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Efekat 1,8-cineola na
faktore virulencije
bakterijskog soja

P. aeruginosa 15442

Faktori virulencije obuhvataju sve karakteristike
mikroorganizama koje omogucavaju efektivhu
odbranu od imunskog sistema domacina i nje-
govu kolonizaciju. Pseudomonas aeruginosa je
gram-negativna bakterija, ¢iji stepen virulencije
zavisi od razlicitih vidova pokretljivosti, sposob-
nosti za formiranje biofilma, produkcije toksina
i pigmenata. Ranijim istraZivanjima je pokazano
da 1,8-cineol ima izraZeno antimikrobno dejstvo
i sposobnost inhibicije formiranja biofilma. U
ovom radu ispitivan je efekat 1,8-cineola na for-
miranje i redukciju vec formiranog biofilma i ba-
kterijsku pokretljivost soja P. aeruginosa 15442.
Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC)
1,8-cineola znosila je 100 ul/mL. Utvrdeno je
da 1,8-cineol efikasno suzbija produkciju bio-
filma i dovodi do degradacije vec¢ formiranog
biofilma. Tretmanom soja P. aeruginosa 15442
1,8-cineolom u subinhibitornoj koncentaciji
(MIC/2) uoceno je smanjenje precnika zona
plivajucih i trzajucih pokreta, dok je kod pokreta
rojenja zabelezZeno povecanje precnika u odnosu
na kontrolu. Testirana supstanca moZe naci pri-
menu kao komponenta buduceg leka protiv bak-
terijskih infekcija ili dezinfekcionog sredstva.
1,8-cineol smanjuje virulentnost, pa tako i mo-
gucnost za izazivanje oboljenja kod coveka.

Uvod

Sposobnost mikroorganizama da izazivaju ob-
oljenja naziva se patogenost. Stepen patogenosti
mikroorganizama oznacava se kao virulencija.
Virulencija je rezultat moguénosti mikroorgani-
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zama da adheriraju za domacdina, izvrse invaziju i
produkuju razlicite toksine. Ove karakteristike,
koje omogucavaju nastanak oboljenja nazivaju
se faktori virulencije. Ako se patogeni mikro-
organizmi ne eliminiSu iz organizma dolazi do
infekcije, Sto dalje moZe da dovede do razvoja
razlic¢itih oboljenja. Da li ée izazvati oboljenje ili
ne zavisi, pre svega, od osobina samog mikro-
organizma, tj. od njegove patogenosti, odnosno
virulencije (Petrovi¢ et al. 2007). Adhezija bak-
terija na epitelne Celije predstavlja klju¢nu fazu u
kolonizaciji domadina (Beachey 1981). Bakterije
imaju razli¢ite mehanizme adhezije, imunoloske
ili fizicko-hemijske prirode (Freeter i Jones
1983). Adherencija je povezana sa bakterijskom
pokretljivoscu, a tokom te faze moZe doci i do
stvaranja biofilmova. Biofilm predstavlja sesilnu
zajednicu mikroorganizama pri¢vr§éenu za
podlogu. Patogenosti bakterije Pseudomonas
aeruginosa u velikoj meri doprinose razliciti
vidovi pokretljivosti, koji se mogu pratiti testovi-
ma pokretljivosti za odredivanje plivajucih, trza-
jucih i pokreta rojenja (Overhage et al. 2007).

Pseudomonas aeruginosa je gram-negativna
bakterija Stapicastog oblika, sa flagelom i nekoli-
ko vrsta pili, koje se obi¢no nalaze na istom polu
céelije. Nastanjuje razlicite sredine i Cesto je iza-
zivac bolesti kod biljaka i Zivotinja, ukljucujucéi i
¢oveka. Bitna je uloga flagele i pili u razvoju bo-
lesti, s obzirom na to da one omogucavaju razli-
cite oblike pokretljivosti. Pokretljivost bakterija
je udirektnoj vezi sa invazivnos¢u (Luzar i Mon-
tie 1985).

