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1. POVZETEK

Zelisca so rastline, ki vsebujejo razlicne ucinkovine kot so etericna olja, grenCine in
mineralne snovi. Poleg uporabe v prehrani in kozmeti¢ni industriji, se uporabljajo tudi v
farmaciji, za zdravljenje razlicnih bolezni. V raziskovalni nalogi sem se osredotocila na

zelisca, ki jih najdemo na travnikih.

O rastlinah sem najprej pridobila nekaj informacij iz literature, nato pa sem se odpravila
raziskati njihov protibakterijski ucinek. Zanimalo me je, ali bodo imele izbrane rastline
protimikrobni ucinek in v katerem izvleCku se bodo nahajale spojine z protimikrobnim

izvleCkom.

Rastline sem nabrala na bliznjih travnikih. Poskuse sem opravila na Biotehniski fakulteti
Univerze v Ljubljani, na Oddelku za agronomijo. 1z nabranih rastlin sem pripravila vodne
in etanolne izvlecke ter jih testirala na plos¢ah z Mueller Hintonovim gojis¢em, z uporabo
difuzijske metode z diski. Za poskuse sem uporabila bakterijo Staphylococcus aureus, ki jo

standardno uporabljajo za preskuSanje protimikrobnega ucinka.

Po podrobnem pregledu ploS¢ na razli€nih podlagah, sem protimikrobni u¢inek opazila pri
neredéenem vodnem izvleCku travniSske kadulje in neredCenem etanolnem izvlecku
Sentjanzevke. Ker sem bila nad rezultati kar malo razocarana, sem s pomocjo literature
ugotovila, da na izolacijo in protimikrobno delovanje vplivajo Stevilni dejavniki, od ¢asa
nabiranja, padavin, zrelosti rastline, delov rastlin, ki jih uporabimo, do nacina priprave

izvle¢kov.

KLJUCNE BESEDE: zdravilne rastline, travniske rastline, protibakterijski ucinek,
metoda difuzije z diski
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2. PREDGOVOR

Nekaj let nazaj mi je babica kupila knjigo z naslovom Zgodbe za otroke, ki si drznejo biti
drugacni avtorja Bena Brooksa. V knjigi sem prebrala tudi o Tu Juju. V Vietnamu, kjer je
zivela, je v Sestdesetih letih dvajsetega stoletja divjala vojna. Velik problem so
predstavljale razli¢ne bolezni, med drugim tudi malarija. Bolezen so poskusali ozdraviti z
vsemi mogoc¢imi zdravili, vendar nobeno ni pomagalo. Tu Juju je s pomocjo tradicionalne
kitajske medicine in z zdravilnimi zelis¢i poskusila najti zdravilo. Z rastlino sladki pelin ji
je uspelo pozdraviti tako malarijo kot tudi tuberkulozo. Tudi mene je zanimalo, kaksne
zdravilne ucinke imajo razli¢ne rastline, ki jih pogosto sre€ujemo na nasih travnikih. O
rastlinah sem najprej skusala pridobiti nekaj podatkov iz literature, nato pa sem se e sama
odpravila raziskat njihov zdravilni u¢inek. Ker sem v literaturi prebrala, da imajo rastline
veC zdravilnih ucinkov, sem se osredotoCila na protibakterijski u€inek. Za svojo nalogo
sem izbrala zeliS¢a, ki jih najdemo na naSih travnikih. To so navadna smetlika, navadni
rman, Sirokolistni trpotec, navadna crnoglavka, travniSka kadulja, poljski timijan ali
materina duSica, prava kamilica in Sentjanzevka ter divji origano. Odpravila sem se na
travnik in nabrala rastline. Nato sem jih odnesla v laboratorij na Biotehniski fakulteti in

zacela s poskusi.
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4. TEORETICNI DEL

4.1 TRAVNIKI

Travniki so rastlinske zdruzbe, kjer prevladujejo predvsem trave, ki oblikujejo travno ruso.
Skupaj z njimi pa glede na okoljske dejavnike uspevajo znacilne zelnate trajnice in
enoletnice ter nekatere, zlasti grmovne lesne vrste. TraviS¢a delimo na naravna in
polnaravna. Naravna travis¢a najdemo tam, kjer ni prisotnega Cloveskega delovanja in
gozdne vegetacije, ki bi jih prerasla, polnaravna pa so posledica ¢loveskega delovanja. Za
travisca je znacilna velika biotska pestrost

(https://www.notranjski-park.si/izobrazevalne-vsebine/zivljenjskiprostori,https://www.prot

eus.si/wpcontent/uploads/2023/08/Predstavitev-V1a%C5%BEni-travniki.pdf).

4.2 ZELISCA

Zelis¢a so rastline, ki vsebujejo aromaticne snovi in se uporabljajo v prehrani, farmaciji in
kozmeti¢ni industriji. Vsebujejo razlicne ucinkovine, kot so etericna olja, grencine in
mineralne snovi. Aromati¢na zeliSCa se obi¢ajno uporabljajo v kulinariki kot zac¢imbe. S

svojimi aromami lahko izboljSujejo ali pa celo spreminjajo okus hrane (Ody, 1994).

Zelis¢a, ki vsebujejo razlicne zdravilne uc¢inkovine, se uporabljajo v medicini in farmaciji
za izdelavo zdravil in drugih zdravilnih pripravkov. Veliko teh zeliS¢ vsebuje tudi strupene
spojine, zato moramo z njimi previdno ravnati (Ody, 1994). Zelis¢a in njihovo uporabo so
sistemati¢no popisali ze v rimskih casih, npr. Pedanius Discorides: De Materia Medica,
njihova uporaba pa se je ohranila do danes (Tsioutsiou s sod., 2022). V kozmeti¢ni
industriji se za izdelavo diSav uporabljajo zelis¢a, ki vsebujejo veliko eteri¢nih olj. Zelis¢a
kopicijo uporabne u¢inkovine v razli¢nih delih rastlin, v cvetovih, nadzemnih delih rastlin,
semenih in tudi v koreninah. Nekatera zelis¢a Clovek goji v svojih vrtovih, Stevilna pa
najdemo v naravi. Najprimernej$i ¢as za nabiranje rastlin so suhi dnevi. Rastline nabiramo
takrat, ko je koncentracija u¢inkovin najvecja, najpogosteje je to takrat, ko je rastlina zrela.
Uporabimo lahko sveze ali posuSene rastline, iz katerih pripravimo bodisi vodne, etanolne

ali oljne izvlecke ter izvlecke v meSanici vode in etanola (tinkture) (Ody, 1994).
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4.2.1 NAVADNA SMETLIKA

Navadna smetlika je enoletna rastlina, ki spada v druzino ¢rnobinovk. Rastlina zraste do
30 cm visoko. Listi so dolgi 3—17 mm, travnato zelene barve, jaj¢asto podolgovati in na
robovih nazobc¢ani. Cvetovi so beli, modri ali rdeCkasto vijolicasti (Slika 1). Cvetijo od
junija do septembra, odvisno od rastis¢a in vremenskih vplivov. Najdemo jo na pasnikih in
travnikih po celotni Sloveniji

(https://www.notranjski-park.si/izobrazevalne-vsebine/rastlinski-svet/crnobinovke/navadna

-smetlika).

