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SUMMARY

Introduction. Caraway (Carum carvi L.), an aromatic plant of the Apiaceae family, is a widely cultivated to Asia, Africa and
Europe. The fruits of caraway are called seeds. Caraways essential oils can be obtained by steam distillation method. The seeds
and the essential oil of this plant contains number of medicaly important compounds. The main components of caraway oil
are D(+)-carvone, D(-)-limonene, cis-carveol and o-pinene. The oils showed antimicrobial activity against bacteria, fungi and
protozoa.

Aim. The aim of this study was to determine the sensitivity to the caraway oil yeastlike fungi isolated from oral cavity and 5 refer-
ence strains.

Material and methods. A total 33 strains of yeast fungi isolated from cavity from patients with candidosis and 5 standard strains
were tested. The susceptibility (MIC) to caraway was determined by means of plate dilution technique in Sabouraud’s agar. The
inoculum contained 10° CFU per spot was seeded with Steers replicator upon the surface of agar containing various oil concentra-
tions and oil-free agar plates (strains growth control). Incubation was performed at 37°C for 24 hrs in aerobic conditions. The MIC
was defined as the lowest concentrations of essential oil that completely inhibited growth of the strains.

Results. The results showed that the most susceptible to caraway oil were the strains from genus of Candida utilis (MIC =
0.5 mg/ml) and C. glabrata (MIC 0.25-2.0 mg/ml). The less sensitive were fungi from genus of C. parapsilosis and C. tropicalis.
The growth of these strains was inhibited by concentrations of 0.5-2.0 mg/ml. The strains belonging to the genus of C. albicans
were sensitive in range 1.0-2.0 mg/ml, but for 80% of these strains MIC was 1.0 mg/ml. The strains from genus of C. kefyr and
C. lusitaniae were the lowest sensitive (MIC = 2.0 mg/ml). The investigated caraway oil showed high activity against tested
Candida strains.

Conclusions. The strains of C. utilis i C. glabrata was the most susceptible to caraway oil. The essential oils was the lowest active
to the strains of C. kefyr and C. lusitaniae. The analyzed caraway oil showed high activity against yeastlike fungi from genus
Candida.
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STRESZCZENIE

Wstep. Kminek (Carum carvi L.), aromatyczna roslina z rodziny Apiaceae, jest szeroko rozpowszechniony w Azji, Afryce i Europie.
Owoce kminku zwane sq nasionami. Olejek eteryczny moze by¢ z nich otrzymywany metodq destylacji z parqg wodng. Zaréwno
nasiona, jak i olejek tej rosliny zawierajq liczne sktadniki lecznicze. Wsréd glownych zwiqzkéw olejku kminkowego sq obecne:
D(+)-karwon, D(-)-limonen, cis-karweol i a-pinen. Olejek wykazuje aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowgq wobec bakterii, grzybow
i pierwotniakow.

Cel pracy. Celem badan byla ocena wrazliwosci na olejek kminkowy grzyboéw drozdzopodobnych wyizolowanych od pacjentow
z zakazeniem jamy ustnej.

Materiat i metody. Zbadano 33 szczepy wyizolowane z jamy ustnej pacjentow z kandydozq oraz 5 szczepow wzorcowych. Wrazli-
wos¢ (MIC) na olejek kminkowy oznaczono metodq seryjnych rozcieficzeir w agarze Sabourauda. Inokulum zawierajgce 10° CFU
na krople nanoszono aparatem Steersa na powierzchnie agaru z dodatkiem roznych stezen olejku i bez jego obecnosci (kontrola
wzrostu szczepow). Inkubacje prowadzono w 37°C przez 24 godz. w warunkach tlenowych. Za MIC uznano takie najmniejsze
stezenie olejku eterycznego, ktore catkowicie hamowato wzrost szczepow.

