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WRAZLIWO SC NA OLEJKI ETERYCZNE
SRODOWISKOWYCH
LEKOOPORNYCH SZCZEPOW Escherichia coli

SENSITIVITY TO THE ESSENTIAL OILS OF ENVIRONMENTAL,
RESISTANT TO DRUGS STRAINS OF Escherichia coli

Abstrakt: W srodowisku coraz powszechnej stwierdzana jest odédekoopornych szczepétischerichia coli.
Alternatywrn droge ich eliminacji mog stanowt biodegradowalne i nietoksyczne substancjegdryi innymi
olejki eteryczne. Celem pracy byta ocena dziataiégkéw eterycznych narodowiskowe lekooporne szczepy
Escherichia coli Materiat badawczy stanowito 10 wyizolowanych &edowiska naturalnego lekooopornych
szczepOvE. coli, w tym 8 glukuronidazo-dodatnich. Wiavos¢é szczepdw na takie antybiotyki, jak: ampicylina,
amoksycylina, cefotaksym, chloramfenikol, cyproBlekyna, ceftazydym, doksycyklina, gentamycyna,
kanamycyna, trimetoprim, tetracyklina, streptomygykwas nalidyksowy oraz na sulfonamidy, oznaczoao
podtazu Mueller-Hinton. Metod dyfuzyjrg ptytkowo-cylinderkovy oceniono wraliwos¢ szczepéw na olejki:
tymiankowy, oregano, herbaciany, lemongrasowy,yoyiwy i kminkowy oraz tymol w gteniach 1,5%; 1,0%;
0,5%; 0,25%. Na podstawie uzyskanych wynikow stdeno, ze testowane szczepl. coli wykazywaty
oporndg¢ na co najmniej potow testowanych antybiotykéw, a 90% z nich byto opom& ampicylir

i amoksycylie. Takee wraliwos¢ szczepdw na testowane olejki eteryczne bytarmiodwana. Tylko olejek
tymiankowy w sgzeniach 1 i 1,5% zahamowat rozwdj 90% badanych gfnzeE. coli. Olejki herbaciany,
lemongrasowy, cytrynowy, oregano i kminkowy w tegoych s¢zeniach nie hamowaly rozwoju testowanych
szczepOvEscherichia coli.

Stowa kluczowe:Escherichia coliantybiotykooporn&, olejki eteryczne

Wstep

W ostatnich latach n@wiecie odnotowuje siwzrost opornéci bakterii na antybiotyki
[1], ktére g niezkedne dla zapobiegania, kontroli i leczenia zaabakteryjnych u ludzi
i zwierzat [2, 3]. Antybiotyki razem z odchodami zwiagtz ludzi przedostaj sic do wod
powierzchniowych [4] oraz osadéw dennych wdd [Sphwpdupc pojawienie i
i wystepowanie wsrodowisku szczepdéw opornych. Selekcja bakterii viyligcych cechy
oporngci zwigzana jest z nieprawidtowym zastosowaniem nie tydikaybiotykéw, ale
i srodkoéw dezynfekcyjnych w lecznictwie i sanacji pesiczé. Substancje antybakteryjne
w stezeniach dzialajcych statycznie, a nie bakteriobojczo przyczyngg do przeywania
szczepOw niagych cechy opornei. Nabywanie oporni zaréwno przez bakterie
chorobotworcze, jak i komensaliczne fa@zagraa¢ skutecznéci leczenia infekcji u ludzi
i prowadzenia dezynfekcji [6]. Tym bardzigle oporné¢ moze zosté nabyta w drodze
horyzontalnego transferu genéw eaizy mikroorganizmami, w wyniku adaptacji do
substancji obecnej wrodowisku lub aktywacji genéw oporém, po kontakcie z substaicj
czynry [7]. Niezaleznie od pochodzenia genéw wyrda st 5 mechanizméw opordoi
(tab. 1).
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Tabela 1
Mechanizmy opornii bakterii na antybiotyki [8]
Table 1
The mechanism resistant bacteria of antibiotics [8]
Mechanizm Zastosowanie mechanizmu u bakterii
Inaktywacja enzymatyczna Oporne gatunki z rodzingnterobacteriaceafydrolizuj antybiotyki
antybiotykdw B-laktamowe z udziaterp-laktamaz
Zmiany strukturalne miejsca Oporndg¢ Pseudomonas aeruginosa fluorochinolony poprzez
dziatania leku zmiare budowy enzymu gyrazy DNA

