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Streszczenie

W badaniach okreslono wptyw substancji aktywnych obecnych w olejkach eterycznych
na rozwdéj wybranych szczepéw bakterii z rodzaju Cronobacter. Oceniono wrazliwos¢ wobec
tymolu, eugenolu, aldehydu cynamonowego i mentolu pigciu szczepdéw: Cronobacter
sakazakii 30/2, C. muytjensii 20/1, C. malonaticus 30/4, C. turicensis 22/1 oraz C. condimenti
14/1.

Najsilniejsze dzialanie przeciwdrobnoustrojowe wobec badanych szczepéw z rodzaju
Cronobacter wykazatl aldehyd cynamonowy, dla ktérego wartos¢ MIC miescita si¢ w zakresie
od 0,08% do 0,12%. Roéwniez eugenol wykazal dobrg aktywnos¢ przeciwbakteryjng
(MIC = 0,10 - 0,14%). Tymol stabiej hamowal rozwdj bakterii Cronobacter spp. (MIC = 0,20
- 0,25%). Najstabszym dziataniem przeciwbakteryjnym wobec badanych szczepéw

charakteryzowat si¢ mentol (MIC = 0,50 - 0,55%).

Stowa kluczowe: Cronobacter, tymol, eugenol, aldehyd cynamonowy, mentol

THE EFFECT OF THYMOL, EUGENOL, CINNAMALDEHYDE AND MENTHOL
ON THE GROWTH OF BACTERIA OF THE GENUS CRONOBACTER

Summary

The work defines the influence of active substances contained in essential oils on selected

Cronobacter strains growth. The work examines the sensitivity to thymol, eugenol,
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cinnamaldehyde and menthol of 5 strains: Cronobacter sakazakii 30/2, C. malonaticus 30/4,
C. muytjensii 20/1, C. turicensis 22/1 and C. condimenti 14/1.

It has been shown that the strongest inhibitory activity against bacteria of the genus
Cronobacter is characterized by cinnamaldehyde. Minimal inhibitory concentration (MIC) of
cinnamaldehyde was 0,08 - 0,12%, followed by eugenol (MIC = 0,10 - 0,14%). Thymol was
highly effective at inhibiting Cronobacter spp. growth ( MIC = 0,20 - 0,25%). The weakest
activity against tested bacteria was noticed in the case of menthol (MIC = 0,50 - 0,55%).

Key words: Cronobacter, thymol, eugenol, cinnamaldehyde, menthol

WSTEP

Wyodrebnienie rodzaju Cronobacter oraz jego siedmiu gatunkow: C. sakazakii,
C. malonaticus, C. muytjensii, C. condimenti, C. universalis, C. turicensis i C. dublinensis,
nastgpito na skutek wzrostu zainteresowania tymi bakteriami, spowodowanego rosngcym
wskaznikiem Smiertelnosci wywolywanych przez nie zakazen [Forsythe 2018]. Pomimo
powszechno$ci wystepowania bakterii z rodzaju Cronobacter w $rodowisku naturalnym
[Ueda 2017], pateczki te moga stwarza¢ istotne zagrozenie dla zdrowia i zycia cztowieka. Jest
to spowodowane rosngcg opornoscig tych mikroorganizméw na antybiotyki, co znacznie
utrudnia terapi¢ zachorowan. Wyniki badan wskazujacych na obecnos¢ bakterii z rodzaju
Cronobacter w produktach spozywczych [Mackiw i in. 2011] sktaniajg srodowisko naukowe
do poszukiwania alternatywnych metod ograniczania rozwoju tych drobnoustrojéw
w zywnosci. Jedng z nich jest wykorzystanie olejkéw eterycznych oraz ich poszczegdlnych
sktadnikéw, jako naturalnych substancji konserwujacych.