Biofilmovi P. aeruginosa se formiraju od po-
jedinacnih planktonskih ¢elija u sloZenom i pre-
cizno regulisanom procesu (Pratt i Kolter 1998).
Bakterije u biofilmu se znacajno razlikuju od
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pojedina¢nih planktonskih éelija. Celije koje se
nalaze na povr$ini biofilma imaju poveéanu eks-
presiju algC gena potrebnog za sintezu egzopo-
lisaharida koji su neophodni za povezivanje
éelija (Davies i Geesey 1995). Takode, pokazano
je da se formiranjem biofilma povecéava otpor-
nost na antibiotike, u odnosu na otpornost plankt-
onskih éelija. Mehanizmi antibiotske rezistencije
bakterijskih ¢elija u biofilmu ukljuc¢uju ometanje
difuzije antibiotika od strane egzopolisaharida,
specifi¢nosti fiziologije bakterijske éelije i uslo-
ve sredine u kojoj se biofilm nalazi (Hoyle i Cos-
terton 1991). Medu faktore virulencije bakterije
P. aeruginosa spada i produkcija pigmenata.
Plavicasti pigment piocijanin i fluorescentni pi-
overdin su karakteristi¢ni za rod Pseudomonas
(Meyer i Abdallah 1987).

Utvrdeno je da etarska ulja brojnih biljaka os-
tvaruju antimikrobno dejstvo na P. aeruginosa
(Stojanovié-Radic¢ et al. 2016; Koji¢ et al. 2016;
Khan et al. 2009; Packiavathy et al. 2012), a
dalja istraZivanja su usmerena na ispitivanje de-
lovanja i mehanizama delovanja njihovih kom-
ponenata. 1,8-cineol (eukaliptol) je organsko
jedinjenje koje je prisutno u etarskim uljima koja
se dobijaju od eukaliptusa, ¢ajnog drveta, ruzma-
rina, bosiljka, Zalfije itd. Zastupljenost 1,8-ci-
neola u etarskim uljima znacajno varira (Carson
et al. 2002). Predstavlja zajednicku komponentu
etarskih ulja za koja je pokazano da u znacajnoj
meri inhibiraju formiranje biofilmova (Sandasi
et al. 2009). Na osnovu podataka dostupnih u
literaturi, pretpostavljeno je da je 1,8-cineol
komponenta etarskih ulja koja u najvecoj meri
doprinosi inhibiciji formiranja biofilmova.

Cilj ovog istrazivanja je ispitivanje efekata
1,8-cineola na formiranje biofilma, redukciju veé
formiranog biofilma i bakterijsku pokretljivost,
kao faktore virulencije soja Pseudomonas aeru-
ginosa 15442,

Materijal 1 metode

QOdredivanje minimalne inhibitorne kocen-
tracije (eng. minimal inhibitory concetration,
MIC). Minimalna inhibitorna koncentracija
1,8-cineola odredena je metodom serijskih raz-
redenja prema Wiegand et al. (2008) sa modi-
fikacijama. Testiran je opseg koncentracija od
100 do 0.78 uL/mL 1,8-cineola. Kao pozitivna
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kontrola kori§¢en je gentamicin u opsegu kon-
centracija od 0.5 do 0.003 mg/mL. Negativnu
kontrolu predstavljao je medijum sa bakterij-
skom suspenzijom soja Pseudomonas aeru-
ginosa 15442 bez dodatka 1,8-cineola ili
antibiotika. Kao podloga je koris¢en Miiller Hin-
ton bujon (MHB). Opticka gustina prekono¢ne
kulture na pocetku ekperimenta je podeSavana na
20.05 na 600 nm. Za detekciju bakterijskog rasta
dodat je resazurin koncentracije 0.635 mg/mL i
uzorci su dodatno inkubirani 3 h na 37°C. Bak-
terijski rast dovodi do redukcije resazurina u re-
zorufin, $to rezultuje promenom boje iz plave u
ruzicastu.

Efekat na produkciju biofilma. Produkcija
biofilma testirana je prema protokolu Stepanovié¢
et al. (2007) sa modifikacijama. Koris¢en je
tripton soja bujon obogacen sa 0.5% glukoze. U
prvoj fazi eksperimenta je pipetirano po 180 pL.
podloge sa odgovaraju¢om koncentracijom
1,8-cineola i 20 pL prekonoéne kulture tes-
tiranog soja u bunari¢e mikrotitarske ploce, kako
bi se formirao biofilm. Testirane koncentracije
1,8-cineola su: minimalna inhibitorna (MIC), du-
plo manja (MIC/2) i duplo veca koncentracija od
minimalne inhibitorne koncentracije (2MIC).
Ekspriment je postavljen u triplikatu. Inkubacija
je trajala 24 h na 37°C. Nakon inkubacije po-
dloga je odlivena, a bunarici isprani sa po 200 pL.
fizioloSkog rastvora puferovanog fosfatom
(PBS, pH 7.4) i osuSeni. Biofilm je fiksiran sa
150 uL metanola tokom 20 min. Zatim je biofilm
u svakom bunaric¢u obojen sa po 150 uL. 0.1% ra-
stvora kristal violet boje tokom 15 min. na sobnoj
temperaturi. ViSak boje je ispran pod mlazom
¢esmenske vode. U bunarice je dodato po 200 uL.
96% etanola, a nakon 45 minuta na sobnoj tem-
peraturi, iz svakog bunariéa je pipetirano po
150 pL u ¢istu mikrotitar plocu i merena je apsor-
banca na talasnoj duZini od 595 nm. Apsorbanca
je proporcionalna debljini biofilma. Inhibicija
formiranja biofilmova je stoga izraZzena u pro-
centima pomocu sledece formule:

=1L
A

gde je A — vrednost apsorbance kontrolne gru-

pe, a A, — vrednost apsorbance tretirane grupe
Efekat na formirani biofilm. U bunari¢ima

mikrotitarske ploce je inkubirano po 200 pL pre-
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konoéne kulture stare 24 h, kako bi se formirao
biofilm. Inkubacija ploce je trajala 24 h na 37°C.
Nakon toga podloga je odlivena, a bunaridi is-
prani fizioloSkim rastvorom. Zatim je u bunarice
dodat svez medijum sa 1,8-cineolom u odgo-
varaju¢im koncentracijama. Ploc¢a je inkubirana
24 hna37°C, a postupak ispiranja, fiksiranja bio-
filma i merenja je isti kao u prethodno opisanom
postupku za odredivanje inhibicije formiranja
biofilma.

Testovi pokretljivosti. Za testove pokretlji-
vosti kojima su praceni pokreti plivanja, rojenja i
trzanja koriS¢ene su prekonoéne kulture sa ¢vr-
stog hranljivog medijuma. Testiran je efekat
subinhibitorne koncentracije (MIC/2) 1,8-cine-
ola na pokretljivost bakterija. Za pozitivnu kon-
trolu uzete su vrednosti rasta na podlogama bez
dodatka 1,8-cineola, a kao negativna kontrola
vrednosti rasta na podlogama sa dodatkom anti-
biotika u subinhibitornoj koncentraciji. Eseji su
radeni u triplikatu metodom po Rashidu i Korn-
bergu (2000) sa modifikacijama.

Plivanje bakterija u podlozi omogucavaju po-
kreti polarne flagele. Koris¢en je polucvrsti medi-
jum, tripton bujon (10 g/L triptona, 5 g/L. NaCl) sa
0.3% agaroze. Na podloge su inokulisane bak-
terije iz prekonoéne kulture ubodnom ezom, na
povrsinu podloge. Inokulisane podloge su inku-
birane 12-14 h na 37°C, nakon ¢ega su izmereni
precnici zona pokreta.

Rojenje se definiSe kao brzo, koordinisano
kretanje bakterija na polu¢vrstoj podlozi. Me-
dijum koji je kori§éen za esej se sastoji od 5 g/L
agaroze sa 8 g/L hranljivog bujona, uz dodatak
5 g/L glukoze. Inokulacija je vr§ena ubodom
ezom na povrSini podloge, potom su podloge in-
kubirane 24 h na 30°C.

Trzanje nastaje povezivanjem, a zatim pov-
lacenjem tipa IV. Podloga koja je koriS¢ena u
eseju sadrzala je 10 g/L triptona, 5 g/L ekstrakta
kvasca, 5 g/LL NaCl i 10 g/L agaroze. 1z preko-
noéne kulture je vr§ena inokulacija ezom do dna
podloge u Petri $olji. Posle inkubacije na 37°C u
trajanju od 24 h, podloga je uklonjena, nakon
¢ega je usledilo bojenje 0.1% kristal violet
bojom. Nakon 1 min. Petri $olja je lagano ispi-
rana destilovanom vodom, §to je omogucilo vi-
dljivost pokreta.
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Rezultati 1 diskusija

MIC test

Minimalna inhibitorna koncentracija 1,8-ci-
neola za testirani soj iznosi 100 uL/mL. Ranija
ispitivanja 1,8-cineola na soju P. aeruginosa
15442 pokazala su da je minimalna inhibitorna
koncentracija ovog jedinjenja viSa u odnosu na
MIC etarskih ulja (Hendry et al. 2009). Kod
nekih sojeva, na primer P. aeruginosa 9027,
1,8-cineol uopste nije pokazao efekat na rast
(Bosnié et al. 2006; Zaouali et al. 2010). In-
hibitorni efekat 1,8-cineola znatno je izraZeniji
kod gram-negativnih u odnosu na gram-pozi-
tivne bakterije (Zaouali ef al. 2010).

