
I4HCTIITYT 3A BI4OJIOIXKA IICTPAXI4BATIA
,,C14 HT4I]I A C TAHK OB I4 A"

I4rucruryr oA HarlrroH.rJrHor ana.raja sa Peuy6rury Cp6rjy
Yuarepsur:er y Eeorpaay
Eyr. 4ecnora Crc$ata 142

,{zperrop: 011 -207 8-399
Ter: 0 1 I -2078-300

Qar<c,:011-27 61-433
wwwibiss.bg.ac.rs

INSTITUTE FOR BIOLOGICAL RESEARCH
.SINISA STANKOVIE"
National Institute of the Republic of Serbia

University of Belgrade

Bul. despota Stefana 142
Director: +38 l - ll -207 8 -39 9

Tel: +381-11-2078-300

Fax: +381-ll-2161-433
wwwibiss.bg.ac.rs

laryv, lDate 41 . oa .lntr ,

HERBALPHARM d.o.o.
Yr. Epaura tonraha 6p. 15

78000 Earra JIyrca

llomroaauu,

Ha ocHoBy Vroaopa o I4cnt4THBaH,y aHTHM14Kpo6He aHaJrH3e npor43BoAa ,,Cpujevyru y

KancynaMa",3aKJby'{eHot AaHa 29.07.2025. roAHHe, y npHnory oBor Aonr4ca Barra AocraBJbaMo

Irlsneruraj o Hcrrr4THBarLy.

Bpoj /N, 04- 49G5 
19'

A-+
frrr$-W iro*^r.'-r,L
/ . ': : \\

Ap JacM14Ha I naMoqnnJa, uayuurf caBerHHK
OAereme sa $u:uolorzjy 6rzrara

( T d. fii{ 0 Eh'6



l4HCTl4TyT 3A f ,: 0.r,0 ili KA t4CTpAXt{BAhA
"ctr4 IilI iltA QTArI t(c, B {,1 

: ;,"'
upo;.,,.0.11-J96fl..

,Qa ry ru..... .l!,..0.9.,.....po.S. roa.
EE0|PM, Eyn. gecnora Cregana 6p.1tl

IZVESTAJ O ISPITIVANJU ANTIBAKTERIJSKE I ANTIFUNGALNE AKTIVNOSTI
PREPARATA,,SRIJEMUS LA VITA66

Antirnikrobna aktivnost preparata,,srijemuS La Vit:r" je testirana na 6 so.ieva bakteriia i

4 vrste mikrogliiva iporedena sa al<tivno5iu l<omercijalnih antibiotika/antirnikotika. Za ispitivanje
antibal<teriisl<e aktivnosti I<omerci.jalrlog preparata i antibiotil<a I<oriSiene su sledeie vrste
bakterija: Staphylococclts uurelts (ATCC it1632), meticilin rezistentna S. aureus (IBRS MRSA
011), Psettdomonas aeruginosa (ATCC 27853), P. aeruginosa - rezisterrtni soj (IBRS P00l),
Escherichia coli (ATCC 1]r775) i E. coli * rezistcntni soj (rBRS E003).

IstraZivartie arrtifirrTgalnc al<tivnosti preparata,,SriiemuS La Vita" vr5eno je na rnikrorniceti
Aspergillus.filmigatus (humani izolat) i3 vrste l<vasolikih gliiva Canc{icla crlbicans (ATCC 10231),
Cancliclcr auris (CDC B I I 903) i Candidcr c{ublinen,s'i,s (NCPF 3949).

Svi testiralri sojevi tnil<roorganizarna su deponovani u Mil<oteci MikoloSke Iaboratorije,
Odeljenja zaliziologiiLr biljal<a, Instituta za bioloSka istraZivanja,,SiniSa Stankovii", Instituta od
nacionalnog zna(,aja za Republil<u Srbiju, Univerziteta u Beogradu.

