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POVZETEK

Ljudje smo dandanes vse bolj izpostavljeni mikroorganizmom, ki imajo razli¢ne vplive na nase zdravje. Zaradi vse vecje
uporabe antibiotikov, €istil in drugih sinteti¢nih snovi, prihaja do rezistence patogenih mikroorganizmov. To otezuje
njihovo odstranjevanje, kar posledicno lahko pripelje do vedno vec¢ bakterijskih obolenj. Zaradi tega smo se v raziskavi
odlocili prouciti alternative sodobnim cistilom. V raziskavi smo uporabili etericna olja. Ugotavljali smo uc¢inkovitost
eteriCnih olj sivke, ingverja in smrekovih vrSickov pri odstranjevanju bakterije Escherichia coli in sposobnosti eteriénega
olja sivke pri odstranjevanju biofilmov. Uporabili smo 100 % koncentracije vseh ekstraktov, pri eteri¢nih oljih sivke pa
smo uporabljali tudi olja razredcena na 50 % in 25 %. Pri etericnem olju sivke smo preverjali tudi u¢inkovitost teh olj
pridobljenih iz rastlin leta 2022, 2023 in 2024. Na hranljivem mikrobioloskem gojis¢u smo najprej pripravili prekono¢no
kulturo bakterij E. coli, katero smo kasneje uporabljali v eksperimentalnem delu. Na gojis¢a smo nanasali diske, prepojene
z eteri¢nimi olji in na podlagi inhibicijskih con ugotavljali protimikrobno u¢inkovitost posamezne snovi. V drugem delu
poskusov, smo bakterije prenesli v mikrotitrske plosc¢e, v katerih smo vzgojili biofilm, ki smo ga v naslednjih korakih
tretirali z eteri¢nimi olji. Po izpostavitvi biofilma eteriénim oljem smo s €italcem mikrotitrskih plos¢ izmerili opticno
gostoto barvila kristal vijolicno, ki smo ga ekstrahirali iz prehodno obarvanih celic in ugotavljali ucinkovitost olj pri
odstranjevanju biofilmov. Za proucevana eteri¢na olja, smo dokazali u¢inkovitost pri unic¢evanju E. coli in odstranjevanju
biofilma. Na koli¢ino aktivnih snovi v rastlinah, lahko vplivajo tudi okoljski dejavniki, saj smo zaznali razlike med

posameznimi etericnimi oglji, glede na leto, ko so bile rastline nabrane.

Kljuéne besede: mikroorganizmi, Escherichia coli, antibiogram, biofilmi, etericna olja



ABSTRACT

Nowadays, people are increasingly exposed to microorganisms that have various effects on our health. Due to the
increasing use of antibiotics, cleaning agents and other synthetic substances, pathogenic microorganisms are becoming
resistant. This makes it difficult to remove them, which in turn can lead to more and more bacterial diseases. For this
reason, we decided to study alternatives to modern cleaners in the research. Essential oils were used in the research. We
determined the effectiveness of essential oils of lavender, ginger and spruce tops in removing Escherichia coli bacteria
and the ability of lavender essential oil in removing biofilms. We used 100% concentration of all extracts, and for lavender
essential oils we also used oils diluted to 50% and 25%. In the case of lavender essential oil, we also checked the
effectiveness of these oils obtained from plants in 2022, 2023 and 2024. We first prepared an overnight culture of E. coli
bacteria on a nutritious microbiological medium, which we later used in the experimental work. Discs soaked with
essential oils were applied to the cultures and the antimicrobial effectiveness of each substance was determined based on
the inhibition zones. In the second part of the experiments, we transferred the bacteria to microtiter plates, in which we
grew a biofilm, which was treated with essential oils in the next steps. After exposing the biofilm to essential oils, we
measured the optical density of the crystal violet dye, which was extracted from transiently colored cells, using a
microtiter plate reader, and determined the effectiveness of the oils in removing biofilms. For the studied essential oils,
we proved their effectiveness in destroying E. coli and removing biofilm. The amount of active substances in plants can
also be influenced by environmental factors, as we detected differences between individual ethereal charcoals, depending

on the year the plants were harvested.

Keywords: microorganisms, Escherichia coli, antibiogram, biofilms, essential oils
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SEZNAM KRATIC in OKRAJSAV

EHEC Enterohemoragicen sev Escherichia coli
EIEC Enteroinvazivni sev Escherichia coli
EPEC Enteropatogeni sev Escherichia coli
ETEC Enterotiksigeni sev Escherichia coli
e.0. Eteri¢no olje

E. coli Escherichia coli

PBS Fosfatni pufer (ang. Phospate-Buffered Saline)



1 UVOD

Mikroorganizmi ali mikrobi so organizmi, katerih ni mozno videti s prostim o¢esom. Vecina jih je za
¢loveka nenevarna in s ¢lovekom Zzivi v soZitju. Izjema so patogeni mikroorganizmi, kateri ¢loveku
lahko povzrocajo bolezni s spros¢anjem toksinov v medceli¢nino in posledi¢no v gostiteljsko celico.
Te delimo v pet glavnih skupin: bakterije, virusi, glivice, prazivali in helminti (Bartlett, 2020).
Bakterije se razmnozujejo zelo hitro in intenzivno z nespolnim procesom cepitve oz. delitve. Poleg
tega pa s procesom konjugacije izmenjujejo plazmide z okoliskimi bakterijami in s tem povecajo
gensko pestrost v populaciji. Z razvojem medicine in tehnologije se je zacelo podcenjevanje
mikrobov, kar jim je posledi¢no pomagalo pri razvijanju in Sirjenju. Ena izmed prilagoditev, katere
so dosegli mikroorganizmi je tvorba biofilmov. Ti so razlog za veliko bakterijskih okuzb. Tezave
povzrocajo v medicini, farmaciji in drugih panogah kot na primer v zivilski industriji. Pogosto so
razlog za navzkrizne kontaminacije. V zadnjih nekaj letih prihaja tudi do odpornosti bakterijskih

sevov na antibiotike in razkuzila (Kranjc, 2021).



2 TEORETICNA IZHODISCA

2.1 BAKTERIJE

Bakterije so prokariontske celice. To je bila prva vrsta celic, ki se je pojavil na Zemlji ob pojavu
zivljenja. Pojavile naj bi se Ze pred ve¢ kot 3,9 milijardami let (Vilhar et al., 2019).

Bakterije so po velikosti podobne arhejam. Merijo od 0,5 pm do 2 um. Poznamo tudi manjse in vecje
bakterije. Primer velike bakterije je zveplova bakterija (Thiomargarita namibiensis), kar je najvecja
odkrita bakterija na Zemlji in je velika od 100 do 750 um. Za razliko od vecine drugih prokariontov
jo lahko opazujemo s prostim ocesom. Bakterije najdemo v razli¢nih oblikah. NajenostavnejSe oblike
so koki (okrogle), bacili (paliCaste) in svedraste ter spiralne, pojavljajo pa se tudi bakterije v drugih

oblikah z razli¢nimi izrastki (Belusi¢ et al., 2019).

