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SAMMENDRAG

Midler fra naturen har lang brukshistorie i tradisjonell medisin, og er fortsatt i bruk i utstrakt
grad i dag. Formalet med denne studien var a undersgke antibakteriell aktivitet in vitro hos tre
naturpreparater samt tre relaterte virkestoffer: olivenbladekstrakt, oleuropein, propolis,
galangin, usneaekstrakt og (+)-usninsyre. Den antibakterielle aktiviteten ble malt pa fem
tilfeldig valgte bakteriearter ved bruk av «disc diffusion»-test og «well diffusion»-test.
Resultatene viste at den antibakterielle aktiviteten mot de ulike bakterieartene varierte
betydelig for de ulike naturmidlene. Virkestoffene viste gjennomgaende bedre aktivitet enn
sine tilhgrende preparater, med unntak av olivenbladekstrakt og oleuropein.
Olivenbladekstraktet viste aktivitet mot tre av fem bakterier, mens oleuropein ikke viste noen
effekt. Propolis viste i likhet med oleuropein liten aktivitet i denne undersgkelsen, mens
virkestoffet galangin hadde effekt mot to av fem bakterier. Usneaekstraktet viste ingen
antibakteriell aktivitet lgst i NaOH, men lgst i etanol hadde det effekt mot tre bakterier. (+)-
usninsyre var den av testsubstansene som kom best ut i denne undersgkelsen med effekt mot

fire av fem bakterier.
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1. INNLEDNING

Naturmidler har veert benyttet i behandling av en rekke ulike lidelser gjennom generasjoner.
Bruken baserte seg pa tidligere erfaringer og tradisjoner, og kunnskapen ble videreformidlet
fra generasjon til generasjon. Bruk av naturmidler er og har lenge veert utbredt i store deler av
verden (1, 2). Flere legemidler som anvendes i dag, eksempelvis morfin, salisylsyre og
artemisinin, har sitt opphav fra tradisjonelle naturmidler (1). I de siste tiarene har interessen
for medisinske planter og deres antimikrobielle egenskaper gkt (3), og det er gjort flere studier
pa dette omradet (4-6). | dagens samfunn er antibiotikaresistens et stadig gkende problem, og
dette utgjer en stor utfordring for den globale helsen. Det har gjort at interessen for sgk etter
nye effektive antimikrobielle midler har gkt betraktelig, hvor naturen utgjer en stor ressurs av
ubenyttede substanser (7). Denne studien tar for seg tre naturpreparater med lang brukstid
innen tradisjonell medisin, hvor de blant annet er brukt som antimikrobielle midler. | tillegg er
det blitt valgt ut tre relaterte virkestoffer, ett for hver av preparatene. Formalet med studien er
a undersgke naturpreparatenes og virkestoffenes antibakterielle aktivitet med fglgende

problemstilling:

«Undersgkelse av antibakteriell aktivitet hos tre ulike naturpreparater og relaterte virkestoffer,

in vitro».

De utvalgte naturpreparatene som undersgkes i denne studien er olivenbladekstraktkapsler,
propolis halsspray og usnea-tinktur, og de relaterte virkestoffene er henholdsvis oleuropein,
galangin og (+)-usninsyre. For testing av antibakteriell aktivitet ble det valgt ut to metoder,
«disc diffusion» og «well diffusion», som begge baseres pa diffusjon av testsubstans ut i agar
(8). Dette er to av flere metoder som er mye brukt ved testing av antimikrobielle egenskaper
ved planteekstrakter og andre antimikrobielle substanser (9-11). Som testorganismer ble det
valgt ut fem tilfeldige bakteriearter; Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus

facealis, Kocuria rhizophilia, og Listeria monocytogenes.



2. TEORI

2.1 Olivenbladekstrakt og oleuropein

Oliventre er et mye brukt navn for omtrent 35 trearter i slekten Olea i olivenfamilien
Oleaceae. Olea Europaea, som er en av de mest omtalte artene i olivenbladfamilien, er
spesielt kjent for sine spiselige frukter kalt oliven. Oliventreet er, og har lenge veert, en viktig
handelsvare i middelhavsomradet som en verdifull kilde til olivenfrukt og olivenolje. Oljen
ble for eksempel brukt i kosmetikk, parfyme, som brensel i lamper og som en viktig del av
kostholdet (12). Olivenolje er fortsatt en viktig ingrediens i den sakalte middelshavsdietten,
som er kjent for & veere en av de sunneste diettene sett i sammenheng med lav forekomst av

hjerte- og karsykdommer (13).

Oliventreet har en lang brukshistorie i tradisjonell medisin og brukes fortsatt i mange land i
behandling av en rekke lidelser. Eksempelvis har olivenolje blitt brukt som smertestillende
mot magesmerter og greverk, samt som antiseptisk middel i behandling av sar og
hudirritasjoner (12). I USA har olivenolje blitt brukt mot hypertensjon og uro, samt som
lakserende middel (14). Av andre anvendelser er avkok av tgrkede oliven og olivenblader
brukt mot blant annet luftveis- og urinveisinfeksjoner, og mot diaré. Infusjon av olivenblader
tas som betennelsesdempende, samt mot gyeinfeksjoner og sar hals. Avkok av friske
olivenblader benyttes som vanndrivende, mot hgyt blodtrykk og i behandling av astma. |
Palestina brukes for eksempel infusjoner av oliven og olivenblader i behandling av diabetes,
mens man i Italia anvender tinkturer med olivenblader som febernedsettende. Frukt og blader
fra oliventreet benyttes ogsa i behandling av hemoroider og reumatisme. 1 tillegg brukes
oljeekstrakt fra olivenfrukten til behandling av nyrestein, mens olivenolje (fra frukt) sammen
med sitronjuice, brukes mot gallestein. Infusjon av bark er i @st-Afrika benyttet mot
bendelorm (14).

Olivenbladekstrakt er en mgrk brun og bitter veeske som utvinnes fra en blanding av blader og
kvister fra oliventreet. Den bitre smaken kommer fra polyfenolen oleuropein, som er en av de
viktigste bioaktive komponentene i treet og som er funnet i hayest konsentrasjon i bladene
(opptil 14%) (15). Biologiske aktiviteter hos olivenbladekstrakt ses i sammenheng med
innholdet av fenoler, slik som koffeinsyre, luteolin, verbacoside og oleuropein. En rekke

studier har undersgkt biologisk aktivitet ved olivenblad og oleuropein, og disse har vist at de



blant annet har antiinflammatorisk-, antiaterosklerotisk-, antihyperglykemisk-,

antioksiderende-, antiviral- og antibakteriell effekt (16).

Det er gjort mye forskning in vitro pa antimikrobiell aktivitet hos oleuropein og
olivenbladekstrakt. Oleuropein har vist antimikrobiell aktivitet bade mot gram-positive
bakterier, eksempelvis Bacillus cereus og Lactobacillus plantarum, og gram-negative
bakterier, slik som Salmonella enteritidis (17). En studie utfart av Lee & Lee (4) viste blant
annet at oleuropein hadde sterk antimikrobiell effekt mot S. enteritidis, men at oleuropein i en
blanding sammen med andre fenoler fra olivenbladekstrakt viste enda bedre effekt mot
bakterien (4). Markin, Duek & Berdicevsky (18) testet antimikrobiell aktivitet hos
olivenbladekstrakt mot flere gram-negative og gram-positive bakterier: E. coli, S. aureus,
Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae og Pseudomonas aeruginosa. Deres resultater viste
god antimikrobiell aktivitet hos vandig uttrekk av olivenbladekstrakt mot alle testede
bakterier, med unntak av B. subtilis. Disse resultatene bekreftes av Pereira m.fl. (19) som i sin
studie som ogsa antyder en bred, men konsentrasjonsavhengig antimikrobiell aktivitet hos
olivenbladekstrakt. En annen studie gjort av Sudjana m.fl. (20) viste varierende effekt mot
ulike mikroorganismer som ble testet, hvor olivenbladekstrakt eksempelvis hadde god effekt
mot Campylobacter jejuni og Helicobacter pylori, men darligere effekt mot B. subtilis og

E. coli. Konklusjonen var at studien ikke stgtter opp under pastander om at olivenbladekstrakt

er et effektivt middel mot et bredt spekter av infeksjonssykdommer (20).

2.2 Propolis og galangin

Propolis er et naturlig, harpikslignende produkt laget av honningbier. Det er satt sammen av
ulike plantekomponenter, som biene henter fra ulike omrader og blander med bivoks og
spyttenzymer. Ré propolis bestar typisk av 50% planteharpiks, 30% voks, 10% essensielle og
aromatiske oljer, 5% pollen og 5% andre organiske substanser (21, 22). Biene benytter
propolis som et forseglingsmateriale nar de tetter og reparerer bikuben. Dette gjer de for &
beskytte kolonien mot vaer og vind, samt mot inntrengere som slanger og ggler, og mot
mikrobielle infeksjoner. Propolis bidrar ogsa til & holde bikuben stabil aret rundt ved a

regulere temperatur og fuktighet (22-24).

