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Il Streszczenie

Wprowadzenie i cel pracy. Aspergillus niger jest grzybem
plesniowym odgrywajacym wazna role w rolnictwie i przemy-
$le spozywczym jako czynnik zakazny roslin i zanieczyszczenie
zywnosci. Szczepy A. niger moga uwalnia¢ mykotoksyny za-
grazajace zdrowiu badz stanowi¢ przyczyne powaznej cho-
roby ludzi - aspergilozy. Leczenie infekgcji grzybiczych wiaze
sie ze stosowaniem azoli, jednak coraz czesciej obserwuje
sie lekoopornos¢. Rozwigzaniem przetamania lekoopornosci
moga stac sie olejki eteryczne cytruséw, ktdre wykazuja silne
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. Celem pracy byto ukaza-
nie potgczenia dziatania flukonazolu oraz olejku eterycznego
pomaranczy Citrus aurantium oraz ocena charakteru interakgji
farmakodynamicznej pomiedzy nimi przeciwko Aspergillus
niger w badaniach in vitro.

Materiat i metody. Doswiadczenia prowadzono metoda
hodowli ptytkowych, oceniajac strefy zahamowania wzrostu
Aspergillus niger pod wptywem réznych dawek flukonazolu,
olejku eterycznego pomaranczowego oraz kombinacji zwigz-
kéw. Analiza izobolograficzna pozwolita oceni¢ charakter
interakgcji pomiedzy testowanymi zwigzkami.

Wyniki. Testowane zwigzki hamuja wzrost A. niger w sposéb
zalezny od stezenia. Wartos¢ IC,  flukonazolu wzgledem A. ni-
gerwynosilC, =2,02+0,79 mg/ml, natomiast olejku eterycz-
nego pomarariczowego IC, =3,78 +0,48%. Analiza izobolo-
graficzna wykazata, ze efektem kombinacji olejku eterycznego
pomaranczowego i flukonazolu w statej proporcji dawek 1:1
jest interakcja addytywna z tendencjg do synergizmu w te-
stach hodowlanych dla Aspergillus niger.

Whioski. Olejki eteryczne sa naturalnymi zwigzkami o wielkim
potencjale terapeutycznym, zas analiza izobograficzna moze
przyczyni¢ sie do wprowadzenia substancji naturalnych do
terapii zakazen lekoopornych.
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0 Abstract

Introduction and Objective. Aspergillus niger is a mould that
plays an important role in agriculture and the food industry
as a plant infectious agent and food contaminant. A. niger
strains can release mycotoxins that are harmful to health or
cause the serious human disease — aspergillosis. Treatment of
fungal infections is associated with the use of azoles, but drug
resistance is increasingly observed. The solution to break drug
resistance may be citrus essential oils, which show a strong
antimicrobial effect. The aim of the study was to combine
fluconazole with the essential oil of Citrus aurantium and to
evaluate the nature of the pharmacodynamic interaction
between them in in vitro studies against Aspergillus niger.
Materials and Method. The experiments were carried out
using the plate culture method, assessing the zones of growth
inhibition of Aspergillus niger under the influence of various
doses of fluconazole, orange essential oil, and combinations of
the compounds. Isobolographicanalysis allowed assessment of
the character of interactions between the tested compounds.
Results. The tested compounds inhibited growth of A. niger
in a concentration dependent manner. The IC_ value of
fluconazole against A. niger is IC, = 2.02 £ 0.79 mg / ml and
the IC,  of orange essential oil = 3.78 £ 0.48%. Isobolographic
analysis showed that the combination of orange essential
oil and fluconazole at a fixed 1: 1 dose ratio had an additive
interaction with a tendency to synergism in plate tests for
Aspergillus niger.