Bakterie z rodzaju Cronobacter sa oportunistycznymi patogenami. Sg to ruchliwe,
peritrichalnie urzgsione paleczki nalezace do rodziny Enterobacteriaceae [Brenner i in. 2004].
Nalezg do grupy wzglednie beztlenowych bakterii Gram-ujemnych. Poczatkowo bakterie
obecnie zaklasyfikowane do rodzaju Cronobacter okreslano mianem Enterobacter cloacae.
Bazujac na roéznicach w sekwencji DNA, cechach biochemicznych, wrazliwosci na
antybiotyki oraz zdolnosci wytwarzania zéltego pigmentu opisano i wydzielono te
drobnoustroje jako odrebny gatunek o nazwie Enterobacter sakazakii [Fakruddin i in. 2013,
Sosnowski i in. 2014]. Na podstawie ponownie przeprowadzanych badan sekwencji genu 16S
rRNA szczepéw zaliczanych do gatunku E. sakazakii wyodrebniono sze$¢ grup genomowych.
Woéwczas zaproponowano wyodrgbnienie nowego rodzaju o nazwie Cronobacter nalezacego

do rodziny Enterobacteriaceae. Klasyfikacje rodzaju Cronobacter opublikowano w 2008 r.
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(wéwczas obejmowat tylko pig¢ gatunkéw) [Iversen i in. 2008], a uaktualniono w 2012 r.,
kiedy scharakteryzowano dwa kolejne gatunki: C. universalis 1 C. condimenti [Joseph 1 in.
2012].

Pateczki z rodzaju Cronobacter przezywaja w produktach spozywczych o niskiej
aktywnosci wody oraz w szerokim zakresie temperatury. Mikroorganizmy te rozwijaja si¢
w przedziale temperatury od 6°C do 45°C. Bakterie z rodzaju Cronobacter charakteryzuja si¢
znacznie WyzZsza opornoscia na stres osmotyczny niz inne bakterie z rodziny
Enterobacteriaceae [Lehner i Stephan 2004, Ghassem i in. 2011]. Iversen i in. [2004]
w swoich badaniach dowiedli, ze proces pasteryzacji (72°C/15 sek.) catkowicie niszczy
wszystkie bakterie z rodzaju Cronobacter, a ich obecno$¢ w zywnos$ci moze wynikaé
z zanieczyszczen wtérnych produktu, ktére pochodza z linii technologicznej lub
zanieczyszczeh wprowadzonych do produktu wraz z dodatkami do zywnosci.

Bakterie z rodzaju Cronobacter zasiedlaja réznorodne srodowiska naturalne. Wystepuja
nie tylko w glebie, wodzie i $ciekach [Ueda 2017], ale takze w szerokiej gamie surowcow
i produktéw spozywczych. Ich obecno$¢ odnotowano w mleku, serach, mleku w proszku,
migsie, wedlinach, rybach, ryzu, herbatach, przyprawach, satatach, kietkach, suszonych
ziotach 1 owocach [Berthold-Pluta 1 in. 2017, Garbowska i in. 2015, Iversen i Forsythe 2003,
Sciezynska i in. 2010]. Produktem, z ktérego najczesciej izoluje sie bakterie Cronobacter jest
mleko w proszku, wykorzystywane do produkcji preparatéw mlekozastgpczych oraz
zywnosci dla dzieci [Heperkan 1 in. 2017, Hochel 1 in. 2012]. Obecno$¢ tych
mikroorganizméw w proszku mlecznym wynika z wysokiej opornosci Cronobacter spp. na
nagle wahania temperatury oraz skrajnie niskg aktywno$¢ wody w tym produkcie [Hu i in.
2018].

Grupa najbardziej narazong na infekcje bakteriami z rodzaju Cronobacter sa noworodki,
a schorzenia przez nie wywolywane charakteryzuje szczegdlnie wysoki wskaznik
$miertelnosci [Korpysa-Dzirba i in. 2007]. Drobnoustroje z rodzaju Cronobacter sa
odpowiedzialne za wywotywanie zagrazajacych zyciu niemowlat przypadkéw posocznicy,
ropnego zapalenia opon mézgowych oraz martwiczego zapalenia jelit [Sosnowski 1 in. 2014].
Przewazajaca liczba przypadkow zapalenia opon mézgowych wywotanych przez bakterie z
rodzaju Cronobacter wystgpowata u noworodkéw, a przede wszystkim u dzieci z ostabionym
uktadem odporno$ciowym, niskg masg urodzeniowa oraz wczesniakéw [Drudy i in. 2006].
Istnieja takze przypadki infekcji wsréd osob dorostych - ludzi starszych oraz o obnizonej
odpornosci immunologicznej. Opisane przypadki zachorowan nie zagrazaty zyciu dorostych
pacjentéw i dotyczyly oséb dtugo przebywajacych w szpitalach [Lai 2001, Ongradi 2002].
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Z powodu obecnosci w genotypie szczepdw z rodzaju Cronobacter duzej liczby genéw
warunkujgcych oporno$¢ na antybiotyki poszukuje si¢ alternatywnych metod zwalczania
zachorowan przez nie wywotywanych [Feeney 1 in. 2014].

