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Okreslono minimalne stezenie hamujqce (MIC) oraz minimalne stezenie
bakteriobojcze (MBC) i grzybobdjcze (MFC) dwoch olejkow eterycznych:
manuka i kanuka w stosunku do czterech szczepow bakteryjnych: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella Enteritidis i Bacillus subtilis, dwoch
szczepow plesni: Penicilium expansum i Aspergillus niger oraz dwoch szczepow
drozdzy: Saccharomyces cerevisiae i Candida krusei. Olejki eteryczne manuka i
kanuka wykazaly odmiennqg aktywnosé przeciwdrobnoustrojowq. Skuteczniejsze
dzialanie przeciwbakteryjne wykazat olejek manuka. MIC olejku w stosunku do S.
aureus wynosito 0,31 mg/cm’®, a B. subtilis 0,63 mg/cm?. Bakterie Gram-ujemne
byly mniej wrazliwe na dziatanie olejku manuka, poniewaz MIC ksztaltowato
sie na poziomie 10 mg/cm’. W stosunku do grzybow olejek manuka cechowat si¢
niskq aktywnosciq fungistatycznq oraz brakiem wlasciwosci grzybobojczych w
badanym zakresie stezen. Olejek kanuka wykazywal stabsze dziatanie hamujqce
i bakteriobdjcze niz olejek manuka. Bardziej wrazliwymi szczepami bakteryjnymi
na ten olejek byly bakterie Gram-dodatnie (S. aureus i B. subtilis). Olejek ten
charakteryzowat sie wiekszq fungistatyczng aktywnosciq wobec plesni A. niger
niz olejek manuka.
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Zainteresowanie zwiazkami chemicznymi naturalnego pochodzenia i o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym przyczynia si¢ do coraz czgstszego prowadzenia badan
w tym zakresie. Olejki eteryczne sa aromatycznymi oleistymi cieczami otrzymywa-
nymi z materiatu roslinnego. Pod wzgledem sktadu chemicznego sa one ztozonymi,
wielosktadnikowymi mieszaninami terpenow i terpenoidow (1,2).

Olejki manuka i kanuka pozyskuje si¢ z roslin pochodzacych z Nowej Zelandii
1 Australii. Otrzymywane sa z liSci i galazek roslin nalezacych do rodziny mirtowa-
tych (Myrtaceae), endemicznych na tych obszarach niewielkich drzew i krzewow
z gatunkdéw Leptospermum scoparium (manuka) i Kunzea ericoides (kanuka) (3).
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Olejki manuka i kanuka zawieraja okoto 100 réznych sktadnikow. Gtownymi
sktadnikami olejku manuka sa seskwiterpeny (60% do 70%) i monoterpeny (ok.
3%). Zawarto$¢ utlenionych weglowodorow i triketonow (leptospermon i flaweson)
wynosi okoto 30% (4,5,6).

Olejek kanuka charakteryzuje si¢ wysoka zawarto§cia monoterpendéw, gtownie
a-pinenu, p-cymenu, 1,8-cyneolu, y-terpinenu oraz nizszymi zawarto$ciami seskwi-
terpendw (wiridiflorol, kalamenen, ledol i wiridifloren). Jest on produkowany ko-
mercyjnie, ale uwaza sig, iz wykazuje nizsza aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
.

Zastosowanie powyzszych ros§lin w tradycyjnej medycynie przeciwko schorze-
niom typu zapalnego i bakteryjnego wskazuje na ich prawdopodobne dziatanie prze-
ciwdrobnoustrojowe, dlatego zasadne byto podjecie badan w tym zakresie. Celem
badan byto okreslenie minimalnego stezenia hamujacego (MIC) oraz minimalnego
stezenia bakteriobdjczego (MBC) i grzybobdjczego (MFC) olejkéw eterycznych
manuka i kanuka w stosunku do wybranych szczepdéw drobnoustrojow.

