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SUMMARY

Tea Tree Oil obtained from the Australian plant Melaleuca alterni-
folia (TTO — ang. Tea Tree Oil) is the one of the strongest antiseptic.
The effects of treatment of infections with the use of TTO was
confirmed with the clinical research. The pioneer of the research
of the oil from Melaleuca alternifolia was Penfold, who in the
twenties of XX" century and later carried out the first experiments
confirming the antiseptic properties of TTO by the comparison of
the bactericidal activity of TTO with the butyric acid activity used
as the disinfectant at that time. In this article we presented the
examples of outcomes of the research of TTO activity against the
reference strains of microorganisms and against the microorgan-
isms isolated from the most frequent biological materials of the
patients from different medical centres. For tested Gram-positive
and Gram-negative bacteria, yeasts-like fungi, dermatophytes and
filamentous fungi, the observed values of MIC TTO were low, also
for drug-resistant strains. The antimicrobial activity of TTO is then
high. The examples of the increase of the action of TTO combined
with other antimicrobial substances were presented and this sy-
nergistic effect was then measured using the disc diffusion test. The
increase of inhibition zones around the paper disks impregnated
with TTO combined with other substances in view of inhibition
zones of around the paper discs impregnated with TTO alone was
observed. Furthermore in the dilution methods the reduction of
MIC TTO values in combination with other substances was ob-
served when compared with the values of MIC TTO alone, using
the indicator FICI to the evaluation of their changes. The curves
time kill were also used for analysis of the speed of the microbicidal
processes of combined substances. Synergistic activities were stated
in case of TTO in combination with the other essential oils against
staphylococci, TTO with amphotericin B against Candida strains,
TTO with tobramycin against Escherichia coli and Staphylococcus
aureus, TTO with copper lactate and TTO with copper lactobio-
nate against Candida albicans and Lactobacillus acidophilus, TTO
with chlorhexidine gluconate against Streptococcus mutans and
Lactobacillus plantarum. In this article the cases of non-synergistic
effect, or even the antagonism effect of TTO combined with other
substances were also presented.
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Wprowadzenie

Wobec rosnacej obecnie roli substancji pochodzenia
ro§linnego w leczeniu zakazen o rdéznej etiologii, na

szczegllna uwage zastuguja olejki eteryczne, zwlaszcza
olejek z drzewa herbacianego pozyskiwany z austra-
lijskiej rosliny Melaleuca alternifolia (TTO — ang. Tea
Tree Oil) nalezacy do najsilniejszych antyseptykow.
Pionierem badan naukowych olejku z Melaleuca al-
ternifolia byl Penfold, ktéry w latach 20. XX wieku
przeprowadzil pierwsze eksperymenty potwierdzajace
antyseptyczne wiasciwosci TTO i jego sktadnikow (1, 2).
Jako metode badawcza zastosowal oznaczanie wspot-
czynnika Rideal-Walkera wyrazajacego aktywnoS$¢ bak-
teriobdjcza analizowanego antyseptyku w odniesieniu
do aktywnosci standardowej substancji dezynfekcyjnej
— fenolu (kwasu karbolowego), wobec wzorcowego
szczepu bakterii Bacillus typhosus w zawiesinie (3).
Oznaczone warto$ci wspolczynnika Rideal-Walkera
Swiadczace o wyzszej aktywnoSci substancji w stosunku
do fenolu, wyniosty: 11,0 dla TTO, 6,0 dla a-terpinenu,
Y-terpinenu i cymenu oraz 13,5 dla terpinen-4-olu (2).
Wzmianki o badaniach Penfolda pojawily sie¢ w 1930
roku w Medical Journal of Australia (4) i w 1933 roku
w British Medical Journal (5). W 1955 roku Atkinson
opublikowat wyniki badan aktywnosci olejku z Melaleu-
ca alternifolia wobec szczepdw bakterii: Staphylococcus
aureus B313, Salmonella typhi S76, Mycobacterium
phlei CSL. Uzyskane aktywne stezenia TTO wobec
tych drobnoustrojéw wyniosty odpowienio w metodzie
rozcieficzenowej agarowej: 31, 63, 125 ul olejku/10 ml
pozywki, a w metodzie rozciehczenowej bulionowej:
10, 24, 31 ul olejku/10 ml pozywki (6).

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
TTO wyznaczona iloSciowymi metodami
rozcienczeniowymi

Przeglad metod badan aktywnoSci przeciwdrobno-
ustrojowej TTO stosowanych w ostatnich latach zostat
przedstawiony w pierwszej czeSci niniejszego artykutu
(7). Obecnie dominujacymi metodami badawczymi
w mikrobiologii medycznej sa wystandaryzowane
techniki rozcienczeniowe wyznaczajace wartosci MIC
(ang. Minimal Inhibitory Concentration), ktére po
dokonaniu modyfikacji moga by¢ wykorzystane do
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oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej olejkéw
eterycznych. Te wiasnie metody pozwalaja na poréw-
nywanie wynikéw uzyskiwanych w r6znych osrodkach
naukowych. Z klinicznego punktu widzenia, oznaczo-
ne warto$ci MIC dla TTO stanowia cenna wskazowke

dla lekarzy, odnosnie wyboru wtasciwej dawki olejku
w przypadku konkretnego zakazenia.
Podsumowujac dane z piSmiennictwa w tabelach
11 2 zestawiono wyniki badan aktywnos$ci TTO wo-
bec referencyjnych i klinicznych szczepéw bakterii

Tabela 1. Przyktady wartoSci MIC dla TTO dzialajacego na bakterie.

