INSTITUTE FOR BIOLOGICAL RESEARCH
“SINISA STANKOVIC”

National Institute of the Republic of Serbia
University of Belgrade

Bul. despota Stefana 142
Director: +381-11-2078-399

Tel: +381-11-2078-300
Fax: +381-11-2761-433

www.ibiss.bg.ac.rs

UHCTUTYT 3A BUOJIOIIKA UCTPAXUBAKBA
»CHUHHIIA CTAHKOBUR*

HHcTuTyT OB HaLMOHAJIHOT 3Hauaja 3a Peny6nuky Cpbujy
Vuusepsuter y Beorpany

Byn. necnora Crepana 142

JHupexrop: 011-2078-399

Ten: 011-2078-300

®Gaxc: 011-2761-433

www.ibiss.bg.ac.rs

Bpoj /Ne 04’ /]865/21 JHatym / Date 4Lf 0% QOQ&’

%, TOVTR PEL q$
ef’ﬁ @(
IHrer v B

HERBALPHARM d.o.o0.
Y. bpanka honuha 6p. 15
78000 bama Jlyka

ITomroBanmy,

Ha ocrHoBy VYrosopa o wucnurusamy antumukpoGue aHaimse npoussona ,,Cpujemyin y
Kancynama®, sakibydenor jgana 29.07.2025. roaune, y Npujory oBor ponvca Bam jpocraBibamo

M3Bewraj o ucnurupamy.

...........................................

Ap Jacmuna ['namounuja, Hayun caBeTHUK
Onememe 3a Gpusnonorujy 6umsaka




W"l'CT'/?T‘;’T "" SHORCILIKA HCTPANUBAA
CHENA CTABKOBWR "

0~1965

.......................

t

LR 2048 roa.
BEOIPAZ, Eyn. pecnora Credhana 6p. 142

IZVESTAJ O ISPITIVANJU ANTIBAKTERIJSKE I ANTIFUNGALNE AKTIVNOSTI
PREPARATA ,,SRIJEMUS LA VITA%

Antimikrobna aktivnost preparata ,,Srijemu§ La Vita” je testirana na 6 sojeva bakterija i
4 vrste mikrogljiva i poredena sa aktivno$éu komercijalnih antibiotika/antimikotika. Za ispitivanje
antibakterijske aktivnosti komercijalnog preparata i antibiotika kori¢ene su sledede vrste
bakterija: Staphylococcus aureus (ATCC 11632), meticilin rezistentna S. aureus (IBRS MRSA
011), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), P. aeruginosa — rezistentni soj (IBRS P001),
Escherichia coli (ATCC 11775) i E. coli — rezistentni soj (IBRS E003).

IstraZivanje antifungalne aktivnosti preparata ,,Srijemus La Vita” vrieno je na mikromiceti
Aspergillus fumigatus (humani izolat) i 3 vrste kvasolikih gljiva Candida albicans (ATCC 10231 ),
Candida auris (CDC B 11903) i Candida dublinensis (NCPF 3949).

Svi testirani sojevi mikroorganizama su deponovani u Mikoteci Mikologke laboratorije,
Odeljenja za fiziologiju biljaka, Instituta za biologka istraZivanja ,,Sini%a Stankovié”, Instituta od
nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu.

Antibiotik iz grupe penicilina Ampicillin — A9393-5G - Sigma Aldrich je koris¢en kao
pozitivna kontrola pri testiranju antibakterijske aktivnosti, dok je u slu¢aju isptivanja antifungalne
aktivnosti za pozitivnu kontrolu kori$éen komercijalni antimikotik Micafungin, SML2268-25MG
Sigma Aldrich, koji je inhibitor B(1,3)-D-Glukan sintaze.

Metodom mikrodilucije je izvrSeno in vitro ispitivanje uzorka - praha koji se kasnije
inkapsulira ("Srijemus La Vita"), u opsegu koncentracija 0.63 mg/mL-8 mg/mL.

Mikrodiluciona metoda — ispitivanje antibakterijske aktivnosti

U cilju utvrdivanja minimalnih inhibitornih (MIK) i minimalnih baktericidnih
koncentracija (MBK) kori$éena je mikrodiluciona metoda prema Sokovi¢ (2001) u
mikrodilucionim plo¢ama sa ravnim dnom, 96 sistem (Spektar, Cacak). Prekonoéne kulture (1,0
x 10° éelija/mL) dobijene su gajenjem testiranog bakterijskog soja tokom 24 h na 37 °C u 2 mL
te¢ne hranljive podloge (Tryptic Soy Broth — TSB, Torlak). Nakon isteka vremena, suspenzije
bakterija (inokulumi) podeSene su sterilnim fizioloskim rastvorom do koncentracije 1,0 x 10°
celija/mL (0,5 McFarland standard) i skladiStene na 4 °C do dalje upotrebe. Prah srijemusa
rastvoren je u 30% etanolu i dodati hranljivoj podlozi za rast bakterija u odgovarajuéoj
koncentraciji. Potom su dodati bakterijski inokulumi, a ploge su inkubirane 24 h na 37 °C. Najniza
koncentracija na kojoj je vidno smanjen rast bakterije (pod binokularnom lupom) definisana je




