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SUMMARY

Introduction. Silver fir (Abies alba Mill.) grows in mountainous areas all over Europe. The tree reaches a height of 40 to 60 m.
Essential oils obtained from the needles, cones and fir wood by steam distillation differing in composition. The oil obtained from
the needles mainly contains L-a-pinene, L-limonene, santene, L-bornyl acetate and laurel aldehyde. In the oil obtained from cones
L-limonene, L-o-pinene, borneol and L-bornyl acetate dominated. Fir oil has antioxidant, disinfecting and antiseptic properties.
Aim. The aim of the research was to determine the activity of fir oil against yeast-like fungi.

Material and methods. 61 strains of yeast-like fungi isolated from the oral cavity and 9 reference strains were used for the study.
Susceptibility of yeast-like fungi to fir oil was determined by serial dilution in Sabouraud agar. The inoculum containing 10° CFU/
drop was transferred with a Steers replicator to agar plates. The concentrations of the tested oil (Semifarm, Gdarisk) were 20.0,
15.0, 10.0, 7.5, 5.0 and 2.5 mg/ml. The oil-free agar was used to control the growth of the strains. Incubation was carried out in
aerobic conditions at 37°C for 24-48 hours. The lowest concentration of oil that completely inhibited the growth of yeast-like fungi
was assumed as the MIC.

Results. The results of the research carried out indicate that fir oil showed moderate activity against fungi tested. Concentrations in the
range < 5.0-7.5 mg/ml inhibited the growth of 10 (16.3%) strains. However, 7.5-15.0 mg/ml of the oil was active against 48 (78.7%)
strains. Only 3 (5%) strains were sensitive to 20.0 mg/ml oil or more. The C. utilis strains turned out to be the most sensitive
(MIC = 2.5 mg/ml). Higher concentrations (< 2.5-10.0 mg/ml) inhibited the growth of C. glabrata and C. parapsilosis. C. krusei
and C. kefyr strains were sensitive to 5.0-15.0 mg/ml of oil, C. guilliermondii to 7.5-10.0 mg/ml, C. lusitaniae to 7.5-> 20.0 mg/ml
and C. humicola to 15.0 mg/ml. The oil was less active against C. tropicalis (MIC < 2.5-> 20.0 mg/ml).

Conclusions. Fir oil showed the greatest activity against strains of yeast-like fungi of the C. utilis species. C. glabrata strains were
characterized by moderate susceptibility. The oil showed moderate activity against C. albicans, which is often involved in infections.
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STRESZCZENIE

Wistep. Jodia pospolita Abies alba Mill. rosnie na terenach gorzystych catej Europy. Drzewo osigga wysokos¢ od 40 do 60 m. Z igiel,
szyszek i drewna jodly otrzymuje sie metodq destylacji z parqg wodnq olejki eteryczne roznigce sie sktadem. Olejek uzyskany z igiet
zawiera glownie L-a-pinen, L-limonen, santen, octan L-bornylu i aldehyd laurowy. Natomiast w olejku otrzymywanym z szyszek
dominujq L-limonen, L-o-pinen, borneol i octan L-bornylu. Olejek jodtowy ma wtasciwosci przeciwutleniajqce, dezynfekcyjne
i antyseptyczne.

Cel pracy. Celem badar bylo oznaczenie aktywnosci olejku jodtowego wobec grzybow drozdzopodobnych.

Materiat i metody. Do badarn wykorzystano 61 szczepow grzybow drozdzopodobnych wyizolowanych z jamy ustnej oraz 9 szczepow
wzorcowych. Wrazliwosé grzybow drozdzopodobnych na olejek jodiowy oznaczono metodg seryjnych rozciericzeh w agarze Sabourauda.
Inokulum zawierajgce 10° CFUJkrople przenoszono replikatorem Steersa na plytki z agarem. Stezenia badanego olejku (Semifarm,
Gdarisk) wynosity 20,0, 15,0, 10,0, 7,5, 5,0 i 2,5 mg/ml. Agar niezawierajqcy olejku stanowil kontrole wzrostu szczepow. Inkubacje
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prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze 37°C przez 24-48 godzin. Za MIC przyjeto takie najmniejsze stezenie olejku,

ktore catkowicie hamowato wzrost grzybow drozdzopodobnych.

