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1. UVOD

Posljednjih desetlje¢a znanstvena se zajednica okrenula razvijanju zelenih tehnologija
koje ¢e imati manje Stetan ucinak na okoliS od dosad koriStenih tehnologija. Poticanje
koriStenja bezopasnih medija, nove ekoloski prihvatljive metode solubilizacije, blazi reakcijski
uvjeti samo su neki od principa koji se zagovaraju u kontekstu zelene kemije, a mozda jedan
od najvaznijih principa jest razvoj novih zelenih otapala (Dai i sur., 2013). Kao jedna od novih,
zelenih otapala isticu se eutekticka otapala (DES, eng. Deep Eutectic Solvents) koja su
definirana kao smjese dvaju ili viSe spojeva Cijim mijeSanjem se dobije otapalo s nizom tockom
taliSta nego Sto je imaju pojedine komponente koje ga sacinjavaju, a eutekticka otapala
odlikuju se svojom jednostavnhom pripremom, niskim troSkovima proizvodnje, velikom
mogucénos¢u upotrebe te biorazgradivoscu (Silva i sur., 2019).

S obzirom na veliku incidenciju infekcija kod ljudi i na porast antimikrobne rezistencije,
naglasak se stavlja na pronalazenje alternativnih lijekova koji bi pomogli u sprjeCavanju
infekcija ili se pak nastoji poboljSati postojece formulacije. Nadalje, joS neki od problema s
kojima se susreée farmaceutska industrija su vrlo ¢esto smanjena farmakokineticka svojstva
koristenih antimikrobnih sredstava Sto se ocituje u slaboj topljivosti djelatne tvari lijeka, slaboj
apsorpciji i permeabilnosti. Eutekticka otapala su se pokazala kao dobra alternativa za
prevladavanje nedostataka postojecih lijekova, uglavnom u pogledu bioraspoloZivosti, te se
mogu pripraviti s djelatnom tvari lijeka kao jednom od komponenti, sto se onda naziva
terapeutsko eutekticko otapalo (THEDES, eng. Therapeutic Deep Eutectic Solvents), ili mogu
posluziti kao sustav za isporuku lijeka otapajuéi pritom tesko topljivu djelatnu tvar (Santos i
Duarte, 2021).

Cinjenica da postoji nebrojeno mnogo spojeva koji bi mogli tvoriti eutekticke smjese,
Cak se pretpostavlja da postoji 10° razli¢itih kombinacija, Cini ta otapala vrlo svestranima i
fleksibilnima te otvara moguénosti primjene u mnogim znanstvenim podrucjima, ali to izmedu
ostalog i znaci da dosad nije istrazen veliki broj eutektickih otapala (Silva i sur., 2019). Stoga
je cilj ovog rada bio ispitati antimikrobni utjecaj komponenti koje sacinjavaju THEDES te
antimikrobni utjecaj samog THEDES-a na neke od najces¢ih humanih patogena: dvije gram-
negativne bakterije (Escherichia coli 3014 i Pseudomonas aeruginosa 3024), gram-pozitivhu
bakteriju Staphylococcus aureus 3048 te kvasac Candida albicans 86. Odredivanje
antimikrobne aktivnosti terapeutskih eutektickih otapala provedeno je disk-difuzijskom

metodom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Terapeutska eutekticka otapala

Eutekticka otapala su smjese dvaju ili viSe spojeva koji su inace pri sobnoj temperaturi
u ¢vrstom agregatnom stanju, ali njihovom kombinacijom najcesée nastaje otapalo koje je
tekucina pri sobnoj temperaturi jer je dosSlo do zna¢ajnog smanjenja talista (Aroso i sur., 2016).
Ta pojava smanjenja vrijednosti tocke taliSta (koja se moze predvidjeti na temelju poznatih
entalpija taljenja pojedinih spojeva) objasnjava se formiranjem vodikovih mostova izmedu
spojeva, a klju¢ne su jos i van der Waalsove sile te elektrostatske interakcije (Silva i sur.,
2019).

Termin NADES (eng. Natural Deep Eutectic Solvents) skovali su Choi i sur. (2011), a
opisuje kategoriju eutektickih otapala koja se sastoje od primarnih metabolita poput organskih
kiselina, aminokiselina, Secera, poliola te derivata kolina. Takoder jedna od sastavnica
prirodnih eutektickih otapala moZze biti i voda. (El Achkar i sur., 2021).

Prije nekoliko desetljeca opisana je uporaba eutekti¢kih smjesa za terapijske primjene
u vidu transdermalne primjene anestetika i protuupalnih lijekova (Evers i sur., 1985; Santos i
Duarte, 2021). Nesto kasnije, Stott i sur. (1998) opazili su kako bi ibuprofen mogao stvarati
eutekticke smjese s razliCitim terpenima, pritom poboljSavaju¢i permeaciju, topljivost i
apsorpciju djelatne tvari lijeka (Santos i Duarte, 2021). Aroso i sur. (2016) takva su otapala
nazvali terapeutskim eutektickim otapalima jer je rijeC o eutektickim otapalima kojima djelatna
tvar lijeka (API, eng. Active Pharmaceutical Ingredient) predstavlja jednu od komponenti.