Propolis er sammensatt av en rekke ulike kjemiske komponenter, og studier viser at den

kjemiske komposisjonen varierer i stor grad (21). Bankova (24) belyste i sin artikkel



problemet med standardisering av propolis pa bakgrunn av stor variasjon i kjemisk
sammensetning, og satte opp en tabell over de mest studerte propolistypene med hensyn til
deres geografiske opprinnelse og plantebakgrunn. De ulike ble kalt «poplar propolis», «birch
propolis», «green propolis», «red propolis», «pacific propolis» og «canarian propolis». Til
tross for problemer med standardisering av propolis grunnet stor variasjon i kjemisk
komposisjon, viser det seg at enkelte komponenter er mer typiske for noen typer propolis enn
andre. Eksempelvis er pinocembrin, pinobanksin, galangin og koffeinsyre noen av

hovedkomponentene i «poplar» propolisprgver fra Europa og Nord-Amerika (23).

| studier gjort pa ulike typer propolis frem til 2012 er det til sammen funnet rundt 300 ulike
kjemiske komponenter. Disse tilhgrer ulike kjemiske grupper som for eksempel polyfenoler,
benzosyrer m/derivater, benzaldehydderivater og mineraler (21, 22). Hvilke substanser og
forholdet mellom de ulike substansene man finner i propolisprever vil variere. Dette avhenger
av flere faktorer slik som geografisk opprinnelse, hvilke planter biene har hentet materiale fra,
samt hvilken type bie som har produsert propolisen. En annen faktor av stor betydning er
hvilken metode man benytter nar man ekstraherer komponentene, da ulike lgsningsmidler vil
ekstrahere ulike komponenter. Dette gjgr at man ved undersgkelse, analysering og

sammenligning av biologisk aktivitet hos propolis bgr ta hensyn til disse faktorene (21-25).

Propolis har i lang tid blitt brukt mot ulike lidelser i folkemedisin og er fortsatt brukt i utstrakt
grad i dag. Tradisjonelt ble propolis anvendt ved blant annet reumatisme, forkjalelse,
hjertesykdom, diabetes, karies, forstuinger og i behandling av ulike sar. Egypterne i det gamle
Egypt var kjent med propolis sine forratnelsesdempende egenskaper og brukte derfor stoffet i
sin balsamering av de dgde, og hindret dermed spredning av infeksjoner. | Hellas og Roma
benyttet legene propolis som et antiseptisk middel i sarbehandling, mens inkaene brukte det
som febernedsettende. Perserne anvendte propolis for eksempel i behandling av reumatisme
og muskelsmerter, samt mot eksem. Under 2. verdenskrig ble propolis tatt i bruk av sovjeterne
i behandling av sér og tuberkulose. | dag er propolis benyttet ved blant annet lindring av
forkjelelsessymptomer, og i preparater for dermal applikasjon. Disse preparatene brukes
eksempelvis i sarbehandling, behandling mot akne og herpesinfeksjoner, og i profylaktisk
behandling av karies og tannkjgttinflammasjoner. Propolis fas kjept i ulike formuleringer, slik
som kapsler, pastiller, kremer, munnskyllevann- og halsspray med propolis (21-23, 26).



Flere studier har undersgkt biologisk aktivitet hos propolis, og det er blitt rapportert at
propolis skal ha blant annet antimikrobiell-, antioksiderende-, antitumor- og
antiinflammatorisk aktivitet (22, 27). Propolis har vist a ha hgy antibakteriell aktivitet mot
bade gram-negative bakterier, slik som K. pneumoniae, og gram-positive bakterier, slik som
Staphylococcus epidermidis (27). Man har ogsa sett at den antimikrobielle aktiviteten hos
propolis har variert avhengig av dose, ekstraksjonsmiddel og hvor propolispraven kommer
fra. | en studie hvor propolis ble testet pa bakteriestammer resistente mot penicillin,
tetrasyklin og erytromysin, viste det seg at disse bakteriestammene var sensitive for propolis. |
den samme studien ble det ogsa avdekket synergiske effekter mellom propolis og de ulike

antibiotikaene mot de resistente bakteriestammene (28).

Galangin (3,5,7-trihydroxyflavnoe) er et stoff som tilhgrer den kjemiske gruppen flavonoler,
en undergruppe av gruppen flavonoider (21), og er som nevnt tidligere en av
hovedkomponentene i sakalt «poplar propolis» (23). Den antibakterielle aktiviteten til
propolis er sett i sammenheng med innhold av flavonoider, og da spesielt pinocembrin og
galangin (29, 30). Flere studier har undersgkt galangins antimikrobielle egenskaper og det er
funnet aktivitet mot bade gram-positive bakterier slik som B. cereus og S. aureus, og gram-
negative bakterier, som for eksempel Enterobacter cloacae (31). En studie utfart av
Pepeljnjak & Kosalec (30) viste blant annet at galangin hadde antibakteriell aktivitet mot

S. aureus, Enterococcus spp. og P. aeruginosa.

2.3 Usnea-tinktur og (+)-usninsyre

Lav er en plante som bestar av to organismer som lever i symbiose med hverandre; en sopp
(kalt mykobiont) og en alge og/eller en cyanobakterie (kalt fotobiont) (32). Sammen danner
partene et plantelegeme kalt tallus, som beskriver et legeme uten rot, stengel eller blad (33).
De vokser pa ulike steder, slik som pa steiner og treer, og finnes i mange ulike farger og
fasonger. I systematikken tilhgrer lav soppriket, Fungi, og per 2005 var det registrert 18 500
arter i verden (34).

Interessen for lav har veert stor i en arrekke, og det har foregatt mye forskning pa disse
plantene. Dette spesielt pa grunn av deres karakteristiske sekundzre metabolitter, som ogsa
har vist biologisk aktivitet. De sekundeare metabolittene kan produseres av mykobionten eller

fotobionten alene, eller av disse to sammen. De er som oftest ulgselige i vann og kan utgjare



opp mot 30% av tarrvekten av laven. Over 800 kjemiske komponenter er blitt identifisert og
disse tilhgrer ulike kjemiske grupper, eksempelvis fenoler, terpenoider og dibenzofurans, hvor
dibenzofurans er en av de gruppene som har vist & ha de mest unike komponentene i lav.
Blant de kjemiske komponentene i gruppen dibenzofurans er det usninsyre som er mest
studert, og denne er typisk for mange lavarter. Usninsyren er blant annet identifisert i slektene
Usnea, Ramalina og Parmelia. Arter i slekten Usnea (strylav) er spesielt rike pa usninsyre,
eksempelvis utgjer usninsyre 1-3% av tgrrvekten i arten Usnea barbata (grovstry) (6, 32, 35,
36).

Lav har lenge veert brukt i tradisjonell medisin og er fortsatt i bruk i dag. | europeisk
folkemedisin har lav blant annet blitt benyttet i behandling mot forkjelelse, feber, hoste og
tuberkulose, samt i behandling av kreft. PA New Zealand er det blitt brukt i tradisjonell
medisin og homeopati, og ogsa i spansk folkemedisin er lav anvendt i forbindelse med ulike
medisinske lidelser. Lav fra slekten Usnea har lang historie i kinesisk tradisjonell medisin.
Kineserne brukte blant annet lavarten i en te de kalte Song Lo, som ble drukket som et
antimikrobielt middel. Avkok av Usnea ble anvendt bade innvortes og utvortes mot
eksempelvis hoste, sar, slangebitt og malaria. | dag brukes lavekstrakter i ulike produkter som
for eksempel i kosmetikk, solbeskyttelse og i ulike hygieneartikler, som deodoranter,
tannkrem og munnskyllevann. | Nepal anvendes lav i behandling av tannverk og sar hals,
mens man i Italia benytter det som vanndrivende, mot hodepine og i sarbehandling. Arter i
slekten Usnea er brukt mot smerter, feber, sar og som et antibiotikum. | USA er blant annet
tinkturer med Usnea vanlige produkter & fa kjgpt i helsekostbutikker. Det skal ogsa nevnes at
man i flere land har utviklet farmasgytiske preparater basert pa substanser fra lav.
Eksempelvis har man i Tyskland og Italia antiseptiske produkter som inneholder usninsyre
(34, 35, 37).

