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SUMMARY

Introduction. Sweet majoram (Origanum majorana L.), green plant from family Lamiaceae is common used in traditional medicine.
Herba majoranae containing from 1 to 3.5% essential oil. The main components of the oil depend on the geographic origin of the
plant and include: terpinen-4-ol, a-terpineol, terpinene, y-terpinene, cis-sabinene hydrate, p-cymene, triterpenic acid, phenolic acid,
flavonoids glycosides, tanins, diterpenoids and triterpenoids. The oil is used for treatment of lung diseases, spleen, kidneys, hepatitis,
alimentary tract and headaches. It has antiemetic, anticancer, antioxidant and antimicrobial properties.

Aim. The aim of the study was to determine the susceptibility of anaerobic bacteria isolated from oral cavity to majoram oil.
Material and methods. A total of 57 anaerobic bacteria belonging to the genus of Porphyromonas (4 strains), Prevotella (9),
Bacteroides (11), Parabacteroides (1), Tannerella (2), Fusobacterium (7), 11 strains of Gram-positive cocci, 12 strains of Gram-
positive rods and 6 reference strains were tested. Investigation was carried out using the plate dilution technique in Brucella agar
supplemented with 5% defibrynated sheep blood, menadione and hemine. Inoculum containing 10° CFU per spot was seeded
with Steers replicator upon the agar with various oil concentrations as well as upon that no majoram oil (Semifarm, Elblqg). The
concentrations oil were: 0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 1.0 and 2.0 mg/ml. The plate were incubated in anaerobic conditions, in anaerobic
jars for 48 hours in 37°C. Minimum inhibitory concentration (MIC) was interpreted as the lowest concentrations oil inhibiting the
growth of strains of anaerobes.

Results and discussion. The results of investigations indicated that the from Gram-negative bacteria belonging to the genus of
Bacteroides uniformis, Tannerella forsythia and Bacteroides vulgatus were the most susceptible to the essential oil (MIC <0.06-
0.5 mg/ml). But the 89% strains from genus of Prevotella was sensitive to 2.0 mg/ml and more. Tested oil was less active against
the strains from genera of Fusobacterium. MIC of the strains were in ranges 1.0-> 2.0 mg/ml. The rods from the genera Prevotella
bivia, Prevotella buccalis, Prevotella loescheii, Bacteroides fragilis, Parabacteroides distasonis and Fusobacterium nucleatum were
the lowest sensitive (MIC > 2.0 mg/ml). The oil was very active vs. Gram-positive cocci. MIC for 50% this strains was in ranges <
0.06-0.25 mg/ml. But the Gram-positive rods were less sensitive. The growth of the strains were inhibited by concentrations in ranges
1.0-2 2.0 mg/ml (without Actinomyces viscosus — MIC 1.0 mg/ml). It appears that Gram-positive anaerobic bacteria were more
susceptible to majoram oil than Gram-negative rods.

Conclusions. The most susceptible to majoram oil from Gram-negative bacteria were rods of Bacteroides uniformis, Tannerella
forsythia and Bacteroides vulgatus. The oil was very active against Gram-positive cocci and rods. The Gram-negative anaerobes
were less susceptible to majoram oil than Gram-positive anaerobes.

Keywords: majorana oil, anaerobic bacteria, susceptibility, oral cavity

STRESZCZENIE

Wstep. Majeranek ogrodowy (Origanum majorana L.), z rodziny Lamiaceae, powszechnie stosowany w medycynie ludowej, jest
roslina zielng. Zawiera od 1 do 3,5% olejku eterycznego. Sktad olejku zalezy od regionu geograficznego, z ktorego pochodzi roslina,
i obejmugje terpinen-4-ol, a-terpineol, terpinen, y-terpinen, cis-hydrosabinen, p-cymen, kwasy triterpenowe, kwasy fenolowe, flawonoidy
glikozydowe, taniny, diterpeny i triterpeny. Olejek stosowany jest w leczeniu chorob pluc, Sledziony, nerek, wqtroby, przewodu pokar-
mowego i boli glowy. Ma tez wlasciwosci przeciwnowotworowe, przeciwutleniajgce, przeciwwymiotne i przeciwdrobnoustrojowe.
Cel. Celem badari bylo oznaczenie wrazliwosci bakterii beztlenowych izolowanych z jamy ustnej na olejek majerankowy.

