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Inhibicija efluks pumpe bakterijskog

soja Staphylococcus aureus etarskim

uljem lavande i linalolom

Stapylococcus aureus je gram pozitivna, multirezistentna bakterija koja
izaziva nozokomijalne infekcije. Jedan od mehanizama rezistencije ove
bakterije zasniva se na aktivnosti efluks pumpi, transmembranskih proteina
koji izbacuju antimikrobne agense iz unutaræelijske sredine, smanjujuæi
tako njihovu koncentraciju i efikasnost. Linalol, monoterpenoid zastupljen
u etarskim uljima, se akumulira u æelijskoj membrani, poveæava njenu per-
meabilnost, remeti konzistenciju i rasipa energiju protonske pumpe. Cilj
ovog istra�ivanja je bio da se ispita da li se antimikrobno dejstvo linalola i
etarskog ulja lavande zasniva na inhibiciji efluks pumpe i da se utvrdi
njihov potencijal za primenu u kombinaciji sa antibiotikom kanamicinom.
Odreðivana je minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) linalola,
etarskog ulja i antibiotika kanamicina. Ispitivanjem tipa interakcije poka-
zano je sinergistièko dejstvo izmeðu kanamicina i linalola/etarskog ulja pri
najmanjim testiranim koncentracijama obe supstance. Kotretman lina-
lolom/etarskim uljem lavande u najni�im testiranim koncentracijama, MIC
kanamicina smanjuje èak osam puta (sa 100 μg/mL na 12.5 μg/mL). Poten-
cijal testiranih supstanci da inhibiraju efluks pumpu je utvrðen testom inhi-
bicije efluksa etidijum-bromida. Tretman linalolom, kao i tretman etarskim
uljem lavande dovodi do poveæanja poèetne koncentracije etidijum bro-
mida u odnosu na netretiranu kontrolu.

Uvod
Primena antibiotika u leèenju bakterijskih infekcija zapoèinje sre-

dinom 20. veka otkriæem penicilina. Ubrzo posle uvoðenja antibiotika,

pojavljuje se i problem nastanka rezistencije mikrooorganizama na njih,

kao evolucioni odgovor patogenih mikroorganizama. Danas se za svaku

grupu antibiotika (betalaktami, fluorohinoloni, aminoglikozidi, tetraciklini)

mo�e navesti makar jedan mehanizam rezistencije. Neki od tih mehanizama

su: degradacija ili inaktivacija antibiotika, izmena ili zaštita ciljnih mole-

kula u æeliji ili smanjivanje unutaræelijske koncentracije antibakterijskog
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agensa pomoæu efluks pumpi i smanjenjem permeabilnosti membrane

(Costa 2013). Svetska zdravstvena organizacija je 2017. godine napravila

listu od dvanaest multirezistentnih bakterijskih sojeva èije tretiranje treba

da bude prioritet (Banin et al. 2017). Na toj listi se nalazi i Staphylococcus
aureus, Gram-pozitivna bakterija koja izaziva nozokomijalne infekcije,

odnosno infekcije koje se javljaju u zdravstvenim ustanovama. U æelijskoj

membrani S. aureus se nalaze transmembranski proteini tzv. efluks pumpe.

Fiziološka uloga efluks pumpi je izbacivanje produkata æelijskog meta-

bolizma, sekrecija faktora virulencije ili ubla�avanje posledica oksida-

tivnog i nitrozativnog stresa elimisanjem reaktivnih èestica. S obzirom da

aktivnim transportom izbacuju antimikrobne supstance iz æelije, ovi pro-

teini doprinose bakterijskoj rezistenciji. Energija za aktivni transport se

obezbeðuje hidrolizom ATP-a ili koriste energiju hemiosmoze (eng. proton

motive force – PMF), odnosno elektrohemijskog gradijenta koji nastaje

kretanjem protona kroz æelijsku membranu. Najpoznatija efluks pumpa S.
aureus je NorA, sposobna da eliminiše fluorohinolone (npr. norfloksacin i

