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SUMMARY

Despite the small-flowered willow herb’s corroborated curative
traits, an array of synthetic agents has dislodged it for long from
medicine. Albeit research works in the domain of phytochemistry
and pharmacognosy that were conducted in the last two decades
reconsidered the medicinal properties of Epilobium parviflorum.
The most active are willow herb aqueous dry extracts which dis-
play antibacterial, antifungal, anti-tumour, immune-stimulating,
anti-inflammatory and detoxifying activities. The willow herb
extracts are applicable to therapy of dermatoses and systemic
autoimmune diseases.

The aim of the study was to assess the antifungal in vitro activity
of different concentrations of Epilobium parviflorum aqueous
dry extract against Trichophyton mentagrophytes strains isolated
from nail filings of patients attending the Dermatological Clinic
within the Ludwik Rydygier Specialistic Hospital in Krakow, and
one original strain ATCC 18748.

The research material were nine Trichophyton mentagrophytes
strains, including one original strain ATCC 18748 and eight
strains isolated from the nail filings. Moreover, there was used
the small-flowered willow herb aqueous dry extract which was
diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO), given the concentra-
tions: 200, 100, 50, 25 and 12.5 mg/ml. In order to assess the
antifungal activity of the Epilobium parviflorum extract, in the
five concentrations, the disc-diffusion method was employed.
A measure of the antifungal activity of the small-flowered willow
herb aqueous dry extract was its minimal inhibitory concentra-
tion (MIC).

Diameters of growth inhibition zones in case of the Trichophyton
mentagrophytes isolates, exposed to the action of five concentra-
tions of the studied extract, contingently on the concentration
amounted to 18-26 mm at the outmost (21.75 £ SD = 2.92
mm on the average), given the concentration 200 mg/ml, and 6-7
mm at the very least (6.25 = SD = 0.46 mm on the average),
given the concentration 12.5 mg/ml. The diameters of growth
inhibition zone in case of the Trichophyton mentagrophytes
demonstration strain ATCC 18748, exposed to the action of five
concentrations of willow herb extract, maximally amounted to

22 mm, given the concentration 200 mg/ml, and minimally to
6 mm, given the concentration 12.5 mg/ml. The minimal inhibi-
tory concentration (MIC) of the Epilobium parviflorum extract
for the eight investigated Trichophyton mentagrophytes isolates
came to 9.25 mg/ml.

The corroborated antifungal activity of the Epilobium parviflorum
aqueous dry extract countenances admitting it to be a potent natu-
ral preparation which can be applicable to therapy of ringworm
of the foot and scalp.
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Wprowadzenie

Pierwsze wzmianki o leczniczych whasciwosciach
wierzbownicy drobnokwiatowej (Epilobium parviflo-
rum Schreb.) pochodzg jeszcze z 1880 roku. Mimo
uznanych wlasciwosci leczniczych tej rosliny, leki syn-
tetyczne na dlugie lata wyparly ja z medycyny (1, 2).
Przeprowadzone w ostatnim dwudziestoleciu badania
fitochemiczne i farmakognostyczne w Polsce oraz na
Swiecie, ponownie wykazaly wtasciwosci lecznicze
E. parviflorum (3, 4). Ziele wierzbownicy drobno-
kwiatowej (Epilobii herba) bogate jest w substancje
biologicznie czynne, poniewaz zawiera -sitosterole
oraz kwasy: linolenowy, arachidonowy, arachidowy,
olejowy, palmitoolejowy, palmitynowy, stearynowy
(frakcja lipidowa) oraz mirycetyneg, kwercetyne i ke-
meferol (frakcja flawonoidowa). Szczegdlnie aktywne
sa wyciagi wodne z wierzbownicy, ktore wykazuja
dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, prze-
ciwnowotworowe, immunostymulujace, przeciwzapal-
ne i odtruwajace (5-9).