Slika 1. Cvetovi navadne smetlike (https:/www.urbanatura.si/vsebina/2030)

Za zdravilne namene so uporabni vsi nadzemni deli, ki jih nabiramo v ¢asu cvetenja.
Zelisce deluje protivnetno tako pri prebavnem traktu kot tudi pri vnetjih dihal in oci.
Najboljsa je zunanja uporaba v obliki grgranja in izpiranja pri nahodu, vnetju dlesni, Zrela
ter pri vnetju oCi. Notranja uporaba je primerna pri prebavnih in Zelod¢nih tezavah ter
driski. Prevelike koli¢ine smetlike lahko drazijo sluznice in povzroc€ajo zastrupitve, zato se
moramo drzati navedenih koli¢in  in  uporabljati  gotove  pripravke

(https://www.gorenjske-lekarne.si/svetovanje-clanek/smetlika-navadna).

4.2.2 NAVADNI RMAN

Rman je trajnica iz druzine nebinovk, ki zraste do viSine 50 cm. Rastlino pogosto sre€amo

na travnikih po vsej Sloveniji. Listi so izmeni¢no names¢eni in podolgovati, veckrat
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pernati s kratkimi, koni€astimi konci. Cvetovi so beli do roznati in razvrS¢eni v kobulih

(Slika 2).

Zdravilne uc¢inkovine so prisotne v vseh delih rastline. Njegove zdravilne ucinkovine so:
hlapna olja, kisline, npr. izolerianska in salicilna, asparagin, sterol, flavon, grencice, tanini
in tumarini. Rman pri odraslih uporabljamo za lajSanje prebavnih tezav, kot so prebavni
kréi, pomanjkanje apetita, napihnjenost in napenjanje ter pri menstruacijskih tezavah in
krvavitvah. Rman se lahko uporablja le pri odraslih in otrocih, ki so stari nad dvanajst let.

\Y literaturi ni zapisov 0 nezelenih ucinkih

(https://www.gorenjske-lekarne.si/svetovanje-clanek).

4.2.3 SIROKOLISTNI TRPOTEC

Sirokolistni ali veliki trpotec raste na suhih in gnojenih travnikih, pasnikih, ob poteh,
meliscih, tako v niZinah kot v vi§jih predelih po celi Sloveniji. Ima Siroke ovalne liste, na
katerih lahko vidimo vzporedne zile po celotni povrsini lista. Listi so gladki ali nekoliko
dlakavi, obi¢ajno zelene barve, ki pa ima lahko pridih vijoli¢nih odtenkov. V vi§ino zraste

do 30 cm, njegove korenine so tanke in nitaste. Steblo je pokon¢no, na vrhu ima socvetje,

iz katerega Strlijo prasniki (Slika 3)
(https://www.notranjski-park.si/izobrazevalne-vsebine/rastlinski-svet).
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Slika 3. Sirokolistni trpotec (https://www.urbanatura.si/vsebina/1385#gallery-)

Nabiramo liste, cvetove in semena, in sicer od pomladi do jeseni, najbolje ob zacetku
cvetenja, ki traja od maja do junija. Ima protivnetno, protivirusno, nekoliko analgeti¢no,
antioksidativno, antiulcerogeno in imunostimulativno delovanje ter pospesuje strjevanje
krvi. Po zdravilnih ucinkih je zelo podoben ozkolistnemu trpotcu. Pomaga tudi pri
izloCanju sluzi iz dihal ob vnetju dihalnih poti ter pripomore k lajSanju kaslja. Poleg tega
spodbuja prebavo in izlo€anje seca. Omogoca tudi hitrejSe celjenje ran; zaustavi krvavitev,
omili srbenje in otekline ter zdravi vse zunanje poSkodbe, kot so rane, udarnine, ureznine,
piki zuzelk in ugrizi. Uporabljamo ga lahko kot ¢aj, obkladek, kot sveze iztisnjen sok in
posusena semena. V kulinariki so na drobno narezani in na hitro pokuhani mladi trpotcevi

listi uporabni v solatah, prilogah in juhah, vendar je najbolje odstraniti vlakna (Ody,1994).

4.2.4 NAVADNA CRNOGLAVKA

Navadna ¢rnoglavka je trajnica iz druzine ustnatic. Najdemo jo na vlaznih travnikih,
vlaznih mestih v gozdovih, obrezjih voda in na zelenicah. Listi so dolgopecljati,
podolgasto jajcasti do sulicasti, celorobi ali neenakomerno nazobcani, nasprotno
razvr$€eni, na vrhu topi. Cvetovi so somerni, ustnati, temno modrovijolicasti, zgosceni v
navidezno klasasta, ovr$na socvetja, ki jih podpirajo zeleni ovr$ni listi, vsak cvet pa
podpira rdeCkasto obarvan podporni list (Slika 4). Plod razpade na Stiri plodice.

(https://www.urbanatura.si).
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Slika 4. Navadna ¢rnoglavka

(https://www.hribi.net/slika_rastlina/navadna_crnoglavka prunella_vulgaris/5137)

Ker je rastlina uzitna, se uporablja za solate, za katere so primerni mladi listi, celotno
rastlino pa lahko prekuhamo. Uporablja se tudi v tradicionalni kitajski medicini za
zdravljenje razlicnih obolenj, npr. za zdravljenje oci, proti visokemu krvnemu tlaku in

oteklinam, v ljudskem zdravilstvu pa za zdravljenje plju¢nih bolezni (Ody, 1994).

4.2.5 TRAVNISKA KADULJA

Ta krepka, pokon¢na, delno razrasla trajnica zraste 30-60 cm. Vrsta je v Sloveniji splo$no
raz$irjena, najdemo jo na suhih in pustih tleh, ter na svetlih povrSinah in suhih travnikih in
pasnikih. Ima pritli¢no listno rozeto in moc¢no korenino. Spodnji listi so dolgopecljati, s
sr¢astim ali ravnim dnom, so podolgasto jajCasti, po robu pa topo nazobcani, zelo redko
nacepljeni ali plitvo krpati, nagubano zilnati in dlakavi. Zgornji stebelni listi so ve¢inoma
suliCasti, sede¢i in mnogo manj$i od pritlicnih. Dlakavi listi zrastejo tudi do 35 mm.
Cvetovi so somerni, ustnati, temnomodri ali modrovijolicasti, redkeje beli (Slika 5).
Zgornja vencna ustna je zliasto zaobljena ter precej ve€ja od spodnje ustne, ki je trokrpa,
stranske krpe so lahko zelo Siroke, belkaste. Plod tudi pri tej ustnatici razpade na Stiri

plodice.
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Slika 5. Travniska kadulja (https://www.urbanatura.si/vsebina/2098#gallery-12)

Lahko jo uporabljamo kot za¢imbo (mladi listi), uporablja pa se tudi v tradicionalni
medicini, 7e od anticnith casov. Pogosto jo gojijo tudi kot okrasno rastlino

(https: rbanatura.si ina/2

https://www.notranjski-park.si/izobrazevalne-vsebine/rastlinski-svet).

4.2.6 PoLJSKI TIMIJAN
Poljski timijan ali materina duSica je rod trajnih zdravilnih polgrmic¢kov iz druZine ustnatic,

ki zrastejo do priblizno 50 cm visoko (Slika 6). Izvira iz Sredozemlja.

