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Przedstawiono wyniki badania aktywnos$ci olejkéw eterycznych tymiankowe-
go i lawendowego wobec klinicznych szczepow Escherichia coli, z jednoczesng
ocena lekowrazliwosci tych szczepow. Sklad olejkéw eterycznych okreslono
metoda GC-MS-FID, wrazliwo$¢ bakterii na olejki eteryczne badano metoda
dyfuzyjna, lekowrazliwo$¢ okreslano metoda dyfuzyjno-krazkowa wg CLSI.
Uzyskane wyniki wykazaly, Ze bardzo niskie steZenia olejkow eterycznych
posiadaly wlasciwosci hamujace wzrost wszystkich klinicznych szczepow
Escherichia coli, r6wniez lekoopornych.

Obserwowany wzrost oporno$ci bakterii na antybiotyki i chemioterapeutyki ogranicza
znacznie mozliwosci skutecznego leczenia chordb infekeyjnych. Istotne problemy kliniczne
zwigzane s3 z oportunistycznymi zakazeniami powodowanymi przez pateczki Gram-ujemne,
glownie z rodzajow Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Escherichia, Acinetobacter,
Pseudomonas i Haemophilus. Bakterie te sa czgstg przyczyna zakazen szpitalnych, najczes-
ciej infekcji uktadu moczowego, pokarmowego, zapalenia ptuc, zakazenia ran chirurgicz-
nych, bakteriemii (6, 12). Paleczki Escherichia coli powoduja zardwno infekcje pozaszpi-
talne, jak i szpitalne. Obecnie zaliczane sg do tzw. patogenéw alarmowych, produkujacych
beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (extender spectrum p-lactamases
— ESBL). Hydrolizuja one wszystkie antybiotyki z grupy penicylin, monobaktamow i ce-
falosporyn, nawet tych o szerokim zakresie aktywnosci. Wykazano, ze stosowanie kwasu
klawulonowego, sulbaktamu czy tazobaktamu, jako inhibitor6w beta-laktamaz nie zawsze
powoduje zwiekszenie skutecznosci dziatania antybiotykow beta-laktamowych w leczeniu
infekcji wywotanych przez E. coli (1, 2, 16, 17).

Z uwagi na nieskuteczng antybiotykoterapi¢ w ostatnich latach wzrosto zainteresowanie
olejkami eterycznymi, ktore posiadaja szeroka game aktywnosci terapeutycznej. Udoku-
mentowano ich dzialanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybowe, przeciwwirusowe i anty-
oksydacyjne (4, 8). Stosowane sa od dawna przy leczeniu zakazen uktadu oddechowego,
pokarmowego, narzadow plciowych, a takze przy wspomaganiu funkcjonowania uktadu
immunologicznego, endokrynologicznego i nerwowego. Olejki eteryczne wykorzystywane
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sa rowniez w terapii przeciwnowotworowej, w schorzeniach uktadu sercowo-naczyniowego
i nerwowego, a takze wykazuja dziatanie obnizajace poziom cholesterolu, oraz obnizajace
iregulujace poziom glukozy (9). Wiasciwosci olejkow eterycznych znane sg bardzo dobrze
i wykorzystywane w medycynie i kosmetologii. Jednak pomimo wielu badan dotyczacych
szerokiego i kompleksowego ich oddziatywania na drobnoustroje, synergizmu dziatania,
takze w polaczeniu z antybiotykami, istnieje potrzeba badan przeciwbakteryjnej aktywno-
$ci olejkdéw eterycznych wobec szczepoéw klinicznych w perspektywie ich powszechnego
stosowania w terapii schorzen infekcyjnych (13, 19, 21).

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wlasciwosci przeciwbakteryjnych olejku tymian-
kowego i olejku lawendowego wobec klinicznych szczepow Escherichia coli w poréwnaniu
do lekowrazliwosci tych szczepow.

MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne. Do badan wykorzystano szczepy Escherichia coli izolowane
w pracowniach mikrobiologicznych Wojewddzkiego Zespotu Zaktadéw Opieki Zdrowotnej
Centrum Leczenia Choréb Phuc i Rehabilitacji w Lodzi oraz Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego Nr 2 w Lodzi, pochodzace z roznych materiatow klinicznych, pobranych
od pacjentow leczonych na oddziatach: laryngologii, chorob wewnetrznych, chirurgii,
urologii i intensywnej opieki medycznej, oraz szczep wzorcowy Escherichia coli ATCC
25922 pochodzacy z kolekcji Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej i Sanitarnej Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi.

Do badan uzyto 30 szczepdw klinicznych E. coli, w tym: 7 szczepdw izolowanych z ran,
5 z odlezyn, 4 z odbytu, 4 z moczu, 2 z owrzodzen, 2 z pachwin, 2 z gardta, 2 z aspiratow
z oskrzeli, 1 z nosa, 1 z jamy otrzewne;.

Oznaczanie wrazliwos$ci badanych szczepdw bakteryjnych na antybioty-
ki. Wrazliwo$¢ badanych szczepoéw bakteryjnych na zalecane antybiotyki i chemioterapeutyki
okreslano metoda dyfuzyjno-krazkowa i weryfikowano zgodnie z zaleceniami CLSI (7). Do
okreslania wrazliwo$ci szczepdw bakteryjnych uzyto nastgpujacych antybiotykdéw (Becton
Dickinson): AmC — amoksycylina / kwas klawulonowy, CF — cefalotyna, CZ — cefazolina,
CXM - cefuroksym, GM — gentamycyna, AM — ampicylina (tylko dla izolatéow z moczu),
NOR - norfloksacyna (j.w.), F/M - nitrofurantoina (j. w.), FOX - cefoksytyna, CTX — cefa-
toksym, CAZ — ceftazydym, ATM — aztreonam, [PM — imipenem, CIP — ciprofloksacyna,
NET — netilmycyna, NN - tobramycyna C — chloramfenikol, Te — tetracyklina, SXT - tri-
metoprim / sulfametaksazol.

Przygotowanie zawiesin szczepdw bakteryjnych do okreslania wrazli-
wosci na olejki eteryczne i antybiotyki. Zaré6wno szczep wzorcowy, jak i kliniczne
szczepy badanych drobnoustrojow posiewano na state podtoza agarowe Columbia Agar
i inkubowano 48 godzin w temperaturze 37°C w warunkach tlenowych. Nast¢pnie kolonie
zebrane z podtoza wzrostowego zawieszano w 0.85 % roztworze NaCl i rozcienczano tak,
aby otrzymac zawiesing o gestosci optycznej 0.5 w skali Mc Farlanda. Do okre$lenia gestosci
uzywano densytometru firmy bioMerieux.

Analiza chemiczna olejkow eterycznych. W badaniach stosowano olejki ete-
ryczne zakupione w firmie POLLENA — AROMA, olejek tymiankowy pozyskany z ziela
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tymianku pospolitego — Thymus vulgaris L. 1 olejek lawendowy z ziela lawendy waskolistnej
— Lavandulae angustifolia Mill. syn. L. officinalis Chaix., L.vera DC. Sklad olejkéw ozna-
czano metoda chromatografii gazowej sprzezonej ze spektometrig masowg (GC-FID-MS).
Aparat Trace GC Ultra (Thermo Electron Corporation), z dozownikiem SSL, detektorem
masowym DSQ II i ptomieniowo-jonizacyjnym FID; kolumna kapilarna: Rtx-1ms (Restek)
60 m x 0,25 mm, grubo$¢ filmu 0,25 pm; temp. programowana 100-245°C, narost 4°C/
min; temp. dozownika 280°C; ci$n. 100 kPa, podzial strumienia, 1:20; gaz no$ny, hel,
indeksy retencji (RI) i zawartosci %: FID; temp. detektora 300°C. Widma masowe (MS):
DSQII; energia jonizacji 70 eV; temp. zrodta jonow 200°C. Sktadniki olejkow eterycznych
identyfikowano na podstawie RI i MS dostepnych w bibliotece wzoréw Instytutu Chemii
Zywnosci PL i bibliotece NIST.