ciprofloksacin), boje (npr. etidijum bromid) i biocide (npr. kvaternarna

amonijumova jedinjenja) (Costa 2013). Pored NorA, S. aureus ima i druge

efluks pumpe koje smanjuju unutaræelijsku koncentraciju tetraciklina,

eritromicina, streptomicina i kanamicina (Limaverde et al. 2017; Marquez

2005; Kuroda i Tsuchiya 2009). Kanamicin je antibiotik iz grupe amino-

glikozida koji se u bakterijskoj æeliji vezuju za ribozomalnu subjenicu 30S i

spreèavaju sintezu neophodnih proteina. Floyd et al. 2010. godine su

pokazali da je ovaj antibiotik supstrat LmrS efluks pumpe pronaðene kod S.
aureus, zbog èega se u æeliji zadr�ava manja koncentracija antibiotika od

potrebne. Inhibicija efluks pumpi mo�e doprineti smanjenju minimalne

inhibitorne koncentracije (eng. Minimal inhibitory concentration – MIC) ili

prevazila�enju rezistencije na odreðeni antibiotik. Inhibicija efluks pumpi

se mo�e postiæi na èetiri naèina: i) spreèavanjem vezivanja antibiotika za

pumpu; ii) ometanjem interakcija unutar same pumpe; iii) ciljanjem izvora

energije; iv) spreèavanjem translacije gena odgovornih za sintezu samih

efluks pumpi (Kumar et al. 2008). Do sada su istra�ivani mnogi inhibitori

efluks pumpi (eng. efflux pump inhibitor – EPI), kako sintetisani, tako i

izolovani iz biljaka, ali zbog svoje citotoksiènosti za eukariotske æelije, nisu

uvedeni u praksu (Wang et al. 2016; Marqez 2005; Stavri et al. 2007).

Poznato je da se lipofilni monoterpenoidi akumuliraju u æelijskoj

membrani, narušavaju integritet membrane i rasipaju energiju hemiosmoze,

tj. PMF (Cox et al. 1998). Ovakva jedinjenja su prisutna u etarskim uljima

razlièitih vrsta biljaka. U etarskom ulju lavande (Lavandula spp.) najzas-

tupljeniji monoterpenoidi su linalol i linalil-acetat (Cavanagh i Wilkinson

2002). Lavanda se koristila u tradicionalnoj medicini zbog svojih antimi-

krobnih, antidepresivnih i sedativnih svojstava koja su delimièno dokazana

(Cavanagh i Wilkinson 2002; Lopez et al. 2017; Stankoviæ et al. 2011).

Zbog širokog spektra delovanja etarskog ulja lavande, postoji moguænost

kombinovane terapije sa antibioticima, radi poboljšanja njihovog dejstva

(Langeveld et al. 2013).
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Cilj ovog istra�ivanja je bio da se ispita da li linalol i etarsko ulje la-

vande deluju kao inhibitori efluks pumpi Staphyloccocus aureus i na taj

naèin poveæavaju osetljivost ove bakterije na dejstvo antibiotika kana-

micina, kao predstavnika grupe aminoglikozidnih antibiotika.

Materijal i metode
U istra�ivanju je korišæen bakterijski soj Staphylococcus aureus

25923. Nabavljeni su komercijalno dostupni preparati etarskog ulja lavande

(Lavandula angustifolia), prozvoðaèa MeiLab i linalol S97 proizvoðaèa

Crystal Lab.

Odreðne su minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika kana-

micina, linalola i etarskog ulja lavande. Pomoæu prethodno utvrðenih MIC

vrednosti ovih supstanci, definisan je opseg koncentracija koji je koršæen za

utvrðivanje tipa interakcije dva agensa. Na kraju, ispitan je efekat linalola i

etarskog ulja lavande na efluks etudijum-bromida, sa ciljem da se objasni

mehanizam interakcije ovih supstanci sa antibiotikom kanamicinom.