Badany drobnoustrdj

Warto$¢ MIC dla TTO

Tlenowe ziarenkowce Gram-dodatnie:

Staphylococcus aureus (ref.):
NCTC 8325, 6571, ATCC 6538
ATCC 25923

ATCC 29213

ATCC 6538

RN4220 mutS, RN4220 mutL

0,25% (8,9,10,11)
6,7 mg/ml (12); 0,25% (11)
0,5% (13)

0,04% (14)

0,25% (11)

Staphylococcus aureus

2,5 mg/ml (15,16); 0,25-1,0 mg/ml (17)
0,125-0,5% (18); 0,25% (11)
0,5% (19); MSSA: 0,5-2,0% (20)

Staphylococcus epidermidis (ref.):
ATCC 12228

0,5% (11)

Staphylococcus epidermidis

2,5 mg/ml (17); 0,5% (11); 0,45% (9)

Staphylococcus haemolyticus

0,5 mg/ml (17)

Staphylococcus capitis

0,35% (9)

Staphylococcus spp.

0,5% (11); CNS: 0,25-1,0% (20)

Streptococcus pyogenes

0,75 mg/ml (15); 0,1-0,5 mg/ml (17)

Streptococcus pneumoniae

2,5 mg/ml (15); <0,1-1,0 mg/ml (17)

Streptococcus spp.

2,5 mg/ml (15); 0,5-1,0 mg/ml (17)

Streptococcus sanguinis

0,5 mg/ml (15)

Streptococcus salivarius

0,5-0,75 mg/ml (15)

Enterococcus faecalis (ref.):
ATCC 29212, NCTC 775

2% (11)

Enterococcus faecalis

5 mg/ml (16); 2% (11)

Enterococcus faecium (ref.):
ATCC 6057

0,25% (9)

Tlenowe pateczki Gram-ujemne:

Escherichia coli (ref.):
AG 100, ATCC 25922,11229

0,25% (8, 9, 10, 13)

Escherichia coli

5,0 mg/ml (15); 1,0-2,5 mg/ml (17);
5,0 mg/ml (16); 0,5% (19)

Klebsiella pneumoniae (ref.):
NCTC 9633

6,0 mg/ml (12)

Klebsiella pneumoniae

2,5-5,0 mg/ml (15,16)

Klebsiella oxytoca

5,0 mg/ml (15)

Proteus vulgaris

0,3% (9)

Enterobacter spp. (E. gergonae,
E. faecalis, E. aerogenes, E. galinarium)

5,0 mg/ml (15,17)
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Badany drobnoustréj

Wartos$é MIC dla TTO

Salmonella spp.

0,25% (19)

Pseudomonas aeruginosa (ref.):
NCTC 6749

ATCC 9027

ATCC 15442

>8% (10)
0,1% (14)
1,0% (9)

Pseudomonas aeruginosa

0,1% (14); 1,0-5,0 mg/ml (17)
7,5 mg/ml (16)

Stenotrophomonas maltophila (Xantomonas maltophila)

2,5 mg/ml (17)

Acinetobacter baumanii

0,75 mg/ml (15)

Acinetobacter calcoaceticus

2,5 mg/ml (17)

Legionella pneumophila

0,125-0,5% (21) — szczepy z réznych serogrup

Haemophilus spp. (H. influenzae, H. parainfluenzae)

1,0 mg/ml (15,17)

Ziarenkowce Gram-ujemne:

Neisseria mucosa

1,0-2,5 mg/ml (17)

Neisseria polysaccharea

0,1 mg/ml (17)

Moraxella catarrhalis
(Branhamella catarrhalis)

1,0 mg/ml (17)

Pateczki Gram-dodatnie (maczugowce):

Corynebacterium ulcerans

0,5-1,0 mg/ml (17)

Corynebacterium spp. (C. diphteriae, C. minutissimus) 0,2% (9)
Tlenowe laseczki:
Bacillus subtilis (ref.): ATCC 6633 ‘ 0,3% (9)

Mykoplazmy:

Mycoplasma pneumoniae

0,003-0,006% (22)

Drobnoustroje beztlenowe (ziarenkowce i pateczki):

Peptostreptococcus productus

od < 0,06 do > 2,0 mg/ml (23)

Peptostreptococcus prevotii

0,06 mg/ml (23)

Peptostreptococcus asaccharolyticus

0,06 mg/ml (23)

Peptostreptococcus anareobius

0,06 mg/ml (23)

Veillonella parvula

od <0,06 do > 2,0 mg/ml (23)

