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SUMMARY

Introduction. Cypress (Cupressus sempervirens L.) belongs to the family Cupressaceae. It is evergreen, and grows in Mediterranean
region. The Cypress leaves and young branches are utilized to produce the essential oil. Cypressus oil contain a number of compo-
nents, in it a-pinene, A’-carene a-terpinyl acetate, cedrol, a-terpinolene, B-myrcene, limonene, a-terpineolene, terpinen-4-ol, B-pinene,
8-cadinene and sabinene. The oil is used in therapy different diseases. It to have antimicrobial activity.

Aim. The aim of the date was evaluation the susceptibility of anaerobic bacteria to Cypress 0il.

Material and methods. The anaerobic bacteria were isolated from patients. The 62 microorganisms, in it 36 strains of Gram-
-negative rods, 14 Gram-positive cocci and 12 Gram-positive rods, and 7 reference strains were tested. Susceptibility (MIC) was
determined by means of plate dilution technique in Brucella agar supplemented with 5% defibrynated sheep blood, menadione
and hemin. The Cypress oil was dissolved in DMSO and distilled water to obtain final following concentrations: 2.5, 5.0, 7.5,
10.0, 15.0 and 20.0 mg/ml. Inoculum containing 10° CFU per 1 ml was seeded with Steers replicator upon the agar with oil or
without the oil (strains growth control). The agar plates was incubated in anaerobic condition in anaerobic jar in 37°C for 48 hrs.
The MIC was interpreted as the lowest concentration of Cypress oil inhibiting the growth of tested bacteria.

Results. The results indicated that from among Gram-negative rods the most susceptible to Cypress oil was the strains from genus
Tannerella forsythia (MIC < 2.5-5.0 mg/ml), Bacteroides uniformis (MIC = 5.0 mg/ml), Bacteroides vulgatus and Porphyromonas
asaccharolytica (MIC 5.0-7.5 mg/ml) and Porphyromonas levii (MIC = 7.5 mg/ml). The strains from genera Fusobacterium and
of Bacteroides fragilis were the susceptible to 2.5-> 20.0 mg/ml. The cyprys oil was least active towards Prevotella and Parabacteroi-
des strains (MIC > 20.0 mg/ml).The tested Gram-positive cocci were more susceptible. The growth of the strains were inhibited by
concentrations in ranges < 2.5-7.5 mg/ml. The oil was minor active towards Gram-positive rods (MIC < 2.5-20.0 mg/ml). Among
the strains the genus of Actinomyces odontolyticus (MIC = 5.0 mg/ml) and Actinomyces viscosus (MIC < 2.5-7.5 mg/ml) were the
most susceptible. The growth of rods of Bifidobacterium breve was inhibited by concentrations 10.0 mg/ml. The data indicates that
the Gram-negative rods were the less susceptible than Gram-positive bacteria to cypress oil.

Conclusions. Among Gram-negative rods the most susceptible were the strains Tannerella forsythia, Bacteroides uniformis, Bacteroides
vulgatus Porphyromonas asaccharolytica and Porphyromonas levii. The oil was more active against Gram-positive cocci. Gram-
-positive anaerobic bacteria demonstrate the more susceptible to Cypress oil then Gram-positive rods.
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STRESZCZENIE

Wstep. Cyprys (Cupressus sempervirens L.) naleZy do rodziny Cupressaceae. Jest wiecznie zielonym drzewem rosngcym w okolicach
Morza Srodziemnego. Liscie i mlode gatqzki sq wykorzystywane do otrzymywania olejku eterycznego. Olejek cyprysowy zawiera szereg
sktadnikow, w tym: a-pinen, A>-karen octan o-terpinylu, cedrol, a-terpineol, B-myrcen, limonen, o-terpineolen, terpinen-4-ol, B-pinen,
S-kadinen oraz sabinen. Olejek wykorzystywany jest w terapii niektorych choréb. Wykazuje dziatanie przeciwdrobnoustrojowe.

