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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF PINE OIL (OLEUM PINI
SYLVESTRIS)

SUMMARY

Pine oil is obtained by the steam distillation of needles and
twigs from a Pinus sylvestris . Major constituents of the oil
are: o-pinene, B-pinene, camphene, A-carene and limonene.
Essential oil is a colorless or pale yellow liquid with strong, dry-
balsamic turpentine-like aroma. Its possess wide therapeutic
effect, e.g. expectorant, antineuralgic, cholagogue, choleretic,
diuretic, rubefaciens, antibacterial, antifungal and antiviral. Its
natural insect repellent and insecticides. A total of 51 strains of
yeastlike fungi isolated from oral cavity from patients with can-
didosis, with dental prosthesis or apparatus appliance, respira-
tory tract and 5 standards strains were tested. The susceptibility
(MIC) yeastlike fungi to pine oil was determined by means of
plate dilution technique in Sabouraud’s agar. The inoculums
contained 10° CFU per spot was seeded with Steers replicator
upon the surface of agar containing various oil concentrations
and oil-free agar plates (the strains growth control). Incuba-
tion was performed for 24 h at 37°C in aerobic conditions.
The MIC was defined as the lowest concentrations of essential
oil that completely inhibited growth of the strains. The results
indicated, that the most susceptible to pine oil were strains
from the genus of Candida kefyr and Candida tropicalis. The
MICs for 50% of strains were 7.5-10.0 mg/ml. The strains from
genus of Candida albicans were less sensitive. The growth of
36% of these strains were inhibited within the range from 10.0
to 15.0 mg/ml. But for 32% strains MIC was > 20.0 mg/ml.
The strains of Candida humicola were the lowest sensitive

(MIC > 20.0 mg/ml). The pine oil showed moderate activity
against tested yeastlike fungal strains.

KEY WORDS: YEASTLIKE FUNGI — SUSCEPTIBILITY -
CANDIDOSIS — ORAL CAVITY

Sosna zwyczajna (Pinus sylvestris L.), drzewo z ro-
dziny Pinaceae o niewielkich wymaganiach glebowych,
czesto jest wykorzystywane do zalesiania terendw
piaszczystych. Rosnie w Europie, Azji i Ameryce Pot-
nocnej. Sosna osigga wysoko§¢ do 40 m. W gérnych
partiach jej kora jest w kolorze z6ttym lub z6tto-
czerwonym, a w dolnych szaro-brunatna. Wytwarza
szpilki o zabarwieniu szaro-zielonym o dlugosci od 3
do 5 cm, brazowe stozkowate szyszki dtugosci 3-7 cm
oraz z0tte kwiaty.

W lecznictwie wykorzystywane sa wiosenne paki
sosnowe (Gemmae Pini). Otrzymane napary wykazuja
dziatanie moczopedne, napotne i wykrztusne. Podob-
ne zastosowanie znalazly wyciagi z mtodych pedéw
sosny (Turiones Pini). Paki i pedy sosnowe zawieraja
olejek eteryczny (ok. 0,4%), kwasy diterpenowe, po-
chodne kwasu juniperowego i sabinowego, zwiazki
gorzkie oraz witaming C.

Uzyskiwane z pakow i pedéw wyciagi sa sktadni-
kami preparatéw, tj. Sirupus Pini compositum, Dexa
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Pini, Sirupus Tussipini, Sirupus Tussipini D. Ponadto
ziola sypkie, zawierajace mtode pedy sosny, stuza do
przygotowywania naparéw. Z kolei ziotomiod sosno-
wy wchodzi w sklad takich syropéw, jak Apipumol,
Pinihelix i Apitussic. Natomiast olejek sosnowy jest
sktadnikiem nastepujacych preparatow: Pinimentol
(olejek do inhalacji i mas¢), Pinosol (krem, krople,
mas¢ do nosa), Cetix i Cetix Plus (sztyfty do nosa
i plyny do inhalacji), Inhalol (krople do inhalacji),
Soledum Balsam (krople do inhalacji), Bronchicum
Inhalat (emulsja do inhalacji), Pertussin (syrop, ta-
bletki i balsam), Hustigil (balsam), Pulmonil (mas¢
rozgrzewajaca), Rhin bac Fresh (sztyft do nosa),
Eukaliptiss (mas¢, krople do inhalacji), Herbolen
(balsam) i Herbolen D (mas¢ dla dzieci). Powyzsze
preparaty stosowane sa w profilaktyce i terapii choréb
uktadu oddechowego.