MATERIAL I METODY

W badaniach wykorzystano szczepy bakterii: Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Enteritidis ATCC 13076 oraz
Bacillus subtilis ATCC 6633, szczepy plesni: Penicillium expansum ATCC 7861,
Aspergillus niger ATCC 9142 oraz szczepy drozdzy: Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9763, Candida krusei ATCC 14243. Do badan uzyto handlowe olejki ete-
ryczne marki dr Beta (Pollena Aroma Warszawa): olejek manuka (Leptospermun
scoparium) i olejek kanuka (Kunzea ericoides). Olejki przechowywane byly w tem-
peraturze 4°C, w butelkach z ciemnego szkta.

Gestos¢ uzytego inokulum bakteryjnego wynosita 1,0 x 107 j.t.k./cm?, a inokulum
plesni i drozdzy 1,0 x 10°j.t.k./cm®. Dla kazdego szczepu oznaczono minimalne stg-
zenie hamujace [g/cm?] (MIC, ang. Minimal Inhibiotory Concentration) i minimal-
ne stezenie bakteriobdjcze [g/cm’] (MBC, ang. Minimal Bactericidal Concentra-
tion) oraz minimalne stezenie grzybobdjcze [g/cm®] (MFC, ang. Minimal Fungici-
dal Concentration). MIC olejkéw w stosunku do bakterii oznaczono metodq makro-
rozcienczen na podtozu ptynnym Mueller-Hinton (Merck, Niemcy), MBC oznaczo-
no metoda plytkowa na podtozu statym Mueller-Hinton Agar (BTL, Polska), nato-
miast MIC wobec grzybow oznaczono metoda makrorozcienczen na podtozu ptyn-
nym Sabouraud (BTL, Polska), a MFC oznaczono metoda ptytkowa na podtozu sta-
tym Sabouraud (BTL, Polska). Dla metody makrorozcienczen zastosowano podwoj-
ny test szeregowy oraz kontrolg negatywna. Dla metody ptytkowej wykonano po-
siewy w dwoch powtorzeniach z kazdej proby. Powyzsza metodyka jest zgodna ze
standardami NCCLS (8).
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wyniki badan dotyczacych minimalnego stezenia hamujacego oraz minimalnego
stezenia bakteriobdjczego i grzybobdjczego badanych olejkow eterycznych w sto-
sunku do szczepdw testowych przedstawiono w tab.l i tab.Il.

Tabela |.Wyniki dziatania przeciwdrobnoustrojowego olejkéw manuka i kanuka (MIC, MBC) na badane szcze-
py bakterii
Table |. Results of antibacterial activity of manuka and kanuka oils (MIC, MBC) on tested bacteria strains

Olejek manuka Olejek kanuka
Szczep MIC MBC MIC MBC
mg/cm?®
S. aureus ATCC 25923 0,31 1,25 2,5 10
B. subtilis ATCC 6633 0,63 0,63 2,5 80
E. coli ATCC 25922 10 80 40 80
S. Enteritidis ATCC 13076 10 40 40 40

Tabela Il. Wyniki dziatania przeciwdrobnoustrojowego olejkéw manuka i kanuka (MIC, MFC) na badane szcze-
py grzybow
Table II.Results of antifungal activity of manuka and kanuka oils (MIC, MFC) on tested fungi strains

Olejek manuka Olejek kanuka
Szczep MIC MFC MIC MFC
mg/cm?
C. krusei ATCC 14243 >80 >80 >80 >80
S. cerevisiae ATCC 9763 80 >80 >80 >80
A. niger ATCC 9142 80 >80 >80 >80
P. expansum ATCC 7861 80 >80 20 40

