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Laboratory evaluation of fungi sensitivity, isolated in denture stomatitis,  
to natural agent – tea tree oil 

Summary
During pact several dozen years the growth of prevalence of fungal infections in people, characterised by severe clinical course, 
has been observed. The problem of growth of the number, intensity and recurrent character of fungal infections is also related 
to patients who use prosthetic restorations, in particularly in people with decreased immunity, in course of systemic diseases. 
Due to largue number of failures in treatment of Candida-associated denture stomatitis and also their recurrent character it is 
crucial to search the new, effective antifungals. The aim of this work was estimation of in vitro susceptibility of yeast-like fungal 
strains, obtained from direct mucosa swabs taken from oral cavities of patients using prosthetic restorations, to the tea tree 
oil – natural preparation having antifungal effect. The research covered a group of 93 patients. Clinical symptoms of denture 
stomatitis were diagnosed in them. Mycological tests were performed with the method of direct swab taken from oral mucosa, 
which resulted 99 yeast-like fungal strains obtained from the cultures. Activity of the tea tree oil was analysed in the antifungal 
susceptibility tests in relation to cultured and model strains. On the basis of performed laboratory mycological tests, the growth 
of yeast-like fungi was diagnosed at 79 (84.95%) among 93 patients, from who oral mucosa swabs samples were collected. 
In own tests, laboratory estimation of effectiveness of natural antifungals in relation to yeast-like fungi showed varied suscep-
tibility of 99 strains to tested preparations. Among all examinated tests, the tea tree oil characterised with lower effectiveness. 
Due to lower activity of tea tree oil in relation to yeast-like fungi, seems to not be proper to consider possibility of using them 
in Candida-associated denture stomatitis.
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Wstęp
Zakażenia grzybicze błony śluzowej jamy ustnej są 

częstym schorzeniem wśród pacjentów użytkujących 
uzupełnienia protetyczne (1, 2). Infekcje te stanowią 
problem zdrowotny, ponieważ zakażenie drożdżakami 
towarzyszy 60-100% przypadków stomatopatii prote-
tycznych (3). Szczególną rolę przypisuje się grzybom 
drożdżopodobnym, głównie z rodzaju Candida. Spośród 

wielu gatunków rodzaju Candida największe znaczenie w 
etiopatogenezie stomatopatii protetycznych powikłanych 
infekcją grzybiczą mają szczepy C. albicans, C. tropicalis, 
C. glabrata, rzadziej C. parapsilosis, C. krusei, C. guillier-
mondii (4, 5). Rozwój zakażenia grzybiczego zależy od 
wielu czynników, miejscowych i ogólnoustrojowych, w 
tym stanu immunologicznego gospodarza oraz stopnia 
patogenności szczepu. Zmniejszone wydzielanie śliny, 
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radioterapia w obrębie głowy i szyi, leczenie immuno-
supresyjne, przewlekła antybiotykoterapia, niedobory 
żywieniowe, a także obecność węglowodanów w diecie, 
przy jednoczesnym użytkowaniu uzupełnień protetycz-
nych mogą bezpośrednio przyczynić się do rozwoju 
stomatopatii protetycznych powikłanych infekcją grzybi-
czą (6). Obecność protez w jamie ustnej, zwłaszcza osia-
dających o rozległej płycie, poprzez ich traumatogenne 
oddziaływanie na błonę śluzową, a także porowatość 
tworzywa akrylowego, z którego wykonywane są protezy, 
mogą być przyczyną stanów zapalnych błony śluzowej 
jamy ustnej i infekcji grzybiczej. 

Leczenie stomatopatii obejmuje procedury prote-
tyczne, chirurgiczne i farmakologiczne. W terapii far-
makologicznej najczęściej stosowanymi preparatami są 
antymikotyki z grupy polienów (nystatyna, natamycyna), 
azoli (klotrimazol, mikonazol, ketokonazol, flukonazol) i 
pochodne pirymidyny (5-fluorocytozyna). Zaleca się je 
w postaci miejscowo działających roztworów, maści, 
kremów i proszków (7). 

