciji 0,5 mg/L.
Pri inkubaciji PAOI1 s kombinacijom eteri¢nog ulja satureje u kombinaciji s tobramicinom
koncentracije 0,5 mg/L, kao i s kombinacijom timola u koncentraciji 0,5 mg/mL i tobramicina
u koncentraciji 0,5 mg/L, doslo je do smanjenja stvaranja piocijanina za oko 54,01% + 0,8%.
No, tretiranjem bakterijske kulture PAOI1 s etericnim uljem satureje u koncentraciji 0,5 mg/mL

dovelo je do povecanja stvaranja pigmenta piocijanina za 41,07% + 18,8%.
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Slika 10. prikazuje odnos vrijednosti apsorbancije piocijanina normaliziranih na broj
planktonskih stanica netrenirane kulture i kultura tretiranih eteri¢nim uljem satureje, timolom i

tobramicinom, zasebno ili u kombinaciji.
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Slika 10. U¢inak eteri¢nog ulja satureje, timola i tobramicina, samostalno ili u kombinaciji, na smanjenje
stvaranja pigmenta piocijanina bakterijske kulture P. aeruginosa PAO1 odreden usporedivanjem relativne
vrijednosti apsorbancije ekstrahiranog piocijanina pri 520 nm (Asz) normalizirane na broj bakterijskih stanica
tretirane i netretirane bakterijske kulture. Vrijednosti za pojedinu tretiranu i netretiranu bakterijsku kulturu
dobivene su u tri neovisna pokusa od kojih je svaki raden u duplikatu, a konacne vrijednosti izraZzene su kao
aritmeticka sredina i korigirane za vrijednost standardne devijacije (SD). Rezultat je izrazen kao postotak

normalizirane vrijednosti apsorbancije tretiranih stanica u odnosu na netretirane bakterijske stanice.

Dobiveni rezultati pokazuju da se u prisustvu eteri¢nog ulja satureje u koncentraciji 0,5 mg/mL
dolazi do povecanja stvaranja pigmenta piocijanina u bakterijskoj kulturi P. aeruginosa PAO1
za oko 132,70% + 12,3%. S druge strane, u prisustvu timola u koncentraciji 0,5 mg/mL doslo
je do statisticki neznacajnog povecanja stvaranja piocijanina od 4,28% =+ 0,3%. Tobramicin u
koncentraciji 0,5 mg/L pak pokazuje znacajno smanjenje stvaranja pigmenta za 35,84% =+
0,2%. Kombinacije eteri¢nog ulja satureje i tobramicina kao i timola i tobramicina takoder su
pokazale povecano stvaranje pigmenta. Bakterijska kultura PAO1 je uz etericno ulje satureje

koncentracije 0,5 mg/mL i tobramicin koncentracije 0,5 mg/L, producirala je 20,97% + 21,1%
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viSe pigmenta, a kultura tretirana timolom i tobramicinom u istim koncentracijama je

proizvodila 31,34% * 2,9% viSe piocijanina od netretirane kulture.
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5. RASPRAVA

Pseudomonas aeruginosa ubikvitarna je gram negativna bakterija koja uzrokuje vrlo ozbiljne
oportunistiCke infekcije. Posjeduje S$iroki spektar virulencije koji je pod kontrolom
kompleksnog sustava bakterijske medustani¢ne komunikacije (engl. Quorum sensing, QS), a
jedan od tih faktora virulencije je plavo-zeleni pigment piocijanin za koji se pokazalo da ima
bitnu ulogu u patogenezi ove bakterije. Zbog Siroke rasprostranjenosti, visoke stope infekcija,
visokoj smrtnosti te sve vecoj antibiotickoj rezistenciji, P. aeruginosa postao je veliki globalni
problem za koji su hitno potrebni novi terapijski oblici (Mielko i sur., 2019., Chegini i sur.,
2020; Lau i sur., 2004).