Veillonella spp.

od £0,03 do >1,0 mg/ml (24)

Prevotella spp.

od <£0,03 do >1,0 mg/ml (24)

Prevotella intermedia

od < 0,03 do > 2,0 mg/ml (23)

Prevotella denticola

od < 0,06 do > 2,0 mg/ml (23)

Prevotella oris

od £ 0,038 do > 0,06 mg/ml (23)

Prevotella oralis

od £0,038 do > 1,0 mg/ml (23)

Propionibacterium acnes

od £0,038 do > 2,0 mg/ml (23)

Propionibacterium spp.

od <£0,03 do >1,0 mg/ml (24)

Micromonas micros

od <£0,08 do > 2,0 mg/ml (23)

([ Postepy Fitoterapii 3/2011

177 )




Aleksandra Garbusifiska i wsp.

Badany drobnoustréj

Wartos$é MIC dla TTO

Finegoldia magna

od < 0,03 do > 0,06 mg/ml (23)

Porphyromonas gingivalis

od <0,03 do > 2,0 mg/ml (23)

Porphyromonas saccharolytica

od <0,038 do > 2,0 mg/ml (23)

Porphyromonas spp.

od <£0,03 do >1,0 mg/ml (24)

Bacteroides forsythus

od 0,05 do >1,0 mg/ml (23)

Bacteroides fragilis

od <0,038 do 1,0 mg/ml (23)

Bacteroides pneumosintes

1,0 mg/ml (23)

Bacteroides spp.

od £0,038 do >1,0 mg/ml (24)

Fusobacterium nucleatum

od £ 0,03 do > 2,0 mg/ml (23)

Fusobacterium necrophorum

1,0 mg/ml (23)

Fusobacterium spp.

od £ 0,038 do >1,0 mg/ml (24)

Eubacterium lentum

>2,0 mg/ ml (23)

Eubacterium spp.

0,06-0,5 mg/ml (24)

Actinomyces israeli

od < 0,03 do 0,06 mg/ ml (23)

Actinomyces spp.

< 0,03 mg/ml (24)

(ref.) — szczep referencyjny, obok nazwy gatunku znajduje sie symbol kolekcji i numer szczepu

Tabela 2. Przyktady wartosci MIC dla TTO dziatajacego na grzyby.

Badany drobnoustroéj

Warto$¢ MIC dla TTO

Grzyby drozdzopodobne:

Candida albicans (ref.):
KEM H5

NRRL y-12983,NRRL y-869
NRRL y-22077

ATCC 10231

ATCC 90028, 90029, 24433, 76615
ATCC 14053

0,125% (8,10)

3,5 mg/ml (25)

1,75 mg/ml (25)

0,5% (26); 0,25-0,5% (27); 3,5 mg/ml (25)
6 mg/ml (12); 0,3% (9); 0,25% (28)
0,25% (26,28)

3,5 mg/ml (25)

Candida albicans

0,06-0,5% (28,29); 0,03-0,62% (30)

0,06-0,25% (31); 0,03% (14); 0,125-1,0% (32) 0,125 ug/ml (33);
0,75-2,5 mg/ml (15,16)

3,0 mg/ml (34)

Candida glabrata (ref.):
ATCC 90030
NRRL y-65

0,125-0,5% (32); 0,06 (28)
1,75 mg/ml (25)

Candida glabrata

0,25-0,50% (31); 0,125-1,0% (32)
0,03-0,125% (29); 0,15-0,31% (30)
0,03-0,125 ug/ml (33)

Candida tropicalis (ref.):
ATCC 750, NRRL y-404
ATCC 750

3,5 mg/ml (25)
0,06% (28)

Candida tropicalis

0,12-0,50% (31); 0,25-1,0% (32); 0,07% (30)

Candida parapsilosis (ref.):
ATCC 90018

ATCC 22019

NRRL y-22019

0,25% (26)
0,125% (28)
3,5 mg/ml (25)
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Badany drobnoustréj

Wartos$é MIC dla TTO

Candida parapsilosis

0,06-0,25% (31); 0,25-0,5% (32)
0,03-0,125% (29)
0,03-0,07% (30); 0,06-0,125 ug/ml (33)

Candida kefyr

0,06-0,25% (31)

Candida krusei (ref.):
NRRL y-7179
ATCC 6258

3,5 mg/ml (25)
0,25% (28)

Candida krusei

1,0 mg/ml (15,16); 0,125 ug/ml (33);
0,25-0,5% (32); 0,06-0,2% (29); 0,12-0,5% (31)

Candida lipolytica

0,06-0,125 ug/ml (33)

Candida neoformans

0,015% (29)

Candida lusitaniae

0,125 ug/ml (33); 0,25-0,5% (32)
0,12-0,25% (31)

Candida guilliermondii (ref.): NRRL y-324

3,5 mg/ml (25)

Candida guilliermondii

0,125 ug/ml (33); 0,25-0,5% (32)
0,12-0,25% (31)

Candida incospiqua

0,03 ug/ml (33)

Candida famata

0,25% (32)

Candida dubliniensis

0,125-1,0% (32); 0,03% (30)

Candida spp.