Cel pracy. Celem badan byla ocena wrazliwosci na olejek cyprysowy bakterii beztlenowych.
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Materiat i metody. Bakterie beztlenowe zostaly wyizolowane od pacjentow. £qcznie zbadano 62 szczepy bakterii beztlenowych,
w tym 36 szczepow pateczek Gram-ujemnych, 14 Gram-dodatnich ziarniakéw i 12 Gram-dodatnich pateczek oraz 7 szczepow
referencyjnych. Wrazliwos¢ (MIC) oznaczono metodq seryjnych rozciericzenn w agarze Brucella z dodatkiem 5% krwi baraniej,
menadionu i heminy. Olejek cyprysowy rozpuszczano w DMSO oraz w wodzie destylowanej, uzyskujgc stezenia: 20,0, 15,0, 10,0,
7,5, 5,0, i 2,5 mg/ml. Inokulum zawierajgce 10° CFU w I ml przenoszono aparatem Steersa na powierzchnie agaru z olejkiem cy-
prysowym lub bez niego (kontrola wzrostu szczepow). Podloza byly inkubowane w warunkach beztlenowych w temperaturze 37°C
przez 48 godzin w anaerostatach. MIC interpretowano jako najmniejsze rozcieficzenie olejku, ktére hamowato wzrost badanych
bakterii beztlenowych.

Wyniki. Otrzymane wyniki wskazujq, ze sposrod Gram-ujemnych bakterii najbardziej wrazliwe na olejek cyprysowy byly szczepy z ga-
tunkow Tannerella forsythia (MIC < 2,5-5,0 mg/ml), Bacteroides uniformis (MIC = 5,0 mg/ml), Bacteroides vulgatus, Porphyromonas
asaccharolytica (MIC 5,0-7,5 mg/ml) i Porphyromonas levii (MIC = 7,5 mg/ml). Szczepy z rodzaju Fusobacterium oraz z gatunku
Bacteroides fragilis byly wrazliwe na stezenia w zakresie 2,5-> 20,0 mg/ml. Olejek cyprysowy byt najmniej aktywny wobec szczepéw
z rodzajow Prevotella i Parabacteroides (MIC > 20,0 mg/ml). Badane Gram-dodatnie ziarniaki okazaly sie bardziej wrazliwe. Wzrost
szczepow hamowaly stezenia w zakresie < 2,5-7,5 mg/ml. Olejek byt mniej aktywny wobec szczepow pateczek Gram-dodatnich (MIC
< 2,5-20,0 mg/ml). Wsréd badanych szczepow najwiekszq wrazliwos¢ wykazaly Actinomyces odontolyticus (MIC = 5,0 mg/ml) i Acti-
nomyces viscosus (MIC < 2,5-7,5 mg/ml). Wzrost pateczek Bifidobacterium breve byt hamowany przez stezenia wynoszqce 10,0 mg/ml.
Badania wskazujq, ze Gram-ujemne pateczki byly mniej wrazliwe na olejek cyprysowy niz bakterie Gram-dodatnie.

Whioski. Sposrod Gram-ujemnych pateczek najwiekszq wrazliwosé wykazaly szczepy Tannerella forsythia, Bacteroides uniformis,
Bacteroides vulgatus, Porphyromonas asaccharolytica i Porphyromonas levii (MIC = 7,5 mg/ml). Olejek byt najbardziej aktywny
wobec Gram-dodatnich ziarniakéw, natomiast Gram-dodatnie bakterie beztlenowe wykazaly wyzszq wrazliwosé na olejek cyprysowy

niz pateczki Gram-ujemne.

Stowa kluczowe: bakterie beztlenowe, olejek cyprysowy, wrazliwo$¢, jama ustna

Wstep

Cyprys byt uzywany w starozytnym Egipcie i Rzymie
w ceremoniach religijnych i leczniczych. W Tybecie
do dzi§ spopiela si¢ go w celach zapachowych. Byl
tez wymieniany w Biblii przez Izaaka. Uznany za ojca
medycyny, Hipokrates polecat stosowanie cyprysu
w leczeniu hemoroidéw.

