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Sazetak

Kantarion je jedna od najrasprostranjenijih ljekovitih biljaka u svijetu koja raste na podruc¢ju umjerene
klime. Od davnina se u narodnoj medicini koristi cvijet 1 list ove biljke zbog antibakterijskog, antivi-
rusnog 1 antimikoti¢nog djelovanja. Njeno ulje posebno je poznato i cijenjeno zbog bogatstva hyperici-
nom, taninima 1 flavonoidima koji djeluju protivupalno 1 pomazu u lijeenju rana, opekotina, vaginalnih
infekcija, hemoroida, Cireva, akni, upale misi¢a, reume. Preporucuje se i u lijeCenju depresije, gihta,
Cronove bolesti, astme. Najcesc¢e je standardizovan na hipericin ili hiperforin (aktivnhe komponente iz
kantariona ¢ija koncentracija je odredena).

Cilj istrazivanja je bio utvrdivanje osjetljivosti Gram- pozitivne bakterije Staphylococcus aureus i Gram-
negativne bakterije Escherichia coli na djelovanje ekstrakta kantariona (Hypericum perforatum).

Za istrazivanje djelovanja kantarionovog ulja na bakterije Staphylococcus aureus 1 Escherichia coli prvo
je pripremljeno ulje. Razvijeni cvjetovi biljke stavljeni su u staklenku i preliveni sa maslinovim uljem.
Zatvorena staklenka je ostavljena na svjetlosti 6 sedmica, uz redovno protresanje. Ulje je procijedeno
kroz lanenu krpu.

Djelovanja kantarionovog ulja na bakterije Staphylococcus aureus 1 Escherichia coli je istrazivano
koriStenjem difuzione metode, koja je zasnovana na principu difuzije kroz ¢vrstu hranjivu podlogu Mul-
ler-Hinton. Podloga je prethodno zasijana bakterijskim kulturama Staphylococcus aureus 1 Escherichia
coli. U podlogama su napravljeni bunar¢i¢i promjera 9 mm u koje je nasuto po 100 ul ekstrakta kantar-
iona razjedenja 1:2; 1: 51 1: 10. Podloge su inkubirane na 37° C, 24 sata i rezultati o¢itani mjerenjem
pre¢nika zone inhibicije u mm.

Dobiveni rezultati su pokazali da je bakterija Staphylococcus aureus veoma osjetljiva na dejstvo kan-
tarionovog ulja kod sva tri razjedenja, za razliku od Escherichia coli prema kojoj kantarionovo ulje nije
pokazalo baktericidno dejstvo.

Kljuéne rijeéi: Kantarion, antibakterijsko dejstvo, hipericin, hiperforin.
Uvod

Kantarion ulje ili ulje gospine trave dobiva se od
istoimenog cvijeta gospine trave. To je si¢usSna
biljka Zutih cvjetova koja raste uz rubove Suma, po
Cistinama, Sikarama, livadama 1 uz zivice. Cvjeta
tokom cijelog ljeta, a najviSe tokom mjeseca jula.
Bere se gornji dio cvijeta. Gospina trava (lat. Hy-
pericum perforatum) je jedna od najrasprostran-
jenijih ljekovitih trava.

Slika 1. Kantarion
Fig. 1. St John's wort
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Jako je cijenjena u narodu i jedan je od rijetkih
lijekova koji imaju antibakterijsko, antivirusno i
antimikoti¢no (protugljivicno) djelovanje. Ljeko-
vitost gospine trave Sirokog je opsega, a njeno ulje
posebno je poznato 1 cijenjeno. Ulje gospine trave
bogato je hipericinom, taninima i flavonoidima
koji djeluju protuupalno 1 pomazu epitelizaciju
koze. Posto sadrzi fotosenzitivne komponente, tre-
ba voditi racuna o mogucénosti razvoja reakcija kod
osetljivih osoba, narocito u ljetnjim mjesecima.
Kantarion deluje protiv brojnih bakterija, gljivica i
virusa (influenzy virus, herpes simplex virus tip 1
1 2, citomegalovirus, hepatitis C). Utvrdeno je da
hiperforin deluje tako §to sprjecava razvoj penici-
lin 1 meticilin-rezistentnih Staphylococcus aureus.
Neke studije ukazuju da kantarion sprjecava raz-
voj malignih éelija, ali ovakvo dejstvo jo$ nije
klini¢ki potvrdeno. Iz kantariona je izolovan i me-
latonin, koji se luci u organizmu radi uvodenja u
san 1 odrzavanja sna, pa je tako odredeno kako
kantarion deluje kod nesanice. Primenjuje se u
obliku: caja, kapi, kapsula, tableta. Najcesce je
standardizovan na hipericin ili hiperforin (aktivne
komponente iz kantariona ¢ija koncentracija je
odredena).

