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SUMMARY

Introduction. A lot of plant produced essential oils, which are applied in prophylaxis and therapy of medicine. Melissa was known
and used in I century BC. It produced the oil, which possess following properties: antiarteriosclerotic, anticancer, sedative, antide-
pression, antimigraine, antiasthmatic, antirheumatic and antioxidant. Its contain: geraniol, B-caryophyllene, geranial, thymol, neral,
geranyl acetate, linalol, cytronellol, citronellal and a-humulen. It exhibited antibacterial and antifungal activity.

Aim. The aim of this study was to indicate of susceptibility of yeastlike fungi to melissae essential oil.

Material and methods. The strains of fungi were isolated from oral cavity from patients with candidosis. A total 23 strains of
yeastlike fungi from genus of Candida albicans (22 strains), C. glabrata (5), C. guilliermondii (2), C. humicola (2), C. kefyr (3),
C. krusei (5), C. lusitaniae (2), C. parapsilosis (5), C. tropicalis (6), C. utilis (1) and 9 reference strains were tested. Investigated
was carried out using plate dilution technique in Sabouraud’s agar. The melissae oil (Semifarm) was dissolved in DMSO and then
in aseptic distilled water. Inoculum contain 10° CFU per spot was transferred with Steers replicator upon the agar with and without
essential oil (strains growth control). The concentrations of melissae oil were: 2.0, 1.0, 0.5, 0.25 and 0.12 mg/ml. Incubation was
performed in aerobic conditions in temp. 37°C. Incubation of agar plates were performed in aerobic condition at temp. 37°C, at
24-48 hours. Minimum inhibitory concentration (MIC) was interpreted as the lowest concentrations of melissa oil which inhibited
the growth of yeastlike fungi.

Results. The dates indicated that the strains of fungi was susceptible to oil in concentrations 0.25-2.0 mg/ml. The 19 (86%) of strains
from genus Candida albicans was inhibited in concentrations 0.25-0.5 mg/ml. On the same values of MIC’s were susceptible the
strains of Candida albicans, Candida glabrata and Candida humicola (MIC 0.5 mg/ml). The fungi from genus of Candida kefyr,
Candida krusei, Candida lusitaniae and Candida tropicalis were less sensitive. The growth of this yeastlike fungi was inhibited by
concentrations of melissae oil in range 0.5-2.0 mg/ml. The oil was the lowest active towards genus Candida lusitaniae and Candida
utilis. The MIC for these strains was from 1.0 to 2.0 mg/ml. From all tested genus Candida strains 11 (21%) of them was susceptible
to melissa oil in range 2.0 mg/ml.

Conclusions. Melissa oil was the most active towards strains of Candida albicans, Candida glabrata and Candida humicola. The
lowest sensitive to oil were the strains from genus Candida lusitaniae and Candida utilis. The melissa oil characterized a high activity
towards all tested strains of yeastlike fungi from genus of Candida.
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STRESZCZENIE

Wstep. Wiele roslin wytwarza olejki eteryczne, ktore sq stosowane w profilaktyce i terapii choréb. Melisa byta znana i uzywana juz
w I wieku p.n.e. Wytwarza olejek, ktory wykazuje wlasciwosci: przeciwmiazdzycowe, przeciwnowotworowe, uspokajajqce, przeciwdepre-
syjne, przeciwmigrenowe, przeciwastmatyczne, przeciwreumatyczne i przeciwutleniajqce. Zawiera on: geraniol, B-kariofylen, geranial,
tymol, neral, octan geranylu, linalol, cytronelol, citronelal i o-humulen. Wykazuje aktywnos¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybiczq.
Cel pracy. Badania mialy na celu oznaczenie wrazliwosci grzybow drozdzopodobnych na olejek melisowy.

Materiat i metody. Szczepy grzybow zostaly wyizolowane z jamy ustnej pacjentow ze stwierdzong kandydozq. Ogotem badaniom
poddano 53 szczepy grzybow drozdzopodobnych z gatunkéw: Candida albicans (22 szczepy), C. glabrata (5), C. guilliermondii (2),
C. humicola (2), C. kefyr (3), C. krusei (5), C. lusitaniae (2), C. parapsilosis (5), C. tropicalis (6) i C. utilis (1) oraz 9 szczepow
wzorcowych. Doswiadczenia przeprowadzono metodq seryjnych rozciericzen w agarze Sabourauda. Olejek melisowy (Semifarm)
rozpuszczono najpierw w DMSO (Serva), a potem w jatowej wodzie destylowanej. Zawiesine zawierajgcqg 10° CFU na krople
przenoszono aparatem Steersa na powierzchnie agaru z dodatkiem lub bez olejku (kontrola wzrostu szczepow). Uzyte stezenia wy-
nosity: 2,0, 1,0, 0,5, 0,25 i 0,12 mg/ml. Inkubacje posiewow prowadzono w warunkach tlenowych w temp. 37°C przez 24-48 godzin.
Za najmniejsze stezenie (MIC) uznano takie, ktére hamowato wzrost testowanych szczepéw grzybow drozdzopodobnych.
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Wyniki. Wyniki wskazujq, ze szczepy grzybow byly wrazliwe na olejek melisowy w zakresie stezen 0,25-2,0 mg/ml. Sposrod gatunku
Candida albicans wzrost 19 (86%) szczepow byt hamowany przez stezenia 0,25-0,5 mg/ml. Na te same wartosci MIC wykazatly wraz-
liwos¢ szczepy Candida glabrata i Candida humicola (MIC 0,5 mg/ml). Grzyby z gatunkow: Candida kefyr, C. krusei, C. lusitaniae
i C. tropicalis okazaly sie mniej wrazliwe. Wzrost tych grzybow byt hamowany przez stezenia olejku melisowego w zakresie 0,5-2,0
mg/ml. Najnizszq skutecznos¢ olejek wykazat wobec szczepow Candida lusitaniae i Candida utilis. Stezenia hamujqce wzrost tych
szczepow wynosity od 1,0 do 2,0 mg/ml. Ze wszystkich ocenianych szczepow z rodzaju Candida tylko 11 (21%) byto wrazliwych
na olejek melisowy w stezeniu wynoszqgcym 2,0 mg/ml.