W starozytnoSci cyprys i olejek cyprysowy byly uzy-
wane w leczeniu roznych chorob zwiazanych z zaburze-
niami krazenia, przeziebienia, choréb skory i stanéw
zapalnych. Ro$nie w okolicach Morza Srédziemnego,
a mianowicie w Libii, Albanii, Grecji, Tunisie, na
Cyprze, Malcie, w Izraelu, Jordanii i we Wioszech.

Cyprys (Cupressus sempervirens L.), z rodziny
Cupressaceae (Cyprysowate), jest wiecznie zielonym,
dtugowiecznym drzewem o twardym drewnie zabar-
wionym na kolor czerwonobrazowy. Osigga wysokos$¢
do 35 m. Wytwarza igly (2-5 mm dlugosci) oraz owal-
ne szare lub brazowe szyszki o dlugosci 25-40 mm.
Produkowany przez drzewo olejek eteryczny jest uzy-
skiwany metoda destylacji z para wodna lub ekstrakcji
z igiet, mtodych gatazek i szyszek. Jest przezroczysty,
barwy jasnozoéttej i ma charakterystyczny aromatyczny
zapach.

W sktadzie olejku cyprysowego sa obecne gltow-
nie: a-pinen, A*-karen octan a-terpinylu, cedrol,
a-terpineol, B-myrcen, limonen, a-terpineolen, ter-
pinen-4-ol, B-pinen i d-kadinen, sabinen. Ponadto
w malych iloSciach wystepuja: a-humulen, kamfora,
p-cymen, B-felandren, kamfen oraz linalol, octan
linalolu, octan bornylu i a-terpinen (1-8).

Ekstrakty z cyprysu oraz olejek wykazuja dzia-
fanie Sciagajace, moczopedne, rozkurczowe, prze-
ciwgoraczkowe, uspokajajace i przeciwzapalne.
Zapobiegaja powstawaniu zylakow i hamuja wytwa-
rzanie potu. Stosowane s3g w artretyzmie, zapaleniu
oskrzeli, w leczeniu kaszlu i kataru. Wykazano tez
ich dziatanie stymulujace na uktad odpornoSciowy.
Uzywane do produkcji mydel, perfum, wod kolon-
skich, dezodorantéw, Srodkéw przeciwlupiezowych,
odswiezaczy powietrza, plynow do kapieli i masazu
oraz preparatéw odstraszajacych owady (1, 4-6).
Olejek cyprysowy wykazuje wtaSciwosci przeciw-
utleniajace (4, 6). Ma tez dziatanie przeciwdrob-
noustrojowe (1, 4, 6-25). W szeregu publikacjach
opisano jego aktywnos$¢ wobec bakterii tlenowych
oraz grzybow. Brakuje informacji o dziataniu olejku
cedrowego na bakterie beztlenowe.

Cel pracy

Celem badan byta ocena wrazliwoSci na olejek
cyprysowy bakterii beztlenowych wyizolowanych z za-
kazen jamy ustnej i gérnych drog oddechowych.

