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SUMMARY

Introduction. The plants have been used as herbs and medicines for thousands of years. Rosemary (Rosmarinus officinalis L.)
from Lamiaceae family is cultivated all over the world. The rosemary herb contains flavonoids, carnosic acid, caffeic acid and its
esters (rosmarinic acid), referred to as Labiatae tannins, essential oil (borneol, 1,8-cineol, borneol acetate, o- and B-pinene, cam-
phor, B-myrcene, camphene, geraniol, citronellol, linalool, p-cymene, y-terpinene, B-phellandrene, verbenone) and phytosterols. The
compounds present in the extracts and essential oil have antimicrobial, antioxidant, antitumor and antidiabetic properties, protect
against gastric and duodenal ulcers and prevent dementia in the elderly peoples.

Aim. The aim of the research was to determine the activity of rosemary oil (Semifarm, Gdarisk) against yeast-like fungi of the genus
Candida.

Material and methods. 31 strains of yeast-like fungi isolated from the oral cavity of patients with candidosis and 9 reference strains
were tested. The susceptibility (MIC) was determined by the method of serial dilution in Sabouraud agar. The suspension contain-
ing 10° CFU/drop was transferred using a Steers apparatus upon the agar medium with the appropriate concentration of rosemary
oil (15.0; 10.0; 7.5; 5.0 and 2.5 mg/ml) and on the medium without the addition of oil (strain growth control). Incubation was
carried out for 24-48 hours in aerobic conditions at 37°C. The lowest concentration of rosemary oil, which completely inhibited the
growth of the tested yeast-like fungi strains, was assumed as MIC.

Results. The growth of all tested yeast-like strains was inhibited by oil concentrations of 7.5-15.0 mg/ml. The most sensitive to rose-
mary oil were strains of the species C. utilis (MIC = 7.5 mg/ml), C. guilliermondii and C. kefyr (MIC 7.5-10.0 mg/ml), and the least
sensitive species were C. tropicalis. C. krusei and C. lusitaniae strains were more resistant (MIC = 15 mg/ml).

Conclusions. Candida strains showed moderate sensitivity to rosemary oil. The oil was most active against yeast-like fungi strains
from the species of C. utilis, C. guilliermondii and C. kefyr. The strains of C. krusei and C. lusitaniae showed the lowest sensitivity
to the oil.

Keywords: activity, rosemary oil, yeastlike fungi

STRESZCZENIE

Wstep. Od tysiecy lat rosliny byly wykorzystywane jako przyprawy i srodki lecznicze. Rozmaryn lekarski (Rosmarinus officinalis L.)
z rodziny Lamiaceae jest uprawiany na calym swiecie.

W zielu rozmarynu obecne sq flawonoidy, kwas karnozolowy, kwas kawowy i jego estry (kwas rozmarynowy), okreslane jako garb-
niki Labiatae, olejek eteryczny (borneol, 1,8-cyneol, octan borneolu, o- i B-pinen, kamfora, B-myrcen, kamfen, geraniol, cytronelol,
linalol, p-cymen, y-terpinen, B-felandren, werbenon) oraz fitosterole. Zwiqzki obecne w wyciggach i olejku eterycznym dziatajg
przeciwdrobnoustrojowo, przeciwutleniajqco, przeciwnowotworowo, przeciwcukrzycowo, zabezpieczajq przed wrzodami Zotgdka
i dwunastnicy oraz zapobiegajq demencji u osob starszych.

Cel pracy. Celem badan bylo oznaczenie aktywnosci olejku rozmarynowego (Semifarm, Gdarsk) wobec grzybow drozdzopodobnych
z rodzaju Candida.

Materiat i metody. Badaniom poddano 31 szczepow grzybow drozdzopodobnych wyhodowanych z jamy ustnej pacjentow z kandydozq
i 9 szczepow wzorcowych. Wrazliwosé (MIC) oznaczono metodq seryjnych rozcieficzeii w agarze Sabourauda. Zawiesine zawierajgcq
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10° CFUlkrople przenoszono aparatem Steersa na podioza agarowe, zawierajgce odpowiednie stezenie olejku rozmarynowego (15,0;
10,0; 7,5; 5,01 2,5 mg/ml) oraz na podtoza bez dodatku olejku (kontrola wzrostu szczepow). Inkubacje prowadzono przez 24-48 godz.
w warunkach tlenowych, w temp. 37°C. Za MIC przyjeto najmniejsze stezenie olejku rozmarynowego, ktére catkowicie hamowato
wzrost testowanych szczepow grzybow drozdzopodobnych.