Opcée osobine bakterije Escherichia coli

Escherichia coli pripada porodici crijevnih bak-
terija ili Enterobacteriaceae. RaSirena je u pri-
rodi, zemlji, u vodi, u digestivnom traktu ljudi 1
zivotinja, odakle u spoljnu sredinu dolazi preko
fekalija. U crijevima ima znac¢ajnu ulogu u varenju,
vrSeci razlaganje ugljenih hidrata 1 bjelancevina.
Proizvodi neke vitamine iz grupe B (B12) 1 K vita-
min 1 materije koje antagonisticki djeluju na druge
bakterije (Markovi¢, 1983). Escherichia coli ima
vrlo slozenu antigensku gradu, posjeduje O, H1i K
antigene.

Na osnovu antigene grade izdiferencirano je preko
700 seroloskih tipova (Huki¢, 2005). Prisustvo Es-
cherichia coli u Zivotnim namirnicama ili vodi za
pice, znak je losih higijenskih uvjeta u proizvodn;ji
1ukazuje na moguénost fekalnog zagadenja. Gram-
je negativan, kratak Stapi¢, pojedinacan, u parovi-
ma ili nepravilnim grupama. Posjeduje flagele
peritrihijalno rasporedene, §to joj omogucava in-
tenzivno kretanje. Pojedini sojevi posjeduju kap-
sule. Spore ne formira. Razmnozava se dobro na
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mnogim hranjivim podlogama. Izrasle kolonije na
endo agaru posjeduju karakteristican metalan sjaj.
Dobro raste i na MacConkey agaru, krvnom agaru,
na temperaturi od 20 do 400 C. Escherichia coli
je fakultativno anaerobna bakterija koja proizvodi
brojne enzime. Pomocu enzima intenzivno vrse
razlaganje ugljenih hidrata, Skroba 1 bjelan¢evina.
Sposobnost Escherichia coli da razlaze Secer lak-
tozu iskoriStena je u rutinskoj dijagnostici coli i
drugih Enterobacteriaceae.

Slika 2. Escherichia coli na endo agaru
Fig. 2. Escherichia coli on endo agar

Coli bakterije su vrlo otporne i mogu mjesecima
da zive u vodi, zemljiStu 1 na povrSini mnogih
predmeta. Dugo se mogu odrZati u raznim vrstama
zivotnih namirnica gdje mogu da se razmnoZavaju.
PoviSena temperatura ih brzo uniStava (600 C za 15
minuta). Osjetljive su prema nekim bojama 1 hem-
1jskim materijama. Uvjetno je patogena bakterija.
Korisna je za domacina jer djeluje antagonisticki
na razne patogene i proteolitiCke bakterije. Ako
dospije u druge organe izvan probavnog trakta ili
ako preko kontaminirane hrane i vode (fekalno-
oralni put) dospije u organizam, moze da uzrokuje
razliCite infekcije: sepsa, meningitis beba, infekci-
je urinalnog trakta i dr. jer proizvodi viSe vrsta tok-
sina.