Materiat i metody. Badania obejmowaly ogotem 57 bakterii beztlenowych nalezqcych do rodzaju Porphyromonas (4 szczepy), Pre-
votella (9), Bacteroides (11), Parabacteroides (1), Tannerella (2), Fusobacterium (7), 11 szczepow Gram-dodatnich ziarniakéw,
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12 szczepow Gram-dodatnich pateczek oraz 6 szczepéw wzorcowych. Do badan zostat uzyty olejek majerankowy (Semifarm, El-
blag). Wrazliwos¢ bakterii oznaczono metodg seryjnych rozciericzen w agarze Brucella z dodatkiem 5% odwltoknionej krwi baraniej,
menadionu i heminy. Zawiesine zawierajqcq 10° CFU na krople nanoszono aparatem Steersa na powierzchnie agaru zawierajgcego
olejek majerankowy lub bez jego dodatku. Do badan uzyto stezen: 0,06, 0,12, 0,25, 0,5, 1,0 i 2,0 mg/ml. Hodowle posiewow prowa-
dzono w warunkach beztlenowych w anaerostatach, zawierajgcych 10% C0,, 10% H,i 80% N,, katalizator palladowy i wskaznik
beztlenowosci, w temp. 37°C przez 48 godzin. Za najmniejsze stezenie hamujgce (MIC) przyjeto takie rozciericzenie olejku, ktére
prowadzito do catkowitego zahamowania wzrostu szczepéw beztlenowcow.

Wyniki i oméwienie. Wyniki badan wskazujg, ze najbardziej wrazliwe na olejek eteryczny byly szczepy z gatunku Bacteroides uniformis,
Tannerella forsythia i Bacteroides vulgatus (MIC <0,006-0,5 mg/ml). Jednak 89% szczepow z rodzaju Prevotella byto wrazliwych na
2,0 mg/ml olejku lub wiecej. Badany olejek wykazat nizszq aktywnosé wobec szczepow z rodzaju Fusobacterium. MIC tych szczepow
byto w zakresie 1,0-> 2,0 mg/ml. Najnizszq wrazliwoscig charakteryzowaty si¢ pateczki z gatunku Prevotella bivia, Prevotella buc-
calis, Prevotella loescheii, Bacteroides fragilis, Parabacteroides distasonis i Fusobacterium nucleatum (MIC > 2,0 mg/ml). Olejek
byt wysoce aktywny wobec Gram-dodatnich ziarniakéw. MIC 50% szczepow wynosito < 0,06-0,25 mg/ml. Jednak Gram-dodatnie
pateczki okazaly sic mniej wrazliwe. Wzrost tych szczepow byt hamowany przez stezenia w zakresie 1,0-> 2,0 mg/ml (z wyjqtkiem
Actinomyces viscosus — MIC 0,25-1,0 mg/ml).

Badania wykazaly, ze Gram-dodatnie bakterie sq bardziej wrazliwe na olejek majerankowy niz Gram-ujemne pateczki.

Whioski. Sposréd Gram-ujemnych bakterii najbardziej wrazliwe na olejek majerankowy okazaty sie pateczki Bacteroides uniformis,
Tannerella forsythia i Bacteroides vulgatus. Olejek byt bardzo aktywny wobec Gram-dodatnich ziarniakoéw i pateczek. Gram-ujemne

beztlenowce okazaly sie mniej wrazliwe na olejek majerankowy niz Gram-dodatnie bakterie.

Stowa kluczowe: majerankowy olejek eteryczny, wrazliwo$¢, bakterie beztlenowe, jama ustna

Wstep

Majeranek byt znany i powszechnie uzywany w cza-
sach starozytnych. Grecka bogini Afrodyta uwazata
go za symbol szczedcia. W starozytnym Egipcie wy-
korzystywano go jako przyprawe do zywnoSci oraz
Srodek leczniczy. Razem z innymi ziotami byt uzywany
w postaci masci jako Srodek przeciwreumatyczny.
W Europie zostal poznany oraz doceniony w §re-
dniowieczu. Od IX wieku benedyktyni przygotowy-
wali likier z dodatkiem majeranku. W XVI w. byt
wykorzystywany jako tabaka. Obecnie majeranek jest
uprawiany w krajach obszaru Morza Srédziemnego,
w Azji, Ameryce Pdtnocnej, Afryce i w réznych kra-
jach Europy, w tym i w Polsce.