Olejki eteryczne zajmujg znaczace miejsce w grupie naturalnych substancji aktywnych
wykazujacych dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. Pojeciem ,,0lejek eteryczny” okresla si¢
lotne, zapachowe mieszaniny o konsystencji oleistej i gestosci mniejszej niz 1 g/em’,
wytwarzane przez ro$liny aromatyczne jako produkty metabolizmu wtérnego [Kedzia
i Hotderna-Kedzia 2012]. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa olejkéw eterycznych jest
uzalezniona od ich sktadu, struktury zwigzkéw aktywnych oraz rodzaju wystepujacych w nich
grup funkcyjnych. Olejki eteryczne wykazuja wysoka site bdjcza wobec grzybéw oraz
bakterii, przy czym charakteryzuja si¢ wyzsza skuteczno$cia w stosunku do bakterii
Gram-dodatnich niz Gram-ujemnych. Ich aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa jest wysoka
w warunkach laboratoryjnych, ale do uzyskania takiego samego efektu poprzez zastosowanie
olejku eterycznego jako dodatku do zywnoSci wymagane jest wyzsze stezenie substancji
aktywnej. Olejki eteryczne jako naturalne substancje hamujace moga wchodzi¢ w interakcje
ze sktadnikami zywnosci, a przez to zmniejsza si¢ ich aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa, co
jest trudne do okreslenia w warunkach in vitro [Burt 2004].

Ograniczeniem stosowania olejkéw eterycznych jako naturalnych konserwantéw
zywnosci jest ich nie zawsze korzystny wplyw na smak oraz zapach zywnosci. Zadowalajace
wyniki otrzymano w badaniach nad wilaczaniem poszczegdlnych sktadnikow olejkow
eterycznych do powtok jadalnych, a takze enkapsulacjg olejkow eterycznych w polimerach
jadalnych oraz biodegradowalnych powtokach, saszetkach i1 nanoemulsjach. Synergistyczne
oddziatywanie olejkéw eterycznych z innymi czynnikami utrwalajacymi pozwala obnizy¢
ilos¢ dodawanego olejku, a przez to uzyska¢ zaréwno zadowalajacy efekt
przeciwdrobnoustrojowy, jak i ograniczy¢ ewentualny niekorzystny wplyw na cechy
sensoryczne produktéw [Tajkarimi i in. 2010, Jayasena i Cheorun 2013]. Alternatywnym
przyktadem wykorzystania olejkow eterycznych jest produkcja opakowan aktywnych, ktére
ograniczajg wzrost mikroorganizméw w trakcie przechowywania zywnosci. Olejki eteryczne,
jako zwiazki lotne, w czasie przechowywania ulatniajg si¢ do wolnej przestrzeni opakowania
nad produktem, przez co ograniczaja rozwé6j mikroflory powierzchniowej. Przykiadem
takiego zastosowania jest wykorzystanie olejku z oregano do impregnowania celulozowych
wktadow, ktére moga by¢ wykorzystywane jako podkiadki w tackach do migs [Piekarska
1 Kondratowicz 2010].

Celem niniejszych badan bylo okreslenie wrazliwosci pieciu szczepéw z rodzaju
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Cronobacter: C. sakazakii 30/2, C. malonaticus 30/4, C. muytjensii 20/1, C. turicensis 22/1
oraz C. condimenti 14/1 na substancje aktywne wchodzace w sklad olejkow eterycznych.
W badaniach wykorzystano nast¢pujace substancje aktywne: tymol, eugenol, aldehyd
cynamonowy i mentol, bedace odpowiednio gtéwnymi sktadnikami olejku tymiankowego,
gozdzikowego, cynamonowego oraz olejku z migty pieprzowej.

