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SUMMARY

Thyme (Thymus vulgaris L.), a member of the family Lami-
aceae, is widely used in the folk medicine. Thyme and essential
oil possess antitussive, expectorant, antispasmatic, sedative,
appetite stimulant, carminative, anthelminthic, diuretic and
antimicrobial properties. The major components of essential oil
are: thymol (18-80%) and carvacrol (1-20%). The thyme oil
contain a variety of volatile molecules, such as: o- and B-pinene,
o- and v-terpinene, p-cymene, myrcene, limonene, 1,8-cineole,
B-caryophyllene, A-kadinene, B-bourbonene, linalool, linalool
acetate, borneol, bornyl acetate and o-terpineol. Further more
the oil from thyme contained tannins, acids (e.g. caffeic acid)
and flavonoids. The antimicrobial efficacy of thyme oil and its
compounds has been known for several years, and many studies
have demonstrated activity against bacteria, viruses, fungi, and
protozoa. The aim of this work was to investigate the antimicrobial
activity of thyme oil, against microaerophilic bacteria isolated
from infections of oral cavity. A total 44 strains of bacteria
isolated from patients and 3 reference strains were tested. The
antimicrobial activities was evaluated against following genus of
bacteria: Aggregatibacter actinomycetemcomitans (17 strains),
Campylobacter sputorum (7), Eikenella corrodens (13), Wo-
linella gracilis (4), Rothia dentocariosa (3) and reference strains
from genus: Bacteroides fragilis ATCC 25285, Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586 i Propionibacterium acnes ATCC
11827.The susceptibility of bacteria was determined by means
of plate dilution technique in Brucella agar supplemented with

5% sheep blood. The inoculum of 10° CFU/spot was applied
to agar plates with Steers replicator. Incubation was performed
in anaerobic jars (microaerophilic conditions and anaerobic
conditions for references strains) at 37°C for 48 hrs. The MIC
was defined as the lowest concentrations of essential oil that
inhibited growth of tested bacteria. The data showed that the
most susceptible to the thyme oil was Gram-positive rods from
genus Rothia dentocariosa (MIC in ranges <62-500 ug/ml)
and Gram-negative rods from genus Aggregatibacter actinomycet-
emcomitans (MIC <62-500 ug/ml for 88% strains). The strains of
Wolinella gracilis and Campylobacter sputorum were less sensitive
to the essential oil. The 57% rods from genus Campylobacter
sputorum were inhibited by <62-250 ug/ml. But 75% strains from
genus Wolinella gracilis were sensitive to concentrations from
250 to 500 ug/ml. The Gram-negative rods from genus Eikenella
corrodens were the lowest sensitive to thyme oil. The growth of
39% of strains were inhibited by concentrations <62-250 ug/mil,
but the growth 61% of strains was inhibited in concentrations
1000-24000 pg/ml. The Gram-positive microaerophilic bacteria
were more sensitive to thyme oil than Gram-negative.
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Tymianek pospolity, zwany tez wtasciwym (Thy-
mus vulgaris L.) z rodziny wargowych (Lamiaceae)
pochodzi z krajéw Srodziemnomorskich. Tymianek w
j. angielskim zwany jest thyme, common thyme i garden
thyme; w j. francuskim — thym vulgaire; w j. niemieckim
— Garten Thymian i Echter Thymian; w j. wtoskim —
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timo maggiore; w . hiszpanskim — tomillo; w j. szwedz-
kim — kryoldtimjan, a w j. arabskim — zaatar i zaitra.

