©Borgis Post Fitoter 2018; 19(3): 164-169 DOI: https://doi.org/10.25121/PF.2018.19.3.164

*Anna Kedzia', Andrzej W. Kedzia?, Henry Ostrowski-Meissner’, Joanna Wisniewska*

Wrazliwos¢ bakterii beztlenowych na australijski olejek
mirtowy (Backhousia citriodora F. Muell.)

Susceptibility of anaerobic bacteria on Australian myrtle
oil (Backhousia citriodora F. Muell.)

'"Emerytowany profesor dr hab. n. med. Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

’Katedra Auksologii Klinicznej i Pielegniarstwa Pediatrycznego, Uniwersytet Medyczny

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Kierownik Katedry: dr hab. n. med. Andrzej W. Kedzia, prof. nadzw.

*Wydziat Nauk o Zdrowiu, Charles Sturt University, Sydney, Australia

*Oddziat Choréb Naczyn i Choréb Wewnetrznych, Szpital Uniwersytecki nr 2, Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Ordynator Oddziatu: dr n. med. Grzegorz Pulkowski

SUMMARY

Introduction. Herbs have been known and utilize since ancient Times in China, Europe and America. The ancient Egiptians used
the myrtle to treat fever and infections. The plant have been mentioned in the Bible six times. Dioscorides recommended myrtle oil
on patients with blader and lung infections. The herb and essential oil were used in Ayuveric treating infections respiratory tract and
neuralgic. Backhousia citriodora F. Muell. belonging to the genus Backhousia and family Myrtaceae. It grown to 20-30 m high, on
plantations in Australia, in subtropical rainforests of central and south-eastern Queensland. The leaves of the tree Backhousia cit-
riodora produces an essential oil. It is obtained via hydro distillation. Lemon myrtle oil is known for its characteristic lemon flavor,
related with presence of citral. Research indicated, that constituents of oil showed antibacterial activity against aerobic bacteria.
There are no information about its activity towards anaerobic bacteria.

Aim. The aim of the study was to determine activity of myrtle oil against anaerobic bacteria isolated from patients.

Material and methods. The anaerobic bacteria were isolated from various infections of oral cavity. A total 135 strains isolated from
patients and 7 reference strains were tested. The suscibility anaerobes to myrtle oil was carried out using plate dilution technique in
Brucella agar supplemented with 5% defibrynated sheep blood, menadione and hemin. Inoculum containing 10° in CFU per spot
was seeded with Steers replicator upon the surface of agar with myrtle oil and without oil (strains growth control). Incubation the
plates was performed in anaerobic jars (10% C0,, 10% H,, 80% N,, palladic catalyst and anaerobic indicator) at 37°C for 48 hrs.
The MIC was defined as the lowest concentrations of the myrtle oil that completely inhibited growth the tested anaerobic bacteria.
Results. The results indicated that the myrtle oil was active against the 44 (50%) from all the tested strains of anaerobes to the concen-
trations from ranges < 0.12-1.0 mg/ml. The rods from genus of Prevotella oralis and Prevotella oris were sensitive on concentrations <
0.12 mg/ml. The oil was less active against the Gram-negative anaerobes from genus of Prevotella buccalis, Prevotella levii, Prevotella
loeschelii, Bacteroides uniformis and Parabacteroides distasonis (MIC > 4.0 mg/ml). The Clostridial strains were very sensitive.
The growth of this strains was inhibited by concentrations of < 0.12 mg/ml. The volatile oil did appeared to be equally effective
against both Gram-negative and Gram-positive anaerobic rods. The growth of 50 and 47% of this bacteria was inhibited in ranges
from < 0.12 to 1.0 mg/ml. The tested Gram-negative cocci from genus Veillonella parvula were less sensitive (MIC 1.0-> 4.0 mg/ml).
The strains of Gram-positive cocci were the least sensitive. Its growth was inhibited by concentrations 2.0-> 4.0 mg/ml.
Conclusions. The myrtle oil was more active against anaerobic bacteria from genus Prevotella oralis, Prevotella oris and strains
from genera of Clostridium. The strains from genus Prevotella buccalis, Prevotella levii, Prevotella loescheii, Bacteroides uniformis
and Parabacteroides distasonis were the lowest sensitive. The oil was equally effective against Gram-negative and Gram-positive
anaerobic bacteria.
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STRESZCZENIE