Dużym problemem w ostatnich latach staje się nara-
stająca oporność grzybów na powszechnie stosowane 
leki przeciwgrzybicze. Nie bez znaczenia jest również 
zwiększona zdolność biofilmu do obrony patogenów 
przed mechanizmami odpornościowymi gospodarza, a 
także fenotyp niektórych gatunków Candida (multi-drug 
resistant phenotype) (8). Leczenie immunosupresyjne, 
antybiotykoterapia, długotrwałe podawanie leków prze-
ciwgrzybiczych mają duży wpływ na selekcję szczepów 
opornych i nawrotowy charakter zakażeń. Zwiększona 
dostępność leków, niejednokrotnie ich nadużywanie, 
powodują wzrost liczby szczepów opornych wśród róż-
nych gatunków grzybów (9). 

Trudności w leczeniu stomatopatii protetycznych 
powikłanych infekcją grzybiczą, częste reinfekcje oraz 
wzrastająca oporność grzybów na poszczególne anty-
mikotyki, a także ich toksyczność, działania uboczne 
czy też wysokie koszty leczenia skłaniają do poszuki-
wania nowych leków, w tym preparatów naturalnych o 
działaniu przeciwgrzybiczym. 

Cel pracy

Celem pracy była laboratoryjna ocena wrażliwości 
in vitro szczepów grzybów drożdżopodobnych, uzyska-
nych z wymazów bezpośrednich z błony śluzowej jamy 
ustnej podłoża protetycznego pacjentów użytkujących 
uzupełnienia protetyczne, na olejek z drzewa herba-
cianego (Avicenna), będący naturalnym preparatem o 
działaniu przeciwgrzybiczym.

Materiał i metody 

Badaniami objęto grupę 93 pacjentów Katedry Pro-
tetyki Stomatologicznej Warszawskiego Uniwersytetu 
Medycznego, użytkujących ruchome uzupełnienia prote-
tyczne, u których stwierdzono w badaniu klinicznym obja-
wy stomatopatii protetycznej. Pacjentów poddano bada-
niom mikologicznym metodą wymazu bezpośredniego 
z powierzchni błony śluzowej jamy ustnej. Następnie, 
w Pracowni Mikologicznej dokonano posiewu na stałe  

podłoże Sabourauda z dodatkiem gentamycyny i chlo-
ramfenikolu (Oxoid). Płytki inkubowano w temperaturze 
30°C przez 48 h. Obecność wzrostu kolonii grzybów oce-
niano po 24 i 48 h. Do dalszych badań laboratoryjnych 
uzyskano z hodowli 99 szczepów grzybów drożdżopo-
dobnych. Dokonano analizy cech morfologicznych wy-
izolowanych szczepów, jednocześnie przeprowadzając 
ich identyfikację przy użyciu podłoża Chromagar Candida 
(BioRad) i automatycznego testu ID32 C (BioMérieux). 

Na każdym etapie badania lekowrażliwości do za-
szczepienia podłoży przygotowywano zawiesiny komó-
rek grzybów w 0,85% NaCl o gęstości 1 wg skali Mc Far-
landa. Określono wrażliwość wyhodowanych szczepów, 
a także szczepów wzorcowych C. albicans ATCC 14053, 
C.  tropicalis ATCC 13803 i C. glabrata ATCC 90030 w 
stosunku do preparatu pochodzenia naturalnego, jakim 
jest olejek z drzewa herbacianego (Avicenna). Oceny 
lekowrażliwości szczepów na preparat dokonano me-
todą wielokrotnych rozcieńczeń preparatu w podłożu 
stałym RPMI 1640 plus MOPS z dodatkiem 2% glukozy i 
1,5% Bacto agaru (Plate Dilution Method). 

W pierwszym etapie badania lekowrażliwości grzy-
bów drożdżopodobnych wykonano próbę pilotażową 
w celu określenia przedziału stężeń dla badanych pre-
paratów, przy których następuje zahamowanie wzrostu 
szczepów. Do próby wybrano losowo 25 izolatów, a tak-
że przygotowano 8 różnych stężeń badanego preparatu 
w przedziale 100- 6000 mg na litr pożywki (mg/l) dla olej-
ku z drzewa herbacianego. Stosując metodę badawczą 
opisaną poniżej dla wszystkich badanych 99 szczepów, 
obliczono, że ponad 95% spośród wybranych 25 izola-
tów poddanych badaniu pilotażowemu jest hamowana 
przez olejek z drzewa herbacianego w następujących 
stężeniach: 125; 250; 500; 1000; 2000; 4000 mg/l. Okre-
ślone w próbie pilotażowej stężenia preparatu zastoso-
wano w dalszej części badania. 