En rekke studier har undersgkt biologiske aktiviteter ved lav, der aktivitet mot mikrober og
kreft, veksthemmende effekt hos planter og enzymhemmende aktivitet er noe av det som er
funnet. Usninsyre er ofte satt i sammenheng med den antibiotiske aktiviteten, og metabolitten
er blitt studert i flere ar. Studier knyttet til usninsyrens antimikrobielle aktivitet har blant annet
vist aktivitet mot ulike typer resistente bakterier, eksempelvis methicillin-resistente S. aureus
(37) og syre-resistente bakterier som Mycobacterium tuberculosis (34). Usninsyre har ogsa
vist effekt mot bakteriearter som Enterococcus, Bacteroides og Clostridium (36). Flere studier

har vist at usninsyre har bedre effekt mot gram-positive bakterier enn mot gram-negative



bakterier (34, 38). E. coli har eksempelvis vist seg resistent mot usninsyre i flere studier (38,
39), mens den i andre studier har vist seg sensitiv ved hgyere konsentrasjoner av usninsyre
(34). I en studie gjort av Rankovi¢ m.fl. (6) ble antimikrobiell aktivitet ved to typer lav og
deres sekundzre metabolitter usninsyre og norstictic syre undersgkt. Resultatet viste
antimikrobiell aktivitet ved begge lavartene, men at aktiviteten var stgrst hos de sekundzere
metabolittene. Usninsyre var den av de to metabolittene som viste lavest MIC-verdier.
Studien antyder pa bakgrunn av disse resultatene at det er de sekundeere metabolittene som gir

opphav til den antimikrobielle aktiviteten hos lav.

3 METODE

Problemstillingen i denne oppgaven er knyttet opp mot en praktisk undersgkelse av
naturmidler, og har dermed som mal a finne egne data om emnet. Metoden som er benyttet er
derfor et praktisk laboratorieforsgk. Det ble her valgt ut tre naturmidler, samt et virkestoff fra
hver av dem, som skulle undersgkes med tanke pa antimikrobiell aktivitet. For & kunne
vurdere resultatene fra forsgket ble det i tillegg foretatt sgk i litteratur for a finne tidligere
rapporteringer og relevant teori om emnet. Sekemotorene som ble brukt for innhenting av
litteratur var i hovedsak PubMed, samt Science Direct og Google scholar. Noen av ordene
som ble brukt i sgket var ulike kombinasjoner av fglgende: «antimicrobial effect»,
«antimicrobial activity», «galangin», «olive leaf extract», «usnic acid», «Usnea,
«oleuropein», «propolis», «disc diffusion method» og «well diffusion method».
Litteraturkildene ble i stor grad funnet ved hjelp av «sngballmetoden». Dette innebarer aktivt
bruk av referanselister hos aktuelle artikler. I tillegg ble forslag fra databasene til relevante
artikler ogsa vurdert. Alle vitenskapelige artikler brukt i denne oppgaven er publisert i
tidsskrifter som star til niva 1 eller 2 i Norsk samfunnsvitenskapelige datatjeneste (NSD) sitt
register over autoriserte publiseringskanaler (40). Dette vil si at artiklene brukt i denne
oppgaven er fagfellevurdert.

3.1 Kildekritikk

| oppgaver som denne er valg og riktig bruk av kilder en viktig, og det er dermed viktig a
stille seg kritisk til kildene som anvendes. | vurderingen av utvelgelse og bruk av kilder er det
ulike faktorer som burde tas i betraktning. Disse innebzrer blant annet vurderinger knyttet til



forfatter(e), faglig innhold, presentasjon og relevans. Viktige momenter vil vare

kvalifikasjon, objektiv og faglig formidling, oppdatert innhold og dokumentasjon (41).

Ved & benytte seg av primarkilder minsker sjansen for ukorrekte opplysninger, da
informasjonen man innhenter ikke er bearbeidet av andre. | denne oppgaven er det likevel
benyttet bade primzrkilder og sekundzrkilder. | teoridelen ble det ansett som tilstrekkelig 4 i
hovedsak benytte seg av sekunderkilder, da informasjonen de ga ble vurdert som palitelig.
Bruken av sekundzre kilder har ogsa veert ngdvendig, da tilgangen til primerkilder har veert
begrenset. Bruk av sekundzrkilder kan utgjere en svakhet, men det skal likevel nevnes at
sekundeerkildene som er brukt henviser til primarkilden, noe som gker troverdigheten. |
tillegg er flere av sekundeerkildene mye sitert, noe som tyder pa at flere har vurdert kildene

som gode.

Fagkunnskap oppdateres stadig og man kan dermed diskutere hvorvidt bruk av eldre
forskning er relevant. | denne oppgaven er det benyttet bade nyere og eldre litteratur. Eldre
forskning kan utgjere en svakhet med tanke pa utdatert informasjon, men er her likevel
vurdert som relevant for oppgaven. Pa enkelt omrader har innhenting av ny litteratur veert en
utfordring og det har dermed vert ngdvendig & bruke eldre litteratur for a ha tilstrekkelig med
materiale. Samtidig er mye av den litt eldre forskningen sitert aktivt i nyere forskning, noe

som indikerer at litteraturen fortsatt er aktuell.

Kildene som er benyttet i denne oppgaven er i hovedsak funnet via sgk pa internett, og da
farst og fremst gjennom sgkemotoren PubMed. At det her er valgt a ikke benytte flere
sgkemotorer kan ha fart til at relevant litteratur har blitt utelatt og kan dermed utgjare en

svakhet.

De fleste kildene i oppgaven er engelskspraklige vitenskapelige artikler, noe som ofte
innebaerer et tungt sprak med til dels komplisert faglig innhold. Mulige mistolkninger pa
grunn av sprak kan dermed ikke utelukkes, og dette kan ha fart til at informasjonen som er
gitt i denne oppgaven har et visst avvikt i forhold til originalartiklene. Sammen med sprak
skal det ogsa nevnes at mine fagkunnskaper har vert en begrensende faktor, noe som kan ha
fort til feiltolkning av litteraturen. Dette har ogsa vert en faktor for at enkelte studier er blitt

valgt bort.



3.2  Naturmidler og virkestoff

3.2.1 Olivenbladekstrakt

Olivenbladekstrakt kapsler («Olive leaf extract») fra «<SOLGAR U.K. Ltd» ble kjept fra Life
AS (Oslo, Norge). I henhold til etiketten inneholder hver kapsel 225 mg pulverisert

olivenbladekstrakt (fra Olea Europaea), hvor oleuropein utgjegr 13,5 mg av innholdet.

For & lgse opp kapselinnholdet ble det brukt sterilt vann, 1 ml per kapsel. Da ikke alt av
innholdet lgste seg ble blandingen videre sentrifugert ved 2000 rpm (Eppendorf, Oslo,
Norge). Supernatanten ble sa skilt fra sedimentet og videre fortynnet med vann i tre
omganger: 1:2, 1:4 og 1:8. Olivenbladekstraktprgvene ble pa grunn av usikkerhet rundt
oleuropeins stabilitet ikke lagd fer pa forsgksdagen.

3.2.2 oleuropein

Ett glass med 500 mg oleuropein ble kjep fra VWR® (Oslo, Norge). Oleuropein er et lyst gult

til gult pulver, og renheten til stoffet skal ifglge leverandgren vaere > 90 % (42).

Det ble laget en stamlgsning med en konsentrasjon pa 40 mg/ml, ved hjelp av sterilt vann.
Videre ble stamlgsningen fortynnet i tre omganger til konsentrasjonene 20 mg/ml, 10 mg/ml
og 5 mg/ml. Oleuropeinprgvene ble i likhet med pravene fra olivenbladekstraktet ikke lagd
for pa forsgksdagen.

3.2.3 Propolis

Propolis halsspray produsert av Medicata Filia (Litauen) og importert av NATURALES, ble
kjapt fra Life AS. Preparatet inneholder i henhold til etiketten 12-24 mg ren propolis per

degndose, og er produsert etter EUs kvalitetskrav.

Ufortynnet propolisspray ble brukt som stamlgsning og videre fortynnet i tre omganger (1:2,
1:4, 1:8) med sterilt vann. Ufortynnet spray samt de tre fortynningen ble oppbevart i

romtemperatur til forsgksdagen.



3.2.4 Galangin

Ett glass med 25 mg galangin (3,5,7-trihydroxyflavone) ble kjept fra VWR®. Galangin er et
gult pulver og renheten skal ifglge leverandgren veere > 96 % (43).

Det ble laget en stamlgsning med konsentrasjonen 6,25 mg/ml, ved hjelp av 0,1M NaOH. Ut
fra stamlgsningen ble det videre laget tre fortynninger med konsentrasjonene 3,13 mg/ml,

1,56 mg/ml og 0,78 mg/ml. Prgvene med galangin ble lagd pa forsgksdagen.

3.2.5 Usnea-tinktur

Ett glass med 50 ml usnea-tinktur ble kjapt fra Urtekilden (Oppdal, Norge). Tinkturen er et
uttrekk av strylavarten glattstry (Usnea hirta) i 50 % etanol. Laven som er brukt i

produksjonen av tinkturen er samlet i Norge (44).

