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SUMMARY

Introduction. The evergreen cypress (Cupressus sempervirens L.) belongs to the cypress family (Cupressaceae). It is considered
a medicinal plant, and extracts from leaves, fruits and seeds are used in many ailments. The essential oil obtained from young twigs
and cones of evergreen cypress contains, among others: o-pinene, &-carene, limonene, o-terpinene, B-myrcene, cedrol, B-pinene,
8-caryophyllene and B-caryophyllene, has antimicrobial activity and is recommended for external use.

Aim. Testing the activity of cypress oil against microaerophilic bacteria occurring in the oral cavity.

Material and methods. The microaerophilic bacteria for the study were isolated from the oral cavity They belonged to the species:
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Campylobacter sputorum, Eikenella corrodens and Rothia dentocariosa. The date obtained
5 reference strains to. The susceptibility (MIC) was determined by means plate dilution technique in Brucella agar. The concentrations
of cypress oil (Avicenna-oil, Wroctaw) were: 5.0, 7.5, 10.0, 15.0 and 20.0 mg/ml. The inoculums containing 10° microorganisms in
1 ml were seeded with Steers replicator. Incubation performed in microaerophilic conditions in anaerobic jar with CAMPY Pak,
BBL and standards strains in anaerobic atmosphere in anaerobic jars, in 37°C for 48 hours. The MIC was interpreted as the lowest
concentration of cypress oil that completely inhibited the growth of tested microaerophilic bacteria.

Results. The results indicated that the cypress oil was the most active in concentrations < 5.0-7.5 mg/ml against 42% tested bacteria.
Another concentrations in ranges 10.0-15.0 mg/ml was inhibited growth 26% strains. But 32% strains were susceptible on concentration
20.0 mg/ml and more. Tested cypress oil was the most active against strains from genus Rothia dentocariosa (MIC < 5.0-7.5 mg/ml).
The genus Aggregatibacter actinomycetemcomitans was the lowest sensitive. The growth of this strains was inhibited in concentra-
tions in ranges 5.0-2 2.0 mg/ml.

Cypress oil was the most active at concentrations < 5.0-7.5 mg/ml against 47% of the assessed microaerophilic bacteria. Con-
centrations in the range of 10.0-15.0 mg/ml inhibited the growth of 26% of microorganisms. In contrast, 32% of the strains were
sensitive to concentrations of 20.0 mg/ml and more. The tested cypress oil showed the highest activity against strains of the Rothia
dentocariosa species (MIC < 5.0-7.5 mg/ml). Aggregatibacter actinomycetemcomitans was characterized by the lowest sensitivity.
The growth of these bacteria was inhibited by concentrations of 5.0-> 20.0 mg/ml.

Conclusions. Cypress oil was characterized by moderate activity against the tested bacteria growing in microaerophilic conditions,
and the strains of the Rothia dentocariosa species showed the highest sensitivity to this oil.
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STRESZCZENIE

Wstep. Cyprys wiecznie zielony (Cupressus sempervirens L.) nalezy do rodziny cyprysowatych (Cupressaceae). Uwazany jest za rosline
leczniczq, a wyciggi z lisci, owocow i nasion stosowane sq w wielu dolegliwosciach. Olejek eteryczny otrzymywany z miodych gatqzek
i szyszek cyprysu wiecznie zielonego zawiera m.in.: a-pinen, 8°-karen, limonen, a-terpinen, B-myrcen, cedrol, B-pinen, 3-kariofilen
i B-kariofilen, wykazuje dziatanie przeciwdrobnoustrojowe i zalecany jest do stosowania zewnetrznego.

