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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF CLOVE OIL
(OLEUM CARYOPHYLLI)

SUMMARY

Cloves (Eugenia caryophylata Thunb, syn. Syzygium aromati-
cum (L.)Merr. Et Perry) are the aromatic dried flower buds of
a tree in the family Myrtaceae. Clove oil can be obtained from
the flower buds. The essential oil is widely used and well known
for its medicinal properties. Several constituents of clove oil has
been identified, mainly eugenol and lesser amounts of other
compounds such as acetyleugenol, isoeugenol, o- and B-cary-
ophyllene, o- and B-pinene, limonene, benzyl acid and alcohol
and cinnamaldehyde. Several studies have demonstrated potent
antibacterial, antifungal, antiviral and insecticidal effect of es-
sential oil of clove. A total 36 strains of yeastlike fungi isolated
from patients with oral candidosis and 6 standards strains were
tested. The susceptibility (MIC) yeastlike fungi to clove oil was
determined by means plate dilution technique in Saboraud’s agar.
The inoculum contained 10° CFU per spot were seeded with Stars
replicator upon the surface of agar containing oil and without
clove oil agar plates (the strains growth control). The cultures
were incubated in aerobic conditions at 37°C for 24 hrs. The
MIC was defined as the lowest concentrations of oil that com-
pletely inhibited growth of tested strains. The results indicated,
that the most susceptible to clove oil were strains from the genus
of Candida utilis (MIC = 0.25 mg/ml). The clove oil exhibited
strong antifungal activity against the strains from the genus of
C. albicans, C. glabrata, C. guilliermondii and C. tropicalis too.
The growth of these strains were inhibited within the range from
0.25 to 0.5 mg/ml. Furthermore high level of activity was observed
against the strains from the genus of C. krusei, C. lusitaniae and
C. parapsilosis (MIC = 0.5 mg/ml). The strains C. kefyr were the
lowest sensitive. The growth of these strains were inhibited within
the range from 0.5 to 1.0 mg/ml.
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Wprowadzenie

Gozdziki zostaly opisane przez Chinczykéw juz
w 400 roku p.n.e. Grecy dostarczali je jako przyprawe

do Aleksandrii jeszcze przed powstaniem Rzymskiego
Imperium. Gozdzikowiec wonny, zwany tez gozdzi-
kowcem aromatycznym (Eugenia caryophyllata Thunb,
syn. Syzygium aromaticum (L.) Merr. et Perry) jest
wiecznie zielonym drzewem z rodziny mirtowatych
(Myrtaceae). Nazwa gozdzik pochodzi od stow eu-
genia (j. facinski) i caryophyllatus (j. grecki), ktore
nawiazywaly do orzechopodobnego wygladu pakow
kwiatowych. Natomiast wyraz clove (od tacinskiego
stowa clavus) oznacza gw6zdz. Drzewo roSnie w kra-
jach strefy podzwrotnikowej, tj. Filipiny, Indonezja,
Tanzania, na Molukkach, Zanzibarze, Seszelach oraz
w Indiach Zachodnich i na Sri Lance. Osiaga wysoko$¢
do 15 m i owocuje dopiero po ok. 10 latach. Wytwarza
paki, ktore w stanie §wiezym sg koloru r6zowego, a po
wysuszeniu maja barwe rdzawobrazowa. Do celow
leczniczych wykorzystuje sie¢ wysuszone paki kwiato-
we (Flos Caryophylli), popularnie zwane gozdzikami.
Z nich metoda destylacji, otrzymywany jest olejek
gozdzikowy (Oleum Caryophylli).

Zawartos¢ olejku eterycznego w gozdzikach wynosi
od 19 do 25%. Dominujacym skladnikiem olejku jest
eugenol (do 95%), ktory jest bezbarwnym lub jasno-
z6ttym rzadkim ptynem o mocnym aromatycznym
zapachu gozdzikéw. Ponadto olejek zawiera pochodne
fenolu, tj. acetoeugenol i izoeugenol, seskwiterpeny
(a- 1 B-kariofylen), terpeny (a- i B-pinen, limonen),
kwas oraz alkohol benzoesowy i aldehyd cynamonowy
(1-6). Poza olejkiem eterycznym sa tez obecne garb-
niki, kwas oleanolowy i zwiazki §luzowe.

