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1. UVOD

Usna Supljina je jedinstveni ekosustav koji koloniziraju stotine raznovrsnih bakterija od kojih
je veéina komenzalna i nuzna za odrzavanje mikrobne ravnoteze (Belda-Ferre i sur., 2011).
Medutim, u navedenom sustavu se nalaze i patogene bakterije koje imaju znacajnu ulogu u
nastanku raznih dentooralnih bolesti medu kojima su najéesée zubni karijes i parodontalna
bolest. Zubni karijes poznatiji kao propadanje zuba, jedna je od najrasirenijih kroni¢nih bolesti
ljudi (Selwitz i sur., 2007), a istaknuti uzro¢nik je bakterija Streptococcus mutans koja se
smatra najkariogenijim oralnim mikroorganizmom (Struzycka, 2014). NajcesS¢i dentalni
oportunisticki patogeni su pripadnici roda Streptococcus (Hardie i Whiley, 1997). Osim
dentalnih bolesti streptokoki su uzrocnici i mnogih drugih, ¢ak i po zivot opasnih bolesti, a neki
od mnogobrojnih primjera su Streptococcus intermedius koji je, uz zubni karijes, uzrocnik i
meningitisa (upale mozdane ovojnice) (Mishra i Fournier, 2013) te Streptococcus sanguinis
glavni uzrocnik infektivnog endokarditisa (upale unutarnjeg dijela srca) (Xu i sur., 2007). Osim
bakterijskog roda Streptococcus, oralne patogene pronalazimo i u fungima roda Candida.
Medicinski znacaj ima sedam vrsta ovog roda od kojih je najvaznija i najznacajnija Candida
albicans (McCullough i sur., 1996). Mnogi faktori utjecu na formiranje karijesa od nedovoljne
informiranosti, loSe oralne higijene, siromastva i nedovoljne izloZzenosti fluoru do ostalih
fizickih, bioloskih, okoliSnih i bihevioralnih ¢imbenika (Marsh, 2010). Tradicionalno je poznato
da u prirodi moZemo pronacdi bioloski aktivne supstance koje pozitivno djeluju na brojne bolesti,
tako je otkriveno i da alkoholni ekstrakt kadulje, kao sredstvo za ispiranje usta, uvelike pomaze
kod sprjeavanja nastanka mnogih bolesti usne Supljine (Narayanan i Thangavelu, 2015).
Kadulja je viSegodisnji polugrm s drvenastom stabljikom i korijenom, pripada rodu Sa/via, a
najpoznatija i najkoristenija je ljekovita kadulja (Salvia officinalis L.). Istrazivanja pokazuju da
S. officinalis ima brojne pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje. Kemijski sastav eteri¢nog ulja ove
biljke je raznolik. Posebno se istiCu spojevi poput flavonoida i polifenola koji posjeduju jaka
antioksidativna i antibakterijska svojstva pa samim time sluze za uklanjanje slobodnih radikala
(Hamidpour i sur., 2014). Ekstrakcije kadulje se najceSce provode koristec¢i smjesu vode i
etanola (Durling i sur., 2007). Ekstrakt kadulje sprjeCava nastanak karijesa u usnoj Supljini, a
smatra se i dobrom, prirodnom, zamjenom za konzervanse koji se koriste u prehrambenoj
industriji (Hayouni i sur., 2008). Cilj ovoga rada bio je provesti ekstrakciju ukupnih polifenola
iz kadulje Salvia officinalis L. u vodeni ekstrakt, te testirati razliite koncentracije vodenog
ekstrakta ukupnih polifenola na rast Cetiri bakterijska uzroCnika dentalnih oboljenja:
Streptococcus mutans DSM 20523, Streptococcus sanguinis DSM 20068, Streptococcus
intermedius DSM 20573 te Candlida albicans 8.



2. TEORIJSKI DIO
2.1 Dentooralno zdravlje

Dentalno zdravlje ljudi jedno od javnozdravstvenih problema Sirom svijeta. Neke od najces¢ih
bolesti izazvane oralnim bakterijama su zubni karijes i parodontalna bolest, no zbog istih
bakterijskih uzrocnika moze doci i do upale mozga, crijeva ili jetre, vaginitisa i ostalih
takozvanih ,polimikrobnih™ bolesti (Kreth i sur., 2005). Karijes u ranom djetinjstvu dobije 600
milijuna djece na globalnoj razini Sto je itekako zabrinjavajuce s obzirom na cinjenicu da je to
moguce sprijeciti (Ramos-Gomez i sur., 2020). Pravilna dentalna higijena i redovit odlazak
stomatologu kljucni su kod sprjeavanja nastanka zubnog karijesa i istovremeno omogucavaju
rano otkrivanje bilo kakvih drugih nepravilnosti dok su josS u ranim fazama. Salama i sur. (2020)
te Ramos-Gomez i sur. (2020) u svom istrazivanju navode da karijes kod djece, ako se ne lijeci
na vrijeme, moze rezultirati jakim bolovima, infekcijom i drugim problemima koji imaju
negativan i dugotrajan ucinak na kognitivni razvoj. Ljudi su skloni dobivanju karijesa i ostalih
bolesti usne Supljine tijekom cijelog zivotnog vijeka (Selwitz i sur., 2007). Postoje dokazi koji
ukazuju da su Zene sklonije dobivanju karijesa u odnosu na muskarce Sto je povezano sa
sastavom sline, koli¢inom izlu¢ene sline i hormonalnom fluktuacijom (Martinez-Mier i Zandona,
2013). Uoceno je da se u razvijenim zemljama smanjuje ucestalost pojave ove bolesti
(Struzycka, 2014; Ramos-Gomez i sur., 2020). Neki od razloga poboljSanja oralnog zdravlja u
tim zemljama je zdrava i uravnotezena prehrana koja ima smanjen udio saharoze, fluoriranje
vode, upotreba paste za zube s fluoridom i intenzivna edukacija ljudi o vaznosti oralnog
zdravlja (Struzycka, 2014). Znanstveno je dokazano da fluor sprjeCava nastanak karijesa
(Martinez-Mier i Zandona, 2013) zbog cega se svakodnevna upotreba fluoridne paste za zube
smatra glavnim razlogom smanjenja pojave karijesa u svijetu u posljednjim desetlje¢cima (Pitts
i sur., 2017). Ova neravnomjerno rasporedena bolest, kao i ostale dentalne bolesti mogu se
sprijeciti i s poboljSanjem kvalitete zivota ukljucujudi i financijske ¢imbenike zZivota (Pitts i sur.,
2017).