Cel pracy. Ocena aktywnosci olejku cyprysowego wobec bakterii mikroaerofilnych wystepujgcych w jamie ustnej.
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Materiat i metody. Bakterie mikroaerofilne do badan zostaly wyizolowane z jamy ustnej. Nalezaly one do gatunkow: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Campylobacter sputorum, Eikenella corrodens i Rothia dentocariosa. Oznaczono tez wrazliwosé na olejek
5 szczepow wzorcowych bakterii tlenowych. Doswiadczenie przeprowadzono metodq seryjnych rozciericzei w agarze Brucella (MIC).
Badane stezenia olejku cyprysowego (Avicenna oil, Wroctaw) wynosily: 5,0; 7,5; 10,0; 15,01 20,0 mg/ml. Zawiesine bakterii o gestosci
10° drobnoustrojow w 1 ml nanoszono na powierzchnie agaru aparatem Steersa. Inkubacje bakterii mikroaerofilnych prowadzono
w anaerostatach, zawierajgcych CAMPY Pak, BBL, a szczepow wzorcowych w warunkach beztlenowych w temp. 37°C przez 48 godzin.
Za najmniejsze stezenie hamujgce (MIC) uznano takie, ktore catkowicie hamowato wzrost testowanych bakterii mikroaerofilnych.
Wyniki. Olejek cyprysowy byl najbardziej aktywny w stezeniach < 5,0-7,5 mg/ml wobec 47% ocenianych bakterii mikroaerofilnych.
Stezenia w zakresie 10,0-15,0 mg/ml hamowaly wzrost 26% drobnoustrojow. Natomiast 32% szczepow byto wrazliwych na stezenia
wynoszqce 20,0 mg/ml i wiecej. Badany olejek cyprysowy wykazat najwiekszq aktywnos¢é wobec szczepow z gatunku Rothia dentoca-
riosa (MIC < 5,0-7,5 mg/ml). Najnizszq wrazliwosciq charakteryzowat si¢ gatunek Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Wzrost
tych bakterii byt hamowany przez stezenia wynoszqce 5,0-> 20,0 mg/ml.

Whrioski. Olejek cyprysowy charakteryzowat sie Sredniq aktywnoscig wobec badanych bakterii rosngcych w warunkach mikroaero-

filnych, a najwickszq wrazliwos¢ na ten olejek wykazaly szczepy z gatunku Rothia dentocariosa.

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

Wstep

Rodzaj Cyprys (Cupressus) nalezacy do rodziny cy-
prysowatych (Cupressaceae) obejmuje 17-19 gatunkéw
wystepujacych w Ameryce Srodkowej, w Azji od po-
tudniowo-zachodnich Chin poprzez rejon Himalajow
po poludniowo-zachodnia Azje i pétnocna Afryke.
Cyprys wiecznie zielony (Cupressus sempervirens L.)
pochodzacy z Azji Potudniowo-Zachodniej jest po-
pularnie sadzony jako gatunek ozdobny w catym
obszarze §rédziemnomorskim.

Cyprysy sa wiecznie zielonymi drzewami, osiagaja
wysoko$¢ do 30 m. LiScie maja tuskowate, gesto usta-
wione i SciSle przylegajace do pedu; zapach zywiczny
po roztarciu. Cyprysy sa jednopienne z kwiatami roz-
dzielnopiciowymi i wiatropylnymi. Kwiaty meskie sa
jajowate, do 6 mm dtugosci, z6tte, potem brazowieja,
wystepuja na szczytach pedéw. Zenskie sa mniejsze,
eliptyczne, zielone do purpurowych i rosna z boku
gatezi, wytwarzajg owalne szyszki (poczatkowo szaro-
zielone, brazowiejace, do 4 cm dlugosci i do 2,5 cm
szerokoSci) sktadajace si¢ z 8-14 tarczowatych tusek,
silnie drewniejacych, dojrzewajacych w drugim roku.

C. sempervirens wykazuje wtasciwoSci lecznicze
(uspokajajace, rozkurczowe, przeciwzapalne, prze-
ciwgoraczkowe, hemostatyczne, przeciwreumatyczne,
mukolityczne, przeciwobrzekowe, przeciwkrwotocz-
ne i przeciwdrobnoustrojowe), a rézne jego czesci
po wysuszeniu stosowano w licznych dolegliwosciach:
liScie w bolach zZotadka, a takze w cukrzycy; owoce
w stanach zapalnych jamy ustnej i krtani, bolu zebéw
oraz jako Srodek antykoncepcyjny i Sciagajacy; nasiona
do leczenia ran, wrzoddw, siniakéw, owrzodzen, wy-
kwitow skornych i rozy. Olejek eteryczny otrzymywany
z pedow i szyszek jest stosowany zewnetrznie w bo-
lach gtowy, przeziebieniu, kaszlu i zapaleniu oskrzeli,
a takze jako sktadnik preparatéw kosmetycznych,
w perfumerii i produkcji mydta (1-29).

Olejek eteryczny uzyskiwany jest z mtodych gala-
zek 1 szyszek cyprysu wiecznie zielonego (Cupressus
sempervirens L.) metoda destylacji z para wodna (wy-
dajnos¢ ok. 0,2%), posiada przyjemny, aromatyczny,
leSny zapach, jest przezroczysty o jasnozottej barwie.

W olejku eterycznym zidentyfikowano: a-pinen,
&3-karen, limonen, a-terpinen, B-myrcen, cedrol,
B-pinen, o-kariofilen, B-kariofilen, sabinen, octan bor-
nylu, p-cymen, borneol, kamfilen, a-humulen, kam-
fore, karwakrol i inne (1-3, 9, 11, 20, 22, 23, 28, 29).