Wyniki. Wyniki wskazujq, ze najbardziej wrazliwe na olejek kminkowy byly szczepy z gatunku Candida utilis (MIC = 0,5 mg/ml)
i C. glabrata (MIC 0,25-2,0 mg/ml). Nizszq wrazliwos¢ wykazaly gatunki C. parapsilosis i C. tropicalis. Wzrost tych szczepow byt
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hamowany przez stezenia wynoszqce 0,5-2,0 mg/ml. Szczepy nalezgce do gatunku C. albicans okazaly sie wrazliwe w zakresie
1,0-2,0 mg/ml, ale dla 80% tych szczepow wartos¢ MIC wynosita 1,0 mg/ml. Szczepy z gatunku C. kefyr i C. lusitaniae byly naj-
mniej wrazliwe (MIC = 2,0 mg/ml). Badany olejek kminkowy wykazat wysokq aktywnos¢é wobec testowanych szczepow grzybow

z rodzaju Candida.

Whioski. Najbardziej wrazliwe na olejek kminkowy byly szczepy C. utilis i C. glabrata. Olejek eteryczny okazat si¢ najmniej aktywny
wobec szczepow C. kefyr i C. lusitaniae. Oceniany olejek kminkowy wykazat wysokq aktywnos¢ wobec grzybow drozdzopodobnych

z rodzaju Candida.

Stowa kluczowe: olejek kminkowy, aktywnos¢ przeciwgrzybicza, grzyby drozdzopodobne, jama ustna

Wprowadzenie

Grzyby drozdzopodobne sa obecne w jamie ustnej
jako sktadnik flory fizjologicznej u okoto 30-60% zdro-
wych o0s6b dorostych i 13-70% pacjentéw hospitalizo-
wanych (1-8). Zaliczane sa do drobnoustrojéw opor-
tunistycznych, ktére w sprzyjajacych warunkach moga
by¢ przyczyng zakazen (1, 5). Jama ustna czlowieka
w warunkach fizjologicznych jest chroniona przed roz-
wojem kandydozy przez mechanizmy obronne (9, 10).
Slina spenia bardzo wazna role, poniewaz nie tylko me-
chanicznie usuwa grzyby z powierzchni btony Sluzowe;j,
ale zawiera tez szereg substancji dzialajacych przeciw-
drobnoustrojowo. WSrdd nich sg obecne np. laktofery-
na, laktoperoksydaza, lizozym, peroksydaza, histatyny
i stateryny (11). Badania wykazaly, ze niektore gatunki
grzybdw z rodzaju Candida sa trudniejsze do usunigcia
z blony Sluzowej, poniewaz silniej do niej przylegaja
dzieki wytwarzaniu nitkowatych wypustek (tzw. for-
ma mycelialna). Postac ta jest bardziej inwazyjna od
formy drozdzakowej i znacznie fatwiej wnika w gtab
tkanek (9). Jest to mozliwe, poniewaz na koficu wypust-
ki (strzepki) gromadzi si¢ najwicksza ilo$¢ wytwarzane;j
fosfolipazy (12). Ponadto rozwojowi grzyboéw Candida
sprzyja zdolno$¢ do fermentacji lub asymilacji r6znych
weglowodanéw (np. sacharozy, maltozy, glukozy) oraz
powstawanie kwasnych produktéw metabolizmu, w tym
kwasu octowego czy pirogronowego, ktore obnizaja pH
Sliny. W takim Srodowisku aktywne sa niektore z wy-
twarzanych przez grzyby enzymow keratynolitycznych
oraz proteinaza asparaginowa (13). Doswiadczenia
wykazaly, ze grzyby z gatunku C. albicans wytwarzaja
tez swoistg kandydotoksyne (14). Rozwojowi kandydo-
zy W jamie ustnej sprzyja szereg czynnikow, takich jak:
dieta bogata w weglowodany, obnizenie odpornosci
organizmu, niedozywienie, niedobory zelaza i witamin
z grupy B, zla higiena jamy ustnej, kserostomia, lecze-
nie lekami immunosupresyjnymi i kortykosteroidami,
antybiotykoterapia, stosowanie Srodkdéw antykoncep-
cyjnych oraz niektdre choroby, tj. cukrzyca, gruZlica
i nowotwory.

