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UVOD
Upotreba biljaka i začina u ishrani i liječenju doseže u daleku prošlost i stara je koliko i sam ljudski rod. Koristeći biljke u svakodnevnoj upotrebi, čovjek je postepeno, instinktivno uočavao njihova ljekovita svojstva. Vještina liječenja biljkama razvijala se kod svih naroda na osnovu iskustva stečenog kroz vijekove i sačuvana je kao tradicionalna medicina sve do današnjih dana.
Sve do kraja XVII i početka XIX vijeka gotovo se ništa nije znalo o hemijskom sastavu ljekovitih i začinskih biljaka. Biljke su vrlo složenog hemijskog sastava i zahvaljujući savremenim istraživačkim metodama i savremenoj laboratorijskoj tehnici ljekovite, aromatične i druge korisne biljke sve se detaljnije proučavaju u traganju za novim i boljim lijekovima i ljekovitim sredstvima.
Zahvaljujući radovima mnogih istraživača, danas se sve više govori o antioksidativnom, antimikrobnom, antikancerogenom, antifugalnom, insekticidnom i drugom djelovanju ljekovitih i začinskih biljaka.
Ljekovite i začinske biljke su izvor eteričnih ulja. Eterična ulja su složena, nestabilna, lako isparljiva prirodna jedinjenja jakog mirisa i predstavljaju sekundarne metabolite aromatičnih biljaka. Mogu biti sintetisani u svim biljnim organima, a čuvaju se u sekterornim ćelijama, kanalima, šupljinama, epidermalnim ćelijama ili žlijezdama trihomama (1,2) 
Eterična ulja sadržie različit broj jedinjenja, koja su u većem ili manjem procentu zastupljena u ulju. Osnovne aktivne komponente eteričnih ulja su terpeni, fenilpropeni, flavonoidi, saponini, tanini i druge komponente (3,4). 
Od davnina je poznato da biljke pokazuju različitu antimikrobnu aktivnost (5,6). Značajnije proučavanje antimikrobnih osobina eteričnih ulja počinje 1928. godine i dokazano je da antimikrobna aktivnost eteričnih ulja često izražajnija od aktivnosti pojedinih komponenti koje su nađene u velikoj količini u ulju (3,7,8). Antimikrobna aktivnost eteričnih ulja i njihovih komponenti može varirati od djelomične do potpune inhibicije rasta, tako da eterična ulja ispoljavaju baktericidnu ili bakteriostatsku aktivnost (9,10).
Brojna naučna istraživanja dokazala su da najjaču antimikrobnu aktivnost pokazuju eterična ulja koja sadrže fenole, alkohole i/ili okside. Prema amtimikrobnom djelovanju fenoli su djelotvorniji “in vitro” od alkohola. Najaktivniji fenolni spojevi su timol i karvakol. Po jačini svog djelovanja alkoholi su slični fenolima. Fenoli i alkoholi su djelotvorni protiv bakterija, virusa i gljivica, dok su oksidi po djelovanju jači protiv virusa, a nešto slabiji protiv bakterija. Takođe, ispitivanja su pokazala da alkoholi i fenoli iz eteričnih ulja u preporučenim dozama umištavaju mikroorganizme, a nemaju citotoksično dejstvo na ćelije pa ne štete ljudskom zdravlju. Neka eterična ulja su djelotvornija protiv virusa sa kojima se zvanična medicina teško bori (11,12,13)
Ruzmarin (Rosmarinus Officinalis) je grmolika zimzelena biljka igličastih listova, intenzivnog mirisa i gorkog ukusa. Ime ruzmarin potiče od latinskih riječi ros –rosa i marinus-more. Ruzmarin je grmolika zimzelena biljka igličastih listova intenzivnog mirisa, pikantno ljutog, oporog i gorkog okusa i krhkih svjetloplavih cvjetova. Ruzmarin poboljšava koncentraciju, pamćenje, liječi glavobolju i dosta se koristi u kulinarstvu za aromatiziranje jela (najčešće ribe, ali i drugih jela od mesa i povrća). 