Postoje mnogi mikroorganizmi koji su prirodno prisutni u mikroflori zdravih ljudi i Zivotinja te
su ukljuceni u njihov metabolizam. Na povrsini ljudske sluznice prirodno je prisutna autohtona
mikroflora koja odrzava ekolosku ravnotezu izmedu razliCitih vrsta mikroorganizama. U
ravnoteznom stanju autohtona mikroflora ima vaznu ulogu u zastiti domacina od raznih
vanjskih patogena. Navedena ravnoteza uvjetovana je nizom ¢imbenika poput onih okolisnih i
bioloskih. Ako dode do promijena kod nekih od ¢imbenika, prirodno uspostavljena ravnoteza
se narusava te postaje temelj razvoja mnogih zdravstvenih poremecaja, nerijetko opasnih po

Zivot.



2.2. Usna supljina

Mikroorganizme koji se nalaze u ljudskoj usnoj Supljini nazivamo oralnom mikroflorom,
oralnom mikrobiotom, a u posljednje vrijeme oralnim mikrobiomom (Dewhirst i sur., 2010).
Usna Supljina je glavni ulaz mikroorganizmima u ljudsko tijelo. Hrana ulazi kroz usta gdje se
mijesa sa slinom i odlazi do gastrointestinalnog trakta. Na putu do pluca zrak prolazi kroz nos
i usta. Sve navedeno povecava vjerojatnost da ¢e se mikroorganizmi koji su kolonizirali usnu
Supljinu prosiriti i na ostale dijelove tijela (Dewhirst i sur., 2010). Oralni patogeni mogu
prouzroCiti niz raznovrsnih bolesti od karijesa, paradontitisa (upala desni), tonzilitisa i
endodontske infekcije (upala korijena zuba) do brojnih sistemskih bolesti poput upale pluca,

moZzdanog udara i kardiovaskularnih bolesti (Dewhirst i sur., 2010).

Sama usna Supljina ukljucuje nekoliko razli¢itin mikrobnih stanista ukljucujuéi zube, jezik, usne,
obraz, tvrdo i meko nepce, priloZzenu gingivu (zubno meso) te gingivalni sulkus (Dewhirst i
sur., 2010). Sastav oralne mikroflore znacajno varira na razli¢itim povrSinama unutar usne
Supljine (Marsh, 2010). Usna Supljina predstavlja dinamican i raznolik ekosustav ljudskog tijela
za koji je karakteristiCna Cesta promijena okolisnih uvjeta poput promjene pH vrijednosti ili
dostupnosti hranjivih tvari mikroorganizmima (Struzycka, 2014). Ispunjena je Zlijezdama
slinovnicama koje luce slinu. S obzirom na to da slina predstavlja glavni izvor hranjivih tvari za
mikroorganizme, njen sastav je izuzetno vazan jer o njemu ovisi koli¢ina mikroorganizama
prisutnih u usnoj Supljini (Nasidze i sur., 2009; Selwitz i sur., 2007). Slina ima vaznu ulogu i u
odrzavanju oralnog pH na neutralnoj razini Sto je optimalno za rast veéine mikroorganizama
povezanih s oralnim zdravljem (Marsh, 2010). Slina se prvenstveno Iuci u svrhu zastite tijela
od prodora mikroorganizama jer ima antifungalno, antibakterijsko i antivirusno djelovanje. Kod
osoba koje imaju izrazito smanjenu funkciju lucenja sline dolazi do povecanja razvoja karijesa
(Ten Cate, 2001; Martinez-Mier i Zandona, 2013).

