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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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WSTEP

Zakazenia grzybicze btony $luzowej jamy ustnej sg
czestym schorzeniem ws$réd pacjentdow uzytkujacych
uzupetnienia protetyczne (1, 2). Infekcje te stanowig
problem zdrowotny, poniewaz zakazenie drozdzakami
towarzyszy 60-100% przypadkéw stomatopatii prote-
tycznych (3). Szczegding role przypisuje sie grzybom
drozdzopodobnym, gtéwnie z rodzaju Candida. Sposréd

wielu gatunkéw rodzaju Candida najwigksze znaczenie w
etiopatogenezie stomatopatii protetycznych powiktanych
infekcja grzybicza majg szczepy C. albicans, C. tropicalis,
C. glabrata, rzadziej C. parapsilosis, C. krusei, C. guillier-
mondii (4, 5). Rozwdj zakazenia grzybiczego zalezy od
wielu czynnikdéw, miejscowych i ogolnoustrojowych, w
tym stanu immunologicznego gospodarza oraz stopnia
patogennoéci szczepu. Zmniejszone wydzielanie $liny,
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radioterapia w obrebie gtowy i szyi, leczenie immuno-
supresyjne, przewlekta antybiotykoterapia, niedobory
zywieniowe, a takze obecno$¢ weglowodanéw w diecie,
przy jednoczesnym uzytkowaniu uzupetnien protetycz-
nych moga bezposrednio przyczyni¢ sie do rozwoju
stomatopatii protetycznych powiktanych infekcjg grzybi-
czg (6). Obecnos¢ protez w jamie ustnej, zwlaszcza osia-
dajacych o rozlegtej ptycie, poprzez ich traumatogenne
oddziatywanie na btone $luzowa, a takze porowato$¢
tworzywa akrylowego, z ktérego wykonywane sa protezy,
moga byé przyczyng standw zapalnych btony $luzowej
jamy ustnej i infekcji grzybicze;j.

Leczenie stomatopatii obejmuje procedury prote-
tyczne, chirurgiczne i farmakologiczne. W terapii far-
makologicznej najczesciej stosowanymi preparatami sg
antymikotyki z grupy polienéw (nystatyna, natamycyna),
azoli (klotrimazol, mikonazol, ketokonazol, flukonazol) i
pochodne pirymidyny (5-fluorocytozyna). Zaleca sie je
w postaci miejscowo dziatajgcych roztworéw, masci,
kreméw i proszkow (7).

Duzym problemem w ostatnich latach staje sie nara-
stajaca opornosé grzybdéw na powszechnie stosowane
leki przeciwgrzybicze. Nie bez znaczenia jest réwniez
zwiekszona zdolno$¢ biofilmu do obrony patogenéw
przed mechanizmami odpornosciowymi gospodarza, a
takze fenotyp niektérych gatunkéw Candida (multi-drug
resistant phenotype) (8). Leczenie immunosupresyjne,
antybiotykoterapia, dtugotrwate podawanie lekow prze-
ciwgrzybiczych majg duzy wptyw na selekcje szczepow
opornych i nawrotowy charakter zakazen. Zwiekszona
dostepnos$¢ lekéw, niejednokrotnie ich naduzywanie,
powoduja wzrost liczby szczepow opornych wsrod réz-
nych gatunkéw grzybow (9).

Trudnos$ci w leczeniu stomatopatii protetycznych
powikfanych infekcjg grzybicza, czeste reinfekcje oraz
wzrastajgca oporno$¢ grzybdéw na poszczegdine anty-
mikotyki, a takze ich toksyczno$¢, dziatania uboczne
czy tez wysokie koszty leczenia sktaniajg do poszuki-
wania nowych lekéw, w tym preparatéw naturalnych o
dziataniu przeciwgrzybiczym.

CEL PRACY

Celem pracy byta laboratoryjna ocena wrazliwosci
in vitro szczepdw grzybow drozdzopodobnych, uzyska-
nych z wymazow bezposrednich z btony sluzowej jamy
ustnej podtoza protetycznego pacjentow uzytkujgcych
uzupetnienia protetyczne, na olejek z drzewa herba-
cianego (Avicenna), bedacy naturalnym preparatem o
dziataniu przeciwgrzybiczym.