Olejek manuka wykazat si¢ silnym dziataniem hamujacym wzrost bakterii G(+),
natomiast ten sam efekt wobec G(-) wywolywal przy znacznie wyzszym stezeniu
(tab. I). Podobnie ksztattowala si¢ aktywnos$¢ bakteriobojcza, ktora byta wigksza w
stosunku do bakterii G(+). Roznice w aktywnos$ci olejku wobec tych dwoch grup
bakterii moga by¢ spowodowane odmienna budowa ich komoérek. W $cianie ko-
moérkowej bakterii G(-) wystepuje zewnetrzna blona zbudowana z hydrofilowych li-
popolisacharydow uniemozliwiajacych lipofilowym sktadnikom olejku na dyfuzje
do wnetrza komorki (9,10). Stad na bakterie G(-) silniej dziataja mate czasteczki o
wyzszej hydrofilowo$ci, mogace przedostawac si¢ do komorki poprzez poryny. Ole-
jek manuka ujawnit rowniez bakteriobdjcze dziatanie przy niskim stezeniu wobec
przetrwalnikujacych bakterii G(+) B. subtilis ATCC 6633 (MBC=0,63 mg/cm®), co
mogto by¢ spowodowane zdolno$cia sktadnikow olejku do hamowania kietkowania
przetrwalnikéw bakteryjnych (11).
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W stosunku do grzybow olejek manuka cechowal si¢ niska aktywno$cia fungi-
statyczna oraz brakiem wiasciwosci grzybobdjczych w badanym zakresie stgzen
(MFC>80 mg/cm?® dla wszystkich grzybow testowych). Wobec trzech badanych
szczepow zahamowanie rozwoju grzybni nastgpowato przy stezeniu 80 mg/cm?, zas
wobec drozdzy C. krusei ATCC 14243 olejek nie wykazywat aktywnosci fungista-
tycznej w badanym zakresie stgzen.

Wezesniejsze badania olejku manuka potwierdzaja jego wysoka skutecznos¢
wobec bakterii G(+), dla ktérych warto$ci MIC nie przekraczaty 0,12% (1,2 mg/
cm?). Zblizone wyniki aktywnosci tego olejku wobec ziarniakow z gatunku S. aureus
odnotowali Holderna-Kedzia i wsp. (12), gdyz zahamowanie wzrostu nastgpowato
przy 0,25 mg/cm?®. W stosunku do G(-) pateczek E. coli uzyskano jednak dwukrotnie
nizsza wartos¢ MIC (5 mg/cm®), rowniez testowane przez badaczy szczepy
grzybowe wykazywaly wigksza wrazliwo$¢ na ten olejek. Wzrost drozdzy C. krusei
hamowany byt przy stezeniu 5 mg/cm?, za$ rozwdj plesni A. niger przy stezeniu
7,5 mg/cm?®, podczas gdy uzyte w doswiadczeniu szczepy tych samych gatunkow
wykazaty opornos¢ nawet przy dziesigciokrotnie wyzszych stezeniach olejku. Inne
doniesienia wskazuja na brak aktywnosci przeciwgrzybicznej olejku manuka w
stosunku do drozdzy i plesni, co zgadza si¢ z ujawnionymi w toku doswiadczenia
wynikami. Takie réznice co do spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
charakterystyczne sa dla olejkow o duzej zmiennosci sktadu. Wérod roslin z gatunku
manuka wyodregbniono cztery chemotypy, z ktorych tylko jedna grupa zawiera
wysokie stezenia triketonow (leptospermonu i jego pochodnych) odpowiedzialnych
za wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe olejku manuka. Badany olejek mogt wiec
zosta¢ otrzymany z roslin nalezacych do innego chemotypu lub o nizszej zawarto$ci
tych sktadnikéw aktywnych, co ttumaczy jego mniejsze spektrum dziatania wobec
drobnoustrojow.

Na podstawie wynikéw MIC i MBC olejku kanuka wykazano, ze charakteryzo-
wal si¢ mniejsza aktywnoscia bakteriostatyczng i bakteriobdjcza niz badany olejek
manuka. Cho¢ jego dziatanie na bakterie G(+) bylo silniejsze niz na G(-), to warto-
sci MIC i MBC byty kilkakrotnie wigksze od warto$ci MIC 1 MBC olejku kanuka
wobec tych samych szczepow testowych (Tab. I).

