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Uvod

Olej z Melaleuca alternifolia (olej Tea Tree) ma Siroké spektrum antimikrobidlniho pisobeni
a je pouzivan v fadé zevné pisobicich 1é¢ivych produkta. (Carson & Riley, 1993). Pres jeho
vSeobecnou dostupnost a pouZiti zistdvd mechanismus pisobeni nezndmy. Lipofilni podstata
oleje Tea Tree vedla k ndzoriim, Ze plisobi na bunéénou membréanu bakterii a hub. Tato studie
zkoumd ucinek oleje Tea Tree a nékterych jeho hlavnich slozek na bunécné membriny
Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Candida albicans.

Materialy a metody

Bakterialni izolaty
Organismy Escherichia coli NCTC 10418, Staphylococcus aureus NCTC 6571 a Candida
albicans ATCC 10231 byly ziskany z katedry mikrobiologie, Zdpadoaustralskd univerzita.

Olej z Melaleuca alternifolia a jednotlivé slozky

Olej z Melaleuca alternifolia byl poskytnut spoleCnosti Australian Plantations s.r.o.,
Wyrallah, NSW, Austrilie. Tento vzorek spliioval soucasnou mezindrodni normu (ISO 4730)
v tom, Ze hladina terpinen-4-olu byla 37,1% a hladina 1,8-cineolu byla 3,2%. Jednotlivé
testované slozky byly 1,8-cineol, linalool, terpinen-4-ol a o—terpineol (Spole¢nost Sigma
Chemical, St. Louis, Missoury, USA).

Piiprava mikrobialnich suspenzi

Cerstvé kultury testovaného organismu byly piipraveny na krevnim agaru a pouZity k
nao¢kovéani 50ml Mueller-Hintonovy Zivné pudy, kterd byla inkubovéna pii 35°C po 18 hodin
s protiepdvanim. Organismy byly dvakrdt proplachnuty fosforeCnanovym pufrovym
fyziologickym roztokem (PBS) a opétné suspendovany v dostatecném mnozstvi PBS
doplnéném o polysorbdat 80 (0,001% v/v) (PBS/Tw), aby bylo dosaZeno zavérecné
koncentrace piiblizng 10° cfu/ml pro baktérie a 10° cfu/ml pro Candida, jak bylo potvrzeno
realizovatelnymi propocty.

Opticka hustota upravovanych bunéénych suspenzi

Objemy 9ml mikrobidlni suspenze byly umistény do sklenénych lahvi a upraveny olejem Tea
Tree, o—terpineolem a terpinen-4-olem pii minimdlni inhibi¢ni koncentraci (MIC) a 2xMIC.
Pti zavérecné koncentraci 0,02% byl zahrnut EDTA v testech s E. coli. V 0, 30, 60, 90 a 120
minuté byly vSechny suspenze diikladné promichdny, 0,1ml odebrdn a rozpustén v PBS/Tw.
Vsechny vzorky byly rozpustény 1 ku 100 v PBS/Tw kromé testti s baktériemi a terpinen-4-
olem, které byly rozpoustény 1 ku 10. Odpovidajici srovndvaci vzorky testovaci smési v



PBS/Tw byly pfipraveny a pouzity k urCeni optické hustoty (OD) (A=620nm) kazdého
vzorku.

Pronikani 260nm-absorpéniho materialu z upravovanych suspenzi S. aureus

Bunky S. aureus byly pfipraveny a upraveny jako predchozi, kromé toho Ze 15ml suspenze
bylo upraveno o—terpineolem, linaloolem a terpinen-4-olem pii 1/10xMIC, 1/2xMIC a MIC.
1,8-cineol byl téz testovan pii 2xMIC. V 0, 1, 5, 10, 15, 30, 60, 120, 240, 300 a 360 min byla
pouzita injek¢ni stifkacka a jehla k odebrani 1ml vzorku, ktery byl okamzité profiltrovan pies
0,22 wm membréanovy filtr. Filtrdt byl odebrdn a jeho ODj¢ zméfeno oproti srovnivacim
vzorklim pfipravenym z filtratu testovaci smési.

