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SUMMARY

Introduction. The essential oil (Eucalyptus globulus, family Mirtaceae) is a widely used in medicine as analgesic, anti-inflammatory
and antipyretic. It is applied in cosmetics, food and pharmaceutical industries. The essential oil is obtained by the steam distillation
of leaves of the plant. Major constituents of the oil is 1,8-cyneole. Oil contains among others: a- and B-pinene, p-cymene, camphene,
y-terpinene, d-limonene, a-phelandrene, allo-aromadendrene, aromadendrene, globulol, aldehydes (myrtenal) and ketones (carvone
and pinocarvone). Eucalyptus oil posses antibacterial, antiviral, antifungal, anti-protozoa and insecticidal activity.

Aim. The aim of this study was to investigate the susceptibility of microaerophilic bacteria to eucalyptus oil.

Material and methods. The bacteria were isolated from oral cavity. A total 26 strains of isolated from patients and 6 reference strains
were tested. The susceptibility (MIC) was determined two fold dilution method in Brucella agar supplemented with 5% sheep blood.
Concentration of oil used were: 0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/ml. The inoculum containing 10° CFU/spot was transferred
with Steers replicator upon the surface of agar which containing appropriate eucalyptus oil (Semifarm) concentrations as well upon
that with no oil added (strains growth control). Incubation was performed for 48 hrs at 37°C in anaerobic jar and microaerophilic
conditions (CAMPY Pak, BBL) or anaerobic conditions for control strains. The MIC was defined as the lowest concentrations of
oil that completely inhibited the growth of tested bacterial strains.

Results. The results of investigation indicated, that the most susceptible to eucalyptus oil were the strains from the species of Ag-
gregatibacter actinomycetemcomitans. MIC for 50% strains was < 0.06 mg/ml, and for another 33% of the strains from 0.25 to
1.0 mg/ml. The oil showed good activity against the Eikenella corrodens strains. The growth of 55% of the strains was inhibited with
range < 0.06-0.12 mg/ml. The strains from the species of Campylobacter sputorum were the lowest sensitive to eucalyptus oil (MIC
for 60% strains was > 4.0 mg/ml).

Conclusions. The eucalyptus oil showed good activity against tested microaerophilic bacteria. The most susceptible to oil were the
strains from species of Aggregatibacter actinomycetemcomitans. The Gram-negative rods Campylobacter sputorum were the lowest
sensitive to eucalyptus oil.
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STRESZCZENIE

Wistep. Olejek eukaliptusowy (Eucalyptus globulus, rodzina Myrtaceae) jest czesto stosowany w medycynie, jako Srodek przeciwbélowy,
przeciwzapalny i przeciwgorqczkowy. Jest on tez uzywany w kosmetyce, zywnosci i przemysle farmaceutycznym. Olejek uzyskuje sie
z lisci rosliny drogq destylacji z parg wodng. Glownym jego skladnikiem jest 1,8-cyneol. Wsrod innych zwiqzkow, ktore zawiera, sq:
o- i B-pinen, p-cymen, kamfen, y-terpinen, d-limonen o-felandren, alloaromadendren, aromadendren, globulol, aldehydy (myrtenal)
i ketony (karwon i pinokarwon). Olejek eukaliptusowy wykazuje wltasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe i przeciwgrzybicze,
ponadto oddziatuje przeciw pierwotniakom i insektom.

Cel pracy. Celem badar byla ocena wrazliwosci bakterii mikroaerofilnych na olejek eukaliptusowy.

