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SUMMARY

Introduction. Anise (Pimpinella anisum L.) belong to Apiaceae family. The plant is distributed in China, Iran, Indie and America.
The fruits green' lanceoled leaves, white flowers and green-yellow seeds. The fruits are used to produce an essential oils. The anise
oil is widely used in folk medicine, food, cosmetic and pharmaceutical industries. The fruits consists of 6-30% volatile oil. Its the
major components are trans-anethole, estragol, eugenol, linalool, o-terpineol, cis-anethole, anisaldehyde, coumarins, methylchavikol,
scopoletin, umbelliferone, estrols and polyacetylenes.

Aim. The aim of this study was to determine the antimicrobial activity of anise oil against anaerobic bacteria isolated from oral
cavity and upper respiratory tract.

Material and methods. A total 54 strains of anaerobic bacteria and 8 standards strains from genera Porphyromonas, Prevotella,
Bacteroides, Parabacteroides, Fusobacterium, Tannerella, Finegoldia, Peptostreptococcus, Actinomyces, Propionibacterium, Bifidobac-
terium and 8 standards strains Bacteroides fragilis ATCC 25285, Porphyromonas asaccharolytica ATCC 29743, Peptostreptococcus
anaerobius ATCC 27337, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, Finegoldia magna ATCC 29328, Parabacteroides distasonis
ATCC 8503, Propionibacterium acnes ATCC 11827 and Actinomyces odontolyticus ATCC 17929 were investigated.

The susceptibility (MIC) was determined by the two-fold of plate dilution method in Brucella agar supplemented with 5% defi-
brinated sheep blood, menadione and hemin. The inoculum containing 10° CFU/spot was seeded with Steers replicator upon the
surface of agar containing testing oil and free oil (the strains growth control). Incubation the plates was performed in anaerobic
conditions in anaerobic jars with 10% CO,, 10% H, and 80% N,. The MIC was considered to be the last dilution that did not
bacterial colonial growth.

Results. The results showed, that the most susceptible to oils from Gram-negative anaerobes were the strains of Tannerella for-
sythia (MIC 0.5-< 0.12 mg/ml), Fusobacterium necrophorum, Bacteroides vulgatus and Bacteroides uniformis (MIC = 25 mg/ml).
The strains from genus of Prevotella bivia and Parabacteroides distasonis were the lowest sensitive. The growth of the strains was
inhibited by concentration > 2.0 mg/ml. The anise oil was more active against Gram-positive rods and cocci then Gram-negative
anaerobic bacteria.

Conclusions. The anise oil was very active against all bacterial strains tested. The most susceptible to oil was the strains from genus
Tannerella forsythia, Fusobacteria necrophorum, Bacteroides vulgatus and Bacteroides uniformis. The Gram-positive-rods and cocci
was more susceptible to anise oil then anaerobic Gram-negative rods.

Keywords: susceptibility, anaerobic bacteria, anise oil, oral cavity, upper respiratory tract

STRESZCZENIE

Wstep. Anyzek (Pimpinella anisum L.) nalezy do rodziny Apiaceae. Roslina wystepuje w Chinach, Iranie, Indiach i Ameryce. Ma
zielone lancetowate liscie, biale kwiaty oraz owoce barwy zielonozottej. Owoce wykorzystywane sq do produkcji olejku. Olejek any-
zowy jest szeroko stosowany w medycynie ludowej, a takze do wytwarzania zywnosci, kosmetykow i srodkow leczniczych. Owoce
zawierajq 6-30% olejku eterycznego. Jego gtownymi sktadnikami sq: trans-anetol, estragol, eugenol, linalol, o-terpineol, cis-anetol,
aldehyd anyzowy, kumaryny, metylochawikol, skopoletyna, umbeliferon, estrole i poliacetyleny.

Cel pracy. Celem badar byla ocena przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci olejku anyzowego wobec bakterii beztlenowych wyizolo-
wanych z jamy ustnej i gornych drég oddechowych.