Tymianek jest ro§ling wieloletnia, osiagajacg wyso-
ko$¢ 20-30 cm. Wytwarza lancetowate krétkoogonko-
we liScie i drobne rézowoliliowe kwiatki usytuowane w
katach liSci. Ro§lina wydziela przyjemny, aromatyczny
zapach. Ma korzenny, gorzkawy smak. Z Egiptu do
Europy tymianek zostal przywieziony w XI w. przez
mnichow benedyktyniskich. Tymianek pospolity ro-
$nie na leSnych polanach i miedzach, w miejscach
dobrze nastonecznionych i suchych. W Polsce jest tez
uprawiany. Mozna go réwniez hodowaé w warunkach
doniczkowych. Ziele tymianku wykazuje szereg wia-
Sciwosci terapeutycznych (1). W lecznictwie czesto
jest wykorzystywane jako Srodek wykrztusny (1-4).
Stwierdzono, ze pobudza wydzielanie §luzu i ruch rze-
sek nabtonka gdérnych drég oddechowych. Przyczynia
sie¢ do rozrzedzania zalegajacej wydzieliny i utatwia
jej odkrztuszanie. Ponadto tagodzi napady kaszlu.
Ma tez dziatanie spazmolityczne. Obecne w tymianku
pospolitym zwiazki gorzkie pobudzaja wydzielanie
soku zotadkowego, przyspieszaja trawienie i utatwiaja
przyswajanie pokarmow. Ponadto tymianek wykazuje
tez dziatanie wiatropedne, zbtciopedne, przeciwro-
bacze, uspokajajace i diuretyczne (1, 5). Badania
wykazaly tez korzystne dziatanie olejku tymiankowego
na gojenie ran po oparzeniach (6). Ziele tymianku
jest czesto wykorzystywane jako przyprawa do migs,
zup, sosow 1 satatek warzywnych. Jest sktadnikiem
réznych mieszanek ziotowych przyprawowych, w tym
,,Zi0t prowansalskich” (1).

Preparaty zawierajace zaréwno wyciagi z ziela ty-
mianku, jak i olejek tymiankowy, znalazly zastoso-
wanie w profilaktyce i terapii zakazefi jamy ustne;.
Przykladem sa preparaty, tj. Dentosept, Dentosept
A, Salviasept, Mucosit i Thymsal spray. Olejek ty-
miankowy jest dodawany do preparatow stosowanych
w codziennej higienie jamy ustnej, w tym do ptynéw
do ptukan i past do szczotkowania zgbow. Jest tez
wykorzystywany do produkcji kosmetykéw.

Najwazniejszym sktadnikiem ziela tymianku jest
olejek eteryczny, ktérego zawarto$¢ wynosi od 0,5
do 2,5%. Gtownymi jego skladnikami sa: tymol
(18-80%) oraz karwakrol (1-20%) (1,7-10). Olejek
zawiera tez szereg innych zwiazkow, w tym m.in. o-
i B-pinen, o- i y-terpinen, p-cymen, myrcen, limonen,
1,8-cyneol, B-kariofylen, A-kadinen, -burbonen, lina-
lol, octan linalolu, borneol, octan borneolu i o-terpineol
(1, 7-12). Wsrod sktadnikéw ziela sa takze obecne garb-
niki, kwasy (kawowy, chlorogenowy, ferulowy, ursolowy)
oraz flawonoidy (pochodne kemferolu, luteoliny i api-
geniny) (13). W licznych dos§wiadczeniach wykazano, ze
wyciagi z ziela tymianku, olejek tymiankowy i niektore

jego skladniki dziataja przeciwdrobnoustrojowo (1, 5, §,
9, 11-27). W badaniach przeprowadzonych przez Sar-
toratto i wsp. (11) Gram-dodatnie ziarniaki z gatunku
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium i
Micrococcus luteus byly wrazliwe na olejek tymiankowy
w zakresie 150->2000 ng/ml, a Gram-ujemne pateczki
z gatunku Salmonella choleresuis na stezenie 60 pg/ml.
Skrinjar i wsp. (22) wykazali wrazliwos¢ innych Gram-
ujemnych pateczek, w tym Enterobacter cloacae (MIC =
600 wg/ml), Pseudomonas fluorescens i P. putida (2000
ug/ml) i Listeria monocytogenes (200 ug/ml).