Wyniki. Wzrost wszystkich testowanych szczepow grzybow drozdzopodobnych byt hamowany przez stezenia olejku 7,5-15,0 mg/ml.
Najbardziej wrazliwe na olejek rozmarynowy byly szczepy z gatunkow C. utilis (MIC = 7,5 mg/ml), C. guilliermondii i C. kefyr (MIC
7,5-10,0 mg/ml), a najmniej wrazliwy gatunek C. tropicalis. Szczepy z gatunkow C. krusei i C. lusitaniae okazaly sie bardziej opor-
ne (MIC = 15 mg/ml).

Whioski. Szczepy z rodzaju Candida wykazaly umiarkowang wrazliwosé na olejek rozmarynowy. Olejek byt najbardziej aktywny
wobec szczepow grzybow drozdzopodobnych z gatunkéw C. utilis, C. guilliermondii i C. kefir. Najmniejszq wrazliwos¢ na olejek

wykazaty szczepy C. krusei i C. lusitaniae.

Stowa kluczowe: aktywnoS¢, olejek rozmarynowy, grzyby drozdzopodobne

Wstep

Od tysiecy lat roSliny byly wykorzystywane jako przy-
prawy oraz ziota lecznicze. Zastosowanie wielu z nich
zostato opisane juz w starozytnosci. Liczni uczeni, m.in.:
Teofrast z Erezos (370-287 p.n.e.), Hipokrates (460-
377 p.n.e.), Dioskurides (I wiek), Paracelsus (1493-
1541), Robertus Dodenaeus (1517-1586), Charles
Léciuse Clucius Carolus z Atrebas (1526-1609), Karol
Linneusz (1707-1778), Josef Moeller (1848-1923),
opisywali ro§liny i mozliwoSci ich uzycia w terapii
réznych chordéb.

Rozmaryn lekarski (Rosmarinus officinalis 1.)
nalezy do rodziny Lamiaceae (jasnowate). Nazwa
facifiska — rosmarinus, oznacza morska bryze i praw-
dopodobnie jest zwiazana z charakterystycznym,
aromatycznym zapachem. RoS§lina jest wiecznie
zielonym krzewem, ktéry moze osiggaé¢ wysokoS¢
do 2 m, naturalnie wystepuje w rejonach basenu
Morza Srédziemnego, rosnie na glebach zawiera-
jacych duzo wapnia. Posiada srebrnozielone liScie
w ksztalcie szpilek, natomiast kwiaty maja zabar-
wienie biate, bladoniebieskie lub liliowe. Rozmaryn
jest uprawiany na calym Swiecie, gtéwnymi produ-
centami sa: Francja, Hiszpania, Wlochy, Grecja
i Meksyk. Zwiazki obecne w wyciagach i olejku
rozmarynowym zapobiegaja tworzeniu si¢ wolnych
rodnikéw (1-3) i dziataja przeciwutleniajgco, przeciw-
nowotworowo, przeciwcukrzycowo, zapobiegaja tez
powstawaniu wrzodow zotadka i dwunastnicy (4-10).
Badania przeprowadzone na zwierzetach wskazu-
ja, ze wyciagi z rozmarynu chronia watrobe przed
toksycznym oddzialywaniem niektorych czynnikow
chemicznych (11, 12). Stwierdzono tez, ze kwas
rozmarynowy dziata uspokajajaco oraz zwieksza
mozliwosci poznawcze i zapamigtywania u pacjentow
z chorobg Alzheimera i demencja (13-19), ponadto
jest stosowany w zapaleniach zatok, ucha Srodkowe-
go i drog oddechowych. Olejek rozmarynowy cha-
rakteryzuje sie dobra przyswajalnoScia z przewodu

pokarmowego i przenikaniem przez skore, korzystnie
dziata na tkanke kostna, pobudza ukrwienie (20, 21).

