potravinarstvo

Potravinarstvo, vol. 6, 2012, no. 1, p. 10-13

doi:10.5219/178

Received: 13. December 2011. Accepted: 7. January 2012.
Available online 15. February 2012 at www.potravinarstvo.com
© 2011 Potravinarstvo. All rights reserved.

ISSN 1337-0960 online

® potravindrstvo

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THYME AND ROSEMARY ESSENTIAL OIL
AGAINST ENTEROCOCCI ISOLATED FROM MEAT

Viera Duckova, Margita C'anigovd, Miroslav Krocko, Jana Bezekova

ABSTRACT

Traditionally enterococci are considered as part of the lactic acid bacteria. This group of bacteria contaminating mostly
food of animal origin and some of them can be resistant to antibiotic. The consumers prefer safe foods free of synthetic
additives and therefore interest for natural preservatives is increasing in recent years. The aim of this work was to determine
antibacterial activity of essential oil from thyme and rosemary against enterococci. Strains of enterococci were isolated from
poultry and pork. The isolates of enterococci were identified as E. faecalis and E. mundtii and their sensitivity to chosen
antibiotic (ampicillin, erythromycin, gentamicin, tetracycline and vancomycin) was determined. Enterococci were
experimentally inoculated in nutrient broth at concentration 3 - 4 log cfu.ml™. The influence of thyme and rosemary
essential oil at different concentrations and at different temperatures (6 °C and 25 °C) against enterococci was tested. As
more effective has proved thyme oil, which reliably inhibited both strains at concentration of 0.05 % at 6 and 25 °C.
Rosemary oil at the highest tested concentrations (of 1 %, respectively 1.5 %) only reduced the number of tested strains of
enterococci. The higher antibacterial activity of essential oils was determined at 25 °C.
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UVOD

Enterokoky sa tradi¢ne povazuju za skupinu baktérii
mliecneho kysnutia. St ubiquitné, pricom ich prirodzenym
miestom vyskytu je predovSetkym traviaci trakt ¢loveka
a viacsiny zvierat. Ztohto dovodu st preto znacne
zastupené v surovinach a potravinach zivocisneho pévodu.
Tradi¢ne sa povazovali za indikator fekalnej kontaminacie,
avsak v poslednych rokoch sa pridavaji niektoré kmene do
potravin ako sucast’ Startovacich kultir a povazuji sa za
probiotika (Franz et al., 1999; Ortigosa et al., 2008).
Zda sa, ze maji znacny vplyv na tvorbu a zlepSovanie
senzorickej kvality potravin. Nie vSetky enterokoky sa ale
povazuju za bezpe¢né mikroorganizmy (Gelsomino et al.,
2001). Dolezitym faktorom pri posudzovani enterokokov
z hl'adiska ich bezpecnosti je rezistencia voci antibiotikam,
obzvlast glykopeptidom ako su vankomycin alebo
teikoplanin (Van de Braak et al., 1998; Klein, 2003).

Rozsirené pouzivanie antibiotik v huméannej medicine,
ale i vo veterinarnej praxi sa povazuje za jednu z moznych
pri¢in  narastu mikroorganizmov s antibiotickou
rezistenciou. V snahe obmedzit’ $irenie a rozvoj rezistencie
na antibiotikd sa v Eurdpskej unii zakazalo pouZzivanie
antimikrobialnych rastovych promotérov (Ouwehand
et al., 2010).

V poslednych rokoch sa zvySuje tlak 1 zo strany
konzumentov, ktori kladi déraz na bezpecné potraviny,
pricom preferuju pouzitie prirodnych alternativ pred
priddvanim syntetickych aditiv do potravin. Znacny
prisflub ~ vmoznych  aplikdciach v potravinarskom
priemysle preto ponukaju extrakty z rastlin (Over et al.,
2009).

Esencialne oleje (nazyvané tiez ako prchavé alebo
éterické oleje) st aromatické olejovité kvapaliny ziskané
zroznych Casti rastlin. Niektoré znich su dlho zname

svojimi antibakterialnymi vlastnostami. Okrem
antibakterialnych vlastnosti, esencidlne oleje alebo ich
Casti. moZzu mat  ajantivirdlne,  antimykotické,
antitoxinogénne, antiparazitické a insekticidne vlastnosti
(Burt, 2004).

Hodnotia sa u¢inky extraktov mnohych rastlin, priCom
z doteraz najviac pre$tudovanych mozno spomenat’
koriander, Skoricu, oregano, rozmarin, $alviu, klinc¢eky,
tymian a pod.