Etarsko ulje pelina, koje sadrzi 1,8-cineol u
visokom procentu (23.5%) inhibira rast gram-
-negativne bakterije Escherichia coli SY252 u
koncentraciji 15 pL/mL (Koji¢ et al. 2016). Niza
minimalna inhibitorna koncentracija etarskog
ulja pelina u odnosu na koncentraciju samog
1,8-cineola moze biti posledica veée osetljivosti
E. coliu odnosu na P. aeruginosa, ali i sinergi-
stickog dejstva 1,8-cineola sa ostalim kompo-
nentama etarskog ulja, Sto je potrebno dodatno
ispitati. Ispitivanjem efekta etarskog ulja euka-
liptusa (Eucalyptus sp.), koji takode sadrzi
1,8-cineol na bakterijski soj koji je koriséen u
ovom istrazivanju, dobijeno je da minimalna
inhibitorna koncentracija iznosi 256 mg/mL
(Hendry et al. 2009), dok minimalna inhibitorna
koncentracija samog 1,8-cineola iznosi 100
pL/mL.

Inhibicija formiranja 1 efekat na
degradaciju ve¢ formiranog biofilma

Testirana supstanca u subinhibitornim i in-
hibitornim koncentracijama pokazala se efi-
kasnijom od gentamicina u subinhibitornim i
inhibitornim koncentraijama u sprecavanju for-
miranja biofilma (slika 1). Pri tretmanu ve¢ for-
miranog bakterijskog biofilma 1,8-cineolom u
koncentraciji duplo manjoj od minimalne inhi-
bitorne, minimalnoj inhibitornoj i duplo vecoj od
nje, jasno se uocava da dolazi do degradacije bi-
ofilma, mada je taj efekat izraceniji pri tretmanu
gentamicinom u odgovarajué¢im koncentra-
cijama (slika 2).
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Veca efikasnost u spre¢avanju nastanka bio-
filma u odnosu na degradaciju ve¢ formiranog se
moZe objasniti uticajem testirane supstance na
bakterijsku pokretljivost, koja predstavlja pred-
uslov za adherenciju. Smanjivanjem pokreta
smanjuje se i adherencija, pa se usporava pro-
dukcija biofilma (Spoering i Lewis 2001). Veé
formirani biofilm je rezistentniji na antimikrobni
agens u odnosu na planktonske celije.

Ispitivanjem efekta etarskog ulja eukaliptusa
(Eucalyptus camaldulensis) koje sadrzi visok
procenat 1,8-cineola (64%) pri koncentraciji
200 pg/mL inhibiran je nastanak biofilma za
93.6% (Rasooli et al. 2009). Veci procenat inhi-
bicije u odnosu na ¢ist 1,8-cineol moZe se obja-
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-o - Gentamicin
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sniti ostvarivanjem sinergistickog dejstva sa
ostalim komponentama etarskog ulja.

Testovi pokretljivosti

Pri tretmanu soja Pseudomonas aeruginosa
15442 1,8-cineolom u subinhibitornoj koncen-
traciji (MIC/2) 1,8-cineola preCnici zona pokreta
plivanja su duplo manji u odnosu na kontrolnu
grupu. Kod pokreta rojenja veci pre¢nik je izm-
eren u tretmanu i iznosio je 21 mm, dok je u kon-
troli bio 18 mm. Testirana supstanca ima izraZen
inhibitorni efekat na pokrete trzanja (slika 3).

Prethodnim analizama je utvrdeno da 1,8-ci-
neol relativno efikasno suzbija produkciju i de-
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Slika 3. Efekat
subinhibitorne

koncentracije 1,8-cineola

na pokrete plivanja,
rojenja i trzanja

bakterijskog soja
P. aeruginosa 15442
K — kontrola,

E — 1,8-cineol

Figure 3. Effect of the
subinhibitor concentration

of 1,8-cineol on the

Precnik zone pokreta (mm)
N

movements of (from left)
swimming, swarming and
twitching of the bacterial

strain

K E K E K
Plivanje Rojenje

graduje ve¢ formirani biofilm. Za formiranje
biofilma bakterijskog soja P. aeruginosa neo-
phodni su pokreti plivanja i trzanja (O’ Toole i
Kolter 1998), pa su zabeleZeni manji precnici
zona ovih pokreta u skladu sa o¢ekivanim. Pok-
reti plivanja se zasnivaju na flagelarnoj funkciji,
koja omogucéava hemotaksiju, kretanje, po-
vezivanje i fizicko pri¢vr§éivanje bakterija za
povrsinu (Pratt i Kolter 1998). Pokrete trzanja
omogucava pokretanje pili tipa IV koje imaju
znacajnu ulogu u prijanjanju za podlogu i ko-
lonizaciji (Woods et al. 1980).