Materiat i metody. Ogotem badaniom poddano 54 szczepy bakterii beztlenowych z rodzajow: Porphyromonas, Prevotella,
Bacteroides, Parabacteroides, Fusobacterium, Tannerella, Finegoldia, Parvimonas, Peptostreptococcus, Actinomyces, Propio-
nibacterium i Bifidobacterium, a takze 8 szczepow wzorcowych — Bacteroides fragilis ATCC 25285, Porphyromonas asac-
charolytica ATCC 29743, Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, Finegoldia
magna ATCC 29328, Parabacteroides distasonis ATCC 8503, Propionibacterium acnes ATCC 11827 oraz Actinomyces
odontolyticus ATCC 17929.
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Wrazliwos¢é (MIC) oznaczano metodq seryjnych rozciericzeii w agarze Brucella zawierajgcym 5% krwi baraniej, menadion i hemine.
Inokulum zawierajgce 10° CFU na krople nanoszono aparatem Steersa na powierzchnie agaru zawierajqcego badany olejek lub
bez niego (kontrola wzrostu szczepow). Inkubacje plytek prowadzono w warunkach beztlenowych w anaerostatach zawierajqcych
mieszaning gazéw: 10% C0,, 10% H, i 80% N,, katalizator palladowy i wskaznik beztlenowosci, w temp. 37°C przez 48 godz. MIC
okreslano jako najmniejsze rozciericzenie olejku, ktore catkowicie hamowalo wzrost bakterii beztlenowych.

Wyniki. Wyniki wskazujq, ze najbardziej wrazliwe na olejek anyzowy sposrod Gram-ujemnych bakterii beztlenowych byly szczepy
Tannerella forsythia (MIC 0,5-< 0,12 mg/ml), Fusobacterium necrophorum, Bacteroides vulgatus i Bacteroides uniformis (MIC =
25 mg/ml). Szczepy z gatunkow Prevotella bivia i Parabacteroides distasonis byly najmniej wrazliwe na olejek. Wzrost tych bakterii
byt hamowany przez stezenia wynoszqce > 2,0 mg/ml. Olejek anyzowy byt bardziej aktywny wobec Gram-dodatnich pateczek i ziar-
niakow w porownaniu z Gram-ujemnymi bakteriami beztlenowymi.

Whrioski. Olejek anyzowy byt bardzo aktywny wobec wszystkich testowanych bakterii beztlenowych. Najbardziej wrazliwe okazaly sie
szczepy z gatunku Tannerella forsythia, Fusobacterium necrophorum, Bacteroides vulgatus i Bacteroides uniformis. Gram-dodatnie
paleczki i ziarniaki charakteryzowaly sie wyzszq wrazliwoscig na olejek anyzowy w porownaniu z beztlenowymi Gram-ujemnymi

pateczkami.

Stowa kluczowe: wrazliwo$¢, bakterie beztlenowe, olejek anyZowy, jama ustna, gérne drogi oddechowe

Wstep

Olejki eteryczne wystepuja w wielu ro§linach.
Od wiekow sa wykorzystywane jako leki w medy-
cynie tradycyjnej takich krajow, jak: Chiny, Iran
i Indie. Podrézujacy po wielu krajach Polak, Szymon
Syrenski (Syreniusz), zyjacy w latach 1540-1611,
napisat dzieto, w ktérym zamieScil opisy i rysunki
765 roslin. Byt to podrecznik ziotolecznictwa (wydany
w 1613 r.) zawierajacy m.in. opis i dziatanie anyzku.

