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1. UVOD

Stolje¢ima su biljni pripravci ljudskoj civilizaciji koristili zbog ljekovitih svojstava u
izljeCenju raznih bolesti. Poznato je kako su biljke bogate razli¢itim bioloski aktivnim
komponentama. Vodeni upravo tim saznanjima, istrazivaci i znanstvenici su usmjerili svoja
istrazivanja prema ljekovitim biljkama kako bi doznali koje su to aktivne komponente koje
mogu spasiti ¢ovjeCanstvo od raznih bolesti i na koje nacine ih upotrijebiti. Otkri¢em
antibiotika, sredinom 20.-og stoljeca, razvila se proizvodnja sintetickih i polusintetickih
antimikrobnih lijekova (Dar i sur.,2016). Nekoliko godina nakon otkri¢a, pojavila se
rezistentnost mikroba na odredena djelovanja antibiotika te stvorila danas vrlo ozbiljan
javnozdravstveni problem (Andrasevi¢, 2007). Upravo zbog toga, ulazu se veliki napori
kako bi se razvile nove metode ispitivanja antibakterijskog djelovanja iz razli¢itih prirodnih
izvora i tako smanjila rezistencija na antibiotike.

Znanstvenici brojnim istrazivanjima ispituju antibakterijska svojstva biljnih ekstrakata i
eteri¢nih ulja. Antisepticke osobine aromati¢nih i ljekovitih biljaka te njihovih ekstrakata
prepoznate su jo$ od antike, dok pokusaji da se ova svojstva obiljezavaju u laboratoriju
datiraju iz ranih 1900-ih godina (Dorman i i Deans, 2000; Martindale, 1910; Hoffman i
Evans, 1911). Antimikrobna svojstva biljke proizlaze iz spojeva sintetiziranih u njezinom
sekundarnom metabolizmu. Sjemenke, lis¢a, korijenje i ostali dijelovi biljaka sluze za
dobivanje ekstrakata i ulja. Eteri¢na ulja su sloZzene smjese koje sadrze mnoge pojedinacne
spojeve. Kemijski su izvedeni iz terpena i njihovih oksidiranih spojeva. Svaki od tih
sastojaka pridonosi blagotvornim ili Stetnim udincima (Prabuseenivasan i sur., 2006).
Fenolne sastavnice u etericnim uljima se smatraju glavnima odgovornima za antibakterijsko
djelovanje eteriénih ulja (Ceri¢, 2015; Cosentino i sur., 1999). Biljni ekstrakti imaju veliki
potencijal kao antimikrobni spojevi protiv mikroorganizama. Tako se mogu Koristiti u
lijeCenju zaraznih bolesti uzrokovanih rezistentnim mikroorganizmima (Nascimento i sur.,
2000). Ponovo zanimanje za prirodne terapije i povecanje potroSacke potraznje za
ucinkovitim, sigurnim, prirodnim proizvodima znaci da su potrebni kvantitativni podaci o

biljnim uljima i ekstraktima (Hammer i sur., 1999).



2. PREGLED DOSADASNJIH METODA ISPITIVANJA
ANTIBAKTERIJSKIH DJELOVANJA BILINIH EKSTRAKATA

Mnogi mikroorganizmi su patogeni za ljude ili zivotinje i uzrokuju razne bolesti §to
rezultira opseznim morbiditetom 1 mortalitetom (Chu 1 sur., 1996). Jos od antickih vremena,
covjek je koristio biljke za lijeCenje uobicajenih zaraznih bolesti, a neki od tih tradicionalnih
lijekova i dalje su uklju¢eni kao dio uobicajenog lije¢enja razli¢itih oboljenja (Rios i Recio,
2005). Od otkri¢a penicilina, farmaceutske tvrtke su proizveli vise od 100 antibakterijskih
sredstava/antibiotika za borbu protiv Sirokog spektra bakterijskih infekcija (Chu i sur.,
1996). Otkrice i kasnija velika proizvodnja antibiotika po¢etkom dvadesetog stoljeca bila je
jedna od najvaznijih postignu¢a u povijesti medicine (Mohr, 2016). Medutim, nakon
izvjesnog vremena i prekomjernog koriStenja takvih lijekova, mikrobi su razvili otpornost
na vise lijekova, poznato kao Multi Drug Resistance (MDR), te nije bilo moguce tretirati ih
lijekovima iz komercijalnog asortimanam (Bashir Dar i sur., 2016). Idealni antimikrobni
agens iskazuje selektivnu toksicnost, $to znaci da je lijek Stetan za patogena, ali ne i za
domacina (Kaleni¢ i Bedeni¢, 2013). U tradicionalnoj medicini za dobivanje ekstrakta,
najéesce se koristila voda, no u dosadasnjim studijima doznalo se kako su biljke u organskim
otapalima puno ucinkovitiji ekstrakti u borbi protiv mikroorganizama (Parekh i sur., 2005).
Znanstvenici su se slozili kako bi istrazivanje trebalo biti usmjereno na postizanje kona¢nog
znanja o biljci i njezinim svojstvima, a to se moze posti¢i ispitivanjem biljke na razlicite
nacine. Tako je veéina analiza obavljena nad onim rodovima ili vrstama biljaka kod kojih je
ve¢ od prije poznata antimikrobna uc¢inkovitost (van Vuuren, 2008).

