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SUMMARY

The aim of studies was the activity assessment of selected ex-
tracts and plant substances complexes on human pathogenic
fungi as a potential medicines designed for use in dermatology.
The studies shown that extracts and plant substance complexes
have a significantly less potent against clinical yeasts as against
dermatophytes. The conducted studies show the possibility of
use of ethanol extract obtained from rhizome of Asarum eu-
ropaeum, roots of Glycyrrhiza glabra, herbs of Hedera helix,
roots of Inula helenium also leaves of Rosmarinus officinalis.
From investigated plant substance complexes the strong activity
(< 1000 pug/ml) against clinical yeasts and dermatophytes show
the furanocumarins obtained from fruits of Heracleum sosnowskyi
and Archangelica officinalis, but their practical use is problematic
because of allergenic reaction possibility.
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Czestos$¢ pojawiania si¢ zakazen dermatologicznych
wywotywanych przez grzyby drozdzoidalne i dermato-
fity stale wzrasta. Jest to powazny problem terapeu-
tyczny. Pomimo duzego postepu w leczeniu grzybic,
jaki obserwuje si¢ w ostatnich latach, liczba prepara-
tow stosowanych w terapii tego rodzaju zakazen jest
dos¢ ograniczona. Przyczyna takiego stanu jest wiele
czynnikéw, m.in. zr6znicowana budowa i inwazyjnos¢
grzybow patogennych dla cztowieka oraz narastanie ich
opornosci na stosowane leki. Dlatego uzasadnione jest
poszukiwanie nowych, skutecznych i dobrze tolerowa-
nych preparatéw zwalczajacych grzyby drozdzoidalne
i dermatofity. Do takich §rodkéw leczniczych naleza
w wiekszosci preparaty pochodzenia roslinnego.

Cel pracy

Celem badan byla ocena dziatania wybranych eks-
traktow i zespoléw substancji roSlinnych na grzyby

chorobotworcze dla cztowieka, jako potencjalnych
lekéw przeznaczonych do wykorzystania w praktyce
dermatologiczne;j.

Materialy i metody

Surowce i ekstrakty roslinne

W badaniach prowadzonych na przestrzeni ostatnich
25 lat wykorzystano 68 surowcow roSlinnych, z ktorych
sporzadzono 78 ekstraktéw i 12 zespotdéw substancji
ro§linnych. NajczeSciej do sporzadzania ekstraktow
stosowano etanol. Ponadto ekstrakcje prowadzono za
pomocg metanolu, butanolu, acetonu, heksanu, octanu
metylu, eteru etylowego, wody, oleju roslinnego i cie-
kltego CO, w stanie nadkrytycznym (tab. 1). Do otrzy-
mywania ekstraktéw i zespotéw substancji ro§linnych
stosowano opisang wczesniej metodyke (1-4).

Drobnoustroje

W badaniach uzyto 2 wzorcowe szczepy grzybow.
Przedstawicielem grzybéw drozdzoidalnych byt szczep
Candida albicans PCM 1409 PZH, pochodzacy z kolek-
cji Polish Collection Microorganisms, a dermatofitow
szczep Microsporum gypseum ATCC 24102 pochodzacy
z kolekcji American Test Culture Collection. Kliniczne
szczepy grzybéw drozdzoidalnych i dermatofitow po-
chodzily od chorych hospitalizowanych w Panstwowym
Szpitalu Klinicznym nr 5 w Poznaniu.

Przeprowadzenie badan

Ekstrakty i zespoly substancji roslinnych rozpuszcza-
no w dimetylosulfotlenku (DMSO) w stezeniu 100 mg/
ml i przygotowywano z nich rozcieficzenia w ptynnym
podlozu Sabouraud 2% dextrose broth firmy Merck
w stezeniach od 10 do 1000 ug/ml. W razie potrzeby
przygotowywano dodatkowo roztwory badanych eks-
traktéw i zespotdw substancji ro§linnych w DMSO
w stezeniu 200 mg/ml, z ktérych sporzadzano roztwory
w podtozu Sabourauda w granicach stezen od 1000
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Tabela 1. Dzialanie ekstraktéw ro§linnych na wzorcowe szczepy grzybow drozdzoidalnych i dermatofitéw.