MATERIAL | METODY

Badaniami objeto grupe 93 pacjentéw Katedry Pro-
tetyki Stomatologicznej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego, uzytkujacych ruchome uzupetnienia prote-
tyczne, u ktdrych stwierdzono w badaniu klinicznym obja-
wy stomatopatii protetycznej. Pacjentéw poddano bada-
niom mikologicznym metodg wymazu bezposredniego
z powierzchni btony $luzowej jamy ustnej. Nastepnie,
w Pracowni Mikologicznej dokonano posiewu na state

podtoze Sabourauda z dodatkiem gentamycyny i chlo-
ramfenikolu (Oxoid). Ptytki inkubowano w temperaturze
30°C przez 48 h. Obecnos¢ wzrostu kolonii grzybéw oce-
niano po 24 i 48 h. Do dalszych badan laboratoryjnych
uzyskano z hodowli 99 szczepoéw grzybéw drozdzopo-
dobnych. Dokonano analizy cech morfologicznych wy-
izolowanych szczepdw, jednoczesnie przeprowadzajgc
ich identyfikacje przy uzyciu podtoza Chromagar Candida
(BioRad) i automatycznego testu ID32 C (BioMérieux).

Na kazdym etapie badania lekowrazliwosci do za-
szczepienia podtozy przygotowywano zawiesiny komo-
rek grzybéw w 0,85% NaCl o gestosci 1 wg skali Mc Far-
landa. Okres$lono wrazliwo$¢ wyhodowanych szczepow,
a takze szczepdw 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
lekowrazliwosci szczepdw na preparat dokonano me-
todg wielokrotnych rozcienczen preparatu w podfozu
statym RPMI 1640 plus MOPS z dodatkiem 2% glukozy i
1,5% Bacto agaru (Plate Dilution Method).

W pierwszym etapie badania lekowrazliwosci grzy-
boéw drozdzopodobnych wykonano prébe pilotazowag
w celu okreslenia przedziatu stezen dla badanych pre-
paratéw, przy ktérych nastepuje zahamowanie wzrostu
szczepow. Do préby wybrano losowo 25 izolatéw, a tak-
Ze przygotowano 8 réznych stezen badanego preparatu
w przedziale 100- 6000 mg na litr pozywki (mg/l) dla olej-
ku z drzewa herbacianego. Stosujgc metode badawcza
opisang ponizej dla wszystkich badanych 99 szczepdw,
obliczono, ze ponad 95% sposréd wybranych 25 izola-
téw poddanych badaniu pilotazowemu jest hamowana
przez olejek z drzewa herbacianego w nastepujacych
stezeniach: 125; 250; 500; 1000; 2000; 4000 mg/I. Okre-
$lone w probie pilotazowej stezenia preparatu zastoso-
wano w dalszej czesci badania.

Bezposrednio przed doswiadczeniem preparat roz-
cienczano, zgodnie z zaleceniami producenta, w alkoho-
lu etylowym. Do przygotowanych podtozy wprowadza-
no wczesniej rozcienczony badany preparat, uzyskujac
stezenia okreslone w prébie pilotazowej. Tak przygoto-
wane podtoza z olejkiem z drzewa herbacianego rozle-
wano do ptytek Petriego, po 20 ml w kazdej. Nastepnie,
przygotowane wczesniej zawiesiny kolejnych 20 szcze-
pow o gestosci 1 w skali Mc Farlanda nanoszono po
zastygnieciu podtoz. Plytki inkubowano w temperaturze
37°C przez 48 h, a nastgpnie odczytywano minimalne
stezenie hamujace (Minimal Inhibitory Concentration,
MIC) wzrost drozdzakéw po 24 h. Minimalne stezenie
hamujace zostato zdefiniowane jako najnizsze stezenie
preparatu, przy ktérym nastepuje zahamowanie wzro-
stu szczepow grzybéw drozdzopodobnych. W nastep-
nej kolejnosci dokonano analizy aktywnosci preparatu,
obliczajgc MIC_, oraz MIC,, dla badanych gatunkow
grzybow drozdzopodobnych, dla ktérych liczba szcze-
poéw w badaniu byta > 2 oraz okre$lono zakres stezenh
hamujacych (MIC range). Dla szczepoéw w liczbie < 2
MIC, réwnat sie MIC, | Jako MIC,, przyjeto takie steze-
nie danego preparatu, przy ktérym zostaje zahamowany
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wzrost 50% badanych szczepdw. Analogicznie, jako
MIC,, uznano takie stezenie preparatu, przy ktérym zo-
staje zahamowany wzrost 90% badanych szczepow.

W badaniu lekowrazliwosci szczepow grzybdéw
drozdzopodobnych oraz szczepédw wzorcowych za-
stosowano dwa uktady kontrolne. Pierwszy stanowity
ptytki z podtozem RPMI 1640 plus MOPS z dodatkiem
2% glukozy i 1,5% Bacto agaru niezawierajace bada-
nych preparatow, drugi ptytki z podtozami zawierajacy-
mi stosowane w badaniu rozpuszczalniki: jatowg wode
destylowana i alkohol etylowy w stezeniu niehamujgcym
wzrostu grzybow.

Wyhodowane szczepy (%)
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Ryc. 1. Podziat wyhodowanych i zidentyfikowanych 99 szcze-
pow grzyboéw drozdzopodobnych (%).