S obzirom da su eutekticka otapala vrlo cesto u tekuéem stanju pri sobnoj temperaturi,
pokazala su se kao bolja otapala za neke slabo topljive ili netopljive djelatne tvari. Stoga
njihova primjena u terapijske svrhe moze omoguditi unaprjedenje i poboljSanje formulacija te
prevladavanje teskoca u primjeni polimorfnih lijekova. Polimorfizam je sposobnost tvari da
postoji u kristalnom matriksu u dva ili viSe kristalnih oblika s razli¢itim rasporedima ili
konformacijama molekula, a upravo to problem je kristalnih djelatnih tvari lijeka koji se u
farmaceutskoj industriji najvise koriste za formulaciju lijekova. Medutim, pogodna svojstva
kojima se isti¢u eutekticke smjese, poput niskog talista, niske toksi¢nosti, visoke stabilnosti i
tekuceg oblika omogucuje njihovu primjenu u cilju poboljSanja bioraspolozivosti i
farmakokinetike dovodedi do ucinkovitije apsorpcije, visoke biokompatibilnosti, visoke
permeabilnosti i topljivosti te niske toksi¢nosti. Uporaba eutektickih otapala moZe osigurati
nove formulacije ili pak poboljSane formulacije bez modificiranja djelatne tvari lijeka (Santos i
Duarte, 2021).



2.2. Djelatne tvari lijeka (API)

Lijekovi se prema sustavu klasifikacije biofarmaceutika (BCS, eng. Biofarmaceutics
Classification System) mogu podijeliti u 4 grupe na temelju njihove topljivosti u vodi u

odredenim dozama pri trima relevantnim pH vrijednostima i permeabilnosti (slika 1.) (Breda i
sur., 2009).

Razred I

Visoka topljivost
Visoka permeabinost

Razred I1
Niska topljivost
Visoka permeabinost

Permeabilnost

Topljivost

Razred III
Niska topljivost
Visoka permeabiinost

Razred IV
Niska toplhjivost
Niska permeabinost

Slika 1. Sustav klasifikacije biofarmaceutika (Duarte i sur., 2017)

Cesto se zbog niske topljivosti i/ili permeabilnosti lijekova, pacijentima moraju davati vece doze

lijeka no Sto je to stvarno potrebno, Sto moze biti toksi¢no i uzrokovati ozbiljne nuspojave
(Duarte i sur., 2017).

2.2.1. Klotrimazol

Klotrimazol je antifungalni agens (antimikotik), sintetski derivat imidazola (slika 2), sa
Sirokim spektrom djelovanja, molarne mase 344,8 g/mol. Inhibirajuce djeluje na biosintezu

sterola, posebice ergosterola koji je kljucni sastojak stanicne membrane funga, uzrokujuéi



promjenu permeabilnosti stanicne membrane Sto u konacnici dovodi do lize stanica (NCBI,
2021a).

Prema sustavu klasifikacije biofarmaceutika klotrimazol spada u razred II zbog svog
lipofilnog karaktera i niske topljivosti u vodi unato¢ dobroj permeabilnosti (Grimling i sur.,
2016).

U Sirokoj je uporabi u lijeCenju kandidijaza, gljivi¢nih infekcija uzrokovanih kvascima iz
roda Candida, pri emu lokalna, topikalna primjena lijeka ima prednost nad oralnom primjenom
lijeka, premda topikalni pripravci pokazuju losu dermalnu biodostupnost zbog slabog
prodiranja u stratum corneum, vanjski sloj epiderme (Bolla i sur., 2019).

i e
i b i S

Slika 2. Kemijska struktura klotrimazola (NCBI, 2021a)

2.2.2, Ciprofloksacin

Ciprofloksacin (slika 3) je sintetski flouorokinolonski antibiotik Sirokog spektra
djelovanja Cija molekulska masa iznosi 331,34 g/mol (NCBI, 2021b). Mehanizam djelovanja
ukljucuje vezanje na bakterijsku DNA girazu, enzim koji je sudjeluje u replikaciji DNA, Sto
uzrokuje inhibiciju enzima i posljedicno ometa replikaciju DNA. Pokazuje antibiotsku aktivnost
prema mnogim mikroorganizmima poput Pseudomonas aeruginosa, vrstama iz obitelji
Enterobacteriaceae te gram-pozitivnim stafilokokima, premda je zabiljezena pojacana
aktivnost prema gram-negativnim bakterijama u odnosu na gram-pozitivhe bakterije (Davis i
sur., 1996, NCBI, 2021b).

Primjenjuje se u obliku ciprofloksacin hidroklorida koji prema BCS klasifikaciji spada u
razred IV Sto oznacava da taj API ima i nisku topljivost i nisku permeabilnost (Breda i sur.,
2009).



Slika 3. Kemijska struktura ciprofloksacina (NCBI, 2021b)

2.3. Test-mikroorganizmi

2.3.1. Escherichia coli

Escherichia coli StapiCasta je, gram-negativha bakterija koja pripada porodici
Enterobacteriaceae (Jang i sur., 2017). E. coli okarakterizirana je kao predominantno
fakultativni anaerob koji pripada ljudskoj crijevnoj flori. Asporogena je, neki sojevi imaju
kapsulu, a vecina sojeva su pokretni. Posjeduje veliku fermentativnu i oksidativhu sposobnost.
Sintetizira laktat, etanol, sukcinat, acetat i CO, u anaerobnim uvjetima (Mati¢, 2009). Naseljava
gastrointestinalni trakt novorodencadi u prvim satima njihova zivota (Nataro i Kaper, 1998).
E.coli i njen ljudski domacin najceS¢e desetlje¢ima koegzistiraju u dobrom zdravlju i uz
obostranu korist. Naime, kljucna je za proces probave te sintezu nekih neophodnih za Zivot
tvari, poput vitamina K. Ovi komenzalni sojevi £. coli rijetko uzrokuju oboljenja, osim u
imunokompromitiranih pojedinaca ili u onih domacina kod kojih je poremeéena normalna
gastrointestinalna barijera, primjerice u slucaju peritonitisa (Kaper i sur., 2004; Mati¢, 2009).

