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SUMMARY

Introduction. Spruce (Picea abies L.) is a member of family Pinaceae. It was known and used in ancient. The tree grown to 50 m
height. Produced by conifers etheric oil possesses antibacterial, antifungal and antioxidant properties. The major compounds of the
spruce oil are: pinene, cadinene and felandrene. It is obtained hydro distillation method.

Aim. The aim of the date was to investigate activity of spruce oil against anaerobic bacteria.

Material and methods. The 53 of anaerobic bacteria isolated from oral cavity and upper respiratory tract, in it 32 strains of Gram-
-negative rods, 12 Gram-positive rods and 9 Gram-positive cocci were tested. Moreover investigated 8 reference strains. Suscepti-
bility (MIC) was determined by two-fold dilution technique in Brucella agar with 5% defibrynated sheep blood, menadione and
hemin. The spruce oil was dissolved in DMSO and distillated water to obtained a final concentrations 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 15.0 and
20.0 mg/ml. The inoculums containing 10° CFU/ml was seeded with Steers replicator upon the surface of agar with oil or without
tested essential oil (strains growth control). Incubation the agar plates was performed in anaerobic conditions in anaerobic jars
containing 10% C0,, 10% H, and 80% N,, palladic catalyst and anaerobic indicator, at 37°C for 48 hrs. The MIC was established
as the lowest concentration of the spruce oil that inhibiting the growth of tested anaerobes.

Results. The results of these investigations indicated that the most susceptible to spruce oil from Gram-negative bacteria were the
strains Prevotella intermedia (MIC 5.0-10.0 mg/ml) and Porphyromonas levii (MIC = 7.5 mg/ml). The growth of strain from genus
Bacteroides fragilis was inhibited by concentration > 20.0 mg/ml, and Tannerella forsythia in ranges from 15.0 to > 20.0 mg/ml.
The Gram-positive bacteria were more susceptible. The growth of 50% of this rods was inhibited in concentration 2.5-7.5 mg/ml.
From Gram-positive rods from genus of Actinomyces odontolyticus were the most susceptible. The 75% of the rods were inhibited
by spruce oil in concentrations 2.5-7.5 mg/ml. The least sensitive was the strain Actinomyces viscosus (MIC = 15.0 mg/ml). The
tested oil was more active on account Gram-positive cocci. The growth was inhibited by concentrations in ranges 2.5-7.5 mg/ml.
The Gram-positive cocci were more susceptible than Gram-positive rods. The data indicated that the spruce oil was more active
towards Gram-positive rods than Gram-negative anaerobes.

Conclusions. From the Gram-negative bacteria the Prevotella rods were the more susceptible to spruce oil. The oil was the less active
towards Gram-negative rods from genus Tannerella forsythia. From Gram-positive anaerobic bacteria the Gram-positive cocci were
the more susceptible to spruce oil then Gram-positive rods.
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STRESZCZENIE

Wistep. Swierk pospolity (Picea abies L.) nalezy do rodziny Pinaceae. Byl on znany i stosowany w czasach starozytnych. Drzewo
rosnie do wysokosci 50 m. Wytwarzany przez igly olejek eteryczny (ang. spruce oil) wykazuje wlasciwosci przeciwbakteryjne, prze-
ciwgrzybiczne i przeciwutleniajqce. Gtownymi sktadnikami olejku sq: pinen, kadynen i felandren. Otrzymywany jest drogq destylacji
z parq wodng.

Cel pracy. Celem badan bylo oznaczenie aktywnosci olejku swierkowego wobec bakterii beztlenowych.