Okreslanie przeciwbakteryjnych wtasciwos$ci testowanych olejkow
eterycznych. Do sporzadzania roztworéw wyjsciowych olejkoéw eterycznych uzyto 96%
alkoholu etylowego. W podtozu agarowym sporzadzono st¢zenia od 0,125 do 0,75 pl/ml dla
olejku tymiankowego i od 1,00 do 5,00 ul/ml dla olejku lawendowego. Dla kazdego wa-
riantu stezen wykonano podtoza kontrolne zawierajace tylko etanol w ilosci odpowiadajace;j
objetosci wykorzystanej do rozpuszczenia olejku dla prob badanych. Inokulat zawierajacy
1,5 x 108 CFU/ml testowanych szczepow bakteryjnych o objetosci 0,1 ml nanoszono na
podloza agarowe zawierajace odpowiednie stezenia badanych olejkéw. MIC (Minimal In-
hibitory Concentration) okreslano po 24 godzinach inkubacji ptytek w temperaturze 37°C
w warunkach tlenowych.

Dla kazdego wariantu stezen olejkéw, a takze w przypadku préb kontrolnych stosowano
trzykrotne powtodrzenia. Stwierdzono, ze w podtozach kontrolnych zawierajacych etanol
w ilosci odpowiadajacej objetosci wykorzystanej do rozpuszczenia olejku dla prob bada-
nych rozpuszczalnik ten uzyty w tak niewielkiej ilo$ci nie wptywa na wzrost wszystkich
badanych szczepdéw E. coli.

WYNIKI

Sktad chemiczny olejkow eterycznych. W olejku tymiankowym zidentyfiko-
wano 40 sktadnikow, w tym jako gtoéwne fenole: tymol (38,1%) i1 karwakrol (2,3%) oraz
p-cymen (29,1%), terpinen (5,2%), linalol (3,7%) i kariofilen (3,1%). W olejku lawendowym
wykryto 34 sktadniki, w ktorych dominowaty: linalol (34,1%), octan linalilu (33,3%) i oc-
tan lawandulilu (3,2%), a takze (Z)-p-ocymen (3,2%), (E)-B-ocymen (2,7%) i B-kariofilen
(2,7%). Analiza wykazata, ze sktad olejku lawendowego jest zgodny z wymogami Farma-
kopei Europejskiej 6 (11). W przypadku zalecen Farmakopei Polskiej VIII (10) oznaczono
doktadnie 2,5% 1.8-cyneolu wobec wymaganej warto$ci mniejszej niz 2,5%. Natomiast
w olejku tymiankowym zawarto$§¢ p-cymenu byta nieco wyzsza od wymaganej (29,1%
wobec 15-28%), a linalolu nizsza (3,7% wobec 4-6,5%). Pozostale sktadniki analizowanych
olejkéw miescity si¢ w zalecanych zakresach.

Aktywnos$¢ testowanych olejkdow eterycznych wobec szczepow klinicz-
nych Escherichia coli. Zardwno szczep wzorcowy jak i wszystkie szczepy kliniczne
byly wrazliwe na stosowane olejki eteryczne.
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Olejek tymiankowy. W badaniach okreslono wysoka aktywno$¢ olejku tymianko-
wego wobec wszystkich badanych szczepow z podobnymi wartosciami MIC: 0,2510,5 pl/ml
(Ryc. 1). Warto$¢ MIC — 0,25 pl/ml oznaczono dla szczepu wzorcowego E. coli ATCC
25922 i 13 szczepdw klinicznych, w tym dla 5 z 7 szczepéw pochodzacych z ran oraz dla
wszystkich szczepdw wyizolowanych z gardta. Wartos¢ MIC — 0,5 pl/ml uzyskano dla 17
szczepow, w wiekszo$ci izolowanych z odlezyn (4 z 5), odbytu (3 z 4) i moczu (3 z 4).
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Rycina 1 Wrazliwo$¢ badanych szczepow E. coli pochodzacych z roznych materiatéw klinicznych
na olejek tymiankowy okreslona wspotczynnikiem MIC (Minimal Inhibitory Concentration