Bezpośrednio przed doświadczeniem preparat roz-
cieńczano, zgodnie z zaleceniami producenta, w alkoho-
lu etylowym. Do przygotowanych podłoży wprowadza-
no wcześniej rozcieńczony badany preparat, uzyskując 
stężenia określone w próbie pilotażowej. Tak przygoto-
wane podłoża z olejkiem z drzewa herbacianego rozle-
wano do płytek Petriego, po 20 ml w każdej. Następnie, 
przygotowane wcześniej zawiesiny kolejnych 20 szcze-
pów o gęstości 1 w skali Mc Farlanda nanoszono po 
zastygnięciu podłóż. Płytki inkubowano w temperaturze 
37oC przez 48 h, a następnie odczytywano minimalne 
stężenie hamujące (Minimal Inhibitory Concentration, 
MIC) wzrost drożdżaków po 24 h. Minimalne stężenie 
hamujące zostało zdefiniowane jako najniższe stężenie 
preparatu, przy którym następuje zahamowanie wzro-
stu szczepów grzybów drożdżopodobnych. W następ-
nej kolejności dokonano analizy aktywności preparatu, 
obliczając MIC50 oraz MIC90 dla badanych gatunków 
grzybów drożdżopodobnych, dla których liczba szcze-
pów w badaniu była ≥ 2 oraz określono zakres stężeń 
hamujących (MIC range). Dla szczepów w liczbie < 2 
MIC50 równał się MIC90. Jako MIC50 przyjęto takie stęże-
nie danego preparatu, przy którym zostaje zahamowany  
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wzrost 50% badanych szczepów. Analogicznie, jako 
MIC90 uznano takie stężenie preparatu, przy którym zo-
staje zahamowany wzrost 90% badanych szczepów.

W badaniu lekowrażliwości szczepów grzybów 
drożdżopodobnych oraz szczepów wzorcowych za-
stosowano dwa układy kontrolne. Pierwszy stanowiły 
płytki z podłożem RPMI 1640 plus MOPS z dodatkiem 
2%  glukozy i 1,5% Bacto agaru niezawierające bada-
nych preparatów, drugi płytki z podłożami zawierający-
mi stosowane w badaniu rozpuszczalniki: jałową wodę 
destylowaną i alkohol etylowy w stężeniu niehamującym 
wzrostu grzybów.

Wyniki i omówienie
Z wymazów bezpośrednich pobranych z powierzch-

ni błony śluzowej jamy ustnej 93 pacjentów uzyskano 
w hodowli od 84,95% osób wzrost 99 szczepów grzy-
bów drożdżopodobnych, przy czym w największym 
odsetku występowały gatunki Candida albicans, Can-
dida tropicalis i Candida glabrata, odpowiednio: 57,58, 
18,18 i 14,14% (ryc. 1). 

W badaniach lekowrażliwości przeprowadzonych w 
stosunku do 99 szczepów grzybów drożdżopodobnych 
olejek z drzewa herbacianego wykazał zróżnicowaną 
aktywność (tab. 1 i 2). Spośród 57 izolatów C. albicans 
wzrost ponad 70% był hamowany w przedziale wysokich 
wartości minimalnych stężeń hamujących 125-2000 mg/l, 
kolejnych 26,32% szczepów było wrażliwych na stężenie 
4000 mg/l, a pozostałe 3,51% izolatów nie było hamo-
wanych w zakresie badanych stężeń (MIC50 2000 mg/l, 
MIC90 4000 mg/l, MIC range 125-4000 mg/l). Podobnie, 
dla szczepów C. glabrata i C. tropicalis MIC50 i MIC90 wy-
nosiły odpowiednio 2000 i 4000 mg/l. Większość szcze-
pów C. glabrata (78,57%) było hamowanych w przedziale 
250-2000 mg/l, natomiast 66,66% izolatów C.  tropicalis 
było wrażliwych na stężenia w przedziale 500-2000 mg/l. 
Wartości minimalnych stężeń hamujących dla szczepów z 
gatunku C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. sake, C. lipo-
lityca, C. krusei, Geotrychum candidum były wysokie lub 
nie mieściły się w przedziale użytych w badaniu stężeń.