Materiat i metody. Bakterie zostaly wyizolowane z jamy ustnej. Badaniom poddano ogétem 26 szczepow pochodzqcych od pacjentow
i 6 szczepow referencyjnych. Wrazliwosé (MIC) drobnoustrojow oznaczono metodq seryjnych rozciericzefi w agarze Brucella z do-
datkiem 5% krwi baraniej. Inokulum zawierajqce 10° jtk/krople nanoszono aparatem Steersa na powierzchnie agaru zawierajgcego
odpowiednie rozciericzenie olejku eukaliptusowego (Semifarm) lub bez niego (kontrola wzrostu szczepow). Uzyto nastepujgcych
stezen olejku: 0,00, 0,12, 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 mg/ml. Inkubacje posiewow prowadzono w anaerostatach w warunkach mikroaero-
filnych (CAMPY Pak, BBL) oraz w warunkach beztlenowych (dla szczepéw wzorcowych) przez 48 godz. w 37°C. Za MIC zostato
przyjete takie najmniejsze stezenie olejku, ktore catkowicie hamowato wzrost badanych szczepéw bakterii.
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Wyniki. Wyniki badan wskazujq, ze najbardziej wrazliwe na olejek eukaliptusowy byly szczepy z gatunku Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans. MIC dla 50% wymienionych szczepow wynosito < 0,06 mg/ml, a dla kolejnych 33% szczepow od 0,25 do 1,0 mg/ml.
Olejek wykazal duzq aktywnos¢ wobec szczepow Eikenella corrodens. Wzrost 55% tych szczepow byt hamowany w zakresie
stezeri < 0,06-0,12 mg/ml. Pateczki z gatunku Campylobacter sputorum byly mniej wrazliwe na olejek eukaliptusowy (MIC dla

60% szczepow wynosito > 4,0 mg/ml).

Whioski. Olejek eukaliptusowy wykazat duzq aktywnosé wobec badanych bakterii mikroaerofilnych. Najbardziej wrazliwe na olejek
byly szczepy z gatunku Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Szczepy Gram-ujemnych pateczek z gatunku Campylobacter spu-
torum okazaly si¢ najmniej wrazliwe na badany olejek eukaliptusowy.

Stowa kluczowe: wrazliwo$¢, bakterie mikroaerofilne, zakazenie, olejek eukaliptusowy, jama ustna

Wstep

W sktadzie flory bakteryjnej jamy ustnej, poza do-
minujacymi beztlenowcami, wystepuja tez bakterie
mikroaerofilne. Do wzrostu wystarcza im obecno§¢
od 5 do 20% tlenu. Uznaje si¢ je za drobnoustroje
oportunistyczne ze wzgledu na mozliwo$¢ powo-
dowania zakazen lub uczestnictwa w zakazeniach
mieszanych, zarOwno w jamie ustnej, jak i poza
nig. Ich obecnos¢ stwierdzono w bakteryjnej blonce
nazebnej (dental plaque) oraz w kieszonkach przy-
zebnych (1-5). Niektére gatunki tych bakterii moga
by¢ przyczyna choréb przyzebia, ropni okotozebo-
wych, zakazefn miazgi zeba, dziaset i ropni okoto-
implantowych. Ponadto uczestnicza w chorobach
réznych narzadéw, w tym sercowo-naczyniowych,
lub je powoduja.

Ziota byly wykorzystywane w lecznictwie od sta-
rozytnoSci. Kolejne wieki dostarczalty nowych infor-
macji, poszerzajac mozliwoSci wykorzystywania ich
w celach terapeutycznych i profilaktycznych. Badania
dowiodly, Ze substancje ziotowe, a szczegdlnie olejki
eteryczne, charakteryzuja sie szerokim dziataniem,
w tym przeciwzapalnym, przeciwb6lowym, Sciagajacym
i przeciwdrobnoustrojowym.

Olejek eukaliptusowy jest otrzymywany z euka-
liptusa gatkowego (Eucalyptus globulus Lab., rodzi-
na Myrtaceae). Drzewo nalezy do szybko rosnacych
i osiaga wysoko$¢ nawet do 60 m. Uprawiane gléwnie
w Australii i na Tasmanii, a obecnie takze w Indonez;ji,
Nowej Zelandii i Indiach. LiScie drzewa sa wykorzy-
stywane do produkcji olejku eukaliptusowego, na
drodze destylacji z para wodna.