Conclusions. Essential oils are natural compounds with
great therapeutic potential, and isobolographic analysis may
contribute to the introduction of natural substances to the
treatment of drug-resistant infections.
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WSTEP

Aspergillus niger jest grzybem plesniowym odgrywajacym
wazna role w rolnictwie i przemysle spozywczym jako czyn-
nik zakazny roélin i zanieczyszczenie zywnosci. Niektdre
szczepy A. niger sg wykorzystywane w biotechnologii do
produkcji enzymodw czy substancji chemicznych, np. kwasu
cytrynowego [1], jak réwniez do wytwarzania zwigzkéw aro-
matycznych, takich jak wanilina [2]. Produkty wytwarzane
przez szczepy Aspergillus niger posiadaja status GRAS (ang.
generally recognised as safe — ogdlnie uznane jako bezpieczne).
Mimo szerokich zastosowan w przemysle niektore szczepy
A. niger moga wytwarza¢ ochratoksyne A — nefrotoksyczng
mykotoksyne, bardzo niebezpieczng dla zdrowia [3], a inne
- wywolywac aspergiloze. Aspergiloze najczesciej wystepuje
u pacjentéw z obnizong odpornoscia (neutropenia), cho¢
ostatnimi czasy obserwuje si¢ ja wérdd pacjentéw z PO-
ChP otrzymujacych kortykosteroidy, osob z niewyréwnang
marskoscig watroby oraz wérdd pacjentéw znajdujacych
sie na oddzialach intensywnej terapii, bedacych w stanie
krytycznym [4, 5].

Zarodniki Aspergillus s jednymi z dominujacych sktad-
nikéw grzybéw znajdowanych podczas pobierania probek
powietrza. Podstawowg droga zakazenia czlowieka jest
wdychanie konidiéw unoszacych si¢ w powietrzu, ktdre
ze wzgledu na maly rozmiar 2-3 pm fatwo docierajg do
pecherzykow ptucnych. Dawniej A. niger byl gléwnie wia-
zany z otomykoza (grzybicza infekcjg kanatu stuchowego)
i zakazeniami skory. Jednak ostatnio donoszono o rosnacej
czestoéci wystepowania inwazyjnych zakazen ptuc wywo-
tanych przez tego grzyba [5, 6].

Zazwyczaj Aspergillus kolonizuje tkanke plucna, powo-
dujac owrzodzenia i martwice, przy czym czesto infekcja
ma przebieg przewlekly. Jednak w niektérych przypadkach
zakazenie prowadzi do ostrej inwazyjnej aspergilozy ptuc.
Inwazyjna aspergiloza ptuc (ang. invasive pulmonary asper-
gillosis — IPA) jest zagrazajacg zyciu infekcja u pacjentéw
z ciezkim uposledzeniem odpornosci, ze znaczng $miertel-
noscig, wynoszacag 25-50% [5-8].

Podstawg terapii infekcji grzybiczych, w tym infekcji
wywolanych Aspergillus, sa azolowe leki przeciwgrzybicze.
Azole hamujg zalezny od cytochromu P-450 enzym, 14-alfa-
-demetylaze sterolu. Enzym ten jest niezbedny do konwersji
lanosterolu do ergosterolu, ktdry jest waznym skladnikiem
blony komdrkowej grzybow. Zakldcenie syntezy ergosterolu
prowadzi do uszkodzenia blony komérkowej poprzez zwiek-
szenie jej przepuszczalnosci, co powoduje $mier¢ komdrek
poprzez ich lize [9]. Lek flukonazol jest stosowany prze-
de wszystkim w zakazeniach grzybiczych blon $luzowych
i skéry, a takze w ogdlnoustrojowych infekcjach wywota-
nych przez grzyby z rodzajéw m.in.: Candida, Blastomyces,
Epidermophyton spp., Microsporum spp., Trichophyton spp.
Flukonazol stosuje si¢ takze w profilaktyce zakazen grzybi-
czych [10, 11].

Coraz czeéciej obserwuje si¢ opornos¢ grzybow Aspergillus
na azole [12]. W zwigzku z nasilaniem si¢ zjawiska lekoopor-
no$ci mikroorganizméw obserwuje si¢ trend poszukiwania
nowych lekéw, réwniez tych pochodzenia naturalnego. Przy
zwalczaniu lekoopornych plesni z rodzaju Aspergillus sku-
teczng alternatywe dla antybiotykéw moga stanowi¢ olejki
eteryczne izolowane z roslin [13, 14].

Olejki eteryczne s3 metabolitami wtdérnymi roslin, w przy-
padku cytruséw pozyskiwane sa z naowocni (skérki) poprzez

mechaniczne wyciskanie, a ich dzialanie przeciwdrobno-
ustrojowe znane jest od dawna. Olejki eteryczne cytrusow
charakteryzuje wiele dziatan farmakologicznych. Olejek
eteryczny C. aurantium ma dzialanie hamujace wzrost licz-
nych mikroorganizméw, m.in.: grzybow Aspergillus [15, 16],
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Listaria monocytogenes czy Salmonella sp.
[17, 18].