Medzi hlavné zlozky esencidlnych olejov, ktoré su
zodpovedné za Dbiologicki  aktivitu aromatickych
i lieCivych rastlin, sa radia mono- a sesquiterpény
zahriujuce karbohydraty, fenoly, alkoholy, étery, aldehydy

aketony (Sokovi¢ et al, 2010). Ako ucinné
antibakterialne  latky  esencidlnych  olejov  boli
identifikované napr.  karvakrol, tymol, eugenol,

perillaldehyd, cinnamalaldehyd, kyselina skoricova, ktoré
maju MIC v rozsahu 0,05 — 5 pl.ml™ v podmienkach in
vitro. K dosiahnutiu rovnakého efektu v potravinach su
potrebné vysSie koncentracie. Experimenty s cerstvym
médsom, mdsovymi vyrobkami, rybami, mliekom,
mlie¢nymi vyrobkami, zeleninou, ovocim a varenou ryZou
dokazali, ze koncentracia k dosiahnutiu signifikantného
antibakteridlneho efektu je v rozmedzi 0,5 — 20 plml™
Vv potravinach (Burt, 2004).

Cielom prace bolo v modelovych pokusoch zhodnotit’
antibakteridlnu aktivitu tymidnového a rozmarinového
esencialneho oleja na enterokoky izolované z bravcového
resp. kuracieho misa.

MATERIAL A METODY

Ako cielové bakteridlne kmene sa testovali enterokoky
z kuracieho abrav€ovho mésa. Vo vzorkach méisa sa
enterokoky stanovili na selektivnom diagnostickom médiu
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Slanetz-Bartley (Biokar Diagnostic, Franctzsko) po
48 £ 2 hod aerdbnej kultivacie pri teplote 37 = 1 °C.
Suspektné kolonie sa preockovali na krvny agar ana
selektivne médium obsahujtce 71¢, eskulin a azid (Biokar
Diagnostic, Francuzsko). Po potvrdeni izolatov k rodu
Enterococcus na zdklade morfologickych znakov
a biochemickych skusok sa vykonala druhova identifikacia
komerénym En-coccus testom (Pliva-Lachema, Ceska
republika).

U identifikovanych kmeniov sa stanovila citlivost' na
antibiotika - ampicilin 10 pg, erytromycin 15 pg,
gentamicin 10 pg, tetracyklin 30 pg a vankomycin 30 ug
pouzitim diskovej difuznej metdédy (HiMedia, India) podla
odportc¢ani CLSI (CLSI, 2005).

Nasledne sa hodnotil antibakterialny ucinok esencidlnych
olejov z tymidnu a rozmarinu na vybrané kmene. Kmene
enterokokov sa naockovali na GTK agar (HiMedia, India)
a kultivovali sa 24 hod pri teplote 37+ 1°C. Pre
experiment sa pripravila Cerstva bakteridlna suspenzia
VvV Mueller Hinton bujoéne s pociatoénou  hustotou
bakterialnej kultary priblizne 4 az 5 log KTJ.ml™. Potrebné
mnozstvo tymianového alebo rozmarinového esencialneho
oleja (Hanus, Slovensko) a 0,5 ml bakterialnej kultury sa
pridali do uzatvaratenych skumaviek so 4,5 ml zivného
bujonu (HiMedia, India). Pozitivna kontrola sa pripravila
so zivného bujonu a bakteridlnej kultiry avSak bez
esencialneho oleja. Negativna kontrola obsahovala Zivny
bujon a esencialny olej, ale bola bez naockovanej kultary
enterokokov. Prezivanie enterokokov sa hodnotilo po
24 hod inkubacii pri teplotaich 6 a25°C. Pocty
enterokokov sa stanovili na selektivnom diagnostickom
médiu Slanetz-Bartley (Biokar Diagnostic, Francizsko) pri
teplote 37 +1 °C po 48 +2 hod. Uvadzané vysledky st
vypocitané ako priemerné hodnoty z troch opakovani.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V modelovych pokusoch sa pracovalo s kmeniom
Enterococcus faecalis izolovanym z hydiny a s kmefiom
Enterococcus mundtii izolovanym z bravéového mésa.
Diskovou difiznou metéodou sa ukmena Enterococcus
faecalis zistila rezistencia na erytromycin, gentamicin
a tetracyklin, stredna rezistencia na ampicilin a citlivost’ na
vankomycin. U kmenia Enterococcus mundtii sa dokazala
pri tejto metdode rezistencia na ampicilin, stredna
rezistencia na gentamicin a tetracyklin a citlivost na
erytromycin a vankomycin.