Cvjetovi, listovi i grančice ruzmarina sadrže eterična ulja, smolu, tanin, male količine saponina i gorke materije, a kvalitet zavisi o klimi, tlu na kome raste, vremenu branja i sl. Ruzmarinu se pripisuju mnoga ljekovita svojstva koja su i naučno dokazana. Mnoge studije dokazuju da ulje ruzmarina posjeduje antimikrobna, antioksidativna, antikancerogena svojstva.( 19,18, 15,17,20)
Stari Rimljani su u vrijeme velikih zaraza palili grančice ruzmarina jer djeluje protiv bakterija stafilokoka, streptokoka, ešerihije, ali i protiv gljivica (Candida) U tradicionalnoj medicine ruzmarin se koristi već hiljadu godina zbog njegovog sedativnog, diuretskog i antiseptičkog dejstva. Takođe se koristi, kod problema sa ravnotežom, nesvjesticom, za jačanje imunog sistema, poboljšanja funkcija jetre, ali i poboljšanja opšteg stanja organizma. Koristi se kao antispazmolitik kod renalnih kolika i dismenoreje, pomaže kod respiratornih poremećaja jer djeluje opuštajuće na glatku muskulaturu crijeva i dušika, takođe, stimuliše rast kose. (16,18,15,17,21,14).  
Naučno je dokazano da može spriječiti razvoj raka kože, jer omogućava prirodnu zaštitu kože od štetnog djelovanja ultraljubičastog zračenja. Takode, je dokazano na eksperimentalnim životinjama da ulje ruzmarina može spriječiti rak debelog crijeva i pluća. Ruzmarin i njegove biološki aktivne komponente, posebno ruzmarinska kiselina imaju terapijski potencijal u liječenju ili prevenciji bronhijalne astme, spasmičkih poremećaja, peptički ulkusa, upalnih bolesti, hepatotoksičnosti, ateroskleroza, ishemijske bolesti srca, katarakte, raka i slabe pokretljivosti spermija snižavanja glukoze u krvi (21, 26, 27, 22,29, 24, 23, 28,25, 30,14).
Bijeli luk (Alium sativum L.) je višegodišnja biljka visine 25-90 cm. Podzemni izdanak – lukovica može biti prosta ili složena. Proste imaju jedan čen (lukovicu), a složene mogu da imaju od 7 do 30 sitnijih čenova (lukovica) koji su obavijeni sa 3-8 ovojnih listova koji čine zajednički omotač koji se zove tunika. 
Bijeli luk spada u grupu jedne od najstarijih gajenih i korištenih biljnih kultura (Lanzotti, 2006.) 
To je jedan od najčešće korištenih prirodnih lijekova. Postoje mnogobrojni pisani dokazi da se bijeli luk nalazio na spisku gastronomskih i terapeutskih receptura starih Egipčana, Vikinga, Rimljana, Kineze, Vavilonaca i mnogih drugih naroda. (39,45, 38). On je univerzalni narodni začin i jedan od najvažnijih prirodnih preventivnih ljekovitih sredstava koji se koristi u tradicionalnoj medicini za liječenje bolesti srca, bolesti disajnih organa, organa za varenje, kožnih bolesti, crijevnih parazitskih oboljenja, glavobolje, nesvjestice i dr. (33, 43, 44)
Naučni interes za ljekovitost bijelog luka datira od 1858.godine kada je utvrđeno da sprečava rast i razmnožavanje određenih bakterijskih vrsta (37, 36). Antimikrobna, antivirusna, antioksidativna, antifugalna, antiparazitska, antikancerogena antikoagulansna svojstva bijelog luka itekako su poznata (32, 40, 35,41, 42, 46, 47). Bijeli luk usporava starenje i odlično sredstvo za brzu detoksikaciju od teških metala(48)
Cilј istraživanja je ispitivanje antimikrobne aktivnosti eteričnog ulja bijelog luka i ruzmarina na rast referentnih bakterijskih kultura E. coli WDCM 00090, L. monocytogenes WDCM 00020, S. Typhi WDCM 00030, S. enterica WDCM 00030, , P. aeruginosa WDCM 00024, Salmonella “9” izolata iz mesa živine, S.  epidermidis, E. coli, Salmonella spp, Pseudomonas spp i Providencia spp. izolata iz kliničkog materijala i da se odredi tip njihovog dejstva.