Antibiotil< iz grupe penicilina Ampicillin - A9393-5G - Sigrna Aldrich .ie kori5ien l<ao
pozitivna l<ontrola pri testiraniu alttibal<teri.jsl<e al<tivnosti, dok.ie u sludaju isptivanja antil'Lrrrgalne
aktivnosti zapozitivntL I<ontrolu koriSien l<omercijalni antimil<otil< Micat'un gin,SML2268-25MC
Sigma Aldrich, I<o.ii je inhibitor [3( 1,3)-D-Glul<an sintaze.

Metodom rnil<rodilr-rciie.ie izvr5eno in vitro ispitivanie uzorl<a - praha koji se kasnije
inl<apsulira ("Srijemus La vita"), u opsegu l<oncentracija 0.63 rng/rnl--B mg/nrl-.

Mikrodilucion:r metoda - ispitivanje antibaktcrijske aktivnosti

U ciliu r-rtvrclivania mirrimalnih inhibitornih (MlK) i rninimalnih baktericidlih
I<oncentraciia (MBK) l<oriSiena.je rnil<roclilr-rciona metoda prema Sokovii (2001) u
rnil<rodilucionim plodarxa sa ravtrir-n dnonr,96 sisterr (Spel<tar, iadak). Prekonoine kulture (1,0
x l0e ieliia/mL) dobijene su ga.ienlem testirarrog bal<teriisl<og soja tokorn 24 l-t na 37 "C u 2 mL
tedne hranljive podloge (Tryptic Soy Broth - T'SB,'forlal<). Nakon isteka vremena, suspenzije
bal<terija (inokrrlLrrri) pode5ene su sterilnim fiziolo5l<im rastvorom do l<oncentracije 1,0 x 106

ieli.ialmL (0,5 McFarland standard) i skladi5tene na 4 oC do clalje Lrpotrebe. Prah sriierr-ru5a
rastvoren je Lr 30% etanolu i dodati hranlfivo.j podtozi za rast bal<terija Lr odgovarajLrioj
koncentraciji. Potom su dodati bal<terijski inokulumi, a plode su inl<r-rbirane24hna37 "C.NajniZa
l<oncentracija na I<o.|o.i je vidrro smanjerr rast bal<terije (pod binol<ularnorn lupom) definisana.ie



kao MIK. RezLrltati su potvrdeni nal<on dodavanja 40 p"L rastvora indil<atorske boje liubidastap-
.iodonitrotetrazolijLrrr,-hlorid I8377-Sigrna (0,2 mg/mL destilovane vode) sval<om bunardiiu i

inkubaciie Lr trajaniu 30 mirruta na3J oC. Rast bal<terija potvrdeti je Lr bunardiiima dijije sadrZa.i

postao obo.ierr intenzivnorn crveno-ljubidastom bojom, dok na mestima Lr l<ojima nije utvrden rast
bakterija, nije do5lo do promene boje sadrZaja burrardiia (Tsul<atani, 2012). Utvrdivanje odsustva
rasta mikroorganizama, d. odredivanje MBK vrednosti, izvedeno je serijskorn reinokulacijom l0
pL inokulisane podloge iz bunardiia gde nije zabeleZen rast bal<terija u 100 prL sterilne hranljive
podloge i reinl<ubacijorn tol<ont 24lt na37 "C.

Mil<rodiluciona metoda - ispitivanje nntifu ngalne a ktivnosti

Za priprenanje inol<LrlLrma (suspenzije spora rnikrornicete A. ./uruigatzs) koriSiene su
kulture gajene na Sabouraud del<stroznorn agarlr (SDA), r"r periodu od 21-og dana na sobnoj
temperaturi,azalirn storniratre na*4 "C do daljnje upotrebe (Booth, 1971).lnokr.rlum je pripreman
spirarr.iern spora sa povriine medi.junra, l<Lrltura starim 2l dan sterilnirn rastvorom 0.85%NaCl-a
koji sadrZi 0.loZ l'weerr 80 (vol/vol). Spore su izbrojarre Neubauer hemocitometrol'n, a
[<oncentracija je podesena do 1.0 x l0s ieliia/ml nredijuma. Tako pripremljen inokulurn dri.an je
na-t4"C do upotrebe. Radi provere validnosti inol<ulunra, l<ao iodsustva kontaminacije, vr5ena je
inol<ulacija na dvrstu podlogu (SDA), Prah sremLrSa l<oji se kasnije inkapsulira u proizvod
"SrijemuS La Vita" rastvoren u 30%o etanolu i dodat bunardicirna sa hranjivom podlogorn
Sabouraud dekstroznour broth (SDB). Nal<on dodavanja inol<uluma rnikromicete, plode su