Opée osobine bakterije staphyococcus aureus

U rodu Staphylococcus identificirane su 23 vrste.
Samo Staphylococcus aureus posjeduje enzim ko-
agulazu i1 naziva se koagulaza pozitivni Staphylo-
coccus, dok se svi ostali nazivaju grupno koagulaza
negativni Staphylococcus i oznac¢ava se kao KNS
(Huki¢, 2005).Veoma je raSirena bakterija u pri-
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rodi: voda, zrak, prasina, predmeti, zivotne namir-
nice. Formira karakteristi¢ne kolonije na povrSini
selektivne podloge oblika koka u grozdovima.
Gram- je pozitivna bakterije, nepokretna, asporo-
gena, ponekad proizvodi kapsule. Fakultativno je
anaerobna bakterija koja bolje raste u uvjetima
povecanog parcijalnog pritiska CO2 (5-10 %).
Optimalna temperatura rasta je 35° C, a pH 7,4.
Raste dobro na jednostavnim hranjivim podloga-
ma koje sadrze 7-10 % NaCl (slani bujon). Ova
karakteristika se koristi u diferencijaciji i izolaciji
Staphylococcusa iz materijala koji sadrzi vise vrs-
ta bakterija. Kolonije su obi¢no neprozirne, okru-
gle, glatke, uzdignute. Mogu biti pigmentirane,
tako da se razlikuju zlatno-zute, svijetlo zute (boje
krema) 1 bijele. Na krvnom agaru se oko kolonije
obrazuje uza ili §ira zona B-hemolize. Samo mali
procenat sojeva je nehemolitican (Huki¢, 2005).
Na slijedece probe reaguju pozitivno: katalaza, ko-
agulaza, aciduju manitol u aerobnim i anaerobnim
uslovima, produkuju acetoin.

Slika 3. Staphylococcus aureus - izgled kolonija na krvnom
agaru
Fig. 3. Staphylococcus aureus - appearance on blood

Moze da izdrzi visoke temperature (60 °C 1 sat).
Otporna je na susenje i visoke koncentracije NaCl
i Secera. Ukoliko je prisutna u nekoj prehrambenoj
namirnici moguce je da potjece iz koze, usta ilinosa
osobe koja je radila sa hranom. Njeno prisustvo ili
prisustvo njenih termostabilnih toksi¢nih supstan-
ci u prehrambenoj namirnici je znak nedovoljne
higijene. Neke izolovane vrste su enterotoksic¢ne
1 samim tim predstavljaju veliki rizik za zdravlje.

Ciljevi istrazivanja

Utvrditi osjetljivost Gram- pozitivne bakterije
Staphylococcus aureus 1 Gram- negativne bakteri-
je Escherichia colina dejstvo ekstrakta kantariona.

Ekstrakcija kantarionovog ulja

Razvijeni svjezi cvijetovi biljke kantarion su stav-
ljeni u staklenku i preliveni sa maslinovim uljem.
Zatvorena staklenka je ostavljena na svjetlosti 6
sedmica, uz redovno protresanje. Dobiveno ulje
tamno-crvene boje je procijedeno kroz lanenu
krpu i ¢uvano u zatvorenoj tamnoj boci. Nepo-
sredno prije istrazivanja ekstrakt je razrjeden sa
maslinovim uljem u odnosu: 1:2; 1:51 1:10.

Materijali i metode
Materijal

Mikrobiolosko istrazivanje je izvedeno u periodu
april - maj 2012. godine u mikrobioloskoj labora-
toriji JU MS Hemijska Skola u Tuzli. Za ispitivanje
su koriStene bakterije Stapylococcus aureus (Gram
pozitivna) 1 Escherichia coli (Gram negativna).
Uzorci bakterija su izolirani iz Zivotnih namirnica
u mikrobioloskoj laboratoriji JU MS Hemijske
Skole u Tuzli. Za ispitivanje je koriSten ekstrakt
cvijeta biljke kantarion (Hypericum perforatum)
koji je sakupljen na podruc¢ju opéine Gracanica. U
radu je koriStena mikrobioloSka podloga Mueller —
Hinton, (Torlak — Beograd).