0,03% (14)

Saccharomyces cerevisiae
(ref.): ATCC 10716

0,25% (26)

Saccharomyces cerevisiae

0,125-1,0% (32)

Trichosporon spp.

0,12% (26)

Cryptococcus neoformans
(ref.): ATCC 90112

0,03 (28)

Geotrichum candidum

5,0 mg/ml (16)

Rhodotorula rubra

0,06% (26)

Blastoschizomyces capitatus

0,125-0,25 ug/ml (33)

Malassezia furfur

0,03-0,12% (35)

Malassezia sympodialis

0,016-0,12% (35)

Dermatofity:

Epidermophyton floccosum

0,008-0,03% (36); 0,03% (26); 0,7% (9)

Microsporum canis

0,004-0,03% (36); 0,016% (26)

Microsporum gypseum

0,016-0,03% (36); 2,5 mg/ml (16)

Trichophyton rubrum

0,008-0,03% (36); 0,06% (26); 0,6% (9)

Trichophyton mentagrophytes

0,008-0,06% (36); 0,016-0,03% (26)

Trichophyton tonsurans

0,004-0,016% (36)

Grzyby ple$niowe:

Aspergillus niger
(ref.): ATCC 16404

0,02% (14)
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Badany drobnoustréj

Wartos$é MIC dla TTO

Asperqgillus niger

0,06-0,12% (36); 0,12% (26); 3,12 mg/ml (37)
0,4% (9)

Aspergillus flavus

0,06-0,12% (36); 0,06% (26)
3,12 mg/ml (37); 5 mg/ml (16)

Aspergillus fumigates

0,06-0,12% (36); MIC,, > 2,0% (31); 0,12% (26)

Aspergillus nidulans

MIC,, > 2,0% (31)

Penicillium notatum

0,3% (9)

Penicillium spp.

0,03-0,06% (36); 0,03% (26)

Alternaria spp.

0,016-0,12% (36)

Cladosporium spp.

0,008-0,12% (36)

Fusarium spp.

0,008-0,25% (36)

(ref.) — szczep referencyjny, obok nazwy gatunku znajduje sie symbol kolekcji i numer szczepu
MIC,, — najmniejsze stezenie TTO hamujgce 50% wzrostu drobnoustrojéw

oraz grzybow. Analizujac zawarte w tabelach dane,
zwraca uwage fakt uzyskiwania niskich wartosci MIC
dla TTO, co swiadczy o wysokiej aktywnosSci przeciw-
drobnoustrojowej tej substancji. Obecnie brak jest
jednak jednoznacznych kryteriow interpretacyjnych
wartoSci MIC dla olejku z drzewa herbacianego. Nie
ustalono bowiem wartosci MIC, na podstawie ktorych
badane drobnoustroje moglyby zosta¢ zaliczone do
klinicznej kategorii ,,wrazliwe”, ,,Srednio wrazliwe”
lub ,,oporne” na TTO. Do badaf wykorzystywano
gatunki drobnoustrojow odpowiedzialne najczesciej za
zakazenia o charakterze miejscowym. Ocenie podle-
galy réwniez szczepy referencyjne. Poréwnujac profil
wrazliwo$ci na TTO przedstawionych w tabelach
gatunkoéw drobnoustrojow, mozna zauwazy¢ wyzsza
aktywnoS$¢ przeciwdrobnoustrojowa olejku wobec

bakterii Gram-dodatnich w poréwnaniu z bakteriami
Gram-ujemnymi, wyzsza aktywnos§¢ wobec bakterii
beztlenowych w poréwnaniu do bakterii tlenowych
oraz wyzsza aktywno$¢ wobec dermatofitéw w po-
réwnaniu z innymi grzybami. Natomiast w tabeli 3
przedstawiono przyktady wynikow badan wrazliwoSci
na TTO drobnoustrojow opornych na konwencjonalne
leki. Wyhodowane szczepy bakterii i grzybéw pocho-
dzily najczesSciej z probek klinicznych z jamy ustnej,
gardfa, przetyku, od pacjentéw zakazonych wirusem
HIV (28-31), od pacjentéw z zaawansowang chorobag
nowotworowg (32), z przypadkow powierzchownych
choréb skory (35), z probek skory od pacjentdw po
zabiegach chirurgicznych (20), czy tez innych (9).
Stwierdzono, ze drozdzopodobne grzyby Saccharomy-
ces cerevisiae, Malassezia furfur i grzyby z rodzaju Can-

Tabela 3. Wartosci MIC dla TTO wobec wybranych drobnoustrojéw opornych na leki powszechnie stosowane w terapii.

