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THE ACTIVITY OF ORANGE OIL (OLEUM AURANTII)
AGAINST ANAEROBIC BACTERIA

SUMMARY

A total of 33 strains of anaerobic bacteria isolated from infections
of oral cavity were tested. The susceptibility (MIC) of anaerobes
to orange oil (Avicenna-QOil, Wroclaw) was determined by means
of plate dilution technique in Brucella agar with 5% defibrinated
sheep blood. Inoculum containing 10° CFU/spot was seeded with
Steers replicator upon the surface of agar with and without oil
(strain growth control). The inoculated plates were incubated at
37°C for 48 h in anaerobic jars. The MIC was defined as the low-
est concentration of the oil inhibiting visible growth of anaerobic
strains. The results indicated that the most susceptible to tested
essential oil from tested anaerobes were the Gram-negative rods
from genus Bacteroides vulgates, Gram-positive cocci from genus
Peptostreptococcus anaerobius and rods Propionibacterium acnes
(MIC in ranges 5.0-7.5 mg/ml). The strains from the genera of
Prevotella intermedia and Propionibacterium granulosum were
the lowest sensitive to orange oil (MIC in ranges from 7.5 to
10.0 mg/ml). The MIC for 79% of all tested strains was in the
concentration = 7.5 mg/ml.
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Pomaraficze sa wymieniane w chifiskich rekopisach
pochodzacych sprzed 4 tysigcy lat (1). W XII wieku
Owczesni zeglarze przywiezli je do Indii, a potem w
XV wieku dotarty one do Europy (2). W XVIII w.
powstaly pierwsze plantacje pomarafnczy w Hiszpanii,
a w XIX w. we Wloszech, gléwnie na Sycylii i w Ka-
labrii (1). Obecnie sa uprawiane w Izraelu, Brazylii
i USA. Wiecznie zielone drzewo pomarafczy chin-
skiej (Citrus sinensis L. Osbeck, syn. C. aurantium
L. var. sinensis) nalezy do rodziny Rutaceae. Osiaga
wysokos$¢ 6-9 m. Wytwarza owalne lub eliptyczne