Wyciagi z wierzbownicy zalecane sa w przypadku
chor6b skoérnych (tuszezyca, tradzik, wypryski, der-
matozy, pokrzywka, ojotok, tojotokowe zapalenie
skory, figowka, ropne zapalenie mieszkow wlosowych,

([ Postepy Fitoterapii 3/2013 |

163 )




Anna Glowacka i wsp

tupiez tlusty, dermatoza okotoustna) i choréb auto-
immunologicznych uktadowych. Stosowane sa takze
w przeroscie i stanach zapalnych gruczotu krokowego,
kamicy moczowej, zapaleniach uktadu moczowego
i ptciowego zaréwno u kobiet, jak i u mezczyzn. Wy-
ciagi z wierzbownicy znalazly réwniez zastosowanie w
leczeniu choréb wywotanych nadmiarem androgenéw,
w zaburzeniach miesigczkowania, uptawach, przy
bdlach i zawrotach gtowy, nerwobdlach, bezsennoSci,
moczeniu nocnym, wyczerpaniu nerwowym, trudno
gojacych sie ranach, chorobach alergicznych i tysieniu
androgennym (10-12).

Cel pracy

Celem pracy byta ocena in vitro aktywnoSci przeciw-
grzybiczej rdznych stezen suchego wodnego wyciagu
z ziela wierzbownicy drobnokwiatowej wobec szcze-
pow grzybow z gatunku Trichophyton mentagrophytes
wyizolowanych od pacjentow chorych na grzybice
paznokci.

Materiat i metody

Material do badan stanowito dziewiec szczepow
T mentagrophytes, w tym jeden szczep wzorcowy ATCC
18748 i osiem szczepdw klinicznych wyizolowanych z
opitkéw paznokci pacjentéw leczonych w Poradni
Dermatologicznej Szpitala Specjalistycznego im. Lu-
dwika Rydygiera w Krakowie. Do badaf wykorzystano
suchy wodny wyciag z ziela wierzbownicy (Epilobium
aquaesiccum), wyprodukowany przez Phytopharm
Kleka S.A. w2011 r., z ktorego sporzadzono roztwory
w dimetylosulfotlenku (DMSO) o stezeniach: 200,
100, 50, 25 1 12,5 mg/ml.

Wyizolowane szczepy 1. mentagrophytes wysiewano
na stale podtoze Sabourauda z dodatkiem aktidionu
i po 7-10-dniowej inkubacji w temperaturze 27°C
przygotowywano zawiesing w 0,85% roztworze NaCl
o gestosci 0,5 w skali McFarlanda.

Do oceny aktywnosci przeciwgrzybiczej pieciu roz-
cieficzen suchego wyciagu z ziela wierzbownicy zasto-
sowano metode dyfuzyjno-krazkowa. Przygotowane
zawiesiny badanych szczepéw w ilosci 100 ul wysiewano
na state podtoze Sabourauda z aktidionem, a nastepnie
naktadano przygotowane krazki bibutowe, ktore zawie-
raly po 15 ul odpowiednich stezefi roztworéw suchego
wyciagu z wierzbownicy. Hodowle inkubowano w tem-
peraturze 27°C przez 7-10 dni, a nastepnie mierzono
Srednice strefy zahamowania wzrostu grzyba wokot
kazdego krazka w mm, przyjmujac Sredni pomiar z
dwoch prostopadtych do siebie Srednic.

Minimalne stezenie hamujace MIC (w mg/ml)
obliczono z krzywej wzrostu prostoliniowego wykre-

Slonej w uktadzie potlogarytmicznym, odktadajac na
osi odcietych logarytmy wartoSci stezen roztworéw z
wierzbownicy (200, 100, 50, 25 i 12,5 mg/ml), a na osi
rzednych Srednice pola zahamowania wzrostu grzyba
wokot krazka. Miarg przeciwgrzybiczego dzialania
roztworu wierzbownicy byto ich najmniejsze stezenie
hamujace MIC (minimal inhibitory concentration)
obliczone wg wzoru Kadtubowskiego (13) z poprawka
Glowackiej:

——  logC,-logC, —
logMIC=logC + —= = (6-N)),
Nz_N1

gdzie:

N,,N, - Srednie arytmetyczne dwoch grup Srednic stref
zahamowania wzrostu, Srednica krazka 6 mm,

logC,, logC, — Srednie arytmetyczne logarytmow
dwoch grup stezen uzywanego preparatu.

Srednice obszaru zahamowania wzrostu grzybéw
z gatunku 7. mentagrophytes opisywano za pomoca
wartoSci Sredniej, bledu standardowego, odchylenia
standardowego, przedziatu ufnosci dla Sredniej oraz
wartoSci minimalnej i maksymalnej cechy. Przedziat
ufnosci ustalono na poziomie 95%.