2.2 ESCHERICHIA COLI

E. coli spada v druzino Enterobacteriaceae in je prevladujoca bakterija v ¢revesni flori. Vecina sevov
je nepatogenih, nekaj pa je tudi takSnih (patogenih), ki lahko povzrocijo bolezen. Zaradi mutacij, pa
so nekateri sevi pridobili sposobnost povzro¢anja prebavnih, secnih in tudi nevroloskih bolezni.
Zaradi tega je E. coli eden izmed vodilnih povzrociteljev razli¢nih vrst diareje po celem svetu (Nataro
et al., 1998). Bakterije, ki predstavljajo vrsto E. coli lahko delimo v ve¢ razli¢nih sevov, kot so
enterotoksigeni sevi (ETEC), ki proizvajajo toksine iz toplotno labilnih in toplotno stabilnih
enterotoksinov. Poznamo tudi enteropatogeni sev E. coli (EPEC), ki proizvaja citotoksine in se
oprijema ¢revesnih celic in s tem moti transport elektrolitov. V skupino patogenih sevov Stejemo
enteroinvazivni sev (EIEC) in najkasneje odkrit enterohemoragicen sev (EHEC). Okuzba ¢loveka z
E. coli pogosteje kot iz zivalskih virov izvira iz so€loveka, saj imajo Zivalske vrste druge seve
bakterije kot ljudje. Pogosto do okuzb pride preko kontaminiranega mesa ali sirov, za diareine
okuzbe pa je najpogostejsi vzrok pitna voda, ki je fekalno onesnazena (Olsvik et al., 1991). Zato za
E. coli tudi pravimo, da je pokazatelj fekalnega onesnazenja, ki je lahko ¢loveSkega ali Zivalskega

izvora (Boelee et al., 2019).

E. coli ima palicasto obliko in je dolga priblizno od 1-3um, Siroka od 0,25 do 1um in ima celi¢en
volumen v razponu 0.6-0.7 um?, kar je priblizno enake velikosti kot mitohondrij (Reshes et al., 2007).
Bakterija ima fosfolipidni dvosloj oz. celi¢cno membrano, ki obdaja in izolira citoplazmo. Za oporo in
obrambo pred zunanjostjo ima celica tudi celi¢no steno iz peptidoglikana. Na zunanji membrani
celi¢ne stene so prisotni tudi lipopolisaharidi, ki imajo lahko kljuéni pomen za patogenost patogenih

sevov. Bakterija nima pravega jedra, namesto tega ima en krozni kromosom, ki se nahaja v



citoplazmi. E. coli se premika s pomocjo bickov (Slika 1), katere premika in vrti, da se odmakne od
nevarnih dejavnikov ali pa se pribliza ugodnemu okolju. Celica ima na zunanjosti kratke lasaste
tvorbe imenovane pili. Ti sluzijo procesu konjugacije, pri katerem pride do prenosa plazmidov, ki so
presezne molekule DNA, med organizmi in posledi¢no do nastanka rezistentnih bakterij. Prav tako

pa so lahko uporabni za pritrjevanje na povrsine (Achuth, 2024).

——

Slika 1: Escherichia coli (vir: Milic, 2024, slika je bila izdelana s pomocjo programskega orodja Procreate).

2.3 ETERICNA OLJA

Eteri¢na olja se ze od srednjega veka uporabljajo v baktericidne, medicinske, kozmeti¢ne in sanitarne
namene. Najpogosteje se pridobivajo s postopkom destilacije. Dokazano je, da imajo lahko pozitivne
ucinke na ziva bitja in na celice posameznih organizmov (Bakkali et al., 2008). Etericna olja pa so
uporabna tudi za odstranjevanje bakterij in upocasnitev njihovega razmnozevanja. V te namene se
uporabljajo vse pogosteje, zaradi odpornosti bakterij na kemikalije in zdravila. Bakterije na eteri¢na
olja rezistence e niso razvile ali pa je niso razvile v tako veliki meri kot na istila in razkuzila, saj se
v antibakterijske namene uporabljajo le kratek ¢as, njihova uporaba pa ni prekomerna kot pri vecini
Cistil, razkuzil in antibiotikov. Rastline eteri¢na olja v naravi proizvajajo za svojo korist, ¢lovek pa

jih pridobiva in uporablja na podrocjih, kjer je to potrebno oz. mozno (Nazzaro et al., 2013).

Eteri¢na olja so specificne kombinacije hlapnih spojin, katere proizvajajo rastline. Pridobivamo jih s
stiskanjem ali z destilacijo. Ze pred leti so poznali ve¢ kot 3000 razli¢nih eteri¢nih olj, okoli 300 jih
je komercializiranih in se uporabljajo v kozmeti¢nih, zivilskih, farmacevtskih in drugih industrijah

(Zuzarte et al., 2015).



2.3.1 Pridobivanje eteri¢nih olj

Za pridobivanje etericnih olj uporabljamo Stevilne stare in nove metode. Kljub modernizaciji so
starejSe tehnike Se vedno v uporabi predvsem zaradi cenejSega postopka ekstrakcije Zeljenih snovi.
Med klasi¢ne metode Stejemo hladno stiskanje, destilacijo, ekstrakcijo s topilom... Izbira tehnike je
odvisna tudi od vrste rastlinskega materiala (Freitas et al., 2023). Zaradi vse vecje industrializacije
eteri¢nih olj, so stare metode ponekod postale prepocasne, zato se za industrijske namene uporabljajo
inovativne metode ekstrakcije. To so ultrazvocna, impulzna elektricno podprta in superkriticna

tekocinska ekstrakcija ter s pomocjo ohmsko podprte tehnologije (Huo et al., 2024).

2.3.1.1 Parna destilacija

Parna destilacija je najpogostejSi nacin ekstrahirana eteri¢nih olj in predstavlja priblizno 93 % vsega
pridobivanja le teh. Ta vrsta destilacije je okolju prijazna, varna in enostavna. Njena vecja
pomanjkljivost pa je predvsem dolgotrajnost procesa. Na Sliki 2 je naprava za parno destilacijo
(Witeg). Destilacija poteka tako, da grelna posoda segreje vodo, ki se spremeni v paro. Ta para se
povzdigne skozi bucko, v kateri je rastlinski material. Vodni hlapi, nato iz rastlin izvzamejo naravne
snovi in jih odnesejo do hladilnika, kjer se para ob stiku s hladno povr§ino spremeni nazaj v tekoce
stanje. Nato se v zbiralnem nastavku loc¢ijo eteri¢na olja in hidrolat, ki je stranski produkt parne

destilacije (Nour et al., 2024).

