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SUMMARY

Introduction. Juniper has been known and often used in folk medicine since ancient times. The extracts and essential oil of this
plant’s fruit exhibit anti-inflammatory, antioxidant, anticancer, blood pressure lowering, antiarthritic, antirheumatic activity and are
helpful in Alzheimer’s disease. Fruits contain essential oil (o-pinene, limonene, B-pinene, terpinen-4-ol, sabinene, B-phellandrene,
o-terpinene, myrcene, y-terpinene); organic acids, flavonoids and tannins. Juniper oil shows antimicrobial activity.

Aim. The aim of this research was evaluating activity of juniper oil against yeast-like fungi isolated from the oral cavity.

Material and methods. The study included 31 strains of fungi belonging to the following species: Candida albicans (14 strains),
Candida glabrata (3), Candida guilliermondii (1), Candida humicola (1), Candida kefyr (2), Candida krusei (2), Candida lusita-
niae (1), Candida parapsilosis (3), Candida tropicalis (3), Candida utilis (1) and 9 reference strains from genus: C. albicans ATCC
10231, C. glabrata ATCC 66032, C. guilliermondii ATCC 6260, C. kefyr, ATCC 4130, C. krusei ATCC 14249, C. lusitaniae ATCC
34499, C. parapsilosis ATCC 22019, C. tropicalis ATCC 750 i C. utilis ATCC 9958. The susceptibility (MIC) of fungal strains to
Juniper oil was determined by the method of serial dilution technique in Sabouraud’s agar. At first, the oil was diluted in DMSO,
then in distilled water. The tested concentrations were: 20.0, 15.0, 10.0, 7.5 and 5.0 mg/ml. The suspension containing 10° CFU/per
drop was transferred by a Steers replicator to the surface of Sabouraud’s agar with or without juniper oil (strains growth control).
Incubation was carried out at 37°C for 24-48 hrs under aerobic conditions. The lowest concentration of oil that completely inhibited
the growth of the tested yeast-like fungi was taken as the MIC.

Results. The results indicated, that the strains of Candida guilliermondii and C. utilis were the most sensitive to juniper oil. The growth
of these strains was inhibited at a concentration of 10.0 mg/ml. The 2 species of strains C. glabrata and Candida lusitaniae were
sensitive to a concentration of 15.0 mg/ml. The juniper oil was less active against Candida kefyr strains (MIC — 7.5-> 20.0 mg/ml).
Fungi from genus of C. krusei, Candida parapsilosis and C. tropicalis were susceptible to concentrations in the range 10.0-> 20.0 mg/ml.
The Candida albicans strains were characterized by moderate susceptibility. The growth of the 50% strains was inhibited at con-
centration 15.0 mg/ml and another 50% strains at 20.0 mg/ml. Of all the yeast-like fungi strains tested only 1 strain was sensitive to
the low concentration of 7.5 mg/ml, and another 5 strains to 10.0 mg/ml. The growth of 39% of fungi strains was inhibited at the
concentration of 15.0 mg/ml and 42% at concentration 20.0 mg/ml of the oil and more.

Conclusions. Candida guilliermondii and C. utilis showed the highest sensitivity to juniper oil. The Candida albicans strains were
characterized by moderate susceptibility. The juniper oil showed the lowest activity against Candida humicola species.
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STRESZCZENIE

Wistep. Jatowiec byt znany i czesto uzywany w medycynie ludowej od czasow starozytnych. Wyciqgi i olejek eteryczny z owocow tej
rosliny wykazujg wlasciwosci przeciwzapalne, przeciwutleniajgce, przeciwnowotworowe, obnizajqce cisnienie krwi, przeciwartretyczne,
przeciwreumatyczne i sq pomocne w chorobie Alzheimera. W owocach znajdujq sie: olejek eteryczny (o-pinen, limonen, B-pinen,
terpinen-4-ol, sabinen, B-felandren, o-terpinen, myrcen, y-terpinen), kwasy organiczne, flawonoidy i garbniki. Olejek jatowcowy
wykazuje aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg.