Cytrusy sa bogate w witaminy, zwlaszcza witaming C,
zawierajg liczne sktadniki mineralne oraz inne zwigzki
o dzialaniach prozdrowotnych. Zawarto$¢ poszczegolnych
sktadnikéw rézni sie w zaleznoéci od gatunku owocu, ale
takze warunkéw uprawy czy terminu zbioru [19]. Ekstrakty
pozyskiwane z réznych czesci rodliny pomaranczy Citrus
aurantium zawieraja fitoskladniki, takie jak flawonoidy, sapo-
niny, garbniki, alkaloidy glikozydéw nasercowych i sterydy.
Niektore z tych zwigzkéw maja silne wlasciwosci przeciw-
drobnoustrojowe [15, 16]. Gléwnymi producentami owocoéw
cytrusowych sa: Brazylia, kraje azjatyckie takie jak Indie
i Chiny, natomiast w Europie znaczacymi producentami
sa Hiszpania i Portugalia [20]. Do konserwacji owocéw na
czas dalekiego transportu wykorzystuje sie gtéwnie difenyl
(E230), fenylofenyl (E231) czy fenylo-fenolan sodu (E232).
ZwiazKki te s rozpuszczalne w wodzie, a ich roztwory w for-
mie spryskiwan badz moczenia w nich owocéw stuzg zabez-
pieczeniu ich przez rozwojem plesni z rodzaju Penicillium.
Konserwanty tg sa w stanie w bardzo niewielkim stopniu
przenikna¢ przez skérke (naowocnie¢) do wnetrza owocu,
natomiast z samej skorki mozemy je zmy¢ przed konsumpcja.
Roztwory konserwantdw sg stosowane w dawkach nieza-
grazajacych zdrowiu konsumentéw. Znacznie lepsza opcja
zabezpieczenia owocoéw przed psuciem jest ich transport
i przechowywanie w warunkach chlodniczych, ktére moze
trwac¢ do 8 tygodni. Producenci réznego rodzaju ekstrak-
tow czy olejkow eterycznych o standardach farmaceutycz-
nych produkuja je z owocow, ktore nie byly konserwowane
chemicznie. Ma to znaczenie dla zapewnienia wymaganej
czystosci pozyskanych zwigzkow i roztwordw, w tym takze
olejkow eterycznych [15, 16, 21].

CEL PRACY

Celem pracy byla ocena charakteru interakcji farmakody-
namicznej pomiedzy olejekiem eterycznym z pomaranczy
Citrus aurantium a flukonazolem przeciwko Aspergillus niger
w badaniach in vitro.

MATERIAL | METODY

Dos$wiadczenia prowadzono metodg hodowli ptytkowej na
podlozu PDA (ang. potato dextrose agar) (Biocorp) z dodat-
kiem 1% Tween 20 (Sigma-Aldrich). Hodowle Aspergillus
niger prowadzono przez 8 dni w temperaturze 37°C. Flu-
konazol (Sigma-Aldrich) testowano w stezeniach od 0,2 do
3,3 mg/ml, natomiast olejek eteryczny pomaranczowy (lac.
oleum citrus aurantium dulcis, Avicenna Qil) testowano
w stezeniach 1 do 15% poprzez dodanie badanego zwigzku do
pozywki hodowlanej. Kazde z do$§wiadczen przeprowadzono
trzykrotnie. Po 8 dniach wzrostu zmierzono wielko$¢ kolonii
w poréwnaniu z kolonig kontrolg, co pozwolito okresli¢ pro-
cent zahamowania wzrostu grzybéw wywolanego dodatkiem
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flukonazolu lub olejku eterycznego pomaranczowego [22,
23]. Wyniki opracowano statystycznie (analiza wariancji
ANOVA) przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism
8.0. Otrzymane wyniki postuzyty do wyznaczenia krzywej
zaleznosci ,dawka-efekt” dla stezenia badanych substancji
lub ich mieszaniny w pozywce od procentu zahamowania
wzrostu A. niger wedtug metody logarytmiczno-probitowej
[24]. Okreslono wartosci IC,  (mediana stezenia hamujg-
cego) dla substancji testowych, nastepnie przeprowadzono
test rownoleglosci krzywych zaleznosci ,,dawka-efekt” dla
flukonazolu i olejku pomaranczowego. Wplyw mieszaniny
flukonazolu i olejku eterycznego pomaranczowego w stalym
stosunku 1:1 na Aspergillus niger oceniano réwniez metoda
plytkowa. Przeprowadzono analiz¢ izobolograficzng otrzy-
manych wynikéw [16, 25, 26], ktora pozwolila na okreslenie
charakteru interakgji farmakodynamicznej pomiedzy fluko-
nazolem a olejkiem eterycznym pomaranczowym.