Difuziona metoda

Najcesce koristena metoda za ispitivanje osjetljiv-
osti bakterija i gljivica na antibiotike i hemioterapi-
jska sredstva jeste difuziona metoda. Odredivanje
osjetljivosti bakterija na antibiotike 1 hemioterapi-
jska sredstva se zasniva na principu difuzije prim-
jenjenog ispitivanog sredstva kroz ¢vrstu hranjivu
podlogu koja je prethodno zasijana bakterijskom
kulturom ¢iju osjetljivost ispitujemo. Antibiotik
1 hemioterapeutik difunduju u agar i radijalno od
pocetne tacke difundovanja formira se opadajuci
gradijent koncentracije. Za patogene bakterije
ispitivanje se vrs$i na Muller-Hintonovoj podlozi,
a kod saprofita na podlozi na kojoj najbolje rastu.
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Podloga za ispitivanje se razlije u Petri kutije u
sloju debljine 4 mm, a potom se po cijeloj povrSini
zasije sa 0,5 ml suspenzije bakterija ili 0,5 ml bu-
jonske kulture. Kod metode sa cilindrima (Ox-
fordska metoda) na podlogu se stave glineni cilin-
dri u koje se sipa po 0,5 ml ispitivanog sredstva.
Kod drugog nacina se metalnim cilindrima vade
diskovi podloge tako da ostaju udubljenja u koje
se sipa po 0,5 ml ispitivanog sredstva. Mikroor-
ganizmi koji su rezistentni imaju sposobnost rasta
¢ak i u neposrednoj blizini bunari¢a. PovrSina oko
bunaric¢a u kojoj nema kolonija zasijanog mikroor-
ganizma predstavlja zonu inhibije rasta. Pre¢nik
zone inhibicije ukazuje na stepen osjetljivosti mik-
roorganizma na odredeni antibiotik ili hemiotera-
peutik. Internacionalnim dogovorima odabrane
su tri kategorije osjetljivost bakterija: osjetljiv
(S), prelazan (I) i otporan (R). Osjetljivi mikroor-
ganizmi gube sposobnost razmnozavanja ve¢ u
prisustvu malih koncentracija ispitivanog sred-
stva, usljed Cege se oko bunariéa ili diska formira
velika kruzna zona u kojoj nema kolonija zasija-
nog mikroorganizma. Najjednosta-vnija metoda je
pomocu papirnih diskova (pre¢nika 6-10 mm) koji
se postave na zasijanu podlogu, a potom se na disk
nanese po 0,5 ml ispitivanog sredstva. Za ovo ispi-
tivanje se obi¢no prave razrijedenja ispitivanog
sredstva. 1:10, 1:100, 1: 1000. Zasijane hranjive
podloge se inkubiraju 24-72 sata na 370 C, nakon
¢ega se mjeri zona inhibicije u mm. Ukoliko se po-
javi zona nepravilnog oblika mjeri se pravilni dio
zone.

Postupak rada

Nakon pripreme podloge Muller-Hinton prema
uputama proizvodaca podloga je u sloju debljine
4 mm razlivena u 2 sterilne Petrijeve ploce. Ispi-
tivane bakterije Stapyholococcus aures i Escheri-
chia coli su zasijane u hranjivi bujon pripremljen
prema uputi proizvodaca. Nakon toga je izvrSeno
razrijedenje hranjivih bujona sa uzgojenim bak-
terijskim kulturama pomocu sterilne fizioloske
otopine do razrjedenja 10-6. Iz posljednjih
razrijedenja su pod sterilnim uvjetima bakterijske
kulture pomocu sterilnog brisa nanesene na pod-
logu Muller-Hinton u 2 Petrijeve ploce. U Petri-
jeve ploce su sterilnim metalnim cilindrima nap-
ravljena po 3 bunarc¢i¢a promjera 9 mm i u svaki je
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nasuto po 100 ul ekstrakta kantariona razrjedenja:
1:2, 1:51 1:10. Podloge sa kontrolnim bakterijama
su inkubirane na 370 °C 24 sata, nakon Cega su
ocitani rezultati mjerenjem precnika zone inhibici-
je umm.