Wyniki

Srednice stref zahamowania wzrostu szczepow
T mentagrophytes poddanych dziataniu pigciu stgzen
roztworu wyciaggu wodnego z wierzbownicy drobno-
kwiatowe] wynosily maksymalnie 18-26 mm (Srednio
21,75 = SD = 2,92 mm) przy stezeniu 200 mg/ml,
a minimalnie 6-7 mm (Srednio 6,25 + SD = 0,46 mm)
przy stezeniu 12,5 mg/ml.

Srednice stref zahamowania wzrostu szczepu wzor-
cowego 1. mentagrophytes (ATCC 18748), poddanego
dziataniu pieciu stezef roztworu wyciagu z wierzbow-
nicy drobnokwiatowej, wynosily maksymalnie 22 mm,
przy stezeniu 200 mg/ml oraz minimalnie 6 mm, przy
stezeniu 12,5 mg/ml.

Minimalne st¢zenie hamujgce (MIC) roztworu
wyciagu wodnego z wierzbownicy drobnokwiatowej
dla oSmiu badanych szczepdw 1. mentagrophytes wyizo-
lowanych od pacjentéw wynosito §rednio 9,25 mg/ml
(tab. 1).

Obliczenia statystyczne stref zahamowania wzrostu
(mm) dla o$miu szczepdw 1. mentagrophytes wyizolo-
wanych od pacjentéw pod wplywem réznych stezen
roztworu wyciagu wodnego z wierzbownicy drobno-
kwiatowej przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 1. Strefy zahamowania wzrostu (mm) Trichophyton mentagrophytes pod wplywem réznych stezen wyciagu wodnego
z wierzbownicy (mg/ml) dla szczepu wzorcowego i 8 szczepéw wyizolowanych od pacjentow.

Stezenie roztworu wierzbownicy (mg/ml)
Lp. Gatunek Nr szczepu Materiat kliniczny 200 100 50 25 12,5
Strefa zahamowania wzrostu (mm)
1. T. mentagrophytes ATCC 18748 | szczep wzorcowy 22 16 11 8 6
2. T mentagrophytes 2/07 opitki paznokci 26 20 12 9 7
3. T. mentagrophytes 167/07 opitki paznokci 26 20 12 9 6
4. T. mentagrophytes 11/09 opitki paznokci 22 16 10 8 6
5. T. mentagrophytes 190/10 opitki paznokci 22 15 8 7 6
6. T. mentagrophytes 86/07 opitki paznokci 20 16 13 8 6
7. T. mentagrophytes 1/07 opitki paznokci 20 16 8 6 6
8. T mentagrophytes 8/07 opitki paznokci 20 14 10 7 6
9. T. mentagrophytes 149/07 opitki paznokci 18 16 13 9 7

Tabela 2. Obliczenia statystyczne stref zahamowania wzrostu (mm) dla 8 szczepéw Trichophyton mentagrophytes
wyizolowanych od pacjentéw pod wplywem réznych stezen roztworu wyciagu wodnego z wierzbownicy (mg/ml).

Parametry statystyczne stref zahamowania wzrostu (mm)

Stezenie

roztworu
wierzbownicy

(mg/ml) ; . Odchylenie Btad Przedziat L .

Srednla standardowe standardowy ufnosci 95% Minimum Maksimum
Lp.
1. 200,00 21,75 2,92 1,08 19,31 - 24,19 18 26
2. 100,00 16,63 2,20 0,78 14,79 - 18,46 14 20
3. 50,00 10,75 2,05 0,73 9,03 — 12,47 8 13
4. 25,00 7,88 1,13 0,40 6,93 - 8,82 6 9
5. 12,50 6,25 0,46 0,16 5,86 - 6,64 6 7
Omowienie badan nad jej wykorzystaniem w terapii na szeroka

Wierzbownica jest roSlina zielna, nalezaca do ro-
dziny wiesiotkowatych. Rodzaj wierzbownica obejmu-
je szereg gatunkdéw, nie wszystkie jednak wykazuja
dzialanie lecznicze. Do gatunkow leczniczych nalezy,
m.in. wierzbownica drobnokwiatowa (E. parviflorum),
ktoéra najczesciej wykorzystywana jest w medycynie
ludowej. W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie
Srodowisk naukowych, co zaowocowato rozpoczeciem

skale (5-9).