Kako su studije komercijalne proizvodnje antibiotika farmaceutskih tvrtki najéesce in vitro,
tako su 1 metode ispitivanja antibakterijskog djelovanja biljnih ekstrakata prilagodene
upravo takvom naéinu znanstvenog istrazivanja. U posljednjih nekoliko godina razvile su se
sada ve¢ dobro poznate metode ispitivanja antibakterijske aktivnosti, a to su difuzijske
metode, dilucijske metode te bioautografske metode (Rios i sur.,1988).

Budu¢i da joS uvijek ne postoji jedna jedinstvena metoda za ispitivanje antibakterijskog
djelovanja, potrebno je razvijati i obavljati razliCite metode kako bi se utvrdila
antibakterijska aktivnost. Sve ovo dovelo je do traganja za alternativnim nacinima tretiranja
patogenih mikroba u protivnom bi porast otpornosti na poznate antimikrobne lijekove

prouzrocila visoku smrtnost svjetske populacije



2.1. Difuzijske metode
2.1.1. Disk difuzijska metoda

Najcesca i vrlo jednostavna metoda ispitivanja u brojnim laboratorijama, znana i kao
agar disk difuzijska metoda. Ova metoda temelji se na principu postavljanja diska
impregniranog antibakterijskim uzorkom na agaru prethodno inokuliranom s test bakterijom
(Tendencia, 2004). Postupak su prije ¢etrdeset godina opisali Bauer, Kirby, Sherris i Turck
(Bubonja i sur., 2008; Bauer i sur., 1966). U Petrijevu zdjelicu izlije se rastopljeni Muller-
Hintov agar (MHA) inokuliran bakterijskom kulturom (Kelmanson i sur., 2000). Diskovi
natopljeni odredenim koncentracijama biljnog ekstrakta prenose se na povrSinu agara te
slijedi inkubacija na 37°C na 12 sati kao prema radu Kelmanson i sur. (2000) ili dulje, na 24
sata kao prema radu Parekh i sur. (2005). Nakon inkubacije mjeri se promjer zone inhibicije
rasta bakterija (Bubonja i sur., 2008; Jorgensen i sur., 2003), kako je shematski prikazano na
Slici 1.. Neke od bakterija koje su se naj¢esce testirale ovakvom metodom su Bacillus brevis
(Madhyastha i sur., 1994), Staphilococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia
coli (Zaidan i sur., 2005). Antibakterijsko djelovanje ekstrakata li§¢a, cvjetova i stabljike
biljke Heliotropium bacciferum ispitani su disk difuzijskom metodom nad sedam
bakterijskih vrsta (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa, Klisabiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Erwinia carotovora) (Ahmad i sur.,
2016; Ishad i sur., 2014). Rezultati ispitivanja ekstrakata lis¢a, cvjetova i stabljike biljke nad
svim navedenim bakterijama pokazale su niz inhibicijskih potencijala u razli¢itim otapalima
kao §to su metanol, voda ili etilni acetat (Ahmad i sur., 2016). Prednosti ove metode su
jednostavnost izvodenja 1 time niska cijena te sposobnost testiranja velikog broja
antimikrobnih svojstava (Balouri i sur., 2015; Wilkins i Appleman, 1976). No, primijecen je
I nedostatak ove metode, a to su moguce pogreske prilikom ocitavanja zone inhibicije
mjerene u milimetrima (Wilkins i Appleman, 1976). Prema radu van Vuuren (2008)
zakljuceno je kako se ova metoda ne bi trebala Koristiti za ispitivanja eteri¢nih ulja. Korisnost
ove metode ograni¢ena je samo na stvaranje preliminarnih, kvalitativnih podataka, buduci
da hidrofobna priroda vecine esencijalnih ulja i biljnih ekstrakata sprjecava jednoliku
difuziju tih tvari kroz medij agara (Janssen i sur., 1987; Rios i sur., 1988; Hammer i sur.,
1999).
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Slika 1. Shematski prikaz disk difuzijske metode