Olejek odznacza sie silnym dzialaniem stymuluja-
cym uktad odpornoSciowy cztowieka, wzmacniajacym
krazenie i regulujacym przeptyw krwi w uktadzie
Zylnym. Wsréd wskazan leczniczych wymienia sig:
ostabienie organizmu, kaszel towarzyszacy przezie-
bieniom, choroby reumatyczne, guzki krwawnicze
odbytu, choroby zylakowe koficzyn dolnych i stany
skurczowe (30).

Przeprowadzone przez r6znych autoréw badania
wykazaly, ze olejek cyprysowy dziata na niektdre
bakterie beztlenowe, tlenowe i grzyby (3, 10, 12,
19, 30-33). Wykonane wcze$niej badania wlasne
potwierdzity wplyw olejku na drobnoustroje beztle-
nowe, wyizolowane ze zmian zapalnych w obrebie
jamy ustnej (27). Brak natomiast danych o oddzia-
lywaniu olejku cyprysowego na bakterie mikroaero-
filne, tj. wymagajace do wzrostu powietrza o nizszej
zawartoSci tlenu niz znajdujacy si¢ w atmosferze.
Naturalnym siedliskiem ich wystepowania moga
by¢ btony §luzowe jamy ustnej i przewodu pokar-
mowego, ktorych typowym przedstawicielem moze
by¢ izolowana z btony Sluzowej zotadka i prowa-
dzaca do wrzodow zotadka i dwunastnicy palecz-
ka Helicobacter pylori. W zwiazku z powyzszym
postanowiono oceni¢ wptyw olejku cyprysowego
na drobnoustroje mikroaerofilne wywotujace stany
zapalne jamy ustnej pacjentow.
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Cel pracy

Celem podjetych badan byta ocena aktywnosci olejku
cyprysowego wobec bakterii mikroaerofilnych wystepu-
jacych w stanach zapalnych btony Sluzowej jamy ustne;.

Material i metody

Wykorzystane w doswiadczeniach bakterie mikro-
aerofilne zostaly wyodrebnione z jamy ustnej. Nalezaty
one do gatunkéw: Aggregatibacter actinomycetemco-
mitans (10 szczepéw), Campylobacter sputorum (3),
Eikenella corrodens (4) oraz Rothia dentocariosa (2).
Do badan wlaczono tez nastepujace szczepy wzorco-
we bakterii beztlenowych hodowane w podobnych
warunkach, tj. w anaerostatach: Porphyromonas asac-
charolytica ATCC 38128, Porphyromonas levii ATCC
29147, Prevotella loescheii ATCC 15930, Tannerella
forsythia ATCC 58840 i Bifidobacterium breve ATCC
15700. Badanie wrazliwoSci (MIC) wymienionych
drobnoustrojéw na olejek cyprysowy (Avicenna-oil,
Wroctaw) przeprowadzono metoda seryjnych rozcien-
czefn w agarze Brucella z dodatkiem 5% krwi baraniej,
menadionu i heminy. Olejek najpierw rozpuszczono
w dwumetylosulfotlenku (DMSO, Serva), a nastgpnie
w jatowej wodzie destylowanej, uzyskujac stezenia:
5,0; 7,5; 10,0; 15,0 i 20,0 mg/ml. Zawiesine, ktdra
zawierata 10° drobnoustrojéw w 1 ml, przenoszono
aparatem Steersa na powierzchni¢ agaru z dodat-
kiem odpowiedniego stezenia olejku lub bez niego
(kontrola wzrostu badanych szczep6éw). Inkubacje
posiewow prowadzono w anaerostatach, zawierajacych
CAMPY Pak, BBL oraz w warunkach beztlenowych
(dla szczepéw wzorcowych) w temp. 37°C przez 48 go-
dzin. Za najmniejsze stezenie hamujace (MIC) olejku
uznano takie, ktére catkowicie uniemozliwiato wzrost
testowanych bakterii.