NiSu komenzalskog soja Cini mukozni sloj debelog crijeva sisavaca. E. coli kao vrlo
uspjesan konkurent je najzastupljeniji fakultativni anaerob u ljudskoj crijevnoj mikroflori. Iako
mehanizmi pomoc¢u kojih osigurava ovu povoljnu simbiozu nisu do kraja objasnjeni, jedna
hipoteza sugerira kako E. coli u€inkovitije iskoriStava glukonat od ostalih vrsta prisutnih u
intestinalnom traktu Sto joj omogucava da zauzme visoko specificnu metabolicku niSu (Kaper
i sur., 2004).



Osim komenzalnih sojeva, postoje i patogeni sojevi (patotipovi) £. coli koji uzrokuju
razna oboljenja u ljudi Sto ima za posljedicu viSe od 2 milijuna smrtnih slucajeva svake godine
(Kaper i sur., 2004). Infekcija patogenim sojevima moze uzrokovati Siroki spektar bolesti koje
mogu zahvacati gastrointestinalni trakt (entericke bolesti i dijareja) ili ekstraintestinalna
podrudja, primjerice urinarni trakt, krvotok (sepsa) te sredisnji zivCani sustav (meningitis)
(Croxen i sur., 2013).

Crijevni patotipovi £. coli mogu se podijeliti u 6 skupina prema svojstvima virulencije i
mehanizmima patogenosti koji uzrokuju gastrointestinalne bolesti, Sto ukljuuje E. coli koja
proizvodi Siga-toksine, enteropatogenu, enterotoksigenu, enteroagregativnu, difuzno
prianjajucu £. colite enteroinvazivne £. colikojima pripadaju Shigella sojevi (Jang i sur., 2017).

2.3.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je sveprisutna gram-negativna, aerobna, Stapicasta bakterija
iz porodice Pseudomonadaceae koja sintetizira nekoliko pigmenata, a karakteristican izgled
kolonija na hranjivoj podlozi uzrokuje plavo-zeleni pigment piocijanin (Sadikot i sur., 2005).
Pokretljivost joj omogucuje jedan bi¢ koji moZe posredovati u pocetnim interakcijama na
povrsini, a za prianjanje na membrane stanica ili druge povrsine odgovorni su brojni pilusi na
povrsini stanice (Driscoll i sur., 2007).

Pseudomonas aeruginosa nalazi se u vodi, biljkama, tlu te u epidermi Zivotinja. U prirodi
se obicno pojavljuje kao plankton koji slobodno pliva u teku¢em mediju ili u obliku biofilma
(Jenny i Kingsbury, 2018). Oblikovanje biofilma proces je u kojem su organizirane zajednice
bakterija zatvorene u matriks izvanstanicnih polimernih tvari (EPS, eng. Extracelular Polymeric
Substances) koje pri¢vrs¢uju mikrobne stanice zajedno za povrsinu. Biofilmovi se smatraju
kljuénim uzrokom 65-80 % mikrobnih infekcija. IzvanstaniCne polimerne supstance se u
najve¢em dijelu sastoje od biomolekula, egzopolisaharida, izvanstanicne DNA te polipeptida
koji zajedno tvore izrazito hidratiziranu polarnu smjesu Sto doprinosi samoj strukturi biofilma
(Rasamiravaka i sur., 2015).

Pseudomonas aeruginosa jedan je od vodecih uzrocnika izvanbolnicki (domicilno) i
bolnicki (nozokomijalno) steCenih infekcija. Neke od izvanbolnickih infekcija koje se mogu
pojaviti ukljucuju periferni ulcerozni keratitis (povezan je s upotrebom kontaktnih leca), upalu
vanjskog uha te infekcije koZe i mekih tkiva. Nozokomijalne infekcije koje uzrokuje P.
aeruginosa su pneumonije, infekcije urinarnog trakta, infekcije krvotoka, infekcije na mjestu

kirurskog zahvata te kozne infekcije na mjestu opeklina (Driscoll i sur., 2007). Dominantni je



uzrocnik morbiditeta i smrtnosti u pacijenata s cisticnom fibrozom ciji abnormalni epitel disnih
puteva omogucuje bakterijama dugotrajnu kolonizaciju pluca (Stover i sur., 2000).

Za uspjeh P. aeruginosa kao oportunistickog patogena kljuéna je velika genetska
fleksibilnost koja je posljedica njenog velikog genoma. Veliki genom takoder omogucuje
metabolicku sposobnost da napreduje u okoliSu koji je negostoljubiv prema vecini ostalih
organizama (Sadikot i sur., 2005). Analiza kompletne sekvence genoma otkrila je neke od
mogucih uzroka genetske svestranosti. A. aeruginosa ima veliku sposobnost transporta,
metaboliziranja i rasta na organskim spojevima, brojne sustave unosa zeljezo-siderofor
kompleksa, povecanu sposobnost izlucivanja spojeva (poput enzima i antibiotika) pomocu
mnogobrojnih sustava efluks pumpi i sustava za izluCivanje proteina. Posjeduje 4 potencijalna
sustava kemotaksije od kojih barem jedan pridonosi sposobnosti stvaranja biofilma. Infekcije
je posebice tesko lijeciti zbog intrinzi¢ne rezistencije bakterije na antibiotike (Stover i sur.,
2000).