Przeciwzapalne i z6tciopgedne witasciwosci olejku
zostaly wykorzystane w preparacie Terpichol, ktory
znalazt zastosowanie w przypadkach zaburzen wydzie-
lania z6tci, stanach skurczowych drég zoétciowych, a
takze w niestrawnosci. Natomiast dzialanie moczoped-
ne i przeciwdrobnoustrojowe olejku, wykorzystano w
pascie ziolowej Fitolizyna. Badania wskazuja tez, ze
olejek dziata stymulujaco na nadnercza (1, 2) i uktad
immunologiczny (3).

Ponadto olejek sosnowy znalazt zastosowanie w
przemysle perfumeryjnym i kosmetycznym. Jest sktad-
nikiem pianek przeznaczonych do orzezwiajacych
kapieli lub kapieli tagodzacych boéle pochodzenia
reumatycznego i nerwobdle. Olejek dodawany jest
tez do Srodkéw czystosci uzywanych w gospodarstwie
domowym, tj. ptyny odkazajace, mydta i detergenty.

W lecznictwie wykorzystywana jest rowniez kora
sosnowa (Cortex Pini), ktéra zawiera garbniki, fe-
nolokwasy, weglowodany i niewielkie iloSci olejku
eterycznego. Wyciagi z kory sa wykorzystywane w
preparatach dziatajacych Sciagajaco i przeciwbiegun-
kowo. Badania przeprowadzone przez Vuorela i wsp.
(4) wykazaly ponadto, ze frakcje fenolowe wyciagéw
z kory sosnowej maja wlasciwosci przeciwutleniajace,
przeciwzapalne i przeciwdrobnoustrojowe. Ze Swie-
zych igiet i 2-3-letnich szczytowych galazek (cetyny)
droga destylacji z para wodna otrzymuje sie olejek
sosnowy (Oleum Pini sylvestris). Przeprowadzone ba-
dania wykazatly, ze sktad olejku zalezy od miejsca
pochodzenia, w tym nawet regionu geograficznego
tego samego kraju (5-6).

Olejek sosnowy jest bezbarwna lub lekko stom-
kowa ciecza, wykazujaca silny, balsamiczny zapach
podobny do terpentyny. DoS§wiadczenia wskazuja,
ze jest on nietoksyczny i w niskich stg¢zeniach nie
wykazuje wtasciwosSci drazniacych (3). W sktadzie

olejku wystepuja mono- i seskwiterpeny, tj. a-pinen
(zawartoS¢ wynosi 14-51%), A-karen-3 (1-61%),
kamfen (0-8%), limonen (0-34%), B-pinen (1-18%),
B-felandren (0-29%), o-terpinolen (0-4%), B-myrcen
(0-14%), B-kariofilen (0,8-7%), borneol (0-7%), octan
borneolu (0-8%), y-kadinen (0-3,4%) i o-terpineol
(0-6%) (4, 6,7,8,9).