Wyniki. Wyniki przeprowadzonych badan wskazujq, ze olejek jodtowy wykazat umiarkowang aktywnosé wobec grzybow. Stezenia
w zakresie < 5,0-7,5 mg/ml hamowaly wzrost 10 (16,3%) szczepow. Natomiast 7,5-15,0 mg/ml olejku dziatato wobec 48 (78,7%)
szczepow. Tilko 3 (5%) szczepy byly wrazliwe na 20,0 mg/ml olejku lub wiecej. Szczepy z gatunku C. utilis okazaly sie najbardziej
wrazliwe (MIC = 2,5 mg/ml). Wyzsze stezenia (< 2,5-10,0 mg/ml) hamowaly wzrost C. glabrata i C. parapsilosis. Szczepy gatunkow
C. krusei i C. kefyr byly wrazliwe na 5,0-15,0 mg/ml olejku, C. guilliermondii na 7,5-10,0 mg/ml, C. lusitaniae na 7,5-> 20,0 mg/ml,
a C. humicola na 15,0 mg/ml. Olejek byt mniej aktywny wobec gatunku C. tropicalis (MIC < 2,5-> 20,0 mg/ml). )

Whioski. Olejek jodtowy wykazat najwiekszq aktywnosé wobec szczepow grzybéw drozdzopodobnych z gatunku C. utilis. Srednig
wrazliwosciq charakteryzowaly sie szczepy C. glabrata. Olejek wykazal umiarkowang aktywnosé wobec grzybow z gatunku C. albi-

cans, ktory czesto uczestniczy w zakazeniach.

Stowa kluczowe: olejek jodtowy, aktywnos¢, grzyby drozdzopodobne, Candida, zastosowanie

Wstep

Rodzaj Abies z rodziny Pinaceae obejmuje okoto
50 gatunkow, ktore sa spotykane w umiarkowanych
i borealnych regionach Ameryki Pétnocne;j i Srodkowe;,
Europy, Azji i Afryki Pétnocnej, 8 z nich jest endemicz-
nych dla regionu §rédziemnomorskiego (1). Jodta po-
spolita (4bies alba Mill.) jest szeroko rozpowszechniona
w Europie Srodkowej, a takze w regionach gérskich,
takich jak Pireneje, Karpaty, Batkany, Alpy i Apeniny
na stosunkowo duzych wysokoSciach (2). Gatunek
ten jest dlugowiecznym drzewem o ksztalcie stozka
i wysokosci do 60 m, a §rednica pnia moze wynosi¢
1-2 m. Preferuje glebe préchnicowa, dobrze napo-
wietrzona i zacienione stanowiska. Nie jest odporny
na dlugotrwala susze, upaly, niskie temperatury oraz
zanieczyszczone Srodowisko. Kora jest gltadka, sre-
brzystoszara, drewno ma barwe szara albo zielonkawa,
awydzielana zywica posiada charakterystyczny aromat.
Igly jodly sa dtugosci 15-30 mm zebrane w dwustronne
grzebienie, ciemnozielone, na gorze blyszczace, od
spodu z dwoma podtuznymi biatymi paskami nalotu
woskowego. RoSlina wytwarza szyszki barwy zielonej,
pionowo osadzone na gornych galazkach o dtugosci
10-14 cm, dojrzewajac zmieniaja barwe na brazowa,
a po dojrzeniu rozsypuja sie. Luski nasienne na brze-
gach sg zaokraglone, a okrywowe waskie i dluzsze od
nasiennych. Zéltawe nasiona sa tréjkatnojajowate, opa-
trzone skrzydetkiem o purpurowo-zéttym zabarwieniu.
Drewno jodly wykorzystywane jest w budownictwie
i przemysle celulozowo-papierniczym. Pasozytem jodty
pospolitej sa mszyce wytwarzajace spadz, ktora pszczo-
ly przetwarzaja na miody spadziowe. Wyniki badan
wskazuja, ze chorwacki midd ze spadzi jodtowej ma
potencjat terapeutyczny ze wzgledu na silna aktywno$¢
biologiczna: antyproliferacyjna, przeciwdrobnoustrojo-
wa i przeciwutleniajaca (3).

