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SUMMARY

Introduction. The Citrus bergamia is a number of the Rutaceae family. Bergamot orange is a pearl-sharped citrus fruit. The plant
produced big green leaves and white flowers. The peel of the fruit is smooth, thin and aromatic. Pulp is slightly green-yellow with an
acidic-bitter taste. The plants are cultivation in Italy, East Africa, Argentina, Brazil and Turkey. The fruits and its aromatic peels
are used to produce an essential oil. The bergamot oil is widely used in the pharmaceutical, cosmetic, agricultural, food industries
and candy making. The essential oil is a yellow-green liquid, obtained from peels of the fruit and consists of 93-96% volatile, e.g.
limonene, linalool, linalyl acetate, also bergapten, bergamottin, citropten, o- and B-pinene, y-terpinene and 4-7% a non-volatile
fraction. Is very little scientific information on the antimicrobial properties of the essential oil of bergamot (Oleum Bergamottae).
Aim. The aim of this work was to determine the activity of bergamot oil against yeastlike fungi isolated from oral cavity.

Material and methods. The strains of yeastlike fungi, were isolated from oral cavity patients with candidosis. A total 66 strains of fungi
isolated from patients and 5 reference strains were tested. The study included strains of Candida albicans (26 strains), C. glabrata (7),
C. guilliermondii (3), C. humicola (1), C. kefyr (4), C. krusei (5), C. lusitaniae (3), C. parapsilosis (6), C. tropicalis (9), C. utilis (2),
and 5 reference strains such as C. albicans ATCC 90028, C. glabrata ATCC 66032, C. kefyr ATCC 4130, C. parapsilosis ATCC
22019 and C. tropicalis ATCC 750. The bergamot oil (ETIA, Elblgg) was used in theses dates. The susceptibility (MIC) yeast-
like fungi to essential oil was determined by means of plate dilution technique in Sabouraud’s medium. The inoculum contained
10° CFU per spot was seeded with Steers replicator upon the surface of medium containing various oil concentrations and oil-free
plates (the strains growth control). Incubation on the plates was conducted in aerobic conditions, in at 37°C for 24 hrs. The MIC
were determined as the lowest concentrations of oil that inhibiting the visible growth of fungi on the agar plate.

Results. The results indicated, that studied bergamot oil was very active against the all yeastlike fungi. The most susceptible to the
tested oil were the strains belonging to the genus of C. guilliermondii (MIC 0.5-2.0 mg/ml), and C. utilis (MIC = 1.0 mg/ml). The
strains C. humicola also were good sensitive to bergamot oil (MIC = 2.0 mg/ml). The strains from genus of C. albicans, C. glabrata
and C. tropicalis was inhibited on the range of concentrations 0.5-> 2.0 mg/ml.

Conclusions. The bergamot oil was more active against strains yeastlike fungi from genus of C. guilliermondii and C utilis. The
strains of C. albicans, C. glabrata and C. tropicalis were also good sensitive to oil. The tested bergamot oil showed high antifungal
activity vs. the Candida strains.
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STRESZCZENIE

Wstep. Citrus bergamia nalezy do rodziny Rutaceae. Wytwarza owoce ksztattu perly. Roslina ma duze zielone liscie i biate kwiaty.
Skorka owocu jest gladka, cienka i ma aromatyczny zapach. Migzsz owocow jest barwy bladozielonej i ma kwasnogorzki smak.
Roslina hodowana jest we Wioszech, Wschodniej Afryce, Argentynie, Brazylii i Turcji. Owoce i ich aromatyczne skorki sq wykorzysty-
wane do produkcji olejku eterycznego. Wytwarzany olejek bergamotowy znalazt szerokie zastosowanie w przemysle farmaceutycznym,
kosmetyce, rolnictwie, przy produkcji Zywnosci i cukierkow. Olejek eteryczny otrzymywany ze skorki i owocow ma zielono-zottg barwe
i zawiera 93-96% substancji lotnych, tj. limonen, linalol, octan linalolu, bergapten, bergamotyne, cytropten, a- i B-pinen, y-terpinen
oraz 4-7% sktadnikow nielotnych. W pismiennictwie niewiele jest informacji na temat przeciwdrobnoustrojowego dziatania olejku
bergamotowego (Oleum Bergamottae).

Cel pracy. Celem pracy byta ocena aktywnosci olejku bergamotowego wobec grzybéw drozdzopodobnych wyizolowanych z jamy
ustney.