Badany kliniczny szczep drobnoustroju

Wartos¢ MIC dla TTO (%)

Staphylococcus aureus MRSA

0,35 (9); 0,25-2,0 (20)

Candida albicans szczepy oporne na azole

0,06-0,25 (31); 0,25-1,0 (32)
0,07-0,15 (30); 0,25-0,5 (28, 29)

Candida glabrata szczepy oporne na azole

0,25-0,50 (31); 0,125-1,0 (32)

0,15 (30)
Candida tropicalis szczep oporny na azole 0,25 (32)
Candida parapsilosis szczep oporny na azole 0,25 (32)
Saccharomyces cerevisiae szczep oporny na azole 0,5 (32)

Malassezia furfur szczep oporny na mikonazol, ekonazol

MIC,, = 0,12 (35)

MIC,, — najmniejsze stezenie TTO hamujace 90% wzrostu drobnoustrojow

[ Postepy Fitoterapii 3/2011 ) )




Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa olejku z drzewa herbacianego (7ea Tree Oil) w badaniach in vitro. Cz. 11

dida, charakteryzujace si¢ opornoScia na leki z grupy
azoli oraz metycylinooporne szczepy Staphylococcus
aureus, okazaly sie wrazliwe na dziatanie TTO.

Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
TTO zastosowanego w polaczeniu
z innymi substancjami o dzialaniu

przeciwdrobnoustrojowym

W nielicznych publikacjach ostatnich lat pojawity
si¢ doniesienia o wiekszej aktywnosci przeciwdrob-
noustrojowej TTO uzytego w polaczeniu z lekami
konwencjonalnymi lub innymi substancjami o wlasci-
wosciach przeciwdrobnoustrojowych, w poréwnaniu z
TTO lub jego preparatami uzytymi osobno. Zwraca
uwage praca Klimmka i wsp. (38) nawigzujaca do
przeprowadzonych badan klinicznych, w ktorej do-
konano oceny efektéw skojarzonego leczenia grzybic
powierzchownych: paznokei stop, paznokci rak oraz
grzybicy miedzypalcowej stop z uzyciem TTO i jego
preparatow. Pierwsza grupe chorych leczono doust-
nie flukonazolem (w przypadku zakazenia Candida
albicans) lub terbinafing (w przypadku zakazenia
Trichophyton rubrum), natomiast wobec drugiej grupy
zastosowano terapie skojarzona polegajaca na po-
dawaniu doustnym flukonazolu lub terbinafiny oraz
TTO lub jego preparatéw o dziataniu miejscowym.
Terapia skojarzona poprawita skuteczno$¢ leczenia
w stosunku do monoterapii z 55,9 do 87,9 %, w tym
skuteczno$¢ leczenia zakazenia wywotanego przez
Candida albicans wzrosta z 50 do100%.

Efekt wzrostu aktywnosci TTO uzytego w skojarze-
niu z innymi substancjami o wlaSciwoSciach przeciw-
drobnoustrojowych potwierdzono réwniez badaniami
przeprowadzonymi w warunkach in vitro (12, 25, 34, 39,
40, 41). Z uwagi na brak referencyjnych metod i norm
dotyczacych zasad przeprowadzania tego typu badan,
uzyte techniki laboratoryjne w poszczegdlnych osrod-
kach naukowych byly zr6znicowane. Zawsze jednak
oceniano najpierw aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
tylko TTO, nastepnie aktywno§¢ TTO w kombinacji z
inng badana substancja, po czym analizowano zmien-
nos$¢ uzyskanych wynikéw. W tych poréwnawczych
eksperymentach stosowano jako$ciowa metode dyfu-
zyjno-krazkowa oraz iloSciowa metode rozcienczenio-
wa. W pierwszym przypadku wyznacznikiem wzrostu
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej byto zwiekszenie
strefy zahamowania wzrostu badanego szczepu wok6t
krazka nasaczonego mieszanina TTO z inng substan-
cja, w poréwnaniu z analogiczng strefa zahamowania
wzrostu wokot krazka nasaczonego tylko TTO (25, 39).
W iloSciowej metodzie rozcieficzeniowej oznaczono
najpierw wartoSci MIC dla TTO, nastepnie wartoSci

MIC dla TTO w kombinacji z inng substancja, ktére
wykorzystano do oceny zmian tych wartosci oraz do
obliczenia tzw. FIC indeks, inaczej FICI (FIC - ang.
Fractional Inhibition Concentration, FICI — ang. Frac-
tional Inhibition Concentration Index) wymaganego do
wykazania: wystapienia synergizmu lub jego braku,
addycji, czy tez wystapienia antagonizmu. Przyjete w
poszczegdlnych osrodkach badawczych kryteria inter-
pretacyjne wartoSci FICI byly jednak zrdéznicowane,
z uwagi na brak jednoznacznych wytycznych (12, 13,
40, 41). Zjawisko synergizmu bylo stwierdzane, gdy
warto$¢ FICI byta nizsza niz 0,5 (13, 40, 41), lub niz-
sza niz 1 (12), natomiast antagonizmu — gdy warto$¢
FICI byta wyzsza niz 4 (13, 40, 41) lub wyzsza niz 1
(12). Synergistyczne dziatanie skojarzonych substan-
cji przeciwdrobnoustrojowych definiowano rowniez
jako zwiekszenie stopnia redukcji badanego inokulum
poddanego dziataniu tych potaczonych substancji, w
poréwnaniu z wielkosScia redukcji inokulum poddane-
go dziataniu kazdej z substancji osobno. Zaleznosci te
przedstawiano na wykresach time kill (13, 14). Potwier-
dzeniem istnienia zjawiska synergizmu bylo réwniez
wydtuzenie okresu PAEs (PAEs — ang. Postantibiotic
Effect, inaczej — op6znienie wzrostu drobnoustroju w
nastepstwie krotkiej ekspozycji tego drobnoustroju na
antybiotyk) oraz wydluzenie okresu PASMEs (PA-
SMEs — ang. Postantibiotic Sub-MIC Effect, inaczej —
opOznienie wzrostu drobnoustroju jako efekt dziatania
na komorki badanego szczepu podprogowych stezef
substancji, po wczeSniejszej ekspozycji tego szczepu
na stezenia wyzsze niz podprogowe) w przypadku
substancji przeciwdrobnoustrojowych uzytych w sko-
jarzeniu (13).