Materiat i metody. Badaniami objeto 53 szczepy bakterii beztlenowych wyizolowanych z jamy ustnej i gérnych drég oddechowych,
w tym 32 szczepy Gram-ujemnych pateczek, 12 Gram-dodatnich pateczek i 9 Gram-dodatnich ziarniakow. Ponadto zbadano
8 szczepow wzorcowych. Wrazliwosé (MIC) bakterii beztlenowych na olejek swierkowy oznaczono metodq seryjnych rozciericzen
w agarze Brucella z dodatkiem 5% odwicknionej krwi baraniej, menadionu i heminy. Olejek rozpuszczono w 1 ml DMSO w jatowej
wodzie destylowanej w celu uzyskania nastepujqcych stezen: 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 15,0 i 20,0 mg/ml. Zawiesine z 10° CFU/ml przeno-
szono aparatem Steersa na powierzchnie agaru zawierajgcego olejek lub bez olejku (kontrola wzrostu szczepéw). Hodowle agaru
z posiewami prowadzono w warunkach beztlenowych w anaerostatach wypetnionych 10% C0,, 10% H, i 80% N,, zawierajgcych
katalizator palladowy oraz wskaznik beztlenowosci, w temperaturze 37°C przez 48 godzin. MIC ustalono jako najmniejsze stezenie
olejku swierkowego, ktore zahamowato wzrost testowanych bakterii beztlenowych.
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Wyniki. Wyniki badan wskazujq, ze sposrod Gram-ujemnych bakterii najbardziej wrazliwe na olejek swierkowy byly szczepy Prevo-
tella intermedia (MIC 5,0-10,0 mg/ml) i Porphyromonas levii (MIC = 7,5 mg/ml). Wzrost szczepow z gatunku Bacteroides fragilis
byt hamowany przez stezenia > 20,0 mg/ml, a Tannerella forsythia w zakresie od 15,0 do > 20,0 mg/ml, Gram-dodatnie bakterie
okazaly si¢ bardziej wrazliwe. Wzrost 50% Gram-dodatnich pateczek hamowaly stezenia olejku w zakresie 2,5-7,5 mg/ml. Olejek
byt najbardziej aktywny wobec szczepéw z gatunku Actinomyces odontolyticus. Wzrost 75% tych pateczek byt hamowany przez
olejek swierkowy w stezeniach 2,5-7,5 mg/ml. Najnizszq wrazliwos¢ wykazat szczep Actinomyces viscosus (MIC = 15,0 mg/ml).
Badany olejek byt bardziej aktywny wobec Gram-dodatnich ziarniakow niz pateczek. Ich wzrost hamowaly stezenia w zakresie
2,5-7,5 mg/ml. Wyniki wskazujq, ze olejek swierkowy wykazat wiekszq aktywnos¢ wobec Gram-dodatnich pateczek w poréwnaniu
z Gram-ujemnymi bakteriami beztlenowymi.

Whioski. Wsrod Gram-ujemnych bakterii na olejek swierkowy najbardziej wrazliwe byly pateczki Prevotella. Olejek wykazat nizszq
aktywnos¢ wobec Gram-ujemnych paleczek z gatunku Tannerella forsytha. Sposréd Gram-dodatnich bakterii ziarniaki okazaly sie

bardziej wrazliwe na olejek sosnowy w porownaniu z Gram-dodatnimi pateczkami.

Stowa kluczowe: bakterie beztlenowe, olejek Swierkowy, wrazliwo$¢, jama ustna, gérne drogi oddechowe

Wstep

Drzewa i krzewy iglaste byly znane i wykorzystywa-
ne w réznych celach od czasow starozytnych. Obecnie
rosna one na potnocy Europy, w Rosji, Sudetach,
Karpatach, Alpach i na Batkanach. W Polsce §wierk
wystepuje na pogorzu, w Tatrach, zazwyczaj do wy-
sokosci 1500 m n.p.m. i powyzej (1). Jest wykorzy-
stywany jako drzewo ozdobne w ogrodach i parkach.
Moze osiagaé wysokos$¢ do 50 m. To zimozielone
dhugowieczne drzewo, o Srednicy pnia 1-1,5 m, ma
ksztalt stozkowaty. Wytwarza rozlegly, ptytko osadzo-
ny system korzeniowy, co zmniejsza jego stabilnosc.
Kora ma barwe szarobrazowa, jasnobrazowa lub bru-
natnoszarg i jest chropowata, tuskowato odstajaca,
po ktorej Scieka zywica. LiScie sa sztywne, spiczaste,
waskie, dlugosci 1,5-2,5 cm, barwy ciemnozielone;.
Drzewo wytwarza jasne brazowoszare cylindryczne
drobnozabkowane szyszki o dlugosci 10-16 cm i Sred-
nicy 3-4 cm.