(Izvor: preuzeto i prilagodeno prema Web1)

2.1.2. Difuzijska metoda busenjem kanali¢a u agaru

Metoda busenja kanali¢a u agaru je metoda vrlo sli¢na disk difuzijskoj metodi. Razni
znanstvenici 1 istrazivaci ovu su metodu prilagodili zahtjevima svojih eksperimenata §to se
najvise ocituje u dubini i promjerima buSenih kanali¢a u agaru. Promjer kanali¢a razlikuje
se od 6 do 8 mm (Balouri i sur., 2016). No, ¢esto mogu biti i manji, 5 mm kao pri testiranju
antibakterijske djelotvornosti ekstrakta biljke Allium consanguineum prema radovima Sadiq
I sur. (2016) i Abdul- Awal i sur. (2016) koji su nacinjeni sterilnim busacem rupa toga
promjera ili ¢ak 3 mm prema radu Ramezanali i sur. (2016). Kanaliéi se jo§ mogu naciniti
straznjim dijelom sterilne tipse prema radu Oses i sur. (2014). Zatim se u izbuSene kanalice
dodaju ve¢ prije pripremljene koncentracije biljnih ekstrakata. Koncentracija, ali i volumen
ekstrakta koji ¢e se unositi u kanali¢ ovise o vrsti ekstrakta i biljke. Biljni se ekstrakt unosi
sterilnom pipetom (Irshad i sur., 2012). Provodi se inkubacija 24 sata na 37°C nakon ¢ega
se mjeri promjer oko izbusenog kanalica tj. zona inhibicije u milimetrima (Ramezaneli i sur.,
2016; Zivkovi¢, 2015; Jahangirian i sur., 2013). Prednost ove metode je kratko vrijeme
inkubacije za oCitavanje rezultata te jednostavna laboratorijska oprema. Metode difuzije nisu
najbolji izbor za testiranje nepolarnih uzoraka koji teSko difundiraju u medijima (Valgas i
sur. 2007). Prema radu Eloff (1998) utvrdeno je kako je ova metoda pogodna za dobro

poznate i definirane inhibitore, no kada promatrani ekstrakti imaju vise nepoznatih
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komponenti, mogucée su pogreske, ali je potvrdio da je pogodna za ispitivanje vise

ekstraktnih uzoraka.

2.2. Dilucijske metode
2.2.1. Agar dilucijska metoda

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) je vrijednost definirana kao najmanja
koncentracija antimikrobnog uzorka koji inhibira vidljiv prirast testiranog mikroorganizma,
aizrazava se u pg/mL ili mg/L (Balouri i sur., 2016). Za ocitavanje upravo takve vrijednosti
koristi se agar dilucijska metoda. Postupci ove metode ciljani su za ispitivanje osjetljivosti
na antibiotska sredstva za razliku od ostalih antimikrobnih biocida kao §to su konzervansi i
dezinficijensi (Wiegand i sur., 2008). Antimikrobni uzorak se inkorporira u medij agara tako
da svaka Petrijeva zdjelica ima drugaciju koncentraciju uzorka (Institut za klini¢ke i
laboratorijske standarde, 2015) sto je shematski prikazano na Slici 2.. Inkubacijsko razdoblje
traje 48 sati nakon Cega se ocitavaju rezultati (Wilkins i Appleman, 1976). Postupak
razrjedivanja agara slijedi nacelo utvrdivanja najnize koncentracije serijski razrijedene
koncentracije antibiotika kod koje je rast bakterija jo§ uvijek inhibiran. Agar dilucijska
metoda u usporedbi s difuzijskim metodama zahtjeva nesSto viSe vremena kako bi se
pripremile sve koncentracije razrjedenja agara.
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Slika 2. Dilucijska metoda (preuzeto i prilagodeno prema Web 2)