MATERIJAL I METODA RAD

Eteričo ulje
Eterično ulje ruzmarina i bijelog luka nabavljeno je u komercijalnoj prodaji u biljnoj apoteci. 
Test mikroorganizmi

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti eteričnog ulja bijelog luka i ruzmarina korišćene su referentne kulture E. coli WDCM 00090, L. monocytogenes WDCM 00020, S. Typhi WDCM 00030, S. enterica WDCM 00030, S.  epidermidis WDCM, P. aeruginosa WDCM 00024 (BCCM™/LMG BACTERIA COLLECTION,  Belgium), Salmonella “9” izolata iz mesa živine Laboratorijaza mikrobiologiju hrane, E. coli, Salmonella spp, Pseudomonas spp i Providencia spp. izolati iz kliničkog materijala laboratorije za kliničku mikrobiologiju Veterinarskog institute “dr Vaso Butozan” Banja Luka. Kulture su zasijane u hranjivom bujonu i inkubirana na 370C/18h. Petri ploče sa odgovarajućom podlogom (Müeller - Hinton agaru ) su zasijane sa 0,1 ml bakterijske suspenzije čija je koncentracija 105cfu/ml.

Test metod
Za ispitivanje dejstva eteričnog ulja bijelog luka i ruzmarina na inhibiciju rasta tertiranih bakterija korišćena je agar difuziona, metoda (49) na čvrstoj sterilnoj hranjivoj podlozi (Müeller- Hinton- agaru- MHA). Cilindri prečnika 9 mm su postavljeni na površinu čvrste hranjive podloge na koju je prethodno zasijana određena čista bakterijska kultura. U cilindre je mikropipetom nakapano 100 µl određenog eteričnog ulja. Kao kontrola, u cilindar je nakapano 100µl 96% alkohol. Sposobnost rasta i razmnožavanja soja zavisi od njegove osjetljivosti na ispitivani ekstrakt, tako da se oko cilindra formira bistra prozirna zona u kojoj nema rasta mikroorganizama ukoliko efekat postoji. Petri ploče su inkubirane 24h na temperaturi od 37ºC
Za ulje bijelog luka i ruzmarina urađena su po tri ponavljanja, a rezultati su očitani kao prečnik zone inhibicije rasta i izraženi kao srednja vrijednost u milimetrima.

Tip djelovanja
Takođe, određivan je i tip djelovanja eteričnog ulja. Da bi se vidjelo da li eterično ulje ima baktericidnu ili bakteriostatičnu moć, sa zona inhibicije je uziman mali komadić agara i dodavan u hranjivi bujon. Inkubacija je vršena na 37ºC/24h. Ukoliko je nakon inkubacije došlo do zamućenja bujona, smatra se da je ulja djelovalo bakteriostatično, odnosno ukoliko je nakon inkubacije bujon ostao bistar, dejstvo ulja je baktericidno.

REZULTATI RADA I DISKUSIJA

U radu je ispitana antimikrobna aktivnost eteričnog ulja ruzmarina i bijelog luka na referentna bakterijske kulture i bakterijske kulture izolovane iz hrane i kliničkog materijala Rezultati koji su dobijeni prikazani su grafički Slika 1 i Slika2 ).
Iz rezultata prikazanih na Slici 1. zapažamo da je izraženu antimikrobnu aktivnost ispoljilo eterično ulje ruzmarina na sve ispitivane bakterijske sojeve, dok je eterično ulje bijelog luka ispoljilo nešto slabiju antimikrobnu aktivnost, u odnosu na ulje ruzmarina, prema referentnim bakterijskim sojevima E. coli, P. aeruginos, S. enterica, zatim Salmonella spp. i Pseudomonas spp. izolovanim iz kliničkog materijala.
Takođe, eterično ulje bijelog luka nije djelovalo na referentne bakterijske kulture L. monocytogenes, S. epidermidis, i S. Typhi, Salmonella „9“- izolat iz hrane i E. coli  i Providencia spp. izolovane iz kliničkog materijala. 
Rezultati naših ispitivanja potvrđuje da postoji razlika u inhibiciji rasta između referentnih bakterijskih sojeva i kliničkih izolata kod oba ispitivana eterična ulja.
Potpuno odsustvo i nešto slabije dejstvo eteričnog ulja bijelog luka može da se objasni i različitom rastvorljivošću eteričnih ulja i njihovih komponenti. Hidrofobnost je važna karakteristika eteričnih ulja, jer povećava propustljivost ćelijske membrane bakterije i omogućava lakši prolazak komponenata u njen lipidni sloj. Promjena propustljivosti ćelijske membrane obično je praćena gubitkom osmodske kontrole ćelije, što se smatra osnovnim principom antimikrobnog djelovanja eteričnog ulja (56,52). Upravo, zbog različite rastvorljivosti antimikrobnih komponenti u vodi primjenjuju se različite metode ispitivanja antimikrobne aktivnosti. Kako smo u radu koristili disk difuzionu metodu, koja u potpunosti zavisi od hidrofobnosti aktivnih komponenti i njihove difuzije kroz agar, rezultate koje smo dobili za eterično ulje bijelog luka možemo opravdati činjenicom da se radilo sa čistim eteričnom ulju, koje je slabo difundovalo u agar ( 58,9). 
Mnoge studije govore o snažnom antimikrobnom, antivirusnom, antiparazitskom, antifugalnom, insekticidnom i dr. djelovanju eteričnih ulja, ali da jačina, odnosno da svojstva u velikoj mjeri zavise od vrste i starosti biljke, perioda branja, geografskog porijekla, načina ekstrakcije, hemijskog sastava, odnosno zastupljenosti pojedinih komponenti (53, 51,50). Kako su eterična ulja lako isparljiva, osjetljiva na dejstvo svjetlosti i to može biti jedan od razloga za njihovo slabije djelovanje ukoliko nisu na propisan način čuvana i skladištena. U cilju utvrđivanja i određivanja antimikrobne aktivnosti eteričnih ulja urađene su mnoge studije koje su potvrdile bolje dejstvo eteričnih ulja na gram pozitivne bakterije nego na gram negativne.