Swierk pospolity (Picea abies L.) nalezy do rodzi-
ny Pinaceae (Sosnowate). Jest on wykorzystywany
w lecznictwie. Ekstrakty z szyszek Swierku wykazuja
dzialanie wykrztu$ne, rozgrzewajace, napotne, pobu-
dzajace, regenerujace, przeciwreumatyczne i $ciaga-
jace (2). Odwary i syropy stosowane sa w zapaleniu
gardta, drog oddechowych i jamy ustnej. Nie zaleca
si¢ natomiast przyjmowania ich w krztuscu, astmie
oskrzelowej i stanach zapalnych skory.

Otrzymywany na drodze destylacji z para wodna
z igiel, gatazek oraz miodych szyszek olejek ete-
ryczny (ang. spruce oil) zawiera m.in.: pinen, ka-
dinen i felandren, a takze substancje goryczkowe,
garbniki i weglowodany (3). Niektore z tych sktad-
nikow dziatajg przeciwdrobnoustrojowo (2, 4-12).
Dane z piSmiennictwa wskazuja na aktywno$¢ olejku
Swierkowego wobec bakterii tlenowych i grzybow.
Nieznane jest dzialanie tego olejku wobec bakterii
beztlenowych.

Cel pracy

Celem badan byta ocena aktywnosci olejku Swier-
kowego wobec bakterii beztlenowych wystepujacych
w jamie ustnej i gornych drogach oddechowych.

Material i metody

W badaniach zostaly wykorzystane bakterie beztle-
nowe wyhodowane z materialéw pobranych od pacjen-
tow z zakazeniami w obrebie jamy ustnej lub gérnych
drég oddechowych. Drobnoustroje zostaly zidentyfiko-
wane zgodnie z obowiazujacymi zasadami z uwzgled-
nieniem zmian taksonomicznych. Zakwalifikowane
do badan bakterie nalezaly do nastepujacych rodza-
jow: Bacteroides (8 szczepdw), Parabacteroides (1),
Tannerella (2), Prevotella (8), Porphyromonas (5),
Fusobacterium (8), Actinomyces (5), Bifidobacterium (1)
i Propionibacterium (6), Finegoldia (3), Parvimonas (2),
Peptostreptococcus (4). Do doswiadczen wlaczono tez
8 szczepow wzorcowych z gatunkow: Bacteroides fra-
gilis ATCC 25285, Fusobacterium nucleatum ATCC
25585, Porphyromonas asaccharolytica ATCC 38128,
Porphyromonas levii ATCC 29147, Finegoldia ma-
gna ATCC 29328, Peptostreptococcus anaerobius
ATCC 27337, Bifidobacterium breve ATCC 15700
i Propionibacterium acnes ATCC 11827.

Wrazliwo$¢ wymienionych bakterii beztlenowych na
olejek Swierkowy (Semifarm) oznaczono, wykorzystu-
jac metode seryjnych rozcienczen w agarze Brucella
zawierajacym 5% odwidOknionej krwi baraniej, me-
nadion i heming. Testowany olejek zostal najpierw
rozpuszczony w 1 ml DMSO (Serva), a nastepnie
zawieszony w jatowej wodzie destylowanej. Uzyte do
badaf rozcieficzenia byly nastepujace: 2,5, 5,0, 7,5,
10,0, 15,01 20,0 mg/ml. Hodowle bakteryjna, zawiera-
jaca 10° CFU/ml, przenoszono na powierzchnie pod-
lozy aparatem Steersa. Agar zawierajacy odpowiednie
rozcieficzenia olejku lub bez jego dodatku (kontrola
wzrostu szczepow) byl inkubowany w anaerostatach
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wypetionych mieszaning gazéw; 10% CO,, 10% H,
i1 80% N,, zawierajacych katalizator palladowy oraz
wskaznik beztlenowoSci, w temperaturze 37°C przez
48 godzin. Za MIC uznano takie najmniejsze roz-
cieficzenie olejku Swierkowego, ktore prowadzito
do catkowitego zahamowania wzrostu testowanych
bakterii beztlenowych.
Wyniki i oméwienie