Odreðivanje minimalne inhibitorne koncentracije

Odreðivanje minimalne koncentracije pri kojoj se ne uoèava rast bak-

terija u Mueller-Hinton bujonu (MHB) raðeno je standardnom metodom u

mikrotitar ploèama sa 96 bunariæa. Testirane su razlièite koncentracije

antibiotika kanamicina, linalola i etarskog ulja lavande. Negativnu kontrolu

predstavljala je bakterijska suspenzija S. aureus u MHB-u bez dodatka

ispitivanih supstanci. Nakon inkubacije od 24 h na 37°C, dodavan je

indikator rasta resazurin, koji se, ukoliko postoji rast bakterija, redukuje do

rezorufina, usled èega se boja suspenzije menja iz plave u roze.

Odreðivanje tipa interakcije dva agensa

Korišæena je „metoda šahovske table” koja podrazumeva postavljanje

razlièitih koncentracija jedne supstance vertikalno, a druge horizontalno na

mikrotitar ploèi i testiranje kombinovanih efekata te dve supstance u razli-

èitim koncentracijama (Langeveld 2013). Najviša testirana koncentracija za

obe supstance bila je èetiri puta veæa od prethodno utvrðene minimalne

inhibitorne koncentracije (MIC), a najni�a osam puta manja od te sup-

stance. Ukupno je testirano 36 kombinacija razlièitih koncentracija linalola

sa kanamicinom i 30 kombinacija razlièitih koncentracija etarskog ulja la-

vande i kanamicina (slika 1). Posle 24 sata inkubacije, izraèunate su fra-

kcione inhibitorne koncentracije (eng. fractional inhibitory concentration –

FIC) za svaku supstancu u kombinacijama koje su pokazale inhibitorno

dejstvo na rast bakterija, na sledeæi naèin:

FIC supstance A =
koncentracija supstance A u kombinaciji

MIC supstance A
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FIC supstance B =
koncentracija supstance B u kombinaciji

MIC supstance B

FIC indeks = FIC supstance A + FIC supstance B

Ukoliko je FIC indeks manji ili jednak 0.5 u pitanju je sinergistièko

dejstvo dva agensa, a ukoliko je izmeðu 0.5 i 1 dejstvo je aditivno (Lan-

geveld 2013).

Efluks etidijum bromida

Etidijum bromid (EtBr) je jedan od supstrata efluks pumpi. Kada se

naðe u æeliji, EtBr interkalira u DNK, nakon èega poèinje da fluorescira, što

omoguæava praæenje njegovog zadr�avanja u æeliji. Ovaj eksperiment poka-

zuje da li testirana supstanca inhibira efluks pumpe, ili svoj antimikrobni

efekat ostvaruje drugim mehanizmom.

Za odreðivanje inhibicije efluksa EtBr korišæena je modifikovana

metoda Roy et al. 2013. Bakterijske suspenzije (OD600 = 0.3) su napra-

vljene u PBS (eng. Phosphate-buffered saline) puferu bez glukoze. Bak-

terijskim suspenzijama dodat je EtBr u finalnoj koncentraciji koja ne ometa

bakterijski rast (4 �g/mL) i linalol, odnosno etarsko ulje lavande u koncen-

tracijama koje odgovaraju polovini prethodno utvrðenih minimalnih inhi-

bitornih koncentracija za ove supstance. Nakon inkubacije od 45 minuta na

sobnoj temperaturi i centrifugiranja u trajanju od 3 min na 12000 � g, ba-

kterije su resuspendovane u sve�em PBS puferu sa 0.4% glukoze. Gub-

ljenje fluorescencije je praæeno tokom 30 min na svakih 5 min na 595 nm

(ekscitacija na 530 nm).