kao MIK. Rezultati su potvrdeni nakon dodavanja 40 pL rastvora indikatorske boje ljubigasta p-
jodonitrotetrazolijum-hlorid 18377-Sigma (0,2 mg/mL destilovane vode) svakom bunargiéu i
inkubacije u trajanju 30 minuta na 37 °C. Rast bakterija potvrden je u bunar¢ié¢ima &iji je sadrzaj
postao obojen intenzivnom crveno-ljubiastom bojom, dok na mestima u kojima nije utvrden rast
bakterija, nije doslo do promene boje sadrzaja bunargi¢a (Tsukatani, 2012). Utvrdivanje odsustva
rasta mikroorganizama, tj. odredivanje MBK vrednosti, izvedeno je serijskom reinokulacijom 10
pL inokulisane podloge iz bunar¢ica gde nije zabeleZen rast bakterija u 100 L sterilne hranljive

podloge i reinkubacijom tokom 24 h na 37 °C.

Mikrodiluciona metoda — ispitivanje antifungalne aktivnosti

Za pripremanje inokuluma (suspenzije spora mikromicete 4. fumigatus) koriséene su
kulture gajene na Sabouraud dekstroznom agaru (SDA), u periodu od 21-og dana na sobnoj
temperaturi, a zatim stornirane na +4 °C do daljnje upotrebe (Booth, 1971). Inokulum je pripreman
spiranjem spora sa povr§ine medijuma, kultura starim 21 dan sterilnim rastvorom 0.85% NaCl-a
koji sadrzi 0.1% Tween 80 (vol/vol). Spore su izbrojane Neubauer hemocitometrom, a
koncentracija je podeSena do 1.0 x 10° ¢elija/ml medijuma. Tako pripremljen inokulum drZan je
na +4°C do upotrebe. Radi provere validnosti inokuluma, kao i odsustva kontaminacije, vriena je
inokulacija na €vrstu podlogu (SDA). Prah sremusa koji se kasnije inkapsulira u proizvod
"Srijemu$ La Vita" rastvoren u 30% etanolu i dodat bunar¢ié¢ima sa hranjivom podlogom
Sabouraud dekstroznom broth (SDB). Nakon dodavanja inokuluma mikromicete, plode su
inkubirane 72 sata na 25 °C i vrsilo se ogitavanje rezultata pod binokularnom lupom. Najniza
koncentracija bez vidljivog rasta gljiva predstavlja minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIK).
Da bi se odredila minimalna fungicidna koncentracija (MFK) sadrzaj svih bunargiéa (koji se
nalaze ispred inhibitorne koncentracije) se prenese na nove Petri plode sa odgovarajuéim &vrstim
podlogama (SDA) i nakon inkubacije vrieno je brojanje poraslih kolonija. MFK se definise kao
koncentracija aktivne supstance koja ubija 99,5% gljiva (CLSI 2009).

Antifungalna aktivnost praha sremusa koji se kasnije inkapsulira ("Srijemus La Vita") na
selektovane vrste roda Candida utvrdivana je mikrodilucionom metodom (Daouk i sar., 1995;
EUCAST, 2002).

Viste Candida su inkubirane u TSB medijumu na 37 °C, 24 h. Celijske suspenzije su
standardizovane primenom 0,5 McFarland standard, tako da finalna koncentracija u jednom polju
mikrotitar ploc¢e iznosi 1x10° ¢elija (100 pL je ukupna zapremina). Inokulumi su &uvani na
hladnom +4°C do upotrebe. Minimalne inhibitorne i minimalne fungicidne koncentracije
odredivane su serijskim razblazenjima jedinjenja u TSB medijumu u mikrotitar plo¢ama sa ravnim
dnom, 96 sistem (Spektar, Cacak). Poslednji red u mikrotitar plo¢i koriSéen je kao kontrola
(dodavan je samo medijum i mikroorganizama), a pretposlednji kao blank (dodavan je samo &ist
medijum). PloCe su inkubirane na 37 °C, 24 h. Nakon inkubacije, radi lakSeg posmatranja
rezultata, u bunarcice je dodato po 40 pl p-jodonitrotetrazolijum boje (0,2 mg/mL, INT, I 8377—
Sigma) koja Zive Celije boji roze. Minimalna inhibitorna koncentracija je odredivana kao najmanja




koncentracija na kojoj nije bilo vidljivog rasta mikroorganizma nakon inkubacije (oko 3 h ili duze)
sa bojom. Dodatno, minimalne fungicidne koncentracije su odredivane reinokulisanjem po 10 pL
sadrZaja iz bunar€i¢a odgovarajuce koncentracije u 100 uL sterilnog medijuma u mikrotitracionim
ploama i inkubiranjem jos 24 h na 37 °C. Koncentracija koja ubija 99,5% gljiva u odnosu na
kontrolnu grupu smatrana je za MFK.