Materiat i metody. Szczepy grzybow drozdzopodobnych pochodzily z jamy ustnej pacjentow z kandydozq. Ogotem zbadano 66 szczepow
grzybéw wyizolowanych od pacjentow i 5 szczepow wzorcowych. DoSwiadczeniem objeto szczepy: Candida albicans (26 szczepow),
C. glabrata (7), C. guilliermondii (3), C. humicola (1), C. kefyr (4), C. krusei (5), C. lusitaniae (3), C. parapsilosis (6), C. tropi-
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calis (9), C. utilis (2), a takze 5 szczepéw wzorcowych z gatunku C. albicans ATCC 90028, C. glabrata ATCC 66032, C. kefyr
ATCC 4130, C. parapsilosis ATCC 22019 i C. tropicalis ATCC 750. W badaniach wykorzystano olejek bergamotowy (ETIA,
Elblgg). Wrazliwos¢ (MIC) grzybow drozdzopodobnych na olejek bergamotowy oznaczono metodq seryjnych rozciericzen w agarze
Sabourauda. Inokulum zawierajgce 10° CFU na krople nanoszono aparatem Steersa na powierzchnie podtoza z dodatkiem olejku
lub bez niego (kontrola wzrostu szczepow). Inkubacje plytek prowadzono w warunkach tlenowych, w 37°C przez 24 godz. Za MIC
uznawano takie najnizsze rozcieficzenie olejku, ktore catkowicie hamowato wzrost grzybow na podiozu.

Wyniki. Wyniki badarn wskazujq, ze badany olejek bergamotowy byt bardzo aktywny wobec grzybow drozdzopodobnych. Najbardziej
wrazliwe byly szczepy nalezqce do gatunku C. guilliermondii (MIC = 0,5-2,0 mg/ml) i C. utilis (MIC = 1,0 mg/ml). Wysokq
wrazliwosé na olejek wykazaly tez szczepy C. humicola (MIC = 2,0 mg/ml). Natomiast wzrost szczepow z gatunku C. albicans,
C. glabrata i C. tropicalis byt hamowany przez stezenia olejku bergamotowego w zakresie 0,5-> 2,0 mg/ml.

Whioski. Najwi¢kszq aktywnos¢ wykazat olejek bergamotowy wobec szczepow z gatunku C. guilliermondii i C. utilis. Szczepy C. al-
bicans, C. glabrata i C. tropicalis takze byly wysoce wrazliwe na olejek. Badany olejek bergamotowy wykazat duzq aktywnosé wobec

wszystkich testowanych grzybow drozdzopodobnych z rodzaju Candida.

Stowa kluczowe: olejek bergamotowy, wrazliwos¢, grzyby drozdzopodobne, jama ustna

Wstep

Olejek eteryczny wytwarzany przez drzewa Citrus
bergamia (rodzina Rutaceae) jest otrzymywany ze
skorek i owocow tej rosliny i ma przyjemny cytrusowy
zapach. W XIX wieku jego wtaSciwoS$ciami przeciwza-
palnymi zainteresowat si¢ lekarz Francesco Calabro,
mieszkajacy w potudniowych Wioszech. Drzewo cy-
trusowca wytwarza biate kwiaty i okragte z6tte owoce,
o gladkiej, cienkiej skorce, migzszu bladozielonozot-
tym i kwaskowatogorzkawym smaku.

Drzewo bergamotowe hodowane jest w regionie
Kalabrii w poludniowych Wioszech, a takze na nie-
wielkich plantacjach w Turcji, Argentynie, Brazylii
i w Afryce Wschodniej. Olejek eteryczny ma cytru-
sowy zapach i gorzkawy smak. Kolor olejku waha sie
od ciemnozéttego do zielonego i zalezy od sezonu,
w ktérym jest on otrzymywany. Jego sktad ustalono
dopiero w latach 90. ubieglego wieku (1). Olejek
bergamotowy zawiera gtéwnie 93-96% substanc;ji lot-
nych, wsrdd ktérych sg wymieniane: limonen (40%),
linalol (8%), octan linalolu (28%), a takze: bergapten,
bergamotyna, cytropten, o- i B-pinen, y-terpinen oraz
4-7% sktadnikéw nielotnych (1-5). Moze tez zawierad
furanokumaryny (6). Sktad olejku zalezy od miejsca
pochodzenia owocow (1-8).

