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Sve je vece interesovanje za upotrebu antimik-
robnih supstanci ekstrahovanih iz biljaka u
formi esencijalnih ulja, koje bi mogle da posluZe
kao alternativni izvor novih lekova. Medu njima,
najvecu antimikrobnu aktivnost pokazuju ona
ulja koja sadrze u velikim koncentracijama fe-
nolne komponente poput timola. Cilj ovog rada
bio je da se ispita uticaj timola na membransku
permeabilnost kod E. coli i antibiotsku oset-
ljivost. Permeabilnost citoplazmatske membrane
ispitana je konfokalnom mikroskopijom, a uticaj
timola na antibiotsku toleranciju ispitan je po-
stavljanjem antibiogram testa. Dobijeni rezultati
ukazuju na povecanu permeabilnost Celijske
membrane, kao i povecanu osetljivost tretiranih
bakterija na aminoglikozide.

Uvod

Escherichia coli je gram-negativna bakterija
koja pripada familiji Enterobacteriaceae. Sojevi
ove bakterije dele se na apatogene, uslovno pato-
gene i patogene. Uslovno patogeni sojevi bakte-
rije E. coli su stanovnici gastrointestinalnog
trakta, a u patogene sojeve ubrajaju se oni koji
uzrokuju bolesti razli¢itih organskih sistema (ga-
strointestinalni i urinarni).

Sa povecanjem broja mikroorganizama rezis-
tentnih na antibiotike, raste potreba za razvojem
novih metoda za odbranu od istih. Jedno od mo-
gucih reSenja jeste kombinovanje postojecih
antibiotika sa esencijalnim uljima ekstrahovanim
iz biljaka, koja u velikim koncentracijama sadrze
fenolne komponente kao Sto su karvakrol, eu-
genol i timol, zbog njihovog potencijalnog siner-
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gistickog delovanja. Mnoga istraZivanja pokaza-
la su aditivna ili sinergisti¢ka dejstva izmedu
esencijalnih ulja i ve¢ poznatih antibiotika, po-
tencijalno redukujuci potrebu za prekomernom
upotrebom antibiotika (Langeveld et al. 2014).
Timol je monoterpenoidni fenol u esencijalnim
uljima ekstrahovanim prvobitno iz biljaka po-
rodice Lamiaceae, a kasnije i Verbenaceae,
Scrophulariaceae, Ranuncolaceae, i Apiaceae.
Strukturno je veoma sli¢an karvakrolu za koga je
poznato da iskazuje jako antimikrobno dejstvo
(Marchese et al. 2016). Na osnovu hemijskih
karakteristika i mehanizama dejstva drugih fe-
nola, moZe se pretpostaviti timolov mehanizam
delovanja. On podrazumeva narusavanje inte-
griteta ¢elijske membrane i transporta materija
kroz nju, kao i povecanje njene permeabilnosti
(Burt 2004). Smatra se da tretiranje ¢elija
esencijalnim uljima dovodi do povecanja koli-
¢ine nezasiéenih masnih kiselina, povecavajuéi
razmak izmedu fosfolipida membrane, a samim
tim i njenu fluidnost, i permeabilnost (Nazzaro et
al.2013).

Aminoglikozidni antibiotici, kao $to su gen-
tamicin, amikacin ili streptomicin, primenjuju se
u lecenju infektivnih oboljenja ve¢ nekoliko de-
cenija, medutim u poslednje vreme su sve manje
u upotrebi, zbog velikog broja bakterija koje su
na njih rezistentne. Mehanizam dejstva amino-
glikozida podrazumeva ulazak u éeliju, prolazak
kroz ¢elijsku membranu, a zatim vezivanje za
30s subjedinice ribozoma i naru$avanje sinteze
proteina (Leggett et al. 2017).

Cilj ovog rada je bio ispitivanje uticaja pove-
¢ane membranske permeabilnosti uzrokovane
timolom na osetljivost E. coli na antibiotike iz
grupe aminoglikozida, beta laktamske antibi-
otike, hloramfenikol i antiseptike.
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Materijal 1 metode

Ispitivanja su radena na E. Coli, uzgajanoj na
LB podlozi. Za izradu antibiograma koris¢ene su
Mueller-Hinton podloge i diskovi impregnirani
antibioticima iz grupe aminoglikozida (genta-
micin koncentracije 15 pg/mL), beta laktamskih
antibiotika (cefpodoxime), antiseptika (pipe-
midinska kiselina) i antibiotika koji deluju na 50s
subjedinicu ribozoma (chloramphenicol).