Eteri¢na ulja se iz davnina koriste u tradicionalnoj medicini radi svojeg Sirokog bioloskog
djelovanja. Eteri¢na ulja biljne vrste Satureja posjeduju antibakterijsko, fungicidno, antiviralno,
antioksidativno, antispazmogeno te antidijaroi¢no djelovanje. Za antimikrobno djelovanje
etericnog ulja biljne vrste Satureja montana L. koristenog u ovom radu odgovorna je glavna
sastavnica, monoterpen timol (Skocibusic¢ i Bezi¢, 2004). Mehanizam djelovanja eteri¢nog ulja
i glavne sastavnice timola nije u potpunosti razjaSnjen, stoga se ne moze zakljuciti kako ¢e ono
djelovati na rast te stvaranje pigmenta piocijanina bakterijskog soja P. aeruginosa PAO1
koriStenog u ovom radu.

U prvom dijelu rada ispitivano je kako eteri¢no ulje satureje te njezina glavna sastavnica, timol,
utjeCu na rast bakterijskih stanica kulture soja P. aeruginosa PAOL. Za oboje su odabrane
koncentracije 0,5 mg/mL koje su se u prethodnim istraZivanjima napravljenim u laboratoriju
pokazale kao ucinkovite u djelovanju na rast biofilma (Andricevi¢, 2019.) te proizvodnju
proteaza i pokretljivost (Duspara, 2022). U¢inak na rast planktonskih stanica odreden je
mjerenjem opticke gustoce bakterijske kulture pri 600 nm (ODeoo) Nnakon 24-satne inkubacije s
otopinama etericnog ulja satureje i timola pri uvjetima opisanim u poglavlju 3.2.4. U sva tri
neovisno provedena pokusa, eteri¢no ulje satureje i timol pokazuju inhibitorni uc¢inak na rast
bakterijske kulture P. aeruginosa. Cak se pokazalo da ¢ista monoterpenska sastavnica, timol,
pokazuje vece inhibitorno djelovanje na rast bakterije od eteri¢nog ulja satureje. To se moze
objasniti ¢injenicom da eteri¢na ulja sadrZe niz razli€itih spojeva koji medusobno ulaze u razne
interakcije koje mogu biti sinergisticke ili antagonisticke te se tako ucinak eteri¢nog ulja moze
razlikovati od ucinka izolirane sastavnice (Burt, 2004).

Na isti nacin ispitan je i u¢inak kombinacije eteri¢nog ulja satureje i timola s aminoglikozidnim
antibiotikom tobramicinom na rast kulture PAOLl. Minimalna inhibitorna koncentracija

tobramicina odredena metodom serijske dilucije iznosila je izmedu 8 i 16 mg/L, a za daljnja
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Ispitivanja koristena je subinhibitorna koncentracija od 0,5 mg/L. Navedene kombinacije
pokazale su znatno smanjenje rasta planktonskih stanica P. aeruginosa PAO1 u odnosu na
smanjenje koje je pokazao sam tobramicin, upucujuéi na sinergizam izmedu tobramicina i
timola te tobramicina i eteri¢nog ulja satureje. Ovakvi rezultati su u skladu s prethodnim
ispitivanjima gdje je pokazan sinergisticki u¢inak tobramicina s etericnim uljem satureje i
timolom na rast bakterijske kulture P. aeruginosa ATCC 27853 (Andri¢evié, 2019.).

U drugom dijelu rada ispitivan je ucinak eteri¢nog ulja satureje i timola na stvaranje pigmenta
piocijanina kulture soja P. aeruginosa PAO1 koji je odreden usporedivanjem relativne
vrijednosti apsorbancije ekstrahiranog piocijanina pri 520 nm (As2o) normalizirane na broj
bakterijskih stanica tretirane i netretirane bakterijske kulture. Eteri¢no ulje satureje i timol
koristeni su u koncentraciji 0,5 mg/L. U navedenim koncentracijama timol nije pokazao
znacajnu razliku u stvaranju piocijanina u odnosu na netretiranu kulturu. No, zanimljivo je $to
je eteriéno ulje satureje u navedenoj koncentraciji uvelike povecalo Stvaranje pigmenta
piocijanina u odnosu na netretiranu Kkulturu. Sli¢ni rezultati dobiveni su i u prethodnim
istrazivanjima u kojima je ispitivan utjecaj eteri¢nog ulja satureje na stvaranje biofilma gdje je
pokazano da su iste koncentracije etericnog ulja satureje imale inhibitorni u¢inak na rast
bakterijske kulture P. aeruginosa ATCC 27853, a promotivni ucinak na stvaranje biofilma
(Andricevi¢, 2019.). Isto tako, u prethodnom ispitivanju proteoliticke aktivnosti uocen je
promotivni u¢inak eteri¢nog ulja satureje na sojeve BB1285 (rmtD+) i ATCC 27853 (Duspara,
2022.).