Kmene enterokokov, izolované z kuracieho a hovidzieho
mésa, rezistentné prinajmenSom na 2 r6zne druhy
testovanych antibiotik zistili i Koluman et al. (2009),
pricom uvadzajl, ze az z 8 % vzoriek kuracieho maésa
izolovali vankomycin-rezistentné kmene enterokokov.
Alarmujace su vysledky Jung et al. (2007), ktori zistili
vankomycin-rezistentné kmene enterokokov v 77 %
vzoriek hydinového misa, v 38 % vzoriek hovédzieho
mésa a rovnako v 38 % vzoriek bravéového misa.

Hlavnym cielom prace bolo otestovat’ antibakterialnu
aktivitu  esencialnych  olejov  vo¢i  enterokokom.
Pre modelové pokusy sa vybrala tymianova a rozmarinova
silica. Z literatiry vyplyva, ze uinnymi latkami rozmarinu
st a - pinen (2 - 25 %), bornylacetat (0 - 17 %), gafor
(2 - 14 %), 1,8 - cineol (3 - 89 %) a v tymiane su to tymol
(10 - 64 %), karvakrol (2 - 11 %), v - terpinen (2 - 31 %)
ap- cymen (10 - 56 %) (Burt, 2004).
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Obr. 1 Antibakteridlna aktivita tymidnového oleja na

Enterococcus faecalis
K- 0 - pocty enterokokov na zaciatku pokusu
K - 24 - pocty enterokokov po 24 hodinach kultivacie
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Obr. 2 Antibakterialna aktivita rozmarinového oleja na

Enterococcus faecalis
K- 0 - pocty enterokokov na zaciatku pokusu
K - 24 - poéty enterokokov po 24 hodinach kultivacie
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Obr. 3 Antibakterialna aktivita tymianového oleja na

Enterococcus mundtii
K - 0 - pocty enterokokov na zaciatku pokusu
K - 24 - poéty enterokokov po 24 hodinach kultivacie
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Obr. 4 Antibakteridlna aktivita rozmarinového oleja na

Enterococcus mundtii
K - 0 - pocty enterokokov na zaciatku pokusu
K - 24 - pocty enterokokov po 24 hodinach kultivacie
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Doteraz nie je Standardny test pre hodnotenie
antibakteridlnej aktivity latok voc¢i mikroorganizmom
izolovanym z potravin. Marques et al. (2008) konstatuju,
ze vacsina uskuto¢nenych $tidii hodnoti antimikrobidlnu
aktivitu esencidlnych olejov v in vitro podmienkach pri
teplotach okolo 30 - 37 °C, zatial' ¢o skladovanie potravin
sa realizuje bezne aj pri chladiacich teplotach. Rovnako
upozoriiuju aj na fakt, ze vo vacsine studii sa uskutocnuju
pokusy S vysokou koncentraciou Startovacieho
bakteridlneho inokula (va&§inou 6 - 10 log KTJ.ml™).
Z tychto dovodov sa nase modelové pokusy realizovali pri
teplotich 6 °C a25°C so Startovacou pociatocnou
koncentraciou enterokokov na trovni 3 - 4 log KTJ.ml?,
Vv snahe o najviac sa priblizit’ podmienkam v potravinach.

Vysledky  antibakteridlnej  aktivity  tymidnového
a rozmarinového esencialneho oleja na testované kmene
enterokokov su znazornené na obrazkoch 1 az 4.

Ako vyplyva z vysledkov na obr. 1 az 4 esencidlny olej
z tymianu preukdzal v porovnani s rozmarinom vysSiu
antibakteridlnu aktivitu vo¢i obom testovanym kmefom
enterokokov pri oboch teplotach. Tymidnovy esencialny
olej pri koncentracii 0,01 % redukoval pocty enterokokov
a pri koncentracii 0,05 % spol'ahlivo inhiboval testované
enterokoky. V pripade rozmarinového esencialneho oleja
sa tiez zaznamenala redukcia poctu enterokokov, avSak ani
1 % koncentracia aplikovana v pripade kmena E. faecalis a
1,5 % koncentracia pouzitd v pripade kmenia E. mundtii
neboli dostato¢né na uplnt inaktivaciu pritomnej populacie
enterokokov. Z vysledkov na obr. 2 a4 (K - 24) zaroven
vyplyva, Ze rozvoj enterokokov zna¢ne obmedzuje aj nizka
kultivaéna teplota (6 °C). Pri tejto teplote sa zaroven zistil
niz§i antibakterialny efekt rozmarinového esencialneho
oleja v porovnani steplotou 25°C, ¢o mohlo zrejme
suvisiet s hor§Sim uvolnovanim uéinnych latok do
prostredia.