Ufortynnet usnea-tinktur ble sterilfiltrert 0,2um (nylon membrane, VWR®) og brukt som
stamlgsning. Videre ble den fortynnet i tre omganger (1:2, 1:4, 1:8) med sterilt vann. Prgvene
ble lagd pa forsgksdagen.

I tillegg til disse prgvene ble det laget fire praver av usnea-tinktur uten etanol. Dette ble gjort
ved at 20 ml usnea-tinktur ble kjort i en rotasjonsfordamper (Heidolph instruments,
Schwabach, Tyskland), slik at etanolen fordampet. Usneaekstraktet ble sa lgst i 20 ml 0,1M
NaOH. Videre ble denne lgsningen fortynnet med 0,1M NaOH til 1:2, 1:4 og 1:8. Ogsa disse
prgvene ble lagd pa forsgksdagen.

3.2.6 (+)-usninsyre

Ett glass med 5 g (+)-usninsyre ble kjapt fra Sigma-Aldrich® (Oslo, Norge). Usninsyre er et
gult, gul-grant eller gullfarget pulver, og renheten til stoffet skal ifelge leverandgren veere >
97,5 % (45).

Det ble laget en stamlgsning med en konsentrasjon pa 16,67 mg/ml, ved hjelp av 0,1M NaOH.

Ut fra stamlgsningen ble det laget tre fortynninger med konsentrasjonene 8,33 mg/ml, 4,17

mg/ml og 2,08 mg/ml. Usninsyreprgvene ble lagd samme dag som forsgkene ble gjennomfart.
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3.2.7 Kontroller

For & se om midlene som ble brukt til opplgsning og fortynning har antibakterielle
egenskaper, ble testene ogsa utfart med disse (vann, etanol 75% og 0,1M NaOH). I tillegg ble
bakteriene testet med 60 pg chloramphenicol-tabletter (Rosco Diagnostica, Taastrup,

Danmark) som positiv kontroll.

3.3  Vekstmedium

Vekstmediet dette forsgket ble utfart pa var Mueller-Hinton agar. Dette er et vekstmedium
bestaende av en blanding av agar, stivelse, syrehydrosylat fra kasein og «storfeekstrakt», og
som skal gi gode vekstvilkar for en rekke bakterier (46). Mueller-Hinton agar er mye brukt i
antibiotikaresistenstesting, og er blant annet anbefalt som testmedium i «disc diffusion assay»
(47). Mueller-Hinton agaren som ble brukt i dette forsgket ble kjagpt fra VWR®, og
vekstmediet ble stgpt ved Kystlab — PreBIO AS (Namsos, Norge).

3.4 Bakterier

| dette forsgket ble falgende bakterier benyttet: E. facealis (CCUG 19916), E. coli (CCUG
17620), S. aureus (CCUG 17621), K. rhizophilia (CCUG 10782) og L. monocytogenes
(CCUG 15527). Alle bakteriestammene stammer fra «Culture Collection University of
Goteborg (CCUG)» og ble skaffet fra Kystlab — PreBIO AS. To uker far forsgket ble
giennomfart ble bakteriene sadd ut pa Mueller-Hinton agarplater, som var vekstmediet testene
ble utfart pa, for & se om vekstmediet var egnet. Pa forsgksdagen ble bakteriene overfart fra
Mueller-Hinton agaren til en bufret peptonvannlgsning, hvor de ble dyrket i 3 timer ved 37 °C.
De ulike bakteriesuspensjonene ble fortynnet slik at bakteriekonsentrasjonen ble omtrent 10°
CFU/ml (se tabell 1).
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Tabell 1: Bakteriekonsentrasjoner

L.monocytogenes 4,50 * 10° CFU/ml
E.facealis 2,95 * 10° CFU/ml
S.aureus 3,08 * 10° CFU/ml
E.coli 1,03 * 10° CFU/ml
K.rhizophilia 4,80 * 10° CFU/ml

CFU = «colony forming units» (koloniformende enheter)

3.5 Testmetoder

Antibakteriell aktivitet ble undersgkt ved bruk av to metoder: «disc diffusion»-test og «well
diffusion»-test. Prinsippet bak metodene er at substansen som skal testes plasseres pa sterile
filterlapper («disc diffusion»-test), eller i branner («well diffusiont»-test), pa en agar som fra
far er inokulert med testorganisme. Testsubstansen vil diffundere fra filterlappen/brgnnen og
ut i agaren, hvor konsentrasjonen av testsubstansen vil avta med avstanden til
filterlappen/brgnnen. Dersom testorganismen er falsom ovenfor testsubstansen vil det oppsta
en hemningssone rundt filterlappen/brgnnen, hvor starrelsen pa hemningssonen gjenspeiler
organismens fglsomhet ovenfor substansen. Jo starre hemningssoner jo mer fglsom er
bakterien, da konsentrasjonen av testsubstansen avtar med avstanden til filterlappen/brgnnen.
Eventuelle hemningssoner som avleses kan videre sammenlignes med sonene for andre

testsubstanser eller testorganismer, forutsatt at testene er gjennomfart pa samme mate (8).

3.5.1 «Disc diffusion»-test

«Disc diffusion»-testen ble utfart ved at det for hver av de fem bakterieartene ble sadd ut 0,1
ml bakteriesuspensjon pa syv Mueller-Hinton agarplater, en plate for hver av de ulike
testsubstansene: oleuropein, olivenbladekstrakt, galangin, propolis, (+)-usninsyre, usnhea-
tinktur med etanol og usnea-tinktur uten etanol. I tillegg ble det for hver av de fem
bakterieartene sadd ut 0,1 ml bakteriesuspensjon pa en Mueller-Hinton agarplate for
kontrollsubstansene vann, etanol (75 %), 0,21M NaOH og chloramphenicol. Etter at platene
hadde tarket ble det plassert fire sterile filterpapirlapper pa hver av platene, en filterlapp for
hver fortynning av de ulike testesubstansene. P& kontrollplaten ble det kun plassert tre
filterpapirlapper. Det ble sa pipettert 30 pl testlgsning pa hver filterpapirlapp. Pa
kontrollplaten ble 30 pl vann, etanol 75 % og 0,1M NaOH pipettert over pa hver sin
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filterpapirlapp, mens chloramphenicol i form av en tablett ble plassert pa agaren ved bruk av
en pinsett. Etter at testsubstansene hadde trukket inn i filterpapirlappen ble platene inkubert
ved 37°C i ca. 15 timer for resultatet ble avlest. Hemmingssonene ble malt med linjal og

oppgitt i mm.

Tabell 2: Virkestoffkonsentrasjon i mg per «disc»

Prgvesubstans Fortynning nr.

1 2 3 4
Oleuropein 1,20 0,60 0,30 0,15
Olivenbladekstrakt * 0,41 0,20 0,10 0,05
Galangin 0,19 0,09 0,05 0,02
Propolis X X X X
(+)-usninsyre 0,50 0,25 0,13 0,06
Usnea-tinktur m/etanol X X X X
Usnea-tinktur u/etanol X X X X

* Konsentrasjon av oleuropein i olivenbladekstrakt

x Innhold av virkestoff er ukjent

3.5.2 «Well diffusion»-test

«Well diffusion»-testen ble utfart ved at det for hver av de fem bakterieartene ble sadd ut 0,1
ml bakteriesuspensjon pa syv Mueller-Hinton agarplater, en plate for hver av de ulike
testsubstansene. | tillegg ble det for hver av de fem bakterieartene sadd ut 0,1 ml
bakteriesuspensjon pa en Mueller-Hinton agarplate for kontrollsubstansene. Etter at platene
hadde tarket ble det ved hjelp av et korkepipesett laget fire brgnner a 6mm i agaren, en brgnn
for hver fortynning til de ulike pravesubstansene. Pa kontrollplatene ble det kun laget tre
brgnner; en for vann, en for etanol (75 %) og en for 0,1M NaOH. Det ble sa pipettert 50 pl
prgvesubstans fra hver fortynning over i «sin» brgnn. Etter at prgvesubstansene hadde trukket
inn i agaren ble platene inkubert ved 37°C i ca. 15 timer. Hemmingssonene ble malt med linjal

0g oppgitt i mm.
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Tabell 3: Virkestoffkonsentrasjon i mg per brgnn

Prgvesubstans Fortynning
1
Oleuropein 2,00
Olivenbladekstrakt * 0,68
Galangin 0,31
Propolis X
(+)-usninsyre 0,83
Usnea-tinktur m/etanol X
Usnea-tinktur u/etanol X

1,00
0,34
0,16

0,42
X

X

* Konsentrasjon av oleuropein i olivenbladekstrakt

x Innhold av virkestoff er ukjent
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4 RESULTATER

4.1 Olivenbladekstrakt og oleuropein

| dette forsgket viste olivenbladekstrakt liten antibakteriell aktivitet med hemmende effekt
kun pa S. aureus i «disc diffusion»-testen (figur 1 A). Resultatet var noe bedre i «well
diffusion»-testen hvor olivenbladekstrakt, i tillegg til effekt mot S. aureus, ogsa viste
hemmende effekt mot L. monocytogenes og E. facealis (figur 1 B). Den antibakterielle

aktiviteten til olivenbladekstrakt viste seg kun i de hgyeste konsentrasjonene for de aktuelle
bakteriene (figur 1).