Zastpienie miejsca docelowego
inng czsteczlg, ktéra nie posiada
powinowactwa do leku

Produkcja biatka 0 zmniejszonym powinowactwiepdaktamow
przezStaphylococcus aure(MRSA)

Bakterie gramujemnegsnniej podatne na dziatanieodkow
dezynfekcyjnych i bakterie gramdodatnie. Tak mutanty
wykazupce zmiany w przepuszczaku btony komérkowej poprzez
jej ograniczenie lub wzmocnione wyptukiwaniefflux’) byty mniej

podatne na dziatanigodkéw dezynfekcyjnych
Aktywne wypompowywanie leku Pompy u szczep6®seudomonas aeruginosauwag
z komorki m.in. tetracykliny B-laktamy

Zmniejszenie przepuszczakod
oston komérkowych dla antybiotykdi

W 2010 r. Europejski Uerl do spraw BezpiecastwaZywnosci (EFSA) opublikowat
raport na temat opordci na czynniki antybakteryjne wybranych bakterionotycznych
(Salmonellai Campylobacteroraz wskanikowych Escherichia coli Enterococcuspp.)
wyizolowanych od zwierg i z zywnosci, w krajach Unii Europejskiej, w 2008 r. [1].
W raporcie nie uwzgbniono jednak bakterii pochodzenia kalowego wysjacych
w powietrzu, takich jakPantoeasp., Serratia sp. [9], oraz w otoczeniu oczyszczalni
sciekow -Pseudomonas fluorescej®s 10].

Cztonkowie Unii zobowgzani § do monitorowania oporgoi na czynniki
przeciwbakteryjne izolatéwSalmonellai Campylobacter pochodzcych od zwierzt
i z zywnosci, hatomiast w przypadkil. colii enterokokéw monitoring taki odbywaesina
zasadach dobrowolda, chocia ich obecné w Srodowisku $wiadczy
0 zanieczyszczeniach pochodzenia fekalnego [11, N2lezy tez podkréli¢, ze jednym
Z najwaniejszych sprawcow zatfypokarmowych jesk. coli. Wigkszas¢ szczepOve. coli
przenosi si wraz z zanieczyszczenwodg zarowno ptygca [13], jak i stojca [14] oraz
z zywnoscig [15]. Zrodiem zakaenia mae by takze bezpéredni kontakt ze zwiegtami
hodowlanymi, zwtaszcza bydiem [13, 14].

W zwigzku z narastapa obecnécia w srodowisku bakteriiE. coli coraz bardziej
powszechne gs na §wiecie zakaenia wywotane przez oporne szczepy, ktore stanowi
powazny problem zdrowotny w medycynie [6].

W wiekszasci krajéw w latach 2005-2008 odnotowano wzrost opéei tych bakterii
na cefalosporyny trzeciej generacji oraz fluorookiny [6]. Kaesbohrer i in. podgjze
z przetestowanych 1462 komensalnych szczepdeoli 68% wykazywato oporrié na co
najmniej jeden antybiotyk, a 57% bylo opornych ngoej niz jeden antybiotyk [15].
Najczsciej wykrywana jest oporé na tetracykliny, aminopenicyliny i sulfonamidy
stosowane w weterynarii [16]. Alternatywrdrog eliminacji lekoopornych szczepow
E. coli mog stanowé¢ biodegradowalne i nietoksyczne substancjedmy innymi olejki
eteryczne.
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Celem pracy byla ocena dziatania olejkow eterychnya lekoopornesrodowiskowe
szczepyEescherichia coli