Cel pracy. Celem badan byta ocena aktywnosci olejku jatowcowego wobec grzybow drozdzopodobnych wyizolowanych z jamy ustnej.
Materiat i metody. Badania objely 31 szczepow grzybow drozdzopodobnych nalezqcych do nastepujgcych gatunkoéw: Candida
albicans (14 szczepow), Candida glabrata (3), Candida guilliermondii (1), Candida humicola (1), Candida kefyr (2), Candida
krusei (2), Candida lusitaniae (1), Candida parapsilosis (3), Candida tropicalis (3) i Candida utilis (1) oraz 9 szczepéw wzor-
cowych z gatunkow: C. albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC 66032, C. guilliermondii ATCC 6260, C. kefyr, ATCC 4130,
C. krusei ATCC 14249, C. lusitaniae ATCC 34499, C. parapsilosis ATCC 22019, C. tropicalis ATCC 750 i C. utilis ATCC 9958.
Wrazliwosé (MIC) szczepow grzybow na olejek jatowcowy oznaczono metodq seryjnych rozciericzeni w agarze Sabourauda. Najpierw
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olejek rozciericzano w DMSO, a potem w jatowej wodzie destylowanej. Badane stezenia wynosily 20,0; 15,0; 10,0; 7,5 i 5,0 mg/ml.
Zawiesine, zawierajqcq 10° CFUJkrople, przenoszono aparatem Steersa na powierzchnie agaru Sabourauda, z olejkiem jatowcowym
lub bez niego (kontrola wzrostu szczepow). Inkubacje prowadzono w temp. 37°C przez 24-48 godz. w warunkach tlenowych. Naj-
mniejsze stezenie olejku, ktore catkowicie hamowato wzrost badanych grzybow drozdzopodobnych, przyjeto jako MIC.

Wyniki. Wyniki wskazujq, ze najbardziej wrazliwe na olejek jatowcowy byly szczepy z gatunkéw Candida guilliermondii i C. utilis.
Wzrost tych szczepow byt hamowany w stezeniu wynoszqgcym 10,0 mg/ml. Szczepy z dwoch gatunkoéw, Candida glabrata i C. lusi-
taniae, byly wrazliwe na stezenie wynoszqce 15,0 mg/ml. Olejek jatowcowy byl mniej aktywny wobec szczepow C. kefyr (MIC - 7,5-
> 20,0 mg/ml). Grzyby z gatunkoéw C. krusei, C. parapsilosis i C. tropicalis byly wrazliwe na stezenia w zakresie 10,0-> 20,0 mg/ml.
Szczepy C. albicans charakteryzowaly si¢ Sredniq wrazliwosciq. Wzrost 50% szczepow byt hamowany w stezeniach wynoszqcych
15 mg/ml i kolejnych 50% w stezeniach > 20,0 mg/ml. Sposrod wszystkich testowanych szczepow grzybow tylko jeden byt wrazliwy
na niskie stezenie wynoszqce 7,5 mg/ml, a kolejnych 5 szczepow na 10,0 mg/ml. Natomiast wzrost 39% szczepow byt hamowany
w stezeniu 15,0 mg/ml, a 42% przez 20,0 mg/ml olejku i wigcej.

Whioski. Najwiekszq wrazliwos¢ na olejek jatowcowy wykazaly szczepy Candida guilliermondii i C. utilis. Szczepy z gatunku C. albi-
cans charakteryzowaty si¢ sredniq wrazliwoscig. Najnizszq aktywnosé olejek jatowcowy wykazat wobec gatunku Candida humicola.

Stowa kluczowe: dziatanie, grzyby drozdzopodobne, olejek jalowcowy, kandydoza, gatunki Candida, jama ustna

Wstep

Jatowiec byt znany starozytnym cywilizacjom.
Egipcjanie uzywali go do przygotowywania ciala zmar-
fego przy balsamowaniu, wykorzystywano go réwniez
w kosmetyce. Od starozytnoSci stosowano niektore
ro§liny w terapii oraz w zapobieganiu chorobom (1),
a olejkow eterycznych w celach leczniczych uzywali
starozytni Egipcjanie, Grecy oraz Aztekowie (2).
We Francji i Anglii olejkiem jatowcowym okadzano
pomieszczenia w celach ochrony przed zachorowa-
niem w czasie epidemii duru plamistego i cholery.
Obecnie, ekstrakty ro§linne i olejki eteryczne sa czgsto
stosowane w profilaktyce i terapii chor6b wywotanych
przez bakterie, wirusy i grzyby.