Wigkszos$¢ badan sktadnikéw jodly pospolitej doty-
czyla olejkéw eterycznych i sktadnikow lotnych, otrzy-
mywanych z czesci jodet (igiel, gatazek, szyszek oraz

drewna) réznymi technikami, najczesciej destylacji
z parg wodna, ale tez maceracji, ekstrakcji rozpusz-
czalnikami organicznymi, w stanie nadkrytycznym czy
ekstrakcji do fazy statej (4-13). Zawarto$¢ zwigzkow
lotnych jest zréznicowana i zalezy od réznych czyn-
nikéw, sposobu otrzymywania olejku/frakcji, pocho-
dzenia geograficznego gatunku oraz okresu pozyski-
wania surowca i innych. Olejek uzyskiwany z igiet
jest bezbarwny, czasem jasnozotty o specyficznym
orzezwiajacym zapachu. Natomiast olejek otrzymy-
wany z szyszek jodlowych ma podobne zabarwienie
i zapach przypominajacy owoce cytrusowe, zwiazany
z wysoka zawarto$cig limonenu.

Handlowy olejek jodtowy uzyskiwany z igiet i galazek
jodly pospolitej analizowano za pomoca GC-MS, gtow-
nymi sktadnikami olejku byly: octan bornylu (30,31%),
kamfen (19,81%), 3-karen (13,85%), tricyklen (12,90%),
D-, L-limonen (7,50%), a-pinen (2,87%), kariofi-
len (2,18%), B-felandren (2,13%), borneol (1,74%),
bicyklo[2,2,1]hept-2-en, 2,3-dimetyl (1,64%)
i a-terpinen (1,24%). Olejek ten wykazywat aktyw-
no$¢ antyoksydacyjng (ABTS i DPPH) i slaba prze-
ciwbakteryjna, spos$rod przebadanych bakterii najsilniej
przeciwko Staphylococcus aureus (2).

Olejek eteryczny z nasion oraz z szyszek Abies alba
zawierat gtéwnie weglowodory monoterpenowe, na-
tomiast w hydrolacie z nasion wystepowaly utlenione
pochodne seskwiterpenow. Obydwa olejki eteryczne
wykazywaly whasciwoS$ci zmiatania rodnikéw DPPH
i niska aktywno$¢ przeciwbakteryjna wobec bada-
nych szczepéw bakterii, a takze niska cytotoksyczno$é
w stosunku do fibroblastow i linii komoérek rakowych
MCF-7 i MBA-231 (14).

SpoSréd przebadanych 15 olejkéw eterycz-
nych (handlowe prébki) na aktywnoS$¢ przeciwbak-
teryjna przeciwko bakteriom z rodzaju Clostridium,
stosujac metode dyfuzji na krazkach agarowych i mi-
krorozcieficzenn w bulionie, olejek eteryczny z Abies
alba wykazal najwyzsza aktywnoS¢ przeciwko C. inte-
stinale i C. ramosum (7).
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Oceniano tez skuteczno§¢ rozpylania mieszaning
olejkéw z Citrus limon i Abies alba w redukcji zanieczysz-
czenia mikrobiologicznego na dwoch oddziatach szpitala
z 1227 16zkami w Austrii. Zawarto$¢ bakterii i grzybow
w powietrzu mierzono w salach chorych przed rozpyla-
niem i po rozpylaniu mieszaniny olejkéw; zaobserwowa-
no zmniejszenie zanieczyszczenia zaréwno bakteriami,
jak i grzybami. W ciggu pierwszych 2 godzin Srednie
stezenie bakterii i grzybow unoszacych si¢ w powietrzu
zmniejszylo si¢ odpowiednio o okoto 40% i 30-60% (9).

Ekstrakty z poszczegolnych czesdci drzew iglastych
ciesza si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem ze wzgle-
du na ich zwiazki bioaktywne i wlasciwosci przydatne
w wielu dziedzinach, takich jak: nutraceutyka, kosme-
tyka, farmakologia, konserwacja zywnosci i stymulacja
wzrostu roSlin (15).

Badania dotyczyly réwniez wyciagow i frakcji polife-
nolowych otrzymywanych z réznych czeSci Abies alba,
potwierdzajac ich potencjalng skutecznos$¢ w chorobie
zwyrodnieniowej stawow, tuszczycy, a takze aktywno$¢é
kardioprotekcyjna, antyproliferacyjna i antykarcyno-
genna.