Slika 2: Naprava za parno destilacijo (Witeg) (vir: Milic, 2024).



2.4 SIVKA (Lavandula sp.)

Sivka, (Slika 3) spada v druzino Lamiaceae - ustnatice in nato po sistematski razdelitvi druzine med
Ocimoideae. Najdemo jo po celem svetu. Glavne pridelovalke sivke so Bolgarija, Francija in
Kitajska. Uporablja se na podro¢ju medicine kot antibiotik in antioksidant, za zmanjSevanje in
odpravljanje stresa, za zdravljenje glavobolov in ziv¢nosti... Prav tako pa ima pomembno vlogo tudi
v kozmeti¢ni in Zivilski industriji. Sivko pogosto najdemo na vrtovih ljudi, v parkih in tudi drugje kot
okrasno rastlino. Pogosto je zasajena v mediteranskih obmorskih kampih, saj oddaja prijetne vonjave,
naj pa bi preganjala tudi komarje. Najdemo jo tudi v omarah, saj obleke prepoji z vonjem sivke, poleg
tega pa odganja molje. Zaradi tega je sivka ena izmed najbolj uporabljenih rastlin na Stevilnih

podrocjih kot so kozmeti¢na industrija, turizem in tudi medicina (Salahudin et al., 2023).

Slika 3: Sivka (Lavandula sp.) (vir: Milic, 2024, slika je bila izdelana s pomocjo programskega orodja Procreate).

2.4.1 Etereicno olje sivke

Etericno olje sivke se uporablja kot samostojen produkt ali kot dodatek Stevilnim zdravilom in
kozmeti¢nim produktom. Izdelki iz sivke se uporabljajo Ze stoletja, eteri¢na olja pa imajo tudi
protibakterijske uc¢inke. Ta naj bi imela tudi pomirjevalne in antidepresivne ucinke. Zaradi tega se ti

produkti uporabljajo po celem svetu (Cavanagh et al., 2005).



2.5 INGVER (Zingiber officinale)

Ingver je zelnata tropska trajnica iz druzine Zingiberaceae. Uporablja se v obliki olj, v prahu, svez,
konzerviran... Pogosto ga najdemo v zivilski industriji in tudi v medicini (Vasala, 2012). Uporablja
se predvsem ingverjeva korenika (Slika 4). Ta ima Stevilne zdravilne u¢inke kot so preprecevanje

slabosti, bruhanja in vrtoglavice, prav tako pa pomaga pri tezavah s ¢revesjem (Langner et al., 1998).

Slika 4: Korenika ingverja (Zingiber officinale) (vir: Mili¢, 2024, slika je bila izdelana s pomocjo programskega orodja
Procreate).

2.5.1 Eteri¢no olje ingverja

Ingverjevo eteriéno olje ima $tevilne zdravilne u¢inke. Ze v preteklosti so ga uporabljali na Kitajskem
in tudi v drugih Azijskih drzavah. Danes se zaradi vecjih potreb na trgu, goji Ze po celem svetu.

Pridobivamo ga iz suhe ali sveze korenike ingverja (Munda et al., 2018).

Eteri¢no olje ima $tevilne terapevtske in analgeti¢ne ucinke. Prav tako pa se uporablja tudi v medicini.
Raziskave pa so pokazale, da bi naj 5% raztopina eteri¢nega olja krepko zmanjSala pooperativne

slabosti in bruhanja (Geiger, 2005).

2.6 SMREKOVI VRSICKI (Picea abies)

Smrekovi vrsicki (Slika 5), so del navadne smreke (Picea abies). Rastejo kot podaljsek na koncu veje,
v Casu rasti drevesa, spomladi. Navadna smreka, je ena najpogostejsih iglavcev v Evropi. Veliko
vrednost predstavljajo predvsem lesni izdelki iz masivnega smrekovega lesa. Smrekovi vrsicki se

uporabljajo v medu, ¢ajih in tudi v obliki drugih napitkov (Jansson et al., 2013).



Slika 5: Smrekovi vrsicki (Picea abies) (vir: Mili¢, 2024, slika je bila izdelana s pomocjo programskega orodja
Procreate).

2.6.1 Eteri¢no olje smrekovih vriickov

Eteri¢no olje iz smrekovih vrSi¢kov se pridobiva s postopkom parne destilacije. To olje ima izjemne
antioksidativne lastnosti. Prav tako, ima tudi moc¢no protimikrobno delovanje. Zaradi se lahko

uporablja kot naravno protimkrobno sredstvo (Zeng et al., 2012).

2.7 BIOFILMI

Biofilm je skupek celic pritrjenih na podlago. Nastane s tvorjenjem tanke plasti iz vode, organskih
snovi in mikroorganizmov. Zaradi tega imajo biofilmi klju¢no vlogo pri varovanju bakterij in pri
njihovem pritrjevanju na podlago. Ker prisotnost biofilmov predstavlja nevarnosti v razli¢nih
industrijah, jih je potrebno odstraniti oz. prepreciti njihov nastanek. Za to uporabljamo spojine z
biocidnim u¢inkom, a so te v veliki vecini slabo u¢inkovite. Zaradi tega, so se zacele uporabljati druge
snovi, kot so etericna olja (Dabi¢, 2022). Tvorba biofilma poteka v petih fazah (Slika 6). Prva stopnja
nastanka je pritrditev plavajocih bakterijskih celic na povrsino. V drugi fazi so celice Sibko pritrjene,
nato se formirajo mikro kolonije pri tem pa jim pomagajo bakterijski izrastki, kot so bicki, pili, flagele
in fimbrije. Bakterije se razmnoZujejo in tvorijo mikrokolonije ter pri¢nejo s tvorbo ekstracelularnih
polimernih substanc. Biofilmski matriks obda bakterije in ovira delovanje protimikrobnih snovi.
Biofilm na ta nacin raste ter zori. VCasih se zaradi zunanjih vplivov del biofilma odlus¢i in

mikroorganizmi se lahko sprostijo v okolje kot planktonske celice (Tuon et al., 2023; Liu et. al, 2024).
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Slika 6: Proces nastajanja biofilmov (vir: Liu et al., 2024).



3 NAMEN, CILJI in HIPOTEZE

3.1 NAMEN

Namen raziskovalne naloge je bil ovrednotiti potencial eteri¢nega olja sivke, ingverja in smrekovih
vrsickov za uniCenje oz. znizanje Stevila E. coli ter raziskati uCinkovitost etericnih olj sivke za
odstranjevanje biofilmov iz povrsin. Z rezultati zelimo odkriti najprimernejSe alternative sodobnim

Cistilom in razkuzilom, na katera imajo danasSnje bakterije vse ve¢jo odpornost.