Olejek sosnowy i niektore jego sktadniki wykazuja
aktywnos$¢ wobec insektow (10) oraz drobnustrojow
(11-31). Dziatanie przeciwgronkowcowe opisalo szereg
autoréw (11, 13, 16, 17, 21, 22, 25, 31). Wykorzystujac
metode krazkowo-dyfuzyjna Fit i wsp. (17) uzyskali
strefy zahamowania wzrostu gronkowcéw wynoszace
od 0,6 do 16,3 mm, Janssen i wsp. (22) strefe rowna
7,7 mm, Morris i wsp. (13) strefe o Srednicy 12 mm
oraz Chao i wsp. (11) strefe o Srednicy 17 mm. Na-
tomiast stezenia olejku sosnowego hamujace wzrost
gronkowcOw oceniane metoda rozcienczen w podtozu
wynosily od 1 do > 20 mg/ml (12, 13, 15).

Badania dotyczace dziatania olejku na Gram-
-ujemne bakterie, tj. Escherichia coli, metoda kraz-
kowo-dyfuzyjng przeprowadzili, m.in. Janssen i wsp.
(22), uzyskujac strefe zahamowania wzrostu o Sredni-
cy 11,7 mm oraz Morris i wsp. (13) strefe o Srednicy
14 mm. Ponadto stezenia hamujace wzrost metoda
rozcienczeniowa w podtozu (MIC) wykazali Garry i
wsp. (15) (dla szczepéw Klebsiella pneumoniae, 3,5-
13 mg/ml oraz Pseudomonas aeruginosa > 29 mg/
ml), Morris i wsp. (13) (dla szczepéw Pseudomonas
aeruginosa > 1 mg/ml), Hammer i wsp. (16) (dla Aci-
netobacter baumannii, Aeromonas sobria i Escherichia
coli MIC w wysokosci 2,0 mg/ml, a Klebsiella pneumo-
niae, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens,
Salmonella typhimurium powyzej 2,0 mg/ml).

Badania przeprowadzone przez Griffina i wsp. (25)
wskazaty na aktywnos¢ niektérych sktadnikéw olejku
sosnowego (MIC) wobec szczepow Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli oraz
grzybow z gatunku Candida albicans. Wsrdd nich
byly nastepujace zwiazki: a- i B-pinen (16,8 mg/ml),
limonen (16,5 mg/ml), a-terpineol (od 0,93 do 18,3
mg/ml) A-karen-3 (16,8 mg/ml), borneol (od 1 do 19
mg/ml) i kamfen (9,6 mg/ml). W szeregu doswiadcze-
niach udowodniono tez dzialanie olejku sosnowego
wobec grzybéw drozdzopodobnych (13, 15, 16, 20-22,
26, 28, 30, 31), grzybéw plesniowych (20, 26, 27, 29,
30) i dermatofitéw (30). Oceniane grzyby pochodzity
ze Srodowiska, z materiatow klinicznych lub byly to
szczepy wzorcowe. Rzadko oceniano szczepy, ktore
byly izolowane z jamy ustne;.

Celem badan bylo oznaczenie wrazliwosci na olejek
sosnowy grzybéw drozdzopodobnych wyhodowanych z
zakazefi w obrebie jamy ustnej i drég oddechowych.
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Materialy i metody

Grzyby drozdzopodobne zostaty wyizolowane z
btony §luzowej jamy ustnej, pacjentow z kandydoza, od
pacjentéw uzytkujacych protezy zebowe, aparaty orto-
dontyczne lub od pacjentéw z zakazeniem w obrebie
drég oddechowych. Pobrane materialy posiewano na
podioze Sabourauda. Inkubacje prowadzono w temp.
37°C przez 24-48 godzin w warunkach tlenowych.
Wyhodowane szczepy grzyboéw drozdzopodobnych
identyfikowano na podstawie morfologii komorek,
wygladu kolonii i wzrostu na podtozu CHROMagar
Candida (BioRad), cech biochemicznych (20 AUX
BioMerieux), zdolnosci do filamentacji i tworzenia
chlamydospor.