Wistep. Leki ziolowe byly znane i wykorzystywane w starozytnosci w Chinach, Europie i Ameryce. Mirtu uzywali starozytni Egipcjanie
do leczenia zakazen i chorob przebiegajgcych z gorgczkq. Drzewo 6-krotnie wymieniono w Biblii. Dioskurydes polecat pacjentom
olejek mirtowy w przypadku zakazer pluc i pecherza moczowego. Zaréwno roslina, jak i olejek eteryczny byly stosowane w medycynie
ajurwedyjskiej do leczenia zakazen drég oddechowych i nerwoboli. Backhousia citriodora F. Muell. nalezy do gatunku Backhousia
i rodziny Myrtaceae. Drzewo rosnie na plantacjach w Australii, w subtropikalnych lasach deszczowych w centralnej i potudniowo-
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-wschodniej prowincji Queensland, osiggajqc 20-30 m wysokosci. Liscie Backhousia citriodora wytwarzajq olejek eteryczny. Jest on
otrzymywany na drodze destylacji z parg wodng. Olejek mirtowy posiada charakterystyczny zapach zwigzany z obecnoscig cytralu.
Badania wskazujq, ze sktadniki olejku dziatajq przeciwdrobnoustrojowo wobec bakterii tlenowych. Brakuje informacji o jego ak-
tywnosci wobec bakterii beztlenowych.

Cel pracy. Celem badari byto oznaczenie dziatania olejku mirtowego wobec bakterii beztlenowych wyizolowanych od pacjentow.
Materiat i metody. Bakterie beztlenowe zostaly wyhodowane z réznych zakazen jamy ustnej. Ogotem zbadano 135 szczepow wyizo-
lowanych od pacjentow i 7 szczepow wzorcowych. Wrazliwos¢ beztlenowcow na olejek mirtowy przeprowadzono metodq seryjnych
rozcierficzeni w agarze Brucella, z dodatkiem 5% odwtoknionej krwi baraniej, menadionu i heminy. Odpowiednie stezenia olejku
dodawano do agaru Brucella. Podloze bez olejku stanowito kontrole wzrostu szczepow. Inokulum zawierajgce 10° CFU na krople
przenoszono na powierzchnie podtozy aparatem Steersa. Inkubacje plytek prowadzono w warunkach beztlenowych w anaerostatach,
w atmosferze 10% C0,, 10% H,i 80% N,, w obecnosci katalizatora palladowego i wskaznika beztlenowosci w temperaturze 37°C przez
48 godzin. Za MIC uznawano najmniejsze stezenie olejku, ktore catkowicie hamowato wzrost badanych bakterii beztlenowych.
Wyniki. Wyniki wskazujq, ze olejek mirtowy dziatal wobec 44 (50%) wszystkich testowanych bakterii beztlenowych w stezeniach
w zakresie < 0,12-1,0 mg/ml. Najwickszq wrazliwos¢ sposréd Gram-ujemnych bakterii wykazaly beztlenowce z gatunku Prevotella
oralis i Prevotella oris, byly one wrazliwe na stezenia < 0,12 mg/ml. Nizszq aktywnos¢ olejek wykazat wobec Gram-ujemnych pa-
teczek Prevotella buccalis, Prevotella levii, Prevotella loescheii, Bacteroides uniformis i Parabacteroides distasonis (> 4,0 mg/ml).
Szczepy Clostridium byly wysoce wrazliwe. Ich wzrost byt hamowany przez stezenia < 0,12 mg/ml. Olejek wykazat podobng aktywnosé
wobec Gram-ujemnych i Gram-dodatnich pateczek beztlenowych. Wzrost 50 i 47% tych bakterii hamowaly stezenia w zakresie <
0,12-1,0 mg/ml. Mniej wrazliwe byly ziarniaki z gatunku Veillonella parvula (MIC 1,0-> 4,0 mg/ml). Najnizszq wrazliwos¢ wykazaly
Gram-dodatnie ziarniaki. Ich wzrost byt hamowany przez stezenia 2,0-> 4,0 mg/ml.