ciemnozielone liscie o dlugosci 5-15 cm i szerokoSci
2-8 cm oraz biate kwiaty o przyjemnym zapachu, z kt6-
rych powstaja owoce jagodowe (pomarancze) (1, 2).
Owoce sktadaja si¢ z trzech warstw, tzw. egzokarpu,
mezokarpu i endokarpu. Egzokarp, zewnetrzna czeg$é
skorki Swiezego owocu, stuzy do otrzymywania olejku
pomarafnczowego metoda wyttaczania lub destylacji z
parg wodna. Olejek pomaranczowy (Oleum Aurantii)
jest barwy od zo6ttej do brunatnej, o aromatycznym
zapachu i stodkawym smaku. Jego sktad i wlaSciwosci
ro0znig si¢ zaleznie od miejsca pochodzenia owocow i
sposobu otrzymywania. Ma przyjemny zapach, za kto-
ry odpowiada octan oktylu. Olejek zawiera m.in. (+)
limonen (70-90%), linalol, o.-pinen, B-myrcen, B-tujon,
B-cymen, cytronellal, terpineol, aldehyd n-dodecylowy,
kumaryny, flawonoidy, taniny i saponiny (1-9). Ole-
jek i skorka pomarafnczowa czesto stosowane sa do
celow spozywczych (ciasta, napoje, soki, stodycze,
desery, likiery). Olejek wykorzystywany jest takze w
przemysle perfumeryjnym i kosmetycznym (szampony,
mydta, kremy, balsamy, odzywki, ptyny do kapieli) i
do produkcji Srodkéw czystosci. Jest dodawany do
lekéw, szczegdlnie przeznaczonych dla dzieci, jako
Srodek poprawiajacy smak i zapach. Olejek wykazuje
tez r6zne wlasciwosci lecznicze. Dziata wykrztus$nie,
z0tciopednie, rozkurczowo, pobudza wydzielanie
sokéw trawiennych. Ponadto dziala uspokajajaco,
przeciwdepresyjnie i ulatwia zasypianie. Moze by¢
stosowany do kapieli relaksujacych i w nawilzaczach
powietrza. Jako antyseptyk znalazt zastosowanie w
chorobach jamy ustnej i gérnych drég oddechowych
(np. do inhalacji, w stezeniach wynoszacych od 0,01
do 0,02%) i do tagodzenia nerwobolow. Moze powo-
dowac fotouczulenia (promienie stoneczne i UV).
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Z badan wynika, ze pomarafcze zawieraja flawo-
noidy, ktére moga obniza¢ ryzyko chordb sercowo--
-naczyniowych, dzigki ich wtasciwoSciom przeciw-
utleniajacym (2, 10-12, 14-18). W doswiadczeniach
przeprowadzonych na zwierzetach wykazano, ze
zawarty w olejku pomaranczowym d-limonen dzia-
ta przeciwnowotworowo oraz zapobiega skutkom
chemioterapii (19, 20). Wyniki wielu badan wskazuja
na przeciwdrobnoustrojowe dziatanie olejku (2, 5, 6,
8-10, 14, 17, 18, 21-35). Wykazano aktywnos$¢ wobec
r6znych bakterii (2, 5, 6, 8, 10, 14, 17, 18, 21-25, 27,
28). Udowodniono tez dziatanie na niektdre grzyby
drozdzopodobne i plesniowe (2, 6, 9, 10, 14, 22, 26,
30-32), dzialanie przeciwwirusowe (17, 35), przeciw-
pierwotniakowe (2, 33, 35) oraz przeciw niektérym
insektom (2, 29, 34). Aktywno$¢ olejku pomaranczo-
wego dotyczy r6znych bakterii tlenowych i wzglednie
beztlenowych. W wielu doSwiadczeniach wykazat on
dzialanie wobec Gram-ujemnych pateczek z gatunku
Escherichia coli, w tym wysoce patogennego szcze-
pu E. coli 0157:07, gatunkéw Campylobacter jejuni,
C. coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumo-
niae, Proteus vulgaris, Arcanobecter butzleri (6, 8, 10, 14,
17, 18, 22, 24, 26, 27) oraz bakterii Gram-dodatnich,
tj. Bacillus cereus, B. subtilis, Staphylococcus aureus,
S. epidermidis, Listeria monocytogenes 1 Corynebac-
terium spp. (5, 6, 10, 17, 18, 22, 24, 26-28). Prabuse-
enivasan i wsp. (18) wykazali dziatanie olejku poma-
rafiiczowego na nastepujace gatunki: Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Proteus
vulgaris, Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa
(MIC = 6,4-12,8 mg/ml). W doswiadczeniach Mo-
risa i wsp. (22) stezenia hamujace wzrost szczepow
Staphylococcus aureus, Escherichia coli i Coryne-
bacterium spp. wynosity od 500 do > 1000 wg/ml.
W kolejnych badaniach Nannapaneni i wsp. (36)
wykazali skuteczne dziatanie olejku i jego sktadnika
limonenu wobec szczepdw Escherichia coli ATCC
11775 oraz 12 szczepdw E. coli 0157:H7. Celikel i
wsp. (6) stosujac metode krazkowo-dyfuzyjna uzy-
skali zahamowanie wzrostu szczepdw E. coli, Listeria
monocytogenes 1 S. aureus przez stezenia wynoszace
10-20 wl/krazek. Natomiast pateczki Salmonel-
la senftenberg (775W), E. coli, S. aureus i Pseudo-
monas spp. byly wrazliwe na stezenia olejku wy-
noszace 1000 ul/ml. Réwniez Fisher i wsp. (27)
metoda krazkowo-dyfuzyjna wykazali aktyw-
no$¢ olejku pomaraficzowego wobec szczepow
E. coli 0157, Campylobacter jejuni, Listeria monocyto-
genes, Bacillus cereus 1 Staphylococcus aureus. Strefy
zahamowania wzrostu tych bakterii wynosity od 14
do 27 mm. Nannapaneni i wsp. (25) badali dziatanie
olejku pomaranczowego na szczepy Campylobacter

jejuni wrazliwe na ciprofloksacyne (MIC < 0,5 ug/ml)
i na nig oporne (MIC = 16-32 ug/ml) i zaobserwowali
taka sama wrazliwos$¢ i oporno$¢ szczepow na olejek.
Sposrdéd bakterii beztlenowych oceniono wrazliwo$¢
na olejek pateczek z rodzaju Propionibacterium (5) i
laseczek z rodzaju Clostridium (28). W piSmiennictwie
nie ma danych dotyczacych aktywnoSci olejku pomaran-
czowego wobec bakterii beztlenowych jamy ustne;j.