Uzyskane wyniki badafi Gram-ujemnych bakte-
rii beztlenowych zamieszczono w tabeli 1, Gram-
-dodatnich bakterii w tabeli 2, a szczep6w wzorcowych
w tabeli 3. Otrzymane dane wskazuja, ze wSrod Gram-
-ujemnych pateczek najbardziej wrazliwe byly gatun-
ki Prevotella intermedia (MIC 5,0-10,0 mg/ml) oraz
Porphyromonas levii (MIC = 7,5 mg/ml). Natomiast
wzrost 87,5% pateczek z rodzaju Bacteroides byt ha-
mowany przez stezenia w zakresie 5,0-15,0 mg/ml.
Szczep z gatunku Bacteroides fragilis byl wrazliwy
na stezenie > 20,0 mg/ml. Wobec Gram-ujemnych
pateczek z gatunkéw Porphyromonas asaccharolytica
i Parabacteroides distasonis olejek byl aktywny w ste-
zeniach 10,0-15,0 mg/ml, a w przypadku gatunku
Tannerella forsythia w stezeniach 15,0-> 20,0 mg/ml.
Szczepy badanych wrzecionkowcow wykazaty podobna

wrazliwos¢. Wsrdd nich wzrost 5 (62,5%) szczepdw
byt hamowany w zakresie stezefi wynoszacych 5,0-
10,0 mg/ml. Jednak pozostale szczepy okazaly sie
wrazliwe na 20,0 mg/ml olejku i wiecej. Nalezy pod-
kredli¢, ze na niskie stezenia olejku w zakresie 5,0-
7,5 mg/ml bylo wrazliwych 28% testowanych paleczek
beztlenowych.

Gram-dodatnie pateczki charakteryzowaly si¢ wyz-
sza wrazliwoscia. Olejek Swierkowy w zakresie 2,5-
7,5 mg/ml hamowat wzrost 50% testowanych szczepow.
Najwieksza aktywnos¢ olejek wykazal wobec szczepow
z gatunku Actinomyces odontolyticus. Wzrost 75% tych
pateczek hamowaly stezenia olejku wynoszace 2,5-
7,5 mg/ml. Najmniejsza wrazliwoS$cia charakteryzowaly
sie szczepy z gatunku Actinomyces viscosus (MIC =
15,0 mg/ml). Natomiast olejek wykazat wyzsza aktyw-
nos¢ w dziataniu wobec Gram-dodatnich ziarniakow
w poréwnaniu z pateczkami. Wzrost 67% szczepow
byl hamowany w zakresie st¢zefi wynoszacych 2,5-
7,5 mg/ml. Najwicksza wrazliwo$¢ wykazaly szczepy
z gatunku Parvimonas micra. Ich wzrost byt hamowany
przez 5,0 mg/ml olejku.

Wyniki badan innych autoréw potwierdzaja przeciw-
drobnoustrojowe dziatanie olejku $wierkowego (2, 4-9,
11, 14, 15). Do$wiadczenia Rautio i wsp. (8) wskazuja