3.2 CILJI

Cilji raziskovalnega dela so bili:

e Ugotoviti, kateri izmed izbranih ekstraktov eteri¢nih olj (sivka, ingver, smrekovi vrsicki)
je najucinkovitejsi pri odstranjevanju E. coli.

e Ugotoviti razlike v u€inkovitosti odstranjevanja oz. zniZanja Stevila E. coli med razli¢nimi
generacijami (2022, 2023, 2024) in razlicnimi koncentracijami (100 %, 50 %, 25 %)
eteri€nega olja sivke.

e Ovrednotiti in primerjati sposobnosti odstranjevanja biofilmov z ekstrakti sivke razlicnih

generacij (2022, 2023, 2024) in razli¢nih koncentracij (50 %, 25 %).

3.3 HIPOTEZE

HI: Izbrana eteri¢na olja imajo antibakterijske lastnosti in so u¢inkovita pri odstranjevanju E. coli.
H2: Eteri¢na olja vi§jih koncentracij, bodo bolj u¢inkovita pri odstranjevanju E. coli kot razred¢ena
eteri¢na olja.

H3: Med razli¢nimi generacijami eteri¢nega olja sivke bodo opazne razlike v u€inkovitosti.

H4: Eteri¢na olja sivke so primerna za odstranjevanje biofilmov iz povrsin.



4 MATERIALI IN METODE DELA

V okviru raziskave smo uporabljali tri razli€ne generacije (rastline nabrane leta 2022, 2023, 2024) in
tri razlicne koncentracije (100 %, 50 %, 25 %) eteri¢nega olja sivke (Lavandula sp.) (Slika 7), eteri¢no
olje ingverja (Zingiber officinale) in smrekovih vrSickov (Picea abies), za ugotavljanje
antimikrobnega delovanja zoper E. coli. V drugem delu raziskave smo ugotavljali u¢inkovitost
ekstrakta sivke pri odstranjevanju biofilmov. Uporabili smo 50 % in 25 % koncentracijo eteri¢nega
olja, generacij 2022, 2023, 2024.

Prakti¢ni del raziskovanja je potekal od junija 2024 do septembra 2024. Eksperimente smo izvajali v
laboratoriju Zdravstvene fakultete Univerze v Ljubljani. Eteri¢na olja smrekovih vrSickov in ingverja

smo izdelali sami, eteri¢na olja sivke smo pridobili iz zbirke eteri¢nih olj Zdravstvene fakultete.

41 MATERIALI in PRIPOMOCKI

V raziskavi smo uporabili naslednji material:

- Standardni sev bakterije E. coli ATCC 35218,

- eteri¢no olje sivke-generacija 2022, 100 % koncentracija,

- eteri¢no olje sivke-generacija 2023, 100 % koncentracija,

- eteri¢no olje sivke-generacija 2024, 100 % koncentracija,

- eteri¢no olje sivke-generacija 2022, 50 % koncentracija,

- eteri¢no olje sivke-generacija 2023, 50 % koncentracija,

- eteri¢no olje sivke-generacija 2024, 50 % koncentracija,

- eteri¢no olje sivke-generacija 2022, 25 % koncentracija,

- eteri¢no olje sivke-generacija 2023, 25 % koncentracija,

- eteri¢no olje sivke-generacija 2024, 25 % koncentracija,

- eteri¢no olje ingverja-generacija 2024, 100 % koncentracija,
- eteri¢no olje smrekovih vrsi¢kov-generacija 2024, 100 % koncentracija,
- Tween 80,

- antibiotik Cefoxitin (pozitivna kontrola 1),

- vodikov peroksid (H, 0,, pozitivna kontrola 2),

- fizioloSka raztopina (negativna kontrola),

- ENDO agar,

- fosfatni pufer (PBS),



- destilirano vodo (d.H,0),

- navadni bujon,

- barvilo kristal vijoli¢no,

- etanol (C,Hs;O0H),

- hranilno mikrobioloSko gojis¢e (navadni agar),
- petrijevke,

- epruvete,

- mikrotitrske plosce (s 24 in 96 odprtinami),
- avtomatske pipete,

- nastavki za pipete,

- cepilno zanko,

- celulozne diske,

- in drugi drobni material.
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Slika 7: Etericna olja sivke (vir: Milic, 2024).

4.1.1 Oprema

- Inkubator (Memmert),

- aspiracijski sistem oz. vakuumska ¢rpalka (Integra Vacusafe),
- &italec mikrotitrskih plos¢ Infinite 200® PRO (Tecan),

- sterilizator NC 40M® (NUVE),

- laboratorijska tehtnica,

- laboratorijski gorilnik,

- parni destilator (Witeg).



4.2 METODE DELA

4.2.1 Parna destilacija

Za namen pridobitve eteri¢nih olj smo uporabili parni destilator Witeg. Sami smo pridobili eteri¢no
olje smrekovih vrSi¢kov in ingverja. Smrekove vrSicke smo nabrali in takoj naslednji dan izvedli
parno destilacijo s svezimi vrSicki. Korenine ingverja smo kupili in jih ocistili, zmleli ter za
ekstrakcijo uporabili grobo mleti ingver.

Skica parnega destilatorja je prikazana na Sliki 8.

V bucko (2) smo nalili destilirano vodo. To vodo je segrela grelna posoda (1). Ko je voda zacela vreti
in se spreminjati v paro, se je dvignila v bucko (3), kjer se je nahajal naravni material (smrekovi
vrsicki, ingver). Voda je iz rastlin ekstrahirala snovi in jih ponesla do hladilnika (4). Para v hladilniku
kondenzira nazaj v tekocino. V zbiralniku (5) se je nabralo eteri¢no olje, v posodici (6) pa stranski

produkt hidrolat.

Slika 8: Sistem za parno destilacijo (Witeg) (vir: Milic, 2024, slika je bila izdelana s pomocjo programskega orodja
Procreate).



4.2.2 Testne bakterije

Pri raziskavi smo uporabili standardni sev bakterije E. coli ATCC 35218, pridobljene iz banke
mikroorganizmov Brno, Ceska, ki je bil shranjen v zbirki mikroorganizmov Zdravstvene fakultete

Univerze v Ljubljani.