Stosujac metode dyfuzyjno-krazkowa Edwards-Jones
i wsp. (39) stwierdzili wystapienie synergizmu TTO w
potaczeniu z innym olejkiem eterycznym, odpowiednio:
paczulowym, lawendowym, cytrynowym i geraniowym,
wobec badanych Staphylococcus aureus (szczegdlnie
szczepu Oxford), obserwujac zwigkszenie stref zaha-
mowania wzrostu wokoét krazkéw nasaczonych mie-
szanka TTO z innym olejkiem, w poréwnaniu ze strefa
zahamowania wzrostu wokot krazka wysyconego tylko
TTO. W eksperymencie Rosatio i wsp. (25) zaobserwo-
wano synergizm TTO z amfoterycyna B, uzyskujac dla
11 wzorcowych szczepdw z rodzaju Candida wigksze
strefy zahamowania wzrostu wokét krazkéw nasaczo-
nych tymi polaczonymi substancjami (tj. w przedziale
od 7,2 do 20 mm), anizeli wokoét krazkéw zawierajacych
tylko TTO (strefy w przedziale od 2 do 17 mm).

D’Arrigo 1 wsp. (13) zaobserwowali spotggowane
dziatanie przeciwbakteryjne TTO w potaczeniu z to-
bramycyna. Wartos$¢ uzyskanego wspotczynnika FIC
wyniosta 0,37 dla Escherichia coli i odpowiednio 0,62
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dla Staphylococcus aureus, co oznaczato uzyskanie
wiekszego efektu przeciwdrobnoustrojowego wobec
Escherichia coli. Synergizm dziatania TTO i tobramy-
cyny wobec tych szczepdw wykazata rowniez analiza
wykreséw time kill. Redukcja liczebnoSci badanych
szczepOw bakterii wyrazona w log, oraz szybkos¢ za-
bijania byta zawsze wyzsza w przypadku oddzialywania
na komorki kombinacji TTO z tobramycyna, niz w
przypadku uzycia tych preparatéw osobno, jednak-
Ze z zaznaczeniem, ze pateczki okazaly si¢ bardziej
wrazliwe od gronkowcdw na zastosowana kombinacje
substancji. Ponadto, w wyniku dziatania TTO tacznie
z tobramycyng, uzyskano wobec Escherichia coli i
Staphylococcus aureus wydtuzenie okresu PAEs oraz
wydtuzenie okresu PASMEs w poréwnaniu z tymi
wielkoSciami oznaczonymi osobno dla TTO i tobra-
mycyny. Przyktadowo — dla tobramycyny Sredni PAEs
wyniost 1,3 godziny wobec szczepu Escherichia coli
oraz 1,7 godziny wobec szczepu Staphylococcus aureus,
podczas gdy dla kombinacji tobramycyny z 0,05%
TTO wyni6st 10,8 godziny wobec szczepu Escherichia
coli, a dla tobramycyny z 0,25% TTO - 10,4 godziny
wobec szczepu Staphylococcus aureus.

Znacznie mniej zadowalajace wyniki uzyskali Van
Vuuren i wsp. (12) stosujac w badaniach metode
mikrorozcienczeniowa do okreslenia przeciwdrob-
noustrojowej aktywnoSci kombinacji dziewieciu rdz-
nych stezen TTO, odpowiednio — z amfoterycyna B
wobec szczepu Candida albicans ATCC 10231 oraz
z ciprofloksacyng wobec szczepdw Staphylococcus
aureus ATCC 25923 i Klebsiella pneumoniae NCTC
9633. Dla szczepu Candida albicans efekt synergi-
zmu wystapit tylko w przypadku dwéch kombinacji
TTO z amfoterycyna, efekt addycji wystapil w jedne;j
kombinacji, natomiast antagonizm az w szeSciu kom-
binacjach. W przypadku badania szczepu Klebsiella
pneumoniae, dla kombinacji TTO z ciproflaksycyna
odnotowano efekt synergizmu w trzech przypadkach.
Dla pozostatych szesciu kombinacji uzyskano efekt
antagonizmu. Badajac szczep Staphylococcus aureus,
efekt antagonizmu stwierdzono dla wszystkich dzie-
wieciu kombinacji TTO z ciprofloksacyna.