Przewazajacym sktadnikiem olejku jest eukalip-
tol (1,8-cyneol), ktorego zawarto$¢ moze wynosic¢ do
90% (6-12). W mniejszych ilosciach sa tez wytwarzane
monoterpeny, a wSrdd nich: a- i B-pinen, p-cymen,
kamfen, y-terpinen, d-limonen i a-felandren; seskwi-
terpeny, obejmujace: alloaromadendren, aromaden-
dren i globulol; aldehydy (myrtenal) oraz ketony (kar-
won i pinokarwon) (7-9, 11, 13-24).

Olejek jest stosowany przede wszystkim w za-
kazeniach drég oddechowych, chorobach skory,

artretyzmie i reumatyzmie (8, 9, 14, 16, 25-30). Z ba-
dan réznych autoréw wynika, ze olejek eukaliptusowy
ma dzialanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze,
przeciwwirusowe, dziala takze przeciw pierwotnia-
kom i przeciw insektom (26, 28, 31-42). Jednak
w piSmiennictwie brakuje danych na temat aktyw-
nosci olejku wobec bakterii rosnacych w warunkach
mikroaerofilnych.

Cel pracy

Celem badan byla ocena wrazliwosci na olejek eu-
kaliptusowy bakterii mikroaerofilnych pochodzacych
Z jamy ustne;.

Materiat i metody

Bakterie mikroaerofilne wykorzystane w ba-
daniach zostaly wyizolowane z materiatow, ktore
pobrano z jamy ustnej pacjentéw. DoSwiadczenia
objely tacznie 32 szczepy, w tym 26 szczepow
pochodzacych od pacjentéw, nalezacych do ga-
tunkow Aggregatibacter actinomycetemcomi-
tans (12 szczepow), Campylobacter sputorum (5),
Eikenella corrodens (9) oraz 6 szczepdw wzorco-
wych z gatunkéw Bacteroides fragilis ATCC 25285,
Bacteroides ovatus ATCC 8483, Bacteroides vulga-
tus ATCC 8482, Fusobacterium nucleatum ATCC
25286, Propionibacterium acnes ATCC 11827
i Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337.

Do badan wykorzystano olejek eukaliptusowy fir-
my Semifarm. Wrazliwos¢ (MIC) bakterii oznaczo-
no metoda seryjnych rozcieficzen w agarze Brucella
z dodatkiem 5% krwi baraniej. Olejek rozpuszczano
w dwumetylosulfotlenku (DMSO, Serwa), a nastep-
nie dodawano do jalowej wodzy destylowanej w celu
uzyskania stezefi wynoszacych: 0,06, 0,12, 0,25, 0,5,
1,0, 2,0, 4,0 mg/ml. Inokulum, zawierajace 10° jtk
(jednostek tworzacych kolonie) w jednej kropli, na-
noszono aparatem Steersa na powierzchnie agaru
zawierajacego odpowiednie rozcieficzenie olejku eu-
kaliptusowego. Kontrole wzrostu szczepow stanowito
podtoze niezawierajace olejku. Inkubacje podtozy
prowadzono w 37°C przez 48 godz., w anaerostatach
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w warunkach mikroaerofilnych (CAMPY Pak, BBL)
oraz w warunkach beztlenowych (dla szczepow wzor-
cowych). Za MIC przyjmowano najmniejsze stezenie
olejku, ktore catkowicie hamowalo wzrost badanych
szczepow bakterii.
Wyniki i oméwienie