inkubirane 72 sara na25'C i vr5ilo se oditavanje rezultata pod binokularnorn lupom. NajniZa
koncentraciiabez vidliivog rasta gljiva predstavlja rninimalrru inhibitornu l<oncentraciju (MIK).
Da bi se odredila mirrimalrta lirngicidria l<oncentraciia (MIrK) sadrZa.j svili bunardiia (l<o.ii se

nalaze ispred inhibitorne l<oncentracije) se prenese na nove Petri plode sa odgovarajuiim dvrstirlr
podlogama (SDA) i nal<on inl<ubacije vr5eno je bro.ianje poraslih l<olonija. MFI( se definise kao
l<oncentracija aktivne supstance l<oja ubija gL),5oh gliiva (CLSI 2009).

Antifungalrra aktivttost praha srernuSa ko.ii se l<asnije inl<apsLrlira ("Srijen,uS La Vita") na
selel<tovane vrste roda Candida utvrdivana je mil<rodilucionorn metoclom (DaoLrk isar., 1995;
EUCAST,2OO2),

Vrste Candida su inl<ubirane Lr TSB medijurnr.r na 37 "C, 24 h. Celijsl<e suspenzije su
standardizovane primenom 0,5 Mcliarlarrd standard, tal<o da finalna l<oncentraciia u jednorn poljr-r
mikrotitar plode iznosi lxl0s ielija (100 pL.ie Lrl<Lrpna zapremina). Inol<ulumi su duvani na
liladnom +4"C do upotrebe. Minin'ralne inhibitorne i minimalne fLrngicidne koncentracije
odredivane su serijskir-n razblazen.jirra jedinjenia Lr 'f SB rnedijumu u r-nikrotitar plodama sa ravnim
dltotn, 96 sistern (Spel<tar, iadal<). Poslednji red u mil<rotitar plodi kori5ien je kao kontrola
(dodavan je samo rnediium i rnil<roorganizama), a pretposlednji l<ao blanl< (dodavan je samo dist
rredijurn). Plode su inl<ubit'ane na 37 "C, 24 h. Nal<orr inl<ubacije, radi lal<Seg posmatrarrja
rezLtltata, u burrardiie.ie dodato po 40 prl p-.jodonitrotetrazolijum boie (0,2 ntg/n[ INT, 18377_
Sigma) l<oja Zive ieliie boji roze. Minimalna inhibitorna l<oncentraciia je odredivana l<ao najmanja



koncentraciia na l<o.io.i nije bilo vidljivog rasta rnil<roorganizrna nal<on irrkubaciie (ol<o 3 h iliduZe)
sa bojom. Dodatno, minimalrre fungicidrre l<oncentracije su odreclivane reinokulisarijem po l0 pL
sadrLaja iz bunardiia odgovara.iuie l<oncentracije u 100 pL sterilnog medijuma u rnil<rotitracionirn
plodarna i inl<Lrbiranjern jo5 241'r na37 "C.l(oncentracija ko.ia ubija99,5Yo gljiva u odnosu na
kontrolnu grupu smatrana.je za MFI(,

ANTIMIKITOBNA AKTMOST PREPARATA,,Srijemu5 La Vita,,

Utvrdeno je da je prah srernuSa l<oji se kasniie inl<apsulira u preparat,,Srijemu5 La Vita"
delovao bal<teriostatski ibal<tericidno, odnosno inhibirao je rast, ali ior,enrogu6io dalji rast svih
ispitivanilr bal<terija. Najosetliivije bal<teriisl<e vrste na ispitivani proizvocl su pseuclomona

aeruginosa - rezistentni so.j i Escherichia coli sa minirnalnirl inhibitornim l<oncentracijama
(MII() od 0.50 mglmL i bal<tericidnitn I<oncentracija (MBK) ocl 1.00 rng/mL. Na.iotporniia
bakteriia na dejstvo ispitivarrog preparata je Staphyl6socclt,t altrelt,s sa inhitornom i baktericidnorn
l<oncerrtraciiarna od 4.00/8.00 mg/mL ('l'abela).