Slika 6. Poljski timijan

(https://www.semina.si/katalog/posebne-linije/herbal-line/rs-herbal-line-divji-timijan-polaj

eva-materina-dusica-thymus-pulegoides/)
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Najpomembne;jsi proizvod je njegovo etericno olje, ki mu daje znacilni vonj. Rastlina se
uporablja pri vnetjih dihal, ker topi sluz in pomirja kaSelj. V obliki kopeli in polivov se
uporablja se tudi za razkuZevanje. Poljski timijan najdemo tudi v kozmeti¢nih sredstvih,
kot so: deodoranti, mazila, zobne paste in toniki. Rastlina je uporabna tudi za zaviranje
gnitja, zdravljenje koznih bolezni in odpravljanje aken. Zdravilni deli rastline so listi in
cvetovi. V tradicionalni medicini naj bi se poljski timijan uporabljal tudi za zdravljenje
depresije. Poleg olja pripravljajo in uporabljajo tudi ¢aj. V Sloveniji raste na Krasu, saj ima

rad suha in son¢na rastis¢a (Ody, 1994).

4.2.7 NAVADNI PELIN

Navadni pelin je rastlina iz druzine nebinovk, ki zraste 60—120 cm. Najdemo jo na
pokon¢na, mocno razvejana, ve¢inoma gola, aromatic¢na dvoletnica ali vecletnica (Slika 7).
Listi so pernato deljeni v ozke, Crtalaste roglje, ki so neenakomerno nacepljeni in imajo

uvihan rob, temnozeleni in bleS¢e€i po zgornji strani, po spodnji strani belkasti, izrazito

dvobarvni. (https://www.urbanatura.si).

Ceprav je rastlina v ve&jih odmerkih strupena, se uporablja v tradicionalni medicini.
Zdravilni ucinek imajo nadzemni deli rastline. Uporablja se za crevesne tezave,
menstrualne bolecine, pri porodnih tezavah. Spodbuja delovanje jeter in upocasni

delovanje prebavnega trakta (Ody, 1994).

Slika 7. Navadni pelin (https://www.urbanatura.si/vsebina/2390#gallery-2)
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4.2.8 PRrAVA KAMILICA

Prava kamilica spada v druZino nebinovk in je enoletna rastlina, visoka 20—50 cm, ki ima
kratko korenino in pokon¢nim steblom, ki je na vrhu golo in razvejano. Listi imajo zelo
ozke, bodiCaste vrhove in so dvojno ali trojno pernati. Na koncnih delih stebelnih
poganjkov zraste po eno koskasto socvetje (Slika 8). Prava kamilica cveti od maja do
avgusta, najdemo pa jo ob poteh, na poljih in vrtovih. RazSirjena je po vsej Evropi in velja
za enega najbolj razsirjenih zitnih plevelov

(https://www.gorenjske-lekarne.si/svetovanje-clanek).

Slika 8. Prava kamilica (https://herbessa.si/blogs/blog-zelisc/kamilica-matricaria-recutita)

Uporabni del rastline je cvet, ki vsebuje eteri¢no olje. Uporablja se za lajSanje prebavnih
tezav, kot so blazji prebavni kr¢i, obcutek napetosti v predelu nad Zelodcem in napenjanje.
Pomaga tudi pri prehladnih obolenjih, vnetjih sluznice ust in Zrela, blazjih koznih vnet;jih,
povrSinskih ranah ter manjS$ih turih. LajSa tudi vnetja sluznice v predelu zadnjika in

zunanjih spolovil. Uporabna pa je tudi v homeopatiji (Ody 1994).

4.2.9 SENTJANZEVKA
Sentjanzevka je zelnata rastlina iz druzine krniGevk, ki zraste priblizno 60 cm visoko.

Rastlina uspeva predvsem na suhih tleh po vsej Sloveniji.
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(https://www.notranjski-park.si/izobrazevalne-vsebine/rastlinski-svet/krcnicevke/sentjanze

vka). Stebla te rastline so pokonc¢na in dvoroba, v zgornjem delu olesenela in v¢asih rdece

obarvana. Listi so jaj€asti ali elipti¢ni, skoraj brez peclja, nasprotno namesceni (Slika 9).

Slika 9. Sentjanzevka

(https://www.notranjski-park.si/izobrazevalne-vsebine/rastlinski-svet/krcnicevke/sentjanze

vka)

Uporabna je celotna rastlina in velja danes za eno najbolje raziskanih zdravilnih rastlin.
Vsebuje zdravilne ucinkovine, kot so glikozidi, flavoni, hlapna olja, tanini in smole.
Uporablja se jo pri blagih do srednje tezkih depresivnih stanjih s spremljajo¢imi znaki, kot
so potrtost, nerazpolozenje, izguba zanimanja in pomanjkanje energije (Ody, 1994).
Uporablja se lahko kot ¢aj ali kot negovalno olje za nego suhe in razpokane koze, pri
celjenju povrSinskih ran, Se posebej za poletno nego koze, obremenjeno zaradi sonca.
Sentjanzevka ima tudi protivnetno, protibakterijsko in protiglivicno delovanje (Ody,

1994). Uporabo rastline odsvetujejo mladoletnim osebam.

4.2.10 D1vj1 oRrIGANO

Divji origano ali dobra misel, je trajnica z drobnimi Skrlatnimi cvetovi, ki zraste priblizno
pol metra visoko (Slika 10). Rastlino obi¢ajno najdemo le na tezko dostopnih gorskih

predelih juznega Sredozemlja.
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Njegovo olje ucinkuje na Stevilne vrste bakterij, virusov in gliv. LajSa simptome alergij,
spodbuja pretok Zol¢a in s tem izboljSa prebavo, poleg tega zmanjsSuje nastajanje plinov in

pomaga uravnavati Zelod¢ne kisline. Je tudi mocno zdravilo za artritis (Goock, 1979).

Slika 10. Divji origano
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca esv=601107417&hl=sl&g=divji+
origano&tbm=isch&source=Inms&sa=X&ved=2ahUKEwiCqg6Ces aDAxVPg OHHSxBU

(https://www.oaza-zelisc.si/eo-divji-origano)

4.3 PROTIBAKTERIJSKI UCINEK

Protibakterijske u¢inkovine ali antibiotiki se uporabljajo pri zdravljenju bakterijskih okuzb,
ki jih povzroCajo patogene bakterije. Antibiotiki so lahko naravnega ali polsinteznega
izvora. Razlikujemo jih po kemijski strukturi, u¢inku, mehanizmu in obsegu delovanja.
Sirokospektralne u¢inkovine hkrati delujejo na veg razliénih mikroorganizmov, medtem ko
imajo ozkospektralne vpliv le na eno vrsto (druzino) patogenih bakterij. Skupna lastnost
protibakterijskih u¢inkovin je, da Ze v zelo majhnih koncentracijah vplivajo na bakterije. Z
baktericidnim delovanjem bakterijo ubijejo, z bakteriostatiénim pa le reverzibilno zavrejo
njeno rast in razmnozevanje. Pogosto jih uvr§¢amo v skupine glede na njihovo kemijsko
strukturo. Na ta nacin dobro opredelimo njihove protibakterijske lastnosti (Gornik, 2011,