Materiaty i metody

Materiat do bada stanowito 10 lekoopornychirodowiskowych szczepdvg. coli
W podiazu chromogennym TBX inkubowanym w temperaturze 4p?f2ez 24 godziny
oceniono obecrié glukuronidazy. Ocen wrazliwosci wyizolowanych szczepéw na
antybiotyki i sulfonamidy przeprowadzono mejodlyfuzyjno-kgzkowa w podiazu
Mueller-Hinton, a profil opornii ustalano na podstawie rekomendacji CLSI. W bid4in
zastosowano keki firmy BTL wysycane antybiotykami, takimi jak: gitylina (AM),
amoksycylina (AX) cefotaksym (CXM), chloramfenikdlC), cyprofloksacyna (CIP),
ceftazydym (CAZ), doksycyklina (DO), gentamycyna\jCkanamycyna (K), trimetoprim
(TMP), tetracyklina (TE), streptomycyna (S), kwaadidyksowy (NA) oraz sulfonamidy
(SULFA).

Réwnolegle metagdyfuzyjmg ptytkowo-cylinderkovg oceniono wraliwos¢ szczepow
na olejki eteryczne: tymiankowy, oregano, herbagiatemongrasowy, cytrynowy
i kminkowy oraz tymol, w steniach 1,5; 1,0; 0,5; 0,25%. Strefy zahamowaniaoster
podano w [mm].

Wyniki i oméwienie wynikow

Fakultatywnie beztlenowe, zasiedla¢ uklad pokarmowy cztowiekszczep E. coli
naleza do gramujemnych bakterii zaliczanych do rodziny tefsbacteriaceace.
Z 10 srodowiskowych lekoopornych szczepéw 8 posiadato ygdwdugce enzym
glukuronidaz (tab. 2). Podike TBX zawiera chromogen 5-bromo-4-chloroindolilo
B-D-glukuronid, ktory pod wptywem glukuronidazy rdallany jest na glukuronid i barwny
kompleks, dziki czemu kolonie przybierajniebieskozielony kolor. Obecébbakteryjnej
B-glukuronidazy w jelicie grubym powoduje powstawarewizkéw karcynogennych,
takich jak fenol lub indol, odpowiedzialnych za t@enie nowotwordw jelita, waa jest
wiec eliminacja zagrien zwigzanych z zakaeniami wywotanymi 4 grup szczepow
E. coli [17].

Tabela 2
Wynik testu na obecr6 glukuronidazy
Table 2
The result of the test for the presence of glukidase
Nr szczepu Test na obecr$é glukuronidazy Nr szczepu Test na obecréé glukuronidazy
4 + 65 +
6 - 67 +
20 + 68 +
48 + 81 +
50 + 88

Kazdy z przebadanych szczepow wykazywal opéfnoa co najmniej potog
przetestowanych substancji antybakteryjnych, a eyzcg. coli 88 byt oporny na
5 antybiotykéw i srednio oporny na amoksycylin oraz doksycyklin. Szczepy
srodowiskowe wykazuj znacznie wjksz oporng¢é na antybiotyki ni bakterie
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zoonotyczne (wyizolowane od zwigty Wedlug raportu EFSA (2009) w Polsce
najwickszy opornacig na antybiotyki charakteryzajsic bakterieE. coli wyizolowane od
kury domowej [18].

Szczepy wyizolowane z&rodowiska i odzwiergce wykazuy podobr oporndgé na
tetracyklire (50 i 49%) oraz cyprofloksacyn(60 oraz 62%). Opordé na gentamycyn
szczepbw odzwieezych E. coli wynosi od 1% (izolaty od bydfa) do 7% (izolaty kary
domowej), natomiast szczepsodowiskowe nie wykazgjoporngci na gentamycy[18].
W naszych badaniach wszystkie szczepy wykazywdkoedta oporng¢ na sulfonamidy,
a 60% z nich wykazywalto oporfiozar6wno na trimetoprim, jak i sulfonamidy (rys. 1)
Sulfonamidy to pochodne sulfanilamidu stosowane gzaehnie jako leki
przeciwbakteryjne. Obecnie wiele gatunkéw baktgest opornych na sulfonamidy
i dlatego w leczeniu stosujee¢spolaczenie trimetoprimu i sulfametoksazolu (zreék
nalezacy do grupy sulfonamidéw). Pgizenie tych dwéch zwikéw wykazuje dziatanie
bakteriobdjcze w stosunku do coli, Proteussp. iEnterobactesp.