Biedrzeniec (anyz, anyzek), Pimpinella anisum L.
syn. Anisum vulgare Gaertn., nalezy do rodziny se-
lerowatych (Apiaceae). Jest to roslina jednoroczna.
Wymaga gleby bogatej w prochnice. Osiaga wysoko§¢
do ok. 50 cm. Gorna czes$¢ todygi jest rozgaleziona.
Wytwarza zielone zabkowane liScie i drobne biale
kwiaty utozone w baldachy. Tworzy podtuzny, zielono-
z6lty, jajowaty owoc dtugosci 5 mm. Owoce (Fructus
anisi) sa suszone w warunkach naturalnych lub spe-
cjalnych suszarniach. Zawierajg one od 6 do 30%
olejku eterycznego, ktory jest wykorzystywany w lecz-
nictwie (1-3). Wsrdd gtéwnych jego sktadnikow wy-
mienia si¢: trans-anetol, estragon, eugenol, linalol,
a-terpineol, cis-anetol, aldehyd anyzowy, kumaryny,
metylochawikol, skopoletyne, umbeliferon, estrole
i poliacetyleny (4-8).

Badania wskazuja, ze wyciagi wodne i alkoholowe
oraz olejek anyzowy dzialaja wykrztu$nie, rozkurczo-
wo i przeciwwymiotnie (9, 10). Dzialaja korzystnie
w hipolipidemii, cukrzycy, menopauzie i wzmaga-
ja laktacje (11-14). Wspomagaja leczenie przewle-
ktego zapalenia zatok (15). Oddzialuja korzystnie
w zaburzeniach zotadkowych réznego pochodzenia
i wrzodach zotadka (13, 14, 16-20). Doswiadczenia
przeprowadzone na zwierzetach wykazaly, ze dzia-
fanie przeciwbdlowe olejku anyzowego mozna po-
rownac do skutecznoSci morfiny czy aspiryny (18).
Nasiona Pimpinella anisum dziataja ostaniajaco na

komorki watroby (21). Udowodnily to do§wiadczenia
przeprowadzone przez Jamshidzadeha i wsp. (21).
Oddzialuja one korzystnie w leczeniu kamicy nerek
i pecherza moczowego (22). Ponadto anyzek uspraw-
nia zapamigtywanie w przypadku niedotlenienia mo-
zgu i choroby Alzheimera (24, 25). De Sonsa (24), El-
-Hodairy (25) i inni autorzy (23-27) zalecaja jego
stosowanie w padaczce i depresji. Wykazuje tez ak-
tywnos$¢ przeciwutleniajaca (26).

W wielu publikacjach opisano aktywnoS$¢ przeciw-
drobnoustrojowa olejku. Obejmowata ona dziatanie
na bakterie (4, 28-35), grzyby (32, 36-40), wirusy (41,
42) i owady (43-48). Przeprowadzone dotychczas do-
Swiadczenia dotycza w wiekszoSci bakterii tlenowych.
Brak badan dotyczacych bakterii beztlenowych.

Cel pracy

Celem badan bylo okreSlenie wrazliwosci bakterii
beztlenowych wyizolowanych z jamy ustnej i gérnych
dr6g oddechowych na olejek anyzowy.