Piskernik 2016).
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Poznamo razli¢ne mehanizme, s katerimi protibakterijske u¢inkovine delujejo na
bakterijsko celico (Slika 11) (Giguere, 2006; Eyler in Shvets, 2019, Zampaloni s sod.,
2024):

e zaviranje biosinteze celiCne stene: P-laktamski antibiotiki (penicilini, cefalosporini,
karbapeni, glikopeptidi);

e depolarizacija celicne membrane po Gramu pozitivnih bakterij (daptomicin);

e zaviranje sinteze bakterijskih beljakovin: tetraciklini, rifampicin, aminoglikozidni
antibiotiki (streptomicin in eritromicin), kloramfenikol, florfenikol, linkozamidi,
gliciklini, pleuromutilini, oksazolidinoni;

e zaviranje sinteze nukleinskih kislin: uc¢inkovina prepreci prepisovanje informacije iz
DNA v mRNA z zaviranjem encima polimeraze RNA, ki vodi v celi¢no smrt: kinoloni
in fluorokinoloni;

e interakcija ucinkovine s celicno membrano: ucinkovina vpliva na spremembo
prepustnosti membrane bakterijske celice, kar povzroci izgubo pomembnih ionov in
presnovkov, potrebnih za Zivljenje bakterije. Polimiksini z vezavo na negativno nabita
mesta v fosfolipidnem dvosloju destabilizirajo zunanjo membrano bakterij;

e zaviranje celicne presnove: sulfonamidi, antimetaboliti z bakteriostaticnim delovanjem
zavirajo sintezo vitamina B9 oziroma folne kisline, ki je potrebna za sintezo
nukleinskih kislin in razmnozevanje bakterij;

e zaviranje prenosa bakterijskih lipopolisaharidov z notranje na zunanjo membrano

bakterijske celice: makrocikli¢ni peptidi (zosurabalpin).
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Slika 11: Mehanizmi delovanja protibakterijskih u¢inkovin na bakterijsko celico

(prirejeno po Eyler in Shvets, 2019)

4.3.1 PROTIBAKTERIJSKE UCINKOVINE NARAVNEGA I1ZVORA

Mikrobi, ki proizvajajo antibiotike, se uporabljajo Ze tisoCletja. Obloge iz plesnivega kruha
so za zdravljenje odprtih ran uporabljali ze v stari Gréiji, Egiptu in na Kitajskem pred vec
kot 2000 leti. Prvi odkriti antibiotiki so bili naravni proizvodi gliv (penicilin) ali bakterij,
ziveCih v tleh oziroma v prsti. Poleg tega so lahko ucinkovine izolirane iz rastlin, saj te
vsebujejo najrazli¢nejSe sekundarne presnovke (tanin, terpen, alkaloidi, flavonoidi), za
katere so z metodami in vitro dolocili protimikrobno delovanje. Zaradi napredka znanosti
je naravni proces gliv in bakterij v laboratoriju mogoce ponoviti ali celo izboljsati, s Cimer
dobimo polsintezne antibiotike (Gornik, 2011; Piskernik, 2016). Vendar pa problem
predstavlja vse vecja odpornost patogenih bakterij proti antibiotikom (Piskernik 2016).

Protibakterijske snovi rastlinskega izvora

Rastline imajo neverjetno sposobnost sinteze razli¢nih aromati¢nih spojin kot so fenoli in
njihovi derivati. Stevilne spojine so sekundarni derivati in sluZijo za obrambo rastlin pred
insekti, mikroorganizmi in rastlinojedci (Cowan s sod., 1999). Zato rastline predstavljajo

zelo obetaven vir novih protimikrobnih u¢inkovin s terapevtskim potencialom, kar pa je Se
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vedno slabo raziskano podroc¢je. Predvidevajo, da imajo rastlinski antibiotiki druga¢no
delovanje od do sedaj znanih antibiotikov, kar predstavlja velik potencial pri zdravljenju
bolezni, povzrocenih z bakterijami, odpornimi proti do sedaj znanim antibiotikom (McRea
s sod., 2007). Zato se v zadnjem Casu vse veC pozornosti usmerja v raziskave uc¢inkovin iz
rastlinskih izvleckov (Piskernik, 2016). Za dolocanje protimikrobnih aktivnosti rastlinskih
izvleckov so na voljo Stevilne metode, odvisno od nacina ekstrakcije, topnost u¢inkovine in

uporabljenega mikroorganizma (Klan¢nik in sod. 2010).

4.4 BAKTERUJE

Bakterije so prokariontski mikroorganizmi, ki jih lahko vidimo le pod mikroskopom.
Lahko so razli¢nih oblik: koki (okrogla oblika), bacili (pali¢na oblika), spirohete, spirile ali
vibrioni (spiralne oblike). Opazimo lahko dve obliki: vegetativno (ziva oblika) ali spore
(speca oblika). Za rast in razvoj potrebujejo hranila, vlago, primerno temperaturo in cas.
Nekatere bakterije potrebujejo kisik, druge pa rastejo celo bolje v okolju brez kisika.
Patogene bakterije so bakterije, ki so Skodljive za ¢loveka, zivali in rastline ter povzrocijo
okuzbo oziroma zastrupitev. Okuzbo lahko povzroci delovanje bakterije same, zastrupitev
pa delovanje toksinov, ki jih izlo¢a bakterija. Na nastanek obolenja vpliva ve¢ dejavnikov:
imunsko stanje ¢loveka gostitelja, vrsta bakterije in njihovo Stevilo, vstopno mesto v telo in

podobno (https://nijz.si/moje-okolje/varnost-zivil/bakterije-v-zivilih/).

Celicna ovojnica pri bakterijah je sestavljena iz celicne membrane in celicne stene ter loci
citoplazmo od okolice. Glede na sestavo celi¢ne stene lo¢imo po Gramu negativne in po
Gramu pozitivne bakterije. Pri po Gramu pozitivnih bakterijah je celi¢na stena debelejsa in
sestavljena pretezno iz peptidoglikanov (Slika 12 — desno). Nasprotno pa je celicna stena
po Gramu negativnih bakterij tanjSa in kompleksnejSa. Celi¢na stena je pogosto tarca
razli¢nih protibakterijskih zdravil (Mesec, 2014). Zaradi kompleksne sestave celicne stene
in zunanje membrane iz lipopolisaharidov (Slika 12 — levo), ki preprecuje vdor hidrofobnih
spojin, so po Gramu negativne bakterije odpornejSe proti antibiotikom kot po Gramu

pozitivne (Tajkarimi s sod. 2010; Breijyeh s sod. 2020).
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Slika 12. Celi¢na stena po Gramu negativnih (levo) in po Gramu pozitivnih bakterij

(desno) (Mesec, 2014).

Bakterije za lazje opazovanje pod mikroskopom obarvamo. Najprej jih obarvamo z
metilvijoliénim barvilom, ki se zadrzuje v po Gramu pozitivnih bakterijah. Po dodatku

topila se po Gramu negativne bakterije razbarvajo. Te bakterije nato obarvamo rdece s

fuksinom ali safraninom. Do tega pride ravno zaradi razli¢ne sestave celi¢ne stene. Kristali

metilvijoli¢nega ostanejo ujeti v debeli plasti peptidoglikana po Gramu pozitivnih bakterij.

Na mikroskopski sliki so tako po Gramu pozitivne bakterije obarvane vijoli¢no, po Gramu

negativne pa rdece

(https://dijaski.net/gradivo/bio vaj diferencialno barvanje po gramu 01).