Majeranek ogrodowy (Origanum majorana L.) na-
lezy do rodziny Lamiaceae. Nazwa nawiazuje do arab-
skiego stowa ,,marjamie”, ktére oznacza ,,nieporow-
nany”. Jest roling zielna, osiagajaca wysokos¢ 30-60
cm. Wytwarza ciemnozielone liScie dtugosci 5-20 mm,
naprzemianlegle, owalne, krétkoogonkowe, drobne
kwiaty barwy biatej lub liliowej oraz jasnobrazowe,
bardzo mate nasiona o charakterystycznym zapachu.
Ros$nie w miejscach nastonecznionych, ostonietych
od wiatru i w odpowiedniej, zyznej glebie, bogatej
w wapfi. Zaréwno roS$lina, jak i wytwarzany przez
nig olejek eteryczny, sa wykorzystywane w przemysle
spozywczym oraz farmaceutycznym, przede wszystkim
jako Srodek poprawiajacy smak oraz zapach.

Produkowany przez majeranek olejek eteryczny
jest uzyskiwany z rosliny metoda destylacji z para
wodna lub na drodze ekstrakcji. Jest on bezbarwny,
jasnozolty lub barwy jasnozielonej i ma charaktery-
styczny silny zapach. Ro§lina wytwarza od 1 do 3,5%

olejku, w ktorym sa nastepujace zwiazki chemiczne:
terpinen-4-ol, a-terpineol, terpinen, y-terpinen, cis-
hydrosabinen, p-cymen, kwasy triterpenowe, kwasy
fenolowe, glikozydy flawonoidowe, taniny, diterpeny
i triterpeny (1-11).

Olejek majerankowy wykazuje dzialanie leczni-
cze (1, 8-21). Sktad olejku zalezy od regionu geo-
graficznego, w ktorym byl hodowany. Jest stosowany
w chorobach ptuc, §ledziony, nerek, watroby, przewo-
du pokarmowego i w bdlach glowy (1, 4, 15, 17-20).
Ma wlasciwosci przeciwutleniajace, przeciwnowotwo-
rowe i przeciwwymiotne (1, 68, 18, 22-25). Wykazuje
tez dziatanie wobec réznych drobnoustrojow, w tym
przeciwbakteryjne (1-3, 7, 8, 27, 28, 30), przeciw-
grzybicze (1, 3, 26, 27, 30-32) oraz insektobdjcze (8§,
33, 34). W piSmiennictwie sa opisy dziatania olejku
majerankowego wobec bakterii tlenowych. Brakuje
danych dotyczacych jego aktywnoS$ci wobec bakterii
beztlenowych.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena wrazliwo$ci na olejek maje-
rankowy bakterii beztlenowych wyizolowanych z jamy
ustnej.

Materiat i metody

Wykorzystane do doswiadczen bakterie beztlenowe
zostaly wyhodowane z materiatéw pobranych od pa-
cjentdw z r6znymi zakazeniami w obrebie jamy ustne;j.
Szczepy zostaly zidentyfikowane zgodnie z obowia-
zujacymi zasadami, uwzgledniajacymi zmiany takso-
nomiczne. Badaniami objeto 57 szczepdéw bakterii
z rodzajow: Porphyromonas (4 szczepy), Prevotella (9),
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Bacteroides (11), Parabacteroides (1), Tannerella (2),
Fusobacterium (7), 11 szczepéw Gram-dodatnich ziar-
niakéw, 12 szczepoéw Gram-dodatnich pateczek oraz
6 szczepow wzorcowych z gatunkéw: Bacteroides fragi-
lis ATCC 25285, Parbacteroides distasonis ATCC 8503,
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, Finegoldia
magna ATCC 29328, Peptostreptococcus anaero-
bius ATCC 27337 i Propionibacterium acnes ATCC
11827.