Whioski. Najwickszq aktywnosé wykazat olejek mirtowy wobec beztlenowcéw z gatunku Prevotella oralis, Prevotella oris i rodzaju
Clostridium. Najmniej wrazliwe byly szczepy z gatunkow Prevotella buccalis, Prevotella levii, Prevotella loescheii, Bacteroides uniformis
i Parabacteroides distasonis. Olejek wykazat podobng aktywnosé wobec Gram-ujemnych i Gram-dodatnich pateczek beztlenowych.

Stowa kluczowe: bakterie beztlenowe, australijski olejek mirtowy, Backhousia citriodora, wrazliwo$¢

Wstep

Rosliny lecznicze od starozytnoSci byty znane
w Chinach, Europie i Ameryce. Pierwsze opisy o sto-
sowaniu zi6t wytwarzajacych olejki znaleziono na
tabliczkach z pismem klinowym w krainie Sumeréw.
Datowane sa na okres sprzed 3000 roku p.n.e. Wsréd
znanych i uzywanych w tym czasie ro§lin byly tez
wymieniane tymianek i mirt oraz zywice niektorych
drzew. Starozytni Egipcjanie stosowali liScie mirtu
w celu obnizenia goraczki i leczenia roznych zakazen.
Mirt jest 6-krotnie wymieniony w Biblii. Znat go tez
Grek Pedanios Dioskurydes z Anazarbos (I wiek), le-
karz i botanik, ktéry w swoim dziele opisat stosowanie
olejku mirtowego u pacjentéw z chorobami pgcherza
i pluc. Ajurwedyjska medycyna polecata zaréwno ro-
Sline, jak i olejek eteryczny do leczenia zakazen drég
oddechowych i nerwobdli.

Backhousia citriodora F. Muell. (gatunek
Backhousia) z rodziny Myrtaceae jest drzewem zna-
nym takze pod innymi nazwami, w tym lemon myrtle,
lemon scented myrtle, lemon scented ironwood, sweet
werbena tree i sweet werbena myrtle. Nazwa nadana
przez Ferdynanda von Muellera w 1853 roku byta
zwiazana z nazwiskiem botanika i misjonarza Jamesa
Backhouse’a. Drzewo ro$nie w lasach deszczowych
w subtropikalnej centralnej i potudniowo-wschodnie;j
Australii (Queensland). Osiaga wysokos¢ 20-30 m.
Wytwarza wiecznie zielone lancetowate liScie dtugoSci
1,5-2,5 cm oraz owoce barwy bialokremowej o §red-
nicy 5-7 mm. Kwitnie od grudnia do marca. Swieze

oraz wysuszone liScie, kwiaty i nasiona wydzielaja in-
tensywny cytrynowy zapach. Mirt jest wykorzystywany
w gastronomii, przemysle spozywczym, kosmetycznym
i farmaceutycznym (1-4). Kwiaty i licie sa uzywane
w postaci herbaty, dodatku do ciast, pieczywa, past,
majonezdw, sosOw, oleju, seréw, likieréw, syropow
ilodow (2, 3, 5).

LiScie mirtu (Backhousia citriodora) wytwarzaja
olejek eteryczny. Jest on otrzymywany na drodze
destylacji z para wodng. Olejek mirtowy ma charak-
terystyczny cytrynowy zapach zwigzany z obecnoscia
cytralu (2). Przeprowadzone badania wykazaly, ze
sktad olejku zalezy od regionu, w ktérym ro$nie i me-
tody jego otrzymywania (4-8).