4.4..1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Stafilokoki so po Gramu pozitivni, nesporogeni, fakultativno anaerobni koki. Pojavljajo se

posamezno, v parih ali v obliki grozdov (Slika 13). Staphlyococcus aureus je Siroko
prisoten v okolju ter je eden najodpornejsih nesporogenih povzrociteljev bolezni pri

¢loveku in zivalih.
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Slika 13. Staphylococcus aureus — barvanje po Gramu

(https://microbe-canvas.com/Bacteria/gram-positive-cocci/staphylococci/catalase-positive/

staphaurex-positive/staphylococcus-aureus.html)

Pri ¢loveku so primarni izvor stafilokokov nosna votlina, gnojne rane, vneto grlo, lahko so
na kozi, v o€eh, prebavnem traktu. Od tod prehajajo v zrak, prah, na obleko in druga mesta,
od koder lahko preidejo v zivila. Predstavniki tega rodu sintetizirajo Stevilne enterotoksine,
ki povzro€ajo gastroenteritis. Najpogosteje prisotna vrsta je vrsta S. aureus (JerSek, 2013).
Ta bakterija, imenovana tudi zlati stafilokok, povzroca pri ¢loveku okuzbe in zastrupitve z
zivili. Stafilokokno zastrupitev z Zivili lahko povzrocijo sevi bakterije S. aureus, ki izlo¢ajo
strupe — toksine. Zastrupitev z bakterijo povzro¢a bruhanje in drisko, ki lahko pri starejSih
ljudeh in otrocih povzroci tudi dehidracijo. Bakterija pogosto povzroca okuzbe koze in ran,
lahko pa tudi plju¢nico, okuzbe na mestu operativnega posega, v krvi, srcu, kosteh in druge
invazivne okuzbe

(https://nijz.si/nalezljive-bolezni/nalezljive-bolezni-od-a-do-z/staphylococcus-aureus-mrsa-

in-ca-mrsa/).

Staphlyococcus aureus je Siroko razsirjen in pomemben povzrocitelj bolezni ter zastrupitev
pri ljudeh in zivalih. Zato ga uporabljajo (izbrani sev) tudi za preskusanje
protibakterijskega ucinka biocidov — snovi ali zmesi namenjenih kemi¢nemu ali
bioloskemu unicenju, odvra¢anju, onemogocenju ali preprecevanju delovanja Skodljivih

organizmov (SIST EN 14885:2022/AC:2023).

4.4..2 ESCHERICHIA COLI
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Escherichia coli (E. coli) je vrsta bakterij, ki je normalno prisotna v ¢revesju sesalcev, tudi
Cloveka, in predstavlja velik del tako imenovane normalne ¢revesne flore. Gre za po
Gramu negativno bakterijo, ki ne tvori spor (Slika 14). Le nekateri sevi te vrste bakterije so
za Cloveka patogeni. Nekateri sevi E. coli lahko povzrocajo ¢revesne in zunajérevesne
okuzbe (vnetje secil, meningitis, peritonitis, mastitis, septikemija, pljucnica, ipd.)

(https://www.nijz.si/sites/www.nijz.si/files/uploaded/ecoli_05082015.pdf).
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Slika 14. E. coli — barvanje po Gramu

(https://microbe-canvas.com/Bacteria/gram-negative-rods/facultative-anaerobic-3/catalase-

negative-7/colistin-susceptible-2/escherichia-coli-0157-h7.html)

Prav tako kot S. aureus je tudi E. coli Siroko razSirjena in pomembna povzrociteljica
bolezni in zastrupitev pri ljudeh in Zzivalih. Zato jo tudi uporabljajo (izbrani sev) za

preskusanje protibakterijskega u¢inka biocidov (SIST EN 14885:2022/AC:2023).
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5. EMPIRICNI DEL

5.1 NAMEN

Za raziskovanje ucinka zdravilnih rastlin sem se odlocila, ker v Stevilnih knjigah lahko
preberemo, da za zdravljenje ali celjenje ran uporabljajo rastline. SliSala sem ze za nekaj
zdravilnih rastlin, na primer kamilico, ozkolistni trpotec, materino duSico. Zanimalo me je,
ali imajo te rastline res takSen zdravilni ucinek, kot lahko o tem zasledimo v knjigah.

Zanimalo me je, katere rastline imajo protibakterijski u¢inek.

Odpravila sem se na Biotehnisko fakulteto, na Oddelek za agronomijo, kjer sem se sreCala
z doc. dr. Sabino Berne. S skupnimi mo¢mi sva v laboratoriju raziskovali u¢inek zdravilnih

rastlin.

5.2 HiPOTEZE

Pri poskusih sem si zastavila naslednje hipoteze:

e Nekatere rastline bodo imele protibakterijski uc¢inek.

e Pri neredéenem vzorcu bo protibakterijski u¢inek vecji kot pri 10-krat red¢enem
vzorcu.

e Etanolni izvlecki bodo ucinkovali bolje kot vodni izvlecki.

e Protibakterijski u¢inek bom opazila le pri enem od izvle€kov (vodni ali etanolni
izvlecek), nikoli pri obeh.

e Na bakteriji E. coli in S. aureus bodo delovali razli¢ni antibiotiki.

e Bakterija E. coli bo manj obcutljiva na antibiotike kot S. aureus.

5.3 MATERIALI IN METODE

5.3.1. MATERIALI
Bakterije:
e  Staphylococcus aureus (sev ZM72, vir ATCC 25923)
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Kemikalije in gojisca:

30-% etanol

ddH,O

tekoci dusik

tripti¢ni soja bujon (TSB gojisce)
triptini soja agar (TSA gojisce)
Mueller-Hintonov agar

gentamicin (Duchefta)

Pripomocki in oprema:

skalpel

dvostranska spatula

terilnica in pestilo

mikrocentrifugirke razli¢nih velikosti (Brand)
50-ml in 15-ml centrifugirke (Golias)

90-mm petrijevke (Golias)

tehtnica Vibra HJR-620CE (Shinko Denshi)

centrifuga 5810 R (Eppendorf) z rotorji A-4-62, A-2-DWP in F45-30-11

centrifuga Beckmann J2-HS, rotor JA14 (4 °C, 12.000 rpm)

stresalni inkubator TermoMixer C (Eppendorf), 24 h, 37 °C, 500 rpm — za

etanolne izvlecke

stresalnik z vertikalno rotacijo, IKA Trayster digital, 24 h, 4 °C, 30 rpm) — za

vodne izvlecke

liofilizator (GAMMA 1-16/LSC, Christ)

vakuumski koncentrator Concentrator Plus (Eppendorf) — za etanolne izvlecke

vrtin¢nik IKA, vortex 2

brezprasna komora Iskra Pio MC15-2
pipete (razli¢ni volumni, Eppendorf)
plasti¢ne Pasteurjeve pipete

500-ml steklene erlenmajerice
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e inkubatorski stresalnik z moznostjo ohlajanja New Brunswick™ Innova® 43/43R,
Eppendorf (130 rpm, 37 °C)

e spektrofotometer BioPhotometer (Eppendorf)