Materiat i metody

Materialy do badan pobrano od pacjentéw z za-
kazeniem w obrebie jamy ustnej oraz gdérnych
drég oddechowych. Ocenie wrazliwoSci poddano
54 szczepy bakterii beztlenowych wyizolowanych
od pacjentow, ktore nalezaly do nastepujacych ro-
dzajow: Porphyromonas (4 szczepy), Prevotella (7),
Bacteroides (8), Parabacteroides (2), Fusobacterium (6),
Tannerella (2), Finegoldia (6), Parvimonas (2),
Peptostreptococcus (6), Actinomyces (4),
Propionibacterium (6) i Bifidobacterium (2), a takze
8 szczepdw wzorcowych, w tym: Bacteroides fragilis
ATCC 25285, Porphyromonas asaccharolytica ATCC
29743, Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337,
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, Finegoldia
magna ATCC 29328, Parabacteroides distasonis
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ATCC 8503, Propionibacterium acnes ATCC 11827
oraz Actinomyces odontolyticus ATCC 17929. Badanie
wrazliwoSci (MIC) wymienionych bakterii na olejek
anyzowy (Semifarm) przeprowadzono, wykorzystujac
metode seryjnych rozcieficzeh w agarze Brucella
zawierajacym 5% krwi baraniej, menadion i he-
mine. Przed doSwiadczeniem olejek rozpuszczono
w DMSO (Serva), w celu uzyskania stezenia 100 mg/ml.
Kolejne rozcienczenia przygotowano w jatowej wo-
dzie destylowanej. Do badafn uzyto nastepujacych
stezen olejku: 2,0, 1,5, 1,0, 0,5, 0,251 0,12 i mg/ml.
Zawiesine bakteryjna zawierajaca 10° CFU na
krople nanoszono na powierzchni¢ agaru apara-
tem Steersa. Do kontroli wzrostu szczepéw wyko-
rzystano podloze niezawierajace olejku. Podtoza
z posiewami oraz podloza kontrolne hodowano
w anaerostatach zawierajacych mieszaning gazow:
10% CO0,, 10% H,i 80% N,, katalizator palladowy
i wskaznik beztlenowosci, w temp. 37°C przez 48
godz. Za najmniejsze stezenie (MIC) olejku przy-
mowano takie, ktére catkowicie hamowato wzrost
ocenianych bakterii beztlenowych.

Wyniki i oméwienie
Uzyskane wyniki badan wrazliwoS§ci na olejek

anyzowy Gram-ujemnych bakterii beztlenowych
zamieszczono w tabeli 1, wyniki Gram-dodatnich

bakterii w tabeli 2, a szczepow wzorcowych w tabeli 3.
Wskazuja one, ze niskie stezenia olejku, w zakresie
0,5-< 0,12 mg/ml, hamowaty wzrost 58,6% szczepéw
Gram-ujemnych paleczek. Najwicksza wrazliwoScia
charakteryzowaly si¢ szczepy z gatunku Tannerella
forsythia (MIC 0,5-< 0,12 mg/ml), Fusobacterium
necrophorum, Bacteroides vulgatus i Bacteroides uni-
formis (MIC = 0,25 mg/ml). Najnizsza aktywnoS$¢
wykazat olejek anyzowy wobec szczepow z gatunku
Prevotella bivia i Parabacteroides distasonis. Ich wzrost
byt hamowany przez stezenia powyzej 2,0 mg/ml.
Wyzsza aktywnoScia w poréwnaniu z Gram-ujemnymi
pateczkami charakteryzowaly sie Gram-dodatnie ziar-
niaki. Olejek anyzowy wykazat najwigcksza aktyw-
nos$¢ wobec szczepOw z gatunku Peptostreptococcus
anaerobius (MIC w zakresie stezen < 0,12-0,25 mg/
ml). Natomiast wzrost wszystkich testowanych Gram-
dodatnich ziarniakéw byt hamowany w stezeniach
wynoszacych < 0,12-2,0 mg/ml. Podobnie, Gram-
dodatnie paleczki byly bardziej wrazliwe na olejek niz
Gram-ujemne pateczki. Wzrost 91% tych bakterii byt
hamowany przez stezenia w zakresie < 0,12-1,0 mg/
ml. SpoSrdd wszystkich testowanych bakterii beztleno-
wych, 33 szczepy (61%) okazaly si¢ wrazliwe na niskie
stezenia olejku anyzowego (MIC < 0,12-0,5 mg/ml).