W leczeniu kandydozy stosowane sa leki prze-
ciwgrzybicze, w tym polieny (nystatyna, natamycyna
i amfoterycyna B), azole (mikonazol, ketokonazol,

klotrymazol, tiokonazol), triazole (flukonazol, itra-
konazol, worykonazol, rawukonazol) i echokandy-
nyny (kaspofungina, anidulafungina). Niestety, po-
wszechne stosowanie niektorych z tych lekéw przyczy-
nia si¢ do stalego wzrostu opornosci szczepdw grzybow
na te preparaty. Ta sytuacja zmusza do poszukiwa-
nia nowych zwiazkéw chemicznych, a takze lekow,
ekstraktow lub substancji ros§linnych dziatajacych
przeciwgrzybiczo, ktore rzadko wykazuja dziatania
niepozadane, a moga by¢ stosowane w profilaktyce
i terapii.

Doswiadczenia wskazuja, ze szereg otrzymywa-
nych z ro§lin olejkéw eterycznych lub ich sktadnikow
charakteryzuje si¢ aktywnos$cia wobec grzybow droz-
dzopodobnych. SposSrdd nich mozna wymienic takie,
jak: olejek z miety pieprzowej, tymiankowy, gozdziko-
wy, cynamonowy, eukaliptusowy i szalwiowy (15-26).
Badania wskazuja, ze dziataniem przeciwgrzybiczym
odznacza si¢ tez olejek kminkowy (21, 25, 27-33).

Kminek zwyczajny (Carum carvi L.) nalezy do
rodziny Apiaceae (selerowate). Znany byl juz w sta-
rozytnosci. W pismach Izajasza z Jerozolimy, datowa-
nych na 700 r. p.n.e., sa wzmianki o sposobach siewu
i uzyskiwania nasion kminku, ktéry byt dodawany do
potraw i chleba. W starozytnej Grecji i Rzymie sto-
sowano go nie tylko jako przyprawe spozywcza, ale
tez jako Srodek leczniczy. Polecano go w przypadku
Z6ttaczki, usuwania robakéw przewodu pokarmowego
i w celu zwiekszenia laktacji. Natomiast zewnetrznie
byl wykorzystywany w postaci plastrow przeciwbdlo-
wych, stosowanych w miejscach ukgszefi owadow oraz
do usuwania piegdw.

Owoce kminku znane byly w Niemczech juz w okre-
sie neolitu. Na ziemiach polskich uzywano go od cza-
su Piastow, o czym Swiadcza zapisy w Kapitularzach
Ludwika Poboznego, zamieszczone na éwczesnych
listach wykazujacych ceny przypraw nabywanych
w Gdansku w 1410 roku. Obecnie jest hodowa-
ny w Azji, Afryce i Europie, w tym w Skandynawii,
Holandii i w Anglii. W Polsce jest czgsto uprawiany,
gtéwnie w wojewodztwie pomorskim, na Zutawach.
W Niemczech kminek znany jest pod nazwa Kummel,
w Anglii — Black caraway, caraway, we Francji i we
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Wioszech — carvi; w Indiach — kalajira i w Sanskrycie
— asitajiraka, Kriszna jeeraka (34).

Owoce kminku zawieraja od 3 do 7% olejku ete-
rycznego, ktdry jest otrzymywany metoda destylacji
z parag wodna. Sktad olejku zalezy od miejsca po-
chodzenia surowca (29). Gléwnymi sktadnikami sa:
D(+)-karwon, D(-)-limonen, cis-karweol i a-pinen.
Poza nimi wymieniane sg tez: B-pinen, B-myrcen,
dihydrokarweol, dihydrokarwon, eugenol, farnezen,
karwakrol, germakren, alkohole i ich estry oraz biatka,
cukry i olej tlusty (35-41). Wystepujacy w olejku kar-
won odpowiada za aromatyczny zapach kminku. Jego
owoce s3 czesto stosowane jako przyprawa do warzyw,
miesa, seréw i pieczywa. Jest tez wykorzystywany jako
Srodek poprawiajacy smak roznych lekow.