Tab. 1. Wrazliwo$¢ Gram-ujemnych bakterii beztlenowych na olejek Swierkowy

] Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczepow - 20,0 15.0 10.0 -5 5.0 a5
> 20, , ) , ) S e,
Bacteroides fragilis 1 1
Bacteroides uniformis 2 1 1
Bacteroides ureolyticus 4 2 1 1
Bacteroides vulgates 1 1
Parabacteroides distasonis 1 1
Prevotella bivia 2 1 1
Prevotella buccalis 1 1
Prevotella intermedia 4 1 1 2
Prevotella loescheii 1 1
Porphyromonas levii 1 1
Porphyromonas asaccharolytica 4 2 2
Tannerella forsythia 2 1 1
Fusobacterium nucleatum 4 2 1 1
Fusobacterium necrophorum 4 1 1 1 1
Gram-ujemne bakterie beztlenowe ogétem 32 6 8 9 5 4
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Tab. 2. Wrazliwo$¢ Gram-dodatnich bakterii beztlenowych na olejek swierkowy

Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczepow
> 20,0 15,0 10,0 7,5 5,0 <25
Finegoldia magna 3 2 1
Parvimonas micros 2 2
Peptostreptococcus anaerobius 4 1 1 1 1
Gram-dodatnie beztlenowe ziarniaki ogétem 9 1 2 1 3 2
Actinomyces odontolyticus 4 1 1 1 1
Actinomyces viscosus 1 1
Propionibacterium acnes 2 1 1
Propionibacterium granulosum 4 2 1 1
Bifidobacterium breve 1 1
Gram-dodatnie pateczki ogotem 12 5 1 2 3 1
Bakterie beztlenowe tacznie 53 7 15 10 8 10 3

Tab. 3. Wrazliwos¢ szczepdw wzorcowych bakterii beztlenowych na olejek Swierkowy

Liczba

Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)

Bakterie beztlenowe szczepow

< 20,0

15,0 10,0 7,5 5,0 <25

Bacteroides fragilis
ATCC 25285

1

Fusobacterium nucleatum
ATCC 25583

Porphyromonas asaccharolytica
ATCC 29943

Porphyromonas levii
TCC 45586

Bifidobacterium breve
ATCC 15700

Propionibacterium acnes
ATCC 11827

Finegoldia magna
ATCC 29328

Peptostreptococcus anaerobius
ATCC 27337

na bakteriostatyczng aktywno$¢ wobec Gram-dodatnich
bakterii oraz w przypadku Gram-ujemnych jedynie
w stosunku do pateczek Proteus vulgaris. Inni autorzy
opisali oddzialywanie olejkéw z drzew szpilkowych (ste-
zenia 3,5-13 mg/ml) na szczepy pateczek Klebsiella pneu-
moniae (13). Dane potwierdzaja tez dziatanie olejkéw
jodtowych na r6zne drobnoustroje, w tym m.in.: Bacillus
brevis (obecnie Bifidobacterium breve), Bacillus cereus,

Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Listeria mo-
nocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Clostridium sporo-
genes, Candida albicans, Aspergillus flavus 1 Aspergillus
flavus var. oryzae (6, 7, 11, 13-15).

Z przedstawionych powyzej badan wynika, ze ole-
jek swierkowy byt aktywny wobec réznych gatunkdw
bakterii beztlenowych. Okazat si¢ bardziej skuteczny

(28
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w dziataniu wobec Gram-dodatnich szczepéw w po-
réwnaniu z Gram-ujemnymi bakteriami. W stezeniach
wynoszacych 2,5-7,5 mg/ml hamowat wzrost 57%
szczepdw Gram-dodatnich ziarniakow i pateczek oraz
28% Gram-ujemnych pateczek beztlenowych. Wéréd
Gram-dodatnich drobnoustrojéw wicksza wrazliwo-
Scia charakteryzowaly sie Gram-dodatnie ziarniaki
niz pateczki. Olejek Swierkowy hamowat odpowiednio
wzrost 67 i 50% tych drobnoustrojéw.
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Whioski

Najwieksza wrazliwoS¢ na olejek Swierkowy wyka-
zaly szczepy z rodzaju Prevotella.

Olejek byt najmniej aktywny wobec Gram-ujemnych
pateczek z gatunku Tannerella forsytha.

Sposréd Gram-dodatnich bakterii wigksza wrazli-
woscig charakteryzowaly sie Gram-dodatnie ziar-
niaki w poréwnaniu z pateczkami.
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