2.3.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je fakultativno anaerobna, gram-pozitivha bakterija koja se
pojavljuje u obliku koka. Nepokreta je i asporogena. Okrugle stanice mogu biti samostalne ili
dolaziti u paru ili pak mogu postojati u nakupinama u obliku grozda. Moze rasti u Sirokom
rasponu temperatura (7 °C do 48,5 °C s optimumom od 30 °C do 37°C), pH vrijednosti (4,2
do 9,3, a optimum je izmedu 7 i 7,5) i koncentracija natrijeva klorida (do 15 % NaCl) (Le Loir
i sur., 2003). Kolonije su obicno okrugle, glatke i uzdignute, a mogu biti i pigmentirane (zlatno-
Zute, svijetlo Zute i bijele) (ImSirovi¢ i sur., 2013).

S. aureus je komenzalna bakterija, ali ujedno i humani patogen (Tong i sur., 2015).
Kolonizira 30-35 % ljudske populacije, a Cesto je prisutan u nosnicama te na kozi i dlaci
toplokrvnih Zivotinja (Le Loir i sur., 2003). Od pocetka razvoja mikrobiologije, S. aureus
prepoznat je kao vazan patogen, odgovoran za brojne infekcije u bolnickom okruzenju, ali i u
opcoj populaciji. Infekcije zapocinju tako da mikroorganizam ude kroz mikrotraumu koze ili
sluznice gdje moze uzrokovati lokalnu infekciju ili se pak moZe proSiriti u udaljene organe i
uzrokovati po Zivot opasne invazivne infekcije poput bakterijemije, pneumonije ili
osteomijelitisa (Monaco i sur., 2017).

Uspjeh S. aureus u koloniziranju i patogenosti uvelike lezi u njegovoj sposobnosti
prilagodavanja razli¢itim okoliSima zahvaljujuéi stjecanju nove DNA putem horizontalnog

transfera gena (Monaco i sur., 2017).



Konzumacijom namirnica kontaminiranih sa S. aureus moze doci do trovanja hranom
jer neki izolati S. aureus proizvode stafilokokne enterotoksine (SE) (Jorgensen i sur., 2005).
Stafilokokni enterotoksini su bakterijski proteini koji su pirogeni i osim trovanja hranom mogu
biti uzrocnici sindroma toksi¢nog Soka (Pinchuk i sur., 2010).

2.3.4. Candida albicans

Candida albicans se obicno pojavljuje kod mnogih toplokrvnih Zivotinja kao benigni
komenzal, dok kod ljudi uglavnom nastanjuje kozu i povrsinu sluznice pritom ne nanoseci Stetu
(Sorgo i sur., 2010). Medutim, uslijed bilo kakvog poremecaja u okolini (npr. promjene pH ili
sadrzaja nutrijenata) ili u uvjetima imunosne supresije, moze brzo postati patogen i uzrokovati
razne infekcije. Zapravo, C. albicans jedan je od najcesScih uzrocnika nozokomijalnih infekcija
(Tsui i sur., 2016; Nobile i Johnson, 2015). Dvije su vrste infekcija koje moze uzrokovati:
povrsinske infekcije, poput oralne i vaginalne kandidijaze te zivotno ugrozZavajuce sistemske
infekcije (Mayer i sur., 2013). Vulvovaginalne kandidijaze ucestale su i mogu se pojaviti kod
75 % zena barem jednom u zivotu, dok se kod malog udjela zena (5-10 %) epizode kroni¢no
ponavljaju Sto negativno utjeCe na kvalitetu zivota (Sudbery, 2011). Infekcije Candidom
posebno su opasne kod imunokompromitiranih pojedinaca (koji imaju AIDS ili primaju
antikancerogene ili imunosupresivne terapije) te kod zdravih ljudi koji imaju ugradene
medicinske uredaje (Nobile i Johnson, 2015).

C. albicans je polimorfni kvasac koji moze rasti u obliku jajolikih stanica kvasca ili
izduzenih elipsoidnih pseudohifa ili pak poput pravih hifa (Mayer i sur., 2013). Sposobnost
promjene rasta iz oblika kvasca u rast u obliku hifa jedan je od glavnih faktora virulencije. Na
modelu misje sistemske infekcije pokazano je da gubitak te sposobnosti dovodi do gubitka
virulencije (Sorgo i sur., 2010). Jos jedno svojstvo koje je kljucno za patogenost C. albicans
sposobnost je stvaranja biofilma na domacinu ili abiotickim povrSinama poput medicinskih
uredaja Sto dovodi do velikog morbiditeta i smrtnosti. Zbog robusne strukture biofilma,
omoguceno je stabilno okruzenje u kojem mogu tolerirati ekstremno visoke koncentracije

antimikrobnih sredstava (Tsui i sur., 2016).