2.3. Zubni karijes

Zubni karijes je mikrobna bolest koju karakterizira otapanje i dekalcifikacija strukture zuba
odnosno propadanje zuba. Nastaje kada bakterije u plaku, razgradujuéi Secere iz hrane,
proizvode kiseline koje dalje mogu uzrokovati demineralizaciju povrsSine zuba (Struzycka,
2014). Najcesci je uzrok gubitka zuba i boli u usnoj Supljini, a nastaje stvaranjem biofilmova
na povrsini zuba. Biofilmovi su definirani kao polimikrobne zajednice u kojima se raznovrsne
bakterijske vrste natjeCu za ogranicen prostor i hranjive tvari (Kreth i sur., 2005). Tijekom
formiranja biofilmova dolazi i do proizvodnje izvanstanicnih polisaharida Sto je izuzetno vazno

jer izvanstanicni polisaharidi imaju najvazniju ulogu u zastiti biofilma od obrambenog sustava



domadina. Hidrofilne je prirode pa stiti bakterije od fagocitoze (Struzycka, 2014). Iako mnoge
vrste sudjeluju u proizvodnji izvanstanicnih polisaharida klju¢nu ulogu ipak ima poznati oralni
kariogeni patogen Streptococcus mutans. Danasnja istrazivanja temelje se na otkrivanju i
razumijevanju rada molekularnih mehanizama koji omogucavaju homeostazu odnosno suzivot
razlicitih mikroorganizama u istom stanistu. Kad bi se to u potpunosti razjasnilo, otkrio bi se i
najefikasniji nacin lijecenja polimikrobnih bolesti. Najbolji model za proucavanje interakcija
medu mikroorganizmima koji rezultiraju njihovim suzivotom je proucavanje zubnog biofilma
(Marsh, 2010) jer ga karakterizira velika mikrobna raznolikost (500 bakterijskih vrsta), visoka
gustoéa stanica (1011 stanica/g [mokra tezina]) i jer je usna Supljina pristupacno mjesto
uzimanja uzoraka (Kreth i sur., 2005). Zubni plak je medu prvima opisan kao biofilm
(Struzycka, 2014).

2.2. Rod Streptococcus

Rod Streptococcus karakteriziraju Gram-pozitivne vrste, okruglih stanica koje se grupiraju u
parove ili tvore lance. Nesporogene su, fakultativno anaerobne, katalaza negativne,
homofermentativne i imaju slozene prehrambene potrebe (Hardie i Whiley, 1997). Prije se
smatralo da vrste roda Streptococcusi Enterococcus pripadaju istom rodu, ali je sada jasno da
su to dva razlicita roda, razliCitih karakteristika koje spadaju u skupinu bakterija mlijecne
kiseline. Rod Streptococcus podijeljen je na 49 vrsta i 8 podvrsta, od kojih je ¢ak 35
identificirano kao uzrocnik opasnih infekcija kod ljudi (Krzysciak i sur., 2013). Streptokoki su
rasprostranjeni uglavnom na mukoznim povrsinama covjeka i Zivotinja, ali moze ih se nacii u

vodi, tlu te na biljkama.

Mnoge su vrste u odredenim okolnostima sposobne prouzrociti razne bolesti zbog ¢ega su
poznate kao oportunisticki patogeni, najpoznatiji primjer su Streptococcus pyogenes i
Streptococcus pneumoniae (Hardie i Whiley, 1997). Infekcije izazvane streptokokima
predstavljaju jedan od vaznih problema s kojima se suocava suvremena medicing, jer se javlja
sve veca rezistentnost vrsta na postojece antibiotike. Patogenost bakterija roda Streptococcus
povezana je i s vrstama za koje se smatra da su prirodno prisutne kao dio mikroflore kod ljudi
i zivotinja (Krzysciak i sur., 2013). Patogeni streptokoki su podijeljeni u tri skupine. Prvu
skupinu predstavljaju vrste koje uobicajeno izazivaju infekcije kod ljudi, u drugu skupinu
spadaju komenzalne, a u trecu epizootske vrste koje samo u odredenim uvjetima uzrokuju
bolesti (Krzysciak i sur., 2013). Neke od bolesti koje uzrokuju streptokoki su upala pluca,
mozga ili grla, sepsa, endokarditis i mnoge druge. Izmedu svih bolesti uzrokovanih

streptokokima karijes je ona koja je naj¢esca kod djece, a javlja se ¢ak do pet puta ceScée od



sljedeée najrasprostranjenije bolesti odnosno astme (Krzysciak i sur., 2013; Peterson i sur.,
2013).

2.2.1. Streptococcus mutans

Bakterijski patogen koji je visoko specijaliziran za odredenu niSu okoliSa — usnu Supljinu.
Prirodno je prisutan u zubnom biofilmu i autohtonoj mikroflori usne Supljine, medutim u
odredenim uvjetima ispoljava patogenost i uzrokuje Stetu domacinu (Kreth i sur., 2005).
Navedenim ispoljavanjem patogenosti postaje primarni uzrocnik karijesa zuba (propadanije
zuba) te se smatra najkariogenijim oralnim streptokokom (Ajdic i sur., 2002; Ahn i sur., 2008).
Patogenost S, mutans prvenstveno je povezana sa sposobnos¢u adhezije na stanice domacina
(Krzysciak i sur., 2013). Posebno je ucinkovit u stvaranju biofilma na tvrdim tkivima usne
Supljine, a da bi uzrokovao karijes potrebna je prisutnost i drugih bakterijskih vrsta. Formiranje
biofilma je slozen proces koji ukljucuje brojne bjelancevine. Prvi korak je prianjanje S. mutans
na zubne povrsine, a posredovan je mehanizmima ovisnim o saharozi ili pak mehanizmima koji

su neovisni o prisutnosti saharoze u usnoj Supljini (Ahn i sur., 2008).

