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SUMMARY

Introduction. The yeastlike fungi are frequency isolated from the oral cavity in both healthy and diseased persons (30-65% of the
cases). Candida albicans is the most common species. Other species responsible for the infections have also been identified, including
the species of the C. glabrata, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis and C. kefyr. Also species such C. lusita-
niae and C. utilis or from genera Rhodotorula, Geotrichum and Saccharomyces have been isolated occasionally from oral cavity.
The yeast like fungi frequently are resistance to antifungal drug. The herbal drug are administered prophylactically and treatment
candidosis about various plant drug is Aromatol.

Aim. The aim of this study was to evaluate the effect of the Aromatol on yeastlike fungi isolated from oral cavity and upper respira-
tory tract.

Material and methods. A total 35 strains of yeastlike fungi isolated from patients and 6 reference strain were tested. The suscepti-
bility (MIC) to Aromatol (Hasco-Lek, Wroctaw) of Candida strains was determined by means dilution technique in Sabouraud’s
agar. The inoculum containing 10° CFU per spot was seeded with Steers replicator upon the surface of agar with and without herbal
drug (strains growth control). Incubation the plates was performed for 24 hrs at 37°C in aerobic conditions. The MIC was interpreted
as the lowest concentrations of Aromatol completely inhibiting the growth of tested fungi strains.

Results. The results indicated, that the most susceptible to Aromatol were the strains from the species of Candida albicans, C. glabrata,
C. guiliermondii and C. utilis (MIC 7.5-10.0 mg/ml). The strains C. kefyr, C. lusitaniae, C. parapsilosis i C. tropicalis were less
susceptible. MIC'’s for the strains were to concentrations from 7.5 to 20.0 mg/ml. The Aromatol was the lowest active towards strains
from species C. krusei. The growth of the strains were inhibited by concentrations > 20.0 mg/ml.

Conclusions. The most susceptible to Aromatol were strains Candida albicans, C. glabrata, C. guiliermondii and C. utilis. The lowest
susceptible were the strains from species C. krusei.
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STRESZCZENIE

Wstep. Grzyby drozdzopodobne sq najczesciej izolowane z jamy ustnej zarowno osob zdrowych, jak i chorych (30-65% przypadkow).
Dominujgcym jest gatunek Candida albicans. Inne grzyby tez mogq by¢ przyczyng kandydozy, w tym: C. glabrata, C. guilliermondii,
C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis i C. kefyr. Rzadziej z jamy ustnej sq izolowane gatunki C. lusitaniae czy C. utilis, a takze
szczepy z rodzajow Rhodotorula, Geotrichum oraz Saccharomyces. Grzyby drozdzopodobne czesto sq oporne na leki przeciwgrzybicze.
W profilaktyce i terapii zakazen stosowane sq leki roslinne, wsrod ktorych jest Aromatol.

Cel pracy. Celem badar byta ocena aktywnosci Aromatolu wobec grzybow drozdzopodobnych wyizolowanych z zakazen jamy ustnej
i gornych drog oddechowych.

Materiat i metody. Badaniami objeto 35 szczepow grzybow z rodzaju Candida wyizolowanych od pacjentow oraz 6 szczepow
wzorcowych. Wrazliwosé (MIC) grzybow na Aromatol (Hasco-Lek, Wroctaw) oznaczono metodq seryjnych rozcieficzenn w agarze
Sabourauda. Zawiesine zawierajgcq 10° CFU na krople nanoszono aparatem Steersa na powierzchnie agaru z Aromatolem lub
bez jego dodatku (kontrola wzrostu szczepow). Inkubacje posiewow prowadzono przez 24 godz. w 37°C w warunkach tlenowych.
MIC interpretowano jako najmniejsze stezenie Aromatolu, ktore catkowicie hamowato wzrost testowanych szczepow grzybow.
Wyniki. Wyniki badan wskazujg, ze najbardziej wrazliwe na Aromatol byly szczepy z gatunku Candida albicans, C. glabrata,
C. guiliermondii i C. utilis (MIC 7,5-10,0 mg/ml). Szczepy C. kefyr, C. lusitaniae, C. parapsilosis i C. tropicalis okazaly sie mniej
wrazliwe. Wartosci MIC dla tych szczepow wynosily od 7,5 do 20,0 mg/ml. Aromatol byl najmniej aktywny wobec grzybow C. krusei.
Ich wzrost byt hamowany w stezeniu > 20,0 mg/ml.

Whrioski. Najwiekszq wrazliwos¢é na Aromatol wykazaly szczepy: Candida albicans, C. glabrata, C.guiliermondii i C. utilis. Najmniej
wrazliwe okazaly sie szczepy z gatunku C. krusei.