Sposréd grzybow drozdzopodobnych z rodza-
ju Candida, zakazenia powoduje giéwnie gatunek
Candida albicans. Zwykle sa to szczepy oporne
na stosowane najczesciej antymykotyki. Ich wrazli-
woS¢ na leki wiaze si¢ z wytwarzaniem przez te grzyby
roznych czynnikow wirulencji. Sa to m.in. enzymy:
fosfataza zasadowa, lipaza esterazowa, fosfataza kwa-
$na, aryloamidaza, fosfohydrolaza naftolowa (3-6).
Przeprowadzone przez roznych autoréw badania
wskazuja, ze olejek jalowcowy dziata na szereg bakterii
chorobotworczych (7-21). Za przeciwdrobnoustrojowa
aktywno$¢ jalowca odpowiadaja zawarte w owocach
zwiazki chemiczne, wsrdd ktorych sa obecne: a-pinen,
limonen, B-pinen, terpinen-4-ol, sabinen, B-felandren,
a-terpineol, myrcen, y-terpinen, kwasy organiczne, fla-
wonoidy i garbniki (2, 7, 10, 15, 22-25). Otrzymywane
z szyszkojagdd jalowca wyciagi oraz olejek eteryczny
sa stosowane w celu obnizenia ci$nienia krwi, w za-
burzeniach pracy jelit, otyloSci, w artretyzmie, reu-
matyzmie, chorobach skéry oraz drég oddechowych
i moczowych (7, 15, 18, 22, 26, 27). Badania wskazuja
tez na dziatanie przeciwzapalne, przeciwutleniaja-
ce, przeciwnowotworowe oraz obnizajace poziom

cholesterolu we krwi (8, 15, 27-34). Ponadto jatowiec
obniza poziom wytwarzanego -amyloidu, co wplywa
na poprawe pamieci, szczegdlnie u pacjentoéw z cho-
robg Alzheimera (35).

Cel pracy

Celem badan bylo oznaczenie wrazliwosci na olejek
jatowcowy grzybéw drozdzopodobnych wyizolowanych
Z jamy ustne;.

Material i metody

Grzyby drozdzopodobne wykorzystane do do§wiad-
czeh zostaly wyizolowane z jamy ustnej pacjentow,
u ktérych stwierdzono kandydoze. Pobrane wymazy
posiewano na podtoze Sabourauda, ktére inkubo-
wano w temp. 37°C przez 24-48 godz. w warunkach
tlenowych. Identyfikacje wyhodowanych szczepdéw
przeprowadzono, uwzgledniajac morfologie komo-
rek, wyglad kolonii na podtozu CHROMagar (Bio
Rad), cechy biochemiczne oznaczone testem API
AUX (bioMérieux), zdolnos¢ szczepu do filamen-
tacji i wytwarzania chlamydosporéw. Oznaczeniu
wrazliwoSci poddano 31 szczepéw grzybow droz-
dzopodobnych, nalezacych do nastepujacych gatun-
kéw: Candida albicans (14 szczepow), C. glabrata (3),
C. guilliermondii (1), C. humicola (1), C. kefyr (2),
C. krusei (2), C. lusitaniae (1), C. parapsilosis (3),
C. tropicalis (3) i C. utilis (1). Badaniami objeto tez
9 szczepow wzorcowych z gatunkow: C. albicans
ATCC 10231, C. glabrata ATCC 66032, C. guillier-
mondii ATCC 6260, C. kefyr, ATCC 4130, C. krusei
ATCC 14249, C. lusitaniae ATCC 34499, C. parapsi-
losis ATCC 22019, C. tropicalis ATCC 750 i C. utilis
ATCC 9958. Wrazliwos¢ szczepdw grzybow na olejek
jatowcowy (Avicenna Oil, Wroctaw) oznaczono, wy-
korzystujac metode seryjnych rozcienczen w agarze
Sabourauda. Olejek najpierw rozcieficzano w DMSO,
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a potem w jatowej wodzie destylowanej, uzyskujac
nastepujace stezenia: 20,0; 15,0; 10,0; 7,51 5,0 mg/ml.
Nastepnie zawiesing zawierajaca 10° CFU/krople na-
noszono aparatem Steersa na powierzchni¢ agaru
Sabourauda, z olejkiem jalowcowym lub bez nie-
go (kontrola wzrostu szczepéw). Hodowle posie-
woOw prowadzono w temp. 37°C przez 24-48 godz.
w warunkach tlenowych. Najmniejsze stezenie olejku,
ktore catkowicie hamowato wzrost badanych grzybow
drozdzopodobnych, przyjeto jako MIC.