Gozdziki maja dzialanie przeciwbiegunkowe, pobu-
dzaja trawienie i zapobiegaja zakazeniom przewodu
pokarmowego. Olejek gozdzikowy stosowany jest
w terapii gornych drog oddechowych, w reumaty-
zmie i nerwobdlach, przeziebieniach, nudnoSciach,
wymiotach i zaburzeniach trawienia. W stomatologii
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znalazl zastosowanie zaréwno olejek gozdzikowy, jak
i otrzymywany z niego eugenol, ktére wykazujg dzia-
fanie antyseptyczne i przeciwbdlowe. Sa uzywane do
odkazania kanatéw korzeniowych i ubytkéw prochni-
cowych zebow. Olejek gozdzikowy dodawany jest do
past przeznaczonych do szczotkowania zebow oraz
preparatow antyseptycznych stosowanych do ptukania
jamy ustnej, w roéznych zakazeniach w jej obrebie.
Poza tym olejek gozdzikowy oraz eugenol wykorzy-
stywane sa do poprawiania smaku i zapachu lekéw,
do preparatdéw przeznaczonych do inhalacji, a takze
jako przyprawa do produktow spozywczych i potraw.
Olejek wykazuje tez wiaSciwosci przeciwutleniajace
(2, 6-8) i przeciwnowotworowe (2, 9).

Olejek gozdzikowy oraz jego niektore sktadniki wy-
kazuja aktywno$¢ przeciwbakteryjna (1, 2, 12-14, 19,
20, 24-26, 30, 31), przciwgrzybicza (1, 4, 7, 10, 17, 19,
21-23), przeciwwirusowa (27-29) i przeciwpasozytnicza
(11). Doswiadczenia przeprowadzone przez Chaieba
iwsp. (2) oraz Janssena i wsp. (31) wykazaly aktywno$¢
olejku gozdzikowego wobec szczepow Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus. Chao
i wsp. (16) udowodnili dziatanie olejku na szczepy me-
tycylinoopornego gronkowca ztocistego (MRSA) (strefa
zahamowania wzrostu szczepu wynosita 20 mm). Kolej-
ne badania przeprowadzone przez Saeeda i wsp. (25)
wskazuja na wrazliwoS¢ na olejek szczepow z gatun-
ku Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Klebsiella ozaenae,
K. pneumoniae, Serratia marcescens, Salmonella typhi,
Salmonella dysenteriae i Vibrio cholerae. Strefy zahamo-
wania wzrostu szczepdw wynosily od 11,87 do 23,75 mm.
Natomiast w przypadku szczepdw Listeria monocyto-
genes liczba drobnoustrojéw w hodowli obnizyla si¢
0 od 0,7 do 3,8 x10' CFU/ml w poréwnaniu z hodowla
kontrolna, po 14 dniach dziatania olejku w temp. 5°C.

Crociani (32) badal wyizolowane z ubytkéw proch-
nicowych szczepy z gatunku Bifidobacterium inopi-
natum, B. denticolens oraz B. dentium i wykazal ich
wrazliwo$¢ na olejek w stezeniu wynoszacym od 600 do
1400 wg/ml. Natomiast oceniane przez Ali i wsp. (26)
bakterie beztlenowe powodujace choroby przyzebia,
tj. Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, P melaninogenica byty wrazliwe
na olejek gozdzikowy w stezeniach od 1 do 18 ug/ml,
a bakterie mikroaerofilne z gatunku Actinomyces
actinomycetemcomitans (obecnie Aggregatibacter ac-
tinomycetemcomitans) i Capnocytophaga gingivalis,
byly wrazliwe na stezenia od 1 do 4 ug/ml. Z kolei
badane przez tych autoréw szczepy bakterii tleno-
wych z gatunku Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa i Escherichia coli okazaly si¢ wrazliwe na
stezenia od 18 do 24 ug/ml.

AktywnoS§¢ przeciwgrzybicza olejku gozdzikowego
byla gtéwnie oceniana na szczepach z gatunku Candida
albicans. Brakuje szerszych informacji odnosnie dzia-
fania tego olejku na inne gatunki z rodzaju Candida.