Porovnavanie vysledkov s publikovanymi tdajmi je
komplikované, pretoze vysledky modelovych pokusov st
ovplyviilované mnozstvom roznych faktorov asu
testované rézne skupiny mikroorganizmov. Selim (2011)
hodnotil antibakterialnu aktivitu 11 esencidlnych olejov
voci 13 kmenom vankomycin-rezistentnych enterokokov.
Z vysledkov jeho stadie vyplyva, Ze tymianovy olej bol
najicinnejsi a MIC 90 a MBC 90 bola 0,25 a 0,5 %. Podl'a
Jiang et al. (2011) MIC rozmarinového oleja kolise
Vv zavislosti od testovanych kmenov baktérii od 0,03 do 0,1
objemovych % a MBC od 0,1 do 0,5 objemovych %.
Antibakteridlnu aktivitu uvedeni autori sledovali pri
teplote 37 °C voci kmenom baktérii r. Staphylococcus,
Escherichia, Bacillus, Proteus a Pseudomonas.

Zaouali et al. (2010) porovnavali u¢innost
rozmarinového esencialneho oleja v zavislosti od variety
rozmarinu. Zich vysledkov vyplyva, ze MIC pre
Enterococcus faecalis bola na trovni 10 ul.ml™ pre extrakt
z Rosmarinus officinalis var. typicus a5 plml™ pre
Rosmarinus officinalis L. var. troglodytorum.

Bubonja-Sonje et al. (2011) sledovali antibakterialnu
aktivitu extraktov polyfenolov izolovanych z olivového
oleja, kakaa a z rozmarinu voci Listeria monocytogenes
a Listeria innocua. NajsilnejSiu antilisteridlnu aktivitu
vramci testovanych  extraktov — preukdzal  extrakt
zrozmarinu. MIC komer¢ného rozmarinového extraktu
bola 0,0830 + 0,023 mg.ml™ napriklad v porovnani s MIC
extraktu polyfenolov z olivového oleja 0,400+ 0,096 mg.ml™.

Okrem pokusov in vitro sa zistuju antimikrobialne
ucinky esencidlnych olejov na mikroorganizmy aj
v modelovych potravinovych systémoch. Vegera et al.
(2011) sledovali baktericidnu aktivitu hlavnych zloZiek
izolovanych okrem inych aj z rozmarinu a tymianu voci
patogénnym baktériam Escherichia coli a Staphylocooccus
aureus Vv mrkvovom napoji. Kyselina rozmarinova
izolovana z tymianu a zmesi tymian — Salvia — rozmarin
nebola dostatoéne G¢innd na inhibiciu oboch testovanych
kmenov pouzitych v uvadzanej praci.

Piskernik et al. (2011) testovali antimikrobidlnu
ucinnost’ rozmarinového extraktu aplikovaného do stavy
uvol'nenej zrozmrazenych kurciat a do zivného bujonu
vo¢i druhu Campylobacter jejuni. Zistili, ze uéinnost’
extraktu aplikovaného do §tavy je 4- krat nizSia. Zaroven
dokézali, ze prezivanie druhu Campylobacter jejuni
podporuje aj nizSia teplota.

Ucinok prirodnych antibakterialnych latok voéi typickej
kaziacej mikroflére mdsa v podmienkach in vitro a na
bravéovom vakuovo balenom mése sledovali Schirmer
a Langsrud (2010). MIC thymolu, cinnamalaldehydu,
allylisothiokyanatu, rozmarinového extraktu a extraktu
z grapefruitovych  semienok zistovali skuskou na
mikrotitraénych dostickach. Z ich experimentov vyplyva,
ze ani 10-nasobok MIC zistenej in vitro nebol efektivny na
rast mikroorganizmov vo vakuovo balenom bravéovom
mise. Na zaklade toho konstatuju, ze vysledky skusok na
mikrotitracnych dostickach nemozu byt priamo aplikované
V potravinach.

ZAVER

Na zaklade ziskanych vysledkov mozno konstatovat, ze
tymidnovy esenciadlny olej preukazal lepSiu antibakteridlnu
aktivitu ~ vo¢i  testovanym  kmetiom  enterokokov
V porovnani s rozmarinovym olejom. Koncentracia
tymianového oleja 0,05 % spolahlivo inaktivovala
populéciu testovanych enterokokov.

Rozmarinovy olej aj pri koncentraciach 1 % resp. 1,5 %
iba redukoval poclty enterokokov anepdsobil na
enterokoky letalne. Z vysledkov zaroven vyplyva, ze
vySSiu antibakterialnu aktivitu mali esencialne oleje pri
teplote 25 °C nez pri teplote 6 °C. Rastlinné esencialne
oleje maju potencial, aby sa vyuzivali v potravinarstve na
inhibiciu patogénnej ikaziacej mikroflory, je vsak
potrebné, aby sa okrem modelovych pokusov in vitro
hodnotil aj ich u¢inok priamo v potravinovej matrici.
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