Tabela 1. Zakres minimalnego stezenia hamujacego wzrost badanych szczepéw (MIC range), MIC

z drzewa herbacianego.

WYNIKI | OMOWIENIE

Z wymazow bezposrednich pobranych z powierzch-
ni btony $luzowej jamy ustnej 93 pacjentéw uzyskano
w hodowli od 84,95% o0sOb wzrost 99 szczepow grzy-
bow drozdzopodobnych, przy czym w najwiekszym
odsetku wystepowaty gatunki Candida albicans, Can-
dida tropicalis i Candida glabrata, odpowiednio: 57,58,
18,18 14,14% (ryc. 1).

W badaniach lekowrazliwos$ci przeprowadzonych w
stosunku do 99 szczepdw grzybdéw drozdzopodobnych
olejek z drzewa herbacianego wykazat zrdéznicowana
aktywnos$¢ (tab. 1 i 2). Sposrdd 57 izolatow C. albicans
wzrost ponad 70% byt hamowany w przedziale wysokich
warto$ci minimalnych stezen hamujacych 125-2000 mg/l,
kolejnych 26,32% szczepow byto wrazliwych na stezenie
4000 mg/l, a pozostate 3,51% izolatéw nie byto hamo-
wanych w zakresie badanych stezen (MIC,; 2000 mgl/l,
MIC,, 4000 mg/l, MIC range 125-4000 mg/l). Podobnie,
dla szczepéw C. glabrata i C. tropicalis MIC,; i MIC,, wy-
nosity odpowiednio 2000 i 4000 mg/l. Wigkszo$¢ szcze-
péw C. glabrata (78,57%) byto hamowanych w przedziale
250-2000 mg/l, natomiast 66,66% izolatow C. tropicalis
byto wrazliwych na stezenia w przedziale 500-2000 mg/I.
Warto$ci minimalnych stezer hamujacych dla szczepow z
gatunku C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. sake, C. lipo-
lityca, C. krusei, Geotrychum candidum byly wysokie lub
nie miescity si¢ w przedziale uzytych w badaniu stezen.

Przeprowadzona analiza poroéwnawcza lekowrazli-
wosci wszystkich badanych grzybéw wykazata, ze ole-
jek z drzewa herbacianego nie wykazywat aktywnosci
przeciwgrzybiczej w niskich stezeniach hamujgcych
(< 60 mg/l). Wyniki badan dotyczace zastosowanych
uktadéw kontrolnych nie wykazaty hamowania wzrostu
grzybdéw drozdzopodobnych.

Leczenie stomatopatii protetycznych powiktanych
infekcjg grzybicza, co podkresla wiekszo$¢ autorow

MIC,, dla olejku

50’

Minimalne stezenie hamujace MIC/mg

Grzyby drozdzopodobne Liczba szczepow (Minimal Inhibitory Concentration)

MIC,, MiIC,, 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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Tabela 2. Minimalne stezenia hamujace (MIC) wzrost badanych szczepdéw oraz szczepéw wzorcowych dla olejku z drzewa

herbacianego.
Liczba szczepéw grzybow Minimalne stezenia hamujace (MIC) mg/I
drozdzopodobnych 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%
_ - 4 2 6 6
C. tropicalis 18
- - 22,22% 11,11% 33,33% 33,33%
- 1 2 3 5 3
C. glabrata 14
- 7,14% 14,29% 21,43% 35,71% 21,43%
- - - - 3
C. krusei 3
- - - - 100,00%
- - 1 - 1
C. parapsilosis 2
- - 50,00% - 50,00%
- - - 1 1
Geotrychum candidum 2
- - - 50,00% 50,00%
- - - - 1
C. guilliermondii 1
- - - - 100,00%
- - - - 1
C. sake 1
- - - - 100,00%
— 1 — — —
C. lipolytica 1
- 100,00% - - -
- - - - 1
C. albicans ATCC 14053 1
- - - - 100,00%
- - - 1 -
C. glabrata ATCC 90030 1
- - - 100,00% -
- - - 1 -
C. tropicalis ATCC 13803 1
- - - 100,00% -

prac zajmujacych sie tym zagadnieniem, stwarza coraz
wiecej trudnosci. Pomimo dostepnosci na rynku wielu
lekow przeciwgrzybiczych coraz bardziej niepokojaca
staje sie obecnos¢ szczepow grzybdw drozdzopodob-
nych, w tym Candida albicans opornych na poszczegol-
ne leki lub cate grupy antymikotykéw (10-12).