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizmi

Za ispitivanje antimikrobnog djelovanja terapeutskih eutektickih otapala koristena su
Cetiri test-mikroorganizma, od kojih jedan kvasac te tri bakterije. KoriStene bakterijske vrste
Escherichia coli 3014, Pseudomonas aeruginosa 3024, Staphylococcus aureus 3048 te kvasac
Candida albicans 86 Cuvaju se u Zbirci mikroorganizama Laboratorija za Op¢u mikrobiologiju i
mikrobiologiju namirnica, Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo, Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu. Bakterijske kulture Cuvaju se u hranjivom bujonu s 30 % (v/v)

glicerola, a kultura kvasca u sladovini s 30 % (v/v) glicerola na -20 °C.

3.1.2. Hranjive podloge

Za uzgoj bakterija Escherichia coli 3014, Pseudomonas aeruginosa 3024,
Staphylococcus aureus 3048 koristen je hranjivi bujon, dok je za pracenje antimikrobnog
utjecaja ispitivanih tvari prema navedenim bakterijama koristen hranjivi agar. Podloge se
pripremaju iz dehidratiranih podloga u prahu suspendiranjem u 1000 mL destilirane vode te

se nakon otapanja steriliziraju u autoklavu na 121 °C kroz 15 minuta.

Sastav hranjivog bujona:
e mesni ekstrakt (3 g/L)
e pepton (5 g/L)
e pH6,5

Sastav hranjivog agara:
e mesni ekstrakt (3 g/L)
 pepton (5g/L)
e agar (154g/L)
e pH6,5



antimikrobnog utjecaja ispitivanih tvari prema navedenom kvascu koristen sladni agar.

Za uzgoj kvasca Candida albicans 86 koristena je sladovina dok je za pracenje

Sladovina sastava:

sladni ekstrakt (praskasti, 20 g/L)
glukoza (20 g/L)

pepton (6 g/L)

pH 5,5.

Sladni agar sastava:

sladni ekstrakt (prasasti, 20 g/L)
glukoza (20 g/L)

agar (15 g/L)

pepton (6 g/L)

pH 5,5

3.1.3. Pribor i aparatura

U eksperimentalnom radu koristen je sljededi laboratorijski pribor i aparatura:

Epruvete (16 x 160 mm)

Safe-lock tube (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
Petrijeve zdjelice (g 10 cm)

Stapi¢i po Drigalskom

Histoloska pinceta

Diskovi od filter papira (g 6 mm) (Macherey-Nagel GmbH, Njemacka)
Bunsenov plamenik

Pipetman 1000 pL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
Vibromikser Vortex V-1 plus (Biosan, Latvija)

Brojac kolonija (BZG30) WTW-Weilheim

Termostati (Sutjeska, Beograd)

Autoklav (Sutjeska, Beograd)

Stalci za epruvete

Stalci za kivete

Ravnalo
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3.1.4. Kemikalije

e Etanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e Hranjivi bujon i hranjivi agar (Biolife, Milan, Italija)

¢ Sladni bujon i sladni agar (Biolife, Milan, Italija)

e Timol (Sigma, St. Louis, MO, SAD)

e Oktanska kiselina (Sigma, St. Louis, MO, SAD)

e Ciprofloksacin (Sigma, St. Louis, MO, SAD)

e Klotrimazol (Carlo Erba Reagents, Barcelona, Spanjolska)
e DMSO (Sigma, St. Louis, MO, SAD)

3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj mikroorganizama

Koristeni test-mikroorganizmi ¢uvaju se na temperaturi -20 °C u hranjivom bujonu,
odnosno sladovini uz dodatak 30% (v/v) glicerola. Da bi se mogle koristiti, bakterijske vrste je
prethodno potrebno revitalizirati u hranjivom bujonu, a kvasac u sladovini, na odgovarajué¢im
temperaturama. Stoga su kulture prekonoc¢no inkubirane u termostatu na optimalnim
temperaturama rasta, bakterijske vrste na 37 °C, a kvasac C. albicans 86 na 28 °C

te su koriStene za odredivanje antimikrobne aktivnosti.

3.2.2. Neizravno odredivanje broja Zivih stanica bakterija

Radi procjene zivih i/ili infektivnih mikroorganizama u nekom materijalu/uzorku odreduje se
broj Zivih stanica uz pretpostavku da Ce iz svake Zive stanice porasti jedna kolonija. Broj zivih
stanica odreden je neizravhom metodom pripremom decimalnih razrjedenja u omjeru 1:10
(slika 4). Nakon inkubacije iz suspenzija bakterija/kvasca nacinjene su serije decimalnih
razrjedenja i po 0,1 mL odredenog razrjedenja otpipetiran je na ¢vrstu hranjivu podlogu u
Petrijevoj zdjelici. Kolonije mikroorganizama koje su porasle na ¢vrstoj hranjivoj podlozi
predstavljale su stvaran broj zivih stanica, a dobivene vrijednosti izrazene su kao CFU
vrijednost (CFU, eng. Colony Forming Units) i iznosile su 107-108 CFU/mL.
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imL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

10~ 102 103 L10-‘ 10~% 106
Pocetna 9mL 9mL 9mL 9mL | 9mL 9mL
suspenzija 0.imL] 0.1mL] 0.1mL

stanica

Slika 4. Priprava serije decimalnih razrjedenja
(Biocyclopedia, 2021)

3.2.3. Priprema otopina NADES-a i THEDES-a

Za pripremu NADES-a, u ovom radu je korisStena metoda zagrijavanja u molarnim
omjerima 1:1, timola i oktanske kiseline.