Olejek mirtowy jest wykorzystywany jako §ro-
dek wykrztu$ny, uspokajajacy, przeciwreumatycz-
ny, przeciwbolowy, przeciwdrgawkowy, Sciagajacy
i przeciwutleniajacy (3, 8). Stosowany jest do leczenia
zmian skornych, tj. tradziku i zakazef mieczakiem
zakaznym (powodowanym przez wirusy MCV) (1, 9).
Potwierdzily to badania, ktérymi objeto dzieci oraz
pacjentéw z obnizona odpornoscig (9). Sposrod
16 chorych ze zmianami spowodowanymi przez wirusy
MCYV, u ktérych zastosowano miejscowo 10% ole-
jek mirtowy, u 9 zaobserwowano znaczna poprawe
w porOwnaniu z grupg kontrolng (9). Ekstrakty z liSci
Backhousia citriodora oraz olejek eteryczny wykazuja
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa (1, 2, 10-12).
Wyniki do$wiadczen wskazuja przede wszystkim na
dzialanie oleju mirtowego wobec bakterii tlenowych.
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Brakuje danych dotyczacych jego aktywnoS$ci wobec
bakterii beztlenowych.

Cel pracy

Celem badan byla ocena dziatania olejku mirto-
wego na bakterie beztlenowe wystepujace w jamie
ustne;j.

Material i metody

Uzyte do doswiadczen bakterie beztlenowe zostaly
wyizolowane z r6znych zakazef jamy ustnej. Lacznie
poddano badaniom 135 szczepdw wyizolowanych od
pacjentéw i 6 szczepow wzorcowych. Bakterie nale-
zaly do nastepujacych rodzajow: Porphyromonas (19
szczepow), Prevotella (35), Bacteroides (12),
Parabacteroides (1), Tannerella (3), Fusobacterium (18)
i Veillonella (2). Badaniami objeto tez 21 szczepow
Gram-dodatnich ziarniakéw, 19 szczepéw Gram-
-dodatnich pateczek, 5 szczepoéw Clostridium oraz

7 szczepOw wzorcowych z gatunkow: Bacteroides fra-
gilis ATCC 25285, Bacteroides ovatus ATCC 8483,
Bacteroides vulgatus ATCC 8482, Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586, Finegoldia magna ATCC
29328, Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337
i Propionibacterium acnes ATCC 11827.

Uzyty do badan olejek mirtowy (Australian Lemon
Oil, Australian Company TTD International Pty
LTD, Sydney, Australia) zostal otrzymany z drze-
wa Backhousia citriodora i zawieral 93,2% cytralu
i 4,8% cytronelolu.

Oznaczenie wrazliwosci (MIC) bakterii beztleno-
wych na olejek przeprowadzono metoda seryjnych
rozcieficzen w agarze Brucella, z dodatkiem 5% od-
wldknionej krwi baraniej, menadionu i heminy. Olejek
eteryczny najpierw zostat rozpuszczony w 100 ml
DMSO (Serva), a nastgpnie w wodzie destylowa-
nej w celu uzyskania rozcieficzenh wynoszacych 0,12,
0,25, 0,5, 1,0, 2,0 i 4,0 mg/ml. Odpowiednie st¢zenia

Tab. 1. Wrazliwos¢ na olejek mirtowy Gram-ujemnych bakterii beztlenowych

. Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczepow
24,0 2,0 1,0 0,5 0,25 <0,12
Bacteroides fragilis 7 1 3 1 2
Bacteroides uniformis 1 1
Bacteroides ureolyticus 3 1 2
Bacteroides vulgatus 1 1
Fusobacterium nucleatum 15 5 2 1 1 6
Fusobacterium necrophorum 3 2 1
Parabacteroides distasonis 1 1
Porphyromonas asaccharolytica 4 1 1 1 1
Porphyromonas gingivalis 15 4 1 2 3 5
Prevotella bivia 5 1 1 1 1 1
Prevotella buccalis 1 1
Prevotella denticola 3 1 1 1
Prevotella intermedia 19 8 5 3 2 1
Prevotella levii 1 1
Prevotella loescheii 1 1
Prevotella oralis 3 3
Prevotella oris 2 2
Tannerella forsythia 3 1 1 1
Veillonella parvula 2 1 1
Gram-ujemne bakterie beztlenowe ogétem 90 30 15 8 4 7 26
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olejku dodawano do agaru Brucella. Podloze pozba-
wione olejku stanowilo kontrole wzrostu szczepow.
Inokulum zawierajace 10° CFU na krople przenoszono
na powierzchnie podlozy aparatem Steersa. Inkubacje
plytek prowadzono w warunkach beztlenowych w ana-
erostatach, w atmosferze 10% C0,,10% H,i80% N,
w obecnosci katalizatora palladowego i wskaZnika
beztlenowosci, w temperaturze 37°C przez 48 godzin.
Za MIC uznawano takie najmniejsze stezenie olejku,
ktore catkowicie hamowato wzrost badanych bakterii
beztlenowych.
Wyniki i oméwienie