Rezultati i diskusija
Rezultati mikrobioloske analize djelovanja

razli¢itih koncentracija ekstrakta kantariona na
Gram - pozitivnu bakteriju Staphylococcus aureus

Slika 4. Utjecaj ekstakta kantariona na Staphylococcus au-
reus

Fig. 4. St. John’s wort extract must impact on Staphylococ-
cus aureus

Slika 5. Utjecaj ekstrakta kantariona na Escherichia coli
Fig. 5. Impact of St. John’s wort extract on Escherichia coli
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1 Gram - negativnu bakteriju Escherichia coli pri-
kazani su u Slici 1.
a) Rezultati dejstva ekstrakta kantariona na Gram-
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Slika 1. Pregled rezultata utjecaja ekstrakta kantariona na
bakterije Staphylococcus aureus i Escherichia coli

Fig. 1. View the results of the impact St. John’s wort extrac-
ton bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli

pozitivnu bakteriju Staphylococcus aureus.
Razrjedenje ekstrakta kantariona 1: 2 stvaralo je
zonu inhibicije 32 mm.

Razrjedenje ekstrakta kantariona 1: 5 stvaralo je
zonu inbicije 25 mm.

Razrjedenje ekstrakta kantariona 1:10 stvaralo je
zonu inbicije 22 mm.

Ispitivanje je pokazalo da ekstrakt kantariona ima
baktericidno djelovanje na bakteriju Staphylococ-
cus aureus kod sva tri primjenjena razrjedenja:
1:2;1:5; 1:10;

b) Rezultat dejstva kantariona na Gram- negativnu
bakteriju Escherichia coli.

Ispitivanje je pokazalo da ekstrakt kantariona ne
pokazuje baktericidno djelovanje na bakteriju Es-
cherichia coli kod sva tri razrjedenja.

Dobiveni rezultati pokazuju rezistentnost gram
negativnih bakterija na ekstrakt kantariona. Celijski
zid kod gram negativnih bakterija sprjecava pro-
dor kantarionovog ekstrakta.

Celijski zid kod gram negativnih bakterija je tanji
od celijskog zida gram pozitivnih bakterija, man-
je kompaktan ali kompleksnijeg hemijskog sas-
tava. Sastoji se od dvije membrane: spoljasnje 1
unutrasnje. Spoljasnja sprjecava prodiranje velikih
molekula (antibiotici i hemoterapeutici) do mjesta
njegovog dejstva.

U sastav spoljasnje membrane ulaze: lipopropteini,
fosfolipidi, porini, neporinski proteini 1 lipopolisa-
haridi.

Rezultate koje smo dobili na gram pozitivnim bak-
terijama prilikom ovog istrazivanja su u saglasnosti
istrazivaca iz Srbije (B. Gud, J. M. Nedeljkovi¢, S.
Dordevi¢, J. J. Eomor, Faculty of Tehnology —
Leskovac, Yugoslavia).

Sadrzaj aktivnih komponenti u kantarionu poka-
zuje sezonske i regionalne varijacije. Mnoge kom-
ponente su osetljive na dejstvo svjetlosti, vlage i
toplote, pa je vrlo bitno kako se preparati kantar-
iona ¢uvaju. Fenolski spojevi u kantarionu imaju
viSestruko djelovanje, a njihova koncentracija
moze varirati §to ¢e se odraziti na efekat djelovan-
ja kantariona.

Prema provedenim studijama, prirodni ekstrakti
masline i groZda pokazuju bolje antimikrobno
djelovanje protiv bakterija od ekstrakta kantariona.
Ekstrakti dobijeni iz nusprodukata prilikom
proizvodnje maslinovog ulja i vina pokazali su
se uspjesnijim u borbi protiv patogena poput Es-
cherichie coli, koja je pokazala rezistentnost na
ekstrakt kantariona, kako navodi najnovija studija
objavljena u casopisu Innovative Food Science
and Emerging Technologies.