Oceniono wrazliwo$¢ 51 szczepdw, ktore nale-
zaly do nastepujacych gatunkow: Candida albicans
(25 szczepow), C. glabrata (4), C. guilliermondii (2),
C. humicola (2), C. kefyr (4), C. krusei (2), C. lusita-
niae (2), C. parapsilosis (4), C. tropicalis (4) i C. uti-
lis (2), oraz 5 szczepOw wzorcowych, w tym C. albicans
ATCC 90028, C. glabrata ATCCC 66032, C. kefyr
ATCC 4130, C. parapsilosis ATCC 22019 i C. tropicalis
ATCC 750.

Wrazliwo$¢ (MIC) wymienionych szczepdw grzybow
drozdzopodobnych na olejek sosnowy (Avicenna-Oil,
Wroctaw) oznaczono metoda seryjnych rozcieficzen
w agarze Sabourauda. Bezposrednio przed badaniem
100 mg olejku rozpuszczono w 1 ml DMSO (Serva).
Dalsze rozcieficzenia byly wykonywane w jalowej
wodzie destylowanej. Zbadano nastepujace rozcief-
czenia olejku: 20,0, 15,0, 10,0, 7,5, 5,0, i 2,5 mg/ml.

Zawiesine hodowli, zawierajaca 10° CFU/krople, na-
noszono aparatem Steersa na powierzchni¢ podtozy
z odpowiednimi rozcieficzeniami olejku sosnowego
i bez olejku (kontrola wzrostu szczepow). Inkubacje
podiozy badanych i kontrolnych prowadzono w temp.
37°C przez 24 godziny w warunkach tlenowych. Za
najmniejsze stezenie hamujace (MIC) uznawano takie
rozcienczenie olejku sosnowego, ktore powodowato
catkowite zahamowanie wzrostu ocenianych szczepéw
grzybow drozdzopodobnych.

Wyniki i dyskusja

Wyniki badan wrazliwoSci na olejek sosnowy (Oleumn
Pini sylvestris ) szczepow grzybow drozdzopodobnych z
rodzaju Candida zamieszczono w tabeli 1, a szczepow
wzorcowych w tabeli 2. Oceniany olejek byl aktywny
wobec 71% szczepow w zakresie stezen od 7,5 do
20,0 mg/ml. Najwieksza wrazliwo$¢ wykazaly szczepy
z gatunku Candida kefyr i Candida tropicalis (MIC dla
50% szczepdw wynosito 7,5-10,0 mg/ml).

Nizsza wrazliwo$cig charakteryzowaly sie, czgsto
powodujace kandydoze, szczepy z gatunku Candida
albicans. W zakresie stezen wynoszacych od 10,0 do
15,0 mg/ml wrazliwych bylo 36%, ocenianych szcze-
poOw grzyboéw drozdzopodobnych. Kolejne stezenie
(20,0 mg/ml) hamowato wzrost 32% szczepow. Jed-
nak ponad 1/3 (32%) testowanych grzybéw nie byta
wrazliwa na to stezenie olejku sosnowego. Wzrost tych
szczepOw hamowaly stezenia > 20,0 mg/ml.

Znacznie bardziej wrazliwy na olejek sosnowy oka-
zat si¢ szczep z gatunku Candida albicans oceniany

Tabela 1. Wrazliwos¢ na olejek sosnowy (Oleum Pini sylvestris) 51 szczepéw grzybow drozdzopodobnych.

Li Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Drobnoustroje sz c:;:ggw
> 20,0 15,0 10,0 7,5 5,0 <25
Candida albicans 25 16 4 5
Candida glabrata 4 3 1
Candida guilliermondii 2 1 1
Candida humicola 2 2
Candida kefyr 4 2 1 1
Candida krusei 2 1 1
Candida lusitaniae 2 1 1
Candida parapsilosis 4 2 1 1
Candida tropicalis 4 2 1 1
Candida utilis 2 2
Grzyby drozdzopodobne ogdtem 51 31 8 10 2
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Tabela 2. Wrazliwos$¢ na olejek sosnowy (Oleum Pini sylvestris) S szczepéw wzorcowych grzybow drozdzopodobnych.

. Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
D . Liczba
robnoustroje szczepow
P > 20,0 15,0 10,0 7,5 5,0 <25

Candida albicans ATCC 90028 1 1

Candida glabrata ATCC 66032 1 1

Candida kefyr ATCC 4130 1 1

Candida parapsilosis ATCC 22019 1 1

Candida tropicalis ATCC 750 1 1

przez Morissa i wsp. (13), ktérego wzrost byt hamo-
wany przez 1 mg/ml olejku. Na nizsze stezenia olejku
byly tez wrazliwe szczepy testowane przez innych
badaczy, takich jak Maruzzella i wsp. (20) oraz Jans-
sen i wsp. (22) (strefy zahamowania wzrostu wynosity
odpowiednio 5 mm i 16,3 mm). Natomiast olejek
sosnowy wykazal aktywnos$¢ w stezeniu 20,0 mg/ml
wobec szczepow Candida albicans w badaniach prze-
prowadzonych przez Hammera i wsp. (16). Wsrod
ocenianych przez nas szczepéw, na stezenie wynoszace
20,0 mg/ml, byto wrazliwych 8 szczepow (32%).

Wyniki do§wiadczen wskazuja, ze rdzne stezenia
niektorych sktadnikéw olejku sosnowego hamuja
wzrost szczepoéw Candida albicans (15, 28). Griffin
i wsp. (15) wykazali aktywno$¢ wobec tego gatunku
grzyboéw sktadnikoéw, tj. B-pinen (MIC 16,8 mg/ml),
(+)a-pinen (1,68 mg/ml), (-)a-pinen (3,4 mg/ml),
(-)limonen i (+)limonen (po 16,5 mg/ml), a-terpinolen
(8,5 mg/ml), a-terpineol (0,93 mg/ml), A-karen-3
(16,8 mg/ml), borneol (1,0 mg/ml) i kamfen (9,6 mg/ml).
Ponadto wykazano znacznie wyzsza aktywnoS¢ pota-
czen niektdérych sktadnikéw olejku, tj. neridol + pinen
(1:1) ineridol + eugenol (1:1), ktére hamowaly wzrost
szczepow Candida albicans w stezeniu wynoszacym
odpowiednio 24 ug/ml i 70 ug/ml (28).

W naszych badaniach szczep z gatunku Candida
utilis byt wrazliwy na olejek w stezeniu wynoszacym
10,0 mg/ml. Natomiast w badaniach przeprowadzonych
przez Himejima i wsp. (32) szczepy z gatunku Candida
utilis wykazaly znacznie wicksza wrazliwos¢ na jeden
ze sktadnikéw olejku, A-karen-3 (MIC =100 ug/ml).
Testowane przez nas szczepy z gatunku Candida
parapsilosis i Candida glabrata byly wrazliwe w za-
kresie stezen wynoszacych od 10,0 do > 20,0 mg/ml.
Inne gatunki, w tym Candida guilliermondii, Can-
dida krusei i Candida lusitaniae wymagaly do zaha-
mowania ich wzrostu uzycia wyzszych stezen (MIC
15,0 - 2 20,0 mg/ml). W przeprowadzonych badaniach
najnizsza wrazliwoscia na olejek sosnowy charakteryzo-

waly sie szczepy z gatunku Candida humicola, ktérych
wzrost byl hamowany w stezeniach > 20,0 mg/ml. Na-
tomiast olejek sosnowy byt aktywny wobec szczepow
wzorcowych w stezeniach od 2,5 do > 20,0 mg/ml.

Wnhioski

1. Grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida wyka-
zaly umiarkowang wrazliwo$¢ na olejek sosnowy.

2. Najwicksza aktywnoS¢ wykazat olejek wobec szcze-
péw z gatunku Candida kefyr i Candida tropicalis.

3. Najnizsza wrazliwoScia charakteryzowaly sie szcze-
py z gatunku Candida humicola.
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