Stowa kluczowe: wrazliwos¢, aromatol, grzyby drozdzopodobne, zakazenie, jama ustna, gérne drogi oddechowe
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Wstep

Wsrdod drobnoustrojéw bytujacych w jamie ust-
nej moga tez by¢ obecne grzyby drozdzopodobne.
Wystepuja one u 30-65% populacji ludzi. Dominuja
grzyby z rodzaju Candida, a rzadziej wystepu-
ja szczepy z rodzaju Rhodotorula, Geotrichum czy
Saccharomyces (1-4). Uwazane sa za drobnoustroje
oportunistyczne, poniewaz w sprzyjajacych warunkach
moga powodowac zakazenia. W zakazeniach najcze-
Sciej uczestnicza grzyby z gatunku Candida albicans,
rzadziej inne, w tym: C. glabrata, C. guilliermondii,
C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis i C. utilis. Duza
role w kolonizacji grzybdw drozdzopodobnych w jamie
ustnej odgrywa adhezja, czyli zdolno$¢ do przylegania
do komoérek gospodarza za pomoca obecnych na po-
wierzchni komoérek grzybéw odpowiednich adhezyn.
Adhezja jest tez mozliwa dzigki oddziatywaniu sit
van der Waalsa i elektrostatycznych, a takze wta-
Sciwosciom hydrofobowym powierzchni komorek.
Rozwojowi grzybéw drozdzopodobnych sprzyja tez ich
zdolno$¢ do fermentacji i asymilacji weglowodandw, tj.
sacharozy, glukozy i maltozy, a wytwarzane przez nie
kwasne produkty metabolizmu (m.in. kwas octowy)
obnizaja pH S§liny, stwarzajac warunki korzystne do
ich rozwoju.

Chorobotwoérczo$¢ grzybow wiaze si¢ tez z wytwa-
rzaniem przez nie enzyméw hydrolitycznych, w tym
lipazy, fosfolipazy oraz proteinaz asparaginowych
i fosfomannoesterazy, ktdre przyczyniaja si¢ do uszko-
dzenia komorek gospodarza i inwazji drobnoustrojow
w glab tkanek (5-11). Ponadto mimikra molekularna,
a takze wytwarzana przez Candida albicans kandy-
dotoksyna, pomagaja omina¢ niektére mechanizmy
obronne gospodarza (11, 12). W patogenezie zaka-
zen grzybiczych wazng role odgrywa biofilm, ktory
moze tworzy¢ sie takze na powierzchniach réznych
tworzyw sztucznych stosowanych do wytwarzania
protez, sztucznych zastawek serca, cewnikow, dre-
néw czy implantéw stomatologicznych, takich jak
polichlorek winylu, polimetakrylan metylu i silikon
elastomerowy (13-20). Szczepy grzybéw wytwarza-
jace biofilm charakteryzuja sie wigksza opornoScia
na antymikotyki, co znacznie utrudnia leczenie tych
zakazen (16, 21-26).

Po raz pierwszy opornos¢ szczepéw Candida zaob-
serwowali Hawser i Douglas (27). Wykazali oni, ze
szczepy wytwarzajace biofilm byly od 30 do 2000 razy
bardziej oporne na leki przeciwgrzybiczne, tj. fluko-
nazol, itrakonazol, ketokonazol i amfoterycyne B,
w poréwnaniu z komorkami planktonowymi (27).
P&Zniej dane te potwierdzone zostaly przez innych
autoréw (22, 28-30). Natomiast w badaniach in vitro

Chandra i wsp. (28) oraz Ramage i wsp. (31) wykazali
opornos¢ szczepdw Candida wytwarzajacych biofilm
na flukonazol rzedu od 250 do 400 razy wyzsza niz
komoérki bedace w fazie planktonowej. W zwiazku
z powyzszymi informacjami stale poszukuje sie nowych
Srodkow leczniczych dzialajacych skutecznie wobec
grzybow drozdzopodobnych. W tym celu testowane
sa tez rozne leki ziotowe.

Z dotychczasowych badan wynika, ze czesto pre-
paraty te dziataja przeciwdrobnoustrojowo. Taka ak-
tywnoscia charakteryzuja sie olejki eteryczne. Wsrdd
lekéw ziotowych o dzialaniu przeciwbakteryjnym jest
Aromatol (Hasco-Lek, Wroctaw). Moze on by¢ stoso-
wany zaréwno w celach zapobiegawczych, jak i lecze-
niu r6znych stanéw zapalnych oraz zakazen w obrebie
jamy ustnej i drog oddechowych. Ma tez zastosowanie
zewnetrzne w formie nacieraf, miejscowo w przypad-
ku uzadlei owaddéw, oraz do plukania jamy ustnej
i gardta. Wewnetrznie stosowany jest w przypadku
zaburzen trawienia, niestrawnosci i wzdec.

