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Citlivost na methicilin rezistencniho Staphylococcus aureus na siliény olej
z Melaleuca alternifolia
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Vsech 66 testovanych jedincii druhu Staphylococcus aureus prokdzalo citlivost na silicny olej
z Melaleuca alternifolia, neboli olej Tea Tree, pri metodé diskového rozptylu a
mikroskopického zredovdni modifikovaného Zivného roztoku. Z testovanych jedincii bylo 64
na methicilin rezistencnich druhu S. aureus (MRSA) a 33 rezistencnich na mupirocin.
Hodnoty MIK a MBK byly u 60 australskych jedincit 0,25% a 0,50% ve stejném poradi.
Spolupracovniky v Britdnii byly za pouZiti podobnych metod ziskdny srovnatelné vysledky.
Tyto vysledky in vitro naznacuji, Ze tea tree oil miiZe byt v pripadé blokovdni prenosu MRSA
vhodny.

Uvod

Pfenos na methicilin rezisten¢niho druhu Staphylococcus aureus (MRSA) nemocni¢nim
persondlem a pacienty a jeho nédsledné rozmnoZeni je zndimou hrozbou nemocnic¢ni infekce.
Pokusy o eliminaci pfenosu MRSA c¢asto zahrnuje aplikaci povrchovych preparétii jako je
protistafylokokova latka mupirocin, kterd se osvédcila pii pfedchozi eliminaci pienosu MRSA
(Kauffman et al., 1993; Naguib, Naguib & Flournoy, 1993). Pohotovost na mupirocin
rezistenéniho MRSA (Rahman, Noble & Cookson, 1987; Janssen et al., 1993) ptedstavuje
vazné nebezpeci pii nutnosti zvladani prenosu MRSA naSimi béZnymi kapacitami a je tudiz
nutné objevit vhodné alternativy k mupirocinu (Maple, Hamilton-Miller ( Brumfitt, 1992).
Siliény olej z Melaleuca alternifolia neboli olej Tea Tree ma Siroké spektrum antimikrobidlni
pusobnosti a je relativné netoxicky, je-li aplikovan zevné. Je dostupny v Sirokém sortimentu
ruznych sloZeni, vhodnych pro zevni pouziti a v Australii byl pouZivan jako antiseptikum od
20. let 20. stoleti (Carson ( Riley, 1993). Walsh a Longstaff (1987) uvedli minimdlni inhibi¢ni
koncentraci (MIK) oleje Tea Tree u S. aureus 0,08%, zatimco Altman (1988) zjistil, Ze
hodnoty MIK u rozsahu béznych patogenu vcetné S. aureus byly mezi 0,5% a 1,0%. O
citlivosti na olej Tea Tree je k dispozici jen mélo dopliujicich informaci, ¢astecné kviili
metodologickym problémim, které se objevovaly pfi testovani oleje. Olej Tea Tree ma
omezenou rozpustnost ve vodnim médiu a to miiZze poSkodit jeho vykon pii nékterych testech
na citlivost. Zamérem nasi studie bylo vyzkouset citlivost MRSA, jak na mupirocin citlivou,
tak 1 rezistenni skupinu, na olej Tea Tree pomoci metod kotoucového rozptylu a
mikroskopického zfed’ovani Zivného roztoku.

Materialy a metody
Bakterialni jedinci
Z. Laboratore pro infekéni kontrolu pfi Sir Charles Gairdner Hospital v Perthu, Zapadni
Australie bylo dodano celkem 60 MRSA jedincti. V Zapadni Austrélii se objevily samostatné
populace MRSA a na zdkladé¢ antimikrobidlni rezistencni povahy, obsahu epizomu a
genetické analyzy je lze rozd€lit na vychodoaustralské Cili epidemické MRSA (EMRSA) a



zapadoaustralské MRSA (WA MRSA) (Udo, Pearman ( Grubb, 1993). Z vybranych jedinci
bylo 54 povazovano za WA MRSA, Sest bylo EMRSA a 29 bylo rezistan¢nich na mupirocin.
Vedlejsich Sest jedincti druhu S. aureus bylo testovano v Laboratofi pro nemocni¢ni infekce
(LHI) v Colindale, UK. Tti jedinci, z nichz dva byli rezistenéni na methicilin, vykazovali
vysoky stupen rezistence na mupirocin (MIK>512 mg/L). Na methicilin citlivy S. aureus
(MSSA), ktery byl rezistenéni na mupirocin vykazuje genetickou sondou rezistenci na
mupirocin (Dyke et al., 1991; nezvefejnénd pozorovani). Jedinec MRSA, vykazujici nizkou
rezistenci na mupirocin (MIK 32 mg/L) a druh EMRSA-1 (Kerr et al., 1990) a jedinec MSSA,
oba citlivi na mupirocin, byli rovnéz testovéni. S. aureus NCTC 6571 byl pouzit jako kontrola
pro vSechna testovdni na citlivost.