Rezultati i diskusija

Minimalne inhibitorne koncentracije

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) za kanamicin je 100

μg/mL, za linalol 1.25% komercijalno nabavljenog rastvora nepoznate

koncentracije, a za etarsko ulje lavande 10%. Vrednosti za MIC etarskog
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Slika 1. Shematski prikaz
mikrotitar ploèe za test
odreðivanja tipa
interakcije dva agensa

Figure 1. Plate layout for
FIC experiment



ulja lavande u literaturi su izmeðu 1000 i 2000 mg/L (Danh et al. 2013;

Alexopoulus et al. 2011; de Rapper et al. 2013). Zbog razlièitih naèina

ekstrakcije, drugaèijeg prinosa ili proizvoðaèa komercijalno dostupnih

proizvoda, teško je porediti koncentracije etarskih ulja (u ovom sluèaju i

linalola) sa drugim istra�ivanjima. Dobijena vrednost za MIC kanamicina

odstupa od podataka pronaðenih u literaturi, koji ukazuju na ni�u vrednost

od 8 μg/mL (Garza-Cervantes et al. 2020; Rasamiravaka et al. 2018) i 4

μg/mL (Ganiere i Denuault 2009; Pereira et al. 2012). Pretpostavljamo da

se ova razlika javlja zbog starosti i upitne ispravnosti antibiotika koji je bio

na raspolaganju.

Interakcija ispitivanih agenasa sa
kanamicinom

Izraèunavanjem indeksa frakcionih inhibitornih koncentracija (FIC)

pokazano je da èetiri testirane kombinacije linalola i kanamicina imaju

sinergistièko dejstvo, a pet aditivno. Isto je pokazano i za etarsko ulje u

kombinaciji sa kanamicinom (slika 2). Kombinovanjem ove dve supstance

sa antibiotikom, MIC kanamicina je smanjena do osam puta u oba sluèaja,

sa 100 μg/mL na 12.5 μg/mL. Ukoliko se proširi opseg koncentracija ka

ni�im vrednostima svih supstanci, verovatno je moguæe postiæi i veæe sma-

njenje MIC. U ovom radu najmanja testirana koncentracija za sve agense je

iznosila MIC/8.

Langeveld et al. (2013) navode dejstva razlièitih etarskih ulja sa anti-

bioticima na S. aureus. Od aminoglikozida, gentamicin pokazuje pozitivne

(sinergizam ili aditivnost) interakcije sa etarskim uljem èajnog drveta

(Melaleuca alternifolia), lipije (Lippia sidoides), origana (Origanum vul-
gare) i timijana (Thymus broussonetii i Thymus maroccanus). Od kom-

ponenti etarskih ulja, zapa�eno je da timol (monoterpenoidni fenol) ima

aditivno dejstvo sa amikacinom i gentamicinom. Smatra se da jedinjenja

etarskog ulja (razni monoterpenodi, monoterpeni, fenilpropeni) najèešæe
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Slika 2.
Shematski prikaz
mikrotitar ploèe za test
odreðivanja interakcije
dva agensa. Tamnija polja
predstavljaju kombinacije
koncentracija sa
sinergistièkim dejstvom, a
svetlo siva su
kombinacije sa aditivnim
dejstvom.

Figure 2.
Plate layout for FIC
experiment. Dark grey
cells represent
combinations of
concentrations with
synergistic effects, and
light grey cells represent
combinations with
additive effects.



interaguju sa membranom narušavajuæi njen integritet, dok se za pojedine

komponente (karvakrol, cinamaldehid, eugenol) pretpostavlja da imaju

ulogu inhibitora efluks pumpi (Johny et al. 2010; Lorenzi et al. 2009;

Hyldgaard et al. 2012). Mehanizam delovanja je poznat za neke kompo-

nente etarskih ulja (npr. karvakol, eugenol, timol), dok mehanizam anti-

mikrobnog delovanja linalola ostaje nerazrešen (Bassole et al. 2010). Zbog

strukturne sliènosti sa gore navedenim jedinjenjima mo�e se pretpostaviti

da linalol poveæava permeabilnost membrane, utièe na oslobaðanje æe-

lijskog sadr�aja, inhibira æelijsko disanje, ostvaruje interakcije sa protei-

nima membrane (Bassole et al. 2010; Hyldgaard et al. 2012).