Zakres pracy obejmowat wyznaczenie warto$ci minimalnego st¢zenia hamujacego (z ang.
Minimal Inhibitory Concentration - MIC) oraz maksymalnego st¢zenia tolerowanego (z ang.
Maximum Tolerable Concentration - MTC) dla wybranych szczepéw z rodzaju Cronobacter.
Jako MIC przyjmowano takie st¢zenie badanej substancji, przy ktérej nie byt widoczny
wzrost wybranego szczepu z rodzaju Cronobacter. Natomiast jako MTC przyjeto
maksymalne stezenie badanej substancji aktywnej, przy ktérym liczba kolonii wybranego
szczepu nie roznila si¢ jeszcze istotnie od liczby kolonii bakterii wyrostych na ptlytce

z pozywka bez dodatku badanej substancji aktywne;.

MATERIAL I METODY BADAN

Ocene wrazliwosci wybranych szczepéw bakterii z rodzaju Cronobacter na substancje
aktywne wchodzace w sklad olejkéw eterycznych: tymolu, mentolu, eugenolu i aldehydu
cynamonowego (Sigma Aldrich) przeprowadzono w nastgpujacy sposob. Alkoholowe
roztwory badanych substancji przygotowane przy uzyciu 96%-owego roztworu alkoholu
etylowego (POCH S.A.) dodawano w takiej ilosci do uprzednio wyjalowionego,
uplynnionego agaru tryptonowo-sojowego (Oxoid) znajdujagcego si¢ w butelkach Schotta
w ilosci 50 ml, aby uzyskac okreslone stezenia, a nastgpnie doktadnie mieszano. Dla eugenolu
oraz aldehydu cynamonowego badano st¢zenia: 0,00%, 0,02%, 0,04%, 0,06%, 0,08%, 0,10%,
0,12%, 0,14%, 0,16%, 0,18%, 0,20% i 0,22%, dla tymolu: 0,00%, 0,05%, 0,10%, 0,15%,
0,20%, 0,25%, 0,30%, 0,35%, 0,40%, 0,45%, 0,50% i 0,55%, za$ dla mentolu: 0,00%, 0,25%,
0,30%, 0,35%, 0,40%, 0,45%, 0,50%, 0,55%, 0,60%, 0,65%, 0,70% i 0,75%. Przygotowana
w ten sposéb pozywke zawierajaca badang substancje aktywng rozlewano na trzy jatowe
plytki Petriego, pozostawiano do zastygnigcia, a nastepnie obsuszano w temperaturze 30°C
przez 24 godziny.

Materiat badawczy stanowito pig¢ szczepéw bakterii z rodzaju Cronobacter z kolekcji
Zakladu Biotechnologii 1 Mikrobiologii Mleka SGGW, wyizolowanych z rynkowych
produktéw spozywczych pochodzenia roslinnego [Berthold-Pluta i in. 2017]. Namnazanie
badanych szczepéw bakterii z rodzaju Cronobacter przeprowadzono w agarze tryptonowo-

sojowym, a nastepnie poddano inkubacji w warunkach tlenowych w temperaturze 37°C przez

9



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2019 t. 74 nr 1

24 godziny. Po przygotowaniu serii rozcienczen 24-godzinnej hodowli badanego szczepu
w bulionie tryptonowo-sojowym (Oxoid) 0,1 ml zawiesiny z rozcienczenia 10" nanoszono na
wczesniej przygotowane ptytki Petriego z agarem tryptonowo-sojowym i badang substancja
aktywng. Posiewane rozcienczenie hodowli badanego szczepu dobrano w ten sposéb, aby
liczba wyrostych kolonii po inkubacji ptytek miescita si¢ w zakresie od 30 do 150. Zawiesing
drobnoustrojéow doktadnie rozprowadzano po powierzchni ptytki za pomoca jatowej glaszczki
szklanej, az do momentu catkowitego wchtonigcia. Plytki inkubowano w cieplarce
w temperaturze 37°C przez 48 godzin. Wzrost badanych bakterii byt widoczny w postaci
potyskujacych kolonii o mleczno-z6ttej barwie. Kolonie byly jednolite pod wzglgdem
wielkos$ci, przyjmowaly okragly ksztatt oraz wyr6zniaty si¢ rowng linig brzegowa. Po okresie
inkubacji zliczano wszystkie wyroste kolonie. DoS$wiadczenie wykonano w trzech
powtorzeniach.