Cel pracy

Celem pracy jest ocena wrazliwosci na olejek po-
maranczowy bakterii beztlenowych wyizolowanych z
zakazef jamy ustnej.

Materialy i metody

Materialy zostaty pobrane od pacjentéw dorostych
i dzieci z r6znymi zakazeniami w obrebie jamy ust-
nej. Kazdy materiat posiano na powierzchni podtoza
wzbogaconego i kilku podtozy wybiérczych dla bez-
tlenowcow (37, 38). Inkubacje poditozy prowadzono
w temp. 37°C przez 10 dni w anaerostatach, w at-
mosferze 10% CO,, 10% H, i 80% N,, w obecnosci
katalizatora palladowego oraz wskaznika warunkéw
beztlenowych. Identyfikacje wyhodowanych szczepow
przeprowadzono na podstawie cech morfologicznych,
fizjologicznych i biochemicznych, z uwzglednieniem
systemu testow API 20A, zdolnosci kolonii do fluore-
scencji w promieniach UV, wytwarzania z glukozy niz-
szych kwasow thuszczowych (od C, do C,) oraz kwasow
mlekowego, fumarowego i bursztynowego (metoda
chromatografii gazowej) (37-40). Badanie wrazliwosci
objeto 33 szczepy nalezgce do gatunkéw: Prevotella
buccalis (1 szczep), P bivia (1), P. intermedia (3),
P, loescheii (1), Porphyromonas asaccharolytica (2),
P, gingivalis (2), Fusobacterium nucleatum (4), F. ne-
crophorum (2), Bacteroides ureolyticus (2), B. fragilis
(3), B. vulgatus (1), Finegoldia magna (2), Micromo-
nas micros (1), Peptostreptococcus anaerobius (3),
Propionibacterium acnes (3), P granulosum (2) oraz
5 szczepOw wzorcowych, w tym Bacteroides fragilis
ATCC 25285, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586,
Finegoldia magna ATCC 29328, Peptostreptococcus
anaerobius ATCC 27337 i Propionibacterium acnes
ATCC 11827.

Badania wrazliwosci (MIC) bakterii beztlenowych na
olejek pomaranczowy (Avicenna-Oil, Wroctaw) prze-
prowadzono metoda seryjnych rozcieficzeh w agarze
Brucella, ktory zostal wzbogacony dodatkiem 5% od-
widknionej krwi baraniej (41). Przed do$wiadczeniem
olejek rozpuszczono w DMSO (Serva) uzyskujac stezenie
100 ug/ml. Do dalszych rozcieficzen uzyto jalowej wody
destylowanej. Badano nastepujace stezenia olejku: 20,0;
15,0; 10,0; 7,5; 5,01 2,5 mg/ml. Hodowle zawierajaca 10°
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CFU/krople nanoszono na powierzchni¢ agaru Bru-
cella aparatem Steersa. Podloze, ktore nie zawierato
olejku stanowilo kontrole wzrostu szczepéw. Inku-
bacje podlozy prowadzono w warunkach beztleno-
wych w anaerostatach przez 48 godzin w temp. 37°C.
Za MIC przyjeto takie najmniejsze rozcienczenie
olejku pomaranczowego, ktdre catkowicie hamowato
wzrost testowanych bakterii beztlenowych.