(ul/ml))
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Rycina 2 Wrazliwo$¢ badanych szczepow E. coli pochodzacych z réznych materialow klinicznych
na olejek lawendowy okreslona wspotczynnikiem MIC (Minimal Inhibitory Concentration
(nl/ml))
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Olejek lawendowy. Stwierdzono stabsze dziatanie olejku lawendowego w porow-
naniu z olejkiem tymiankowym wobec tych samych pateczek E. coli. Rownoczesnie to
dziatanie byto bardziej zroznicowane. Wyznaczone wartosci wspotczynnika MIC miescity
si¢ w granicach od 1,5 do 4,5 pl/ml (Ryc. 2). Szczep wzorcowy E. coli ATCC 25922 byt
wrazliwy na olejek lawendowy w najnizszym ze stezen. Najwicksza liczba szczepow kli-
nicznych (8 szczepdw) byta hamowana przez stezenie 3,5 pl/ml, byty to gtdwnie szczepy
pochodzace z odlezyn (4 z 5). Jednakowa liczba szczepdw ( 3 z 7) izolowana z ran hamowana
byta przez MIC 3,5 i 3,0 ul/ml, wszystkie szczepy izolowane z gardta hamowato stezenie
2,0 ul/ml, natomiast pozostate szczepy pochodzace z tego samego materiatu wykazywaty
wrazliwos¢ na rézne stezenia olejku lawendowego.

Lekowrazliwos$¢ szczepow Escherichia coli. Szczep wzorcowy byt wrazliwy
na wszystkie zastosowane antybiotyki. Lekowrazliwos¢ szczepow klinicznych przedsta-
wiono na rycinie 3. Najwigksza liczba tych szczepow byla oporna na AMC 21 (70%), CF
18 (60%), TE 16 (53%), SXT 16 (53%), CZ 12 (40%), CXM 10 (33%). W najwigkszym
odsetku byly to szczepy izolowane z gardta, ran, owrzodzen, odlezyn, pachwin. Najwicksza
lekoopornos$cia na 16 antybiotykow charakteryzowaly si¢ szczepy izolowane z nosa (13/16)
i moczu (15/16, 13/16, 12/16, 11/16).
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Rycina 3 Lekowrazliwo$¢ badanych szczepow klinicznych Escherichia coli