Materiat i metody

Bakterie beztlenowe wykorzystane do badan wy-
hodowano z materialéw pochodzacych od pacjentéw
z r6znymi zakazeniami w obrebie jamy ustnej oraz
gornych drég oddechowych. Szczepy bakterii nalezaty
do nastepujacych rodzajow: Bacteroides (11 szczepdw),
Parabacteroides (1), Prevotella (8), Porphyromonas (5),
Tannerella (2), Fusobacterium (9), Finegoldia (6),
Parvimonas (2), Peptostreptococcus (6), Actinomyces (4),
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Bifidobacterium (1), Propionibacterium (7). Badaniami
objeto takze 7 szczepdéw wzorcowych z gatunkow:
Bacteroides fragilis ATCC 25285, Porphyromonas
asaccharolytica ATCC 38128, Porphyromonas levii
ATCC 29147, Fusobacterium nucleatum ATCC 25585,
Finegoldia magna ATCC 29328, Peptostreptococcus
anaerobius ATCC 27337 oraz Propionibacterium acnes
ATCC 11827. Wrazliwo$¢ (MIC) wyzej wymienionych
szczepOw oceniano technika seryjnych rozcienczen
w agarze Brucella z dodatkiem 5% krwi baraniej,
menadionu i heminy. Olejek cyprysowy (Semifarm)
rozpuszczono w DMSO (Serva), a nastepnie w wo-
dzie destylowanej, w celu uzyskania rozcienczen
wynoszacych: 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 15,0 i 20,0 mg/ml.
Przygotowana zawiesing hodowli, zawierajaca 10°
drobnoustrojéw w 1 ml na krople, przenoszono apa-
ratem Steersa na powierzchnie podtozy z dodatkiem
badanych stezen olejku, a takze bez niego (kontrola
wzrostu szczepow). Hodowle posiewow prowadzo-
no w warunkach beztlenowych z wykorzystaniem
anaerostatow, ktore wypetniono mieszaning gazow
o sktadzie: 10% C0,, 10% H, 1 80% N,, zawierajacych
katalizator palladowy i wskaznik warunkow beztleno-
wych, w temperaturze 37°C przez 48 godzin. Za MIC
przyjeto najmniejsze rozcienczenie badanego olejku,
ktore catkowicie hamowato wzrost szczepow bakterii
beztlenowych.

Wyniki i ich omoéwienie

W tabeli 1 zamieszczono wyniki badan wrazliwosci
na olejek cyprysowy Gram-ujemnych pateczek, w ta-
beli 2 Gram-dodatnich ziarniakow i Gram-dodatnich
pateczek, a w tabeli 3 szczepéw wzorcowych.

Uzyskane dane wskazuja, ze Gram-ujemne pateczki
byly wrazliwe w zakresie stezen < 2,5-> 20,0 mg/ml.
Olejek cyprysowy okazat sie najbardziej aktywny wo-
bec szczepdw z gatunkéw Tannerella forsythia (MIC <
2,5-5,0 mg/ml), Bacteroides uniformis (MIC = 5,0 mg/
ml), Bacteroides vulgatus, Porphyromonas asaccharoly-
tica (MIC 5,0-7,5 mg/ml) i Porphyromonas levii (MIC
= 7,5 mg/ml). Pateczki z rodzajow Fusobacterium
oraz Bacteroides fragilis byly wrazliwe na stezenia
w zakresie 2,5-> 20,0 mg/ml. Najnizsza aktywnoScia
charakteryzowal si¢ badany olejek wobec szczepdw
z rodzajow Prevotella i Parabacteroides. 1ch wzrost
byl hamowany przez stezenia wynoszace 20,0 mg/ml
i wyzsze.

Badania przeprowadzone przez innych autorow
takze wskazuja na jego dzialanie wobec bakterii
tlenowych i grzybow. Morris i wsp. (12) uzyska-
li zahamowanie wzrostu szczepdw Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, dyfteroidéw i Candida albi-
cans w stezeniu wynoszacym > 1 mg/ml. Natomiast
w doSwiadczeniach przeprowadzonych przez Planta

Tab. 1. Dziatanie olejku cyprysowego na Gram-ujemne bakterie beztlenowe

) Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)