. . ) ) Czesé Rozpu§zczalnik C. albicans M. gypseum
Rosliny uzyte do sporzadzania ekstraktéw rosliny uzyty PCM 1409 PZH ATCC 24102
do ekstrakcji (ug/ml) (ug/ml)
Aesculus hippocastanum L. nasienie E 750*
Allium cepa L. cebula M 5000
Arctium lappa L. korzen E 12500
Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng owoc E 10000
Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng owoc W 5000
Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng lis¢ M 1500
Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng lis¢ w 1000
Asarum europaeum L. ktacze E 250 50
Bergenia crassifolia (L.) Fritsch lis¢ E 2500
Camelia sinensis (L.) O. Kuntze lis¢ W 10000 1000
Camptotheca acuminata L. Ziele E 10000 1000
Cetraria islandica (L.) Ach. plecha E 750
Chelidonium majus L. korzen E 5000 5000
Chrysanthemum parthenium (L.) Bernh. koszyczek E 5000 100
Cimicifuga europaea Schipez. ziele E 500
Cladonia uncialis (L.) F. H. Wigg plecha M 250
Cladonia gracilis (L.) Willd. plecha M 750
Curcuma longa L. ktacze E 15000 2500
Diospyros kaki L. owoc E 15000
Echinacea purpurea (L.) Moench korzen E 5000
Eryngium maritimum L. korzen E 15000 2500
Galinsoga parviflora Car. ziele E 5000 1000
Glycyrrhiza glabra L. korzen E 750 25
Harpagophytom procumbens DC. korzen E 2500 250
Hedera helix L. ziele E 250 50
Helichrysum arenarium L. kwiat E 5000 750
Humulus lupulus L. szyszKi CC 10000 25
Hypericum perforatum L. ziele H 1000 100
Hypogymnia physodes (L.) Nyl. plecha A 750
Hypogymnia physodes (L.) Nyl. plecha M 1000
Inula helenium L. korzen E 100 100
Kalanchoe gastonis Bonnieri ziele E 7500 750
Kalanchoe longiflora Schltr. Ex J.M. Wood zZiele E 7500 250
Lepidium sativum L. ziele E 100
Lithospermum canescens (Michx.) Lehm korzen E 25
Mahonia aquifolium Nutt. zZiele E 500
Melissa officinalis L. lis¢ E 2500 25
Melissa officinalis L. lis¢ W 10000 250
Nigella sativa L. nasienie M 750 250
Nigella sativa L nasienie EE 2500 750
Nigella sativa L. nasienie o} 5000 1000
Panax quinquefolium L. lis¢ CC 15000
Panax quinquefolium L. korzen CcC 5000 1000
Panax vietnamensis Ha et Grushr. korzen M 7500 2500
Parmelia sulcata Taylor plecha EE 250
Pinus sylvestris L. igliwie oM 1000
Pinus sylvestris L. igliwie W 1000
Platismatia glauca (L.) W.L. Culb. plecha EE 500
Polyscias fruticosa (L.) Harms owoc E 25000 7500
Prunus spinosa L. owoc EE 10000
Prunus spinosa L. kwiat oM 1000
Pyrus communis L. lis¢ E 5000
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. ] ] ] Czesé Rozpuszczalnik C. albicans M. gypseum
Rosliny uzyte do sporzadzania ekstraktow rosliny uzyty PCM 1409 PZH ATCC 24102
do ekstrakcji (ug/ml) (ug/ml)
Rheum palmatum L. korzen E 750
Rhodiola Kirilovii (Regel) Maxim korzen B 10000 2500
Rhodiola Kirilovii (Regel) Maxim korzen W 7500 2500
Rhodiola Kirilovii (Regel) Maxim korzen E 750 750
Rhodiola quadrifida korzen E 2500 1000
Rhodiola rosea L. korzen E 1000 750
Rosmarinus officinalis L. lis¢ E 25 25
Rosmarinus officinalis L. lis¢ H 250
Rubia tinctorum L. korzen E 12500
Rubus chamaemorus L. ped M 2500 1000
Salvia miltiorrhiza Bunge korzen E 10000 2500
Salvia miltiorrhiza Bunge korzen A 25
Salvia officinalis L. korzen E 250
Salvia officinalis L. lis¢ E 75 10
Sambucus nigra L. owoc W 15000
Sambucus nigra L. owoc OoM 1000
Schefflera octophylla (Lour.) Harms zZiele M 7500 5000
Solanum dulcamara L. lis¢ E 500
Solidago graminifolia L. kwiat M 2500 750
Tinospora cordifolia (Willd.) Miers. korzen E 10000 1000
Usnea barbata (L.) Wiggers plecha E 10000
Vaccinium vitis-idaea L. owoc E 12500
Xanthium strumarium L. ziele CC 5000 1000
Xanthium strumarium L. korzen CC 15000 1000
Xanthium strumarium L. owoc CC 15000 500
Ziziphus jujuba Mill owoc W 15000
Amfoterycyna B — antybiotyk przeciwgrzybiczy 1000 10
*Najmniejsze stezenia ekstraktéw roslinnych hamujace wzrost grzybdw wzorcowych (ug/ml)
A - aceton, B - butanol, CC - ciekte CO, w stanie nadkrytycznym, E - etanol, EE - eter etylowy, H — heksan, M — metanol,
O - olej, OM - octan metylu, W — woda.