Poznato je da komponente koje su najviše zastupljene u etarskom ulju

najviše doprinose biološkoj aktivnosti tog etarskog ulja (Cavanagh i Wil-

kinson 2002). Meðutim, smatra se da je aktivnost etarskog ulja veæa od ak-

tivnosti njegovih komponenti pojedinaèno, zbog moguæih interakcija

izmeðu njih (Herman et al. 2015). Bassole et al. (2010) su pokazali da

linalol ostvaruju sinergistièko dejstvo sa timolom, eugenolom i karva-

krolom, što ukazuje na to da prisustvo monoterpenoidnih fenola i mono-

terpenoidnih alkohola poveæava antimikrobnu aktivnost etarskog ulja. U

našem istra�ivanju, i etarsko ulje lavande, i linalol koji je u tom ulju najza-

stupljenija komponenta, doveli su do jednakog smanjenja MIC kanamicina.

Ukoliko bi se opseg testiranih koncentracija proširio, mo�da bi se uoèila

razlika u njihovom doprinosu dejstvu antibiotika. Ispitivanjem pojedi-

naènog delovanja još neke od komponenti etarskog ulja lavande (npr. linalil

acetat, 1,8-cineol, kamfor), bilo bi moguæe steæi detaljniji uvid u interakcije

izmeðu najzastupljenijih komponenti koje najviše doprinose antimi-

krobnom delovanju ovog etarskog ulja.

Efluks etidijum bromida

Na slici 3 predstavljen je intenzitet fluorescencije EtBr u zavisnosti od

vremena tokom 30 minuta merenja, nakon preinkubacije bakterijske

suspenzije u trajanju od 45 min sa EtBr i linalolom, odnosno etarskim uljem

lavande u koncentracijama za koje je prethodno pokazano da ne ometaju

bakterijski rast (MIC/2). Uoèava se da je intenzitet fluorescencije viši u

suspenzijama tretiranim linalolom i etarskim uljem, nego u netretiranoj

suspenziji. Intenzitet fluorescencije odgovara kolièini usvojenog i inter-

kaliranog EtBr. Na osnovu rezultata ovog eksperimenta, pretpostavljamo

da etarsko ulje lavande i linalol remete rad efluks pumpi i da je usled toga

zadr�ana veæa kolièina EtBr u tretiranim suspenzijama.

Takoðe, sa slike 3 se uoèava da intenzitet fluorescencije u sve tri grupe

ne opada tokom vremena, tj. koncentracija EtBr u æeliji ostaje ista. S

obzirom na preinkubaciju od 45 min, moguæe je da se efluks odigrao tokom

tog vremena i da je stagnirao do trenutka merenja fluorescencije. Kako bi se

moglo zakljuèivati o efikasnosti rada efluks pumpi u zavisnosti od vremena

tokom kog su izlo�ene dejstvu potencijalnih inhibitora, merenje intenziteta

fluorescencije treba zapoèeti odmah po dodavanju EtBr i testiranih sup-

stanci.
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Poslednji eksperiment je imao za cilj rasvetljavanje mehanizma delo-

vanja linalola i etarskog ulja lavande. Rezultati ukazuju da su ove supstance

dobri kandidati za dalja ispitivanja njihove primene kao inhibitora efluks

pumpi. Mnogobrojna su istra�ivanja koje se bave pronala�enjem novih

prirodnih ili sintetisanih inhibitora efluks pumpi. Njihovo prouèavanje

zapoèinje in vitro u bakterijskim æelijama. Od interesa su supstance koje

pokazuju sinergistièko dejstvo sa antibiotikom èija aktivnost je vrlo sma-

njena usled aktivnog efluksa. Ispitivanja se èesto zasnivaju na uporeðivanju

efekata inhibitora kod mutanata sa genom za izra�enu ekspresiju efluks

pumpi i kod divljih sojeva (Wang et al. 2016). Najjednostavniji naèin za

proveru inhibicije efluksa su metode sa fluorescentnim bojama npr.