Olejek jodtowy jest sktadnikiem masci i mazidet
rozgrzewajacych i przeciwb6lowych stosowanych
do nacierafi w reumatyzmie i artretyzmie. Ze wzgle-
du na wilaSciwosci antyoksydacyjne, antyseptyczne
i dezynfekcyjne (5, 10, 15) stosowany jest do inha-
lacji w infekcjach gardta, grypie, anginie i zapaleniu
oskrzeli. Zaréwno olejek jodtowy, jak i otrzymywane
ze Swiezych pedow wyciagi sa sktadnikami preparatéw
kosmetycznych. DoSwiadczalnie wykazano, ze olejek
posiada dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, a zwlasz-
cza przeciwbakteryjne (1, 3, 5-7, 9, 17-19). Brakuje
danych dotyczacych wptywu tego olejku na grzyby
drozdzopodobne.

Cel pracy

Badania mialy na celu ocen¢ aktywnosci olejku
jodlowego wobec grzybéw drozdzopodobnych.

Materiat i metody

Grzyby drozdzopodobne zostaty wyhodowane z ma-
teriatow otrzymanych od pacjentow ze stwierdzong
kandydoza w obrebie jamy ustnej. Pobrane wymazy
byly posiewane na podtoze Sabourauda. Inkubacje
prowadzono w warunkach tlenowych przez 24-48
godzin w temperaturze 37°C. Identyfikacje szczepow
grzybéw prowadzono na podstawie ich cech morfolo-
gicznych i fizjologicznych, uwzgledniajac morfologie
komorek, wzrost na podtozu CHROMagar (Bio Rad),
cechy biochemiczne (oznaczone testem API AUX,
bioMérieux), zdolno$¢ do formowania chlamydospo-
réw i test filamentacji.

Oceniono wrazliwos¢ 61 szczepdw zakwalifikowa-
nych do gatunkéw: Candida albicans (28 szczepdw),
Candida glabrata (6), Candida guilliermondii (2),
Candida humicola (1), Candida kefyr (3), Candida
krusei (5), Candida lusitaniae (3), Candida parapsi-
losis (5), Candida tropicalis (7) i Candida utilis (1).
Ponadto okreslono aktywnos¢ olejku jodtowego wobec
9 szczepdéw wzorcowych grzybéw drozdzopodobnych,
w tym: C. albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC
66032, C. guilliermondii ATCC 6260, C. kefyr ATCC
4130, C. krusei ATCC 14243, C. lusitaniae ATCC 34499,
C. parapsilosis ATCC 22019, C. tropicalis ATCC 750
oraz C. utilis ATCC 9958. Badania przeprowadzono
metoda seryjnych rozcieficzeh w agarze Sabourauda.
Najpierw olejek jodtowy (Semifarm, Gdansk) zostat
rozcieficzony w DMSO, a potem w jalowej wodzie
destylowanej, w celu uzyskania rozcieficzenh wynosza-
cych: 20,0, 15,0, 10,0, 7,5, 5,0 i 2,5 mg/ml. Na podioze
Sabourauda, zawierajace odpowiednie stezenie olejku,
nanoszono aparatem Steersa hodowle zawierajaca
10° CFU/krople. Podltoze bez dodatku olejku stano-
wilo kontrole wzrostu szczepéw. Inkubacje posiewOw
prowadzono w warunkach tlenowych, w temperaturze
37°C przez 24-48 godzin. Najmniejsze rozcieficzenie
olejku jodlowego, ktére catkowicie hamowato wzrost
badanych grzybéw drozdzopodobnych, uznano za MIC.

Wyniki badan i dyskusja

W tabeli 1 zebrano wyniki badan wrazliwosci na ole-
jek jodtowy szczepoéw grzybow drozdzopodobnych
wyhodowanych od pacjentéw, a w tabeli 2 szczepow
wzorcowych. W§rdd testowanych grzybow drozdzo-
podobnych z rodzaju Candida najwigcksza wrazli-
woSs¢ wykazat gatunek C. utilis (MIC = 2,5 mg/ml).
Natomiast olejek dziatat aktywnie wobec szczepow
C. glabrata w zakresie 2,5-10,0 mg/ml. Szczepy C. pa-
rapsilosis okazaly si¢c wrazliwe na stezenia wynoszace
2,5-15,0 mg/ml. Wzrost dwdch kolejnych gatunkéw,
tj. C. krusei i C. kefyr, byt hamowany w zakresie od
5,0 do 15,0 mg/ml. Natomiast szczepy C. guilliermondii
okazaly sie wrazliwe na stezenia olejku jodlowego
wynoszace 7,5-10,0 mg/ml.