Wyniki i oméwienie

Uzyskane wyniki badafn wrazliwosci bakterii mi-
kroaerofilnych na olejek cyprysowy przedstawiono
w tabeli 1, a szczepdéw wzorcowych (beztlenowych)
w tabeli 2. Wyniki wskazuja, ze olejek cyprysowy
w stezeniach od > 5,0 do 7,5 mg/ml byt aktywny wo-
bec 42% ocenianych drobnoustrojéw. Kolejne ste-
zenia w zakresie 10,0-15,0 mg/ml hamowaty wzrost
36% szczepow. Natomiast 32% szczepdw byto wraz-
liwych na stezenia wynoszace 20,0 mg/ml i wyzsze.
Olejek cyprysowy wykazat najwicksza aktywno$¢ wo-
bec szczepow z gatunku Rothia dentocariosa (MIC
w zakresie < 5,0-7,5 mg/ml). Natomiast najmniejsza
wrazliwoScia charakteryzowaly sie szczepy z gatun-
ku Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Wzrost
tych bakterii byl hamowany przez stezenia olejku

wynoszace od 5,0 do > 20,0 mg/ml. Wczes$niejsze nasze
badania dotyczace bakterii beztlenowych wykazaly, ze
ich wrazliwos$¢ jest zblizona do obecnie testowanych
szczepdw. Beztlenowce okazaly sie wrazliwe w za-
kresie stezen < 2,5-> 20,0 mg/ml (27). Liczni autorzy
badali wptyw olejku cyprysowego na bakterie rosnace
w warunkach tlenowych oraz na rézne gatunki grzy-
bow. Doswiadczenia dotyczace bakterii tlenowych,
przeprowadzone przez Taghreed i wsp. (3), wykazaly,
ze wartoSci MBC dla Gram-dodatnich bakterii wy-
nosity od 3,031 do 0,0073 pwg/ml. Wsréd testowanych
ziarniakow: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis 1 Streptococcus pyogenes, najwi¢ksza
wrazliwos$¢ wykazaly szczepy Staphylococcus epider-
midis (MIC od 0,391 do 0,073 wg/ml). Natomiast
Gram-ujemne pateczki, nalezace do gatunkéw:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vul-
garis, Pseudomonas aeruginosa i Shigella boydi, cha-
rakteryzowaly si¢ nizsza wrazliwoScia, a wartosci MBC
wynosity od 2,828 do 0,052 ug/ml (3). Kolejni auto-
rzy (12), wykorzystujac metode krazkowo-dyfuzyjna,

Tab. 1. Wrazliwo$¢ bakterii mikroaerofilnych na olejek
Cyprysowy

Najmniejsze stezenie
Bakterie Liczba hamujace MIC (mg/ml)
mikroaerofilne | szczepéw
>20,0|15,0 (10,0 (7,5 < 5,0

Aggregatibacter
actinomycetem 10 3 2 2 2 1
comitans
Campylobacter
Sputorum 3 2 1
Eikenella corrodens 4 1 1 2
Rothia dentocariosa 2 1 1
Bakterie
mikroaerofilne 19 6 2 3 4 4
tacznie

Tab. 2. Wrazliwos¢ 5 szczepéw wzorcowych bakterii bez-
tlenowych na olejek cyprysowy

Najmniejsze stezenie

Bakterie Liczba hamujace MIC (mg/ml)

beztlenowe szczepow

20,0 | 15,0 10,0 7,5 | < 5,0

Bifidobacterium
breve 1 1
ATCC 15700

Porphyromonas
asaccharolytica 1 1
ATCC 38128

Porphyromonas levii
ATCC 29147

Prevotella loescheii
ATCC 15930

Tannerella forsythia
ATCC 58840
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uzyskali strefy zahamowan wzrostu drobnoustro-
jow przy stezeniu olejku wynoszacym 0,1 mg/ml dla
szczepOw Staphylococcus aureus 1 Candida albicans.
Natomiast badane przez tych autoréw pateczki
Escherichia coli i maczugowce (Corynebacterium spp.)
wymagaly uzycia stezen > 0,1 mg/ml (12). Hammer
i wsp. (32) metoda rozcieficzen w agarze oceniali
aktywnos¢ 52 olejkéw oraz ekstraktéw wobec na-
stepujacych drobnoustrojow: Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marce-
scens, Salmonella enterica subsp. enterica serotyp typhi-
murium, Acinetobacter baumannii, Aeromonas veronii
biovar sobria i Candida albicans. Autorzy wykazali
wrazliwoS$¢ szczepu Enterococcus faecalis na stezenie
1,0 mg/ml olejku. Natomiast wszystkie wyzej wymie-
nione Gram-ujemne pateczki wymagaty do zahamo-
wania wzrostu uzycia stezefi wynoszacych > 2,0 mg/
ml (31). Plant i wsp. (10) metoda krazkowo-dyfuzyj-
na wykazali aktywno$¢ olejku cyprysowego wobec
szczepOw z gatunkow Staphylococcus aureus i Serratia
marcescens oraz brak dzialania na szczepy Micrococcus
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