Tabela 1 przedstawia wyniki wrazliwosci na olejek
mirtowy Gram-ujemnych bakterii beztlenowych, tabe-
la 2 wrazliwo$¢ bakterii Gram-dodatnich, a tabela 3
szczepow wzorcowych. Wyniki wskazuja, ze w niskich
stezeniach, wynoszacych < 0,12-1,0 mg/ml, olejek byt
aktywny wobec 65 (48%) szczepow. Sposrod 88 bada-
nych Gram-ujemnych pateczek najbardziej wrazliwe

byly szczepy z gatunkow Prevotella oralis i Prevotella
oris. WartoSci MIC wynosity 0,12 mg/ml i mnie;j.

Natomiast niskie stezenia (MIC w zakresie < 0,12-
1,0 mg/ml) hamowaly wzrost 63% pateczek z rodzaju
Porphyromonas, 46% szczep6w z rodzaju Prevotella,
42% paleczek Bacteroides oraz 67% szczepOw z ro-
dzaju Tannerella. Najmniejsza wrazliwoscia charakte-
ryzowaly sie szczepy z gatunkdw Prevotella buccalis,
Prevotella levii, Prevotella loescheii, Bacteroides uni-
formis i Parabacteroides distasonis. Do zahamowania
wzrostu wymagaly one uzycia stezefi wynoszacych
> 4,0 mg/ml. Natomiast warto§¢ MIC w przypadku
szczepOw z gatunku Bacteroides vulgatus byta rowna
2,0 mg/ml.

Olejek wykazal nizsza aktywno$¢ wobec Gram-
-ujemnych ziarniakéw z gatunku Veillonella parvula.
Ich wzrost byt hamowany w zakresie stezen 1,0->
4,0 mg/ml. Olejek mirtowy byt wysoce aktywny
wobec szczepow beztlenowych laseczek z rodza-
ju Clostridium. Wartosci MIC dla tych szczepow
wynosity 0,12 mg/ml lub mniej. Nizsza wrazliwo§¢
wykazaly Gram-dodatnie ziarniaki, z ktérych 70%
szczepOw wymagalo do zahamowania wzrostu uzy-
cia stezen w zakresie 2,0-> 4,0 mg/ml. Wyjatkami

Tab. 2. Wrazliwo$¢ na olejek mirtowy Gram-dodatnich bakterii beztlenowych

) Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczepow
24,0 2,0 1,0 0,5 0,25 <0,12
Anaerococcus prevotii 1 1
Finegoldia magna 5 3 1 1
Parvimonas micra 8 6 2
Peptoniphilus asacchrolyticus 2 1 1
Peptostreptococcus anaerobius 3 1 2
Ruminococcus productus 2 1 1
Gram-dodatnie ziarniaki beztlenowe ogétem 21 11 4 1 2 3
Actinomyces israelii 2 2
Bifidobacterium breve 1 1
Propionibacterium acnes 13 2 2 1 1 7
Propionibacterium granulosum 2 2
Pseudoramibacter alactolyticum 1 1
Gram-dodatnie pateczki 19 8 2 1 1 7
Clostridium difficile 1 1
Clostridium perfringens 2 2
Clostridium septicum 2 2
Bakterie beztlenowe tgcznie 135 49 21 10 4 10 41
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Tab. 3. Wrazliwo$¢ na olejek mirtowy szczepéw wzorcowych bakterii beztlenowych

] Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczep6w
24,0 2,0 1,0 0,5 0,25 <0,12
Bacteroides fragilis ATCC 25285 1 1
Bacteroides ovatus ATCC 8483 1 1
Bacteroides vulgatus ATCC 8482 1 1
Fusobacterium nucleatum ATCC 25585 1 1
Finegoldia magna ATCC 29328 1 1
Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337 1 1
Propionibacterium acnes ATCC 11827 1 1

wsrod tej grupy drobnoustrojow byly szczepy z ga-
tunkéw: Anaerococcus prevotii (MIC = 0,25 mg/ml)
i Peptoniphilus asaccharolyticus (MIC<0,12-1,0 mg/ml).
Z kolei wsrod ziarniakow najmniejsza wrazliwos¢
wykazaty szczepy z gatunkéw Parvimonas micra
i Ruminococcus products. Ich wzrost hamowaly ste-
zenia w zakresie 2,0-> 4,0 mg/ml.