do 25 000 pg/ml. Podobnie w razie potrzeby przygo-
towywano roztwory badanych substancji w podtozu
Sabourauda w granicach stezefi od 1 do 10 pug/ml. Do
odpowiednich rozcieficzen badanych substancji o ob-
jetosci 1 ml dodawano po 0,1 ml rozcienczonych ho-
dowli szczep6w, zawierajacych 10°-10° komorek (grzyby
drozdzoidalne) lub elementéw morfotycznych grzybni
(dermatofity) w 1 ml. Posiewy inkubowano przez okres
2 dni (grzyby drozdzoidalne) lub 5 dni (dermatofity)
w temp. 37°C. Nastepnie okre$lano najmniejsze steze-
nia hamujace (MIC — Minimal Inhibitory Concentration)
badanych ekstraktow i zespotdéw substancji roslinnych.
Jako substancji referencyjnej uzyto antybiotyku prze-
ciwgrzybiczego — amfoterycyny B.
Wyniki i ich omowienie

Wyniki badan dotyczace dziatania ekstraktéw roslin-

nych na wzorcowe szczepy grzybdéw drozdzoidalnych

i dermatofitow zebrano w tabeli 1. Badane ekstrakty
dziataly na wzorcowy szczep grzyba drozdzoidalnego

Candida albicans PCM 1409 PZH w granicach stezen
25-25 000 pg/ml, a na wzorcowy szczep dermatofita
Microsporum gypseum ATCC 24102 w granicach stezen
5-7500 wg/ml. Najsilniejsze dziatanie (< 100 ug/ml) na
szczep wzorcowego grzyba drozdzoidalnego wykazy-
waly ekstrakty etanolowe z korzenia Inula helenium L.,
ziela Lepidium sativum L., korzeni Lithospermum ca-
nescens (Michx.) Lehm, lici Rosmarinus officinalis L.
i liSci Salvia officinalis L. Natomiast najsilniejszym
dziataniem (< 100 ug/ml) na szczep wzorcowy der-
matofita odznaczaly si¢ ekstrakty: etanolowe z ktaczy
Asarum europeum L., koszyczkow Chrysanthemum
parthenium (L.) Bernh., korzenia Glycyrrhiza glabra L.
i ziela Hedera helix L., otrzymany za pomoca cieklego
CO, w stanie nadkrytycznym z szyszek Humulus lu-
pulus L., etanolowe z liSci Mellisa officinalis L., liSci
Rosmarinus officinalis L. 11iSci Salvia officinalis L. oraz
acetonowy z korzeni Salvia miltiorrhiza Bunge.

W przypadku zespotdw substancji rolinnych (tab. 2)
na wzorcowy szczep grzyba drozdzoidalnego Candida
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Tabela 2. Dzialanie zespotdéw substancji roslinnych na wzorcowe szczepy grzyboéw drozdzoidalnych i dermatofitow.