Olejek rozmarynowy jest bezbarwny lub jasnozotty
o przyjemnym zapachu. Z 50-100 kg ro§lin otrzymuje
si¢ ok. 1 kg olejku eterycznego (22). Jest wykorzystywa-
ny w przemysle perfumeryjnym i kosmetycznym do pro-
dukgcji perfum, wody kolofiskiej, szamponéw, mydet,
dezodorantow, detergentow, odSwiezaczy powietrza
i Swiec zapachowych. Natomiast w przemysle spo-
zywezym uzywa sie go jako Srodka zapachowego oraz
do produkcji wodek, alkoholi i niektorych przetwordw
migsnych. Przemyst farmaceutyczny wykorzystuje go
do poprawiania smaku i zapachu niektorych lekdw.

W olejku rozmarynowym sg obecne: borneol,
1,8-cyneol, octan borneolu, a-pinen, B-pinen, kam-
fora, B-myrcen, kamfen, geraniol, cytronelol, lina-
lol, p-cymen, y-terpinen, B-felandren, werbenon
i inne (23-34). Wyciagi z ziela rozmarynu zawieraja
flawonoidy, garbniki, kwas karnozolowy, kwas kawo-
wy i jego estry (kwas rozmarynowy) oraz fitosterole.
Doswiadczenia wykazaly, ze wyciagi z liSci oraz ole-
jek rozmarynowy dziataja przeciwdrobnoustrojowo
(3, 23, 25, 27, 28, 30, 31, 35-48). Dotychczas prze-
prowadzone badania najczeSciej dotyczylty oddzialy-
wania olejku rozmarynowego na bakterie tlenowe,
a rzadziej na grzyby. Brakuje publikacji oceniajacych
skutecznos$¢ olejku wobec r6znych gatunkéw grzybow
drozdzopodobnych.

Cel pracy

Celem badan byla ocena aktywnosci olejku rozma-
rynowego wobec grzybow drozdzopodobnych.

Materiatl i metody badan

Wykorzystane do badan szczepy grzyboéw zostaty
wyizolowane od pacjentow z kandydoza jamy ustne;.
Pobrane materialy posiewano na podtoze Sabourauda.
Posiewy inkubowano przez 24-48 godz. w warun-
kach tlenowych w temp. 37°C. Poddano badaniom
nastepujace szczepy grzybow drozdzopodobnych:
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Candida albicans (9 szczepdw), C. glabrata (3), C. gu-
illiermondii (2), C. kefyr (2), C. krusei (4), C. lusita-
niae (2), C. parapsilosis (3), C. tropicalis (5) i C. uti-
lis (1). Doswiadczenia objely tez 9 szczepow wzor-
cowych z gatunkéw: Candida albicans ATCC 10231,
C. glabrata ATCC 66032, C. guilliermondii ATCC
62260, C. kefyr ATCC 4130, C. krusei ATCC 14249,
C. lusitaniae ATCC 34499, C. parapsilosis ATCC
22019, C. tropicalis ATCC 750 i C. utilis ATCC 9958.
Wrazliwo$¢ szczepdw oceniono, wykorzystujac me-
tode seryjnych rozcieficzen w agarze Sabourauda.
Wstepnie olejek rozmarynowy (Semifarm) rozpusz-
czono w DMSO (Serva), a nastepnie w jatowej wodzie
destylowanej, uzyskujac rozciefniczenia 2,5; 5,0; 7,5;
10,01 15,0 mg/ml. Hodowle zawierajaca 10° CFU/kro-
ple przenoszono aparatem Steersa na powierzchnie
agaru Sabourauda, do ktérego dodano odpowiednie
stezenie olejku lub bez niego (kontrola wzrostu szcze-
pow). Posiewy inkubowano w warunkach tlenowych
przez 24-48 godz. w temp. 37°C. Za MIC przyjeto naj-
mniejsze rozcienczenie olejku rozmarynowego, ktore
catkowicie hamowato wzrost testowanych szczepoéw
grzybéw drozdzopodobnych.