WYNIKI

Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen wykazano,
ze flukonazol hamuje wzrost A. niger w sposdb zalezny od
stezenia (ryc. 1). Flukonazol w stezeniu 0,2 mg/ml nie wy-
woluje zadnego efektu, jednak w stezeniu powyzej 0,4 mg/ml
hamuje wzrost pleéni, a przy stezeniu 3,3 mg/ml hamuje
wzrost A. niger o ok. 75%.
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Rycina 1. Wptyw flukonazolu na wzrost Aspergillus niger. Wyniki przedstawiono
jako $rednia + S.E. dla kazdego stezenia (**p<0,01;****p<0,0001 vs. K), K- kontrola
(100% wzrostu A. niger)

Testowany olejek eteryczny pomaranczowy Oleum citrus
aurantium dulcis réwniez wykazuje hamujacy wplyw na
wzrost plesni A. niger zalezny od zastosowanej dawki (ryc. 2).
Stezenie olejku eterycznego pomaranczowego w pozywce
wynoszace maksymalnie 1% nie powoduje zadnego zahamo-
wania wzrostu A. niger. Natomiast stezenie 10-procentowe
i wieksze olejku w pozywce powoduje calkowie zahamowanie
wzrostu Aspergillus niger.

Na podstawie otrzymanych wynikéw przy zastosowa-
niu metody logarytmiczno-probitowej wg Litchfielda i Wil-
coxona [24] narysowano wykres zaleznosci ,dawka-efekt”

S

i -

g 100 i o R

< I 1

3

k)

E’_ 50

0

<

1

o

h 0- I By WS gy - ﬂ -l —

; I 1 I 1 I I 1 1
K 1 256 3 4 5 10 15

Stezenie olejku eterycznego pomaranczowego [%]

Rycina 2. Wptyw olejku eterycznego pomaranczowego na wzrost Aspergillus niger.
Wyniki przedstawiono jako $rednig + S.E. dla kazdego stezenia (****p<0,0001 vs.
K), K - kontrola (100% wzrostu A. niger)

flukonazolu, olejku eterycznego pomaranczowego oraz ich
mieszaniny w stosunku 1:1. Warto$¢ IC,  flukonazolu wzgle-
dem Aspergillus niger wynosi IC_ = 2,02 + 0,79 mg/ml, nato-
miast olejku eterycznego pomaranczowego IC, =3,78 +0,48%
(ryc. 3).
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Rycina 3. Logarytmiczno-probitowa zaleznos¢ stezen flukonazolu, olejku ete-
rycznego pomaranczowego orazich kombinacji nazahamowanie wzrostu kolonii
Aspergillus niger. Stezenia badanych zwigzkow zostaty przeksztatcone nalogarytmy
dziesietne azahamowanie wzrostu kolonii Aspergillus niger przeksztatcono w probit
odpowiedzi. Réwnania liniowych zaleznosci dawka-efekt dla flukonazolu, olejku
eterycznego pomaranczowedgo i ich kombinacji w statej proporcji stezen 1:1,
pokazane sa na rycinie, gdzie: x — logarytm dziesietny stezenia badanych sub-
standji, y - probit odpowiedzi, a R2-wspétczynnik determinacji. Linia przerywana
réwnolegta do osi X na wysokosci 5-go probita odpowiada 50% zahamowaniu
wzrostu kolonii plesni. Na wykresie ujeto réwniez wyliczone warto$ci IC50 + S.E.