2.2.2. Streptococcus intermedius

Komenzalni mikroorganizam koji pripada skupini ,Streptococcus milleri group™ (SMG) (Mishra
i Fournier, 2013). Navedena grupa je u proslosti nosila razne nazive i bila je smatrana jednom
vrstom. Danas su pripadnici SMG razdvojeni u 3 razliCite vrste tocnije na Streptococcus
intermedius, Streptococcus constellatus i Streptococcus anginosus (Clarridge i sur., 2001).
Jedna od najupecatljivijin karakteristika vrsta SMG je njihova sklonost izazivanju lokalnih

gnojnih upala u potkoznom tkivu, ali i u dubokim tkivima i organima.

S. intermedius je fakultativno anaerobna patogena bakterija koja asimptomatski kolonizira dio
tijela (Fei i sur., 2016). Obicno se povezuje s raznim infekcijama glave, vrata, usne Supljine i
disnih puteva (Clarridge i sur., 2001; Mishra i Fournier, 2013). NajceScée bolesti izazvane ovom

bakterijom su upala jetre, diSnih puteva ili plu¢a te meningitis.

2.2.3. Streptococcus sanguinis

Streptococcus sanguinis je Gram-pozitivna bakterija koja je prirodno prisutna u autohtonoj
mikroflori usne Supljine (Xu i sur., 2007). Primije¢eno je da kolonizira usnu Supljinu tek rodene

djece i na taj nacin sprjeCava kolonizaciju Streptococcus mutans (Kreth i sur., 2005). Zbog



toga se ¢ak smatra korisnom bakterijom koja sudjeluje u zastiti domacina. Uoceno je da se
izravno veZe na zube oblozene slinom, a smatra se da to radi raznovrsnim mehanizama. Svojim
vezanjem na zube olakSava vezanje drugih oralnih mikroorganizama (osim spomenutog
Streptococcus mutans) koji takoder koloniziraju povrSinu zuba formirajuci zubni plak Sto
doprinosi razvoju karijesa i parodontalne bolesti (Xu i sur., 2007). Kao veéina dentooralnih
streptokoka i ova bakterija pokazuje sposobnost alfa-hemolize (razgraduje hemoglobin, dok
eritrocit ostaje cijeli) na krvnom agaru (Xu i sur., 2007). Navedena karakteristika je povezana
sa sposobnoscu viridans streptokoka da oksidiraju hemoglobin u eritrocitima izlu¢ivanjem H,0>
(Xu i sur., 2007; Kreth i sur., 2005).

Osim u usnoj Supljini Streptococcus sanguinis moze prouzroCiti probleme i u ostalim dijelovima
tijela. Najces¢i je uzrocnik infektivnog endokarditisa (upale unutarnjeg dijela srca) koji
predstavlja opasnost po zZivot, a poznat je i kao jedan od patogena krvozilnog sustava opcenito
(Xu i sur., 2007). Opasnost koju predstavlja ovaj patogen svakim je danom sve veca jer je sve

izrazenija otpornost bakterija na antibiotike.

2.3. Rod Candida

Rod Candida ukljuCuje karakteristicno bijele asporogene kvasce sposobne formirati pseudohife.
Medicinski znacaj ima sedam vrsta ovog roda C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
stellatoidea, C. krusei, C. kyfer te najvaznija i najznacajnija C. albicans (McCullough i sur.,
1996). Uglavnom su komenzalne gljivice koje se prirodno nalaze na povrSinama sluznice
gastrointestinalnog i genitourinarnog trakta (Finkel i Mitchell, 2010). Ako dode do slabljenja
imunoloskog sustava domadina navedeni organizmi mogu uzrokovati razne infekcije. Zbog sve
vecée otpornosti patogena na lijekove, danas postoji potreba za novim antifungalnim agensima
za ucinkovito lijeCenje infekcijama izazvanih gljivicnim patogenom C. albicans (Zida i sur.,
2017).

2.3.1. Candida albicans

Candida albicans je dimorfni kvasac prepoznat kao ljudski patogen Cija vaznost raste iz godine
u godinu. Najpoznatiji je ¢lan i najéesce izolirana vrsta roda Candida. Bolesti Ciji je uzrocnik
Candida albicans krecu se u rasponu od relativno slabijh stanja bolesti, kao Sto su oralna i
genitalna kandidijaza, do sistemskih infekcija kod ve¢ bolesnih ljudi koje mogu biti opasne po
Zivot (McCullough i sur., 1996). Bolesti nastaju kao rezultat sposobnosti C. albicans da stvara

biofilm (Finkel i Mitchell, 2010). U istrazivanju koje su proveli Xiao i sur., 2017 dokazano je da



je ucestalost pojave oralnog C. albicans znacajno veca kod djece koja imaju karijes nego kod
djece bez karijesa. Isto tako dokazali su da djeca s oralnim C. albicans imaju vece izglede za

dobivanje karijesa u usporedbi s djecom bez C. albicans.