Wyniki i omowienie
Uzyskane wyniki wrazliwoSci na olejek pomaran-
czowy 33 szczepOw bakterii beztlenowych zebrano w
tabeli 1, a szczepéw wzorcowych w tabeli 2. Oceniane
bakterie beztlenowe wykazaty zblizona wrazliwos$¢ na

olejek. Stezenia hamujace ich wzrost mieScily sie w za-
kresie stezen od 5,0 do 10,0 mg/ml. Az 79% testowa-

nych szczepdw byto wrazliwych na stezenie wynoszace
7,5 mg/ml. Na stezenie nizsze (5,0 mg/ml) wrazliwo§¢
wykazato 12% szczepow. Natomiast 9% szczepow wy-
magato do zahamowania wzrostu uzycia wyzszego ste-
Zenia olejku, wynoszacego 10,0 mg/ml. Wsréd Gram
-ujemnych bakterii beztlenowych najwigksza wrazli-
wos¢ wykazat szczep z gatunku Bacteroides vulgatus
(MIC = 5,0 mg/ml), a najmniejsza szczepy z gatunku
Prevotella intermedia (MIC = 7,5-10,0 mg/ml). Sposrod
Gram-dodatnich bakterii paleczki okazaly si¢ bardziej
wrazliwe niz ziarniaki na stezenie wynoszace 5,0 mg/ml
(odpowiednio 27 i 5% szczepow wrazliwych). Jed-
nak wszystkie testowane Gram-dodatnie ziarniaki
byly wrazliwe w zakresie stezeni od 5,0 do 7,5 mg/ml.
Natomiast wzrost Gram-dodatnich pateczek byt ha-
mowany przez stezenia wynoszace 5,0-10,0 mg/ml.

Tabela 1. Wrazliwos¢ bakterii beztlenowych na olejek pomaraficzowy.

. Najmniejsze stezenie hamujace
Drobnoustroje szlzzlgczaggw MIC (mg/ml)
20,0 15,0 10,0 7,5 5,0 2,5
Prevotella buccalis 1 1
Prevotella bivia 1 1
Prevotella intermedia 3 2 1
Prevotella loescheii 1 1
Porphyromonas asaccharolytica 2 2
Porphyromonas gingivalis 2 2
Fusobacterium nucleatum 4 4
Fusobacterium necrophorum 2 2
Bacteroides ureolyticus 2 2
Bacteroides fragilis 3 3
Bacteroides vulgatus 1 1
Gram-ujemne bakterie beztlenowe ogoétem 22 2 19 1
Finegoldia magna 2 2
Micromonas micros 1 1
Peptostreptococcus anaerobius 3 2 1
Gram-dodatnie ziarniaki beztlenowe ogétem 6 5 1
Propionibacterium acnes 3 1 2
Propionibacterium granulosum 2 1 1
Gram-dodatnie pateczki beztlenowe ogétem 5 1 2
Bakterie beztlenowe tacznie 33 3 26
Tabela 2. Wrazliwos$¢ wzorcowych szczepdw bakterii beztlenowych na olejek pomaraficzowy.
Drobnoustroje Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Szczepow 20,0 15,0 10,0 7,5 5,0 2,5

Bacteroides fragilis ATCC 25285 1 1
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 1 1
Finegoldia magna ATCC 29328 1 1
Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337 1 1
Propionibacterium acnes ATCC 11827 1 1
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Najwieksza aktywno$¢ wykazal olejek wobec ziar-
niakéw z gatunku Peptostreptococcus anaero-
bius i pateczek z gatunku Propionibacterium acnes
(MIC = 5,0-7,5 mg/ml), a najnizsza wobec szcze-
pow z gatunku Propionibacterium granulosum
(MIC = 7,5-10,0 mg/ml). Nalezy zaznaczy¢, ze olejek
pomaranczowy byl aktywny w stezeniach w zakresie
5,0-7,5 mg/ml wobec takiego samego odsetka szcze-
p6w Gram-dodatnich i Gram-ujemnych testowanych
bakterii beztlenowych (po 91% szczep6w wrazliwych).
Podobnie szczepy wzorcowe wykazaly wrazliwos¢
na olejek w zakresie stezen wynoszacych od 5,0 do
7,5 mg/ml.

Whioski

1. Najwigksza wrazliwos¢ olejek pomaranczowy wy-
kazat wobec szczepdw z gatunku Bacteroides vulga-
tus, Peptostreptococcus anaerobius i Propionibacte-
rium acnes, a najnizsza wobec pateczek Prevotella
intermedia i Propionibacterium garnulosum.

2. Oceniane Gram-ujemne i Gram-dodatnie bakte-
rie beztlenowe wykazaly zblizona wrazliwo$¢ na

oceniany olejek.
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