Wyniki

Uzyskane wyniki badan wrazliwosci grzybow droz-
dzopodobnych na olejek jatowcowy zostaly zamiesz-
czone w tabeli 1, a szczepéw wzorcowych w tabe-
li 2. Najwicksza aktywno$¢ olejek jatowcowy wykazat
na szczepy z gatunkéw Candida guilliermondii i C. uti-
lis. Ich wzrost byt hamowany w stezeniu wynosza-
cym 10,0 mg/ml. Szczepy kolejnych dwdch gatunkow,
C. glabrata i C. lusitaniae, byly wrazliwe na stezenie
wynoszace 15,0 mg/ml. WartoSci MIC dla grzybow
C. kefyr wynosily od 7,5 do > 20,0 mg/ml. Wobec ga-
tunkow C. krusei, C. parapsilosis i C. tropicalis olejek
jatowcowy byl aktywny w stezeniach w zakresie 10,0-
> 20,0 mg/ml. Natomiast szczepy z gatunku C. al-
bicans, ktore stanowily najliczniejsza badana grupe
grzybow i zwykle dominuja w zakazeniach, charakte-
ryzowaly sie Srednig wrazliwoscia. Do zahamowania
wzrostu wymagaly one uzycia stezefn wynoszacych
15,0 mg/ml (39%) oraz 20,0 mg olejku na ml lub wie-
cej (> 20,0 mg/ml). Wyniki przeprowadzonych badan

wskazuja, ze spoSrod wszystkich testowanych szczepow
tylko jeden (3%) okazat si¢ wrazliwy na 7,5 mg olej-
ku jatowcowego/ml. Na kolejne stezenie wynoszace
10,0 mg/ml wrazliwo$¢ wykazato 5 (16%) szczepow.
Olejek jatowcowy w stezeniu wynoszacym 15,0 mg/ml
dziatat wobec 12 (39%) grzybow. Natomiast 13 (42%)
szczepow wymagato do zahamowania wzrostu uzycia
stezen wynoszacych 20,0 mg olejku w 1 ml lub wiece;.
Wielu badaczy potwierdzito aktywnoS$¢ olejku ja-
lowcowego w dziataniu na grzyby drozdzopodobne,
wykorzystujac do badania wrazliwosci technike se-
ryjnych rozcieficzen (14, 17, 36-40) lub metode kraz-
kowo-dyfuzyjna (7, 13, 15, 41-43), uzyskujac 15 cm
strefe zahamowania wzrostu (42). Wartosci MIC
dla testowanych grzybow wynosily 10,0 mg/ml (7),
a 20,0 mg/ml dla szczepu C. albicans (14). W innym
doswiadczeniu olejek jatowcowy okazat sie aktywny
wobec grzybéw z gatunku C. albicans w zakresie 3,4-
9,0 mg/ml (38). Otrzymane przez powyzszych autorow
wyniki sa zbiezne z uzyskanymi przez nas. Niektore
badania wykorzystujace technik¢ MIC (17) lub meto-
de krazkowo-dyfuzyjna (41) wykazaty brak aktywnosci
olejku jatowcowego wobec szczepow C. albicans.

Whioski
1. Najwicksza wrazliwo$¢ na olejek jatowcowy wyka-
zaly szczepy Candida guilliermondii i C. utilis.
2. Szczepy z gatunku C. albicans charakteryzowaly sie
Srednia wrazliwoScia na badany olejek.
3. Najnizsza aktywno$¢ olejek jatowcowy wykazat
wobec gatunku C. humicola.

Tab. 1. Wrazliwos¢ grzybéw drozdzopodobnych na olejek jatowcowy

Grzyby Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
drozdzopodobne szczepow > 20,0 15,0 10,0 7.5 5,0
Candida albicans 14 7 7
Candida glabrata 3 3
Candida guilliermondii 1 1
Candida humicola 1 1
Candida kefyr 2 1 1
Candida krusei 2 1 1
Candida lusitaniae 1 1
Candida parapsilosis 3 1 1 1
Candida tropicalis 3 2 1
Candida utilis 1 1
Grzyby drozdzopodobne ogétem 31 13 12 5 1
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Tab. 2. Wrazliwo$¢ szczepéw wzorcowych grzybéw drozdzopodobnych na olejek jatowcowy

Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)

_Grzyby Liczba
drozdzopodobne szczepow > 20,0 15,0 10,0 75 5,0

Candida albicans 1 1

ATCC 10231

Candida glabrata 1 1

ATCC 66032

Candida guilliermondlii 1 1

ATCC 6260

Candida kefyr 1 1

ATCC 4130

Candida krusei 1 1

ATCC 14249

Candida lusitaniae 1 1

ATCC 34499

Candida parapsilosis 1 1

ATCC 22019

Candida tropicalis 1 1

ATCC 750

Candida utilis 1 1

ATCC 9958
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