W badaniach LaPlante (42), oceniajacych aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjna kombinacji TTO z lizostafina,
mupirocyna, gentamycyna i wankomycyna wobec me-
tycylinoopornych szczepéw Staphylococcus aureus, nie
stwierdzono efektu synergizmu. Wartos$¢ uzyskanego
wskaznika FICI dla potaczenia TTO z wankomycyna
wskazata nawet na efekt antagonizmu (dla tej kom-
binacji odnotowano wzrost bakterii o 1,74 log , CFU/
ml w poréwnaniu z wankomycyng uzytg osobno),
natomiast dla pozostatych potaczeni uzyskano efekt
neutralnoSci.

Przyktadem badan z uzyciem TTO, w ktorych za-
stosowano etap ekspozycji wstepnej i pdzniej oce-
niono wplyw tego etapu na uwrazliwienie komorki
bakteryjnej na substancje przeciwdrobnoustrojowe,
byly badania McMahon i wsp. (19, 43). Dla szczepdw
wzorcowych: Escherichia coli, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus i innych
koagulazo-ujemnych gronkowcéw, oznaczono metoda
E-test wrazliwo$¢ na nastepujace leki: gentamycyne,
erytromycyne, streptomycyng, wankomycyne, chloram-
fenikol, tetracykling, trimetoprim, ampicyling, kwas
fusydowy, mupirocyne i linezolid, po czym uzyskane
wyniki poréwnano z wynikami analogicznych oznaczen,
ale przeprowadzonych po 72-godzinnej ekspozycji
wstepnej tych szczepow na podprogowe stezenia TTO.
Etap ekspozycji wstepnej spowodowal wzrost opornosci
wszystkich szczepdw bakteryjnych na wiekszos¢ bada-
nych lekéw, co uwidocznito si¢ wzrostem wartosci MIC
tych lekéw, czasem nawet 2-4-krotnym.

Z. zastosowaniem metody mikrorozcienczeniowej
oceniano przeciwdrobnoustrojowa aktywno$§¢ TTO
uzytego osobno oraz w potaczeniu z glukonianem
chlorheksydyny wobec bakterii w zawiesinie (inaczej
—w planktonie) i w biofilmie uformowanym na ptytce
mikrorozcieficzeniowej. Filoche i wsp. (41) uzyskali
dla szczepow Streptococcus mutans i Lactobacillus
plantarum w hodowli planktonowej i w biofilmie nizsze
warto$ci MIC dla TTO w kombinacji z chlorheksydy-
na w poréwnaniu z wartoScia MIC dla TTO uzytego
osobno. W hodowli planktonowej warto$¢ MIC dla
TTO uzytego osobno wyniosta 10 mg/ml, a w biofilmie
powyzej 20 mg/ml, jednakowo dla obydwu badanych
szczepOw, natomiast w mieszaninie z glukonianem
chlorheksydyny wartosci hamujace olejku obnizyly sie
odpowiednio do 2,5 mg/ml w hodowli planktonowej
dla obydwu badanych szczepéw oraz do 10 mg/ml dla
tych szczepéw w biofilmie.

Analogiczne badania przeprowadzone przez Kar-
panen i wsp. (40) z udziatem szczepu wzorcowego i
klinicznego Staphylococcus epidermidis nie byly juz
tak jednoznaczne. W przypadku obydwu szczepow
w hodowli planktonowej oraz szczepu wzorcowego
w biofilmie nie uzyskano zmniejszenia wartoSci MIC
dla kombinacji TTO z chlorheksydyng w stosunku do
warto$ci MIC dla TTO uzytego osobno. Jedynie szczep
wzorcowy Staphylococcus epidermidis w biofilmie byt
bardziej wrazliwy na kombinacje TTO z chlorheksydyna
w poréwnaniu do TTO uzytego osobno, jednakze ozna-
czona warto$¢ wskaznika FICI dla tego przypadku nie
zostala zinterpretowana jako zjawisko synergizmu.

W obszarze pozamedycznym, badania in vitro row-
niez potwierdzily wzrost aktywnosci TTO zastosowa-
nego w potaczeniu z innymi substancjami chemicznymi
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o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, stosowanymi
jako dodatki do preparatow kosmetycznych. Pietrzak
i wsp. (34) oznaczyli metoda makrorozcieficzeniowa
aktywnos$¢ TTO i laktobionianu oraz mleczanu miedzi
(bedacych dodatkami do preparatéw higieny intymne;j
kobiet) oraz potaczen tych zwigzkéw miedzi z TTO,
wobec powszechnie wystepujacych w pochwie drobno-
ustrojow: Candida albicans i Lactobacillus acidophilus.
Badane zwiazki miedzi wywieraly dziatanie przeciw-
drobnoustrojowe, lecz dopiero w dos¢ wysokich ste-
zeniach. W przypadku Candida albicans warto§s¢ MIC
dla laktobionianu miedzi wyniosta 15,0 mg/ml, MIC dla
mleczanu miedzi — 7,5 mg/ml, a MIC dla TTO - 3,0
mg/ml. Zwiazki miedzi wywarly synergistyczny wplyw na
drobnoustroje, gdy dziataly w skojarzeniu z TTO. I tak
warto$¢ MIC dla TTO obnizyla si¢ w mieszaninie TTO
zaréwno z laktobionianem, jak i mleczanem miedzi i
wyniosta tylko 0,75 mg/ml w kazdym z tych przypadkdow.
Podobnie nastapita znaczna redukcja wartosci MIC dla
TTO wobec Lactobacillus acidophilus w przypadku po-
faczenia olejku z badanymi zwiazkami miedzi. Wartos¢
MIC dla TTO w mieszaninie z laktobionianem miedzi
wyniosta 0,1875 mg/ml, a dla TTO w mieszaninie z
mleczanem miedzi tylko 0,04685 mg/ml.