Analiza izobolograficzna wykazata, ze efektem kombinacji
olejku eterycznego pomaranczowego i flukonazolu w stalej
proporcji dawek 1:1 jest interakcja addytywna z tendencja
do synergizmu w testach hodowlanych dla Aspergillus niger
(ryc. 4).

DYSKUSJA

Analiza izobolograficzna jest metoda statystyczna, pozwala-
jaca precyzyjnie oceni¢ farmakodynamiczne interakcje po-
miedzy stosowanymi lekami czy substancjami chemicznymi.
Gléwnie wykorzystywana jest w badaniach na zwierzetach,
cho¢ coraz czesciej obserwuje sie jej zastosowania w bada-
niach in vitro prowadzonych na komoérkach nowotworowych
[27, 28] czy w badaniach mikrobiologicznych [16, 29-31].
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Rycina 4. Izobologram przedstawiajacy interakcje addytywng z tendencja do
synergizmu dla kombinacji flukonazolu z olejkiem eterycznym pomararnczowym
wzgledem Aspergillus niger. Mediany stezerr hamujacych wzrost Aspergillus niger
(IC50) dlaflukonazoluiolejku eterycznego pomarariczowego zostaty umieszczone
na osiach X i Y. Odcinki umieszczone bezposrednio na osiach X i Y przedstawia-
ja btedy standardowe (S.E.) dla wartosci IC,; badanych substancji aktywnych
podawanych osobno. Linia o poczatku w punkcie (0,0) uktadu wspotrzednych
odzwierciedla stalg proporcje badanych substancji (1:1) podawanych w miesza-
ninie. Dolne i gérneizobole addytywnosci przedstawiaja krzywe taczace wartosci
IC,, dla flukonazolu i olejku eterycznego pomarariczowego podawanych osobno.
Punkty A'i A” przedstawiaja teoretycznie wyliczone wartosci IC, add dla dolnych
i gornych izoboli addytywnosci. Punkt M reprezentuje eksperymentalna wartos¢
IC,, mix dla catkowitej dawki mieszaniny wyrazonej jako proporcja flukonazolu
i olejku eterycznego pomaranczowego, ktéra wywotata 50% efekt zahamowania
wzrostu grzyba Aspergillus niger. Na wykresie warto$ci btedéw standardowych (S.E.)
sq przedstawione jako poziomy i pionowy stupek btedu dla kazdej wartosci IC,

Flukonazol jest wykorzystywany w niektorych badaniach
eksperymentalnych jako standardowy lek o dziataniu prze-
ciwgrzybiczym wzgledem m.in.: Aspergillus niger, Aspergil-
lus flavus, Alternaria alternata [32]. Flukonazol w stezeniu
32 pg/ml powodowal zahamowanie wzrostu Aspergillus niger
052,9% [33]. Inne badanie wykazalo, ze minimalne stezenie
flukonazolu hamujace wzorst Aspergillus niger wynosito co
najmniej 3,12 pg/ml [34] albo co najmniej 2,04 pmol/ml
(35]. Badania wtasne wykazaly, ze dawka IC, flukonazolu
(IC,,=2,02£0,79 mg/ml), ktéra moze by¢ poréwnywana
z minimalnym stezeniem hamujacym wzrost mikroorga-
nizméw w 50%, jest nieco wyzsza niz w prezentowanych
badaniach, co moze wynika¢ z réznic metodycznych, m.in.
z uzycia plytek mikrotitracyjnych [30, 36, 37] czy skrocenia
czasu hodowli do 5-7 déb [37]. Jednakze wyniki wiasne sg
poréwnywalne z dawka flukonazolu IC, = 1,87 + 0,88 mg/ml
otrzymang wzgledem Asperfillus fumigatus [16].

Zwiazki pochodzenia rodlinnego, zawarte w ziolach, sg
stosowane przez czlowieka w celach leczniczych od wiekéw.
Roslinne zwigzki bioaktywne sg metabolitami wtérnymi
ro$lin, ktore odpowiadajg w roélinie za obrone badz przy-
stosowanie do wplywéw srodowiska. Zwiazki te nalezg do
réznych grup chemicznych zwigzkow, wéréd ktérych naj-
czgstsze moga obejmowac fenole, terpenoidy czy alkaloidy.
Wrykorzystanie zidt i roslin jako lekarstw i nutraceutykow
jest obecnie waznym nurtem badan [38]. Ponadto wiadomo,
ze wspéltczesna medycyna (a zatem i opracowywanie lekdw)
cze$ciowo opiera si¢ na roélinnych metabolitach wtornych,
w ktorych pierwotny zwigzek chemiczny zostal zmodyfiko-
wany w celu zwigkszenia jego skutecznosci [39, 40].