Analize statystyczng otrzymanych wynikéw badan przeprowadzono w programie
Statgraphics Centurion z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji przy poziomie
istotnosci a = 0,05. Poréwnanie istotnosci roéznic pomigdzy Srednimi liczbami wyrostych
kolonii na ptytkach ze wzrostem bakterii z rodzaju Cronobacter odbylo si¢ na podstawie testu

Tukey’a przy poziomie istotnosci a = 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

W tabeli 1 przedstawiono wyznaczone wartosci MTC i1 MIC sktadnikow olejkéw

eterycznych dla badanych pieciu szczepéw bakterii z rodzaju Cronobacter.

Tabela 1. Warto$ci maksymalnego st¢zenia tolerowanego (MTC) [%] oraz minimalnego
stezenia hamujacego (MIC) [%] badanych skladnikéw olejkéw eterycznych dla
szczepOw bakterii z rodzaju Cronobacter
Values of the maximum tolerable concentration (MTC) [%] and the minimum
inhibitory concentration (MIC) [%] of the tested components of essential oils for
Cronobacter strains

Tymol Eugenol Aldehyd Mentol
Badany szczep cynamonowy

MTC | MIC | MTC | MIC | MTC | MIC | MTC | MIC
C. sakazakii 30/2 - 0,25 | 0,08 | 0,14 | 0,06 | 0,08 | 045 | 0,55
C. malonaticus 30/4 | 0,10 | 0,20 | 0,06 @ 0,12 | 0,06 | 0,08 | 0,25 | 0,50
C. muytjensii 20/1 - 0,20 | 0,06 | 0,10 - 0,10 | 0,30 | 0,55
C. turicensis 22/1 - 0,20 - 0,14 - 0,12 | 0,30 | 0,50
C. condimenti 14/1 | 0,05 | 0,20 | 0,08 | 0,14 - 0,12 | 0,35 | 0,50
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Badane szczepy bakterii wykazywaly znaczng wrazliwo$¢ na gtéwny sktadnik olejku
tymiankowego w zakresie stezen od 0,05% do 0,10%. Szczep C. condimenti 14/1 tolerowat
dodatek 0,05% (MTC) tymolu do pozywki statej. Szczep C. malonaticus 30/4 jako jedyny
rozwijal si¢ niezachwianie do 0,10% tymolu w podiozu hodowlanym, natomiast dla szczepéw
C. sakazakii 30/2, C. muytjensii 20/1 oraz C. turicensis 22/1 nie udato si¢ wyznaczy¢ MTC
w badanym zakresie stezen. Mozna przyjac¢, ze MTC dla wymienionych szczepéw wynosito
ponizej 0,05% tymolu w pozywce. Najwigksza wartos¢ minimalnego st¢zenia hamujacego
(MIC) stwierdzono w przypadku szczepu C. sakazakii 30/2, ktérego wzrostu nie odnotowano
dopiero przy zawartosci 0,25% tymolu w pozywce. W przypadku pozostatych szczepow
catkowite zahamowanie wzrostu zaobserwowano przy mniejszym stezeniu tymolu w pozywce
statej wynoszacym 0,20%.

Wrazliwo$¢ badanych szczepéw, wyrazona jako MTC, na eugenol ksztaltowata si¢ na
poziomie od 0,06% do 0,08%. Stwierdzono, ze najwigkszg wrazliwoscig na obecnos$¢
gléwnego sktadnika olejku gozdzikowego w podtozu charakteryzowaly si¢ szczepy
C. malonaticus 30/4 oraz C. muytjensii 20/1, ktére tolerowaty dodatek eugenolu w st¢zeniu
0,06% (MTC). Wigkszag wartos¢ MTC (0,08%) odnotowano w przypadku szczepow
C. sakazakii 30/2 oraz C. condimenti 14/1. Dla szczepu C. turicensis 22/1 nie udato si¢
wyznaczy¢ wartosci parametru MTC w badanym zakresie stezen. Wartosci MIC dla badanych
szczepOw miescily sie w przedziale od 0,10% do 0,14%. Pod tym wzgledem najmniejsza
wrazliwo$¢ wykazaty szczepy C. sakazakii 30/2, C. turicensis 22/1 i C. condimenti 14/1,
ktérych wzrost zostal catkowicie zahamowany dopiero przy st¢zeniu eugenolu w pozywce
hodowlanej na poziomie 0,14%. Najnizszg warto§¢ MIC dla eugenolu odnotowano dla
szczepu C. muytjensii 20/1 (MIC = 0,10%).