Vysledky

Opticka hustota upravovanych bunéénych suspenzi
Olej Tea Tree snizil optickou hustotu suspenzi E. coli pouze, pokud jde o o—terpineol (viz
obrazky 1-2). Terpinen-4-ol nesniZil ODg,¢ Zaddného z testovanych organismd.

Pronikani 260nm-absorpéniho materialu z upravovanych suspenzi S. aureus

Koncentrace o—terpineolu, terpinen-4-olu a linaloolu pfi a nad 1/2xMIC mély za nédsledek
pronikani 260nm-absorpéniho materidlu z bunék S. aureus. Koncentrace 1,8-cineolu az do
2xMIC nezpiisobily pronikdni. Vysledky jsou ukdzany na obr. 3-6.

Diskuse

Pokud md byt olej Tea Tree piijat jako bezpecny zevné plsobici antimikrobidlni agens, je
nutné, aby mechanismus pusobeni byl osvétlen. Protoze je olej sloZzen z pfiblizné 100
jednotlivych komponentli (Brophy a kol., 1989) a o nékterych z nich je zndmo, Ze maji
antimikrobidlni G¢inky (Carson & Riley, 1995), je mozné, Ze n€kolik odliSnych mechanismu
plsobi zdroveil. Aby bylo moZzné ur¢it mechanismus plisobeni oleje, je nutné prozkoumat
jednotlivé slozky zvlast. Lipofilni podstata oleje Tea Tree a jeho jednotlivych slozek vedla k
ndzorim, Ze muze ohroZovat integritu mikrobidlni bunééné membriny. Velké poskozeni
membran agentem pusobicim na membranu miize vést az k tplnému rozpousténi bunék
(Russel, Morris & Alwood, 1973). Ackoli C. albicans, E. coli a S. aureus. jsou citlivé na
terpinen-4-ol (Carson & Riley, 1995), zachovani jejich optické hustoty po upraveni terpinen-
4-olem, naznacuje, prosté rozpousténi bun¢k neni primdrni mechanismus pisobeni na tyto
organismy. SniZeni optické hustoty suspenzi E. coli po upraveni olejem Tea Tree a
o—terpineolem naznacuje, Ze bunéfnd membréna je terCem pro tyto agens, pfinejmensim u E.
coli.

SpiSe neZ naprosté rozpousténi bunck, zména ve funkci membriany muiZe vést k
nekontrolovanému uvoliiovani  vnitrobunééného materidlu, napiiklad nukleotidd,
aminokyselin, cukrt a kationtli z buniky (Russel a kol., 1973). V této praci, Gprava S. aureus
linaloolem, terpinen-4-olem a o—terpineolem, pii koncentracich na a pod MIC pro S. aureus,
méla za ndsledek pronikdni 260nm-absorpéniho materidlu z bunék, u kterych bylo mozno
pfedpokladat poSkozeni membrany. Zatimco hladiny linaloolu pifitomného v oleji Tea Tree
jsou zanedbatelné a jeho vliv je proto sporny, schopnost upravy terpinen-4-



olem a o—terpineolem vyvolat pronikdni 260nm-absorpéniho materidlu, pravdépodobné
nukleotidd, je zna¢nd. Korelace mezi zdvaznym antimikrobidlnim ptisobenim a propousténim
260nm-absorpéniho materidlu je také pozoruhodna. Navic, 1,8-cineol, jehoz ucinek na S.
aureus je slaby (Carson & Riley, 1995), nevyvolal toto pronikéni.

Zaverem, existuje priliS mélo dikazii na to, aby bylo mozné tvrdit, Ze olej Tea Tree a nékteré
jeho sloZzky mohou pusobit na bunéénou membrdanu vnimavych organismii. Toto vyZaduje
dal$i vyzkum a potvrzeni.
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