Przeprowadzona analiza porównawcza lekowrażli-
wości wszystkich badanych grzybów wykazała, że ole-
jek z drzewa herbacianego nie wykazywał aktywności 
przeciwgrzybiczej w niskich stężeniach hamujących 
(<  60  mg/l). Wyniki badań dotyczące zastosowanych 
układów kontrolnych nie wykazały hamowania wzrostu 
grzybów drożdżopodobnych. 

Leczenie stomatopatii protetycznych powikłanych 
infekcją grzybiczą, co podkreśla większość autorów Ryc. 1. Podział wyhodowanych i zidentyfikowanych 99 szcze-

pów grzybów drożdżopodobnych (%).

Tabela 1. Zakres minimalnego stężenia hamującego wzrost badanych szczepów (MIC range), MIC50, MIC90 dla olejku 
z drzewa herbacianego.

Grzyby drożdżopodobne Liczba szczepów

Minimalne stężenie hamujące MIC/mg
(Minimal Inhibitory Concentration)

MIC50 MIC90 MIC range

C. albicans 57 2000 4000 125-4000

C. tropicalis 18 2000 4000 500-4000

C. glabrata 14 2000 4000 250-4000

C. krusei 3 4000 4000 –

C. parapsilosis 2 1000 – –

Geotrychum candidum 2 2000 4000 2000-4000

C. guilliermondii 1 – – –

C. sake 1 4000 4000 –

C. lipolytica 1 500 500 –
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prac zajmujących się tym zagadnieniem, stwarza coraz 
więcej trudności. Pomimo dostępności na rynku wielu 
leków przeciwgrzybiczych coraz bardziej niepokojąca 
staje się obecność szczepów grzybów drożdżopodob-
nych, w tym Candida albicans opornych na poszczegól-
ne leki lub całe grupy antymikotyków (10-12). 

W obecnym czasie zyskały na znaczeniu preparaty 
roślinne w związku z ich szerokim zakresem aktywności 
biologicznej, często związanej z obecnością składników 
mających immunomodulujące własności. Obserwuje 
się ponowny wzrost zainteresowania fitoterapią, zwłasz-
cza wśród pacjentów, i chęć stosowania przez nich pre-
paratów pochodzenia roślinnego. Na rynku pojawia się 
coraz więcej nowych i efektywniejszych preparatów ro-

ślinnych. Charakterystyczny dla większości fitoprepara-
tów jest ich złożony skład, gdzie tylko niektóre składowe 
posiadają własności immunostymulujące, dlatego bar-
dzo ważne jest dokładne poznanie składu tych prepa-
ratów. Badania doświadczalne wykazały wpływ prepa-
ratów roślinnych na różne parametry aktywności układu 
odpornościowego, dający efekty zarówno stymulujące, 
jak i supresyjne w zależności od użytej dawki. Działa-
nie to polega na ich wpływie na produkcję cytokin i/lub 
czynników wzrostowych lub bezpośredniej modyfikacji 
efektorowych funkcji komórek immunokompetentnych. 
Odpowiedzialne za to są związki wielkocząsteczkowe 
(polisacharydy, glikoproteiny) oraz niskocząsteczkowe, 
takie jak alkaloidy, polifenole, chinony, terpeny (13-15).

Tabela 2. Minimalne stężenia hamujące (MIC) wzrost badanych szczepów oraz szczepów wzorcowych dla olejku z drzewa 
herbacianego.