Cel pracy

Celem pracy bylo zbadanie wrazliwoSci réznych
gatunkéw grzybéw drozdzopodobnych wyizolowanych
z zakazen jamy ustne;.

Materialy i metody

Szczepy grzybdéw drozdzopodobnych wykorzystane
do badan zostaty wyhodowane z materiatéw pobranych
od pacjentéw z kandydoza w obrebie jamy ustnej.
Materialy byly posiewane na podtoze Sabourauda.
Inkubacje posiewow prowadzono w warunkach tleno-
wych w temp. 37°C przez 24-48 godz. Wyhodowane
szczepy grzybéw identyfikowano na podstawie morfo-
logii komorek, wygladu kolonii i wzrostu szczepu na
podtozu CHROMagar Candida (Becton Dickinson),
cech biochemicznych (20C AUX bio Merieux) oraz
zdolnoSci do filamentacji i wytwarzania chlamydospor.

Ocenie wrazliwosci poddano 36 szczepdéw nale-
zacych do nastgpujacych gatunkéw: C. albicans (9
szczepow), C. glabrata (4), C. guilliermondii (3), C.
kefyr (2), C. krusei (4), C. lusitaniae (2), C. parapsilosis
(4), C. tropicalis (6), C. utilis (2) oraz 5 szczepOw wzor-
cowych, w tym C. albicans ATCC 90028, C. glabrata
ATCC 60032, C. krusei ATCC 14243, C. parapsilosis
ATCC 22019 i C. tropicalis ATCC 750.

Badanie wrazliwoSci wymienionych szczepow na
olejek gozdzikowy (Avicenna-Qil, Wroctaw) prze-
prowadzono metoda seryjnych rozcienczen w agarze
Sabourauda. Bezposrednio przed doSwiadczeniem
100 mg olejku rozpuszczano w 1 ml DMSO (Serva).
Dalsze rozcieficzenia wykonywano w jatowej wodzie
destylowanej, uzyskujac stezenia: 2,0, 1,0, 0,5, 0,25,
0,121 0,06 mg/ml. Inokulum zawierajace 10> CFU na
krople nanoszong aparatem Steersa na powierzchni¢
podtozy zawierajacych olejek i bez olejku (kontrola
wzrostu szczepow). Hodowle podtozy prowadzono
w warunkach tlenowych w temp. 37°C przez 24 godz.
Za najmniejsze stezenie hamujace (MIC) przyjeto
takie, ktore catkowicie hamowalo wzrost testowanych
szczepOw grzybow.

Wyniki i dyskusja
W tabeli 1 zostaly zamieszczone wyniki badan
wrazliwosci na olejek goZdzikowy szczepOw grzybow
drozdzopodobnych z rodzaju Candida wyizolowanych
z zakazen, a w tabeli 2 wrazliwo$¢ na ten olejek
szczepOw wzorcowych. Testowane szczepy grzybow
drozdzopodobnych wykazaly wrazliwo$¢ na olejek
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Tabela 1. Wrazliwos¢ grzybow drozdzopodobnych na olejek gozdzikowy.

Najmniejsze stezenie olejku gozdzikowego hamujace wzrost szczepéw MIC
Grzyby drozdzopodobne sz';i:::gw (mg/ml)
>2,0 1,0 0,5 0,25 0,12 < 0,06
Candida albicans 9 5 4
Candida glabrata 4 2 2
Candida guilliermondii 3 1 2
Candida kefyr 2 1 1
Candida krusei 4 4
Candida lusitaniae 2 2
Candida parapsilosis 4 4
Candida tropicalis 6 4 2
Candida utilis 2 2
Grzyby Candida ogétem 36 1 23 12
Tabela 2. Wrazliwos¢ 5 szczepéw wzorcowych grzybéw drozdzopodobnych na olejek goZdzikowy.
. Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Grzyby drozdzopodobne szczep6w - 20 1o 05 0.25 012 0,06
Candida albicans ATCC 90028 1 1
Candida glabrata ATCC 60032 1 1
Candida krusei ATCC 14243 1 1
Candida tropicalis ATCC 19606 1 1
Candida parapsilosis ATCC 22019 1 1