Napravljeno je 300 mL bioreaktora sa LB
podlogom u koju je inokulisana E. coli, sa ras-
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tvorom timola u koncentraciji 0.4 pg/mL, ras-
tvorenom u 1.5% DMSO. Bioreaktor je stavljen
na klackalicu u inkubator radi obezbedivanja
konstantnog mesanja i aerisanja svih bakterija u
bioreaktoru.

Vizuelizacija permeabiliteta. Konfokalnom
mikroskopijom ispitana je permeabilnost cito-
plazmatske membrane kod bakterijskih kultura
tretiranih subinhibitornom dozom timola. Pre-
parati za konfokalnu mikroskopiju pripremljeni
su dodajuéi u I mL kulture bakterija iz bio-
reaktora 10 pL cyber green boje i 15 L propi-
dijum jodida, rastvorenog u 1 M tris-HCl-u u

Slika 1. Rezultati konfokalne
mikroskopije timolom tretiranih
kultura (a) 1 kontrolnih grupa (b).
Strelicama su oznacene ¢elije kod
kojih je permeabilnost membrane
povecana (P), vijabilne ¢elije (V) i
mrtve ¢elije (C).

Figure 1. Confocal microscopy of
bacterial cultures trated with thymol
(a) and control groups (b). Cells
with increased membrane
permeability are labeled with the
letter P, viable cells with the letter
V and dead cells with the letter C.
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Slika 2. a) Antibiogram dobijen koriste¢i timolom netretirane kulture E. coli i gentamicin;
b) Antibiogram dobijen koristeci kulture E. coli tretirane subinhibitornom koncentracijom timola i gentamicin.

Figure 2. a) Antibiograms made using E. coli cultures and gentamicin;
b) Antibiograms made using gentamicin and E. coli cultures treated with subinhibitory concentrations of
thymol.

Slika 3. Antibiogrami dobijeni za kontrolne grupe (a) i grupe tretirane subinhibitornom koncentracijom timola
(b) koristeci antibiotike: CPD — cefalosporine (cefpodoxime), C — hloramfenikol i PI — pipemidinsku kiselinu.

Figure 3. Antibiograms made using control groups (a) and cultures treated with subinhibitory concentrations of
thymol (b), using the antibiotics: CPD — cephalosporine (cefpodoxime), C — chloramphenicol and PI —
pipemidic acid.
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koncentraciji 1 mg/mL. Uzorak je vorteksovan i
stavljen na inkubaciju 10 minuta. Isto je pono-
vljeno sa kontrolnom grupom, to jest bakte-
rijskim kulturama netretiranih timolom. Finalni
uzorci pripremljeni su stavljanjem kapi iz oba
uzorka na po dva pokrovna stakalca, koja su za-
tim pokrivena predmetnim staklom. Preparati su
posmatrani na konfokalnom mikroskopu, na
450-490 nm (Kirchhoff i Cypionka 2017).

Uticaj timola na antibiotsku osetljivost. Uti-
caj timola na osetljivost bakterija na antibiotike
ispitan je metodom antibiograma, postavljajuéi
diskove sa antibioticima iz grupe aminoglikozida
(gentamicin), cefalosporina (cefpodoxime), pi-
pemidinske kiseline i hloramfenikola i upore-
divanjem zona inhibicije kod timolom tretiranih
kultura i kontrolne grupe. Svi antibiogrami ra-
deni su u triplikatima, a zone inhibicije merene
koriste¢i program ImageJ.