Olejek bergamotowy ma szereg whasciwosci lecz-
niczych, dzieki ktorym znalazt zastosowanie w terapii
jako Srodek przeciwdrobnoustrojowy w przypadku
zapalefi gardta, migdatkow, w grypie i jako Srodek
przeciwkaszlowy (1, 2, 7-14). Badania wykazaly tez
korzystne dziatanie na system nerwowy, sercowo-na-
czyniowy i watrobe (1, 2). Olejek ma tez wlasciwosci
przeciwutleniajace (7-15). Moze by¢ stosowany do
masazu (14). Ze wzgledu na przyjemny zapach olejek
wykorzystywany jest w przemySle spozywczym (her-
bata Earl Grey, cukierki), do produkcji kosmetykow
oraz w rolnictwie (2, 5, 15-19).

Olejek bergamotowy dziata na bakterie, grzyby, der-
matofity i wirusy (1, 2, 7, 9-15, 20-28). Wykorzystujac
do badan wrazliwosci metode krazkowo-dyfuzyjna,
aktywnos$¢ olejku wobec szeregu bakterii wykazali
Kirbaslar i wsp. (15), Brenes i Roura (24), Chao
iwsp. (22, 29) oraz Maruzzella i Sicurella (21). Strefy
zahamowania wzrostu wystepowaty w przypadku drob-
noustrojow, tj. Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Micrococcus
luteus, Proteus vulgaris, Listeria monocytogenes
i Mycobacterium smegmatis. Uzyskane strefy wynosi-
ty od 11 do 76 mm. Chao i wsp. (29) takze wykazali
znaczng aktywnos¢ olejku bergamotowego wobec
szczepow z gatunku Bacillus cereus, Micrococcus lu-
teus, Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis
oraz Gram-ujemnych pateczek, tj. Escherichia coli,
Enterobacter cloacae i Alcaligenes faecalis. Natomiast
brak dziatania wykazano wobec pateczek Pseudomonas
aeruginosa. Chao i wsp. (22) takze stwierdzili brak ak-
tywnosci olejku w przypadku szczepu Staphylococcus
aureus MRSA (rozcieficzenia 30:1), a Maruzzella
i Sicurella (21) wobec Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Enterococcus faecalis, Salmonella typhosa
ser. 2 oraz wysoka wrazliwos¢ szczepu Mycobacterium
avium.

Badajac oddzialywanie olejku bergamotowego na
rézne drobnoustroje metoda rozcienczen seryjnych
w podtozu ptynnym (MIC), Hammer i wsp. (23)
udowodnili aktywno$§¢ wobec takich bakterii,
jak: Acinetobacter baumannii, Aeromonas sobria,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia marce-
scens i Staphylococcus aureus. Mandalari i wsp. (8)
oceniali wrazliwo$¢ bakterii na kilka frakcji olejku
bergamotowego i stwierdzili dzialanie w przypadku
Escherichia coli K-12, Salmonella enterica ser. typhimu-
rium LT 2 oraz Pseudomonas aeruginosa ATCC 795.
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Na inne badane drobnoustroje, tj. Bacillus subtilis
ATCC 6633 (poza jedna frakcja), Listeria monocy-
togenes ATCC 33090, Lactobacillus lactis MG 1614
i Staphylococcus aureus F 110139, olejek nie wykazat
dziatania. W nielicznych publikacjach opisano takze
dziatanie tego olejku na grzyby drozdzopodobne.

Cel pracy

Celem pracy bylo oznaczenie aktywnoSci olejku
bergamotowego wobec grzybéw drozdzopodobnych
wyizolowanych z jamy ustne;.

Material i metody

Grzyby drozdzopodobne zostaty wyhodowane z ma-
terialdw pobranych z jamy ustnej od pacjentow, u kto-
rych stwierdzono kandydoze. Pobrane jatowo wymazy
posiewano na podtoze Sabourauda. Hodowle prowa-
dzono w temp. 37°C przez 24-48 godz. w warunkach
tlenowych. Identyfikacje wyizolowanych szczepdow
przeprowadzono z uwzglednieniem cech morfologicz-
nych komorek, wygladu kolonii, wzrostu na podiozu
CHROMagar Candida (BioRad) oraz cech bioche-
micznych okres§lonych testem API 20 C AUX (bio-
Mérieux) i zdolnosci do wytwarzania chlamydospor.
Badaniu wrazliwosci poddano tacznie 71 szczepow,
w tym 66 szczepow grzybdw wyizolowanych od pa-
cjentow, ktore nalezaly do nastepujacych gatunkow:
Candida albicans (26 szczepow), C. glabrata (7), C. gu-
illiermondii (3), C. humicola (1), C. kefyr (4), C. kru-
sei (5), C. lusitaniae (3), C. parapsilosis (6), C. tropi-
calis (9), C. utilis (2), a takze 5 szczepéw wzorcowych

z gatunku C. albicans ATCC 90028, C. glabrata ATCC
66032, C. kefyr ATCC 4130, C. parapsilosis ATCC
22019 i C. tropicalis ATCC 750.