w stezeniach wynoszacych od 0,25 do 1,0 mg/ml.
Najwieksza aktywnoScia na olejek charakteryzowaly si¢
szczepy z gatunku Candida utilis (MIC = 0,25 mg/ml.
Wysoka wrazliwo$¢ wykazaly szczepy z gatunkéw
C. albicans, C. glabrata, C. guilliermondii i C. tro-
picalis. Warto$ci MIC dla tych szczepow wynosily
od 0,25 do 0,5 mg/ml. Niewiele nizsza wrazliwo$cia
charakteryzowaly si¢ szczepy z gatunku C. krusei,
C. lusitaniae i C. parapsilosis. Stezenie hamujace
wzrost tych szczepdw wynosito 0,5 mg/ml. Natomiast
najmniej wrazliwe w zakresie badanych stezen oka-
zaly si¢ szczepy z gatunku C. kefyr (MIC w zakresie
0,5-1,0 mg/ml).

Nalezy zaznaczy¢, ze wysoka wrazliwosS¢ na testowa-
ny olejek wykazaly szczepy z gatunku C. albicans, kto-
re zwykle sa przyczyna zakazen. Stezenie olejku hamu-
jace wzrost 45% tych szczepéw wynosito 0,25 mg/ml,
a dla pozostatych szczepow 0,5 mg/ml. Oceniany w ba-
daniach przez Morrisa i wsp. (33) szczep z gatunku
C. albicans takze byl wrazliwy w stezeniu wynoszacym

0,5 mg/ml. W kolejnych badaniach (10) wrazliwo$¢
szczepow C. albicans byla znacznie nizsza. Wzrost
tych szczepéw byt hamowany w zakresie stezen od
3,4 do 9,0 mg/ml.

Dos$wiadczenia przeprowadzone przez innych au-
toréw rowniez wskazuja na znaczna aktywnoS¢ olejku
gozdzikowego wobec szczepdw z gatunku C. albicans.
Uzyskane metoda krazkowo-dyfuzyjna strefy zahamo-
wania wzrostu szczepow byly zr6znicowane i wynosily
w badaniach Chaieba i wsp. (7) — 16,95 mm, Morrisa
iwsp. (33) — 18 mm, Ayoda i wsp. (1) — 21 mm, Rusenova
iwsp. (20) —23 mm oraz Jenssena i wsp. (31) — 28,3 mm.

Chaieb i wsp. (7) ocenili tez wrazliwo$¢ na olejek
gozdzikowy innych gatunkéw szczepow z rodzaju Can-
dida, w tym C. dubliniensis, C. glabrata, C. lipolytica,
C. krusei, C. parapsilosis, C. sake, C. tropicalis oraz
C. utilis i wykazali, ze strefy zahamowania wzrostu
wynosity od 9 do 21 mm. W tych badaniach najbardziej
wrazliwe szczepy nalezaty do gatunku C. sake i C. utilis
(strefa zahamowania wzrostu wynosita odpowiednio
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21 i 20 mm), a najmniej wrazliwy szczep nalezat do
gatunku C. lipolytica (strefa zahamowania wzrostu
wynosita 9 mm).

Podsumowujac warto podkresli¢, ze olejek gozdzi-
kowy charakteryzowat si¢ wysoka aktywnoScia wobec
wszystkich testowanych szczepdw grzybéw drozdzopo-
dobnych. Niskie stezenie olejku wynoszace 0,25 mg/
ml, hamowalo wzrost 33%, a stezenie 0,5 mg/ml
hamowato wzrost kolejnych 64% szczepéw.

Whioski

1. Olejek gozdzikowy wykazat aktywno§¢ wobec
wszystkich badanych szczepow z rodzaju Candida.

2. Najwicksza wrazliwoS§cia charakteryzowaly si¢
szczepy z gatunku C. utilis, a najnizsza C. kefir.

3. Olejek gozdzikowy wykazat wysoka aktywnos¢
wobec ocenianych szczepéw grzybéw drozdzopo-
dobnych, co wskazuje na mozliwos¢ praktycznego
wykorzystania go w profilaktyce i terapii.
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