Pokreti rojenja predstavljaju efikasnu od-
brambenu strategiju u prisustvu antimikrobnih
sredstava (Butler ef al. 2009). U prisustvu 1,8-ci-
neola, povecanje zona ove vrste pokreta moze se
objasniti kao mehanizam odbrane P. aeruginosa
od antimikrobnog agensa.

Zakljucak

Ovim istraZivanjem pokazana je antimikro-
bna aktivnost 1,8-cineola na bakterijskom soju
Pseudomonas aeruginosa 15442. Takode, kako
je pretpostavljeno, 1,8-cineol inhibira razvijanje
biofilma kod ovog soja i isto tako pospeSuje de-
gradaciju ve¢ formiranog biofilma. S obzirom na
povezanost pokreta plivanja i trzanja sa nastan-
kom biofilma, smanjenje precnika zone ovih po-
kreta je u skladu sa ocekivanim. Pre¢nici zona
pokreta rojenja veéi su nakon tretmana 1,8-cine-
olom u koncentraciji duplo manjoj od minimalne
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Trzanje

P. aeruginosa 15442
K — control,
E — 1,8-cineol

% Max
Median
E Min

inhibitorne u odnosu na netretirane kontrolne
uzorke. Ovi pokreti predstavljaju mehanizam
odbrane bakterija od 1,8-cineola, kao antimi-
krobnog sredstva. Ova vrsta pokreta ima zastitnu
ulogu i omogucava bakterijama da prezZive ¢ak i
pri baktericidnim koncentracijama agensa (But-
ler et al. 2009).

Jedinjenje 1,8-cineol moze naci primenu kao
komponenta potencijalnih lekova protiv bakterij-
skih infekcija ili dezinfekcionog sredstva. Bu-
ducéa istrazivanja treba da budu usmerena ka
ispitivanju mehanizama dejstva 1,8-cineola i
efektima na druge, klini¢ki relevantne bakte-
rijske sojeve, a jednu od najvedih prednosti
potencijalnog koriséenja ovog jedinjenja pred-
stavlja to $to ne eliminiSe bakterije, ve¢ ih samo
onesposobljava da izazovu oboljenje, pa se na taj
nacin izbegava eliminacija korisnih mikro-
organizama Cije je prisustvo znacajno za nor-
malno funkcionisanje organizma.
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Marija Nedeljkovic¢

Effect of 1,8-cineole on
Pseudomonas aeruginosa 15442
Virulence Factors

All microorganisms contain virulence factors
which enables effective defense from the im-
mune system of the host and its colonization.
Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative hu-
man opportunistic pathogen, whose level of viru-
lence depends on different types of mobility,
capability of forming biofilm, production of tox-
ins and pigments. In order to form a biofilm,
swimming and twitching movements are neces-
sary, while swarming movements represent an
effective defensive strategy in the presence of
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antimicrobial agents. 1,8-cineole is an organic
compound that represents common component
of essential oils whose emphasized antimicrobial
activity and the ability to inhibit biofilm forma-
tion was shown in previous research. The aim of
this research was to investigate the effect of
1,8-cineole on the formation and degradation of
already formed biofilm and bacterial mobility of
the Pseudomonas aeruginosa 15442 strain. The
minimal inhibitory concentration of 1,8-cineole
against the bacterial Pseudomonas aeruginosa
15442 strain was 100 pL/mL. The tested agent
was efficient against biofilm formation and in the
degradation of the previously formed biofilm.
The subinhibitory concentration of 1,8-cineole
decreased the diameter of the zone of swimming
and twitching movements, while it increased the
diameter of the treatment during the swarming
movement. The obtained results are in line with
what can be expected, since the termed sub-
stance, in this case 1,8-cineole, inhibits swim-
ming and twitching movements, preventing the
biofilm formation, while the increase in the
swarming zone represents a defense mechanism
in the presence of antimicrobial agents. The
tested substance can be used as a component of a
potential cure against bacterial infections or a
disinfectant agent. Future research should be
aimed at investigating the mechanisms of 1,8-ci-
neole and its effects on other clinically important
bacterial strains, and one of its greatest potentials
is that it does not eliminate bacteria, but only dis-
ables them to cause disease. o
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