Wsréd ocenianych grzybéw drozdzopodobnych naj-
liczniejsza grupe stanowit gatunek C. albicans. Tylko
2 szczepy tego gatunku byly wrazliwe na 2,5 15,0 mg/ml
olejku jodlowego. Kolejne stezenia hamowaly wzrost
12 (42,8%) szczepdw, 3 (10,7%) oraz 10 (35,7%). Tylko
1 szczep z gatunku C. albicans wymagat do zahamowa-
nia wzrostu uzycia stezenia > 20,0 mg/ml.

Podsumowujac wyniki badan, nalezy zaznaczy¢, ze
olejek jodtowy wykazat umiarkowana aktywno$¢ wo-
bec testowanych grzybow drozdzopodobnych. Nizsze
stezenia w zakresie < 2,5-5,0 mg/ml hamowaly wzrost
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Tab. 1. Aktywnos¢ olejku jodlowego wobec grzybéw drozdzopodobnych

Najmniejsze stezenie hamujace (MIC mg/ml)

_Grzyby Liczba
drozdzopodobne szczepoéw > 20,0 15,0 10,0 75 5,0 <25
Candida albicans 28 1 10 3 12 1 1
Candida glabrata 6 1 3 1 1
Candida guilliermondlii 2 1 1 1
Candida humicola 1 1
Candida kefyr 3 1 1 1
Candida krusei 5 1 1 2 1
Candida lusitaniae 3 1 1 1
Candida parapsilosis 5 1 1 1 1 1
Candida tropicalis 7 1 3 2 1
Candida utilis 1 1
Grzyby drozdzopodobne tacznie 61 3 17 8 23 5 5
Tab. 2. Aktywnos¢ olejku jodlowego wobec szczepéw wzorcowych grzybéw drozdzopodobnych
Liczba Najmniejsze stezenie hamujace (MIC mg/ml)
Grzyby drozdzopodobne szcZenéw
P > 20,0 15,0 10,0 7.5 5,0 2,5
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 14243
Candida lusitaniae 1 1
ATCC 34499
Candida parapsilosis 1 1
ATCC 22019

Candida tropicalis
ATCC 750

Candida utilis
ATCC 9958

16,3% szczepow, a kolejne wynoszace 7,5-15,0 mg/ml —
48 (78,7%) szczepdéw ocenianych grzyboéw. Tylko
3 (5%) szczepy wymagaly do zahamowania ich wzrostu
uzycia stezefi > 20,0 mg/ml olejku.

Wyniki doSwiadczen innych autoréow wskazuja
na przeciwdrobnoustrojowa aktywnos¢ olejku jo-
dlowego. Kacaniova i wsp. (7) zbadali wplyw olejku

na kilka gatunkoéw laseczek z rodzaju Clostridium,
wykorzystujac metode seryjnych rozcieficzef oraz
krazkowo-dyfuzyjna. Autorzy wykazali aktywnos¢
olejku jodtowego wobec szczepéw C. rhamnosus
i C. intestinalis (7). Metoda MIC wykorzystana przez
Thilemanna i wsp. (18) ujawnila dziatanie olejku
wobec szczepoéw gronkowcodw Staphylococcus aureus
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i pateczek Escherichia coli. Badania kolejnych au-
torow (1) wykazaty aktywno$¢ olejku jodtowego
w stosunku do bakterii Bacillus megaterium DSM
32, Bacillus cereus FMC 19, Bacillus brevis FMC 3,
Staphylococcus aureus COWAN 1, Klebsiella pneumo-
niae FMC 5, Enterobacter aerogenes CCM 2531 oraz
brak dzialania w przypadku grzybéw Saccharomyces
cerevisiae FMC 16 i Candida albicans TMC 17. Janssen
iwsp. (16) stosujac metode krazkowo-dyfuzyjna, uzy-
skali strefy zahamowania wzrostu przez olejek jo-
dlowy szczepow, tj. Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus oraz Candida albicans, ktore
wynosity od 10,3 do 18,3 mm, oraz brak dziatania wo-
bec paleczek Pseudomonas aeruginosa. Wykorzystujac
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gronkowce Staphylococcus aureus. Podobnie, metoda
krazkowo-dyfuzyjna aktywno$¢ przeciwbakteryjna
udowodnili Yang i wsp. (2) oraz Fit i wsp. (6).
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