PRACE DOSWIADCZALNE
ORIGINAL PAPERS

©Borgis

*Anna Kedzia', Marta Ziotkowska-Klinkosz!, Adam Wilodarkiewicz®, Aida Kusiak’,

Andrzej W. Kedzia®, Barbara Kochanska’

Wrazliwos¢ bakterii beztlenowych na olejek cytrynowy

(Oleum Citri)

Zaktad Mikrobiologii Jamy Ustnej, Katedra Mikrobiologii, Gdanski Uniwersytet Medyczny
Kierownik Zaktadu: dr hab. Anna Kedzia, prof. nadzw.

’Katedra i Klinika Chirurgii Szczekowo-Twarzowej i Stomatologicznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny
Kierownik Katedry i Kliniki: prof. dr hab. Adam Wtodarkiewicz

*Katedra i Zaktad Periodontologii i Chordb Blony Sluzowej Jamy Ustnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny
Kierownik Katedry i Zaktadu: dr hab. Aida Kusiak, prof. nadzw.

*Katedra Pielegniarstwa Pediatrycznego, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu

Kierownik Katedry: dr hab. Andrzej W. Kedzia

’Katedra i Zaktad Stomatologii Zachowawczej, Gdanski Uniwersytet Medyczny
Kierownik Katedry i Zaktadu: dr hab. Barbara Kochanska, prof. nadzw.

SENSITIVITY ANAEROBIC BACTERIA TO LEMON OIL
(OLEUM CITRI)

SUMMARY

Citrus limon L. belongs to family Rutaceae. The lemon tree is an
evergreen. Its grows 5 to 10 m in hight and has light green leaves,
white flowers and oval, green to yellow fruits (lemon). The lemon
oil exhibit significant antimicrobial effect. More then 40 components
have been identified in lemon peel oil. One of the major compo-
nents present in essential oil is (+)-limonen. Other constituents
of oil include citral, o-terpineol, o-pinene, B-pinene, citronellal,
linalyl and geranyl acetate, p-cymene, y-pinene, B-myrcene,
cumarins, bioflavonoids and pectins. The aim of this study was
to determine the antimicrobial activity of lemon oil against an-
aerobic bacteria, isolated from infections of oral cavity. A total
of 48 strains anaerobes and 4 standards strains were tested. The
susceptibility was determined two fold agar dilution method in
Brucella agar supplemented with 5% defibrynated sheep blood,
menadione and hemin. Inoculum containing 10° CFU per spot was
seeded with Steers replicator upon the surface of agar with oil and
without oil (strains growth control). Incubation the plates was per-
formed in anaerobic conditions in anaerobic jar at 37°C for 48 h.
The MIC was defined as the lowest concentrations of the lemon
oil inhibiting the growth of anaerobes. The results indicated, that
the most susceptible to essential oil from Gram-negative bacteria
were the strains from the genus of Porphyromonas asaccharolytica
(MIC < 2.5 mg/ml) and Prevotella levii (MIC £ 2.5-7.5 mg/ml). The
strains from genus of Fusobacterium necrogenes and Bacteroides
fragilis were the lowest sensitive. The growth of the strains were
inhibited by concentrations > 20.0 mg/ml. The tested oil was very
active against the Gram-positive anaerobes. The concentrations in
ranges < 2.5-10.0 mg/ml inhibited the growth of all the cocci from
genus Finegoldia and Micromonas.

But the strains of Gram-positive rods were less sensitive (MIC
10.0-20.0 mg/ml). The Gram-negative anaerobes were less sus-
ceptible to lemon oil than Gram-positive bacteria.
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Pierwsze wzmianki o cytrynach dotycza I w. n.e.
Przypuszcza sie, ze pochodza one z poludniowo-
-wschodniej Azji, z Indii lub potudnia Chin. Uprawy
drzew cytrynowych rozpoczeto w Persji i Palestynie
na poczatku XII wieku, a nastepnie w krajach §réd-
ziemnomorskich (1). W XVII w. cytryny staly si¢ styn-
ne dzigki obowiazkowemu, codziennemu piciu soku
cytrynowego przez marynarzy w celu zapobiegania
szkorbutowi (2). Obecnie najwicksze uprawy cytryn
sa w Stanach Zjednoczonych, gtéwnie w Kalifornii i
na Florydzie, a takze w Argentynie i Brazylii. W Kali-
fornii w potowie XIX wieku uruchomiono produkcje
soku cytrynowego.