Bakterie beztlenowe szczepbw - 200 15,0 10,0 75 5.0 25
Bacteroides fragilis 3 1 1 1
Bacteroides uniformis 2 2
Bacteroides ureolyticus 4 3 1
Bacteroides vulgatus 2 2
Parabacteroides distasonis 1 1
Prevotella bivia 2 2
Prevotella buccalis 1 1
Prevotella intermedia 3 3
Prevotella loescheii 2 2
Porphyromonas asaccharolytica 4 2 1 1
Porphyromonas levii 1 1
Tannerella forsythia 2 1 1
Fusobacterium nucleatum 5 3 1 1
Fusobacterium necrophorum 4 1 2 1
Gram-ujemne bakterie beztlenowe ogdtem 36 19 3 2 5 5 2
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Tab. 2. Dziatanie olejku cyprysowego na Gram-dodatnie bakterie beztlenowe

_ Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczepow - 200 15.0 10,0 75 50 25
Finegoldia magna 6 1 5
Parvimonas micra 2 2
Peptostreptococcus anaerobius 6 1 1 4
Gram-dodatnie ziarniaki beztlenowe ogétem 14 4 6 4
Actinomyces odontolyticus 1 1
Actinomyces viscosus 3 2 1
Bifidobacterium breve 1 1
Propionibacterium acnes 3 2 1
Propionibacterium granulosum 4 2 2
Gram-dodatnie pateczki ogétem 12 4 1 2 2 1 2
Bakterie beztlenowe tgcznie 56 26 9 3 8 5 5
Tab. 3. Dziatanie olejku cyprysowego na szczepy wzorcowe bakterii beztlenowych
] Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczepow - 200 15.0 100 75 50 25

Bacteroides fragilis
ATCC 25285

1

Porphyromonas asaccharolytica
ATCC 38128

Porphyromonas levii
ATCC 29147

Fusobacterium nucleatum
ATCC 25585

Finegoldia magna
ATCC 29328

Peptostreptococcus anaerobius
ATCC 27337

Propionibacterium acnes
ATCC 11827

i wsp. (15), ktorzy wykonali badanie metoda kraz-
kowo-dyfuzyjna, okazato si¢, ze olejek dziata na
szczepy z gatunkow Staphylococcus aureus i Serratia
marcescens, a jest nieaktywny wobec szczepow
Escherichia coli i Micrococcus luteus. Wykorzystujac
te samg metode, Rossi i wsp. (17) stwierdzili dzia-
fanie olejku cedrowego na szczepy Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes
i Pseudomonas aeruginosa (strefy zahamowania wzro-
stu 14-17 mm). W doswiadczeniach Fabio i wsp. (10)
olejek hamowal wzrost ziarniakow z gatunkow
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,

Streptococcus pneumoniae, pateczek Haemophilus
influenzae i Klebsiella pneumoniae (strefy zahamo-
wania 2-15 mm), ale nie oddziatywat na szczepy
Staphylococcus aureus.

Natomiast brak aktywnosci olejku cedrowego wobec
niektorych drobnoustrojow ujawnily badania przepro-
wadzone przez Arnal-Schebelen i wsp. (11). Dotyczyly
one szczepow: Staphylococcus aureus, Streptococcus
grupy D i Candida albicans. Réwniez Maruzzella
i Sicurella (14) z wyjatkiem pratkow Mycobacterium
avium nie uzyskali zahamowania wzrostu testowanych
szczepOw z gatunkow Staphylococcus aureus, Bacillus

(o4
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subtilis, Streptococcus faecalis 1 Salmonella typhosa.
Inni autorzy nie wykazali aktywnosSci przeciwgrzy-
bicznej w przypadku szczepdw Fusarium oxysporum
i Alternaria porri (23).

W naszych badaniach wysoka wrazliwoscia na ole-
jek charakteryzowaly sie Gram-dodatnie ziarniaki. Ich
wzrost hamowaly stezenia w zakresie < 2,5-7,5 mg/ml.
Wsrdéd tych szczepdéw najnizsza wrazliwo$é wykazat
gatunek Parvimonas micra (MIC = 7,5 mg/ml). Olejek
charakteryzowat si¢ najnizszym dziataniem wobec
Gram-dodatnich paleczek beztlenowych. Stezenia
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