W obecnym czasie zyskaty na znaczeniu preparaty
rodlinne w zwigzku z ich szerokim zakresem aktywnosci
biologicznej, czesto zwigzanej z obecnoscig skfadnikdéw
majacych immunomodulujace wiasnoéci. Obserwuje
sie ponowny wzrost zainteresowania fitoterapig, zwtasz-
cza wsrdd pacjentow, i cheé stosowania przez nich pre-
paratéw pochodzenia roslinnego. Na rynku pojawia sie
coraz wiecej nowych i efektywniejszych preparatéw ro-

$linnych. Charakterystyczny dla wiekszosci fitoprepara-
téw jest ich ztozony skiad, gdzie tylko niektére sktadowe
posiadajg wtasnosci immunostymulujace, dlatego bar-
dzo wazne jest doktadne poznanie sktadu tych prepa-
ratéw. Badania doswiadczalne wykazaty wptyw prepa-
ratéw roslinnych na rézne parametry aktywnosci uktadu
odpornosciowego, dajacy efekty zaréwno stymulujace,
jak i supresyjne w zaleznosci od uzytej dawki. Dziata-
nie to polega na ich wptywie na produkcje cytokin i/lub
czynnikbéw wzrostowych lub bezposredniej modyfikaciji
efektorowych funkcji komoérek immunokompetentnych.
Odpowiedzialne za to sg zwigzki wielkoczasteczkowe
(polisacharydy, glikoproteiny) oraz niskoczgsteczkowe,
takie jak alkaloidy, polifenole, chinony, terpeny (13-15).
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Wysoka skutecznoscig dziatania przeciwdrobno-
ustrojowego charakteryzujg sie leki zawierajgce olejki
eteryczne. Preparaty pochodzenia roslinnego charakte-
ryzuja sie niska toksycznoscia i stosunkowo niewysoki-
mi kosztami terapii. Duzym zainteresowaniem badaczy
w ostatnich latach cieszy sie olejek z drzewa herbacia-
nego (Tea tree oil). Klinicznie potwierdzone witasciwo-
$ci tego olejku dotyczg skutecznosci w infekcjach drég
oddechowych, moczowych, jamy ustnej oraz schorze-
niach dermatologicznych. Otrzymywany jest z rosliny
Melaleuca alternifolia Wheel, a jego gtowny sktadnik
chemiczny to terpinen-4-ol, ktéremu zawdziecza swoje
wtasciwosci antyseptyczne. Olejek z drzewa herbacia-
nego skutecznie hamuje rozwdj bakterii Gram-dodat-
nich i Gram-ujemnych, jak rowniez grzybow, zwtaszcza
z gatunku Candida albicans (16, 17).

Alkiewicz i wsp. (18) zastosowali olejek z drzewa her-
bacianego w postaci inhalacyjnej przy uzyciu aparatow
ultradzwiekowych u dzieci chorujacych przewlekle z
powodu zakazen goérnych drég oddechowych. Inhala-
cje prowadzone przez 2 tyg. za pomoca 0,2% roztworu
olejku herbacianego obnizaty blisko 0 65% liczbe drob-
noustrojéw chorobotwérczych wystepujacych w gardle
chorych dzieci. Wyniki badan wykazaty, ze olejek z drze-
wa herbacianego oddziatywat réwniez fungistatycznie na
grzyby drozdzopodobne w stezeniach 0,75-2,5 mg/ml.
Drobnoustroje te zaliczono do $rednio wrazliwych na
dziatanie olejku.

Skopinska i wsp. (19) badali immunostymulujacy
wplyw olejku z drzewa herbacianego i lawendowego na
odporno$¢ humoralng u myszy. Autorzy wykazali efekt
stymulujacy tych olejkdw na wzrost miana przeciwciat u
zwierzat poddanych inhalacjom badanymi preparatami
oraz rozwazyli mozliwo$¢ ich zastosowania w leczeniu
wspomagajgcym schorzen infekcyjnych, m.in. w choro-
bach jamy ustne;.

W badaniach wiasnych aktywnos$é¢ olejku z drzewa
herbacianego byta ograniczona do wysokich wartosci
stezen hamujgcych (MIC) dla wiekszos$ci szczepdw
C. albicans, C. glabrata i C. tropicalis. Pozostate gatunki
byly wrazliwe na wysokie wartoéci stezen hamujacych
lub byty niewrazliwe na zastosowane stezenia.

WNIOSKI

1. Stwierdzona na podstawie hodowli z wymazéw
pobranych z powierzchni bftony $luzowej jamy ust-
nej obecnos¢ szczepdw grzybdw drozdzopodobnych
(84,95% przypadkéw) w praktyce klinicznej oznacza
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konieczno$¢ prowadzenia kontrolnych badan mikolo-
gicznych u pacjentéw uzytkujacych uzupetnienia prote-
tyczne.

2. Olejek z drzewa herbacianego wykazat matg ak-
tywnosé przeciwgrzybicza, co ogranicza jego zastoso-
wanie w leczeniu stomatopatii protetycznych powikia-
nych infekcjg grzybicza. O
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