Rosliny uzyte do sporzadzania Czesé . " C. albicans M. gypseum
zespotéw substancii rosliny Zespot substancii | poy 4409 pZH (ug/ml) | ATCC 24102 (ug/mi)

Allium sativum L. cebula zwigzki siarkowe 100*

Archangelica officinalis Hoffm. owoc furanokumaryny 250 50
Berberis vulgaris L. owoc glikoalkaloidy 1000 1000
Betula verrucosa Ehrh. lis¢ flawonoidy 1000

Calendula officinalis L. kwiat saponozydy 7500

Chelidonium majus L. ziele alkaloidy 100

Echinacea purpurea (L.) Moench korzen flawonolignany 7500 5000
Heracleum sosnowskyi Manden owoc flawonokumaryny 500 50
Parietaria officinalis L. ziele fenolokwasy 2500

Pastinaca sativa L. korzen furanokumaryny 100
Pinus sylvestris L. igliwie kwasy diterpenowe 250

Rubia tinctorum L. korzen glikozydy 100

*Najmniejsze stezenia zespotéw substanciji hamujace wzrost grzybéw wzorcowych (ug/ml)

albicans PCM 1409 PZH dziataly one w granicach ste-
zef 100-7500 wg/ml, a na wzorcowy szczep dermatofita
Microsporum gypseum ATCC 24102 w granicach stezen
50-5000 wg/ml. Na wzorcowy szczep grzyba drozdzo-
idalnego najsilniejsze dziatanie (< 100 wg/ml) odnoto-
wano odno$nie zespotu zwiazkéw siarkowych wyizolo-
wanych z cebul Allium sativum L., zespotu alkaloidoéw
pochodzacych z ziela Chelidonium majus L. oraz
zespotu glikozydéw wyodrebnionych z korzeni Rubia
tinctorum L. Najsilniejsze dziatanie (< 100 pwg/ml)
na wzorcowy szczep dermatofita wykazywaty nato-
miast zespoly: furanokumaryn otrzymanych z owocéw
Archangelica officinalis Hoffm., owocéw Heracleum
sosnowskyi Manden i korzeni Pastinaca sativa L.
Dziatanie wybranych ekstraktow roSlinnych na
szczepy kliniczne grzybéw drozdzoidalnych i der-
matofitow przedstawiono w tabeli 3. Silne dzialanie
(£ 1000 pg/ml) na grzyby drozdzoidalne wykazywat
ekstrakt etanolowy otrzymany z klaczy Asarum eu-

ropaeum L. oraz ekstrakt metanolowy otrzymany
z nasion Nigella sativa L. Z kolei bardzo silne dzia-
tanie (< 100 pwg/ml) na dermatofity obserwowano
w przypadku ekstraktu etanolowego z ktaczy Asarum
europaeum L. 1 ekstraktu etanolowego z ziela Hedera
helix L., natomiast silne dziatanie (< 1000 ug/ml) na
dermatofity kliniczne odnotowano dla pozostatych
badanych ekstraktéw: etanolowego z koszyczkéw
Chrysanthemum parthenium (L.) Bernh., etanolowego
z korzeni Salvia miltiorrhiza Bunge i metanolowego
z nasion Nigella sativa L.

W tabeli 4 zebrano natomiast wyniki dzialania wy-
branych zespoléw substancji ro§linnych na szczepy kli-
niczne grzybéw drozdzoidalnych i dermatofitow. Ba-
dania wykazaly, Ze bardzo silne dzialanie (< 100 pg/ml)
na grzyby drozdzoidalne prezentowat zespdt zwiaz-
koéw siarkowych otrzymany z cebul Allium sativum L.
oraz silne dzialanie (< 1000 wg/ml) na te grzyby pre-
zentowaty zespoly furanokumarynowe wyizolowane

Tabela 3. Dzialanie wybranych ekstraktéw roslinnych na szczepy kliniczne grzybéw drozdzoidalnych i dermatofitéw.