Ekstrakt grozda sadrzi visoku koncentraciju fenol-
nih spojeva - 3400 miligrama ekvivalenata galne
kiseline po litri (GAE/1), dok ekstrakt masline, 400
mg GAE/L

Testovi su, nadalje, pokazali da je ekstrakt grozda
najucinkovitiji antibakterijski agens, inhibirajuci
rast mnogih bakterija (izmedu ostalih i Escher-
ichie coli) ovisno o koli¢ini fenolnih spojeva.
Ekstrakti masline pokazali su se manje u¢inkovitim
od ekstrakta grozda, bas zbog razlike u koncen-
traciji fenolnih spojeva, Sto se svakako moze us-
porediti 1 sa ekstraktom kantariona gdje su kon-
centracije fenolnih spojeva do 300 mg.

Naime, gram - negativne bakterije su otpornije na
fenole od gram - pozitivnih vrsta, dakle, bitna je
njihova koncentracija, jer $to je vece koncentracija
fenola, zaStitna membrana gram — negativnih bak-
terija je osjetljivija.
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Zakljuéci

Mikrobioloskim ispitivanjem utvrdena je osjetljiv-
ost Gram - pozitivne bakterije Staphylococcus au-
reus na ekstrakt kantariona, dok je Gram - negativ-
na bakterija Escherichia coli pokazala otpornost.
Ekstrakt kantariona pokazuje baktericidno dejstvo
na Gram - pozitivnu bakteriju Staphylococcus au-
reus u razli¢itim razrjedenjima.

Gram - negativna bakterija Escherichia coli
pokazala je rezistentnost kod sva tri primjenjena
razrjedenja ekstrakta kantariona.

Gram — negativne bakterije su otpornije na fenole
od gram — pozitivnih bakterija.

Mozemo reci da se ekstrakt kantariona moZe prim-
jeniti za lijeCenje odredenih oboljenja koja su uz-
rokovana bakterijom Staphylococcus aureus.
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original scientific paper
Summary

Saint John's wort (St. John's wort) plant is one of the most common medicinal herbs grown in the area
with mild climate. Since the distant past, flower and leaf of this plant have been used in medicine for
their antibacterial, antiviral and antimyotic effect. St. John's wort oil is famous and recognized for con-
taining hypericin, tannin and flavonid in large amounts which are very useful in medical treatment of
wounds, burns, vaginal infections, hemorrhoids, furuncles, acne, muscle inflammation, rheumatism. It
is also recommended in medical treatment of depression, gout, Crohn’s disease, asthma. In most cases
it is standardized for hypericin and hyperforin (active components in St John's wort with determined
concentration).

Aim of this research was to determine susceptibility of Gram- positive bacterium Staphylococcus aureus
and Gram- negative bacterium Escherichia coli on the effect of Saint John's wort extract (Hypericum
perforatum).

For research analysis about the effect of Saint John's wort oil on bacteria Staphylococcus aureus and
Escherichia coli, the first step was oil preparation. Well-grown flowers of the plant were put in a jar made
of glass and covered with olive oil. The jar was closed and exposed to light for 6 weeks. During that time
it was shaken thoroughly on a regular basis. The oil was filtered through linen cloth.

The effect of St. John’s wort on bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli has been studied
using diffusion method, which is based on the principle of diffusion through solid nutritious medium
Muller-Hinton. The base was previously sown with bacterial cultures Staphylococcus aureus and Es-
cherichia coli. Small well-like holes with 9 mm diameters were made in the bases. They were filled up
with 100 pl of St. John's wort extract with 1:2; 1:5 and 1:10 dilution. The bases were incubated at 37° C
for 24 hours and the results were obtained by measuring the diameter of inhibition zone in millimeters.

Obtained results showed that bacterium Staphylococcus aureus is very susceptible to the effect of St.
John's wort in all three dilutions, unlike Escherichia coli on which St. John's wort oil hasn’t shown any

bacterial effect.

Keywords: St John's wort, antibacterial effect, hypericin, hyperforin.
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