Olej Tea Tree

Olej z M. alternifolia byl dodan spoleCnosti Australian Plantations, Wyrallah, Novy JiZni
Wales (Série ¢. HPO3A) a vyhovoval Australskému Standardu (AS 2782-1985) v tom, Ze
obsah 1,8-cineolu byl nizsi nez 15% (3,1%) a obsah terpinen-4-olu ptesahoval 30% (35,7%).

Testovani na citlivost

Citlivost na oleje Tea Tree byla ur¢ena metodou kotoucového rozptylu. Pres noc udrzované
kultury 60 MRSA a kontrolniho S. aureus byly pfipraveny v Zivné infuzi srdce (HIB) (Difco
Laboratories, Detroit, MI, USA), upraveny na 1,0 x 10x cfu/mL a pouZity k naoCkovani
Mueller-Hintonova agaru (Oxoid Ltd., Unipath Ltd., Basingstoke, Hampshire, Anglie)
zaplavenim misek, odpusténim nadmérného mnoZstvi a ponechdnim misek, aby uschly.
Prazdny papirovy kotou¢ (12,7 mm) (Schleicher ( Schuell, Dassel, Némecko) byl poloZen na
povrch agaru a impregnovdan 30 (L oleje Tea Tree. Po naockovani byly misky aerobné
inkubovény po 24 hodin pti 37°C a inhibi¢ni z6ny zméteny. Kazdy test byl proveden trojmo a
byla stanovena primeérna velikost zony.

Za ucelem kvantitativniho vyjadieni antibakteridlni aktivity oleje z M. alternifolia oproti
MRSA, byly pomoci metody mikroskopického zfedovani Zivného roztoku stanoveny
minimdlni baktericidni koncentrace (MBK). VSechny testy byly provedeny v HIB doplnéné o
detergent Tween 80 (Atlas Chemical Industries Inc., Wilmington, DE, USA) na kone¢nou
koncentraci 0,5%. Jako indikdtor ristu k prekondni problémi s kalnosti vlivem
rozpustitelného oleje byl do HIB rovnéz piidan trifenyltetrazoliumchlorid (TTC) (Aldrich
Chemical Company Inc., Milwaukee, WI, USA). Kone¢nd koncentrace TTC po naoCkovéni
byla 0,005%. Sériové zdvojené roztoky oleje z M. alternifolia byly pfipraveny na 96-
komorové misce (Falcon, Becton-Dickinson ( Co., Lincoln Park, NJ, USA) v rozmezi 0,12-
2,0%.

Ptes noc udrZzované kultury byly pfipraveny jako ptredtim, ale upraveny tak, aby pifi oCkovéni
obsahovala kazdd komurka zhruba 5,0 x 105 cfu/mL. Do kazdého testu byly zahrnuty
pozitivni i negativni rastové kontroly. Koncentrace kazdé ockovaci latky byla potvrzena
vycislenim realizovatelné polozky na talifich s krevnim agarem (Oxoid). Talite byly aerobné
inkubovdany pii 37°C po 24 hodin a ureny hodnoty MIK a MBK. Redukce TTC poslouZzila
jako indikétor bakteridlniho rtstu, ackoliv neharmonizovala pfesné ani s hodnotami MIK, ani
s MBK. Za tc¢elem potvrzeni MIK a stanoveni MBK hodnot, bylo z kazdé komtrky odebrano
10 (L zivného roztoku a po kapkich naoCkovdno na krevni agar. Po celono¢ni aerobni
inkubaci pfi 37°C byl stanoven pocet preziv§ich organismi. Nejniz§i koncentraci
zaznamenala MIK, coz mélo za nésledek zna¢ny narist (>90%) Zivotaschopnosti u o¢kovaci
latky, zatimco MBK byla na bodé, kde ptezila 0,1% ¢i méné pociteCni oCkovaci latky.
Testovani na LHI bylo provedeno v podstaté zpiisobem popsanym vysSe s vyjimkou toho, Ze
tea tree oil byl pivodné pfipraven v ethanolu (roztok 1:3), aby ptlisobil proti problému
omezené rozpustnosti ve vodnim médiu (Reynolds, 1993) po ¢emZ nasledovaly sériové