Olejek mirtowy charakteryzowat sie¢ podobna ak-
tywnoS$cia wobec Gram-ujemnych i Gram-dodatnich
pateczek. Wsrod tych ostatnich, najwieksza wraz-
liwos¢ wykazaly szczepy Propionibacterium acnes.
Wzrost 47% tych pateczek byt hamowany przez
stezenia wynoszace < 0,12-1,0 mg/ml. Szczepy po-
zostatych badanych Gram-dodatnich pateczek byly
wrazliwe na stezenia réwne 4,0 mg/ml i wyzsze.
Uzyskane dane wskazuja, ze podobna wrazliwos¢
na olejek mirtowy wykazaly szczepy Gram-ujemnych
i Gram-dodatnich pateczek. Stezenia wynoszace
0,12-1,0 mg/ml hamowatly wzrost podobnej liczby
szczep6w (odpowiednio 50 i 47% szczepow). Nasze
wcze$niejsze wyniki badan bakterii beztlenowych
wykazaly wyzsza wrazliwos¢ Gram-ujemnych pa-
teczek. Uzyskana warto§¢ MIC dla 96% paleczek
ksztattowata si¢ w zakresie < 0,03-> 1,0 mg/ml (10).
Natomiast w przypadku bakterii tlenowych, z badan
réznych autoréw wynika, ze sa one zazwyczaj mniej
wrazliwe na olejek mirtowy.

Hotderna-Kedzia i wsp. (13) oceniali dzialanie
olejku mirtowego wobec szczepdw Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae i Pseudomonas aeruginosa.
Wzrost wymienionych bakterii byl hamowany w za-
kresie stezen 0,75-7,5 mg/ml (13). Bardziej wrazliwe

na olejek byly szczepy Gram-dodatnich bakterii (13).
Natomiast Morris i wsp. (14) wykorzystujac do oceny
oddziatywania olejku na bakterie metode krazko-
wo-dyfuzyjna, uzyskali strefy zahamowania wzro-
stu drobnoustrojéw wynoszace 11-12 mm. Plant
i Stephens (15) badali dziatanie olejku ta samg me-
toda wobec szczepow Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Serratia marcescens i wy-
kazali jego wptyw tylko na szczepy gronkowcow.
Podobnym wynikiem zakoficzyly sie doSwiadczenia
przeprowadzone przez Maruzzellg i wsp. (16). Uzyte
do badan szczepy Staphylococcus aureus, Bacillus sub-
tilis, Enterococcus faecalis, Salmonella typhosa, z wy-
jatkiem Mycobacterium avium (strefa 62 mm), nie
wykazaty wrazliwo$ci na testowany olejek. Natomiast
Wilkinson i wsp. (1) uzyskali wysoka aktywnos$¢ olejku
mirtowego wobec ocenianych 13 szczepow rdéznych
gatunkow bakterii, w tym Clostridium perfringens,
Pseudomonas aeruginosa i szczepu Staphylococcus
aureus opornego na metycyling.

Whioski

1. Olejek mirtowy wykazal najwieksza aktywnosé
wobec szczepow bakterii beztlenowych z gatunkow
Prevotella oralis, Prevotella oris i szczepOw z rodzaju
Clostridium.

. Najmniej wrazliwe okazaly si¢ szczepy z gatun-
kow Prevotella buccalis, Prevotella levii, Prevotella
loescheii, Bacteroides uniformis i Parabacteroides
distasonis.

. Olejek mirtowy wykazat podobne dziatanie wobec
ocenianych Gram-ujemnych i Gram-dodatnich bak-
terii beztlenowych.
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