Oleuropein viste her ingen antibakteriell aktivitet pa noen av de testede bakteriene (resultat

ikke illustrert), og var dermed det virkestoffet i forsgket som kom darligst ut.

20 20

18 A .é .j 18 B
16 16

14 14
12 12
10 i0 |

E. coli L monocytogenes 5. oureus E. facealis K. rhizophilia coli L monocytogenes 5. oureus E. focealis K. rhizophifia

Sonediameter (mm)

(=T VIR S < )
(=T VIR S < )

Figur 1: Antimikrobiell aktivitet malt ved «disc diffusion»-test (A) og «well diffusion»-test (B) ved ulike
konsentrasjoner (1-4) av olivenbladekstrakt pa fem ulike bakterier. For verdier av konsentrasjonene av
olivenbladekstraktet se tabell 2 og 3.

4.2  Propolis og galangin

Den antibakterielle aktiviteten til propolis viste seg i dette forsgket a veere lav. | «well
diffusion»-testen hadde propolis hemmende effekt pa L. monocytogenes, men kun i den
hgyeste konsentrasjonen (resultat ikke illustrert). | «disc diffusion»-testen viste propolis ingen

antibakteriell aktivitet mot noen av de testede bakteriene.
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Galangin viste i dette forsgket antibakteriell aktivitet mot kun to av bakteriene:

L .monocytogenes og S. aureus, hvor sistnevnte var den av de to bakteriene som var mest
sensitiv (figur 2). | «disc diffusion»-testen viste S. aureus falsomhet ved de tre hgyeste
konsentrasjonene mens L. monocytogenes viste fglsomhet ved alle de fire konsentrasjonene
(figur 2 A). I «well diffusion»-testen viste derimot L. monocytogenes kun fglsomhet i de to
hayeste konsentrasjonene, mens S. aureus 0gsa her viste fglsomhet i de tre hgyeste (figur 2
B).
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Figur 2: Antimikrobiell aktivitet malt ved «disc diffusion»-test (A) og «well diffusion»-test (B) ved ulike
konsentrasjoner(1-4) av galangin pa fem ulike bakterier. For verdier av konsentrasjonene av galangin se tabell
200 3.

4.3  Usnea-tinktur og (+)-usninsyre

Nar det gjelder usnea-tinkturpreparatene viste tinkturen med etanol bedre effekt enn tinkturen
uten etanol, som her ikke viste noen antibakteriell aktivitet (resultat ikke illustrert). Usnea-
tinktur med etanol viste effekt mot L. monocytogenes, S. aureus og E. facealis, men ikke mot
K. rhizophilia og E. coli (figur 3). Bakterien som var mest fglsom var L. monocytogenes,
etterfulgt av E. facealis og S. aureus. Usnea-tinkturen viste i «disc diffusion»-testen kun
effekt i den hgyeste konsentrasjonen mot E. facealis og S. aureus, mens den mot

L. monocytogenes viste effekt i de to hgyeste konsentrasjonene (figur 3 A). | «well diffusion»-
testen viste den effekt i de to hgyeste konsentrasjonene mot L. monocytogenes og S. aureus,

mens den mot E. facealis kun viste effekt i den hgyeste konsentrasjonen (figur 3 B).

Den testsubstansen som viste best antibakteriell aktivitet i forsgket, med effekt mot fire av de

fem bakteriene, var (+)-usninsyre (figur 4). Stoffet viste effekt mot L. monocytogenes,
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S. aureus, E. facealis og K. rhizophilia, hvor sistnevnte var den bakterien som var mest

sensitiv. (+)-usninsyre viste effekt i alle konsentrasjonene i begge testene (figur 4 A og B), og

effekten viste seg konsentrasjonsavhengig. Hemningssonene for (+)-usninsyre var i

gjennomsnitt mye stgrre enn hemningssonene for de andre testsubstansene.
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Figur 3: Antimikrobiell aktivitet malt ved «disc diffusion»-test (A) og «well diffusion»-test (B) ved ulike

konsentrasjoner (1-4) av usnea-tinktur m/etanol pa fem ulike bakterier. For verdier av konsentrasjonene av usnea-

tinktur m/etanol se tabell 2 og 3.
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Figur 4: Antimikrobiell aktivitet malt ved «disc diffusion»-test (A) og «well diffusion»-test (B) ved ulike

konsentrasjoner (1-4) av (+)-usninsyre pa fem ulike bakterier. For verdier av konsentrasjonene av (+)-usninsyre se

tabell 2 og 3.
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5 DISKUSJON

5.1 Olivenbladekstrakt og oleuropein

Undersgkelse av antibakteriell aktivitet hos sju testsubstanser i ulike konsentrasjoner pa fem
tilfeldig valgte bakteriearter, viste at den antibakterielle aktiviteten hos stoffene varierte
betydelig. Virkestoffene viste gjennomgaende bedre effekt enn sine tilhgrende preparater,
med unntak av oleuropein og olivenbladekstrakt, hvor resultatet viste nettopp det motsatte. |
dette forsgket viste olivenbladekstraktet aktivitet mot S. aureus, E. facealis og

L. monocytogenes, mens E. coli og K. rhizophilia ikke viste noen falsomhet (figur 1).
Olivenbladekstraktets antibakterielle aktivitet samsvarer delvis med tidligere studier pa
omradet, som har vist at blant annet S. aureus, E. facealis, L. monocytogenes, H. pylori og

K. pneumoniae er falsomme ovenfor ekstraktet (18, 20). | denne undersgkelsen viste derimot
E. coli og K. rhizophilia ingen fglsomhet, selv om dette er vist tidligere (20). Hvorfor
resultatene her bare delvis er i samsvar med andre forsgk kan skyldes ulike faktorer slik som
valg av metode, bakteriekonsentrasjon, konsentrasjon av prgvesubstans og utfgrelse av
forsgket. Samtidig ber det nevnes at innholdet i olivenbladekstraktet ogsa kan variere mellom
ulike praver, da den kjemiske komposisjonen pavirkes av ulike faktorer slik som for eksempel
klima og opprinnelsessted. Eksempelvis kan innholdet av oleuropein i olivenblader variere
mellom 1 % til 14 % (16). Det kan dermed tenkes at forskjellen i antibakteriell aktivitet
mellom ulike studier skyldes ulik kjemisk sammensetning av olivenbladet. I likhet med ulik
kjemisk sammensetning vil ogsa ekstraksjonsmetoder pavirke hvorvidt ulike praver av

olivenbladekstrakt kan ansees som sammenlignbare.

Olivenbladekstrakt er tidligere antatt & ha helsebringende effekter (13, 17, 48), og dette er sett
i sammenheng med polyfenoler slik som oleuropein (13). Dette har gjort at flere studier med
oleuropein er utfart, spesielt med tanke pa antimikrobiell aktivitet (4, 49). Resultatene i dette
forsgket viste at olivenbladekstrakt har bedre antibakteriell aktivitet enn oleuropein, til tross
for at konsentrasjonen av oleuropein er lavere i olivenbladekstraktet. Dette samsvarer
imidlertid med andre studier gjort pa olivenbladekstrakt og oleuropein, hvor
olivenbladekstrakt blant annet har vist bedre effekt enn oleuropein pa bakterier som B. subtilis
og S. enteritidis (4). Det er tidligere vist at olivenbladekstrakt inneholder flere bioaktive
komponenter, eksempelvis verbascoside og rutin (13, 19), og det kan dermed tenkes at det er

nettopp blandingen av ulike komponenter som utgver den antibakterielle aktiviteten og ikke
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enkeltkomponenter som oleuropein alene. | dette forsgket tyder resultatene pa at det er miksen
av flere substanser som utgjer den antibakterielle aktiviteten, da oleuropein alene ikke viser
aktivitet. Derimot har noen studier ogsa vist at enkeltkomponenter har bedre effekt mot visse
bakterier enn flere komponenter sammen (4), sa hvordan dette henger sammen er tydelig

sammensatt og komplekst.