Ducrey i wsp. (1) badali wpltyw wyciagu z wierz-
bownicy (rodzaj: Epilobium, rodzina: Onagraceae
— Oenotheraceae) na aktywno$¢ dwoch enzymow —
5-o-reduktazy i aromatazy — majacych istotne znacze-
nie w etiologii fagodnego rozrostu stercza. Postugujac
sie technikami laboratoryjnymi, autorzy pracy ziden-
tyfikowali dwa wielopierscieniowe zwiazki chemiczne
z grupy elagotanin, wchodzace w sktad wyciagu z
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wierzbownicy, tj. oenoteine A i oenoteing B, ktore
hamowaly aktywnos¢ 5-a-reduktazy i aromatazy.

Badania nad wptywem roznych wyciagow z wierz-
bownicy drobnokwiatowej (E. parviflorum) na aktyw-
nos¢ 5-o-reduktazy przeprowadzili réwniez Lesuisse i
wsp. (2). Do badan uzyto specjalnie przygotowanych
homogenatéw z gruczotu krokowego mezczyzn z
rozpoznanym tagodnym rozrostem stercza. Do oce-
ny wplywu badanych wyciagéw z ziela wierzbownicy
drobnokwiatowej na aktywnoS$¢ 5-a-reduktazy autorzy
wykorzystali metode wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (high-performance liquid chromatography,
HPLC). Badacze wykazali, ze najsilniejszym wply-
wem hamujacym na 5-o-reduktaze charakteryzowaty
si¢ wyciggi wodne z ziela wierzbownicy. Potwierdzili
oni tym samym, ze znany od 130 lat wsr6d ludowych
medykow naturalny Srodek — wyciag z ziela wierz-
bownicy drobnokwiatowe]j — wykazuje wysoka warto$¢
terapeutyczna. Substancja, ktora wedlug obserwacji
autoréw wykazywata najwicksza aktywno$¢ inhibujaca
wobec 5-o-reduktazy, byta wielopierScieniowa tanina
—oenoteina B (substancja, ktorej wtasciwosci przeciw-
wirusowe i przeciwnowotworowe udowodniono juz we
wcze$niejszych latach).

Vitalone i wsp. (9) przeprowadzili badania in
vitro dotyczace przeciwdrobnoustrojowego dzia-
tania wyciagéw alkoholowych z wierzbownicy. Do
badaf wykorzystano takie gatunki, jak E. angu-
stifolium, E. hirsutum, E. palustre, E. tetragonum
i E. rosmarinifolium. W badaniach wykorzystano
bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne oraz grzyby
drozdzoidalne z rodzaju Saccharomyces. Wszystkie
uzyte w badaniu suche wyciagi charakteryzowaly si¢
dzialaniem przeciwdrobnoustrojowym w zakresie
stezefh od 10 do 650 wg/ml. Najszersze spektrum
dziatania przeciwdrobnoustrojowego wobec bada-
nych szczepOw bakterii i grzybéw drozdzoidalnych
wykazywaly wyciagi z ziela wierzbownicy E. angu-
stifolium 1 E. rosmarinifolium.

Leczenie grzybic powierzchniowych wywotanych
przez dermatofity jest w zaleznoSci od zaawansowa-
nia choroby dlugotrwate i kosztowne. Stosowanie
leczenia skojarzonego, czyli terapii doustnej uzupet-
nionej preparatami zewnetrznymi, moze skrécic¢ czas
leczenia. Wysoka aktywno$¢ wyciagu wodnego z ziela
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wierzbownicy daje mozliwos¢ zastapienia nim drogich
lekéw do stosowania miejscowego w postaci lakieréw
do paznokci lub Zeli przeciwgrzybiczych. Ziele wierz-
bownicy drobnokwiatowej (E. parviflorum Schreb.)
moze zatem postuzy¢ do przygotowania preparatow
do stosowania zewnetrznego (tonik, mas¢, serum,
plyny lecznicze do skory gltowy) (14, 15).

Podsumowanie

Potwierdzona aktywno$¢ suchego wodnego wyciagu
z ziela wierzbownicy drobnokwiatowej (Epilobium
parviflorum Schreb.) na dermatofity z gatunku Tricho-
phyton mentagrophytes, pozwala uznac go za skuteczny
naturalny preparat, ktéry moze mie¢ zastosowanie
w leczeniu grzybicy paznokei i innych grzybic wywo-
fanych przez ten drobnoustro;.
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