W doswiadczeniach Di Pasqua i wsp. (16) ole-
jek tymiankowy byl aktywny wobec Gram-dodat-
nich bakterii, w tym Staphylococcus aureus i Listeria
monocytogenes w zakresie stezen 1000-1700 wg/ml,
a szczepow Lactobacillus plantarum, L. delbrueckii
i Lactococcus garvieae w ste¢zeniach wynoszacych
>10000 wg/ml. W tych badaniach Gram-ujemne
pateczki z gatunku Escherichia coli, Salmonella
typhimurium oraz z rodzaju Pseudomonas byly wraz-
liwe w zakresie stezef od 300 do 1500 wg/ml. Podob-
ne stezenia olejku tymiankowego (200-1400 wg/ml)
hamowaly wzrost szczepow z rodzajéw Lactobacillus,
Bacillus, Bifidobacterium i Clostridium w doSwiad-
czeniach, ktére przeprowadzili Ferrini i wsp. (28).
W kolejnych badaniach (27) szczepy gronkowcow i
enterokokow byly wrazliwe w zakresie stezen wyno-
szacych 120-2000 wg/ml, a szczepy paleczek z rodza-
jow: Acinetobacter, Escherichia, Klebsiella, Citrobacter,
Serratia, Pseudomonas i Salmonella na stezenia wyno-
szace od 500 do 24000 wg/ml. Podobna wrazliwoscia
na olejek tymiankowy charakteryzowaly si¢ bakterie
beztlenowe (MIC w zakresie 60-2000 wg/ml) (26).
Z przedstawionych danych wynika, ze wigkszoS¢ prze-
prowadzonych badan dotyczy wrazliwosci na olejek
tymiankowy bakterii tlenowych, a tylko sporadycznie
bakterii beztlenowych. Brakuje danych nt. aktywnoSci
tego olejku wobec bakterii mikroaerofilnych.

Cel pracy

Celem pracy byla ocena wrazliwosci na olejek ty-
miankowy bakterii mikroaerofilnych, ktére czesto
uczestnicza w zakazeniach w obrebie jamy ustne;j.

Materiatl i metody badan

Bakterie mikroaerofilne wykorzystane do badan
zostaly wyhodowane z materialéw pobranych z kie-
szonek patologicznych i z zakazefn btony §luzowej
jamy ustnej. Ocenie wrazliwoSci na olejek tymian-
kowy poddano 44 szczepy z gatunku: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (17 szczepéw), Campylobacter
sputorum (7), Eikenella corrodens (13), Wolinella
gracilis (4), Rothia dentocariosa (3) oraz 3 szczepy
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wzorcowe z gatunkow Bacteroides fragilis ATCC 25285,
Fusobacterium nucleatum ATCC 12585 i Propionibac-
terium acnes ATCC 11827. Badanie wrazliwosci (MIC)
na olejek tymiankowy (firmy Semifarm) wymienionych
bakterii przeprowadzono metoda seryjnych rozcief-
czefn w agarze Brucella z dodatkiem 5% krwi baranie;.
Olejek tymiankowy (100 mg) rozcienczono w 1 ml
DMSO (Serva). Dalsze rozcieficzenia byly wykony-
wane w jalowej wodzie destylowanej w celu uzyskania
nastepujacych stezen: 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125
i 62 ug/ml. Zawiesing zawierajaca 10° CFU/krople
nanoszono na powierzchnie agaru aparatem Steersa.
Podtoza nie zawierajace olejku byly traktowane jako
kontrola wzrostu szczepdéw badanych bakterii. In-
kubacje podtozy zawierajacych olejek i kontrolnych
prowadzono w warunkach mikroaerofilnych, w ana-
erostatach zawierajacych CampyPak (BBL) a szcze-
p6w wzorcowych w warunkach beztlenowych, w temp.
37°C przez 48 godz. Za MIC uznano takie najmniejsze
stezenie olejku tymiankowego, ktére catkowicie ha-
mowalo wzrost ocenianych bakterii.
Wyniki i ich omowienie

Uzyskane wyniki badafn wrazliwoSci na olejek ty-
miankowy szczepow bakterii mikroaerofilnych wy-
izolowanych z zakazen zostaly zebrane w tabeli 1,
a szczepOw wzorcowych w tabeli 2. Najwicksza ak-
tywno$¢ olejek tymiankowy wykazal wobec Gram-
dodatnich pateczek z gatunku Rothia dentocariosa.
Wszystkie szczepy byly wrazliwe w zakresie stezen
62-500 ug/ml. Wysoka wrazliwoS¢ wykazaly tez szczepy
Gram-ujemnych pateczek z gatunku Aggregatibacter

actinomycetemcomitans. Na niskie stezenia olejku
(MIC w zakresie < 62-500 ug/ml) byto wrazliwych 88%
testowanych szczepdw. Wzrost pozostatych szczepow
tego gatunku hamowalo stezenie olejku wynoszace
1000 wg/ml. Kolejne pateczki nalezace do gatunku
Wolinella gracilis byly nieznacznie mniej wrazliwe na
olejek tymiankowy.