Liczba szczepów grzybów 
drożdżopodobnych

Minimalne stężenia hamujące (MIC) mg/l

125 250 500 1000 2000 ≥ 4000

C. albicans
57

1 8 7 8 16 17

1,75% 14,04% 12,28% 14,04% 28,07% 29,82%

C. tropicalis 18
– – 4 2 6 6

– – 22,22% 11,11% 33,33% 33,33%

C. glabrata 14
– 1 2 3 5 3

– 7,14% 14,29% 21,43% 35,71% 21,43%

C. krusei 3
– – – – – 3

– – – – – 100,00%

C. parapsilosis 2
– – – 1 – 1

– – – 50,00% – 50,00%

Geotrychum candidum 2
– – – – 1 1

– – – – 50,00% 50,00%

C. guilliermondii 1
– – – – – 1

– – – – – 100,00%

C. sake 1
– – – – – 1

– – – – – 100,00%

C. lipolytica 1
– – 1 – – –

– – 100,00% – – –

C. albicans ATCC 14053 1
– – – – – 1

– – – – – 100,00%

C. glabrata ATCC 90030 1
– – – – 1 –

– – – – 100,00% –

C. tropicalis ATCC 13803 1
– – – – 1 –

– – – – 100,00% –
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Wysoką skutecznością działania przeciwdrobno-
ustrojowego charakteryzują się leki zawierające olejki 
eteryczne. Preparaty pochodzenia roślinnego charakte-
ryzują się niską toksycznością i stosunkowo niewysoki-
mi kosztami terapii. Dużym zainteresowaniem badaczy 
w ostatnich latach cieszy się olejek z drzewa herbacia-
nego (Tea tree oil). Klinicznie potwierdzone właściwo-
ści tego olejku dotyczą skuteczności w infekcjach dróg 
oddechowych, moczowych, jamy ustnej oraz schorze-
niach dermatologicznych. Otrzymywany jest z rośliny 
Melaleuca alternifolia Wheel, a jego główny składnik 
chemiczny to terpinen-4-ol, któremu zawdzięcza swoje 
właściwości antyseptyczne. Olejek z drzewa herbacia-
nego skutecznie hamuje rozwój bakterii Gram-dodat-
nich i Gram-ujemnych, jak również grzybów, zwłaszcza 
z gatunku Candida albicans (16, 17).

Alkiewicz i wsp. (18) zastosowali olejek z drzewa her-
bacianego w postaci inhalacyjnej przy użyciu aparatów 
ultradźwiękowych u dzieci chorujących przewlekle z 
powodu zakażeń górnych dróg oddechowych. Inhala-
cje prowadzone przez 2 tyg. za pomocą 0,2% roztworu 
olejku herbacianego obniżały blisko o 65% liczbę drob-
noustrojów chorobotwórczych występujących w gardle 
chorych dzieci. Wyniki badań wykazały, że olejek z drze-
wa herbacianego oddziaływał również fungistatycznie na 
grzyby drożdżopodobne w stężeniach 0,75-2,5 mg/ml.  
Drobnoustroje te zaliczono do średnio wrażliwych na 
działanie olejku.

Skopińska i wsp. (19) badali immunostymulujący 
wpływ olejku z drzewa herbacianego i lawendowego na 
odporność humoralną u myszy. Autorzy wykazali efekt 
stymulujący tych olejków na wzrost miana przeciwciał u 
zwierząt poddanych inhalacjom badanymi preparatami 
oraz rozważyli możliwość ich zastosowania w leczeniu 
wspomagającym schorzeń infekcyjnych, m.in. w choro-
bach jamy ustnej. 

W badaniach własnych aktywność olejku z drzewa 
herbacianego była ograniczona do wysokich wartości 
stężeń hamujących (MIC) dla większości szczepów 
C. albicans, C. glabrata i C. tropicalis. Pozostałe gatunki 
były wrażliwe na wysokie wartości stężeń hamujących 
lub były niewrażliwe na zastosowane stężenia. 

Wnioski

1. Stwierdzona na podstawie hodowli z wymazów 
pobranych z powierzchni błony śluzowej jamy ust-
nej obecność szczepów grzybów drożdżopodobnych 
(84,95%  przypadków) w praktyce klinicznej oznacza 

konieczność prowadzenia kontrolnych badań mikolo-
gicznych u pacjentów użytkujących uzupełnienia prote-
tyczne.

2. Olejek z drzewa herbacianego wykazał małą ak-
tywność przeciwgrzybiczą, co ogranicza jego zastoso-
wanie w leczeniu stomatopatii protetycznych powikła-
nych infekcją grzybiczą. 
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