DYSKUSJA

Przeprowadzone badania jednoznacznie wskazaty, ze wszystkie wykorzystane szczepy
kliniczne Escherichia coli, rtdbwniez oporne na stosowane powszechnie antybiotyki, byty
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wrazliwe na obydwa badane olejki eteryczne. Wykazano jednak, ze olejek tymiankowy
wykazywat silniejsza aktywnos¢ przeciwbakteryjna w poréwnaniu do olejku lawendowe-
go. Stwierdzono, ze minimalne st¢zenie hamujace wzrost szczepow klinicznych pateczek
okreznicy wynosito odpowiednio 0,251 0,5 pl/ml vs 1,5 pul/ml do 4,5 pl/ml. Nalezy jedno-
cze$nie podkreslic¢, ze szczep o 100% opornosci na zastosowane antybiotyki wyizolowany
z owrzodzenia byt wrazliwy na najnizsze st¢zenia obu badanych olejkow. Niska wartos§¢
wspolezynnika MIC dla olejku tymiankowego (0,25 pl/ml) i lawendowego (3,0 pl/ml)
uzyskano réwniez dla dwoch klinicznych szczepow izolowanych z ran, ktore byty wrazli-
we tylko na 5 z 16 testowanych antybiotykow. 60% szczepdéw opornych na ponad potowe
zastosowanych antybiotykow byto wrazliwych na stezenie 0,5 pl/ml olejku tymiankowego.
Stwierdzone tak silne dzialanie przeciwbakteryjne olejku tymianku pospolitego spowodo-
wane jest prawdopodobnie duza zawartoscig zwigzkow fenolowych - tymolu i karwakrolu
— ktére, jak pokazatla analiza chemiczna, stanowia tacznie 40,4 % sktadnikéw tego olejku.
Bousmaha-Marroki i wsp. (3) wykazali podobnie wysoka aktywnosci olejku tymiankowego
uzyskanego z gatunku 7. ciliatus zawierajacego ponad 70 % karwakrolu, w stosunku do
szczepdw klinicznych E. coli izolowanych ze §rodowiska szpitalnego odpowiedzialnych za
zakazenia szpitalne. Z kolei Mihajilov-Kristev 1 wsp. (18) stwierdzili réwnie silne dzialanie
przeciwbakteryjne olejku czabrowego (Satureja hortensis L.) zawierajacego 67% karwakro-
lu, 15.3% y-terpinenu i 6.73% p-cymenu wobec 2 szczepow wzorcowych Escherichia coli.
Udokumentowano réwniez silne wtasciwosci hamujace adhezj¢ szczepow Staphylococcus
aureus 1 Escherichia coli do komoérek nabtonka uktadu moczowo-ptciowego przez tymol
pochodzacy z gatunkow Thymus sp., sugerujac, ze moze to stanowi¢ alternatywe dla lekow
pochodzenia syntetycznego w zapobieganiu infekcjom drog moczowych (8).

Jak wynika z pismiennictwa olejki eteryczne réznych gatunkéw lawendy sg aktywne,
cho¢ w wyzszych stezeniach niz tymiankowe, wobec Staphylococcus aureus (MRSA) czy En-
terococcus faecalis (VRE), a takze bakterii Gram-ujemnych: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus vulgaris, Shigella sonnei, (5). Pomimo, ze uzyty w przeprowadzonych
badaniach olejek lawendy waskolistnej zawieral duzy odsetek alkoholi — 34,1 % linalolu
oraz estrow: 33,3 % octanu linalolu i 3,2% octanu lawandulilu jednak ich dziatanie byto
znacznie stabsze od zwigzkdéw zawartych w olejku tymiankowym. Alkohole i estry zawarte
w olejkach eterycznych maja mniejsza aktywno$¢ przeciwbakteryjng w poréwnaniu do
zwigzkow fenolowych (15). Hui i wsp. (14) uzyskali w swoich badaniach wyzsze warto$ci
wspotezynnikow MIC (8,5 mg/ml — 34,0 mg/ml) dla szczepow klinicznych Escherichia coli
w porownaniu do otrzymanych w niniejszej pracy, badany przez nich olejek lawendowy
zawieral w przewazajacej ilo$ci zestryfikowana postac linalolu w postaci maslanu (44,7%)
oraz B-ocymen (25,1%).