W badaniach Kunickiej-Styczynskiej (14) oceniono
skuteczno$¢ hamowania wzrostu szczepow Staphylo-
coccus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida spp. i
Aspergillus niger w mleczku kosmetycznym w przypadku
stosowania dodatku do produktu réznych substancji
konserwujacych o wlasciwoSciach przeciwdrobnoustro-
jowych. Do kosmetyku dodawano mieszaning olejkow:
TTO i lawendowego w stezeniach 0,5% Iub TTO i
cytrynowego w stezeniach 0,5% — z/lub bez syntetycznej
substancji konserwujacej Glydant Plus Liquid w steze-
niu 0,1 lub 0,2%. Nastepnie okre§lono przezywalnos$¢
drobnoustrojéw w odstepach czasowych, przedstawiajac
wyniki na wykresach time kill. Wprowadzenie Glydant
Plus Liquid do powyzszych kombinacji olejkéw wywarto
synergistyczny efekt hamujac wzrost drobnoustrojow
juz po dwoch dniach inkubacji. Tymczasem Glydant
Plus Liquid i olejki dodane oddzielnie do mleczka
kosmetycznego w tych samych stezeniach wywarly
znacznie stabszy efekt inhibicyjny.

Podsumowanie

Przedstawione dane z aktualnego piSmiennictwa
jednoznacznie wskazuja, iz otwiera si¢ szeroka per-
spektywa rozwoju badan ukierunkowanych na roz-
poznawanie aktywnoSci przeciwdrobnoustrojowej
substancji pochodzenia naturalnego, w tym TTO.
Badania in vitro udowodnily bowiem wysoka aktyw-
no$¢ przeciwdrobnoustrojowa TTO wobec szerokiego
spektrum drobnoustrojéw: ziarenkowcdw i pateczek

Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych, zaréwno tleno-
wych, jak i beztlenowych, grzybéw drozdzopodobnych,
grzybow plesniowych, czy dermatofitow. Niskie warto-
§ci MIC dla TTO uzyskiwane dla badanych szczepow,
w tym nawet dla szczepow opornych na powszechnie
stosowane leki przeciwdrobnoustrojowe oraz stwier-
dzone przypadki zwickszonego efektu dzialania TTO
polaczonego z konwencjonalnymi lekami, sa bardzo
istotne dla lekarzy i farmaceutdw borykajacych si¢ na
co dzien z problemem lekoopornosci drobnoustrojow.
TTO jako antyseptyk o silnym, miejscowym dzialaniu,
bez wzgledu na profil opornosci drobnoustrojéw wobec
antybiotykow i chemioterapeutykdéw, moze by¢ z po-
wodzeniem wiaczany jako uzupetnienie, badz alterna-
tywa, do schematdw leczenia tradycyjnego, zwlaszcza
skojarzonego. Gléwna korzyscia stosowania terapii
skojarzonej w poréwnaniu z monoterapia jest spote-
gowanie efektéw dzialania substancji zastosowanych w
polaczeniu (inaczej zjawisko synergizmu). Synergizm
moze wystapi¢ miedzy TTO a innym lekiem lub sub-
stancja o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, czy tez
miedzy olejkami stosowanymi tacznie. Oczywiste jest,
ze z klinicznego punktu widzenia najwieksze znaczenie
przedstawia synergizm TTO z powszechnie stosowany-
mi antybiotykami, czy chemioterapeutykami, lecz nie-
stety problem ten jest wciaz niedostatecznie analizo-
wany eksperymentalnie. Ustalanie schematéw terapii
skojarzonej powinno by¢ poprzedzone wiarygodnymi
wynikami badafi in vitro potwierdzajacymi skutecznosé
przeciwdrobnoustrojowg TTO zastosowanego w po-
faczeniu, a nastepnie potwierdzone wynikami badan
klinicznych. W obecnej, trudnej walce z narastajacym
problemem lekoopornosci drobnoustrojow, wykryte
zaleznoSci powinny przyczynic si¢ do dalszego rozwoju
tego typu badan i zastosowania uzyskanej wiedzy w
rutynowej terapii zakazen.
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