Za pripreme THEDES-a, 420 mg derivata ciprofloksacina je otopljeno u mililitru
odgovaraju¢eg NADES-u dok je 153 mg klotrimazola otopljeno u mililitru odgovarajuceg
NADES-a. Obje smjese su mijeSane u termobloku na 25 °C tijekom 24 sati. Kako bi se dobile
Zeljene koncentracije THEDES-a, isti su razrjedivani s 10% DMSO-a.

Formulacije NADES-a i THEDES-a pripremljene su i pohranjene u Laboratoriju za
tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije, Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo,

Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu.

3.2.4. Odredivanje antimikrobne aktivnosti ispitivanih tvari disk-difuzijskom

metodom

Princip odredivanja antimikrobne aktivnosti disk difuzijskom metodom temelji se na
postavljanju diskova od filter papira (promjera 6 mm), koji su natopljeni s ispitivanim spojem
u zeljenoj koncentraciji, na povrsSinu Cvrste hranjive podloge u Petrijevoj zdjelici koja je

prethodno inokulirana s odredenim volumenom suspenzije (100 pL) testnog mikroorganizma.
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Petrijeve zdjelice potom se inkubiraju u termostatu na odgovarajuéim temperaturama. Tvar
Cija se antimikrobna aktivnost ispituje, polako difundira iz diska u agar, pritom inhibirajuci rast
test-mikroorganizma te se formira tzv. zona inhibicije, odnosno svjetlije podrucje gdje nema
rasta mikroorganizma. Mjeri se promjer zone inhibicije (mm) koji je proporcionalan osjetljivosti
test-mikroorganizma na ispitivani spoj (Balouiri i sur., 2016).

Pokus odredivanja antimikrobnog djelovanja ispitivanih terapeutskih eutektickih
otapala i njihovih komponenti zapo¢ne nacjepljivanjem 0,1 mL suspenzije pojedine kulutre
mikroorganizma na povrsinu hranjivog agara (bakterije), odnosno sladnog agara (Candida
albicans 86) u Petrijevim zdjelicama, pritom radec¢i u asepti¢nim uvjetima. Nacijepljena
suspenzija mikroorganizma se potom ravnomjerno razmaze po povrsini hranjive podloge
Stapicem po Drigalskom. Kada se suspenzija upije u hranjivu podlogu, pincetom se filter diskovi
prethodno umoceni u odgovarajuce otapalo odredene koncentracije postave na obiljezena
mjesta na hranjivu podlogu.

Antimikrobna aktivnost komponenti koje tvore THEDES te samog THEDES-a prema
bakterijama ispitivana je u tri koncentracije: 0,1; 0,5 i 1 mg/mL, dok su za ispitivanje
antimikrobne aktivnosti prema C. albicans 86 testirane tri koncentracije: 5, 10 i 25 mg/mL.
Svaka ispitivana tvar, tj. svaka ispitivana koncentracija odredene tvari se na povrsinu Cvrste
hranjive podloge stavlja u tri paralele. Kontrolne uzorke tijekom ispitivanja antimikrobnih
svojstava THEDES-a prema bakterijama Cinili su filter diskovi umoceni u destiliranu vodu. Za
ispitivanje antimikrobne aktivhosti THEDES-a prema C albicans 86 filter diskovi koji su
predstavljali kontrolne uzorke, umoceni su u otopinu dimetilsulfoksida (DMSO) jer klotrimazol
nije topljiv u vodi. Nakon postavljanja pokusa, Petrijeve zdjelice s uzorcima bakterijskih vrsta
su stavljene na inkubaciju u termostat na 37 °C kroz 24h, dok su Petrijeve zdjelice s uzorcima
kvasca C. albicans 86 stavljene na inkubaciju tijekom 48 h pri 28 °C. Nakon inkubacije

ravnalom su izmjereni promjeri zona inhibicije oko diskova (slika 5).
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Slika 5. Zone inhibicije rasta, na ¢vrstim podlogama u Petrijevim zdjelicama, C. albicans 86
(gornja slika) i S. aureus 3048 (donja slika) (vlastita fotografija).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu ispitivan je antimikrobni utjecaj THEDES-a te njegovih komponenti na
neke od najcescih patogena disk difuzijskom metodom mjerenjem promjera zona inhibicije
na ¢vrstim podlogama u Petrijevim zdjelicama. Dvije gram-negativne bakterije (Escherichia
coli 3014 i Pseudomonas aeruginosa 3024), jedna gram-pozitivna bakterija
(Staphylococcus aureus 3048) te kvasac Candida albicans 86 koristeni su kao test-
mikroorganizmi jer su upravo oni najceséi uzrocnici infekcija kod ljudi, a ta oboljenja se
mogu lijeciti primjenom antibiotika ili antimikotika. Vrlo Cesto je ta primjena lijekova
popracena poteskoCama u vidu smanjene topljivosti lijeka, smanjene apsorpcije ili
permeabilnosti Sto za posljedicu moze imati potrebu povecanja doze lijeka kako bi se
zadrzala ucinkovitost, a to je nepovoljno za pacijenta. Zato se pristupa otkrivanju novih
otapala za sintezu i primjenu djelatnih tvari lijeka koja ¢e imati poboljSana svojstva u
odnosu na ve¢ postojeCa otapala. Kao jedno od takvih novih otapala isticu se NADES-i
(eng. Natural Deep Eutectic Solvents).

Svi pokusi postavljeni su u tri paralele, a dobivene vrijednosti promjera zone inhibicije
rezultat su mjerenja promijera u sva tri ponavljanja te su izraZzene kao njihova aritmeticka
sredina. Rezultati antimikrobnog djelovanja komponenta NADES-a, samog NADES-a i
THEDES-a prikazani su u tablicama 1-4.