Ut fra resultatene kan man se at olivenbladekstraktet viste bedre antibakteriell aktivitet i «well
diffusion»-testen (figur 1 B) enn i «disc diffusion»-testen (figur 1 A). Hva som er grunnen til
dette er vanskelig a si sikkert, og det kan godt tenkes at det skyldes tilfeldigheter. Begge
metodene baseres pa diffusjon (8), og man er derfor avhengig av at virkestoffet er i stand til &
diffundere ut i agaren for & kunne male antibakteriell aktivitet. Som nevnt tidligere kan det
veere en blanding av flere bioaktive komponenter som utegver den antibakterielle aktiviteten til
olivenbladekstraktet. Dersom dette stemmer kan det tenkes at noen av de antibakterielle
aktive stoffene i olivenbladekstraktet er mindre polare og at de i «disc diffusion»-testen heller
«fester seg» til lappene enn & diffundere ut i agaren. I «well diffusion»-testen har ikke
stoffene noe & «feste seg» til og mer vil dermed diffundere ut i agaren. Dette kan veere arsaken
til at det observeres et bedre resultat i «well diffusion»-testen enn i «disc diffusion»-testen.
Samtidig skal det ogsa nevnes at konsentrasjonene i «well diffsuion»-testen er hgyere enn i
«disc diffusion»-testen, og det kan ogsa tenkes at det er dette som gjer at «well diffusion»-
testen kommer bedre ut. Med tanke pa at resultatene fra denne undersgkelsen ikke er helt i
samsvar med tidligere funn, hvor olivenbladekstraktet har vist bedre effekt, kan det tyde pa at
diffusjonsmetoden ikke er optimal for testsubstansen. Eksempler pa metoder som er benyttet
hvor olivenbladekstraktet har vist effekt er «broth microdilution assay» (20) og «time-Kkill

assay» (18), og det kan tenkes at disse metodene er bedre egnet.

| dette forsgket viste oleuropein ingen antimikrobiell aktivitet mot noen av de testede
bakteriene. Oleuropein er et av flere virkestoffer i olivenbladekstrakt som i tidligere studier
har vist hemmende effekt mot bade gram-positive og gram-negative bakterier. Stoffets
antibakterielle aktivitet har ogsa variert for enkelte bakterier i ulike studier, slik som for

S. aureus (4, 49). Konsentrasjonene for oleuropein brukt i dette forsgket er valgt ut fra
tidligere rapporterte verdier som har vist effekt i lignende tester (4, 49), og det ble valgt a
ligge over disse verdiene. Ut fra dette hadde man dermed kunne forvente at oleuropein i dette
forsgket ville vise antibakteriell effekt. Hvilke grunner som ligger bak at resultatene likevel

ikke samsvarer kan vare flere. Ser man eksempelvis pa en av studiene (49) som har testet
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oleuropein i lavere konsentrasjoner, men hvor stoffet likevel har vist antimikrobiell aktivitet,
kan man se at man her har valgt a teste mot andre bakteriearter. Unntaket er S. aureus, som
her viser fglsomhet til tross for mye lavere konsentrasjoner av oleuropein. Ser man derimot pa
en studie hvor oleuropein er testet mot noen av de samme type bakterier, slik som E. coli og
S. aureus (4), samsvarer resultatene. Dette viser at valg av bakteriearter vil ha innvirkning pa
malt antibakteriell aktivitet for et stoff, og at effekten kan variere alt etter hvilke arter man
benytter. Mulige forklaringer pa dette kan her ligge i oleuropeins virkningsmekanismer. Det
at oleuropeins virkning pa S. aureus varierer viser at man ikke kan trekke konklusjoner om
antibakteriell virkning ut fra en studie, men at man trenger flere bekreftende studier fgr man

sikkert kan si om et stoff har effekt eller ikke.

Andre grunner til motstridende resultater kan veere valg av bakteriekonsentrasjon. | denne
undersgkelsen ble det valgt & bruke en bakteriekonsentrasjon pa omtrent 10° CFU/ml (se
tabell 1), mens man i andre tilsvarende forsgk har valgt & ligge pa konsentrasjoner rundt 10°-
108 CFU/mlI (4, 49). Forskjellige bakteriekonsentrasjoner kan utgjgre en svakhet nér det
gjelder ssmmenligning av resultater pa antibakteriell aktivitet, da bakteriekonsentrasjon kan
ha innvirkning pa bakteriedrepende effekt pa den maten at gkt bakteriekonsentrasjon kan fare
til redusert bakteriedrepende effekt. Hvor stor pavirkning det har kan imidlertid variere
mellom ulike virkestoffer (50). At bakteriekonsentrasjonen i dette forsgket er det som gjer at
resultatene ikke samsvarer, er heller lite trolig. Dette fordi det i denne undersgkelsen er brukt
bakteriekonsentrasjoner som er lavere enn hos de studiene hvor oleuropein har vist
antibakteriell aktivitet (4, 49).

Det at oleuropein her ikke viser antibakteriell aktivitet til tross for at det er blitt rapportert i
flere studier (15, 17) kan ogsa, i likhet med for olivenbladekstraktet, ligge i valg av metode. |
dette forsgket er det valgt a bruke «disc diffusion»-test og «well diffusion»-test, som begge
baseres pa diffusjon av substans ut i agar (8). Dette gir likevel ingen god forklaring pa
oleuropeins manglende antibakteriell aktivitet i denne undersgkelsen, da metoden skal veere
godt egnet for polare stoffer (10), og dermed ogsa oleuropein. 1 tillegg har andre studier, hvor

oleuropein viser antibakteriell aktivitet, ogsa benyttet denne metoden (4, 49).
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5.2 Propolis og galangin

| dette forsgket viste propolis ingen stor antibakteriell aktivitet, med effekt kun mot

L. monocytogenes (resultat ikke illustrert). Ut fra det man har sett i tidligere studier hadde
man kunne forvente at propolis viste bedre antibakteriell aktivitet. Tidligere har man blant
annet sett at etanolekstrakt av propolispraver fra ulike omrader i nordvest-Italia har god effekt
mot den gram-positive bakterien Streptococcus pyrogenes (51). Videre har ogsa
etanolekstrakt av propolispraver fra Tyrkia og Brasil vist seg effektive mot ulike oralpatogene
bakterier, hvor gram-positive bakterier viste seg mer falsomme for ekstraktene enn gram-
negative (52). I andre studier (5) har propolispraver fra Sgr-Afrika og Brasil vist effekt mot
blant annet E. facealis, E. coli og S. aureus, hvor sistnevnte var spesielt fglsom. Dette er
bakterier som ogsa er blitt testet i denne undersgkelsen, men som her ikke viste noen
falsomhet ovenfor propolis. Sa hvorfor skiller resultatene i dette forsgket seg fra resultater i
tidligere forsgk? En av faktorene som bgr nevnes er innholdet av propolis i preparatet som her
er testet. | studiene nevnt ovenfor (5, 51, 52) har man hentet «rd» propolis fra naturen som
man videre har ekstrahert i etanol. Propolisprgven brukt i dette forsgket kommer ikke direkte
fra en «ra» propolisprave, men er tatt ut fra et preparat som ogsa inneholder andre stoffer, slik
som eksempelvis honning (53). Informasjonen man far ut fra etiketten pa preparatet gjar det
ogsa vanskelig a vurdere hvor mye propolis som er i de prgvene som her har blitt tatt ut for
testing. Det kan dermed tenkes at konsentrasjonen av propolis som er testet i dette forsgket er
lav i forhold til de andre studiene og at resultatet derav viser lavere antibakteriell aktivitet. Det
at propolis her har effekt mot L. monocytogenes, men at effekten kun viser seg i den hgyeste
konsentrasjonen, tyder nettopp pa for lav konsentrasjon. Ser man pa forskjellen mellom «well
diffusion»-testen og «disc diffusion»-testen viser propolis kun effekt i «well diffusion»-testen.
Dette tyder ogsa pa at konsentrasjonen av propolisprgven er for lav, da konsentrasjonen vil

veere hgyere i «well diffusion»-testen enn i «disc diffusion»-testen.

En annen faktor som kan pavirke resultatet er ogsa her valg av metode. Bosio m. fl. (51) testet
antibakteriell aktivitet ved propolis ved bruk av ulike metoder, hvor en av metodene var en
form for «disc diffusion»-test. Deres resultater viste at denne metoden ikke var godt egnet for
testing av propolis, da man sa en ujevn diffusjon av prevene. Man vet at propolis er et produkt
som bestar av en rekke ulike kjemiske komponenter, slik som flavonoider og fenolsyrer (27).
Det er tidligere sagt at metoder basert pa diffusjon er darlig egnet for propolis nettopp pa

grunn av at resultatet vil pavirkes av i hvor stor grad de ulike komponentene diffunderer (22).
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Flavonoider er et eksempel pa stoffer som i diffusjonsbaserte metoder gir varierende
resultater, og som propolis er rik pa (29). Om resultatene i dette forsgket er pavirket av ujevn
diffusjon er vanskelig & si, men metoden er nok ikke optimal for testing av dette produktet og

utgjer dermed en svakhet i forhold til troverdigheten til resultatet.