2.4. Kadulja

Kadulja pripada rodu Sa/via, koji je najvei iz porodice Lamiaceae. Rod Salvia ukljuCuje oko
900 vrsta rasprostranjenih u cijelom svijetu (Hamidpour i sur., 2014). Neke vrste su ekonomski
izrazito vazne posto se koriste kao zacini te arome u parfumerijskoj i kozmetickoj industriji.
Osim najpoznatije i najkoristenije ljekovite kadulje (Salvia officinalis L.), isticu se i livadna
kadulja (Salvia pratensis L.), stepska kadulja (Savia nemorosa L.) te prSljenasta kadulja
(Salvia verticillata L.). Mnoge vrste Salvia, ukljuCujuci Salvia officinalis (uobicajena kadulja),
porijeklom su iz mediteranskih zemalja, najeS¢e oko podruéja Sredozemnog mora, ali se
uzgajaju Sirom Europe. Kadulia (Salvia officinalis) je visegodiSnji polugrm s drvenastom
stabljikom i korijenom. Raste do visine od 30 do 70 cm. Karakterizira je sivozelena boja koja

je posljedica gustog sloja dlaka kojima je prekrivena povrsina cijele biljke.

Kadulja je dobro poznata biljka, samo ime govori koliku je vaznost stolje¢ima imala u narodnoj
medicini. Naime, latinski naziv Sa/via nastao je od latinske rijeci ,salvare®™ sto znadi ,spasiti*
(Moreira i sur., 2013; Durling i sur., 2007). Raznim istrazivanjima dokazano je da su, od svih
koristenih zacina, oni iz porodice Lamiaceae najmocniji prirodni antioksidansi (Lu i Yeap Foo,
2001). Pripada skupini aromaticnih biljaka koje se u danasnje vrijeme smatraju najvaznijim
izvorom za ekstrakciju spojeva snaznog antioksidativnog djelovanja (Bozin i sur., 2007). Zbog
otpornosti na antibiotike, koje su neki mikroorganizmi stekli, raste zabrinutost potrosaca o
sigurnosti hrane i utjecaju sintetickih aditiva na zdravlje. To je dovelo do velike
zainteresiranosti javnosti i znanstvenika za antimikrobne biljne proizvode. Smatra se da su
etericna ulja ljekovitih biljaka najvaznija antimikrobna sredstva koje biljke posjeduju, a mogu
imati i antioksidativno te protuupalno djelovanje (Longaray Delamare i sur., 2005). Istrazivanja
pokazuju da S. officinalis poboljSava pamcenje, kao i kognitivne sposobnosti opcenito. S
povecanjem doze utjeCe na raspoloZenje pri ¢emu se poveCava budnost te rastu osjecaji
smirenosti i zadovoljstva (Hamidpour i sur., 2014). Razna istrazivanja sugeriraju da vrste
Salvia, pored lijeCenja manjih uobicajenih bolesti, mogu potencijalno posluZziti za nove prirodne
tretmane koji olakSavaju ili lije¢e mnoge ozbiljne i po Zivot opasne bolesti poput depresije,
demencije (Durling i sur., 2007), pretilosti, dijabetesa, srcanih bolesti pa ¢ak i raka (Hamidpour
i sur., 2014).



Kemijski sastav etericnih ulja biljaka roda Sa/via je raznolik, a ovisi 0 genetskim, klimatskim,
sezonskim i okolisSnim faktorima. UnatoC kemijskoj raznolikosti neki kemijski spojevi poput
flavonoida, terpenoida i esencijalnih masnih kiselina su prisutni u ulju (Hamidpour i sur., 2014).
Kadulja je takoder prirodni izvor flavonoida i polifenolnih spojeva (karboksilna kiselina,
rosmarinska kiselina i kofeinska kiselina) koji posjeduju antioksidativha i antibakterijska
svojstva te sluze za uklanjanje slobodnih radikala (Hamidpour i sur., 2014). U ulju obicne
kadulje (S. officinalis) identificirano je 28 komponenti od kojih su u najvecoj mjeri prisutni 1,8-
cineol, kamfor, a-tujon, B-tujon, borneol i viridiflorol (Longaray Delamare i sur., 2005;
Hamidpour i sur., 2014). U istrazivanju koje su proveli Longaray Delamare i sur., (2005)
potvrdeno je da je antimikrobna aktivnost ispitivanih ulja izrazenija protiv Gram-pozitivnih nego
protiv. Gram-negativnih bakterija. Gram-negativne bakterije pruzaju vecu otpornost zbog
prisutnosti vanjske fosfolipidne membrane koja je gotovo nepropusna za lipofilne spojeve.
Fenolne kiseline koje su prisutne u S. officinalis imaju posebno snazno djelovanje protiv
bakterijske vrste Streptococcus aureus (Narayanan i Thangavelu, 2015). Ulje obi¢ne kadulje
odlikuje i antikandidalno djelovanje uz inhibiciju adhezije Candida albicans na povrsine
(Narayanan i Thangavelu, 2015).