Slika1. Grafički prikaz zone inhibicije rasta testiranih mikroorganizama ostvarene sa eteričnim uljem ruzmarina i bijelog luka
Figure1. Preview of zones of growth inhibition of the tested microorganisms made with essential oils Rosmarinus Officinalis and Alium sativum L

Manja osjetljivost gram negativnih bakterja se objašnjava razlikom u građi ćelijskog zida koji ograničava difuziju hidrofobnih jedinjenja kroz lipopolisaharidni omotač. Pošto se eterična ulja sastoje od velikog broja hemijskih komponenti i njihovo antimikrobno dejstvo je različito. ( 54, 55). Rezultati ovog istraživanja podržavaju mišljenja i tvrdnje drugih istraživača, da je bitnije proučiti djelovanje eteričnog ulja, nego njegove pojedinačne komponente (57)
Antimikrobna aktivnost eteričnih ulja i njihovih komponenti može varirati od djelimične do potpune inhibicije rasta bakterije, tako da eterična ulja ispoljavaju bakteriostatsku ili baktericidnu aktivnost.
 Eterično ulje ruzmarina pokazalo je jako baktericidno dejstvo prema referentnim kulturama E. coli, L. monocytogenes, S.Typhi, P.aeruginosa 4, i kliničkim izolatima E. coli i Providencia spp, dok je bakteriostatski djelovalo prema Pseudomonas spp., Salmonella spp., izolovanim  iz kliničkog materijala, Salmonella “9”,izolovanoj iz hrane i referentnim kulturama S. enterica i S.  epidermidis


Slika 2. Grafički prikaz baktericidnog i bakteriostatskog djelovanja eteričnog ulja ruzmarina i bijelog luka na ispitivane mikroorganizme
Figure 2. Bacteriostatic and bactericidal activity of the essential oils Rosmarinus Officinalis and Alium sativum L on the tested microorganisms
[bookmark: _GoBack]
Eterično ulje bijelog luka ispoljilo je bakteriostatsko dejstvo prema referentnim bakterijskim kulturama E. coli, P. aeruginos, S. enterica, i  bakterijama Salmonella spp. i Pseudomonas spp. izolovanim iz kliničkog materijala.

ZAKLJUČAK
Na osnovu dobijenih rezultata možemo zaključiti da je eterično ulje ruzmarina pokazalo jak antimikrobni i baktericidni efekat na ispitivane mikroorganizme, dok je eterično ulje bijelog luka pokazalo nešto slabiju antimikrobnu aktivnost i bakteriostatski efekat. Takođe možemo ukazati na razliku u antimikrobnoj aktivnosti eteričnih ulja zavisno od patogena ali i vrste i koncentracije eteričnodg ulja.
Ovaj rad predstavlja samo mali uvod u buduća klinička i laboratorijska istraživanja i podstrek vraćanju primjene biljnih preparata u preventivne i trapijske svrhe različitih infektivnih oboljenja izazvanih ispitivanim patogenima, ali i primjenu u prehrambenoj industriji kao dodatak hrani I dobri konzervansi.
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АBSTRACT
It is well known that essential plantoils possess antimicrobial activity against a broad spectrum of bacteria. Therefore, the purpose of this study was to determine the antimicrobial properties of essential oils of rosemary (Rosmarinus officinalis) and garlic (Alium sativum L). Preliminary research, disk-diffusion method, demonstrated antimicrobial activity of essential oils of rosemary, on growth of reference cultures of microorganisms:Escherichia coli WDCMA 00090, 00020 WDCMA Listeria monocytogenes, Salmonella Typhi WDCMA 00030, Salmonella enterica WDCMA 00030, Staphylococcus epidermidis WDCMA, Pseudomonas aeruginosa WDCMA 00024, Salmonella "9" isolates from poultry meat, Escherichia coli, Salmonella spp, Pseudomonas spp and Providencia spp. obtained from clinical material, and essential oil of garlic on the growth of Escherichia coli WDCMA 00090, Salmonella enterica WDCMA 00030, 00024 WDCMA,Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp, Pseudomonas spp. It is also determined a specific type of action of the tested oils.
Keywords: Rosmarinus officinalis, Alium sativum L, antimicrobial properties
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