Aromatol jest lekiem wielosktadnikowym.
W 100,0 g leku obecne s3: lewomentol (1,72 g),
olejek cytrynowy (0,57 g), olejek z migty polnej
o obnizonej zawarto$ci mentolu, olejek z kory cy-
namonowca cejlonskiego i lawendowy (po 0,24 g),
olejek gozdzikowy i cytronelowy (po 0,1 g) oraz eta-
nol 96% i woda oczyszczona. Zawarte w preparacie
rozne olejki eteryczne s3 odpowiedzialne za dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe.

Olejek cytrynowy otrzymywany jest z cytryny zwy-
czajnej. Gtownym sktadnikiem jest (+)-limonen.
Poza tym zawiera zwiazki, tj. cytral, a-terpineol, a-
i B-pinen, cytronelal, octan linalolu i geranylu, y-pinen
oraz kumaryny, bioflawonoidy i pektyny. Dziata prze-
ciwdrobnoustrojowo (32-41).

Olejek z miety polnej, o charakterystycznym za-
pachu migty, zawiera szereg zwiazkéw, m.in.: men-
tol, menton, mentofuran, eukaliptol, limonen, o-
i B-pinen, linalol i izopulegol. Ma aktywnoS¢ prze-
ciwdrobnoustrojowa (33, 41-43).

Olejek cynamonowy uzyskiwany jest z kory lub liSci
cynamonowca cejlonskiego. Jego gtéwnymi sktadnika-
mi sa aldehyd cynamonowy i eugenol. W mniejszych
iloSciach wystepuja: aldehyd benzoesowy i dihydro-
cynamonowy, octan cynamylu, limonen, linalol i ku-
minol (29, 30). Wykazuje dzialanie wobec r6znych
bakterii, grzybow oraz wirusoéw (35, 44-48).

Olejek lawendowy otrzymywany z kwiatow lawendy
lekarskiej zawiera: estry linalolu, a-terpineol, borneol,
cyneol i geraniol. Jego aktywno$¢ obejmuje szereg
drobnoustrojow (34, 49-51).

Olejek gozdzikowy uzyskiwany jest z pakow goz-
dzikowca wonnego. Dominuje w nim eugenol oraz
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izoeugenol. Poza tym w mniejszych iloSciach wyste-
puja w nim: o- i B-kariofilen, a- i B-pinen, aldehyd
cynamonowy, kwas benzoesowy i limonen. Olejek
wykazuje silne dziatanie wobec szeregu réznych drob-
noustrojow (51-57).

Olejek cytronelowy pozyskiwany z palczatki cytro-
nelowej zawiera: cytronelal, geraniol, octan citrone-
lylu, B-burbonen, octan geranylu, nerol i L-borneol.
Odznacza sie aktywnoScia przeciwdrobnoustrojo-
wa (34, 35, 50, 57-59).

Weczesniejsze badania wykazaly, ze Aromatol wy-
kazuje dzialanie wobec bakterii beztlenowych, mi-
kroaerofilnych i tlenowych (60, 61). Brakuje danych
dotyczacych jego aktywnoSci przeciwgrzybiczne;.

Cel pracy

Celem badan byla ocena wrazliwoSci na Aromatol
grzybéw drozdzopodobnych wyodrebnionych z zaka-
zen jamy ustnej oraz drog oddechowych.

Material i metody

Szczepy grzybéw drozdzopodobnych zostaly wy-
hodowane z 30 materiatéw pobranych od pacjentéw
z kandydoza w obrebie jamy ustnej lub goérnych drog
oddechowych. Pobrane aseptycznie wymazy posiewa-
no na powierzchni podtoza Sabourauda. Inkubacje
posiewow prowadzono w temp. 37°C przez 24-48 godz.
w warunkach tlenowych. Identyfikacji szczepéw grzy-
bow drozdzopodobnych dokonano na podstawie: mor-
fologii komoérek barwionych metoda Grama, wygladu
kolonii i wzrostu szczepéw na podtozu CHROMagar
Candida (Becton Dickinson), cech biochemicznych

ocenianych testem API 20C AUX (bioMérieux) oraz
zdolnosci do filamentacji i wytwarzania chlamydo-
spor.

Do badafn wykorzystano 35 szczepdw grzybow
drozdzopodobnych, ktére nalezaty do nastepujacych
gatunkow: C. albicans (12 szczep6w), C. glabrata (3),
C. guilliermondii (3), C. kefyr (3), C. krusei (3), C.
lusitaniae (2), C. parapsilosis (3), C. tropicalis (4),
C. utilis (2) oraz 6 szczepéw wzorcowych, w tym C.
albicans ATCC 90028, C. glabrata ATCC 66032, C.
kefyr ATCC 4130, C. krusei ATCC 14243, C. tropicalis
ATCC 750 oraz C. utilis ATCC 9958.