Beheshti-Rouy i sur. 2015. godine proveli su istrazivanje kojim su dokazali da se ispiranjem
usne Supljine teku¢inom koja sadrzi ekstrakt kadulje sprje¢ava nastanak plaka, a samim time
i karijesa. Koristedi alkoholni ekstrakt kadulje kao sredstvo za ispiranje usta takoder dolazi do
smanjenja infekcija grla, upale desni i ostalih upalnih procesa u usnoj Supljini (Narayanan i
Thangavelu, 2015). Istrazivanjem koje su proveli Moreira i sur. (2013) analiticki je potvrdeno
da se ekstrakt S. Officinalis moze koristiti kao aktivna supstanca u proizvodima za njegu oralne
higijene kao Sto su paste za zube i vodice za ispiranje usta. Na taj bi se nacin razvila nova, ali
ucinkovita antimikrobna sredstva. S obzirom na antimikrobna svojstva alkohola u ovom
istrazivanju pozornost je usmjerena na aktivne supstance iz kadulje, stoga je raden vodeni

ekstrakt kako bi se eliminirala antimikrobna aktivhost samog otapala.



3. MATERIJALI I METODE
3.1 Materijali
3.1.1. Mikroorganizmi

Za potrebe rada koriStena su Cetiri soja patogenih mikroorganizama Streptococcus mutans
DSM 20523, Streptococcus intermedius DSM 20573, Streptococcus sanguinis DSM 20068 te
Candida albicans 8. Svi navedeni sojevi mikroorganizama pohranjeni su u Zbirci
mikroorganizama Laboratorija za opcu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica, Zavoda za

biokemijsko inzenjerstvo, Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta, SveudiliSta u Zagrebu.

3.1.2. Podloge za uzgoj mikroorganizama

Za uzgoj mikroorganizama: Streptococcus mutans DSM 20523, Streptococcus intermedius
DSM 20573 i Streptococcus sanguinis DSM 20068 koriSten je M-17 bujon (M17-broth; Biolife,
Milano, Italija). Dok je za uzgoj gljivice Candida albicans 8 koriSten sladni bujon (Malt extract
broth; Biolife, Milano, Italija).

3.1.3. Kemikalije

» Folin Ciocalteu reagens (Merck, Darmstadt, Njemacka)
= M-17 bujon (M17-broth; Biolife, Milano, Italija)

»  Salvia officinalis L. (dobavlja¢: SUBAN, Samobor, RH)
» sladni bujon (Malt extract broth; Biolife, Milano, Italija)
= zasi¢ena otopina Na,COs

3.1.4. Aparatura i pribor

» automatske pipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

*= Bunsenov plamenik

» (ita€ mikrotitarskih plocica Sunrise (Tecan, Grédig, Austrija)

= ekstraktor ASE Dionex© 350 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
= polistirenske mikrotitarske plocice (Falcon, Amsterdam, Nizozemska)

= vibromjesa¢ EV-102 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

» 0,22 um filter (Sartorius, Goettingen, Njemacka)



3.2. Metode
3.2.1. Uzgoj mikroorganizama

e Uzgoj bakterijskih sojeva Streptococcus mutans DSM 20523, Streptococcus intermedius
DSM 20573 i Streptococcus sanguinis DSM 20068 proveden je sterilnim nacjepljivanjem
u 5 ml M-17 bujona te inkubacijom u termostatu na 37°C kroz 24 - 48h.

e Uzgoj Candida albicans 8 proveden je sterilnim nacjepljivanjem u 5 ml tekuceg sladnog

bujona te inkubacijom u termostatu na 30°C kroz 24-48 sati.

3.2.2. Vodena ekstrakcija kadulje

Uzorak kadulje (Salvia officinalis L.) ekstrahiran je pomocu vode kao otapala. Ekstrakcija je
provedena u ekstraktoru ASE Dionex© 350 pri temperaturi od 80°C i statickom vremenu
ekstrakcije od 5 minuta. Opisani postupak je ponovljen dva puta odnosno ekstrakcija je

napravljena u 2 ciklusa.

3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola:

Postupak spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola u vodenom ekstraktu kadulje
napravljen je na sljedeci nacin: U staklenu epruvetu otpipetirano je redom 100 pL ekstrakta,
200 pL Folin Ciocalteu reagensa i na kraju 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute dodan je 1
mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata te je sve zajedno promijeSano. Uzorci su potom
termostatirani u kupelji od rotavapora kroz 25 minuta na temperaturi od 50°C. Nakon toga
izmjerena je apsorbancija odnosno opticka gustoéa otopine pri valnoj duljini od 765 nm. Na
isti je nacin pripremljena i slijepa proba kod koje je, umjesto ekstrakta, dodano otapalo za
ekstrakciju odnosno destilirana voda (Shortle i sur., 2014). Koncentracija ukupnih fenola

izraCunava se prema jednadzbi bazdarnog pravca [1].

Y (apsorbancija pri 765 nm)= 0,0035 x X (koncentracija galne kiseline u mg/L) [1]
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3.2.4. Odredivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakta kadulje turbidimetrijskom metodom

Testirane su 4 koncentracije ukupnih fenola (20 mg/ml, 80 mg/ml, 200 mg/ml i 300 mg/ml)
vodenog ekstrakta kadulje na 4 soja patogena: Streptococcus mutans DSM 20523,
Streptococcus intermedius DSM 20573, Streptococcus sanguinis DSM 20068 te Candida
albicans 8. Vodeni ekstrakt kadulje je prije postavljanja pokusa filtriran kroz 0,22 pm filtere

(Sartorius) kako bi se uklonila eventualna kontaminacija.