etidijum bromid, akriflavin i pironin Y (Stavri et al. 2007). Najveæi problem

kod do sad otkrivenih potencijalnih EPI jeste citotoksiènost u æelijama

sisara. Problem citotoksiènosti se generalno javlja pri pokušajima sinteze ili

izolovanja novih antimikrobnih supstanci. Koncentracije koje ispoljavaju

�eljeni efekat na bakterijskim æelijama, najèešæe imaju negativan uticaj i na

æelije domaæina. Pored prevazila�enja ovog problema, moraju se obaviti i in
vivo studije pre nego što se odreðena supstanca proglasi efikasnim inhi-

bitorom efluks pumpi.

Zakljuèak
Ovim istra�ivanjem je potvrðeno da etarsko ulje lavande i linalol imaju

antimikrobno dejstvo na bakterijski soj Staphylococcus aureus. Pokazali

smo da obe testirane supstance ostvaruju sinergistièko dejstvo sa kana-

micinom, smanjujuæi osmostruko minimalnu inhibitornu koncentraciju

ovog antibiotika. Rezistencija na kanamicin i njemu srodne antibiotike

danas predstavlja znaèajan problem u tretiranju nozokomijalnih infekcija.

Jedan od mehanizama bakterijske rezistencije, podrazumeva da se anti-

mikrobne supstance izbacuju iz bakterijskih æelija radom efluks pumpi.
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Slika 3.
Intenzitet fluorescencije
etidijum-bromida tokom
vremena

Figure 3.
Fluorescence intensity of
ethidium bromide over
time



Naši rezultati ukazuju na to da etarsko ulje lavande i linalol doprinose efi-

kasnosti kanamicina upravo kroz inhibiciju efluks pumpi.

Testirane supstance bi mogle naæi primenu u kombinovanoj terapiji sa

antibioticima èije dejstvo je smanjeno usled aktivnog efluksa. Buduæa

istra�ivanja treba usmeriti ka potvrdi mehanizma delovanja ove dve sup-

stance i ka ispitivanju njihove citotoksiènosti.
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Teodora Martiæ

Inhibition of Efflux Pump in Staphylococcus aureus by
Lavender Essential Oil and Linalol

Stapylococcus aureus is a Gram-positive bacterium that causes noso-

comial infections. This species has developed different mechanisms of anti-

biotic resistance, including efflux pumps. The physiological role of efflux

pumps has been related to the elimination of endogenous metabolites, the

secretion of virulence determinants, and in cell stress responses. However,

these transmembrane proteins also eliminate antimicrobial agents from the

intracellular environment, reducing their concentration, and therefore their

effect. Inhibition of efflux pumps can be achieved by targeting an energy

source, in this case proton motive force (PMF). Monoterpenoids, such as

linalol, are accumulated in the cell membrane, increasing its permeability,

disrupting consistency, and dissipating PMF. Linalol is mostly found in the

essential oils of plants, e.g. Lavandula angustifolia. The first experiment

was conducted to determine the minimum inhibitory concentration (MIC)

of linalol, essential oil and kanamycin. The type of interaction between

these agents was then examined. The results show that a synergistic effect

was achieved between kanamycin and linalol/essential oil at the lowest

tested concentrations of both substances. With this approach, MIC of

kanamycin was reduced eight-fold (from 100 μg/mL to 12.5 μg/mL) in both

treatments. Finally, the inhibition of the efflux pump by these substances

was tested. The method of ethidium bromide efflux inhibition was per-

formed. Fluorescence loss of intercalated ethidium bromide was deter-

mined using a fluorimeter. Results indicate a significant increase in initial

EtBr intracellular concentration of the test groups.
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