Dejstvo testiranog antibiotika prikazano je u Tabeli. Ampicillin.ie pokazao bakteriostatsl<u
aktivnost u opsegLt 0.015625 -0.05 mg/mL, ibal<tericidnu al<tivnost u opsegu 0.03125-0.10 mg/mL.
Testirani preparat ,,Srijemu5 La Vita" .je pol<azao slabiju al<tivnost u odnosu na testirani
antibiotil<e osim tt slLrdaju E. coli- rezistentni so.i na l<oji l<onrercijalni antibiotil< rrije pokazao
baktericidnu al<tivnost (Tabela).

Preparat ,,Srijemu5 La Vita"delovao fungistatsl<i i furrgicidrro, oclnosno inhibirao.ie rast,
ali ionernoguiio dalii rast ispitivanih rnil<rogliiva. Najosetljivija vrsta na ispitivani proizvod.ie
l<vasolil<a vrsta C)ancliclct auri,s sa minirralnom inhibitornim l<oncentracijom (MIK) od 0.025
mg/rnL i firngicidnom l<oncentracijom (MFK) od 0.05 rng/mL Najotpornija gliiva na dejstvo
ispitivanog preparata je filarrentozna gljiva Aspergillu.s fttntigatus sa MIK/MFK vrednostima
1.00/ U8.00 rng/rnL ('fabela).

Dejstvo testiranog antimil<otika pril<azano je Lr Tabeli. lrrhibitorne vrednosti antimikotil<a
,,Micafungin"-a slr Lr opseglr 0.025-0.20 mg/ml, a fungicidne Lr opsegu od 0.05 - 0.40 mglmL.

Testirani preparat,,Srijelnu5 La Vita" pol<azao.ie slabiiu aktivnost u odnosu natestirani
antirn i kotil< ('l'abela).

Postoji potreba za stalrrirn ispitivanjirna potencijalnih novilr preparata kal<o bi se prona5le
adel<vatne zal.llelle za sirrtetsl<e antimil<robrle agense na l<o.ie je vretrenout razviiena rezistencija ili
dak vi5estrrtl<a rezistenciia. Pored novih sintetsl<ih Iel<ova neophoclna su i ispitivanja razliditih
supstanci prirodnog porel<la u ciliu daljeg l<ori5ienja preparata koji imajLr Sto manje Stetnih efel<ata
na dovel<a.

Na osnovn pregledane literature i odraclenilt in yitro analiza moZe se izvesti sledeii
zakl.judak.



Ispitivani proizvod ,,SrijemuS La Vita" pokazao je dobru antimikrobnu
(antibakterijsku i antifungalnu) aktivnost. Laboratorijske in vitro analize ukazuju da
kori5denje ovog preparata u odredenim bezbednim koncentracijama u prevenciji ili kao
dodatak tretmanu raznih bakterijskih i gljividnih infekcija vrsta ispitivanih u ovoj studiji
moZe da ima pozitivno dejstvo na ljudsko zdravlje. Osobine ovog proizvoda kao i dinjenica
da su trenutni globalni trendovi vradanja Sto prirodnijem nadinu leienja jer je pokazana
Stetnost sintetskih jedinjenja kako na doveka tako i na ekosistem, ukazuju na znadaj
preparata ,,SrijemuI La Vita".
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J'estirani uzorci ,,SrijemuS La Vita" su pol<azali antimil<robnu aktivnost u testiranom opsegu

koncentracija, arezultati (rngiml) sr-r prikazani u sledeio.i tabeli.

Mikroorsanizmi SremuX
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