® pincete

e steklena spatula po Drigalskem

e 6-mm diski Whatman AA (Cytiva)

e avtoklav Panasonic PHCBI MLS-3781L-PE

5.3.2 NABIRANJE RASTLIN

Poskuse sem izvajala na Oddelku za agronomijo Biotehniske fakultete v Ljubljani. Za
poskuse sem si izbrala naslednje rastline: navadna smetlika, navadni rman, Sirokolistni
trpotec, navadna c¢rnoglavka, travniska kadulja, poljski timijan, prava kamilica,
SentjanZevka in divji origano. Travni§ko kaduljo, navadno smetliko in poljski timijan sem
nabrala v Bovcu, pravo kamilico in SentjanZevko pa na mejici v Sentvidu. Preostale
rastline sem nabrala na travnikih v okolici Biotehniske fakultete v Ljubljani (Tabela 1).
Rastline sem nabirala v avgustu 2023. Pri razli¢nih rastlinah sem uporabila razli¢ne dele
rastlin (Tabela 1). SveZe dele rastlin sem razrezala na majhne koscke (Slika 15) in jih
zavite v aluminijasto folijo zamrznila v tekoCem duSiku. Rastline sem shranila v
zamrzovalni skrinji na Oddelku za agronomijo. Ko sem nabrala vse rastline, sem jih v

terilnici s pomocjo tekocega dusika s pestilom strla v prah (Slika 16).

Slika 15. SveZe nabrani deli rastlin, ki sem jih uporabila za poskus protibakterijskega

ucinka: levo divji origano, desno Sentjanzevka (vir: osebni arhiv)
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Tabela 1. Testirane travniSke rastline:

Rastlina Nabrano
Vz:re Druzina Vrsta Organ Lokacija Datum
Navadna
Crnobinovke smetlika Cela rastlina brez
I (Scrophulariaceae) | (Euphrasia korenin Bovec 13.8.2023
rostkoviana)
Navadni rman UL BF,
S v N D0 ol LW PR
millefolium) pogan] og )
Trpotéevke Sirokolistni g](;dBE;
7 | poteeVt trpotec(Plantag | Listi 78 128.7.2023
(Plantaginaceae) . agronomij
0 major) o
Navadna
Ustnatice ¢rnoglavka " .. . | Dvor pri
8 (Lamiaceae) (Prunella CvetoCi poganjki Lubljani 15.8.2023
vulgaris)
Ustnatice TravniSka Cela rastlina brez
9 . kadulja (Salvia . Bovec 13. 8.2023
(Lamiaceae) . korenin
pratensis)
. Poljski timijan
jo | Ustnatice (Thymus Cvet in list Bovec 13.8.2023
(Lamiaceae)
serpyllum)
. Navadni pelin .
11 |Nebinovke (Artemisia Cvet in list Dvorpri | 5 ¢ 5023
(Asteraceae) . Ljubljani
vulgaris)
. Prava kamilica ) .
12 Nebinovke (Matricaria Cela r‘asthna brez Dyor pri 15. 8. 2023
(Asteraceae) . korenin Ljubljani
chamomilla)
iy Sentjanzevka .
13 F;m:rjzgfeae) (Hypericum | Cvetodi poganiki EY; P 11582023
P perforatum) JUbY
. Divji origano .
14 | Ustnatice (Origanum Cvet in list Dvorpri =15 ¢ 2023
(Lamiaceae) Ljubljani
vuleare L.)
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Slika 16. Trenje rastlinskega materiala v terilnici (vir: osebni arhiv)

5.3.3 PRIPRAVA ETANOLNIH IZVLECKOV

Iz dela zdrobljenih rastlin sem pripravila etanolne izvlecke. En gram vzorca zdrobljene
rastline sem raztopila v 2ml 100-odstotnega etanola ter pustila stresati na sobni
temperaturi 24 ur. Po 24 urah sem meSanico centrifugirala in tako loc¢ila rastlinske izvlecke
(tekoca faza) od rastlinskega materiala (usedlina). Etanol sem izparela s pomocjo
vakuumskega koncentratorja (Concentrator Plus, Eppendorf) in tako pridobila suho maso
izvlecka. Izvlecek smo red¢ili s 30-odstotnim etanolom do koncentracije 50 mg/ml (Slika
17). Rastlinske izvlecke raztopljene v 30-odstotnem etanolu sem s pomoc¢jo vrtinénika

(IKA, vortex 2) homogenizirala v homogeno raztopino.

o o
:fg =5 ﬁ ' e '
= ".\ "f‘f‘\ i

Slika 17. RedcCenje rastlinskih izvleckov na delovno koncentracijo 50 mg/ml (vir: osebni

arhiv)
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5.3.4 PRIPRAVA VODNIH IZVLECKOV

Del posusenega rastlinskega materiala smo 24 ur raztapljali v ddH,O pri 4 C. Po 24 urah
smo mesanico centrifugirali, da smo lo¢ili pridobljeni izvlecek od rastlinskega materiala.
Vodni izvlecek smo zamrznili v tekocem dusSiku in postavili v liofilizator za en dan. Suhi
material smo raztopili ddH,O do kon¢ne koncentracije 50 mg/ml. Izvlecek smo
homogenizirali s pomocjo vrtin¢nika (IKA, vortex 2) v homogeno raztopino, ki smo jo

kasneje uporabili pri poskusih.

5.3.5 OZIVITEV KULTURE SEVA S. AUREUS (ZM72, vir ATCC 25923)

Posamezne kolonije bakterij, ki so bile shranjene na trdem gojis¢u TSA v hladilniku pri
8 °C, sem prenesla na sveze pripravljeno plosco s hranljivim gojis¢em TSA (Slika 18) in
20 ur inkubirala v aerobnih pogojih in pri temperaturi 37 °C. Po inkubaciji sem posamezne
kolonije s cepilno zanko asepti¢no prenesla v tekoce gojis¢e TSB in jih 24 ur inkubirala v

aerobnih pogojih na stresalniku pri 130 rpm in temperaturi 37 °C.

Slika 18. Ozivitev kulture (vir: osebni arhiv)

Bakterijske celice smo centrifugirali in usedlino sprali s fizioloSko raztopino. S pomocjo
spektrofotometra BioPhotometer smo dolocili gostoto bakterijskih celic in jih razred¢ili v
fizioloski raztopini na ODgy = 0,2, kar ustreza 1 x 10® cfu/ml. 200 pl tako pripravljene
bakterijske suspenzije, gostote 0,5 McF smo s pomocjo steklene spatule po Drigalskem
enakomerno razmazali na ploS§¢e z Mueller-Hintonovim agarjem. Plos¢e z
Mueller-Hintonovim agarjem smo predhodno razdelili na Sest delov (Slika 19). Pred
polaganjem testnih diskov (6-mm diski Whatman AA, Cytiva) smo pocakali 3—5 minut, da

se je suspenzija absorbirala v gojis¢e. Na ploSce, premazane z bakterijsko suspenzijo. smo
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polozili difuzijske diske premera 6 mm in nanje kanili 20 pul vodnih oziroma etanolnih
rastlinskih izvleCkov. Na vsako plosc¢o smo poleg Stirih ponovitev s testnim rastlinskim
izvleckom (50 in 5 mg/ml) dodali tudi negativno kontrolo (ddH,O ali 30-odstotni etanol) in
pozitivno kontrolo — 20 pl antibiotika gentamicina v koncentraciji 500 pg/ml, kar je

ustrezalo 10 pg gentamicina) (CLSI M100).