100

90

80 [

70 1 [

60 —
B Oporne/Resistant

50 — .
Sredniowrazliwe/Intermediate

microorganisms [%)]

40 | ® Wrazliwe/Susceptible

30 [

20 I
10 I

0 T T T T T T T T —

Wrazliwo$¢ drobnoustrojow [%] /Sensitivity of

CX AM  AX C CP CAZ DO CN K TMP TE S NA SULFA

Substancje/substances

Rys. 1. Lekooporn& szczepévEscherichia coli
Fig. 1. The resistant strainsB$cherichia coli

Réwnolegle oceniono potencjalmozliwos¢ zastosowania olejkoéw eterycznych jako
naturalnych $rodkdéw antybakteryjnych. W badaniach nad ograniezan rozwoju
lekoopornych szczepO®. coli zastosowano handlowe olejki eteryczne azmidowanym
sktadzie chemicznym (tab. 3), ktére, uwetljliajgc gtébwry substang czynry olejku,
podzielono na 6 grup:
tymol - olejek tymiankowy
karwakrol, sabinen - olejek oregano
citral - olejek lemongrasowy
1 - terpinen-4-ol ii-terpinen - olejek z drzewa herbacianego
limonen,a i B-pinen - olejek cytrynowy
karwon, limonen - olejek kminkowy

ogakrwnE
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Tabela 3
Sklad olejkéw eterycznych [19-23]
Table 3
The composition of essential oils [19-23]
Testowany olejek Substancje czynne
Herbaciany Terpinen-4ol (29-45%)-terpinen (12-23%)-terpinen (8-11%)g-terpineol (2-7%)
1,8-cyneol (2-16%), p-cymen (1-12%)pinen (2-5%) limonen (1-6%)
. Tymol (38,1%), karwakrol (2,3%), p-cymen (29,1%jypinen (5,2%), linalol (3,7%
Tymiankowy ymol ( ) ( kgrigfylxén (3’(1%) Ypinen (5,2%) (3,7%)
Cytrynowy Limonen (48,27%)p-pinen (15,14%y-pinen (11,06%)y-terpinen (4,8%),
B-myrcen (4,11%) citral i jego izomenwy@iznie 11,4%)
Kminkowy Karwon (55,4-71,6%), limonen (25,0-40,4%ihydrokarwon (0,03-0,12%)
Oregano Sabinen (5,24-19,41%), tlenek kariofilenu (6,072195), p-kariofilen (3,29-12,00%),
karwakrol (2,16-6,08%)
Lemongrasowy Citral (68,95%), linalol, borneol

Srodowiskowe, lekooporne szczepy coli wykazaly catkowis oporngé na testowane
stezenia wekszaici olejkow eterycznych: herbacianego, kminkoweggtrymowego,
oregano i lemongrasowego. Natomiast z giiigm szczeplE. coli 65 byly wraliwe na
dziatanie olejku tymiankowego wegeniach 1,0 i 1,5%, a strefy zahamowania wzrostu
tych szczepow wynosity od 16 do 26 mm (tab. 4pdHa i in. take wskazuyj na
bakteriobdjcze dziatanie tymolu na szczépycoli, a dodatkowo podkéaja, ze podobny
efekt wykazuje jego pochodna - karwakrol [24]. Weyech badaniackaden z testowanych
szczepbw nie wykazal wibwosci na testowane @tenia olejku oregano, ktérego
glébwnymi sktadnikami g sabinen i karwakrol. Ponadto wykazane, roztwor tymolu
w skzeniach 0,25, 0,5, 1,0 i 1,5% nie hamowat rozwojchtgzczepdéw. Sugeruje tze
zaobserwowane dziatanie antybakteryjne olejku tpkoavego jest efektem synergicznego
oddziatywania tymolu z innych substancjami czynnwohodzcymi w sktad tego olejku.