roztoky v Zivné infizi srdce a mozku (BHIB) (Oxoid), obsahujici 0,5% Tweenu 80%. TTC
nebylo do média ptidano, protoze stupeni alkoholové rozpustnosti umoznil adekvatni moznost
pozorovat rust ockovaci latky.

Vysledky a diskuze

Vsech 60 MRSA testovanych na olej Tea Tree metodou kotouového rozptylu bylo citlivych,
mélo primérnou velikost zény 27,0 mm (rozsah = 21,3-33,3; ( = 2,9 mm). Hodnoty MIK a
MBK u 60 jedinct, jak bylo uréeno metodou mikroskopického rozfed’ovani Zivného roztoku,
byly vSechny 0,25% a 0,50% ve stejném potadi. Mezi na mupirocin citlivymi a rezistantnimi
MRSA neexistoval v citlivosti na olej Tea Tree Zadny rozdil. Hodnoty dosazené na LHI byly
podobné, pficemz hodnoty MIK a MBK byly 0,312% a 0,625% ve stejném potadi. Opét tu
nebyl mezi na mupirocin citlivymi a rezistantnimi druhy Zadny rozdil. Vyskyt vysoké
rezistance na mupirocin byl u MRSA hlasen jako 0% (Maple et al., 1992)., 1,3% (Naguib et
al.,1993) a 1,5% (Kauffman et al., 1993). Tato procenta ostfe kontrastuji s procentem vysoké
rezistance na mupirocin (15,0%), vykdzanym v neddvné studii MRSA, izolované ve WA
(nezvefejnéna sledovani). Ve zminéné studii se rezistance na mupirocin objevovala hlavné u
WA MRSA, ¢imz byla podepiena domnénka Uda, Pearmana a Grubba (1994), Ze rezistance
na mupirocin rapidné vzrostla v populaci WA MRSA. Vzhledem k takto vysoké rezistanci na
mupirocin celkové u MRSA (Janssen et al., 1993) a specificky u WA MRSA (Udo et al.,
1994) se zda byt pfenosnou a mupirocin bude mit mozné brzy nevalnou hodnotu pii brzdéni a
1écbe MRSA. Univerzélni citlivost na olej Tea Tree u vSech testovanych jedincii MRSA a
MSSA vcetné téch, ktefi byli rezistantni na mupirocin, pfedstavuje vyznamny vysledek, ktery
muze najit uplatnéni v kontrole MRSA.

Navzdory nerozpustnosti oleje Tea Tree ve vodnim médiu se prokdzalo testovani kotou¢ovym
rozptylem byt rychlou a vhodnou metodou pro zhodnoceni citlivosti MRSA na olej Tea Tree.
VSichni jedinci vyprodukovali inhibi¢ni z6ny v rozsahu 21,3-33,3 mm a primeéry téchto zén
odpovidaly nizkym vysledkiim MIK a MBK. Na zdklad¢ vysledkit MIK a MBK nemtizZe byt
Zadny z jedincl povaZovdn za rezistantniho. NaneStésti nebylo mozné z diivodu absence
rozsahu vysledkit MIK/MBK stanovit rozsah korelace mezi primérem zény a MIK/MBK.
Hodnoty MIK a MBK vSak byly v dfive hldSenych mezich (Walsh & Longstaff, 1987;
Altman, 1988) a jsou znatelné¢ pod hladinami koncentraci oleje Tea Tree, nalezeného ve
vétsing slozek bézné dostupnych produkti (2-5%). Zbyvé tedy stanovit Gc¢innost téchto
produkti v klinickych podminkach. Ackoliv byl vyskyt podrazdéni kize pfi jejim vystaveni
ucinkiim oleje z M. alternifolia jiZ hldSen, zda se, Ze je vzdcny (Apted, 1991) a vyZzaduje dalsi
badani.
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