15



Tablica 1. Zone inhibicije rasta C. albicans 86 u prisutnosti THEDES-a te pojedinih komponenti

Ispitivani spoj

Koncentracija
(mg/mL)

Promjer zone

inhibicije (mm)

Oktanska kiselina (Cs)

Timol (Ty)

NADES (Cs:Ty)

THEDES (Cs:Ty:klotrimazol)

1

5

10

25

10

25

10

25

17,33 + 4,93
15,00 + 1,24
34,33 + 0,58
14,67 + 1,15
10,00 + 1,00

30,33 £ 0,58
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Tablica 2. Zone inhibicije rasta S. aureus 3048 u

prisutnosti THEDES-a te pojedinih

komponenti
Ispitivani spoj Koncentracija = Promjer zone inhibicije
(mg/mL) (mm)
0,1 -
Oktanska kiselina (Cs) 0,5 -
1 -
0,1 11,00 + 1,00
Timol (Ty) 0,5 -
1 9,83 + 2,36
0,1 8,50 + 0,50
NADES (Cs:Ty) 0,5 9,50 + 0,00
1 12,67 £ 2,52
0,1 23,00 £ 1,00
THEDES (Cs:Ty:Cip) 0,5 23,33 + 0,58
1 25,00 £ 0,00
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Tablica 3. Zone inhibicije rasta £. coli3014 u prisutnosti THEDES-a te pojedinih komponenti

Ispitivani spoj Koncentracija Promjer zone inhibicije
(mg/mL) (mm)
0,1 -
Oktanska kiselina (Cs) 0,5 -
1 -
0,1 -
Timol (Ty) 0,5 -
1 -
0,1 -
NADES (Cs:Ty) 0,5 7,50 £ 0,71
1 8,67 £ 0,58
0,1 26,33 + 0,58
THEDES (Cs:Ty:Cip) 0,5 26,00 + 1,73
1 25,00 = 1,00
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Tablica 4. Zone inhibicije rasta P. aeruginosa 3024 u prisutnosti THEDES-a te pojedinih

komponenti

Ispitivani spoj

Koncentracija Promjer zone inhibicije

(mg/mL)

(mm)

Oktanska kiselina (Cs)

Timol (Ty)

NADES (Cs:Ty)

THEDES (Cs:Ty:Cip)

0,1

0,1

0,5

0,1

0,5

0,1

0,5

12,00 £ 2,00
14,00 + 2,00
11,33 £ 2,52
23,00 + 1,00
17,33 £ 1,15

19,67 £ 1,53

7,67 £ 0,00

24,67 + 0,58

24,33 + 2,31

26,33 £ 0,58
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Slika 6. Usporedba inhibicije rasta test-mikroorganizama THEDES-om

Rezultati dobiveni metodom disk difuzije pokazuju da C. albicans 86 nije osjetljiva na
prisutnost oktanske kiseline u koncentraciji 1 mg/mL (tablica 1), dok je od bakterijskih vrsta
samo P. aeruginosa 3024 osjetljiva na oktansku kiselinu u koncentracijama 0,1; 0,5i 1 mg/mL
(tablice 2-4) . Ti se rezultati razlikuju od onih koje su iznijeli Silva i sur. (2019), u kojima je
pokazana osjetljivost C. albicans te gram-pozitivnih bakterija na prisutnost masnih kiselina,
dok se gram-negativne bakterije smatraju otpornim na antibakterijsko djelovanje masnih
kiselina zbog sloZenije strukture membrane te je u literaturi opisano kako prisutnost
lipopolisaharida na stanicnoj stijenci gram-negativnih bakterija sprjeCava djelovanje masnih
kiselina.

Nije uoCeno antimikrobno djelovanje timola prema Candida albicans 86 i Escherichia
coli 3014, dok Pseudomonas aeruginosa 3024 te Staphylococcus aureus 3048 pokazuju
osjetljivost na timol (tablica 1-4). Najveca inhibicija rasta P. aeruginosa 3024 uocena je pri
najmanjoj koristenoj koncentraciji timola (0,1 mg/mL), dok timol u koncentraciji 0,1 mg/mL
pokazuje vece inhibitorno djelovanje na S. aureus 3048 nego u koncentraciji 1 mg/mL, a pri
koncentraciji 0,5 mg/mL nije bilo inhibicije rasta te P. aeruginosa 3024 pokazuje vecu
osjetljivost na timol od S. aureus 3048 (tablica 2, 4). Ovi rezultati donekle su slicni onima koje

su izlozili Mathela i sur. (2010) u svom radu u kojem su, izmedu ostalog, ispitivali

20



antibakterijsku aktivnost timola prema gram-pozitivnim bakterijama ukljucujuci S. aureus te
prema gram-negativnoj £. coli. Njihovi su rezultati pokazali da je najosjetljivija ispitivana
bakterija S. aureus, dok je timol pokazao i umjerenu antibakterijsku aktivnost prema E. col
dok u ovim rezultatima nije zabiljezena antibakterijska aktivnost timola prema £. coli.