4.2.3 Priprava hranilnega agarja in ENDO agarja

V 250 mL steklenicko smo dodali 4,6 g Ze prej odtehtanega hranilnega agarja v prahu in dodali 200
mL destilirane vode. V drugi steklenicki smo zmesali 4 g ENDO agarja in 100 mL destilirane vode.
Vse skupaj smo pretresli in raztopili. Raztopina navadnega agarja je bila rumene barve, raztopina
ENDO agarja pa roza barve. ENDO agar smo uporabili kot selektivno gojis¢e za E. coli, na hranilnem
agarju smo naredili antibiogram oz. test obcutljivosti E. coli. Ko smo koncali z meSanjem, smo
steklenicke priprli in na njih nalepili indikatorski trak. Nato smo vse skupaj postavili v sterilizator
NC 40M® (NUVE), ki ga prikazuje Slika 10. Po koncani sterilizaciji indikatorski trak dobi &rno
obarvane Crte, ko je sterilizacija koncana oz. Ce je bila sterilizacija uspesna (Slika 9).

Sterilizacija je potekala 15 minut pri 121°C. Po sterilizacij smo dobili gojisca brez mikroorganizmov
in spor. Nato smo agar Se v tekoc¢i obliki prelili v petrijevke in s tem pripravili gojis¢a za nadaljevanje

eksperimentalnega dela.

— ;
Slika 9 in 10: Sterilizirani materiali in aparatura za sterilizacijo NC 40M® (NUVE) (vir: Milic, 2024).



4.2.4 Priprava bakterijskih kultur

En dan pred izvedbo poskusa, smo v epruveto z navadnim bujonom, s pomocjo cepilne zanke prenesli
bakterijske kolonije E. coli in ¢ez no¢ inkubirali pri temperaturi 37 °C. Tako smo dobili t.i.
prekonocno kulturo. Naslednji dan smo 500 pL prekonoc¢ne kulture prenesli v 50 mL navadnega
bujona in tako dobili suspenzijo bakterijskih celic, ki smo jo s sterilnim brisom nanesli na gojisce v

petrijevki s hranilnim agarjem.

4.2.5 Redcenje eteri¢nih olj

Ker so etericna olja netopna v vodi, smo za red¢enje uporabili Tween 80. Ta je bil uporabljen kot
emulgator. Za redCenje eteri¢nih olj sivke smo dodali Tween 80 v razmerju 1:1. Uporabili smo 10
mL etericnega olja sivke vsake generacije in 10 mL emulgatorja. Tako smo dobili 50 % koncentracijo
ekstrakta. Za pridobivanje 25 % koncentracije, smo Ze razred¢eni snovi ponovno dodali emulgator v

enakem razmerju in v enaki koli€ini kot je bil uporabljen za pridobivanje prve razred¢ine.

4.2.6 Priprava mikrotitrskih plos¢

Mikrotitrske plos¢e smo uporabili v poskusih, s katerimi smo preverjali u€inkovitost eteri¢nih olj pri
odstranjevanju biofilma iz povrSin. V mikrotitrsko plos¢o s 24 odprtinami (Slika 11) smo v utorcke
v prvih treh vrstah dodali 0,5 mL navadnega bujna in enako koli¢ino prekonocne bakterijske kulture
E. coli. Zadnja vrsta je bila kontrolna, zato ni imela bakterij. Nato smo plosco dali v inkubator na
temperaturo 37 °C za 1 uro. V utorih, kjer je bila dodana bakterijska kultura, se je v eni uri ustvaril

biofilm.
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Slika 11: 24 mestna mikrotitrska plosca (vir: Mili¢, 2024, slika je bila izdelana s pomocjo programskega orodja
Procreate).




4.2.7 Protimikrobno delovanje eteri¢nih olj (antibiogram)

Za ugotavljanje protimikrobnega delovanja eteri¢nih olj smo uporabili gojisca z naneseno bakterijsko
kulturo E. coli (priprava je opisana v poglavju 4.2.4). Vsako petrijevko smo razdelili na 3 ali 4 dele
(Sliki 12 in 13). Nato smo v vsako tretjino oz. ¢etrtino namestili disk prepojen z eteri¢nim oljem.
Diske smo pripravili tako, da smo s pipeto na vsak disk dodali po 20 pL etericnega olja in pocakali,
da se je eteri¢no olje vpilo v disk. Na gojis€e v prvi petrijevki smo namestili diske z razli¢nimi
koncentracijami etericnega olja sivke generacije 2022, na drugo tri koncentracije eteri¢nega olja sivke
iz leta 2023 na tretjo pa eteri¢na olja sivke iz leta 2024. V petrijevke razdeljene na Cetrtine smo nanesli
po dva diska z eteri¢cnim oljem ingverja in po dva diska prepojena z oljem smrekovih vrsickov. V
zadnjo petrijevko pa smo namestili dve pozitivni in eno negativno kontrolo. Pozitivna kontrola 1 je
bila antibiotik Cefoxitin (30 pg), druga pozitivna kontrola 2 je bil vodikov peroksid (10 %
koncentracija), negativna kontrola pa je bila fizioloska raztopina. Pri pozitivnih kontrolah smo morali
dobiti veliko inhibicijsko cono, pri negativni pa te ni smelo biti. Poskus smo ponovili trikrat. Prikazal

nam je protimikrobno delovanje eteri¢nih olj proti bakteriji E. coli.

Slika 12 in 13: Petrijevke z naneSeno bakterijamisko suspenzijo (levo) in petrijevke z diski, prepojenimi z etericnimi olji
(desno)(vir: Milic, 2024).

4.2.8 Odstranjevanje biofilma z eteri¢nimi olji

Za preverjanje ucinkovitosti eteri¢nih olj pri odstranjevanju biofilmov smo uporabili pripravljene
mikrotitrske plosce iz poglavja 3.2.6. Izbrali smo etericna olja sivke iz let 2022, 2023, 2024 v dveh
koncentracijah (50 % in 25 %). Uporabili smo mikrotitrsko plos¢o, v kateri je bil predhodno
ustvarjen biofilm. Bakterije so bile prisotne le v prvih treh vrstah plos¢e (Tabela 1, vrstice A, B, C).

Sprva smo vsebino vsakega utorcka (bakterijsko suspenzijo) previdno izsesali s pomocjo vakuumske



¢rpalke (Integra Vacusafe), da nismo poSkodovali biofilma. Nato smo v vsako odprtino odpipetirali
500 pL fosfatnega pufra (PBS), s katerim smo odstranili nepritrjene celice. Za tem smo PBS izsesali.
Nato smo v vsak utoréek dodali 500 puL etericnega olja, z namenom, da preverimo, ali bo olje
odstranilo ustvarjen biofilm. Eteri¢no olje smo pustili delovati 10 minut. Po desetih minutah smo
etericno olje izsesali in ponovno dodali 500 uL PBS, da smo eteri¢no olje res odstranili. V vsak utor
smo dodali po 500 pL barvila kristal vijoli¢no, ki smo ga pustili delovati 5 minut. Barvilo je obarvalo
bakterijske celice, ki so bile na podlagi (Slika 14). Za tem smo barvilo odsesali, dodali PBS (500 puL)
in izsesali tudi tega. Na koncu smo v vsak utor dodali $e 500 pL etanola (96 %) za 2 minuti. Z dodanim
etanolom smo ekstrahirali barvilo iz celic.