Aktywnos$¢ antybakteryjna olejkow eterycznych zale nie tylko od rodzaju
i zastosowanego gtenia olejku, ale warunkowana jest aktywria poszczegoélnych jego
sktadnikow. Sktad chemiczny olejkéw, a gtéwniezenie substancji czynnych ma istotny
wplyw na stopié ograniczenia rozwoju mikroorganizmow.

Tabela 4
Strefy zahamowanego wzrostu testowanych szczé&poéali w obecnéci olejku tymiankowego
Table 4
Zones of the stopped growth tested strains.obliin the presence of thyme oil
Olejek i jego Strefy zahamowania wzrostu szczepO®. coli [mm]
stezenie [%)] 4 | 6 | 20 ] 48] 50| 65] 67] 68] 81 88
Olejek tymiankowy
0,25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,0 17 16 16 17 16 0 19 20 17 27
15 19 22 17 23 18 0 25 26 21

Poznanie zalmosci pomidzy skladem chemicznym olejkéw a ich dziataniem
antymikrobiologicznym ma de znaczenie ze wzglu na potencjaln mazliwosé

zastosowania preparatéw opartych na olejkach eteygh jako naturalnychirodkéw
przeciw bakteriom gatunki. coli.
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Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania wykaguje zdolnd¢ do selekcji szczepédw opornych na
dary substaneg czynmy jest zré&nicowana w obgbie jednego gatunku. Przebadane
srodowiskowe szczep¥. coli stanowy zagraenie dla cztowieka ze wzglu wysolky
opornd¢ na antybiotyki i sulfonamidy oraz gkisza¢ testowanych olejkéw eterycznych.
SzczepyE.coli 0 wykazanej lekoopordoi byty catkowicie oporne na testowanezgnia
wickszaci olejkow eterycznych: herbacianego, kminkoweggtrymowego, oregano
i lemongrasowego. Jedynie olejek tymiankowy wzehiu 1,0 i 1,5% mie stanowd
alternatyw w procesach higienizagiodowiska.
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SENSITIVITY TO THE ESSENTIAL OILS OF ENVIRONMENTAL,
RESISTANT TO DRUGS STRAINS OF Escherichia coli

Chair of Biotechnology and Molecular Biology, Unisgy of Opole, Poland

Abstract: In an environment increasingly common findingtlie presence of antibiotic-resistant strains of
Escherichia coli An alternative way to eliminate them can providedegradable and non-toxic substances,
including essential oils. The aim of this study wasevaluate the effect of essential oils on emvinental,
antibiotic-resistant strains oEscherichia coli The research material consisted of 10 isolatein frthe
environment, antibiotic-resistant strainstf coli, including 8 glucuronidase-positive. Using the NMereHinton
medium was evaluated the sensitivity to antibioiash as ampicillin, amoxicillin, cefotaxime, ctdanphenicol,
ciprofloxacin, ceftazidime, doxycycline, gentamycikanamycin, trimethoprim, tetracycline, streptoimyc
nalidixic acid and sulfonamides. Using the plateldinders diffusion method was assessed the s@hsivf the
strains on essential oils: thyme, oregano, tea temsongrass, lemon, and caraway, at concentratbris5%;
1.0%,; 0.5%, 0.25%. Based on the results, it wasddhat the tested strainsif coli were resistant to at least half
of the used antibiotics and 90% of them showedstasce to ampicillin, and amoxicillin. Also, thensgivity of

the strains to tested essential oils has beensdiv@nly thyme oil in a concentration of 1.5% int&th growth of
90% of the tested strains & coli. On the other hand, oregano oil in a concentratibi.5% inhibited the
development of 3 out of 10 tested strains. Oilsta, lemongrass, lemon and caraway, at the meadtione
concentrations have been not bactericidal agatr@hs ofEscherichia coli
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