Whioski. Olejek melisowy wykazat najwiekszq aktywnos¢é wobec szczepow Candida albicans, C. glabrata i C. humicola. Najmniej
wrazliwe na olejek byly szczepy z gatunkow Candida lusitaniae i Candida utilis. Olejek melisowy charakteryzowat sie wysokq ak-

tywnoscig wobec wszystkich testowanych szczepow grzybow drozdzopodobnych z rodzaju Candida.

Stowa kluczowe: jama ustna, grzyby drozdzopodobne, olejek melisowy, aktywno$¢ przeciwgrzybicza

Wstep

Wiele ro$lin wytwarza olejki eteryczne, ktére wy-
kazuja wtasciwosci lecznicze i znajduja zastosowanie
w terapii. Melisa byta znana i uprawiana juz w I wieku
p-n.e. Do Polski prawdopodobnie sprowadzili ja wlo-
scy zakonnicy (1). Paracelsus (1493-1541) wytwarzat
rézne plyny zawierajace ekstrakty z melisy, ktore
nazywal eliksirami zZycia. Natomiast angielski pisarz
John Evelyn (1620-1706) opisat te rosling, zwracajac
uwage na jej korzystne oddziatywanie na pamigé,
zapobieganie melancholii (2). Avicenna (980-1017)
polecat melis¢ w chorobach serca (3, 4).

Melisa w stanie naturalnym wystepuje w Azji
Centralnej, Iranie, Ameryce Pdétnocnej oraz Europie,
w regionie Morza Srédziemnego (1, 5). Obecnie
melisa w postaci ziela, ekstraktow i olejku stosowana
jest w medycynie oraz wykorzystywana w kosmety-
ce, przemySle perfumeryjnym, a takze jako dodatek
do zywnoSci. Doswiadczalnie wykazano, ze olejek ma
wlasSciwoSci przeciwmiazdzycowe, przeciwskurczowe,
przeciwutleniajace, przeciwbolowe i przeciwnowo-
tworowe (6-16). Jest tez uzywany w leczeniu nadczyn-
noSci tarczycy (17, 18). Ponadto wykazuje dziatanie
uspokajajace, przeciwdepresyjne, przeciwastmatyczne,
przeciwreumatyczne i przeciwutleniajace (1, 3, 14,
16, 19-21). Stosowany jest jako tagodny srodek prze-
ciwmigrenowy (22, 23). W wielu doswiadczeniach
potwierdzono jego korzystne wiaSciwosci przeciw-
utleniajace (19, 24-35).

Wymienione wyzej dziatanie lecznicze melisa za-
wdzigcza obecnosci szeregu zwigzkéw chemicznych.
W sktadzie wytwarzanego olejku eterycznego wyste-
puja m.in.: geraniol, B-kariofylen, geranial, tymol,
neral, octan geranylu, linalol, cytronelol, citronelal
i a-humulen (3, 6, 14, 19, 36-45). Olejek melisowy
oraz niektore jego sktadniki wykazuja aktywnosc prze-
ciwdrobnoustrojowa (1, 3, 33, 37, 46-58). Publikacje
najczesciej dotycza wrazliwoSci bakterii na ten olejek.
Brakuje danych na temat jego aktywnoSci wobec grzy-
bow drozdzopodobnych wyizolowanych z jamy ustne;.

Cel pracy

Badania mialy na celu ocen¢ dziatania olejku me-
lisowego na rézne gatunki grzybéw drozdzopodob-
nych wyizolowanych z jamy ustnej pacjentoéw chorych
na kandydoze.