Antibiotik tobramicin u koncentraciji 0,5 mg/L doveo je do smanjenja stvaranje pigmenta
piocijanina, a u kombinaciji etericnog ulja satureje s tobramicinom doslo je do manjeg
povecanja u stvaranju piocijanina u odnosu na samo eteri¢no ulje, upucujuci na antagonisticko
djelovanje tobramicina i eteri¢nog ulja satureje na promociju stvaranja piocijanina. Timol, koji
sam ne pokazuje promjenu u stvaranju pigmenta, u kombinaciji s tobramicinom takoder dovodi
do povecanja stvaranja piocijanina iz cega se moze zakljuciti da medusobno djeluju
antagonisticki.

Rezultati istrazivanja ovog rada pokazali su da eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L. i
timol u odabranim koncentracijama ucinkovito inhibiraju rast planktonskih stanica kulture
Pseudomonas aeruginosa PAO1, samostalno te u kombinaciji s aminoglikozidnim
antibiotikom tobramicinom. Ti rezultati sugeriraju na potencijal u lijeCenju infekcija
uzrokovanih bakterijom P. aeruginosa, no nuzna su opseznija istrazivanja. S druge strane,
rezultati ispitivanja stvaranja pigmenta piocijanina pokazuju suprotan ucinak te je tako

pokazano da etericno ulje satureje i timol djeluju promotivno na stvaranje pigmenta,
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sugerirajuci da je ovaj mehanizam potpuno neovisan o antibakterijskom uc¢inku. Sve to dodatno
upucuje na potrebu daljnjih istrazivanja ostalih sastavnica eteri¢nog ulje satureje te mehanizma

njihovih interakcija kako bi se bolje razumjela ova interakcija.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljuccei:

Eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L. i timol u koncentracijama 0,5 mg/mL
uc¢inkovito inhibiraju rast planktonskih stanica bakterije P. aeruginosa PAO1;

Timol u koncentraciji 0,5 mg/mL je pokazao jaci inhibitorni u¢inak na rast planktonskih
stanica bakterije P. aeruginosa PAO1 u odnosu na eteri¢no ulje Satureja montana L.
Sto upucuje na antagonisticko djelovanje sastavnica eteri¢nog ulja;

Eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L. i timol u koncentracijama 0,5 mg/mL u
kombinaciji s tobramicinom u koncentraciji 0,5 mg/L pokazuju sinergisti¢ki uc¢inak na
smanjenje rasta planktonskih stanica P. aeruginosa PAO1;

Timol u koncentraciji 0,5 mg/mL nije pokazao znacajan inhibitorni u¢inak na stvaranje
pigmenta piocijanina P. aeruginosa PAOL;

Eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L. u koncentraciji 0,5 mg/mL pokazalo je
promotivan ucinak na stvaranje pigmenta piocijanina P. aeruginosa PAO1,;

Eteri¢no ulje biljne vrste Satureja montana L. i timol u koncentracijama 0,5 mg/mL
pokazali su antagonisticko djelovanje u kombinaciji s tobramicinom koncentracije 0,5
mg/L na stvaranje pigmenta piocijanina P. aeruginosa PAO1:

Rezultati ovog rada doprinijet ¢e budu¢im istraZivanjima kompleksnog mehanizma
interakcija etericnog ulja Satureja montana L., timola i tobramicina za pomo¢ u borbi

protiv infekcija uzrokovanih P. aeruginosa PAO1.
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8. SAZETAK/SUMMARY