Do badan zostat wykorzystany olejek majeran-
kowy (Semifarm, Elblag). Doswiadczenia przepro-
wadzono metoda seryjnych rozcieficzen w agarze
Brucella z dodatkiem 5% odwldoknionej krwi baraniej,
menadionu i heminy. Olejek eteryczny najpierw roz-
puszczono w DMSO (Serva), a nastepnie w wodzie
destylowanej. Badano nastepujace stezenia: 0,06, 0,12,
0,25, 0,5, 1,01 2,0 mg/ml. Odpowiednie rozcieficzenia
olejku dodawano do agaru Brucella. Inokulum zawie-
rajace 10°CFU na krople nanoszono aparatem Steersa
na powierzchnie podtozy z dodatkiem odpowiedniego
stezenia olejku. Kontrole wzrostu szczepow stanowit
agar bez olejku. Inkubacje podtozy prowadzono w wa-
runkach beztlenowych w anaerostatach, zawierajacych
10% C0, 10% H,i 80% N, katalizator palladowy
i wskaznik beztlenowosci, w temp. 37°C przez 48
godzin. Za najmniejsze stezenie hamujace (MIC)

przyjeto takie rozcienczenie olejku, ktére prowa-
dzito do catkowitego zahamowania wzrostu bakterii
beztlenowych.
Wyniki i ich omoéwienie

W tabeli 1 zostaly zebrane wyniki badan wrazliwoSci
Gram-ujemnych bakterii, w tabeli 2 — Gram-dodatnich
bakterii, a w tabeli 3 — szczepow wzorcowych bak-
terii beztlenowych. Wérdd ocenianych 34 szczepow
Gram-ujemnych beztlenowcow najwicksza wrazliwos¢
wykazaly szczepy: Bacteroides uniformis (MIC < 0,06-
0,25 mg/ml), Tannerella forsythia (MIC < 0,06-0,5 mg/
ml) i Bacteroides vulgatus (MIC = 0,5 mg/ml). Olejek
majerankowy w stezeniu wynoszacym 1,0 mg/ml byt ak-
tywny wobec pateczek Prevotella levii i Bacteroides uni-
formis. Natomiast 89% szczepow z rodzaju Prevotella
wymagato do zahamowania wzrostu 2,0 mg/ml olejku
lub wigcej. Bakterie z rodzaju Bacteroides okazaly si¢
bardziej wrazliwe. Na stezenie wynoszace 2,0 mg/ml
lub wyzsze bylo wrazliwych 36% pateczek, w tym z ga-
tunku Bacteroides fragilis (100%) i Bacteroides ureoly-
ticus (50%). Wrzecionowce (Fusobacterium) nalezaly
do wzglednie opornych. Ich wzrost byt hamowany
przez stezenia w zakresie 1,0-> 2,0 mg/ml. Najnizsza
wrazliwoS$cia wsrod badanych Gram-ujemnych bakterii
charakteryzowaly si¢ szczepy z gatunku Prevotella bivia,

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

_ Liczba Najmniejsze stezenie hamujace; MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczepow 20 10 05 0.25 012 - 0,06
Bacteroides fragilis 2 2
Bacteroides uniformis 3 1 1 1
Bacteroides ureolyticus 4 2 2
Bacteroides vulgatus 2 2
Parabacteroides distasonis 1 1
Fusobacterium nucleatum 3 1 2
Fusobacterium necrophorum 4 4
Porphyromonas asaccharolytica 4 1 3
Prevotella bivia 2 2
Prevotella buccalis 1 1
Prevotella intermedia 3 3
Prevotella levii 1 1
Prevotella loescheii 2 2
Tannerella forsythia 2 1 1
Gram-ujemne bakterie beztlenowe ogdétem 34 19 9 3 1 2
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Tab. 2. Wrazliwo$¢ na olejek majerankowy Gram-dodatnich bakterii beztlenowych