Wyniki i dyskusja

W tabeli 1 zebrano wyniki badan aktywnosci olejku
rozmarynowego wobec grzybow drozdzopodobnych
pobranych od pacjentéw, a w tabeli 2 wyniki badan
szczepow wzorcowych. Wszystkie grzyby okazaly si¢
wrazliwe na stezenia olejku rozmarynowego w za-
kresie 7,5-15,0 mg/ml. SpoSréd badanych szczepdw
najwicksza wrazliwoscia charakteryzowaly si¢ gatunki
Candida utilis (MIC = 7,5 mg/ml), C. guilliermondii

i C. kefyr (MIC w zakresie 7,5-10,0 mg/ml). Szczepy
C. albicans okazaly si¢ wrazliwe na stezenia wyno-
szace 7,5-15,0 mg/ml. Natomiast olejek w nizszym
stezeniu (7,5 mg/ml) byt aktywny tylko wobec 1 szcze-
pu z gatunku C. tropicalis. Pozostate 4 szczepy tego
gatunku wymagaty do zahamowania wzrostu uzycia
wyzszego stezenia = 15,0 mg/ml. Podobnie ksztal-
towala si¢ wrazliwo$¢ szczepow C. albicans. Wzrost
3 sposrdd 9 testowanych szczepow tego gatunku byt
hamowany przez stezenia w zakresie 7,5-10,0 mg/ml.
Pozostale 6 szczepow wymagato do zahamowania
wzrostu uzycia wyzszego stezenia olejku rozmary-
nowego (MIC = 15,0 mg/ml). Najnizsza aktywnos¢
olejek wykazat wobec szczepdw z gatunkow C. krusei
i C. lusitaniae. Ich wzrost byl hamowany w stezeniu
wynoszacym 15,0 mg/ml.

Wyniki doSwiadczefi przeprowadzonych przez in-
nych autoréw rowniez wskazuja na przeciwbakteryjna
1 przeciwgrzybiczna aktywnoS¢ olejku rozmarynowego.
Opisano dziatanie olejku na bakterie (Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Bacillus subtilis, Proteus vulga-
ris, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) oraz
grzyby (C. albicans i Aspergillus niger) (45). Szczep
C. albicans byt wrazliwy na olejek rozmarynowy w ste-
zeniu 10,0 mg/ml (46), a przy wykorzystaniu metody
krazkowo-dyfuzyjnej strefa zahamowania jego wzrostu
wyniosta 13 mm (36). Aktywnos¢ olejku rozmaryno-
wego wobec réznych grzybéw wykazali tez inni auto-
rzy (3, 30, 35, 39, 40, 50). Strefy zahamowania wzrostu
od 1 do 10 mm uzyskano, oceniajac wrazliwo$¢ na ole-
jek rozmarynowy réznych gatunkéw grzybow (C. al-
bicans, C. tropicalis, C. krusei, Saccharomyces cerevi-
siae, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus,

Tab. 1. Wrazliwo$¢ szczepdw z rodzaju Candida na olejek rozmarynowy

Grzyby Liczba Najmniejsze stezenie hamujace MIC (mg/ml)
drozdzopodobne szczepow 15,0 10,0 7.5 5,0 2,5

C. albicans 9 6 2 1

C. glabrata 3 1 1 1

C. guilliermondii 2 1 1

C. kefyr 2 1 1

C. krusei 4 4

C. lusitaniae 2 2

C. parapsilosis 3 1 2

C. tropicalis 5 4 1

C. utilis 1 1

Ogotem 31 18 7 6
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Tab. 2. Wrazliwos¢ szczepdw grzybéw wzorcowych z rodzaju Candida na olejek rozmarynowy

Aspergillus niger) (51). Strefa zahamowania wzrostu
szczepu Trichophyton mentagrophytes pod wptywem
olejku rozmarynowego wyniosta 18 mm (52), wyko-
rzystujac te sama metode, nie uzyskano zahamowania
wzrostu dla C. albicans (50). Olejek rozmarynowy
i niektore jego sktadniki skutecznie hamuja wzrost
grzybow pleSniowych, jednocze$nie niszczg wytwa-
rzane przez nie mykotoksyny (53).
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