Cytryna zwyczajna (Citrus limon L.) z rodziny
Rutaceae jest drzewem o wiecznie zielonych liSciach,
ktore osiaga 5-10 m wysokosSci. Wytwarza jasnozielone
liscie, biate kwiaty i owalne zielone lub z6tte owoce.
Ze $wiezych zewnetrznych owocni cytryn, metoda
tloczenia na zimno, otrzymywany jest olejek cytrynowy
(Oleum citri). Jest on bezbarwny lub z6ity o charak-
terystycznym, silnym cytrynowym zapachu. Owoce
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zawierajg polisacharydy, kwasy organiczne (gtéwnie
kwas cytrynowy), lipidy, karotenoidy, witaminy (C, B,,
B,), zwiazki mineralne, flawonoidy, zwiazki goryczowe
i pektyny (3). W cytrynach wystepuja znaczne iloSci
potasu (145 mg na 100 g owocu), bioflawonoidy oraz
witamina C (40-50 mg/100 g) (4). Ponadto w soku z
cytryny sa obecne witaminy A, B, oraz wapn (61 mg)
(5). Owocnia zawiera olejek eteryczny, flawonoidy
(diosmetyna, hesperydyna, luteolina) i zwigzki gorz-
kie. Olejek cytrynowy (wydajnos¢ 0,3-0,7%) zawiera
ponad 40 sktadnikéw. Gtéwnym zwiazkiem jest (+)-li-
monen (50-90%). W mniejszych iloSciach wystepuja:
cytral, a-terpineol, a-pinen, B-pinen, citronelal, octan
linalylu i geranylu, p-cymen, y-pinen, B-myrcen, ku-
maryny, bioflawonoidy i pektyny (6-14). Olejek zna-
lazl szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym,
farmaceutycznym i kosmetycznym.

Olejek cytrynowy wykazuje szereg wlasSciwosci
leczniczych. W medycynie tradycyjnej stosowany
jest w celu obnizenia ciSnienia krwi, w zaburzeniach
trawienia, zakazeniach drég oddechowych, przezig-
bieniach, reumatyzmie, artretyzmie i zakazeniach
skory, szczegdlnie jako Srodek przeciwtradzikowy.
Badania kliniczne wykazaly jego korzystne dzialanie
w zapobieganiu kamicy nerkowe;j. Stwierdzono, Ze po
dlugotrwalym (ponad 3 lata) codziennym piciu 120 ml
rozcienczonego soku cytrynowego uzyskano znaczna
redukcje formowania si¢ kamieni nerkowych (15, 16).
Doswiadczalnie wykazano tez przeciwnowotworowe
dziatanie olejku cytrynowego (11, 17-19).

Ponadto badania przeprowadzone w Niemczech w
1980 r. wskazaly, ze wykazuje on whasciwosci przeciw-
utleniajace (20). Inni badacze potwierdzili przeciwu-
tleniajaca aktywnos$¢ olejku cytrynowego (8, 21, 22).
Wykazano tez, ze sok z cytryny moze obnizaé w su-
rowicy krwi stezenie stosowanej chlorochiny do po-
ziomu ponizej terapeutycznego (23). Ponadto sok
z cytryny moze podwyzsza¢ absorpcje jonéw zelaza
(24). Nie powinno si¢ go stosowac u dzieci oraz u
kobiet w ciazy i karmiacych. Ponadto, ze wzgledu na
obecnos¢ w olejku zwiazkéw kumarynowych, ktore
wywotluja nadwrazliwo$¢ na promieniowanie stonecz-
ne, po stosowaniu go nie nalezy przebywac na stoficu.
Doswiadczalnie wykazano tez, ze olejek cytrynowy jest
skutecznym repelentem przeciw moskitom, ktére sa
przenosicielami zarodZzca malarii (25).

Wyniki licznych badan wskazuja na wysoka prze-
ciwdrobnoustrojowa aktywnos¢ olejku wobec bakte-
rii, grzybow i wiruséw (9, 10, 12, 13, 26-40). Jednak
dotychczas przeprowadzone doswiadczenia dotycza
przede wszystkim dziatania tego olejku na bakterie
tlenowe i wzglednie beztlenowe. Brakuje danych na te-
mat aktywnoSci olejku wobec bakterii beztlenowych.