Ekstrakty roslinne

Badane szczepy kliniczne
1 2 3 4 5

Grzyby drozdzoidalne

Candida albicans S1 500* 2500 5000 750

Candida krusei S20 250 2500 2500 750

Geotrichum candidum S25 500 5000 5000 750
Dermatofity

Trichophyton mentagrophytes M3 50 250 500 500 100

Trichophyton tonsurans M5 100 250 500 250 100

Microsporum gypseum M12 100 100 250 250 50

1 — Ekstrakt etanolowy z ktaczy Asarum europaeum L.

3 — Ekstrakt etanolowy z korzeni Salvia miltiorrhiza Bunge
4 — Ekstrakt metanolowy z nasion Nigella sativa L.
5 — Ekstrakt etanolowy z ziela Hedera helix L.

2 — Ekstrakt etanolowy z koszyczkéw Chrysanthemum parthenium (L.) Bernh.

*Najmniejsze stezenia ekstraktéw hamujace wzrost grzybdw klinicznych (ug/ml)
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Tabela 4. Dzialanie wybranych zespotéw substancji ro§linnych na szczepy kliniczne grzybéw drozdzoidalnych i derma-

tofitow.
Zespoty substancji roslinnych
Badane szczepy kliniczne
1 2 3 4
Grzyby drozdzoidalne

Candida albicans S1 500* 500 100

Candida albicans S3 750 750 100

Candida albicans S5 750 750 150

Candida albicans S17 750 750

Candida krusei S20 500 500 150

Candida guilliermondii S11 500 500 75

Candida parapsilosis S44 750 750 250

Geotrichum candidum S25 750 750

Dermatofity

Trichophyton mentagrophytes M3 125 100 50
Trichophyton mentagrophytes M4 125 100 100
Trichophyton mentagrophytes v. granulosum M17 100 100 75
Trichophyton mentagrophytes v. interdigitalis M15 100 75 250
Trichophyton mentagrophytes v. asteroides M9 125 100 250
Trichophyton tonsurans M5 100 75 75
Microsporum gypseum M10 125 75 100
Microsporum gypseum M20 100 50 250

*Najmniejsze stezenia zespotdw substancji hamujace wzrost grzyboéw klinicznych (ug/ml)

4 — Zesp6t furanokumaryn otrzymany z korzeni Pastinaca sativa L.

1 — Zespot furanokumaryn otrzymany z owocdw Heracleum sosnowskyi Mauden
2 — Zespot furanokumaryn otrzymany z owocoéw Archangelica officinalis Hoffm.
3 — Zespodt zwigzkdw siarkowych otrzymany z cebul Allium sativum L.

z owocOw Heracleum sosnowskyi Manden i Archan-
gelica officinalis Hoffm. W przypadku dermatofitéw
obserwowano bardzo silne dziatanie (< 100 ug/ml)
wszystkich trzech badanych zespotéw, tj. zespotow
furanokumaryn wyodrebnionych z owocdw Heracleum
sosnowskyi Manden i Archangelica officinalis Hoffm
oraz otrzymanych z korzeni Pastinaca sativa L.

Whioski

Badania wykazaly, ze ekstrakty i zespoty substancji
roSlinnych dziataja w wiekszoSci znacznie stabiej na
grzyby drozdzoidalne niz na dermatofity.

Z roslin leczniczych otrzymano kilkanascie ekstrak-
téw i zespoldéw substancji odznaczajacych sie¢ silnym
dziataniem (MIC < 1000 ug/ml) zaréwno na grzyby
drozdzoidalne, jak i na dermatofity.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze do celow
dermatologicznych moga by¢ wykorzystane ekstrak-
ty etanolowe otrzymane z nastgepujacych surowcow:
klaczy Asarum europaeum, korzeni Glycyrrhiza glabra,
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ziela Hedera helix, korzeni Inula helenium oraz liSci
Rosmarinis officinalis.

Z przebadanych zespotdw substancji roslinnych
silnym dziataniem (< 1000 pg/ml) na grzyby drozdzo-
idalne i dermatofity kliniczne odznaczaly si¢ furano-
kumaryny otrzymane z owocéw Heracleum sosnow-
skyi 1 Archangelica officinalis, jednak ich praktyczne
wykorzystanie jest problematyczne ze wzgledu na
mozliwos¢ wywolywania przez nie reakcji alergicznych.
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