Badania innych autoréw réwniez wskazuja na dzia-
fanie olejku na niektdére bakterie i grzyby. Oceniane

Tab. 1. Dziatanie olejku anyzowego na Gram-ujemne bakterie beztlenowe

) Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczepow
>2,0 2,0 1,0 0,5 0,25 <0,12
Bacteroides fragilis 3 1 2
Bacteroides uniformis 1 1
Bacteroides ureolyticus 3 1 1 1
Bacteroides vulgatus 1 1
Fusobacterium nucleatum 4 1 3
Fusobacterium necrophorum 2 2
Parabacteroides distasonis 2 2
Porphyromonas asaccharolytica 4 2 2
Prevotella bivia 2 2
Prevotella buccalis 1 1
Prevotella levii 2 1 1
Prevotella loescheii 2 1 1
Tannerella forsythia 2 1 1
Gram-ujemne bakterie beztlenowe ogoétem 29 6 6 2 14 1

(a2
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Tab. 2. Dziatanie olejku anyzowego na Gram-dodatnie bakterie beztlenowe

. Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczepow
>2,0 2,0 1,0 0,5 0,25 <0,12
Finegoldia magna 3 1 2 3
Parvimonas micros 2 1 1
Peptostreptococcus anaerobius 6 1 5
Gram-dodatnie ziarniaki beztlenowe ogétem 14 1 1 2 1 9
Actinomyces odontolyticus 2 1 1
Actinomyces viscosus 2 1 1
Propionibacterium acnes 2 1 1
Propionibacterium granulosum 4 1 2 1
Bifidobacterium breve 1 1
Gram-dodatnie pateczki ogétem 11 1 6 1 1 2
Bakterie beztlenowe tgcznie 54 6 2 13 5 16 12
Tab. 3. Dziatanie olejku anyzowego na wzorcowe szczepy bakterii beztlenowych
] Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
Bakterie beztlenowe szczepbw 20 20 o 05 0.25 o2

Actinomyces odontolyticus
ATCC 17929

Finegoldia magna
ATCC 29328

Peptostreptococcus anaerobius
ATCC 27337

Propionibacterium acnes
ATCC 11827

Bacteroides fragilis
ATCC 25285

Porphyromonas asaccharolytica
ATCC 29743

Fusobacterium nucleatum
ATCC 25583

Parabacteroides distasonis
ATCC 8503

przez Gulcin i wsp. (4) szczepy, w tym Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli oraz
Klebsiella pneumoniae, byly wrazliwe na 50% wodne
i metanolowe roztwory olejku anyzowego. Do ba-
dan autorzy wykorzystali metode krazkowo-dyfuzyj-
ng. Maruzzella i Sicurella (35) wykazali wrazliwos¢
na olejek szczepu Mycobacterium avium. Janssen
i wsp. (49) opisali aktywno$¢ olejku wobec szczepoéw
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus

subtilis, Staphylococcus aureus i Candida albicans.
Zwrocili uwage, ze Gram-dodatnie bakterie i Candida
albicans byly bardziej wrazliwe niz Gram-ujemne
pateczki. Morris i wsp. (50) zbadali wrazliwos¢
szczepOw Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Corynebacterium spp. i Candida albicans metoda roz-
cieficzeniowa (MIC) i krazkowa. Parabuseenivasan
i wsp. (51) wykazali wrazliwo$§¢ na olejek anyzo-
wy szczepOw Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis
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i Klebsiella pneumoniae metoda krazkowo-dyfuzyjna.
Przeprowadzone przez Hammera i wsp. (32) ba-
dania potwierdzily aktywno$¢ olejku wobec szcze-
pow: Acinetobacter baumannii, Aeromonas sobria,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Serratia marcescens, Staphylococcus
aureus i Candida albicans. Jednak stezenia dziala-
jace byly wyzsze i wynosily od 2,5 do 20,0 mg/ml.
Ponadto pateczki Gram-ujemne Klebsiella pneumo-
niae i Pseudomonas aeruginosa do zahamowania wzro-
stu wymagaly uzycia jeszcze wyzszych stezen (MIC
> 20,0 mg/ml). W innych badaniach (52) szczep
Staphylococcus aureus FDA byt wrazliwy na stezenie
nizsze (MIC = 0,25 mg/ml). Natomiast Si i wsp. (53)
wykazali dziatanie aldehydu anyzowego wyizolo-
wanego z olejku wobec szczepoéw Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Lactobacillus plantarum,
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