Celem badan byla ocena wrazliwosci na olejek
cytrynowy bakterii beztlenowych wyizolowanych z
zakazefi w obrebie jamy ustnej.

Materialy i metody badan

Bakterie beztlenowe zostaly wyhodowane z mate-
riatéw pobranych od pacjentéw z chorobami przyze-
bia, zapaleniem btony §luzowej jamy ustnej i ropniem
okotozebowym. Ocenie wrazliwosci poddano 48 szcze-
pow nalezacych do rodzajow: Prevotella (10 szczepow),
Porphyromonas (4), Fusobacterium (7), Tannerella (2),
Parabacteroides (1), Bacteroides (7), Finegoldia (3),
Micromonas (3), Actinomyces (5), Propionibacterium
(4), Bifidobacterium (2) oraz 4 szczepy wzorcowe z ga-
tunku: Bacteroides fragilis ATCC 25285, Fusobacterium
nucleatum ATCC 25585, Finegoldia magna ATCC
29328 i Bifidobacterium breve ATCC 15700. Badanie
wrazliwosci (MIC) na olejek cytrynowy (Etja, Elblag)
wymienionych szczepdw przeprowadzono metoda
rozcieficzen w agarze Brucella z dodatkiem 5% krwi
baraniej, menadionu i heminy. Uzyty do badan ole-
jek najpierw rozpuszczano w DMSO (Serva), w celu
uzyskania stezenia 100 mg/ml. Dalsze rozcieficzenia
byly wykonywane w jalowej wodzie destylowanej, w
celu uzyskania nastepujacych stezen: 20,0; 15,0; 10,0;
7,5; 5,012,5 mg/ml. Odpowiednie rozcieficzenia olejku
cytrynowego dodawano do agaru. Zawiesing zawie-
rajaca 10° CFU (jednostek tworzacych kolonie) na
krople nanoszono na powierzchnie agaru aparatem
Steersa. Podloza z posiewami drobnoustrojéw zawie-
rajace odpowiednie stezenia olejku oraz bez olejku
(podtoza kontrolne) inkubowano w anaerostatach
zawierajacych mieszaning gazéw: 10% C0,, 10% H,
180% N, katalizator palladowy i wskaznik beztleno-
wosci, w temp. 37°C przez 48 godz. Za MIC przyjeto
takie najmniejsze stezenie olejku, ktore catkowicie
hamowato wzrost testowanych szczep6éw bakterii bez-
tlenowych.

Wyniki i omowienie

Uzyskane wyniki badan wrazliwo$ci na olejek cytry-
nowy Gram-ujemnych bakterii beztlenowych zostaty
zebrane w tabeli 1, Gram-dodatnich beztlenowcow
w tabeli 2, a szczepOw wzorcowych w tabeli 3. Niskie
stezenia olejku w zakresie < 2,5-10,0 mg/ml hamowa-
ly wzrost 32% szczepéw Gram ujemnych paleczek.
Najwicksza aktywnos$¢ olejek wykazat wobec gatunku
Porphyromonas asaccharolytica (MIC < 2,5 mg/ml) i
Prevotella levii (MIC < 2,5-7,5 mg/ml). Inne gatun-
ki nalezace do wymienionych rodzajow oraz szcze-
py pateczek z rodzaju Fusobacterium, Tannerella,
Parabacteroides i Bacteroides okazaly si¢ mniej wrazli-
we. Olejek cytrynowy hamowat wzrost tych szczepow
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Tabela 1. Wrazliwo$¢ Gram-ujemnych bakterii beztlenowych na olejek cytrynowy.

. Najmniejsze stezenie hamujace MIC mg/ml
Drobnoustroje sz%::ggw
> 20,0 15,0 10,0 7,5 5,0 <25

Prevotella buccalis 3 1 1 1

Prevotella intermedia 2 1 1

Prevotella levii 2 1 1

Prevotella loescheii 3 2 1

Porphyromonas asaccharolytica 2 2

Porphyromonas gingivalis 2 1 1

Fusobacterium nucleatum 3 2 1

Fusobacterium necrophorum 2 2

Fusobacterium necrogenes 2 2

Tannerella forsythia 2 1 1

Parabacteroides distasonis 1 1

Bacteroides fragilis 2 2

Bacteroides vulgatus 1 1

Bacteroides uniformis 2 1 1

Bacteroides ureolyticus 2 2

Gram-ujemne bakterie beztlenowe, ogétem 31 10 11 6 1 3
Tabela 2. Wrazliwo$¢ Gram-dodatnich bakterii beztlenowych na olejek cytrynowy.