Przeprowadzone badania pozwolity ustali¢ warto§¢ MTC aldehydu cynamonowego
jedynie dla szczepéw C. sakazakii 30/2 oraz C. malonaticus 30/4, ktére wynosito 0,06%. Dla
pozostatych trzech szczepéw nie udalo si¢ okresli¢ wartosci MTC. Zakres MIC dla
przebadanych szczepéw przyjmowal wartosci mieszczace si¢ w przedziale od 0,08% do
0,12%. Wzrost dwoch sposrdd pieciu przebadanych szczepdéw zostat catkowicie zahamowany
przy stezeniu 0,08% aldehydu cynamonowego w pozywce. Minimalne st¢zenie hamujace dla
szczepu C. muytjensii 20/1 wynosito 0,10%, za$ rozwdéj szczepdw C. turicensis 22/1 oraz
C. condimenti 14/1 zostal calkowicie =zatrzymany przy dodatku 0,14% aldehydu
cynamonowego do agaru tryptonowo-sojowego.

Badane szczepy bakterii charakteryzowaly si¢ niska wrazliwo$cig na obecno$¢ mentolu

w pozywce statej. Wartos¢ MTC miescita si¢ w przedziale od 0,25% do 0,45%. Szczep
11



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2019 t. 74 nr 1

C. malonaticus 30/4 tolerowal obecno$¢ mentolu w agarze tryptonowo-sojowym do
zawartosci 0,25%, natomiast najwyzsza warto§¢ MTC, wynoszacg 0,45%, odnotowano dla
szczepu C. sakazakii 30/2. W przypadku mentolu catkowite zahamowanie wzrostu szczepow
C. malonaticus 30/4, C. turicensis 22/1 oraz C. condimenti 14/1 odnotowano przy stg¢zeniu
0,50% mentolu w agarze tryptonowo-sojowym. Najmniejszg wrazliwoscig charakteryzowatly
si¢ szczepy C. sakazakii 30/2 oraz C. muytjensii 20/1, dla ktérych MIC osiagn¢to wartos¢
0,55%.

Analizujgc otrzymane wyniki stwierdzono, ze najwyzsza aktywnoscig sposréd
wszystkich badanych substancji wykazat si¢ aldehyd cynamonowy oraz eugenol. Wartosci
MIC dla aldehydu cynamonowego ksztaltowaly si¢ na najnizszym poziomie, a wzrost dwoch
z pigciu przebadanych szczepow zostat catkowicie zahamowany juz przy stezeniu substancji
aktywnej w pozywce statej na poziomie 0,08%. Z kolei w przypadku eugenolu aktywnos$¢
hamujacg w stosunku do badanych szczepéw stwierdzono od stezenia 0,10%. Nieco wyzsze
wartosci MIC odnotowano dla tymolu. Najstabszym czynnikiem przeciwdrobnoustrojowym
wobec badanych szczepéw okazal si¢ mentol, ktérego MIC dla trzech sposréd pieciu
przebadanych szczepéw wynosito 0,50% mentolu. Jedynie w przypadku badania wptywu
mentolu na rozwdj szczepu C. sakazakii 30/2 oraz C. muytjensii 20/1 stwierdzono mniejszg
wrazliwo$¢ od pozostatych szczepéw, a wartos¢ MIC dla tych szczepéw wynosito 0,55%.