Problemy terapeutyczne, jakie sprawiajg oporne na antybiotyki i chemioterapeutyki bak-
terie, zmuszaja do cigglych poszukiwan skutecznych §rodkéw przeciwdrobnoustrojowych.
W przeprowadzonych badaniach szczepy kliniczne E. coli wykazywaly r6zng wrazliwosé
na wybrane antybiotyki i bylo to zwigzane z rodzajem materiatu klinicznego, z ktérego byty
izolowane. Najwigksza oporno$¢ stwierdzano w przypadku szczepdw izolowanych ze zmian
skoérnych — ran, ropni, owrzodzen. Biorge pod uwage fakt, ze w przypadku tych zmian cho-
robowych mozna stosowac leczenie miejscowe i fakt, ze bardzo niewielkie stezenia olejku
tymiankowego wykazywato aktywno$¢ wobec szczepéw wielolekoopornych, stosowanie
tego olejku moze okaza¢ si¢ alternatywa dla leczenia konwencjonalnego. Ciekawych danych
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dostarczaja badania Rosato i wsp. (19) dotyczace synergizmu dziatania olejkow eterycznych
w polaczeniu z przeciwdrobnoustrojowymi lekami syntetycznymi. Jednoczesne zastosowanie
olejku pozyskanego z Pelargonium graveolens L'Her. ex Ait. (Geraniaceae) i norfloksacyny
wobec szczepow wzorcowych Staphylococcus aureus, Escherichia coli oraz Bacillus sp.
pozwolilo znacznie obnizy¢ minimalne, efektywne stezenie hamujace antybiotyku.

Obecnie uwaga badaczy skoncentrowana jest na intensywnych badaniach in vitro
dotyczacych mechanizmu dzialania przeciwdrobnoustrojowego i synergizmu z lekami
poszczegdlnych sktadnikdéw réznych olejkow eterycznych (19, 20). Wnikliwe badania wtas-
ciwosci przeciwbakteryjnych olejkow eterycznych wobec szczegdlnie opornych szczepow
klinicznych moga okaza¢ si¢ pomocne w leczeniu groznych, czgsto nawracajacych infekeji,
a takze zmniejszy¢ ryzyko pojawiania si¢ szczepow opornych w §rodowisku szpitalnym.
Argumentem przemawiajacym za potrzebg rozwoju tego kierunku badan jest fakt, ze olejki
eteryczne wchlaniane sg dobrze przez blone sluzowa nosa, jamy ustnej, gardta, zotadka,
jelit 1 skore, nie ulegaja kumulacji w organizmie, ich sktadniki sg neutralizowane przez
organizm poprzez wigzanie w postaci estrow z kwasem glukuronowym i wydalane przez
drogi moczowe (4).

WNIOSKI

Zbyt mata liczba szczepéw pozyskana do przeprowadzenia badan nie pozwala na
wyciagniecie daleko idacych wnioskow, niemniej uzyskane rezultaty mozna podsumowac
nastepujaco:

1. Olejek tymiankowy otrzymany z Thymus vulgaris L. wykazuje silniejsze wtasciwos$ci
przeciwbakteryjne w pordwnaniu do olejku lawendowego otrzymanego z Lavandula
angustifolia Mill. wobec szczepu wzorcowego i szczepow klinicznych Escherichia coli
izolowanych z ré6znych materiatow klinicznych.

2. Zaréwno olejek tymiankowy, jak i lawendowy byty aktywne wobec szczepdéw wykazu-
jacych wielolekoopornosé.

3. Uzyskane wyniki uzasadniaja przeprowadzenie badan dotyczacych aktywnos$ci innych
olejkéw eterycznych wobec szczepow klinicznych roznych gatunkow bakterii.

M. Sienkiewicz, D. Kalemba, M. Wasicla

Sensitivity assessment of thyme and lavender essential oils against clinical strains of
Escherichia coli for their resistance

SUMMARY

Strong antiseptic activity of plant essential oils and extracts has been known for a long time. The
antibacterial activity of thyme and lavender essential oils were tested against 30 clinical bacterial
strains of Escherichia coli from patients with different clinical conditions. The agar diffusion method
was used for microbial growth inhibition at various concentrations of the oils from Thymus vulgaris
and Lavandula angustifolia. Susceptibility testing to antibiotics and chemotherapeutics was carried out
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using disc-diffusion method. The results of experiments showed that the both oils, from 7. vulgaris and
L. angustifolia were active against all of the clinical strains, but thyme oil demonstrated the highest
activity. Thyme and lavender essential oils were active against multi drug resistant clinical strains of
Escherichia coli genera. The results of experiments justify a study related to activity other essential
oils against different genus of bacteria.
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