Iz vsakega utora na 24 mestni mikrotitrski plos¢i, smo prenesli po 200 pL etanola z barvilom kristal
vijoli¢no v utore na 96 mestni mikrotitski plosci (Slika 15). To smo polozili v Citalec mikrotitrskih
plos¢ 200® PRO (Tecan) (Slika 16). S pomocjo racunalniskega programa smo oznaéili ustrezne
parametre in postopke, ki jih naj aparat naredi pred meritvami (Slika 17). Postopek se je zacel s pet
sekundnim orbitalnim tresenjem (aparatura je vzorec vrtela v krozni obliki). Nato je aparatura v vsaki
odprtini pomerila opti¢no gostoto pri 620 nm valovne dolzine in to po S$tiri meritve na odprtino.
Program nam je po koncu meritev izracunal povpre¢no vrednost za te Stiri meritve v posamezni

odprtini in izpisal rezultate opticne gostote za vse vzorce.

Tabela 1: Prikaz vsebin utorckov 24 mestne mikrotitrske plosce.

Bakterije  +

Bakterije  +
e.o. sivke
(2022/50 %)

Bakterije  +
e.o. sivke
(2023/50 %)

Bakterije  +
e.o. sivke
(2024/50 %)

Bakterije  +
e.o. sivke
(2022/25 %)

Bakterije  +
e.o. sivke
(2023/25 %)

e.o. sivke
(2024/25 %)

Bakterije  +
e.o. sivke
(2022/50 %)

Bakterije  +
e.o. sivke
(2023/50 %)

Bakterije  +
e.o. sivke
(2024/50 %)

Bakterije  +
e.o. sivke
(2022/25 %)

Bakterije  +
e.o. sivke
(2023/25 %)

Bakterije  +
e.o. sivke
(2024/25 %)

Kontrola:
bakterije brez
olja

Kontrola:
bakterije brez
olja

Kontrola:
bakterije brez
olja

Kontrola:
bakterije brez
olja

Kontrola:
bakterije brez
olja

Kontrola:
bakterije brez
olja

Kontrola brez
bakterij

Kontrola brez
bakterij

Kontrola brez
bakterij

Kontrola brez
bakterij

Kontrola brez
bakterij

Kontrola brez
bakterij

Legenda: e.o. = etericno olje, (2022/50) = letnik etericnega olja/koncentracija etericnega olja




Slika 14: Tretirana mikrotitrska plosca s 24 utori z obarvanimi biofilmi (zgornji dve vrstici) (vir: Milic, 2024).

Slika 16: Citalec mikrotitrskih plos¢ Infinite 200°® PRO (Tecan) (vir: Milic, 2024).
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Slika 17: Izpis racunalniskega program za merjenje opticne gostote (vir: Milic, 2024).




S REZULTATI

Raziskava je bila sestavljena iz dveh delov. Ugotavljali smo sposobnosti eteri¢nih olj pri uni¢evanju
E. coli s pomocjo antibiograma, z merjenjem opti¢ne gostote pa smo raziskovali ucinkovitost

eteri¢nih olj pri odstranjevanju biofilmov. Rezultati so razvidni iz tabel 2 in 3.

5.1 REZULTATI PROTIMIKORBNEGA DELOVANJA ETERICNIH OLJ

Tabela 2 prikazuje velikost premera inhibicijskih con izbranih eteri¢nih olj in kontrol. Pri
interpretaciji rezultatov, smo upostevali povprecne vrednosti premerov. Iz Tabele 2 je razvidno, da je
imelo 100 % eteri¢no olje sivke letnik 2023 izmed vseh snovi najbolj izrazito inhibicijsko cono, torej
najucinkovitejSe delovanje na E. coli. Vse snovi so imele ucinek pri unicevanju bakterij, razen
negativne kontrole (kar je Zeljeni rezultat) in eteri€nega olja ingverja, ki je le pri enem od treh
ponovitev pokazalo u€inkovitost. Pri posameznih koncentracija eteri¢nih olj med leti ni bilo velike
razlike, razen pri 100 % koncentraciji etericnega olja sivke, kjer je eteri¢no olje letnika 2023 izrazito
izstopalo (Slika 18). Rezultat je bil celo boljsi od pozitivne kontrole 1 (antibiotik) in tudi od pozitivne
kontrole 2 (vodikov peroksid). Snov z najmanj$im antibakterijskim delovanjem je poleg fizioloske
raztopine bilo eteri¢no olje ingverja (Slika 19). To je od najucinkovitejSe snovi (eteri¢no olje sivke
(letnik 2023/100 % koncentracija) odstopalo za 4,1 cm, kar pomeni, da je bilo priblizno 15x manj

uc¢inkovito. Poskus smo ponovili trikrat v dveh paralelkah.



Tabela 2: Prikaz rezultatov antibiograma, premer inhibicijskih con v cm.

‘ Velikost premera inhibicijskih con antibiogramov izbranih eteri¢nih olj in kontrol (cm)

Eteri¢no olje 1. meritev 2. meritev 3. meritev Povprecje meritev
(leto/koncentracija)

€.0. sivke 1,5 1,6 1,5 1,5
(2022/100%)

e.0. sivke 3,6 42 5,5 4.4
(2023/100%)

e.o. sivke 1,5 1,5 1,4 1,5
(2024/100%)

e.o. sivke 1,1 1,1 1,6 1,3
(2022/50%)

€.0. sivke 1,2 0,9 1,2 1,1
(2023/50%)

€.0. sivke 1,6 1,1 1,5 14
(2024/50%)

€.0. sivke 0,9 0,9 1,1 1

(2022/25%)

e.o. sivke 1 1 1 1
(2023/25%)

e.o. sivke 0,7 0,8 0,9 0,8
(2024/25%)

e.0. ingverja 0 0,9 0 0,3
(2024/100%)

e.o. smrek. vrSickov 1,9 1,8 0,7 1,5
(2024/100%)

Antibiotik Cefoxitin 2,2 2,1 2,3 2,2
(poz. 1)

Vodikov peroksid 1,9 1,2 2,7 1,9
10% (poz. 2)

Fizioloska raztopina 0 0 0 0
(Neg. 1)

Legenda: e.o. = etericno olje, (2022/100) = letnik etericnega olja/koncentracija etericnega olja



Slika 18: Inhibicijske cone 100 % koncentracije etericnega olja sivke letnika 2023 (vir: Milic, 2024).

Slika 19: Inhibicijske cone 100 % koncentracije etericnih olj smrekovih vrsickov in ingverja letnika 2024 (vir: Milic,
2024).