Za odredivanje antimikrobne aktivnosti prema patogenima roda Streptococcus u jazice
mikrotitarske plocice dodano je 160 yL medija za uzgoj patogena, 80 UL vodenog ekstrakta
kadulje (razrijedeni ekstrakti pripravljeni su kako bi raspon koncentracija odgovarao ukupnom

volumenu jazice) i 10 pL suspenzije prethodno uzgojenih patogena.

Za odredivanje antimikrobne aktivnosti prema Candida albicans 8 u jaZice mikrotitarske
plocice dodano je 160 pL medija za uzgoj patogena, 80 pL vodenog ekstrakta kadulje. Kontrole
su Cinili uzorci pripravljeni bez dodatka ekstrakta kadulje tj. zamijenjeni sterilnom vodom koja
je otapalo ekstrakta kadulje, a slijepe probe su bili uzorci bez dodanih mikroorganizama.
Postavljena mikrotitarska plo¢a s uzorcima inkubirana je na 37°C kroz 48h, te je mjerena
apsorbancija pri valnoj duljini od 620 nm pomocu ¢itaca mikrotitarskih plocica (Sunrise, Tecan)

u vremenskim intervalima 0 h, 4h, 24h i 48h.

Postotak inhibicije rasta patogena izracunao se prema jednadzbi [2].

%inhb = (1 __ Al (apsorbancija uzorka) ) %100 [2]

A0 (apsorbancija kontrole)
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Provedena je vodena ekstrakcija kadulje i dobiven je ekstrakt kojem je spektrofotometrijski
odredena ukupna koncentracija fenola koja je iznosila 497,79 mg/L. Proveden je uzgoj Cestih
dentalnih patogena: Streptococcus mutans DSM 20523, Streptococcus intermedius DSM
20573, Streptococcus sanguinis DSM 20068 i Candida albicans 8. Odredena je ukupna
antimikrobna aktivnost razli¢itih koncentracija vodenog ekstrakta kadulije (20 mg/ml, 80
mg/ml, 200 mg/ml i 300 mg/ml) na rast spomenutih dentalnih patogena. Rezultati inhibicije
razliCitih koncentracija ekstrakta kadulje na Streptococcus intermedius DSM 20573 prikazan je
na slici 1. Rezultati ukazuju da je doSlo do inhibicije rasta tijekom 48h uzgoja koja je u 48. satu
bila izmedu 53,11% i 67,54%. Ovisnost koncentracije ekstrakta kadulje o inhibiciji kod ovog
mikroorganizma prema dobivenim rezultatima nije linearna. Rezultati inhibicije Streptococcus
mutans DSM 20523 prikazani su na slici 2. Inhibicija je najveca pri najviSoj koncentraciji
polifenola od 300 mg/ml i iznosi 49,72% u 48h mijerenja. Znacajna inhibicija je i pri
koncentraciji od 200 mg/ml i iznosila je 27,08%. Ostale, nize koncentracije nisu znacajno
inhibirale rast ovog soja. Slika 3. prikazuje stupanj inhibicije rasta dentalnog patogena
Streptococcus sanguinis DSM 20068 u prisutnosti vodenog ekstrakta kadulje. Rezultati
prikazuju da je inhibicija ovisna o koncentraciji polifenola i znacajna inhibicija je prikazana kod
najvisSe koncentracije polifenola od 300 mg/ml, dok je pri najnizoj koncentraciji suprotno
inhibiciji prikazan i porast broja patogena Sto sugerira da u odsutnosti inhibicije ¢ak moze doci
i do stimulacije rasta testiranog patogena. Inhibicija rasta Candida albicans 8 prikazana je na
slici 4. 1z rezultata je vidljivo da je inhibicija ovisna o koncentraciji ukupnih polifenola pa je pri
najvecoj koncentraciji inhibicija maksimalna i u 48h iznosi 85.07%, dok pri najnizoj

koncentraciji od 20 mg/ml inhibicija nije zabiljezena.
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Slika 1. Krivulja rasta dentalnog patogena Streptococcus intermedius DSM 20573 u

prisutnosti razli¢itih koncentracija vodenog ekstrakta kadulje.
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Slika 2. Krivulja rasta dentalnog patogena Streptococcus mutans DSM 20523 u prisutnosti

razliCitih koncentracija vodenog ekstrakta kadulje.
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Slika 3. Krivulja rasta dentalnog patogena Streptococcus sanguinis DSM 20068 u prisutnosti

razliCitih koncentracija vodenog ekstrakta kadulje.
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Slika 4. Krivulja rasta dentalnog patogena Candida albicans 8 u prisutnosti razliCitih