Materiat i metody badan

Badaniom poddano 53 szczepy grzybéw drozdzo-
podobnych wyizolowanych z jamy ustnej pacjentéw,
u ktorych stwierdzono kandydoze. Szczepy naleza-
ly do nastepujacych gatunkéw: Candida albicans
(22 szczepy), C. glabrata (5), C. guilliermondii (2),
C. humicola (2), C. kefyr (3), C. krusei (5), C. lusi-
taniae (2), C. parapsilosis (5), C. tropicalis (6) i C.
utilis (1). Do badan wtaczono takze 9 szczepéw wzor-
cowych, w tym z gatunkow: C. albicans ATCC 10231,
C. glabrata ATCC 66032, C. guilliermondii ATCC 6260,
C. kefyr ATCC 4130, C. krusei ATCC 14249, C. lusita-
niae ATCC 34499, C. parapsilosis ATCC 22019, C. tro-
picalis ATCC 750 i C. utilis ATCC 9958. Wrazliwo$¢
wymienionych szczepdéw na olejek oznaczano me-
toda seryjnych rozcieficzehh w agarze Sabourauda.
Olejek melisowy (Semifarm) rozpuszczono w DMSO
(Serva), a nastepnie w jalowej wodzie destylowane;j.
Sporzadzano nastgpujace rozcienczenia: 2,0, 1,0, 0,5,
0,25 i 0,12 mg/ml. Uzyta zawiesina, zawierajaca 10°
CFU krople, byta przenoszona aparatem Steersa
na powierzchnie agaru Sabourauda z dodatkiem
olejku melisowego lub bez niego (kontrola wzrostu
szczepow). Podtoza z posiewami hodowano przez
24-48 godzin, w temperaturze 37°C w warunkach
tlenowych. Za MIC uznano takie najmniejsze steze-
nie olejku melisowego, ktore catkowicie powodowato
zahamowanie wzrostu badanych szczepéw grzybow
drozdzopodobnych.

Wyniki i dyskusja
Uzyskane wyniki aktywnoSci olejku melisowego wo-
bec grzybéw drozdzopodobnych zostaly zamieszczone
w tabeli 1, a szczepéw wzorcowych w tabeli 2. Olejek
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Tab. 1. Aktywnosc¢ olejku melisowego wobec szczepdw grzyboéw drozdzopodobnych

Grzyby Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
drozdzopodobne szczepow 2,0 1,0 05 0,25 0,12
Candida albicans 22 3 17 2
Candida glabrata 5 3 2
Candida guilliermondiii 2 1 1
Candida humicola 2 2
Candida kefyr 3 1 1 1
Candida krusei 5 1 3 1
Candida lusitaniae 2 1 1
Candida parapsilosis 5 1 2 2
Candida tropicalis 6 2 3 1
Candida utilis 1 1
Ogédtem 53 11 10 27 5
Tab. 2. Aktywno$¢ olejku melisowego wobec szczepdw grzybéw drozdzopodobnych
Grzyby Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
drozdzopodobne szczepow 2,0 1,0 05 0,25 0,12

Candida albicans
ATCC 10231

1

Candida glabrata
ATCC 66032

Candida guilliermondii
ATCC 6260

Candida kefyr
ATCC 4130

Candida krusei
ATCC 14243

Candida lusitaniae
ATCC 34499

Candida parapsilosis
ATCC 22019

Candida tropicalis
ATCC 750

Candida utilis
ATCC 9958

hamowat wzrost wszystkich badanych szczepow w za-
kresie 0,25-2,0 mg/ml. Z najliczniej reprezentowanego
gatunku grzybow, a mianowicie Candida albicans,
az 19 (86%) szczepdw bylto wrazliwych na stezenia
0,25-0,5 mg/ml. Te same stezenia hamowaly wzrost
szczepdw z gatunku Candida glabrata, a stezenia
0,5 mg/ml szczepy z gatunku Candida humicola.

Nizsza aktywnosS¢ wykazat olejek melisowy wobec
szczepow z gatunkow: Candida kefyr, Candida krusei,
Candida lusitaniae, Candida parapsilosis oraz Candida
tropicalis, charakteryzujacych si¢ wysoka opornoScia
na mykostatyki. Wymienione gatunki byly wrazliwe
na stezenia olejku wynoszace 0,5- 2,0 mg/ml. Najnizsza
wrazliwo$¢ wykazaly gatunki: Candida lusitaniae oraz
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Candida utilis. Ich wzrost byt hamowany w zakresie
stezen wynoszacych 1,0-2,0 mg/ml. Badania wykazaty,
ze na niskie stezenia olejku w zakresie 0,25-0,5 mg/
ml wrazliwo$¢ wykazato 69% testowanych szczepdw,
a na kolejne stezenie wynoszace 1,0 mg/ml byto wraz-
liwych 19% grzybéw drozdzopodobnych. Natomiast
pozostate szczepy wymagaty do zahamowania wzrostu
uzycia stezefi w wysokosci 2,0 mg/ml.

W licznych badaniach potwierdzono skuteczno$é
dziatania olejku melisowego wobec grzybow droz-
dzopodobnych oraz grzybéw plesniowych (37, 48, 50,
53-56). Donaldson i wsp. (50) wykorzystujac meto-
de rozcienczeniowa, uzyskali zahamowanie wzrostu
szczepow Candida albicans w stezeniach 0,31-0,42
wpg/ml. Natomiast szczep Candida albicans testowany
przez Abdellatifa i wsp. (37) byl wrazliwy na steze-
nie olejku rowne 3 pug/ml. W badaniach kolejnych
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