5.1.1 Primerjava u€inkovin eteri¢nih olj s pozitivnimi kontrolami

Kot pozitivni kontroli smo uporabili antibiotik Cefoxitin in 10 % raztopino vodikovega peroksida.
Pri uni¢evanju bakterij E. coli je bil antibiotik u¢inkovitejsi od vodikovega peroksida, zato smo za

nadaljnje primerjave uporabili antibiotik.

Ucinkovitejsi antibiotik Cefoxitin je imel premer inhibicijske cone 2,2 cm. Edina snov u¢inkovitejsa
od tega je bilo 100 % eteri¢no olje sivke generacije 2023 z inhibicijsko cono 4,4 cm. To je dvakrat
ucinkovitejse delovanje kot antibiotik. Slabse delovanje so imeli vodikov peroksid, eteri¢no olje sivke

letnikov 2024 in 2022 v 100 % koncentraciji, katera pa imata primerjalno med njima enako



ucinkovanje. Prav tako je enako uc¢inkovito etericno olje smrekovih vrsickov (1,5 cm). Na podlagi
rezultatov lahko zaklju¢imo, da je najucinkovitejSe etericno olje sivke generacije 2023, nato olje iz

leta 2022 in ter 2024, najmanj u¢inkovito eteri¢no olje ingverja.

5.2 REZULTATI ODSTRANJEVANJA BIOFILMA Z ETERICNIMI OLJI

Pri poskusih odstranjevanje biofilma iz povrsin s pomocjo eteri¢nega olja smo uporabili metodo
merjenja opticne gostote predhodno obarvanih bakterijskih celic. Rezultati so prikazani v Tabeli 3.

Najvecja opti¢na gostota je bila v odprtinah, kjer so bile netretirane bakterije (meritve vrstice C). Ti
rezultati predstavljajo celotno koli¢ino biofilma, ki se je ustvaril na povrS§inah. NajmanjSa vrednost
opti¢ne gostote je pri kontroli brez bakterij (meritve vrstice D). Ceprav v teh utorih ni bilo bakterijske
kulture, je barvilo kristal vijoli¢no obarvalo povrsino. Barvila je tako malo, da ga s prostim ocesom

sploh nismo zaznali.

Tabela 3: Vpliv eteri¢nega olja sivke v razlicnih koncentracijah na odstranjevanje biofilma E. coli.

0,4135 0,4089 0,4239
0,2795 0,3175 0,3737
0,3512 0,32375 0,32865
0,3481 0,3500 0,3754
0,41715 0,42795 0,47945
0,32665 0,35185 0,3944
0,3585 0,38595 0,3929
0,3683 0,3886 0,4222
0,4888 0,5584 0,5611

0,51 0,5362 0,5358
0,5314 0,5571 0,5597
0,5100 0,5505 0,5522
0,2405 0,2679 0,2672
0,2403 0,2787 0,2575
0,2505 0,2308 0,2755
0,2437 0,2591 0,2667

Legenda: e.o. — eteri¢no olje



NajucinkovitejSe preucevano eteri¢no olje pri odstranjevanju biofilmov je bila 50 % koncentracija
eteri¢nega olja sivke, letnika 2022, sledi olje iz leta 2023, prav tako 50 % koncentracije in nato olje
25 % koncentracije iz leta 2022. Najslabse je na biofilm delovalo eteri¢no olje s 25 % koncentracijo
iz leta 2024. Ostala olja sivke (2023, 2024/25 % koncentracija) so pokazala podobno delovanje. Pri
odstranjevanju biofilma je bilo najmanj ucinkovito eterino olje sivke iz leta 2024 v 25 %

koncentraciji. Poskus smo ponovili trikrat, v dveh paralelkah.



6 RAZPRAVA

V zadnjih letih velikokrat sli§imo o vse ve¢ji odpornosti mikroorganizmov na Cistila in razkuzila, kar
je Stevilne znanstvenike pripeljalo do tega, da so zaceli raziskovati u€inkovitost naravnih snovi pri
boju z mikroorganizmi (Gavari¢ et al.; 2015, Fink et al., 2018; Oder et. al, 2024). Naravne snovi
predstavljajo velik potencial za nadomestitev klasi¢nih Cistil in razkuzil, saj rezultati analiz kazejo
dobre rezultate, poleg tega pa praviloma niso Skodljive za zdravje ljudi in zaradi biorazgradljivosti ne

predstavljajo obremenitve za okolje kot razli¢na kemicna sredstva (Samanta et al., 2013).

V sklopu raziskave smo Zeleli raziskati protimikrobno delovanje eteri¢nih olj na bakterije E. coli in

njihov ucinek na odstranjevanje biofilmov iz povrsin.

6.1 RAZPRAVA REZULTATOV ANTIBIOGRAMA

Na podlagi rezultatov analiz, s katerimi smo preucevali protimikrobno delovanje eteri¢nih olj proti
E. coli, so bila vsa eteri¢na olja u¢inkovita. Med njimi sicer prihaja do razlik in vidimo lahko (Tabela
2), da je bilo najucinkovitejSe etericno olje sivke pri 100 % koncentraciji letnika 2023, pri katerem je
bil premer inhibicijske cone 4,4 cm. To je celo boljsi rezultat kot pri antibiotiku in vodikovem
peroksidu, ki smo ju uporabili kot pozitivno kontrolo. Za taksne razlike med olji sivke so lahko krivi
okoljski vplivi. To potrjujeta tudi Baser in Buchbauer (2010), ki sta ugotovila, da je vsebnost oziroma
tvorba aktivnih komponent v oljih zelo odvisna od podnebnih pogojev, letnega Casa nabiranja rastlin,
son¢nega obsevanja, temperature in vlage.

Ostala uporabljena eteri¢na olja sivke so bila precej manj ucinkovita kot olje iz leta 2023 in njihovi
rezultati inhibicijskih con so podobni (med 1 in 1,5 cm). Je pa zanimivo, da nismo zaznali bistvenih
razlik med razli¢nimi koncentracijami eteri¢nih olj, kar pa je v nasprotju z ugotovitvami nekaterih
avtorjev, ki so preucevali podobna podrocja (Shi et al., 2018; Kan et. al, 2019). Na podlagi tega lahko
sklepamo, da z razred¢itvijo nismo bistveno zmanjSali protibakterijskega delovanja snovi. Ti sklepi
nam lahko pomagajo pri iskanju bolj ekonomicnih in cenejsih alternativ sodobnim ¢istilom, zato bi
bilo smiselno preveriti Se antibakterijsko delovanje eteri¢nih olj Se nizjih koncentracij (npr. 1%).
Najmanj u¢inkovito je bilo olje ingverja, kar nas je presenetilo, saj ingverju pripisujejo protimikrobno
delovanje (Cavanagh et al., 2005). U¢inkovitost etericnega olja smrekovih vrsickov je primerljiva z
rezultati sivke (razen tistega iz leta 2023).