Antimikrobno djelovanje NADES-a prema S. aureus 3048 povecavalo se s povecanjem
koncentracije, a takav trend ne moZe se uoCiti kod ostalih koriStenih test-mikroorganizama
(tablice 1-4). Najvecu osjetljivost na prisutnost NADES-a pokazao je upravo S. aureus 3048, a
rast £. coli 3014 inhibirao je NADES u koncentracijama od 0,5 mg/mL i 1 mg/mL, dok je rast
P. aeruginosa 3024 bio inhibiran samo s koncentracijom od 0,5 mg/mL (tablica 2-4). £. coli
3014 nije pokazala osjetljivost ni na oktansku kiselinu niti na timol, medutim NADES, tj.
kombinacija oktanske kiseline i timola, inhibirao je rast (tablica 3). Ta se pojava moze pripisati
sinergistickom baktericidnom djelovanju kombinacije srednjelan¢anih masnih kiselina i
etericnih ulja, Sto je opisano u radu Kim i Rhee (2015).

Sve koriStene bakterije pokazale su vecu osjetljivost na THEDES nego na NADES
(tablice 2-4) Sto moZe oznacavati postojanje sinergistickog efekta izmedu antibiotika
ciprofloksacina i NADES-a (oktanske kiseline i timola). S obzirom da je kod C. albicans 86
uocena veca osjetljivost na NADES nego na THEDES (tablica 1), tu u pitanju moze biti blagi
antagonisticki efekt izmedu klotrimazola i NADES-a. Najveca inhibicija rasta C. albicans 86
zabiljeZena je u prisutnosti 25 mg/mL NADES-a i iznosila je 34,33 mm (tablica 1). Najvedi
promjer zone inhibicije rasta kod bakterija zabiljeZen je pri koncentraciji 0,1 mg/mL THEDES-
a kod E. coli 3014 te pri koncentraciji 1 mg/mL THEDES-a kod P. aeruginosa 3024, a iznosi
26,33 mm (tablica 3, 4).

Pri usporedbi inhibicije rasta test-mikroorganizama THEDES-om (slika 6) moze se
zakljuciti kako je, medu koriStenim bakterijama, THEDES uzrokovao najmanju inhibiciju rasta
kod S. aureus 3048 jer su zabiljeZzeni najmanji promijeri zona inhibicije rasta, dok je kod C
albicans 68 najveca inhibicija rasta uzrokovana najve¢om ispitivanom koncentracijom THEDES-
a (25 mg/mL).

Disk difuzijska metoda je jednostavna, jeftina i brza, Ciji se rezultati jednostavno
interpretiraju, ali nije pogodna za odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije tvari (MIC,
eng. Minimum Inhibitory Concetration) niti za razlikovanje spojeva s mikrobiostatskim
djelovanjem od spojeva s mikrobiocidnim djelovanjem (Balouiri, 2016). Isto tako, Sirina zone
inhibicije nije pokazatelj stupnja djelotvornosti kemijskog agensa, jer, osim osjetljivosti
mikroorganizma na kemijski agens i interakcije istrazivanog spoja s mikroorganizmom, utjece
i Citav niz drugih faktora. Tako sastav i debljina hranjive podloge mogu utjecati na zonu

inhibicije. Sastav mineralnih tvari, koji moze varirati u podlogama, moZze utjecati na aktivnost
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antimikrobnih tvari. Nadalje, koli¢ina inokuluma i rast samog mikroorganizma ako nije
ravnomjeran mogu u odredenoj mjeri smanjiti zonu inhibicije. Koncentracija, molekulska masa,
topljivost, pH, ionizacija i vezanje antimikrobne tvari na agar moze utjecati na stupanj difuzije
u podlogu.

Iako disk difuzijska metoda omogucuje utvrdivanje osjetljivosti mikroorganizma na vise
agensa, odnosno vise razliCitih koncentracija nekog agensa istovremeno, puno je drugih
faktora koji mogu utjecati na rezultate istrazivanja pa se Sirina zone inhibicije ne moze koristiti

za direktnu usporedbu antimikrobnog djelovanja dvaju razlicitih kemijskih tvari.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sliedece:

e 0Od istrazivanih mikroorganizama samo je bakterija Pseudomonas aeruginosa 3024
pokazala osjetljivost na prisutnost oktanske kiseline.

e Timol je pokazao antibakterijsko djelovanje samo prema Staphylococcus aureus 3048
i to u koncentracijama 0,1 mg/mL i 1 mg/mL te prema AP. aeruginosa 3024 u svim
ispitivanim koncentracijama.

e Dobiveni rezultati ukazuju na mogucnost sinergisti¢kog antimikrobnog ucinka oktanske
kiseline i timola prema Escherichia coli 3014, buduéi da nije uocena inhibicija rasta
bakterije u prisutnosti navedenih komponenti, a njihova kombinacija pokazala je
antibakterijski ucinak.

e Svi test-mikroorganizmi pokazali su osjetljivost na THEDES, a E. coli 3014 se pokazala
kao najosjetljivija bakterija jer, iako je najveci izmjereni promijer inhibicije bio jednak
za E. coli 3014 i P. aeruginosa 3024 ta inhibicija rasta je kod E. coli bila uzrokovana
nizom koncentracijom THEDES-a.

e Najveca inhibicija rasta Candida albicans 86 uzrokovana je NADES-om u koncentraciji
25 mg/mL, a s obzirom da su izmjereni promjeri inhibicije rasta C. albicans 86 bili veci
u prisutnosti NADES-a nego THEDES-a, moZe se smatrati da je tome uzrok blagi
antagonisticki efekt izmedu klotrimazola i NADES-a.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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