Minimalne st¢zenie hamujace aldehydu cynamonowego w stosunku do przebadanych
szczepOw bakterii z rodzaju Cronobacter przyjeto wartosci z przedziatu od 0,08% do 0,12%.
Otrzymany zakres jest nieco wyzszy od stezen hamujgcych wzrost bakterii C. malonaticus
oraz C. sakazakii, ktéry wyznaczyli Frankova i wsp. [2014] (od 0,025% do 0,03%). Jeszcze
mniejsze stezenie olejku cynamonowego hamujace wzrost szczepdéw C. sakazakii wynoszace
0,016% stwierdzili Al-Nabulsi i in. [2015]. Z kolei Lee i Jin [2008] wykazali, ze kwas
cynamonowy w stezeniu 0,07% hamowat rozw6j bakterii z rodzaju Cronobacter.

Aldehyd cynamonowy, jako substancja hamujgca wzrost drobnoustrojéw, byl czgstym
obiektem badan naukowcoéw. Hill 1 in. [2013] stwierdzili, ze gldwny skladnik olejku
— aldehyd cynamonowy w stezeniu 0,04% hamowat wzrost bakterii Salmonella Typhimurium.
Dziatanie przeciwdrobnoustrojowe aldehydu cynamonowego przebadano réwniez w stosunku
do bakterii z gatunku Escherichia coli oraz Staphylococcus aureus [Rusenova i Parvanov
2009], a otrzymane wartosci MIC wynosilty odpowiednio 0,015% 1 0,03%. Podobnag
wrazliwo$s¢ wymienionych bakterii na aldehyd cynamonowy potwierdzili takze Ye i in.
[2013]. W badaniach nad wrazliwoscig bakterii tlenowych na aldehyd cynamonowy Kedzia

[2011] wyznaczyl MIC na poziomie 0,05%. Natomiast Rusenova i Parvanov [2009], ale
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takze wczesniej Oussalah 1 wsp. [2007], okreslili MIC olejku cynamonowego wobec Listeria
monocytogenes na poziomie od 0,05 do 0,20%.

Roéwnie silng substancja ograniczajacg wzrost badanych szczepdéw bakterii z rodzaju
Cronobacter okazat si¢ eugenol, ktéry hamowat ich rozwdj w zakresie stezen od 0,10% do
0,14%. Frankova i in. [2014] stwierdzili, ze wartos¢ MIC eugenolu dla szczepéw bakterii
z gatunkéw C. malonaticus 1 C. sakazakii wynosita 0,1%. Przeciwbakteryjnymi
wlasciwosciami eugenolu wobec bakterii z rodzaju Cronobacter zajmowali si¢ takze Lee 1 Jin
[2008], ktérzy podali, ze minimalne stezenie hamujace  wynosito  0,07%.
Przeciwdrobnoustrojowa aktywno$¢ eugenolu czesto byla obiektem badan takze nad innymi
mikroorganizmami. Eugenol wykazywal hamujace dzialanie wobec Staph. aureus, a wzrost
tych drobnoustrojow byt zatrzymany przy st¢zeniu eugenolu na poziomie 0,015% [Hotderna-
Kedzia 2010]. W pdzniejszych badaniach Kedzi i Hotdernej-Kedzi [2012] dotyczacych
przeciwdrobnoustrojowego oddziatywania pochodnych fenoli na wzrost Staph. aureus autorzy
stwierdzili nieco wyzszg wrazliwos¢ tych bakterii (MIC = 0,03%). W badaniach dotyczacych
wrazliwosci S. Typhimurium wobec eugenolu w srodowisku wzrostu udowodniono, ze wzrost
bakterii zostal zahamowany przy st¢zeniu 0,1% [Hill i in. 2013]. Z kolei w do$§wiadczeniach
przeprowadzonych przez Olasupo i in. [2003] dla S. Typhimurium okre§lono wartos¢ MIC
rowng 0,05%. Filgueiras i Vanetti [2006] badali dziatanie eugenolu wobec L. monocytogenes
1 okreslili wartos¢ MIC dla tych drobnoustrojow réwna 0,1%. Eugenol wykazywat
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wobec E. coli, a warto§¢ MIC dla tych bakterii miescita
si¢ w szerokim zakresie stezen od 0,04% do 0,16% [Olasupo i in. 2003, Pei i in. 2009].
Ponadto Abbaszadeh i in. [2014] udowodnili, ze do grupy drobnoustrojéow wrazliwych na
gléwny skladnik olejku gozdzikowego naleza takze grzyby z rodzaju Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium, Penicillum oraz Rhizopus. Eugenol wykazywat hamujace
wlasciwosci rowniez w stosunku do drozdzopochodnych grzybéw z rodzaju Candida [Kedzia
iin. 2015].