W niskich stezeniach w zakresie 250-500 wg/ml ole-
jek hamowatl wzrost 75% badanych szczepow. Jeszcze
nizsza wrazliwoScia charakteryzowaly si¢ Gram-ujemne
pateczki z gatunku Campylobacter sputorum. Wzrost
57% szczepOw byt hamowany w stezeniach wynoszacych
<62-250 ng/ml. Jednak pozostate szczepy tego gatunku
wymagaly do zahamowania wzrostu uzycia wyzszych
stezen olejku w zakresie 2000-4000 wg/ml. Najnizsza
wrazliwo$¢ wykazaly pateczki z gatunku Eikenella cor-
rodens. Niskie stezenia (MIC <62-250 ug/ml) hamowaty
wzrost 39% szczepow. Natomiast wigkszo$¢ bada-
nych szczepow tego gatunku (61%) bylo wrazliwych
w zakresie stezeni wynoszacych od 1000 do 4000 wg/ml
1 wyzszych.

Warto zaznaczy¢, ze oceniane w tych badaniach
Gram-ujemne pateczki okazaly si¢ mniej wrazliwe
(MIC <£62-24000 pg/ml) niz Gram-dodatnie pateczki
(MIC <£62-500 pwg/ml). We wcze$niejszych badaniach
dotyczacych wrazliwosci bakterii beztlenowych na
olejek tymiankowy, takze Gram-dodatnie bakterie
byly nieznacznie bardziej wrazliwe w poréwnaniu z
Gram-ujemnymi bakteriami (50% i 48% szczepow)
(26). Natomiast oceniane bakterie tlenowe wykazaty
znaczna roznice we wrazliwoSci na olejek, ktory w
zakresie niskich stezen (£120-500 wg/ml) hamowat

Tabela 1. Wrazliwos¢ na olejek tymiankowy bakterii mikroaerofilnych.

Bakterie mikroaerofilne Liczba Najmniejsze stezenie hamujace (MIC) w ug/ml

SzCzepOW | > 4000 | 2000 1000 500 250 125 <62

Qggr’;g%a;&?gﬁrcomitans 7 2 4 5 1 5

Campylobacter sputorum 7 2 1 1 1 2

Eikenella corrodens 13 2 3 3 1 1 3

Wolinella gracilis 4 1 1 2

Rothia dentocariosa 3 1 1 1

Bakterie mikroaerofilne tacznie 44 5 4 5 6 10 3 11

Tabela 2. Wrazliwos¢ na olejek tymiankowy szczepéw wzorcowych bakterii.
Bakterie mikroaerofilne Liczba Najmniejsze stezenie hamujace (MIC) w ug/ml
$zCzepow | > 4000 | 2000 | 1000 500 250 125 <62

Bacteroides fragilis ATCC 25285 1

Fusobacterium nucleatum ATCC 25585 1 1

Propionibacterium acnes ATCC 11827 1 1
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wzrost 75% Gram-dodatnich bakterii, a jedynie
21% szczepdéw Gram-ujemnych pateczek (27). Inni
badacze rowniez potwierdzaja wicksza wrazliwo$¢
testowanych Gram-dodatnich bakterii w poréwnaniu
z Gram-ujemnymi (5, 12, 14, 22, 23). Nalezy tez pod-
kredli¢, ze tymol, gtéwny sktadnik olejku, wykazuje
aktywno§$¢ porownywalna do fenolu, ale r6zni sie od
niego znacznie nizsza toksycznoscia (29-31). W bada-
niach in vitro stwierdzono tez, zZe tymol w stezeniach
od 4 do 10 razy nizszych od chlorheksydyny hamuje
powstawanie biofilmu tworzonego przez bakterie
jamy ustnej (32).

Whioski

1. Olejek tymiankowy charakteryzowat si¢ znaczna
aktywnoScia wobec testowanych bakterii mikro-
aerofilnych.

2. Najwieksza wrazliwos$¢ na dzialanie olejku wyka-
zaly Gram-dodatnie pateczki z gatunku Rothia
dentocariosa.

3. Olejek tymiankowy okazat si¢ najmniej aktywny
wobec szczepow Gram-ujemnych paleczek z ga-
tunku Eikenella corrodens.

4. Gram-dodatnie bakterie mikroaerofilne wykazaty
wyzsza wrazliwo$¢ na testowany olejek niz Gram--
-ujemne pateczki.
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