2.2.2. Dilucijska metoda - razrjedenje bujona

Postupak ukljucuje pripravu dvostrukih razrjedenja antimikrobnog sredstva (npr. 1,
2,4,8,16132mg/ mL) u sredstvu za rast tekucine raspodijeljenih u epruvetama koji sadrzi
minimalni volumen od 2 ml (makrodilucija) ili s manjim volumenom koriste¢i mikrotitsku
plocu s 96 jaZica (mikrodilucija) (Balouri i sur. 2016). Prema istrazivanju Silva i sur. (2016)
ispitana je minimalna inhibitorna koncentracija biljnog ekstrakta Cleome spinosa na
bakterijskoj kulturi Streptococcus mutans uz pomo¢ ove metode — mikrodilucije. nakon ¢ega
je inkubacija trajala 24 sata na temperaturi od 37°C. Rezultat istraZivanja pokazao je kako
je biljni ekstrakt u cikloheksanu i kloroformu vrlo antibakterijski u¢inkovit s vrijednos¢u
minimalne inhibitorne koncentracije u rasponu od 6,25 mg/mL i 12,5 mg/mL (Silva i sur.,
2016). Takoder, istom metodom posluzili su se i Sadiq i sur. (2016) pri ispitivanju
antibakterijskog ucinka biljke Notholirion thomsonianium nad bakterijama E. coli i Proteus
mirabilis, a rezultati su pokazali kako biljni ekstrakt u kloroformu daje pozitivhu MIC
vrijednost od 280.00£3.00 pg/ml za E. coli i 39.67+4.05 pg/ml za P. mirabilis. Vrlo je
znacajno ukoliko neki ekstrakt pokaze MIC vrijednost manju od 100 pg/ml jer se onda
smatra pogodnim za terapeutska lijecenja ili daljnja sli¢na istrazivanja (Sadiq i sur., 2016;
Kohanski i sur., 2010; Metzler i DeHaan, 1974). Ova metoda je osobito dobra za odredivanje
relativne jakosti ekstrakata ili eteri¢nih ulja 1 za uspostavljanje njihovog antimikrobnog
djelovanja jer olaksava upotrebu razli¢itih sojeva protiv ekstrakta na istoj plo¢i (Rios i sur.,
2005). U odnosu na agar diluacijsku metodu, krace je vrijeme inkubacije. Ovom metodom
moguce je odrediti i minimalnu baktericidnu koncentraciju (MBC) koja oznacava najnizu

koncentraciju ulja ili aktivne komponente koja ne pokazuje rast u podkulturi (Bosni¢ i sur.,
2006).

2.3. Tankoslojna kromatografija — bioautografija

Tankoslojna kromatografija bioautografija je metoda koja se koristi za bioaktivne
komponente izolirane na TLC podlogama koja povezuje te komponente s antibakterijskom
djelotvorno$¢éu (Ahmad i sur., 2016). Uvedene su mnoge bioautografske metode koje koriste
ovu tehniku za brze odvajanje antimikrobnih tvari (Penzes i Oertel, 1970). Osnovna tehnika
izvodenja metoda shematski je prikazana na Slici 3. Vecina objavljenih istrazivanja sluzi se

metodom temeljenom na tzv. agar-difuzijskoj tehnici, pri ¢emu se antibakterijska



komponenta prenosi iz kromatografskog sloja na inokuliranu agarsku podlogu kroz proces
difuzije (Hamburger i Cordell, 1987). Polozaj zona na kromatogramu odreden je Rf —
vrijednos¢éu za svaki sastojak. Rf vrijednost karakteristicna je za pojedinu tvar u tocno
odredenom kromatografskom sustavu. Rf vrijednost je faktor zadrzavanja (retencijski
faktor) odnosno veli¢ina migracije u odnosu na otapalo, a izraunava se na slijedec¢i nacin

(Kronja i Bor¢i¢, 2004):