Pseudomonas aeruginosa ubikvitaran je oportunisticki patogen te jedan od najznacajnijih
uzro¢nika bolnickih infekcija. Posjeduje velik broj faktora virulencije izmedu kojih se isti¢e
plavo-zeleni pigment piocijanin koji djeluje proupalno, dovodi do stvaranja slobodnih radikala
i oksidativnog stresa te potice stvaranje biofilma i apoptozu neutrofila. Zbog velike stope
morbiditeta i mortaliteta te sve vece antibioticke rezistencije ukljucen je u kategoriju kriticnih
bakterijskih patogena za koju je nuzno potrebno istrazivanje i razvoj novih oblika terapije.
Eteri¢na ulja su jo$ iz davnina poznata za svoja antimikrobna svojstva, a eteri¢no ulje biljne
vrste Satureja montana L. pokazalo je iznimno antibakterijsko djelovanje te je stoga u ovom
radu ispitivan utjecaj eteri¢nog ulja satureje i njezine glavne monoterpenske sastavnice timola
u koncentracijama 0,5 mg/mL, zasebno i u kombinaciji s aminoglikozidnim antibiotikom
tobramicinom u koncentraciji 0,5 mg/L, na rast i stvaranje piocijanina bakterijskog soja P.
aeruginosa PAOL.

Ispitivanje utjecaja na rast bakterijske kulture provedeno je mjerenjem opticke gustoce na 600
nm dok je ucinak na proizvodnju piocijanina odreden mjerenjem apsorbancije ekstrahiranog
piocijanina na 520 nm te normaliziranjem vrijednosti na broj bakterijskih stanica. Rezultati su
pokazali da eteri¢no ulje satureje i timol pokazuju inhibitorni uéinak na rast bakterijskih stanica
P. aeruginosa te sinergisticki djeluju na smanjenje rasta u kombinaciji s tobramicinom. S druge
strane, timol nije pokazao znac¢ajan utjecaj na stvaranje pigmenta piocijanina dok je u prisustvu
eteriénog ulja satureje doslo do povecanog stvaranja pigmenta U 0dnosu na netretiranu
bakterijsku kulturu. U kombinaciji s tobramicinom, eteri¢no ulje i timol pokazali su
antagonisticko djelovanje te doveli do povecanog stvaranja pigmenta. Rezultati ovog rada
doprinose boljem razumijevanju kompleksnih interakcija izmedu eteri¢nih ulja i njezinih

sastavnica na P. aeruginosa s ciljem unaprjedenja terapije infekcija uzrokovanih P. aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa is a ubiquitous opportunistic pathogen and one of the most significant
causes of healthcare-associated infections. It possesses a variety of virulence factors, namely
the blue-green pigment pyocyanin, which acts proinflammatory, leads to the production of free
radicals and oxidative stress as well as induces biofilm formation and neutrophil apoptosis. Due
to the huge morbidity and mortality and the increasing antibiotic resistance, it is considered a
critical pathogen for which the research and new therapy are urgently needed. Essential oils
have been recognised for their antimicrobial properties, and the essential oil from Satureja

montana L. has shown exceptional antibacterial properties. This research examined the effect
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of Satureja essential oil and its main monoterpene component thymol, both in concentrations
0,5 mg/mL, alone and in the combination with the aminoglycoside antibiotic tobramycin, on
the growth and pyocyanin production of the bacterial cells of P. aeruginosa PAOL.

The effect on bacterial growth was examined by measuring the optical density at 600 nm while
the effect on pyocyanin production was determined by measuring the absorption of the
extracted pyocyanin at 520 nm and normalised on the number of bacterial cells. The results
showed that Satureja essential oil and thymol both showed inhibitory effects on P. aeruginosa
growth and they both acted synergistically with tobramycin. On the other hand, thymol showed
no significant effect on pyocyanin production, while pyocyanin production was increased in the
presence of Satureja essential oil. In combination with tobramycin, the essential oil and thymol
showed antagonistic action that led to increased pigment production. The results of this study
contribute to a better understanding of the complex interaction between essential oils and their
components on P. aeruginosa with the goal of improving the therapy of infections caused by

P. aeruginosa.
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