Wrazliwo$¢ oceniano metoda seryjnych rozcien-
czen (MIC) w agarze Sabourauda. Olejek berga-
motowy (ETJA, Elblag) najpierw rozpuszczano
w DMSO (Serva), a nast¢pnie w jalowej wodzie de-
stylowanej, uzyskujac rozcienczenia w zakresie: 2,0,
1,0, 0,5, 0,25, 0,121 0,6 mg/ml. Zawiesing¢, zawierajaca
10° jednostek tworzacych kolonie grzybow (jtk) na
krople, nanoszono aparatem Steersa na powierzchnie
podtoza zawierajacego odpowiednie rozcienczenie
olejku lub bez niego (kontrola wzrostu szczepow).
Posiewy hodowano przez 24 godz. w 37°C w warun-
kach tlenowych. Za najmniejsze stezenie hamuja-
ce (MIC) przyjmowano takie, przy ktérym nastepo-
walo catkowite zahamowanie wzrostu testowanych
szczepow grzybéw drozdzopodobnych.

Wyniki i ich oméwienie

Wyniki badan wrazliwoSci na olejek bergamotowy
r6znych gatunkéw grzybéw drozdzopodobnych, nale-
zacych do rodzaju Candida, zamieszczono w tabeli 1,
a szczepOw wzorcowych w tabeli 2.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze 59% badanych szcze-
poOw wykazato wrazliwo$¢ na niskie stezenia olejku
w zakresie 0,5-2,0 mg/ml. Wsrdd nich byly najliczniej
reprezentowane grzyby z gatunku C. albicans, z kt6-
rych 17 (65%) szczepdéw wymagato do zahamowania
wzrostu stezen wynoszacych 1,0-2,0 mg/ml. Wérdod
grzybow najwyzsza wrazliwoScig charakteryzowaty

Tab. 1. Wrazliwo$¢ grzybéw drozdzopodobnych wyizolowanych z jamy ustnej na olejek bergamotowy

Najmniejsze stezenie hamujace (MIC)
Grzyby Liczba (mg/ml)
drozdzopodobne szczepow
>2,0 2,0 1,0 0,5 0,25 0,12 0,06
Candida albicans 26 9 12 5
Candida glabrata 7 3 2 1 1
Candida guilliermondii 3 1 1 1
Candida humicola 1 1
Candida kefyr 4 2 1 1
Candida krusei 5 3 1 1
Candida lusitaniae 3 2 1
Candida parapsilosis 6 4 2
Candida tropicalis 9 4 2 3
Candida utilis 2 2
Rodzaj Candida ogétem 66 27 23 14 2 0 0 0
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Tab. 2. Wrazliwo$¢ szczepéw wzorcowych grzybéw drozdzopodobnych na olejek bergamotowy

Najmniejsze stezenie hamujace MIC
Grzyby drozdzopodobne sz';i:::gw (mg/mi)
>2,0 2,0 1,0 0,5 0,25 0,12 0,06
Candida albicans ATCC 90028 1 1
Candida glabrata ATCC 66032 1 1
Candida kefyr ATCC 4130 1 1
Candida parapsilosis ATCC 22019 1 1
Candida tropicalis ATCC 750 1 1 0 0 0 0

si¢ szczepy gatunku C. guilliermondii (MIC = 0,5-
2,0 mg/ml). Ponadto duza aktywnos$¢ wykazat olejek
bergamotowy wobec szczepéw z gatunku C. utilis.
Ich wzrost hamowato stezenie wynoszace 1,0 mg/ml.
Jednak 27 (41%) spoSrod wszystkich badanych szcze-
pow wymagato do zahamowania wzrostu uzycia wyz-
szych stezeni (> 2,0 mg/ml). Niskie stezenia w zakresie
0,5-2,0 mg/ml takze byly aktywne wobec 57% szcze-
pow z gatunku C. glabrata. W przypadku badanych
kolejnych 3 gatunkéw, w tym C. krusei, C. tropicalis
i C. kefyr, wartosci MIC dla 40-56% szczep6w wynosily
od 1,0 do 2,0 mg/ml.