Som nevnt ovenfor vet man at propolis er sasmmensatt av en rekke ulike kjemiske
komponenter, og man vet at ulike lgsningsmidler ekstraherer ulike komponenter. Samtidig er
det ogsa antydet at noen bestanddeler i propolis er mer potente nar det gjelder antibakteriell
aktivitet enn andre (30, 51). Ut fra dette er det tydelig at valg av lgsningsmiddel vil ha
betydning for hvilket resultat man far. Som et eksempel viste Koru m.fl. (52) at ulike praver
av propolis viste ulik lgselighet i lik mengde etanol. Dette viser at kjemisk sammensetning av
prgven burde tas i betraktning med tanke pa valg av lgsningsmiddel, noe som igjen viser
utfordringen med propolis da sammensetningen varierer i stor grad. En svakhet med
propolispreparatet som er testet i dette forsgket er at man ikke har noen informasjon om
hvilket ekstraksjonsmiddel som er brukt. Det skal ogsa nevnes at man ikke har noen god
informasjon om propolisen som er i preparatet. Dette gjar det vanskelig & sammenligne
resultatet med andre studier, men det kan vaere mulige forklaringer pa hvorfor man ser ulik

antibakteriell aktivitet.

Selv om de faktorene som er nevnt ovenfor samt andre faktorer slik som bakterietyper og
bakteriekonsentrasjon kan vaere med a forklare motstridende resultater, vil det veere vanskelig
& kunne sammenligne resultatene fra dette forsgket opp mot andre. A angi et mél pa
antimikrobiell aktivitet hos propolis generelt vil vaere vanskelig. Dette nettopp pa grunn av at
den kjemiske sammensetningen av propolis varierer i stor grad. Ikke bare er propolisprgver
fra ulike omrader forskjellige, men ogsa prever fra samme omrade kan veere ulike i kjemisk
sammensetning. Dette kommer av flere faktorer slik som hvilke planter som er i omradet, men
ogsa hvilke biearter som har produsert propolisen (21). Det kan tenkes at studier hvor propolis
har vist antibakteriell effekt har en helt annen komposisjon og kanskje dermed hgyere
potensial som antibakterielt middel enn preparatet i dette forsgket. Uten mulighet til &
sammenligne resultatene, er det vanskelig a vurdere propolis sin antibakterielle aktivitet ut fra
denne undersgkelsen. Det som likevel kan sies er at propolispreparatet i dette forsgket ikke
viser serlig antibakteriell aktivitet og dermed ikke viser stort potensial som antibakterielt
middel.
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Propolis sin antibakterielle aktivitet har tidligere blitt forklart med innhold av blant annet
flavonoider, eksempelvis galangin og pinocembrin (30, 52). Flavonoider er ulike
fenolforbindelser som blant annet finnes i en rekke ulike planter (29). Galangin tilhgrer
gruppen flavonoler og er funnet i relativt hgye konsentrasjoner i noen typer propolis (5), samt
i planter slik som eksempelvis Helichrysum aureonitens (31). Galangins antibakterielle
aktivitet er ikke undersgkt i stor grad, men noen studier pa stoffet er gjort. Stoffet har blant
annet tidligere vist antibakteriell effekt mot bakterier som B. cereus, S. aureus, Micrococcus
kristinae og E. cloacae. Mens bakterier som E. coli og K. pneumoniae ikke har vist seg
falsom (31). P. aeruginosa og meticillinresistente S. aureus (MRSA) er bakterier som har vist
seg falsomme ovenfor stoffet i andre studier (30). | dette forsgket viste galangin antibakteriell
aktivitet mot to av fem bakterier, L. monocytogenes og S. aureus (figur 2). Resultatet
bekrefter delvis det som tidligere er funnet, men stoffets effekt pa L. monocytogenes er
derimot ikke funnet rapportert tidligere. Den antibakterielle aktiviteten til galangin har vist
seg bedre mot gram-positive bakterier enn mot gram-negative (31). Dette samsvarer delvis
med resultatene i denne undersgkelsen, hvor stoffet viser effekt mot noen gram-positive
bakterier men ikke mot gram-negative. Det at galangin har vist bedre effekt mot gram-
positive enn gram-negative (31), gjer at man kunne forventet bedre resultater, da kun to av
fire gram-positive bakterier viste fglsomhet i dette forsgket (figur 2). Samtidig er grunnlaget
for & si at det er en forskjell mellom galangins aktivitet pa gram-positive og gram-negative
bakterier i denne undersgkelsen liten, da det her kun er testet mot en gram-negativ bakterie.
Ser man pa konsentrasjonene som er benyttet i dette forsgket, er disse valgt ut fra verdier hvor
galangin tidligere har vist effekt (31, 54). Det ble ogsa valgt a ligge godt over disse tidligere
rapporterte verdiene, og man kunne dermed ogsa pa grunn av konsentrasjonene ha forventet
bedre resultater. Hvorfor man i denne undersgkelsen far lavere antibakteriell aktivitet kan
skyldes tilfeldigheter, eller faktorer som bakteriekonsentrasjon, lgsningsmidler og metode,

som diskutert tidligere.

Det at resultatene ikke samsvarer helt med tidligere rapporteringer gjgr at man ogsa her kan
stille seg sparsmal til troverdigheten til resultatene. Noe som kan diskuteres, i likhet med for
propolis, er valg av lgsningsmiddel og metode. Som nevnt tidligere er diffusjonsbaserte
metoder for testing ved antimikrobiell aktivitet ikke optimal for flavonoider. Dette pa grunn
av at det er sett en ujevn diffusjon av forbindelsene ut i agaren (22, 29). Galangin er en
flavonol, som er en undergruppe av flavonoider, og metodene som ble benyttet i dette

forsgket vil dermed ikke vaere optimal for stoffet. Metoden utgjer dermed en svakhet i forhold
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til troverdigheten av resultatet. For a lgse opp galangin ble 0,1M natriumhydroksid (NaOH)
brukt. Tilsetting av NaOH gjer galangin mer vannlgselig ved hjelp av saltdannelse. Dersom
galangins virkningsmekanisme er knyttet til intracelluleere prosesser, ma forbindelsen krysse
cellemembranen for & ha effekt. Saltdannelse kan dermed ha negative innvirkninger pa
forbindelsens antibakterielle aktivitet, da den far redusert evne til & krysse lipofile membraner.
Den antibakterielle aktiviteten av galangin vil dermed veere lavere enn hva som er rapportert i

andre studier, hvor andre lgsningsmidler er benyttet (30, 31).

Selv om lgsningsmiddel og metode setter spgrsmalstegn til resultatene, er det likevel ting
som indikerer at de er troverdige. Ut fra resultatet kan man blant annet se at den
antibakterielle effekten av galangin er konsentrasjonsavhengig (figur 2). For bade

L. monocytogenes og S. aureus ser man at effekten gradvis gker med gkt konsentrasjon av
galangin, og dette gjelder bade for «disc diffusion»-testen (figur 2 A) og «well diffusion»-
testen (figur 2 B). Hadde galangin hatt ujevn diffusjon ut i agaren ville resultatet mest
sannsynlig ikke vist en like tydelig konsentrasjonsavhengig aktivitet som den gjer her.
Sammenligner man resultatene fra denne undersgkelsen opp mot tidligere funn, ser man at
noe ogsa bekreftes. Galangin er blant annet tidligere testet mot E. coli uten a pavise
antibakteriell aktivitet (31), noe som bekreftes i denne undersgkelsen (figur 2). | tillegg

bekrefter resultatene at S. aureus er fglsom ovenfor stoffet (30, 31).

5.3  Usnea-tinktur og (+)-usninsyre

Prgvene av usneaekstraktet i dette forsgket ble undersgkt bade i originalform som tinktur, og i
en form hvor etanolen ble fordampet og ekstraktet i stedet ble lgst i NaOH. Resultatet fra
undersgkelsen viste at usnea-tinkturen hadde effekt mot tre av fem bakterier (figur 3), mens
ekstraktet lgst i NaOH ikke hadde effekt mot noen av de testede bakteriene (resultat ikke
illustrert). Det er ikke funnet litteratur gjort pa denne typen preparater tidligere, og uten
mulighet til sammenligning blir det dermed vanskelig a verifisere resultatet. Det at det kun er
prgven som inneholder etanol som viser antibakteriell aktivitet, gjar at det kan stilles spgrsmal
til om det er ekstraktet i seg selv om utever effekten, eller om det er lgsningsmidlet. Etanol er
mye brukt som desinfeksjonsmiddel pa grunn av sine antibakterielle egenskaper (55), og ble i
dette forsgket i likhet med usneaprgvene testet etter antibakteriell aktivitet. Resultatene viste
tydelig effekt mot bakteriene i «disc diffusion»-testen, med unntak av E. facealis. | «well

diffusion»-testen viste derimot etanol ingen aktivitet pa bakteriene. Etanol er et flyktig stoff
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og forskjellen pa resultatene mellom de ulike metodene skyldes derfor mest sannsynlig at
stoffet lettere fordamper i «well diffusion»-testen enn i «disc diffusion»-testen, hvor stoffet
absorberes inn i lappene og dermed ikke fordamper like lett. Ut fra den antibakterielle
aktiviteten til etanol og den manglende aktiviteten til usneaekstraktet lgst i NaOH, tyder det
pa at det etanolen som utgver effekten til tinkturen og ikke usneaekstraktet. Samtidig kan man
sparre seg hvorfor tinkturen viser effekt i «well diffusion»-testen (figur 3 B), dersom det er
etanolen som utgver effekten, da man skulle tro at etanolen ville fordampet pa samme mate
her som for praven med kun etanol. I tillegg skulle man forvente at tinkturen viste effekt mot
E. coli og K. rhizophilia i likhet med etanolprgvene, dersom det er etanolen i tinkturen som
star bak den antibakterielle aktiviteten. Ut fra dette tyder det pa at det ikke er etanolen som
utgver effekt mot de testede bakteriene. Det skal likevel nevnes at etanolpraven er sterkere
(75 %) enn etanolstyrken pa tinkturen (50 %), og dette kan veere en mulig forklaring pa

hvorfor etanolpraven viser effekt pa flere bakterier enn tinkturen.