Li Najmniejsze stezenie hamujace MIC mg/ml
Drobnoustroje szc.!:::gw
> 20,0 15,0 10,0 7,5 5,0 <25

Finegoldia magna 3 2 1

Micromonas micros 3 1 1 1

Gram-dodatnie ziarniaki beztlenowe, ogétem 6 3 1 2

Actinomyces israelii 2 1 1

Actinomyces odontolyticus 2 1 1

Actinomyces viscosus 1 1

Propionibacterium acnes 2 2

Propionibacterium granulosum 2 1 1

Bifidobacterium breve 2 2

Gram-dodatnie pateczki beztlenowe ogdétem 11 1 8 2

Gram-dodatnie bakterie beztlenowe, tagcznie 17 1 8 5 1 2
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Tabela 3. Wrazliwos¢ szczepdw wzorcowych na olejek cytrynowy.

Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC mg/ml
Drobnoustroje szczepow
P > 20,0 15,0 10,0 7,5 5,0 <25
Bacteroides fragilis ATCC 25285 1 1
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 1 1
Finegoldia magna ATCC 29328 1 1
Bifidobacterium breve ATCC 15700 1 1

w stezeniach wynoszacych od 10,0 do 20,0 mg/ml
i wyzszych. Najnizsza aktywnoS$¢ olejek wykazal wo-
bec szczepoéw z gatunku Fusobacterium necrogenes
i Bacteroides fragilis (MIC > 20,0 mg/ml).

Sposréd Gram-dodatnich bakterii beztleno-
wych najwigksza wrazliwoscia charakteryzowa-
ty sie szczepy ziarniakoéw z gatunku Finegoldia
magna i Micromonas micros (MIC < 2,5-10,0 mg/ml).
Nizsza aktywnoS$¢ olejek wykazat wobec szczepdw
Gram-dodatnich pateczek (MIC 10,0-= 20,0 mg/ml),
z wyjatkiem szczepdw z rodzaju Actinomyces
i Bifidobacterium, ktore okazaly sie nieznacznie
bardziej wrazliwe na testowany olejek eterycz-
ny (MIC w zakresie 10,0-15,0 mg/ml), niz rodzaj
Propionibacterium (MIC = 20,0 mg/ml).

Wyniki wskazuja, ze Gram-dodatnie bakterie bez-
tlenowe byly bardziej wrazliwe na testowany olejek
cytrynowy w poréwnaniu z Gram-ujemnymi beztle-
nowcami. Niskie stezenie olejku w zakresie < 2,5-
-10,0 mg/ml hamowaly wzrost 32% Gram-ujemnych
bakterii i 47% szczepéw Gram-dodatnich bakterii
beztlenowych, w tym potowy ocenianych szczepoéw
ziarniakow. W badaniach przeprowadzonych przez
Hammera i wsp. (38) oraz Yousefa i wsp. (40), doty-
czacych aktywnosci olejku cytrynowego wobec bakterii
tlenowych i wzglednie beztlenowych, takze Gram-
-dodatnie bakterie z gatunku Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis 1 Bacillus subtilis okazaly sig
bardziej wrazliwe (MIC 3,1-20,0 mg/ml), niz Gram-
-ujemne pateczki, tj. Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa i Serratia
marcescens (MIC 20,0-50,0 mg/ml).

Whioski

1. Olejek cytrynowy wykazat najwicksza aktywno$¢
wobec szczepéw bakterii beztlenowych z gatunku
Porphyromonas asaccharolytica, Prevotella levii,
Finegoldia magna i Micromonas micros.

2. Najnizsza wrazliwoScia charakteryzowaly sie szcze-
py z gatunku Fusobacterium necrogenes i Bacteroides

fragilis.

3. Olejek cytrynowy wykazatl wyzsza aktywno§¢ wobec
Gram-dodatnich bakterii w poréwnaniu z Gram-
-ujemnymi bakteriami beztlenowymi.
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