. Liczba Najmniejsze stezenie hamujace; MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczepbw ~20 0 05 0,25 012 - 0,06
Finegoldia magna 5 4 1
Parvimonas micra 2 1 1
Peptostreptococcus anaerobius 5 1 2 2
Gram-dodatnie ziarniaki beztlenowe ogétem 12 6 3 3
Actinomyces odontolyticus 2 1 1
Actinomyces viscosus 2 1 1
Bifidobacterium breve 1 1
Propionibacterium acnes 2 1 1
Propionibacterium granulosum 4 2 2
Gram-dodatnie pateczki ogétem 11 5 5 1
Bakterie beztlenowe tgcznie 57 24 20 3 5 5
Tab. 3. Wrazliwo$¢ na olejek majerankowy szczepdw wzorcowych bakterii beztlenowych
. Liczba Najmniejsze stezenie hamujace; MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczepow
2,0 1,0 0,5 0,25 0,12 < 0,06
Bacteroides fragilis ATCC 25285 1 1
Parabacteroides distasonis ATCC 8503 1 1
Fusobacterium nucleatum ATCC 25585 1 1
Finegoldia magna ATCC 29328 1 1
Peptotreptococcus anaerobius ATCC 27337 1 1
Propionibacterium acnes ATCC 11827 1 1

Prevotella buccalis, Prevotella loescheii, Bacteroides
fragilis, Parabacteroides distasonis i Fusobacterium
nucleatum (MIC = 2,0 mg/ml).

W przypadku Gram-dodatnich bakterii beztlenowych
olejek wykazatl najwicksza aktywno$¢ wobec ziarniakow.
Sposrdd nich 25% szczepéw wymagato do zahamowania
wzrostu uzycia stezen > 0,06 mg/ml. Kolejne 25% byto
wrazliwych na 0,25 mg/ml, a pozostale ziarniaki (50%)
na stezenie rowne 1,0 mg/ml. Natomiast olejek wykazat
nizsza aktywno$§¢ wobec Gram-dodatnich pateczek.
Poza szczepami z gatunku Actinomyces viscosus (MIC =
0,25-1,0 mg/ml) ich wzrost byt hamowany przez stezenia
w zakresie 1,0-> 2,0 mg/ml.

W wypadku bakterii tlenowych wyniki badan wskazu-
ja na wysoka wrazliwoS¢ na olejek majerankowy szcze-
pow Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli (MIC
odpowiednio 5,3 12,6 mg/ml) (35). W do§wiadczeniach

przeprowadzonych przez Hammera i wsp. (36)
wzrost szczepOw z gatunku Acinetobacter baumannii,
Aerococcus sobria i Escherichia coli hamowalo stezenie
olejku w wysokosci 2,0 mg/ml, a Klebsiella pneumo-
niae, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens
i Staphylococcus aureus — 5,0 mg/ml, Enterococcus
faecalis — 20,0 mg/ml i Pseudomonas aeruginosa >
20,0 mg/ml. W innych badaniach, przeprowadzonych
metoda krazkowo-dyfuzyjna, Plant i wsp. (37) wyka-
zali wrazliwo$¢ na olejek szczepdw Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus i Serratia
marcescens. Wykorzystujac powyzsza technike Chao
i wsp. (38) udowodnili aktywnos¢ olejku majeranko-
wego wobec szczepu Staphylococcus aureus opornego
na metycyling (Srednica strefy zahamowania wzrostu —
28 mm), a Maruzzella i wsp. (39) szczepdw Bacillus
subtilis (11 mm) i Mycobacterium avium (68 mm).
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Leeja i wsp. (26) opisali aktywno$¢ ekstraktow z ma-
jeranku wobec wybranych bakterii, w tym Bacillus
subtilis, Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Proteus vulgaris i Pseudomonas aeru-
ginosa. Strefy zahamowania wzrostu tych bakterii
wynosity od 18 do 42 mm i byly wicksze dla Gram-
dodatnich drobnoustrojow. Nasze badania tez wskazu-
ja, ze olejek majerankowy jest bardziej aktywny wobec
Gram-dodatnich bakterii w poréwnaniu z Gram-
ujemnymi bakteriami. Ponadto z badaf wynika, ze
Gram-dodatnie ziarniaki sa bardziej wrazliwe niz
Gram-dodatnie pateczki.
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