udaljenost koju je preSao sastojak

Rf

- udaljenost koju je presla fronta otapala

Prema znanstvenom radu Ahmad i sur. (2016) TLC bioautografijska metoda upotrebljena je
za biljni ekstrakt lis¢a Heliotropium bacciferum u etil acetatu nad Gram pozitivnom
bakterijom Baccilus cereus te nad Gram negativnom bakterijom E.coli. gdje su zabiljezene
najviSe Rf vrijednosti s obzirom na druga otapala. Bioautografsku metodu pri ispitivanju
biljnog ekstrakta Helicrysum italicum nad bakterijskom kulturom S.aureus uporabili su
Nostro i sur. (2000); razvijene TLC podloge su pazljivo isusene zbog potpunog uklanjanja
otapala i prekrivene agarom zasijanim bakterijskom kulturom, nakon ¢ega je inkubacija
trajala 24 sata pri 37°C. Ova je metoda smatrana najucinkovitijim testom za otkrivanje
antimikrobnih spojeva (Shahverdi i sur., 2007). Bioautografija omogucuje jednostavno
lokaliziranje aktivnosti ¢ak i u kompleksnim smjesama (Hamburger i Cordell, 1987). Budu¢i
da se bioloSki aktivni spojevi koji se pojavljuju u biljnom materijalu sastoje od
viSekomponentnih smjesa, njihovo razdvajanje i odredivanje jos§ uvijek predstavlja problem.
Veéina njih se mora prodistiti kombinacijom vi$e kromatografskih sredstava (Sasidharan i
sur., 2011). Razvojem tehnologije, predstavljena je i novija dvodimenzionalna TLC
bioautografska metoda (MGD-2D TLC) na uzorcima biljaka roda Juniperus i Thymi prema
znanstvenom radu Matysik 1 sur. (2016) gdje se 15uL otopine tolena 1 esencijalnih ulja
biljaka prenosi na 1 cm zone kromatografske podloge veli¢ine 10x20 cm uz pomo¢ Hamilton
HPLC sprice, a detekcija razdvojenih sastava odredila se pripremljenom otopinom anis

aldehida u sumpornoj kiselini.
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Slika 3. Shematski prikaz bioautografijske metode (preuzeto i prilagodeno prema

Dewanjee i sur., 2014)

2.4. E test (Epsilometar test)

Epsilometar (E-test) je razvijen kako bi osigurao izravnu kvantifikaciju antimikrobne
osjetljivosti mikroorganizama (Nachnani i sur., 1992). Ovo je kvantitativha metoda koja se
odnosi na razrjedivanje antibiotika i difuziju antibiotika u medij (Web 3). Temelji se na
difuziji prethodno formiranog antimikrobnog gradijenta sacinjenog od plasti¢nih trakica
poloZenih na agarnu podlogu inokuliranu testnim mikroorganizmom, a MIC vrijednosti se
biljezi izravno s ljestvice na vrpci na mjestu gdje zona inhibicija presijeca traku (Huang i
sur., 1992). Nakon 48 sati inkubacije, inhibicijska zona, u obliku kapljice, preklapa
ocjenjivanu test traku pri inhibicijskoj koncentraciji (IC) antibiotika (Nachnani i sur., 1992)

kako je shematski prikazano na Slici 4..
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Slika 4. Shematski prikaz E-testa (preuzeto i prilagodeno prema Web 4)

2.5.,,Time kill* metoda

., Time kill“ test je najprikladnija kvantitativna metoda za odredivanje baktericidnog
ili fungicidnog ucinka jo§ zvana i suspenzijska. To je snazan alat za dobivanje informacija o
dinamickoj interakciji izmedu antimikrobnog sredstva i mikrobnog soja (Balouri i sur.,
2015). Osnovni koncept ,, Time-kill“ metode je utvrdivanje brzine kojom mikroorganizam
biva ubijen antibiotskim spojem ili ekstraktom kao funkcija podataka o prezivljavanju
zabiljezenih na dovoljnom broju vremenskih tocaka izlozenosti tako da se grafikon moze
konstruirati modeliranjem propadanja populacije tijekom vremena do toc¢ke izumiranja.
Kinetika time-kill testa je prikazana kroz logaritamske i stacionarne faze rasta u testiranim
stanicama. Sve su kineticke studije provedene u kationo prilagodenim Muller-Hinton
agarimas 0,5 % Skroba (Coudron i Stratton, 1994). Prema Petersen i sur. (2006) jedna je od
najces¢ih metoda za ispitivanje procjene interakcija antibiotika. Ova metoda moze se
koristiti za odredivanje sinergizma ili antagonizma izmedu lijekova (dva ili vise) u
kombinacijama (Balouri i sur., 2015; White i sur., 1996). Pogreske su moguce pri o€itavanju
rezultata jer se razmatraju antibiotska svojstva pri vrlo malim koncentracijama u jednom

trenutku (White i sur., 1996).