Slika 19: Plos¢e z Mueller-Hintonovim gojis¢em, pripravljene za testiranje po metodi

difuzije z diski (vir: osebni arhiv)
Metoda difuzije z diski ali Kirby-Bauerjeva difuzijska metoda

Metoda difuzije z diski je preprosta in hitra kvalitativna metoda za dolo¢anje obcutljivosti
Stevilnih bakterij na razli¢ne antibiotike (-antibiogram”) (J. Hudzicki, 2009). Primerno
gosto suspenzijo Ciste kulture nacepimo na povrsino trdnega gojis¢a v petrijevki (Cerar in
sod., 2010). Na nacepljeno plosco polozimo celulozne diske, prepojene s standardnimi
koncentracijami antibiotikov. Plo§¢o nato inkubiramo. Med inkubacijo se bakterije
razmnozujejo, antibiotiki pa difundirajo v gojis¢e in zavirajo razmnozevanje obcutljivih
bakterij (Cerar in sod., 2010). Ce je izolat ob&utljiv na testni antibiotik, zaradi difuzije
antibiotika v agar nastane okrog diska zaviralna cona. Po inkubaciji izmerimo premer
(mm) zaviralnega pasu okoli diska. Cona inhibicije je sorazmerna obcutljivosti organizma
za dolocen antibiotik in je merilo za obcutljivost organizma na testni antibiotik. [zmerjene
vrednosti primerjamo s standardi, ki so na voljo za posamezni antibiotik in vrsto bakterij.
Stopnjo obcutljivosti bakterijskega seva izrazimo kot obcutljiv (S, angl. sensitive), zmerno
obcutljiv ali intermediaren (I, angl. intermediate) in neobcutljiv (oziroma odporen (R, angl.

resistant)) na protimikrobno u¢inkovino (Fojkar M, 2014)
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6. MOJE UGOTOVITVE IN RAZPRAVA

Protibakterijski uc¢inek sem testirala na desetih razli¢nih travniskih rastlinah, nabranih
konec avgusta 2023. Rastline sem izbrala na podlagi podatkov o rastlinah, ki sem jih
pridobila iz literature. Odlocila sem se, da primerjam izvlecke rastlin v vodi in etanolu, saj
sem glede na podatke iz literature ugotovila, da se razlicne protibakterijske spojine lahko
raztapljajo v razli¢nih topilih. Pripravila sem tudi dve razli¢ni koncentraciji vzorca. Pri
delu je bila zaradi velikega Stevila vzorcev in razredCitev potrebna velika natan¢nost. Da bi
se rezultati dobro videli, je bilo treba plos¢e enakomerno premazati s suspenzijo bakterij S.
aureus in vsaka nenatan¢nost se je hitro poznala (Slika 20). Ze med pripravo vzorcev na
ploscah sem ugotovila, da sem pri nekaterih vzorcih zamenjala nered¢en in 10-krat red¢en
vzorec (Slike 20-23). Ker sem napako opazila Ze med pripravo poskusa, sem zamenjavo
vzorcev zabeleZila, da ne bi pri vrednotenju rezultatov pri§lo do pomote. Druga velika skrb
pri delu z bakterijami so okuZbe vzorcev. Stiriindvajset ur po pripravi poskusa sem opazila,
da nobena od plos¢ ni bila okuzena. Pri vseh plosc¢ah sem okrog diska z gentamicinom, ki
je predstavljal pozitivno kontrolo, opazila zaviralni pas premera 16 mm. Prav tako so bile
tudi vse negativne kontrole (topilo) brez zaviralnega pasu. Opazila sem, tako kot Ze med
pripravo izvleCkov, da so bili Stevilni diski obarvani, zato je bilo vrednotenje
protibakterijskega ucinka Se tezje. Temen obro¢ okrog diska (Slika 20) bi lahko hitro

zamenjali z zaviralnim pasom, ki predstavlja protibakterijski uc¢inek izvlecka (Slike 21-23).
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Slika 20. U¢inek vodnega (V) in etanolnega (E) izvlecka poljskega timijana v primerjavi z
negativno kontrolo () (ddH,O v primeru vodnih izvle¢kov, oziroma 30-odstotni etanol v
primeru etanolnih izvle¢kov) in antibiotikom gentamicinom (10 pg), ki oznacuje pozitivho

kontrolo (+)

Po podrobnem pregledu ploS¢ na razlicnih podlagah sem protimikrobno ucinkovitost
zaznala le pri dveh rastlinskih vzorcih: neredéenem vodnem izvleCku travniske kadulje
(Sliki 21 in 22) in neredCenem etanolnem izvlec¢ku Sentjanzevke (Slika 23). Med aktivnimi
ucinkovinami, ki jih vsebujejo rastline iz druZine krénicevk, kamor spada tudi
Sentjanzevka, so spojine iz skupin acifluoroglucinolov in ksantonov, za katere je opisan
antibioti¢ni uc¢inek (Caldeira s sod., 2022). Pri etanolnem izvlecku travniske kadulje sem
pri eni ponovitvi od Stirih opazila zaviralni pas premera manj kot 7 mm (Sliki 21 in 22). Za
travniSko kaduljo so sicer najmocnejsi zaviralni ucinek na bakterije opisali za koreninski

izvlecek (Sreckovic¢ s sod., 2022).
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Slika 21. Ucinek vodnega (V) in etanolnega (E) izvlecka travniske kadulje v primerjavi z
negativno kontrolo (—) (ddH,O v primeru vodnih izvleckov, oziroma 30-odstotni etanol v
primeru etanolnih izvleckov) in antibiotikom gentamicinom (10 pg), ki oznacuje pozitivno
kontrolo (+). Pri plos¢i, ki oznacuje 10-krat red¢en vzorec, lahko opazimo, da so izvlecki

temnejse barve, saj sem neredCen in 10-krat redCen vzorec zamenjala.

Slika 22. Uc¢inek vodnega (V) in etanolnega (E) izvlecka travniske kadulje v primerjavi z
negativno kontrolo (=) (ddH,O v primeru vodnih izvle¢kov oziroma 30-odstotni etanol v
primeru etanolnih izvle¢kov) in antibiotikom gentamicinom (10 pg), ki oznacuje pozitivno
kontrolo (+). Na ploscah, kjer so diski prepojeni z vodnim izvleckom iz travniske kadulje,
opazimo zaviralni pas pri vseh Stirih ponovitvah. Na plos¢i z etanolnem izvleCkom je Sibek

zaviralni pas viden le pri eni ponovitvi.

Tabela 2: Premer zaviralnega pasu pri vodnem izvlecku iz travniSke kadulje (skupaj z

diskom premera 6 mm; povprecna vrednost * standardna napaka (SEM)).

Meritev 1 Meritev2  Meritev3  Meritev 4 Povprecje £

Ponovitve
(mm) (mm) (mm) (mm) SEM (mm)
1 8 8 8 8 8,00 + 0,00
2 8 8 8 7 7,75 £ 0,25
3 9 10 10 12 10,25 +0,63
4 9 8 9 11 9,25+ 0,63
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Povprecje vseh meritev (mm):

8,8110,33

Slika 23. Ucinek vodnega (V) in etanolnega (E) izvleCka Sentjanzevke v primerjavi z

negativno kontrolo (-) (ddH,O v primeru vodnih izvle¢kov ali 30-odstotni etanol v primeru

etanolnih izvlec¢kov) in antibiotikom gentamicinom (10 pg), ki oznacuje pozitivno kontrolo

(+). Na ploscah, kjer so diski prepojeni z etanolnim izvleckom iz Sentjanzevke, opazimo

zaviralni pas pri vseh S§tirth ponovitvah, medtem ko na plos¢i z vodnimi izvlecki

zaviralnega pasu ne opazimo.