Zaréwno owoce kminku, jak i otrzymywany
z nich olejek eteryczny stosowane sa w lecznictwie.
Stwierdzono ich dzialanie rozkurczajace mig$nie
gladkie jelit, przewodow zotciowych, wzmaganie
perystaltyki jelit, przeciwwzdeciowe, zwigkszajace
wydzielanie soku zolgdkowego, z6fci, uspokajajace,
moczopedne, wykrztu$ne oraz zapobiegajace nudno-
Sciom. Przeprowadzone badania olejku wykazaly jego
dziatanie przeciwcukrzycowe (42-46), przeciwutlenia-
jace i obnizajace poziom lipidéw w surowicy krwi (44,
47-51), przeciwnowotworowe (52-60), przeciwstre-
sowe i adaptogenne (31, 60, 61) oraz przeciwzapal-
ne (61, 62). Stwierdzono tez, ze olejek ma aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa, obejmujaca bakterie, grzyby
i pierwotniaki. Wykazane dziatanie przeciwgrzybicze
dotyczyto najczesciej grzybow plesniowych i dermato-
fitow, a sposrdd grzybow drozdzopodobnych gltéwnie
gatunku Candida albicans.

Cel pracy

Badania mialy na celu oznaczenie wrazliwosci na
olejek kminkowy r6znych gatunkéw grzybéw drozdzo-
podobnych z rodzaju Candida powodujacych zakaze-
nia w obrebie jamy ustnej.

Materiat i metody

Wykorzystane w badaniach grzyby drozdzopo-
dobne zostaly wyhodowane z materiatow pobranych
z blony §luzowej jamy ustnej pacjentéw z kandydoza.
Probki posiewano na podtoze Sabourauda, ktore
inkubowano w warunkach tlenowych. Wyizolowane
szczepy grzybow identyfikowano, bioragc pod uwa-
ge morfologie komorek, wyglad kolonii, wzrost na
podtozu CHROMagar Candida (Becton Dickinson),
zdolnos$¢ do wytwarzania chlamydosporéw i strze-
pek (Cornmeal Tween 80 agar, Difco), wzrost w temp.
45°C oraz reakcje fermentacji lub asymilacji (testy
API 20 C AUX, bioMérieux).

Badaniami objeto 33 wyizolowane szczepy nalezace
do nastepujacych gatunkéw: Candida albicans (10 szcze-
pow), C. glabrata (3), C. guilliermondii (2), C. kefyr (2),
C. krusei (4), C. lusitaniae (2), C. parapsilosis (3), C. tro-
picalis (5), C. utilis (2) oraz 5 szczepéw wzorcowych
C. albicans ATCC 90028, C. glabrata ATCC 66032,
C. krusei ATCC 14243, C. parapsilosis ATCC 22019
i C. tropicalis ATCC 750. Wrazliwo$¢ (MIC) wymienio-
nych szczepow na olejek kminkowy (Semifarm, Elblag)
oznaczono metoda seryjnych rozcienczen w agarze
Sabourauda. BezpoSrednio przed badaniem olejek roz-
puszczano w 1 ml dimetylosulfotlenku (DMSO, Serwa),
a nastepnie w jalowej wodzie destylowanej, w celu
uzyskania stezefi wynoszacych od 0,06 do 2,0 mg/ml.
Zawiesing hodowli, ktéra zawierata 10° drobnoustro-
jow (CFU) na krople, nanoszono aparatem Steersa
na podloze z dodatkiem roznych stezen olejku i bez
niego (kontrola wzrostu szczepéw). Podtoza inkubo-
wano w temp. 37°C przez 24 godziny w warunkach
tlenowych. Za MIC uznano takie najmniejsze stezenie
olejku eterycznego, ktore catkowicie hamowato wzrost
badanych szczepow grzybow.