Poszukiwanie nowych lekdw jest wynikiem wyczerpywa-
nia sie aktualnych mozliwoéci leczenia m.in. infekcji bakte-
ryjnych i grzybiczych, zwlaszcza w przypadku wystgpienia
wielolekoopornosci szczepdw [12]. Opornosé¢ na antybiotyki
wynika z naduzywania lekéw o dzialaniu przeciwdrobno-
ustrojowym. Wiele lekéw syntetycznych zawodzi, ponadto

zdarza sie, ze wykazuja one dziatanie toksyczne, rakotworcze
lub sg potencjalnym zagrozeniem dla srodowiska. Olejki ete-
ryczne zyskuja coraz wieksza popularnos¢, poniewaz liczne
leki syntetyczne powoduja nieprzyjemne skutki uboczne,
takie jak nefrotoksycznos¢ czy ototoksyczno$¢. Przy zwal-
czaniu lekoopornych drobnoustrojéow skuteczna alternaty-
wa moga stac si¢ olejki eteryczne. Wiele olejkéw eterycz-
nych i ekstraktow pochodzenia roslinnego wykazuje silne
wlasciwoéci przeciwdrobnoustrojowe. Ze wzgledu na coraz
wieksza popularno$¢ naturalnych produktéw leczniczych,
a takze zapotrzebowanie rynku na takie produkty bardzo
wazne wydaja sie dokladne badania wlasciwosci rodlin i ich
metabolitow wtdrnych, w tym olejkéw eterycznych [38, 41].
Wykazano, ze olejki eteryczne hamujg wzrost lekoopornych
szczepow drobnoustrojéow, wywolujacych choroby, ktére
sa nawet trudne do leczenia konwencjonalnymi antybioty-
kami. Mechanizm dzialania przeciwgrzybicznego olejkow
eterycznych polega na ustanawianiu potencjatu blonowego
na $cianie komorkowej i zaktdcaniu tworzenia si¢ ATP, pro-
wadzac do uszkodzenia §ciany komérkowej. Olejki eteryczne
moga réwniez uszkadzac¢ btone mitochondrialng, zaklécajac
system transportu elektronow [42].

Olejki eteryczne cytrusow znajduja si¢ pomiedzy skorka
abialg czesécig skorki cytrusow, znang jako albedo, zawierajg
roznorodne skladniki bioaktywne, takie jak p-limonen,
linalol, cytral, a-pinen, 3-pinen i kamfen [43]. Aktywnosci
przeciwgrzybicze i przeciwbakteryjne cytrusowego olej-
ku przypisuje sie obecnosci tych zwigzkéw bioaktywnych.
Doniesiono, ze olejki eteryczne pomaranczy, mandarynki
i grejpfruta wykazujg dziatanie przeciwgrzybicze przeciwko
Aspergillusi Penicillium spp. [44]. Dzialanie przeciwgrzybicze
olejkéw eterycznych wynika z ich zdolnosci przenikania
przez blony komérkowe mikroorganizméw, co powoduje
wyciek jonéw i zaburzenie struktury komoérkowej. Olejki
eteryczne wykazuja réwniez potencjal antyoksydacyjny ze
wzgledu na ich zdolnos$¢ do neutralizowania wolnych rod-
nikéw [45].