Rezultati

Vizuelizacija permeabiliteta. Konfokalnom
mikroskopijom potvrdeno je da timol u subinhi-
bitornoj koncentraciji dovodi do poremecaja
integriteta Celijske membrane i povecanja njene
permeabilnosti, $to je omogucilo prodor propi-
dijum jodida u celije (slika 1). Obe koriséene
boje vezuju se za bakterijsku DNK, medutim
cyber green boja deluje prolazeéi kroz membrane
éelija, bez obzira na stepen njihove permeabil-
nosti, dok propidijum jodid prolazi iskljucivo
kroz oSte¢ene membrane. Bakterijske Celije sa
povecanjem permeabilnosti plazmatske mem-
brane obojene su u narandZasto-crvenu boju, dok
su vijabilne bakterije zelene.

Uticaj timola na antibiotsku osetljivost.
Merenja zone inhibicije na antibiogramima
radena su pomocu programa ImageJ. Dobijeni
rezultati ukazuju na povecanje osetljivosti na
gentamicin kod kultura tretiranih timolom (slika
2). S druge strane, antibiogrami u kojima je
kori$éen cefalosporin (cefpodoxime), pipemi-
dinska kiselina i hloramfenikol ne pokazuju
povecanje zone inhibicije kod timolom tretiranih
kultura (slika 3).

Diskusija 1 zakljucak
Dobijeni rezultati ukazuju na povecanje anti-

biotske osetljivosti na gentamicin kod bakterija
tretiranih subinhibitornom koncentracijom ti-
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mola. Potencijalno objasnjenje za povecanu
osetljivost jeste lak$i prodor aminoglikozida
kroz citoplazmatsku membranu, izazvan naru-
Savanjem protonske motorne sile, zbog pove-
¢anog efluksa protona u uslovima povecane
permeabilnosti. Iako ta¢an mehanizam prodora
aminoglikozida kroz citoplazmatsku membranu
jos uvek nije poznat, zna se da je on energetski
zavisan i da povecanje protonske motorne sile
dovodi do ubrzanog influksa molekula ami-
noglikozida u ¢eliju (Allison et al. 2011). Pove-
¢ana membranska permeabilnost verovatno je
rezultat insercije timola u lipidni dvosloj, §to na-
rusSava strukturu membrane i dovodi do pove-
¢anog efluksa protona i jona kalijuma, i narusava
membranski potencijal. Zona inhibicije kod
cefalosporina ostaje nepromenjena, §to je i
ocCekivano, i objasnjivo samim mehanizmom
dejstva cefalosporina, koji podrazumeva vezi-
vanje za peptidyl-D-Ala4-D-Ala5 ekstremitete
prekursora peptidoglikana na povrSini Celije
(Mainardi et al. 2008). Hloramfenikol deluje
vezivanjem za 50s subjedinicu ribozoma i na taj
nacin remeti sintezu proteina. Jos$ uvek nije
poznat tacan mehanizam influksa hloramfe-
nikola u éeliju, medutim poznato je da povecanje
koncentracije magnezijumovog jona negativno
uti¢e na njegov transport kroz ¢elijsku mem-
branu. Jedan od pretpostavljenih mehanizama
njegovog transporta jeste prosta difuzija kroz
¢elijsku membranu (Abdel-Sayed 1987). Rezul-
tati naSeg rada, medutim, ukazuju da samo po-
vecanje membranske permeabilnosti ne dovodi
do povecanja osetljivosti bakterija na hloram-
fenikol.

U ovom istrazivanju, rezultati upucuju na to
da timol utic¢e na osetljivost E. coli na antibiotike
iz grupa aminoglikozida poveéavanjem perme-
abiliteta celijske membrane olakSavajuci ulazak
aminoglikozida u Celiju.
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Effect of Thymol on Membrane
Permeability and Antibiotic
Susceptibility of E. coli

There is an ever growing interest for the use
of antimicrobial substances extracted from plants
in the form of essential oils that could potentially
be an alternative source of medicaments. Essen-
tial oils extracted from plants exhibiting the
strongest antimicrobial activity contain a high
concentration of phenolic compounds such as
thymol. The aim of this project was to examine
the effect of thymol on membrane permeability
and the antibiotic susceptibility of E. coli. Mem-
brane permeability was studied using confocal
microscopy, and antibiotic susceptibility was
studied using antibiogram tests. The results indi-
cate an increase in membrane permeability
caused by thymol and antibiotic susceptibility of
bacteria to aminoglycosides. 9
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