W niniejszych badaniach wyznaczono wyzsze wartosci MIC (0,20 - 0,25%) dla tymolu,
co $wiadczy, ze jest on stabszym inhibitorem wzrostu dla wybranych szczepéw z rodzaju
Cronobacter w poréwnaniu z aldehydem cynamonowym i eugenolem. Wrazliwos$¢ szczepoéw
Cronobacter na obecno$¢ tymolu w podilozu staltym nie byla czestym obiektem badan
naukowcow. W literaturze dostepne sa wyniki badan potwierdzajace hamujace dziatanie
tymolu na inne gatunki bakterii. Badania prowadzone przez Olasupo i in. [2003] dotyczytly
wrazliwo$ci bakterii S. Typhimurium oraz E. coli na obecno$¢ gtéwnego sktadnika olejku

tymiankowego w $rodowisku wzrostu (MIC = 0,02%). Tymol hamowal rozwdj S. aureus
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i E. coli w zakresie stezen od 0,01 % do 0,02 % [Kedzia i Hotderna-Kedzia 2012]. Z kolei Pei
1 in. [2009] wykazali, ze tymol hamuje wzrost bakterii E. coli nawet w stezeniu 0,04%.
Badacze czesciej zajmowali si¢ okreSlaniem wplywu olejku tymiankowego na rozwdj
drobnoustrojéw niz czystym tymolem. Rusenova i Parvanov [2009] w badaniach nad
wrazliwo$cig 14 gatunkéw drobnoustrojéw wobec réznych olejkéw eterycznych wykazali, ze
MIC dla olejku tymiankowego bylo w zakresie stezen od 0,25% do 2,00 w zaleznosci od
gatunku drobnoustrojow.

Sktadnikiem olejku eterycznego, dla ktérego stwierdzono najstabsze dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe byt mentol. Rozwdj pigciu szczepdéw bakterii z rodzaju Cronobacter
byl hamowany w waskim zakresie stezen od 0,50% do 0,55% mentolu w podtozu statym
(MIC). W pismiennictwie badania z zakresu wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych mentolu
nie sg liczne, a naukowcy czesciej zajmowali si¢ badaniem wptywu olejku miety pieprzowe;j
na rozwdj drobnoustrojow. Rusenova i Parvanov [2009] wyznaczyli MIC dla dziewigciu
olejkéw eterycznych, wsrdd ktoérych znalazt si¢ olejek miety pieprzowej. Najmniejszg wartos¢
MIC stwierdzili dla Yersinia pseudotuberculosis (0,125%), natomiast najwyzsza wartos¢ MIC
wynoszaca 0,1% - dla Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa,
S. Enteritidis oraz Enterobacter aerogenes ATCC 13048. Adaszynska i in. [2013] wykazali,
ze olejek miety pieprzowej wykazywat aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec szczepow
z gatunkéw E. coli oraz Staph. aureus. Eteghad 1 in. [2009] oraz Jeyakumar 1 in. [2011]
rowniez dowiedli, ze do grupy patogenéw wrazliwych na olejek migty pieprzowej nalezg
bakterie z gatunkow Staph. aureus, E. coli i Ps. aeruginosa. Olejek migty pieprzowe;j

hamowat grzyby drozdzopochodne z rodzaju Candida [Iscan i in. 2002].

WNIOSKI

1. Wrazliwo$¢ badanych szczepéw z rodzaju Cronobacter na tymol, eugenol, aldehyd
cynamonowy oraz mentol byla cecha zalezng od gatunku oraz szczepu bakterii.
Szczepem najbardziej wrazliwym na badane substancje byt szczep C. malonaticus 30/4.

2. Najsilniejsze dziatanie hamujace wzrost badanych szczepéw z rodzaju Cronobacter
odnotowano dla aldehydu cynamonowego (MIC w zakresie od 0,08% do 0,12%) oraz
eugenolu (MIC w zakresie od 0,10% do 0,14%). Najstabszag aktywnos$cia
przeciwdrobnoustrojowa charakteryzowat si¢ mentol (MIC w zakresie od 0,50% do

0,55%).
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