Wrazliwo$§¢ wymienionych szczepdédw na
Aromatol (Hasco-Lek, Wroctaw) oznaczono metoda
seryjnych rozcieficzen w agarze Sabourauda w zakre-
sie stezef od 2,5 do 20,0 mg/ml. Zawiesing zawierajaca
10° CFU na krople nanoszono aparatem Steersa na
powierzchnie agaru z odpowiednim ste¢zeniem prepa-
ratu lub bez jego dodatku, traktujac je jako kontrolg
wzrostu szczepdw. Inkubacje posiewdéw prowadzono
w temp. 37°C przez 24 godz. w warunkach tlenowych.
Za MIC przyjeto najmniejsze stezenie Aromatolu,
ktore catkowicie hamowato wzrost uzytych do badan
szczepow grzybéw drozdzopodobnych.

Wyniki i ich oméwienie

Uzyskane wyniki badaf wrazliwoSci na Aromatol
szczepOw grzybéw drozdzopodobnych wyhodowanych
od pacjentéw zamieszczono w tabeli 1, a szczepow
wzorcowych w tabeli 2.

Preparat charakteryzowat sie duza skutecznoScia
w dziataniu przeciwgrzybiczym. W zakresie stezen

Tab. 1. Wrazliwo$¢ grzybow drozdzopodobnych na preparat Aromatol

Liczb Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Grzyby drozdzopodobne sz clsngw
<20,0 15,0 10,0 7,5 5,0 2,5
Candida albicans 12 2 10
Candida glabrata 3 1 2
Candida guilliermondii 3 1 2
Candida kefyr 3 1 2
Candida krusei 3 3
Candida lusitaniae 2 1 1
Candida parapsilosis 3 2 1
Candida tropicalis 4 1 3
Candida utilis 2 1 1
Grzyby Candida ogétem 35 6 8 5 16
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Tab. 2. Wrazliwo$¢ 6 szczepdw wzorcowych grzybéw drozdzopodobnych na preparat Aromatol

Grzyby Liczba

Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)

drozdzopodobne szczepow

< 20,0

15,0 10,0 7,5 5,0 2,5

Candida albicans 1
ATCC 90028

1

Candida glabrata 1
ATCC 66032

Candida kefyr
ATCC 4130

Candida krusei
ATCC 14243

Candida tropicalis 1
ATCC 750

Candida utilis
ATCC 9958

7,5-10,0 mg/ml hamowat on wzrost 21 (60%) testo-
wanych szczepow grzybow. Najbardziej wrazliwe byly
gatunki: Candida albicans, C. glabrata, C. guiliermon-
dii i C. utilis (MIC wynosito od 7,5 do 10,0 mg/ml).
Nizsza aktywno$¢ wykazat Aromatol wobec szczepéw
z gatunku C. kefyr, C. lusitaniae, C. parapsilosis i C.
tropicalis. Stezenia hamujace wzrost wymienionych
grzybow ksztattowaly sie w zakresie 7,5-20,0 mg/ml.
Natomiast najmniej wrazliwe okazaly si¢ szczepy z ga-
tunku C. krusei. Ich wzrost byt hamowany w stezeniu
> 20,0 mg/ml.

Nalezy zaznaczy¢, ze we wezeSniejszych badaniach
wykazano wysoka aktywno$¢ preparatu Aromatol wo-
bec bakterii beztlenowych i mikroaerofilnych, ktore do-
minuja we florze jamy ustnej (60, 61). Stezenia MIC dla
76% beztlenowcdw oraz 84% bakterii mikroaerofilnych
wynosity od 2,5 do 10,0 mg/ml. Preparat w stezeniach
2-10-krotnie nizszych oraz 1-10-krotnie nizszych od ste-
zenia uzytkowego hamowat wzrost 1/3 testowanych bak-
terii mikroaerofilnych i az 85% bakterii beztlenowych.
Natomiast w przypadku grzybdéw drozdzopodobnych
60% wyizolowanych szczepéw byto wrazliwych w ste-
zeniach 2-3-krotnie nizszych od stezenia Aromatolu
zwykle stosowanego w praktyce.

Whioski

1. Najwieksza wrazliwos$¢ na Aromatol wykazaly szcze-
py grzybow drozdzopodobnych z gatunku Candida
albicans, C. glabrata, C. guiliermondii i C. utilis.

2. Najmniej wrazliwe na preparat okazaly sie szczepy
z gatunku C. krusei.

3. Wobec 60% badanych szczepow grzybéw droz-
dzopodobnych Aromatol byt aktywny w stezeniach
2-3-krotnie nizszych od stezenia uzytkowego.
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