Som virkestoff for usnea-preparatet ble (+)-usninsyre valgt ut, da stoffet er sett i sammenheng
med antibakteriell aktivitet hos Usnea-arter og lav generelt (6, 32). Det gis ingen informasjon
om innhold av (+)-usninsyre i preparatet, og innholdet av tinkturen er heller ikke analysert i
dette forsgket. Man kan dermed ikke garantere at usnea-tinkturen inneholder (+)-usninsyre.
Det vil likevel veere sannsynlig at virkestoffet er i preparatet, da arter i slekten Usnea er rike
pa usninsyre (32, 37) og lgsningsmidlene som er brukt skal veare godt egnet for stoffet.
Dersom det ikke er etanolen som utgver effekten ved preparatet, kan det veere virkestoffer
som (+)-usninsyre som star bak den antibakterielle aktiviteten. Ser man pa resultatet for (+)-
usninsyren (figur 4) i forhold til usnea-tinkturen (figur 3), viser virkestoffet hgy antibakteriell
aktivitet i forhold til preparatet. Ut fra dette kunne man ha forventet bedre resultater av
tinkturen enn det som ble vist i undersgkelsen. Ettersom konsentrasjonen av (+)-usninsyre i
preparatet er ukjent, kan den lave antibakteriell aktiviteten dermed skyldes for lav
konsentrasjon av stoffet. Samtidig skal det nevnes at dersom det er usneaekstraktet og (+)-
usninsyre som utgver den antibakterielle effekten for tinkturen, burde ogsa usneaekstraktet

som er lgst i NaOH vist effekt.

| og med at resultatet fra denne undersgkelsen er litt misvisende, er det vanskelig & si om
usneaekstraktet her i seg selv har potensial som antimikrobielt middel. Dersom det faktisk er
usneaekstraktet som star bak den antimikrobielle aktiviteten malt i forsgket, er det likevel lite

trolig at preparatet vil ha klinisk effekt. Ut fra etiketten pa preparatet skal ikke tinkturen
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«drikkes ren», men fortynnes i vann fagr den drikkes. Konsentrasjonen av ekstraktet vil
dermed bli lavere enn det som er testet her, og man ser i dette forsgket at det kun er de
hgyeste konsentrasjonene som faktisk har effekt (figur 3).

Usninsyre er en av de mest kjente sekundare metabolittene i flere typer lav, og er ofte sett i
sammenheng med deres antibakterielle aktivitet. Forbindelsen finnes naturlig som bade (+) og
(-) enantiomer, hvor begge har vist biologisk aktivitet (32). (+)-usninsyre har i tidligere
studier vist effekt mot bade gram-positive (38, 39, 56) og gram-negative bakterier (6), men
stoffet har vist seg mest aktivt mot gram-positive (38, 39, 56). | dette forsgket viste (+)-
usninsyre god antibakteriell aktivitet, med effekt pa fire av fem bakterier (figur 4). I likhet
med tidligere studier (38, 56) viste stoffet ogsa her bedre effekt mot gram-positive bakterier
enn gram-negative, hvor E. coli var den eneste av bakteriene som ikke viste seg falsom.
Aktiviteten mot L. monocytogenes og K. rhizophilia er derimot ikke blitt funnet rapportert
tidligere. (+)-usninsyre var den testsubstansen i dette forsgket som viste best aktivitet.
Aktiviteten viste seg konsentrasjonsavhengig og var tilsvarende i begge metodene (figur 4 A
og B), noe som indikerer at metodene er godt egnet for stoffet. Selv om E. coli har vist seg
resistent mot (+)-usninsyre i flere studier, er det ogsa studier som har pavist effekt mot
bakterien. Rankovi¢ m.fl. (6) undersgkte blant annet antibakteriell aktivitet ved usninsyre og
acetonekstrakter av lavarten Usnea barbata. Resultatene viste at E. coli, sammen med flere
gram-positive bakterier og noen sopper, var sensitive for testsubstansene. Det skal likevel
nevnes at konsentrasjonen hvor E. coli viste falsomhet var hgyere enn for de gram-positive
bakteriene. Hvorfor denne studien fikk et annet resultat kan blant annet skyldes ulike faktorer
som konsentrasjonen av usninsyre, valg av metode og lgsningsmiddel. Konsentrasjonen som
ble brukt hvor stoffet viste effekt var hgyere enn det som har blitt benyttet i enkelte studier
(38). Det er likevel lite trolig at forskjellen kun skyldes hgyere konsentrasjon, da
konsentrasjonen bade i denne undersgkelsen og i andre studier (39) har veert hgyere uten a
pavise effekt.

Ut fra undersgkelsen gjort i dette forsgket kan man ikke si noe om virkningsmekanismen til
(+)-usninsyre. Det eneste som kan trekkes fram er den tydelige forskjellen mellom gram-
positive og gram-negative bakterier. Nar det gjelder studier knyttet til virkningsmekanismer
til usninsyre er det blant annet antydet at stoffets virkning pa gram-positive bakterier skyldes
hemming av RNA-syntese (38). | samme studie ble det vist at usninsyre ikke har denne

virkningen pa E. coli. Det er ogsa antydet at usninsyrens virkning pa S. aureus skyldes
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gdeleggelse av cellemembranen (57). Hvorfor usninsyre ikke viser betydelig effekt pa gram-
negative bakterier, slik som E.coli, er derimot ikke nevnt. Dersom virkningsmekanismen
krever at stoffet ma inn i bakterien for a utgve sin effekt, kan forskjellen mellom usninsyrens
effekt pa gram-negative og gram-positive bakterier skyldes bakterienes ulike oppbygging av
celleveggen. Gram-negative bakterier har et tynt peptidoglykanlag mellom en ytre og en indre
membran, mens gram-positive bakterier har et tykkere peptidoglykanlag men mangler den
ytre membranen (55). Dersom virkningsmekanismen er knyttet til gdeleggelse av
cellemembranen, som antydet for S. aureus (57), kan manglede effekt pa gram-negative

bakterier som E. coli skyldes at stoffet ikke klarer & passere den ytre membranen.

Ut fra det denne undersgkelsen og tidligere studier (6, 38, 39, 56) har vist, er det tydelig at
(+)-usninsyre har potensial som antibakterielt middel. Sa hvorfor er ikke bruken av stoffet da
mer utbredt enn det det er i dag? Det finnes allerede flere produkter med usninsyre pa
markedet, hvor stoffet eksempelvis er brukt i deodoranter, munnskyllevann og produkter for
vektreduksjon (32, 37). Samtidig har det i studier pa blant annet mus blitt vist at usninsyre har
toksiske effekter, da spesielt pa leveren. Usninsyren er ogsa blitt assossiert med leverskade og
leversvikt hos mennesker i forbindelse med inntak av vektreduksjonsprodukter med usninsyre
(37). Med tanke pa disse toksiske effektene er usninsyre darlig egnet som innvortes
antibakterielt middel. Det kan likevel tenkes at stoffets antibakterielle effekt kan utnyttes i
preparater til utvortes bruk. Fra resultatene i dette forsgket og andre studier (6, 38, 39, 56, 57),
ser man blant annet at usninsyre har god effekt mot S.aureus, som er en bakterie assosiert med
ulike hudinfeksjoner (55). I tillegg er stoffet ogsa funnet effektivt mot andre bakterier

assosiert med akne og andre hudsykdommer (56).
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6 KONKLUSJON

Resultatene fra denne undersgkelsen viste at den antibakterielle aktiviteten hos de aktuelle
naturpreparatene og virkestoffene varierte betraktelig. For enkelte substanser var den
antibakterielle aktiviteten god, mens den for andre var fraveerende. Effekten viste seg
konsentrasjonsavhengig for de substansene som hadde effekt, og den viste seg varierende mot
ulike bakteriearter.
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