Uzyskane wyniki wrazliwoSci bakterii mikroaero-
filnych na olejek eukaliptusowy zostaly przedsta-
wione w tabeli 1, a szczepdw wzorcowych w tabeli 2.
Sposrod wszystkich badanych szczepdw 65% byto
wrazliwych na niskie stezenia olejku w zakresie
< 0,06-1,0 mg/ml. Pozostate szczepy wymagaty do
zahamowania wzrostu stezefi wynoszacych 4,0 mg/
ml i wyzszych. Najwieksza wrazliwoScig charaktery-
zowaly sie¢ Gram-ujemne pateczki mikroaerofilne
z gatunku Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Wartosci MIC dla 50% tych szczepow wynosity
<0,06 mg/ml, a dla kolejnych 33% szczepow od 0,25
do 1,0 mg/ml. Tylko 17% szczepéw wymagalo do
zahamowania wzrostu stezen w wysokoSci 4,0 mg/ml

lub wyzszych. Pateczki Gram-ujemne z gatunku
Eikenella corrodens takze okazaly si¢ wysoce wraz-
liwe na olejek. Sposrdd nich, wzrost 55% szczepow
byt hamowany w zakresie stezefi < 0,06-0,12 mg/ml.
Olejek byt najmniej aktywny wobec szczepdw z ga-
tunku Campylobacter sputorum, z ktérych wiecej
niz potowa wymagata do zahamowania wzrostu
wyzszych stezefi (MIC dla 60% szczepOw wynosito
> 4,0 mg/ml).

Z wczesniejszych naszych badan aktywnosci olejku
eukaliptusowego wobec bakterii beztlenowych wynika,
ze te drobnoustroje byly mniej wrazliwe na olejek
eukaliptusowy (39). Stezenia < 0,06-1,0 mg/ml ha-
mowaly wzrost 57% szczepdw bakterii beztlenowych,
a 65% badanych obecnie bakterii mikroaerofilnych.
Z badan wynika, ze bakterie tlenowe wykazuja zréz-
nicowana wrazliwo$¢ na olejek, jednak do zahamo-
wania wzrostu zwykle wymagajq uzycia wyzszych ste-
zen. AktywnoS¢ olejku, wykorzystujac rézne metody
badawcze wobec szczepdw Staphylococcus aureus,
wykazali Fit i wsp. (19), Vidya i Vidya (34), Trivedi

Tab. 1. Wrazliwo$¢ 26 szczepdw bakterii mikroaerofilnych na olejek eukaliptusowy

) Najmniejsze stezenie hamujace (MIC) olejku
Drobnoustroje sz%::ggw eukaliptusowego (mg/ml)
> 4,0 2,0 1,0 0,5 0,25 0,12 < 0,06
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 12 1 2 1 6
Campylobacter sputorum 5 1 1
Eikenella corrodens 9 1 4
Bakterie mikroaerofilne, ogétem 26 2 2 1 1 11

Tab. 2. Wrazliwo$¢ 6 szczepow wzorcowych bakterii beztlenowych na olejek eukaliptusowy

Drobnoustroje Liczba

Najmniejsze stezenie hamujace (MIC) olejku eukaliptusowego

(mg/ml)

szczepow
> 4,0

2,0 1,0 0,5

0,25 0,12 < 0,06

Bacteroides fragilis 1 1
ATCC 25285

Bacteroides ovatus
ATCC 8483

Bacteroides vulgatus
ATCC 8482

Fusobacterium nucleatum
ATCC 25286

Propionibacterium acnes 1 1
ATCC 11827

Peptostreptococcus anaerobius 1
ATCC 27337
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i Hotchandani (43), Ghalem i Mohamed (44), Yousef
i wsp. (35) oraz Kumar i wsp. (38). Dziatanie wobec
Gram-ujemnych pateczek opisali Kedzia i wsp. (33),
Delaquis i wsp. (37), Rosato i wsp. (45), Yousef
i Tawil (35), Kalemba i Kunicka (32) oraz Kumar
i wsp. (38).

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych badan,

mozna zaznaczy¢, ze olejek eukaliptusowy wykazat
duza aktywnos$¢ wobec ocenianych bakterii mikro-
aerofilnych.
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