Olejek eteryczny z Citrus sinensis, ekstrahowany n-heksa-
nem w dawce 200 pl/ml, hamowal wzrost Aspergillus niger
w 45%, natomiast olejek ekstrahowany etanolem juz w dawce
100 ul/ml pozywki hamowat catkowicie wzrost A. niger [45].
W innym badaniu okre$lono, ze dawka 3,0 ug/ml olejku
eterycznego pomaranczowego z Citrus sinensis hamuje cal-
kowicie rozwoj grzyba Aspergillus niger po 7-dniowej inku-
bacji na podtozu PDA z dodatkiem 0,5% Tween 80. Wzrost
i biomasa Aspergillus niger byty zmniejszone w odpowiedzi
na stezenia olejku eterycznego pomaranczowego w zakresie
0,1 do 3,0 ug/ml. Dawka w 50% skuteczna zostala okreslona
na 0,7 ug/ml olejku eterycznego pomaranczowego wzgledem
Aspergillus niger [46]. Inni badacze okreélili dawke 16 mg/ml
olejku eterycznego pomaranczowego jako hamujaca wzrost
Aspergillus flavus [47], za$ inne badania wykazaly, ze olejek
z pomaranczy gorzkiej (C. aurantium) lub stodkiej (C. sinen-
sis) hamuje wzrost A. flavus w 60% przy 5% stezeniu olejku
w pozywce [22]. Olejek eteryczny z Citrus aurantium wykazu-
je aktywnos¢ wzgledem Aspergillus fumigatus, hamujac jego
wzrost catkowicie przy 10-procentowym dodatku olejku do
podloza [16], co odpowiada wynikom otrzymanym w pre-
zentowanej pracy w odniesieniu do Aspergillus niger. Dawka
powodujgca dziatanie hamujace wzrost A. niger, jakie wykazat
olejek eteryczny z gorzkiej pomaranczy C. aurantium, zostata
okreslona na 1,25 mg/ml [48], co potwierdzily réwniez wyniki
badan innych autoréw [17]. Réznice moga wynikac z réznic
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gatunkowych pomiedzy grzybami uzytymi w badaniach
a grzybami wskazanymi przez innych autoréw oraz z rdz-
nic w sktadzie badanych olejkéw eterycznych wynikajacych
z réznych metod ekstrakcji czy sezonu uprawy cytrusow.

Istotng kwestig obecnego doswiadczenia jest ocena in-
terakcji pomiedzy flukonazolem a olejkiem eterycznym
pomaranczowym wzgledem Aspergillus niger, ktéra wy-
kazata interakcje addytywna z tendencja do synergizmu.
Interakcj¢ addytywna polaczenia tych zwigzkéw wykazano
wzgledem Aspergillus fumiagatus [16] oraz Cladosporium
cladosporioides [29]. Polaczenie olejku eterycznego Citrus
aurantium z flukonazolem oraz amfoterycyng B dawato
interakcje synergistyczng w hamowaniu infekcji Candida al-
bicans [49]. Laczenie olejkéw eterycznych ze znanymi lekami
przeciwgrzybiczymi moze okazac si¢ obiecujagcym trendem
badan przede wszystkim w przypadku mikroorganizméw
lekoopornych.

PODSUMOWANIE

Poszukiwane sg nowe metody leczenia choréb — zwlaszcza
bakteryjnych, grzybiczych czy pasozytniczych. W zwiaz-
ku z narastajgcym problemem lekoopornosci poszukuje
sie nowych rozwigzan terapeutycznych. Olejki eteryczne
charakteryzuja sie licznymi wiasciwos$ciami biologicznymi
i farmakologicznymi, dlatego moga stac si¢ alternatywa
dla lekéw syntetycznych. Z uwagi na szeroki zakres aktyw-
noéci biologicznej i farmakologicznej moga w niedalekiej
przyszlosci stac sie dobrg alternatywa dla powszechnie sto-
sowanych syntetycznych lekéw. Dodatkowo zastosowanie
analizy izobolograficznej moze przyczynic si¢ do wprowa-
dzenia substancji naturalnych o pozagdanych aktywnos$ciach
do farmakoterapii wielu infekcji i schorzen. Istotng zaletg
olejkéw naturalnych jest brak ich toksycznosci oraz brak
efektéw ubocznych ich stosowania, co odréznia je od lekdéw
konwencjonalnych.

Obiecujace wyniki przeprowadzonych badan in vitro za-
checaja i uzasadniaja koniecznos¢ przeprowadzenia dalszych
badan i analiz, ktére moga przyczynic si¢ do rozwoju no-
wych metod terapeutycznych zakazen grzybiczych z uzyciem
znanych lekow przeciwgrzybiczych, ktérych dziatanie uzu-
pelnione zostatoby substancjami aktywnymi pochodzenia
naturalnego.
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