Olejek kanuka charakteryzowat si¢ rowniez wybidrcza aktywno$cia w stosunku
do badanych szczepow grzybow — aktywnos$¢ ta obejmowala jedynie plesnie, a nie
ujawnita si¢ wobec drozdzy (Tab. II). Najsilniej olejek hamowat wzrost P. expan-
sum ATCC 7861 (MIC=20 mg/cm?), jak rowniez powodowat efekt letalny przy ste-
zeniu 40 mg/cm?®. Nie wykazywal on jednak aktywnos$ci grzybobojczej wobec dru-
giej z plesni (4. niger ATCC 9142), réwniez oba testowe szczepy drozdzowe okaza-
ly si¢ niewrazliwe na olejek w badanym zakresie jego stgzen.

Wliteraturzeniewielejestdoniesiennatematpotencjatu przeciwdrobnoustrojowego
olejku kanuka, przeprowadzano jedynie wstgpne badania metoda dyfuzyjno-
krazkowa. Wyniki ukazaty aktywno$¢ tego olejku zastosowanego w ilosci 10 pl/
krazek w stosunku do ziarniakoéw z rodzaju Staphylococcus, Streptococcus oraz
drozdzy z rodzaju Candida (13,14). Inne badania wskazuja, iz olejek dziatat wobec
G(+) bakterii w zakresie stezen 2-4 mg/cm?, nie wykazywal natomiast aktywnosci
w stosunku do drozdzy, co jest zgodne z uzyskanymi wynikami do$wiadczenia.
Badacze twierdza, iz niska aktywno$¢ olejku kanuka moze by¢ zwiazana z duza
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zawartoscia cyklicznych weglowodorow (glownie a-pinenu), ktore wykazuja
stosunkowo niska aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa w poréwnaniu z fenolami
czy alkoholami terpenowymi. W badaniach Dorman i Deans (15) a-pinen wykazat
srednig aktywnos$¢ przeciwbakteryjna, w ilosci 15 pl dziatajac na 13 z 25 badanych
gatunkoéw bakterii.

WNIOSKI

1. Olejek manuka wykazuje si¢ skuteczniejszym niz olejek kanuka dziataniem ha-
mujacym i bojczym, zarowno stosunku do bakterii G(+), jak 1 bakterii G(-).

2. Olejki nie wykazuja istotnego dziatania fungistatycznego i grzybobodjczego.

3. Szczepem bakteryjnym o najwigkszej wrazliwosci w stosunku do olejku ma-
nuka byt szczep B. subtilis ATCC 6633, a w stosunku do olejku kanuka S. aureus
ATCC 25923 .

4. Sposrod szczepow grzybowych, jedynie A. niger ATCC 9142 wykazat wrazli-
wo$¢ na hamujace wzrost dzialanie olejku kanuka.

M. Gniewosz, A. Stobnicka, E.Adamska

COMPARISON OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF MANUKA (Leptospermun scoparium) AND
KANUKA (Kunzea ericoides) ESSENTIAL OILS

Summary

Defined the minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and
minimal fungicidal concentration manuka and kanuka essential oils against four bacterial strains: Staphy-
lococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella Enteritidis and Bacillus subtilis, two molds strains: Peni-
cillium expansum, Aspergillus niger and two yeasts strains: Saccharomyces cerevisiae, Candida krusei.
Essential oils kanuka and manuka showed different antimicrobial activity. Manuka oil had more effective
antimicrobial properties than kanuka oil. MIC of manuka oil for S. aureus was observed at level of 0.31
mg/cm?®, and for B. subtilis 0.63 mg/cm®. Gram-negative bacteria were less sensitive to manuka oil, be-
cause the MIC was observed at level of 10 mg/cm?. In relation to the fungi manuka oil showed low activi-
ty and lack of fungistatic and antifungal properties in the studied concentration range. Kanuka oil showed
weaker inhibitory and bactericidal activity than the manuka oil. A more sensitive bacterial strains on ka-
nuka oil were Gram- positive bacteria (S. aureus and B. subtilis). This oil showed stronger fungistatic ac-
tivity against 4. niger than manuka oil.
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