Przeprowadzone przez innych autoréw badania
wskazuja, ze aktywnoS¢ olejku bergamotowego wobec
grzybow drozdzopodobnych jest zréznicowana. W do-
$wiadczeniach Hammera i wsp. (23) szczep C. albicans
wykazal wrazliwo$¢ na 10,0 mg/ml olejku bergamo-
towego. Kolejni badacze, Romano i wsp. (11), wska-
zuja na nizsza aktywnos¢ olejku. Oceniane szczepy
z gatunku C. albicans okazaly si¢ wrazliwe w zakre-
sie 2,5-10,0 mg/ml, C. glabrata — 0,62-10,0 mg/ml,
C. krusei — 2,5-5,0 mg/ml, C. tropicalis — 5,0 mg/ml
i C. parapsilosis w stezeniu 1,25 mg/ml. Poza szczepami
C. parapsilosis i1 pojedynczymi szczepami z gatunku
C. glabrata uzyskane przez autoréw wartosci MIC byly
wyzsze od uzyskanych przez nas stezef olejku. Ci sami
badacze wykorzystali takze do doSwiadczen ekstrakt
z rofliny Citrus bergamia otrzymany droga destylacji
i sprawdzili jego dziatanie na te same gatunki grzybow
drozdzopodobnych. Okazato sie, ze ten wyciag jest
znacznie bardziej aktywny i testowane szczepy sa bar-
dziej wrazliwe niz na olejek eteryczny. W przypadku
gatunku C. albicans warto$ci MIC miescily si¢ w gra-
nicach 0,62-2,5 mg/ml, C. glabrata - 0,31-1,25 mg/ml,
C. krusei —0,62-1,2 mg/ml, C. tropicalis — 0,62-1,25 mg/
ml i C. parapsilosis w stezeniu 0,62 mg/ml.

Kirbaslar i wsp. (15) oceniali wrazliwo$¢ réznych
grzybow na olejek bergamotowy metoda krazkowo-

-dyfuzyjna. Dla szczepow C. albicans strefa zahamo-
wania wzrostu wynosita 13 mm, dla Rhodotorula ru-
bra (obecnie R. mucilaginosa) 15 mm, Hanseniaspora
guilliermondii — 12 mm i Debaryomyces hansenii
— 15 mm. Natomiast Mandalari i wsp. (8) wykazali
wrazliwo$¢ szczepu Saccharomyces cerevisiae na olejek
bergamotowy. Warto$¢ MIC byla wyzsza od 1,0 mg/ml.
Z kolei olejek nie byt aktywny wobec ocenianych
szczepow dermatofitéw. Poza tym brak dziatania olej-
ku bergamotowego wobec szczepdw Malassezia furfur
i Malassezia pachydermatis opisali Lee i wsp. (27, 28).
Takze Inouye i wsp. (26) wykazali niewrazliwosé
szczepu Trichophyton mentagrophytes na ten olejek.
Natomiast badana przez Sanguinetti i wsp. (9) esencja
bergamotowa dziatata w niskich stezeniach na der-
matofity. Dla szczepdw Trichophyton mentagrophytes
zakres MIC wynosit 0,15-1,25 mg/ml, Trichophyton
rubrum - 0,15-0,62 mg/ml, Trichophyton interdigitale
-0,31-1,25 mg/ml, Trichophyton tonsurans — 2,5 mg/ml,
Microsporum canis — 0,15-0,62 mg/ml, Microsporum
gypseum — 2,5 mg/ml, a dla Epidermophyton floccosum
-0,15-0,31 mg/ml.

Powyzsze wyniki badan wskazuja, ze olejek ber-
gamotowy obejmuje dziataniem szereg gatunkdéw
grzybdw chorobotwdrczych, w tym z rodzaju Candida,
oraz niektére dermatofity.

Wnhioski

1. Oceniany olejek bergamotowy wykazat duza ak-
tywno$¢ wobec testowanych grzybéw drozdzopo-
dobnych wyizolowanych z jamy ustne;j.

2. Najwigksza wrazliwoScia na olejek charakteryzowa-
ly si¢ szczepy z gatunku C. guilliermondii i C. utilis.
Poza tym olejek wykazat wysoka aktywnos¢ wobec
szczepow C. albicans, C. glabrata i C. tropicalis.

3. Najmniej wrazliwe na olejek bergamotowy oka-
zaly si¢ szczepy z gatunku C. lusitaniae i C. pa-
rapsilosis.
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