3. USPOREDBA METODA ISPITIVANJA ANTIBAKTERIJSKIH
SVOJSTAVA

Oses i sur. (2015) utvrdili su antibakterijska svojstva lavandinog meda nad bakteriom

S. aureus uz pomo¢ metoda agar dilucijske metode, metode razrjedenje bujon te metode
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busenjem kanali¢a u agaru i time dokazali kako agar dilucijska metoda pokazuje najmanji
opseg unutar biljnog ekstrakta Lavandula ssp. Antibakterijsku aktivnost razlicitih vrsta meda
prema bakterijama S. aureus i E. coli, ispitano je prema radu Gobin i sur. (2014) uz pomo¢
difuzijske metode buSenjem kanalica na agaru ¢ime se potvrdilo variranje potencijala
antibakterijske aktivnosti.

Koriste¢i disk difuzijske metode i metode difuzije buSenjem kanalica te metodu
bioautografije Valgas i sur. (2007) utvrdivali su aktivnosti sedam frakcija biljnih ekstrakata
(rod Baccharis, Eugenia, Polygala, Ganoderma te vrste Croton celtidifolius, Cyathea
phalerata, Lippia alba, Rottboelia cochinchinensis) nad bakterijama S. aureus te E. coli.
Ukazali su kako je difuzijska metoda busenjem kanali¢a osjetljivija od disk difuzijske
metode, dok je izravna bioautografska metoda osjetljivija od neizravne bioautografske
metode, stoga bioautografske metode i difuzijske metode smatraju jednako osjetljivima i
pouzdanima.

Ispitujuci antibakterijske vrijednosti razli¢itih ekstrakata biljnih vrsta, Parekh i sur.
(2005) posluzili su se disk difuzijskom metodom (za vodene ekstrakte) i difuzijskom
metodom busenjem kanali¢a u agaru (za metanolne ekstrakte) nad pet bakterijskih kultura,
¢ime su pokazali izrazito velik antibakterijski potencijal biljnog ekstrakta Caesaplina
pulcerrima ispitanog objema metodama, no vazno je napomenuti kako difuzijskom
metodom busenja kanali¢a u agaru ekstrakt ima najvecu zonu inhibicije.

Ogata i sur. (2014) u svojem su radu usporedili efikasnost E-testa, agar dilucijske

metode i disk difuzijske metode nad bakterijom Helicobacter pylori te su zakljucili kako je
disk difuzijska metoda vrlo jednostavna, laboratorijski pristupacna i ekonomicna; agar
dilucijska metoda je prigodna za mali broj bakterijskih sojeva te postaje neprakti¢na, dok je
E-test statisticki najto¢niji te pogodan za rutinsko ispitivanje osjetljivosti Helicobacter
pylori .
Prema radu Hammer i sur. (1999) izvrSena je usporedna analiza antibakterijske
djelotvornosti vise od pedeset eteri¢nih ulja i biljnih ekstrakata s podrucja Australije, nad
bakterijama E. coli, S. aureus, koriste¢i dilucijske metode. Zakljuceno je kako su razliciti
rezultati minimalne inhibicijske vrijednosti mogli biti posljedica raznih faktora kao Sto su
rast mikroorganizma, topljivost uljnih komponenata ili izlaganje mikroorganizama
etericnom ulju/ biljnom ekstaktu, no i dalje ih smatraju pogodnima za ovakvu vrstu
ispitivanja antibakterijske djelotvornosti.

Ucestala, pa tako najjednostavnija i jeftina metoda za ispitivanje antibakterijskih

svojstava kojom se koriste brojni laboratoriji su difuzijske metode. Medutim, vazno je
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koristiti nekoliko metoda kako bi se §to to¢nije prikazala ucinkovitost nekog biljnog

ekstrakta ili eteri¢nog ulja.
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4. ZAKLJUCAK

Uslijed prekomjerne i Cesto neracionalne upotrebe sintetickih antibiotika, doslo je do
razvoja rezistencije bakterija na antibiotike, stoga su potrebna znanstvena istrazivanja koja
¢e razlicitim metodama provjeravati i otkrivati nova antibakterijska svojstva biljnih
ekstrakata. Dosadasnja znanstvena ispitivanja nisu pronasla jedinstvenu metodu ispitivanja
antibakterijskih djelovanja, no razvojem tehnologije dolazi se i do novih metoda ispitivanja
koje daju valjane i prihvatljive u¢inke. Kako bi se dobili §to precizniji i to¢niji rezultati,
neizbjezno je koristiti nekoliko metoda za ispitivanje antibakterijskih svojstava.

Vaznost ispitivanja antibakterijskih svojstava biljnih ekstrakata lezi u novim

nacinima lijecenja i suzbijanja Sirenja bolesti.
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