ANTIMIKROBNA AKTIVNOST PREPARATA ,,Srijemus La Vita”

Utvrdeno je da je prah sremusa koji se kasnije inkapsulira u preparat ,,Srijemu$ La Vita”
delovao bakteriostatski i baktericidno, odnosno inhibirao je rast, ali i onemogucio dalji rast svih
ispitivanih bakterija. Najosetljivije bakterijske vrste na ispitivani proizvod su Pseudomona
acruginosa — rezistentni soj i Escherichia coli sa minimalnim inhibitornim koncentracijama
(MIK) od 0.50 mg/mL i baktericidnim koncentracija (MBK) od 1.00 mg/mL. Najotpornija
bakterija na dejstvo ispitivanog preparata je Staphylococcus aureus sa inhitornom i baktericidnom
koncentracijama od 4.00/8.00 mg/mL (Tabela).

Dejstvo testiranog antibiotika prikazano je u Tabeli. Ampicillin je pokazao bakteriostatsku
aktivnost u opsegu 0.015625—0.05 mg/mL, i baktericidnu aktivnost u opsegu 0.03125-0.10 mg/mL.
Testirani preparat ,,Srijemu§ La Vita” je pokazao slabiju aktivnost u odnosu na testirani
antibiotike osim u sluéaju E. coli — rezistentni soj na koji komercijalni antibiotik nije pokazao
baktericidnu aktivnost (Tabela).

Preparat ,,Srijemus La Vita”delovao fungistatski i fungicidno, odnosno inhibirao je rast,
ali i onemogucio dalji rast ispitivanih mikrogljiva. Najosetljivija vrsta na ispitivani proizvod je
kvasolika vrsta Candida auris sa minimalnom inhibitornim koncentracijom (MIK) od 0.025
mg/mL i fungicidnom koncentracijom (MFK) od 0.05 mg/mL Najotpornija gljiva na dejstvo
ispitivanog preparata je filamentozna gljiva Aspergillus fumigatus sa MIK/MFK vrednostima
1.00/>8.00 mg/mL (Tabela).

Dejstvo testiranog antimikotika prikazano je u Tabeli. Inhibitorne vrednosti antimikotika
»Micafungin”-a su u opsegu 0.025-0.20 mg/mL, a fungicidne u opsegu od 0.05 - 0.40 mg/mL.

Testirani preparat ,,Srijemu§ La Vita” pokazao je slabiju aktivnost u odnosu na testirani
antimikotik (Tabela).

Postoji potreba za stalnim ispitivanjima potencijalnih novih preparata kako bi se pronasle
adekvatne zamene za sintetske antimikrobne agense na koje je vremenom razvijena rezistencija ili
Cak viSestruka rezistencija. Pored novih sintetskih lekova neophodna su i ispitivanja razli¢itih
supstanci prirodnog porekla u cilju daljeg kori¥¢enja preparata koji imaju §to manje Stetnih efekata
na ¢oveka.

Na osnovu pregledane literature i odradenih in vitro analiza moZe se izvesti sledeéi
zakljucak.




Ispitivani proizvod ,Srijemu§ La Vita” pokazao je dobru antimikrobnu
(antibakterijsku i antifungalnu) aktivnost. Laboratorijske in vitro analize ukazuju da
koriS¢enje ovog preparata u odredenim bezbednim koncentracijama u prevenciji ili kao
dodatak tretmanu raznih bakterijskih i gljivi¢nih infekcija vrsta ispitivanih u ovoj studiji
moZe da ima pozitivno dejstvo na ljudsko zdravlje. Osobine ovog proizvoda kao i ¢injenica
da su trenutni globalni trendovi vraéanja $to prirodnijem nadinu leCenja jer je pokazana
Stetnost sintetskih jedinjenja kako na Coveka tako i na ekosistem, ukazuju na znacaj
preparata ,,Srijemus La Vita”,
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Testirani uzorci ,,Srijemu$ La Vita” su pokazali antimikrobnu aktivnost u testiranom opsegu

koncentracija, a rezultati (mg/ml) su prikazani u sledecoj tabeli.

Mikroorganizmi Sremus Ampicilin Micafungin
Aspergillus fumigatus MIC 1.00 / 0.20
(humani izolat) MFC >8.00 / 0.40
Pseudomonas aeruginosa MIC 2.00 0.125 /
(ATCC 27853) MBC 4.00 0.25 /
Pseudomonas aeruginosa — MIC 0.50 0.05 /
rezistentni soj
(IBRS P001) MBC 1.00 0.10 /
Staphylococcus aureus MIC 4.00 0.0625 /
(ATCC 11632) MBC 8.00 0.125 /
Methicillin resistant MIC 1.00 0.015625 /
Staphylococcus aureus
(IBRS MRSA 011) MBC 2.00 0.03125 /
Escherichia coli MIC 0.50 0.015625 /
(ATCC 11775) MBC 1.00 0.03125 /
Escherichia coli MIC 1.00 0.20 /
rezistentni soj
(IBRS E003) MEBC 200 ! /
Candida auris MIC 1.00 / 0.025
(CDC B 11903) MFC 2.00 / 0.05
Candida albicans MIC 1.00 / 0.05
(ATCC 10231) MFC 2.00 / 0.1
Candida dublinensis MIC 0.50 / 0.10
(NCPF 3949) MFC 1.00 / 0.20
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