Tabela 3: Premer zaviralnega pasu pri etanolnem izvlecku iz SentjanZevke (skupaj z

diskom premera 6 mm; povprecna vrednost + standardna napaka (SEM)).

Meritev 1 Meritev 2 Meritev 3 Meritev 4

Povprecje £

Ponovitve
(mm) (mm) (mm) (mm) SEM (mm)
1 9 9 10 9 9,25 +0,25
2 7 7 7 8 7,25 0,25
3 10 10 11 12 10,8 £ 0,48
4 9 9 9 10 9,25+0,25
Povprecje vseh meritev (mm): 9,13 £ 0,35
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Posamezne zaviralne pasove sem opazila Se pri nered¢enem etanolnem izvlecku poljskega
timijana, ampak je bil zaviralni pas premera manj kot 7 mm opazen le pri eni od Stirih

ponovitev (Slika 20).

Iz literature sem izvedela, da so po Gramu negativne bakterije, kamor spada E. coli, bolj
odporne proti antibiotikom kot po Gramu pozitivne (S. aureus). Razlog za to je
kompleksna sestava celicne stene in zunanje membrane iz lipopolisaharidov, ki preprecuje
vdor hidrofobnih spojin (Tajkarimi in sod. 2010, Breijyeh, 2020). Ker je bil protibakterijski
ucinek pri izvleckih iz obeh rastlin precej Sibek ze pri testiranju bakterije S. aureus, ki je
bolj obcutljiva na antibiotike, sva se skupaj s somentorico odlocili, da nacrtovanih

poskusov na bakteriji E. coli ne izvedeva.

Na prisotnost protibakterijskih snovi v rastlinskih izvleckih vplivajo stevilni dejavniki, kot
so sezona in regija nabiranja, uporabljeni deli rastline in nacin ekstrakcije, kot tudi
shranjevanje izvleCkov in zamrzovanje. Zato se porocani rezultati v literaturi razlikujejo.
Velik vpliv imajo tudi padavine in vlaznost, ki vplivajo na sestavo in koli¢ino izoliranih
spojin. Problem predstavlja tudi globalno spreminjanje podnebja, ki spreminja vremenske
razmere in zato ogroza sestavo in proizvodnjo spojin, tudi v isti geografski legi. Rastlinski
izvlecki vsebujejo Stevilne spojine, ki so pri razli¢nih pogojih izolacije razli¢no prisotne.
Zato je testiranje protibakterijske obcutljivosti rastlinskih izvle¢kov zelo zahtevno (Vau s

sod. 2021).

Pri raziskovalni nalogi sem se naucila veliko novega. V mikrobioloskem laboratoriju sem
delala prvi¢, zato sem se naucila veliko prakti¢nih stvari, ki mi bodo pomagale tako pri
pouku kemije v osnovni Soli kot tudi v nadaljevanju Solanja, npr. na gimnaziji in/ali
fakulteti, predvsem pa pri novih raziskovalnih nalogah. Delo mi je bilo zelo zanimivo.
Velik vtis je name naredil teko¢ duSik, saj mi je bilo zanimivo, da kljub temu, da je
zmrznjen, iz njega izhaja toliko pare. Pri delu mi je bilo poleg trenja rastlin najbolj vsec
kapljanje izvleckov na testne diske. Poleg samega dela v laboratoriju sem se naucila tudi,
da je zelo tezko dobiti Zelene rezultate, ¢e je vpletenih toliko razli¢nih dejavnikov (ze od

pogojev v Casu nabiranja rastlin naprej), npr. vlaznost rastlin, ki ni bila pri vseh rastlinah
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enaka, topila, uporabljena pri pripravi izvleckov, temperatura ekstrakcije in Se bi lahko
naStevala. Ko sem najprej izvedela, da je bilo u¢inkovanje izvleCkov tako majhno, sem bila
malo razoc¢arana. Ko pa sem izvedela, da je to v laboratoriju zelo pogosto, sem bila vesela,

da sem rezultate sploh dobila.

Zelo zanimivo je bilo prebirati literaturo o tem, kako antibiotiki delujejo na bakterijsko
celico ter o zdravilnih ucinkih rastlin, ki jih je veliko vec¢, kot sem sprva mislila. Zdravilne
rastline in njihove ucinke na zdravje so poznali Ze v starih Casih, ko so bili ljudje bolj
povezani z naravo kot sedaj. Menim, da se lahko iz tradicionalne medicine veliko nauc¢imo.
Vendar pa z globalnim segrevanjem in posledi¢no izumiranjem Zivalskih in rastlinskih vrst
to postaja vse tezje, zato je pomembno, da se ljudje zacno zavedati pomena rastlin in vsake

vrste na zemlji, ter jo spoStovati.
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7. ZAKLJUCEK

Hipoteza 1: Nekatere rastline bodo imele protibakterijski u¢inek.
Hipotezo lahko potrdim, saj sem protibakterijski ucinek opazila pri dveh rastlinah, in sicer

pri vodnem izvlecku iz travniSke kadulje in pri etanolnem izvlecku iz Sentjanzevke.

Hipoteza 2: Pri neredéenem vzorcu bo protibakterijski u¢inek ve¢ji kot pri 10-krat
red¢enem.

To hipotezo lahko potrdim, saj sem zaviralne pasove opazila le pri neredcenih vzorcih, ki
so vsebovali 50 mg/ml izvleCka. Pri 10-krat redenih vzorcih, ki so vsebovali 5 mg/ml

izvlecka, zaviralnega pasu nisem opazila pri nobenem od izvlecCkov.
Hipoteza 3: Etanolni izvlecki bodo uc¢inkovali bolje kot vodni izvlecki.

To hipotezo lahko ovrZzem, saj sem protibakterijski uc¢inek zasledila pri enem vzorcu iz

etanolnega izvlecka in pri enem vzorcu vodnega izvlecka.

Hipoteza 4: Protibakterijski u¢inek bom opazila le pri enem od izvleckov (vodni ali
etanolni izvlecek), nikoli pri obeh.

To hipotezo lahko potrdim, saj sem pri obeh vzorcih, kjer sem opazila protibakterijski
ucinek, le-tega zasledila le pri enem od vzorcev, bodisi pri vzorcu, raztopljenem v vodi, kot
v primeru travniske kadulje ali pa pri vzorcu, raztopljenem v etanolu, kot v primeru
Sentjanzevke. Le pri travniski kadulji sem okrog enega diska z etanolnim izvleckom

opazila ozek zaviralni pas.

Hipoteza 5: Na bakteriji E. coli in S. aureus bodo delovali razli¢ni antibiotiki.

Te hipoteze ne morem ovreci ali potrditi, saj testiranja na bakteriji E. coli nisem izvedla.

Hipoteza 6: Bakterija E. coli bo manj obcutljiva na antibiotike kot S. aureus.
Te hipoteze prav tako ne morem ovreci ali potrditi, saj testiranja na bakteriji E. coli nisem

izvedla.
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