Ker smo dokazali, da so etericna olja lahko zelo ucinkovita tako pri znizevanju Stevila
mikroorganizmov, bi jih lahko uporabili kot alternativo konvencionalnim ¢istilom in dezinfekcijskim

sredstvom.



6.2 REZULTATI MERJENJA OPTICNE GOSTOTE PRI ODSTRANJEVANJU
BIOFILMOV

V drugem delu raziskave smo z merjenjem opti¢ne gostote preverjali uinkovitost eteri¢nih olj sivke
pri odstranjevanju biofilma iz povrsin. Rezultati za vse uporabljene snovi kaZzejo pozitivni u€inek pri
odstranjevanju biofilmov E. coli iz podlage. Najboljsa snov za odstranjevanje biofilma je bilo etericno
olje sivke v 50 % koncentraciji generacije 2022. Eteri¢no olje s 25 % koncentracijo iz leta 2022, je
imelo boljsi ucinek na biofilm kot tisto iz leta 2024 v 50 % koncentraciji. Torej koncentracija
eteri¢nega olja nima vpliva na njegovo ucinkovitost, kar so ugotovili tudi Duarte in sodelavci (2016).
V svoji raziskavi so ugotovili, da razli¢ne koncentracije etericnega olja koriandra bistveno ne vplivajo
na ucinkovitost pri odstranjevanju biofilmov. Prav nasprotno pa so ugotovili Thompson in sodelavci
(2013), ki pravijo, da je med naravnimi Cistilnimi sredstvi najve¢ celic s povrSine odstranilo borovo
biofilma, torej povrsin, na katerih so bile bakterije in jih nismo tretirali z eteri¢nimi olji lahko vidimo,

da so bila prav vsa eteri¢na olja u¢inkovita pri odstranjevanju biofilma iz povrsin.



7 ZAKLJUCKI

V raziskavi smo preucili razlicna etericna olja in ugotavljali njihova antimikrobna delovanja na
E. coli ter njihovo u€inkovitost pri odstranjevanju biofilmov. S pomocjo antibiogramov smo spoznali
in ovrednotili sposobnost izbranih snovi pri uni¢evanju E. coli. Na podlagi rezultatov opticne gostote
pa smo ugotovili, kako u¢inkovita so eteri¢na olja pri odstranjevanju biofilmov. Po opravljeni analizi

rezultatov, smo zastavljene hipoteze potrdili ali delno potrdili.

Hipoteza 1: Izbrana etericna olja imajo antibakterijske lastnosti in so ucinkovita pri
odstranjevanju E. coli.

Hipoteza potrjena: Vsa eteri¢na olja so vsaj delno ucinkovala pri odstranjevanju E. coli. Edino
etericno olje, ki pri vseh treh ponovitvah ni pokazalo u¢inkovitosti, je etericno olje ingverja, saj v

dveh od treh poskusov, ni delovalo protibakterijsko na bakterije E. coli.

Hipoteza 2: Eteri¢na olja vi§jih koncentracij, bodo bolj uc¢inkovita pri uni¢evanju E. coli kot
razredCena eteri¢na olja.

Hipoteza delno potrjena: Kljub majhnim razlikam, so bila eteri¢na olja sivke s koncentracijo 100
% bolj ucinkovita kot s koncentracijo 50 %, le-ta pa je bila bolj u€inkovita od 25 % koncentracije.
Poleg tega, je nerazredCeno eteri¢no olje smrekovih vrSickov bilo bolj ucinkovito od preostalih
razredCenih olj. Eterino olje ingverja v 100 % koncentraciji je imelo slabSe protibakterijsko

delovanje kot razredcena etericna olja sivke, zato hipotezo lahko le delno potrdimo.

Hipoteza 3: Med razlicnimi generacijami etericnega olja sivke bodo opazne razlike v
ucinkovitosti.

Hipoteza potrjena: Razlike med razli¢nimi generacijami so bile majhne s posameznimi odstopanji.
Pri opazovanju antibakterijskega delovanja je bilo najucinkovitejse etericno olje sivke letnika 2023,
najmanj ucinkovito pa tisto letnika 2024. Pri odstranjevanju biofilmov, pa je bil najuinkovite;jsi
ekstrakt iz leta 2022, najslabsi pa iz leta 2024. Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢imo, da je bilo v
obeh poskusih najmanj ucinkovito eteri¢no olje iz leta 2024. Eteri¢no olje iz leta 2022 je bilo bolj

ucinkovito pri odstranjevanju biofilmov, eteri¢no olje sivke iz leta 2023 pa pri unic¢evanju E. coli.

Hipoteza 4: Eteri¢na olja sivke so primerna za odstranjevanje biofilmov.
Hipoteza potrjena: Vsa uporabljena eteri¢na olja sivke ne glede na koncentracijo ali generacijo, so

bila u¢inkovita pri odstranjevanju biofilmov.



7.1 SKLEPI

Po opravljeni raziskavi in analizi podatkov, smo z raziskavo dosegli zastavljene cilje. Ugotovili smo,
katero izmed izbranih eteri¢nih olj je najucinkovitejSe pri uni¢evanju E. coli in prisli do spoznanja,
da koncentracija ni klju¢ni dejavnik za njegovo ucinkovitost. Raziskovali smo tudi u€inkovitost
etericnih olj sivke pri odstranjevanju biofilmov in ugotavljali vplive razlicnih generacij in

koncentracij olj.

Raziskovalno delo, ki smo ga opravili, bi lahko v prihodnosti nadaljevali s Se podrobnejSimi
raziskavami, ki bi se usmerjale predvsem na eteric¢na olja sivke, saj ta prikazujejo najmocnejsi ucinek
na E. coli. V prihodnjih raziskavah bi se lahko bolj poglobili na sestavo eteri¢nega olja in ugotavljali,
katera je tista komponenta oz. aktivna snov, ki v oljih predstavlja najvecjo ucinkovitost. Na podlagi
tega bi lahko razmisljali o uporabi le posameznih aktivne snovi, ki se nahajajo v oljih. Prav tako bi
bilo smiselno raziskati tudi u€inke na drugih bakterijah in uporabiti tudi meSano bakterijsko kulturo

(vec vrst bakterij skupaj), saj se v realnem Zivljenju nikjer ne pojavlja samo ena vrsta.

Zaklju¢imo lahko, da etericna olja predstavljajo velik potencial pri boju z mikroorganizmi, poleg
njihovega protibakterijskega in protibiofilmskega delovanja pa bi zaradi manjSe uporabe kemi¢nih

snovi veliko prispevali tudi k varovanju okolja in javnega zdravja.
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