Omowienie wynikow

Wyniki badafn wrazliwoSci na olejek kminkowy
szczepow grzybow z rodzaju Candida wyizolowanych
z materialow pobranych od pacjentéw zebrano w ta-
beli 1, a wrazliwosci szczepOdw wzorcowych w tabeli 2.
Dane wskazuja, ze wzrost wszystkich testowanych
szczepOw byt hamowany w stezeniach od 0,25 do
2,0 mg/ml. Najwicksza wrazliwoS¢ na olejek wykazaly
szczepy z gatunku Candida utilis (MIC = 0,5 mg/ml).
Podobng wrazliwoscig charakteryzowaty si¢ szczepy
z gatunku C. glabrata, z ktérych jeden szczep wyma-
gat do zahamowania wzrostu stezenia wynoszacego
0,25 mg/ml, a pozostate wyzszych stezefi — w zakresie
1,0-2,0 mg/ml. Nieznacznie nizsza wrazliwo$¢ wyka-
zaly szczepy z gatunku C. parapsilosis i C. tropicalis,
ktore okazaly sie wrazliwe na stezenia wynoszace 0,5-
2,0 mg/ml. Zwykle dominujace w zakazeniach szczepy
C. albicans wymagaly do zahamowania wzrostu stezen
wynoszacych od 1,0 do 2,0 mg/ml. Warto zaznaczy¢,
ze 80% tych szczepéw bylo wrazliwych na stezenie
1,0 mg/ml.

Nizsza od uzyskanych przez nas wrazliwoS¢
szczepow z gatunku C. albicans uzyskali Morris
i wsp. (63) (MIC = 0,5 mg/ml) oraz Yousef
i Tawil (64) (MIC = 1,56 mg/ml). Natomiast znacz-
nie wyzsze stezenia hamujace wzrost grzyboéw wyka-
zali Grigore i wsp. (65). Badane przez nich szcze-
py z gatunku C. albicans byly wrazliwe na stezenia
wynoszace od 0,5 do 2,0 g/ml. Najnizsza aktywno$¢
olejek kminkowy wykazat wobec szczepdw z gatunku
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Tab. 1. Wrazliwo$¢ grzybéw drozdzopodobnych na olejek kminkowy (Oleum carvi)

Najmniejsze stezenie hamujace MIC
Grzyby Liczba (mg/ml)
drozdzopodobne szczepow
2,0 1,0 0,5 0,25 0,12 0,06
Candida albicans 10 2 8
Candida glabrata 3 1 1 1
Candida guilliermondii 2 1 1
Candida kefyr 2 2
Candida krusei 4 3 1
Candida lusitaniae 2 2
Candida parapsilosis 3 2 1
Candida tropicalis 5 4 1
Candida utilis 2 2
Rodzaj Candida ogétem 33 17 11 4 1
Tab. 2. Wrazliwos¢ 5 szczepéw wzorcowych grzybéw drozdzopodobnych na olejek kminkowy (Oleum carvi)
. Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Grzyby drozdzopodobne szczepow
2,0 1,0 0,5 0,25 0,12 0,06
Candida albicans ATCC 90028 1 1
Candida glabrata ATCC 66032 1 1
Candida krusei ATCC 14243 1 1
Candida parapsilosis ATCC 22019 1 1
Candida tropicalis ATCC 750 1 1
Wnhnioski

C. kefyr i C. lusitaniae (warto§¢ MIC = 2,0 mg/ml).
Jednak nalezy zaznaczy¢, ze testowany olejek kminko-
wy charakteryzowal si¢ wysoka aktywnoScia przeciw-
grzybicza. Badane szczepy z rodzaju Candida okazaty
si¢ wrazliwe na niskie stezenia olejku kminkowego.
Wzrost 48% ocenianych szczepdéw grzybow byt ha-
mowany w stezeniach wynoszacych 0,25-1,0 mg/ml,
a pozostalych przez 2,0 mg/ml.

1. Najwicksza wrazliwoscia na olejek kminkowy cha-
rakteryzowaly si¢ szczepy z gatunku C. utilis.

2. Najmniej wrazliwe okazaly si¢ szczepy z gatunku
C. kefyr i C. lusitaniae.

3. Oceniany olejek kminkowy wykazat wysoka aktyw-
nos$¢ w niskich stezeniach wobec badanych grzybow
drozdzopodobnych z rodzaju Candida.
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