koncentracija vodenog ekstrakta kadulje.
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Uspjesno je provedena vodena ekstrakcija polifenola iz kadulje te se koriStenjem vodenog
ekstrakta osiguralo uklanjanje antimikrobne aktivnosti organskih otapala Sto je omogudilo
mjerenje antimikrobne aktivnosti prirodno prisutnih spojeva bez interferenata. Dobiveni
rezultati ukazuju na inhibitorni potencijal vodenog ekstrakta kadulje na dentalne streptokoke i
Candidu albicans. Rezultati se mogu usporediti s rezultatima Mitié-Culafic i sur. (2005) koji su
demonstrirali izrazenu antimikrobnu aktivnost hlapljivih komponenata dobivenih iz kadulje na
S. mutans te smatraju da ulje kadulje ili frakcije od kojih se sastoji imaju potencijal u primjeni
kontrole kontaminacije hrane. Takoder, istrazivanje Beheshti-Rouy i sur. (2015) potvrduje
takvu aktivnost na humanim ispitanicima gdje je koriStena vodica za usta koja je sadrzavala
ekstrakt kadulje te je znacajno inhibirala uzrocnika karijesa S. mutans. Studije antimikrobnog
potencijala roda Sa/via ukazuju na veliku varijabilnost, ovisno o osjetljivosti mikroorganizama
i ucinkovitosti ispitivanih spojeva. S. officinalis ima visok udio esencijalnih ulja, a znacajno
zastupljeni hlapljivi monoterpenoidi imaju dokazanu antibakterijsku aktivnost (Nadir i sur.,
2013). Dosadasnija istrazivanja su demonstrirala vecu osjetljivost Gram pozitivnih bakterija na
prisutna esencijalna ulja kadulje (Kamatou i sur., 2005) Sto ukazuje da je grada stanicne
membrane povezana s mehanizmima antimikrobne aktivnosti. Istrazivanja biljnih ekstrakta
koja povezuju antimikrobnu aktivnost na streptokoke i Candidu albicans proveli su Jebashree
i sur. (2011) te pokazali antimikrobnu aktivnost ekstrakta biljaka P. guajava i M. elengi na
navedene patogene. Istrazivana aktivnost ovisila je o koriStenom otapalu. Utjecaj otapala je
vrlo vazan faktor kod proucavanja inhibitorne aktivnosti na mikroorganizme jer znacajno utjece
na mikrobnu fiziologiju te otezava proucavanje testiranih komponenata jer je u ponekim
sluc¢ajevima nemoguce iskljuciti utjecaj otapala ¢ak niti koriStenjem kontrolnog uzorka. Iz
navedenih razloga u ovom radu koristen je vodeni ekstrakt kadulje stoga je kao kontrola
koristena voda koja je omogucila promatranje utjecaja ekstrakta kadulje bez interferencije
otapala. Rezultati ovog rada ukazuju da je kod vedine ispitivanih mikroorganizama inhibicija
ovisila o koncentraciji ukupnih polifenola u ekstraktu, no s obzirom na iznimku otvorena je
mogucnost kompleksnijih utjecaja. Obzirom na nedostatak literature o utjecaju vodenog
ekstrakta kadulje na dentalne patogene nije moguce procijeniti mehanizam djelovanja na
mikroorganizme kao ni pretpostaviti sli¢cnosti u tom mehanizmu koje bi jednoznacno objasnile
djelovanje na streptokoke i funge koriStene u ovom radu. Takoder, potrebne su dodatne
analize dobivenog ekstrakta polifenola kako bi se grupirale i odvojile komponente Sto bi vodilo
ponavljanju eksperimenata sa standardnim otopinama detektiranih spojeva te boljem
razumijevanju mehanizma djelovanja na patogene mikroorganizme. Obzirom na navedeno i
prethodna istrazivanja moze se zakljuciti da Salvia officinalis L. ima potencijal u suzbijanju
dentalnih patogena te su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se mehanisticki razumijele

interakcije prisutnih komponenti i mikroorganizama uzrocnika dentalnih oboljenja.
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5. ZAKLJUCAK

1.

Uspjesno je provedena vodena ekstrakcija ukupnih polifenola iz kadulje Salvia officinalis
L. te su testirane razli¢ite koncentracije vodenog ekstrakta na rast Cetiri dentalna
patogena: Streptococcus mutans DSM 20523, Streptococcus sanguinis DSM 20068,
Streptococcus intermedius DSM 20573 te Candida albicans 8.

Vodeni ekstrakt kadulje Salvia officinalis L. ima inhibitorni utjecaj na rast svih ispitivanih
mikrorganizama.

Kod soja Streptococcus intermedius DSM 20573 najvedi stupanj inhibicije je nakon 48
sati rasta pri koncentraciji vodenog ekstrakta kadulje od 20 mg/ml i iznosi 67,54%.
Stupanj inhibicije od 49,72% zabiljezen nakon 48 sati rasta u prisutnosti 300 mg/ml
vodenog ekstrakta kadulje je kod dentalnog patogena Streptococcus mutans DSM
20523.

Koncentracija vodenog ekstrakta kadulje od 300 mg/ml najbolja je u suzbijanju rasta
patogena Streptococcus sanguinis DSM. Stupanj inhibicije rasta kod 48 sati rasta i
navedenoj koncentraciji ekstrakta iznosi 43,77%.

Koncentracija vodenog ekstrakta kadulje od 300 mg/ml, nakon 48 sati rasta pokazuje

najveci stupanj inhibicije rasta patogena Candida albicans 8 i iznosi 85,07%.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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