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Ocena antybakteryjnych wtasciwosci
etanolowych wyciggow wybranych gatunkow roslin
z rodzaju Coelogyne Lindl. (Orchidaceae)

Streszczenie: Celem badan byta ocena in vitro wtasnosci przeciwbakteryjnych wyciqggow
etanolowych z lisci wybranych gatunkéw storczykéw z rodzaju Coelogyne Lindl. wobec
gronkowca ztocistego Staphylococcus aureus subsp. aureus [Rosenbach (ATCC® 29213™).
Liscie storczykéw do badan, m.in. Coelogyne asperata Lindl, C. assamica Linden & Rchb.f,
C. brachyptera Rchb.f, C. cristata Lindl, C. fimbriata Lindl, C. flaccida Lindl, C. huettneriana
Rchb.f, C. lawrenceana Rolfe, C. ovalis Lindl, C. pandurata Lindl, C. speciosa (Blume) Lindl,
C. tomentosa Lindl, C. viscosa Rchb.f. zebrano w Narodowym Ogrodzie Botanicznym im.
M.M. Gryshko (NOB) Paristwowej Akademii Nauk Ukrainy (Kijéw, Ukraina). Swiezo zebrane
liscie umyto, zwaZono i rozdrobniono w homogenizatorze w 96% etanolu (w proporcji 1:19)
w temperaturze pokojowej. W kolejnym etapie ekstrakty zostaty przefiltrowane i zbadane
pod kqgtem ich zdolnosci antybakteryjnych przy wykorzystaniu metody dyfuzyjno-krqzko-
wej. Najsilniejsze wtasciwosci przeciwbakteryjne stwierdzono w przypadku C. huettneriana
i C. pandurata, najstabsze natomiast dla C. asperata i C. ovalis. Uzyskane wyniki pozwalajq
na wysuniecie wnioskéw, iz takie fragmenty roslin mogq by¢ stosowane jako naturalne
Srodki antyseptyczne i przeciwbakteryjne w medycynie i weterynarii. Storczyki majq po-
dobne dziatanie do antybiotykdw, ale sq substancjami naturalnymi, dlatego ich stosowanie
nie powinno powodowac¢ mechanizmu opornosci drobnoustrojéw. Pomimo obiecujgcych
wynikéw uzyskanych w niniejszym opracowaniu, powinny zosta¢ przeprowadzone kolejne
badania, ktére miatyby na celu dalszq ocene roli poszczegdlnych zwigzkéw, wyizolowanych
z wszystkich czesci storczykow, a ktérym w swietle wspétczesnych odkryé mozna przypisac
aktywnos¢ przeciwbakteryjng. Otrzymane wyniki sq dobrq podstawq do dalszych badan
farmakologicznych w celu szczegétowej oceny efektow leczniczych storczykéw.

Wstep

Rodzina storczykowatych (Orchidaceae) jest druga co do wielkosci rodzing
jednoli$ciennych roslin kwiatowych, obejmujaca ponad 27000 gatunkéw naleza-
cych do ponad 850 rodzajéw [Givnishiin. 2016]. R6znorodnos¢ storczykowatych
wzrasta w kierunku zwrotnika, gdzie przewazajg gatunki epifityczne. Krajem
o najwiekszej liczbie gatunkéw storczykéw jest Kolumbia. W Ameryce wystepuje
ich 3000 gatunkow, w Ekwadorze — 2500 gatunkéw, w Brazylii - podobnie 2500
gatunkéw [Dressler 1981].
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Przez dwa tysiace lat medycyna wykorzystywata ro$liny, w tym te z ro-
dziny storczykowatych (Orchidaceae), do leczenia réznych choréb i dolegliwosci.
Obecnie prawie 50 gatunkow storczykdéw jest szeroko stosowanych w réznych
systemach medycyny [Panda i Mandal 2013]. Storczyki o wtasciwo$ciach leczni-
czych nalezg gtéwnie do czternastu rodzajow. Sg wsrdd nich: Calanthe, Coelogyne,
Cymbidium, Cypripedium, Dendrobium, Ephemerantha, Eria, Galeola, Gastrodia,
Gymnadenia, Habenaria, Ludisia, Luisia, Nervilia i Thunia [Szlachetko 2001].

Coelogyne to rodzaj sympodialnych epifitéw z rodziny storczykowatych.
Nalezy do niego ponad 200 gatunkéw wystepujacych w Indiach, Chinach, Indo-
nezji i na wyspach Fidzi, z gtbwnymi o$rodkami na Borneo, Sumatrze i Himala-
jach. MozZna je znalez¢é na obszarze tropikalnych laséw nizinnych, ale réwniez
w gorskich lasach deszczowych [Gravendeel 2000].

W badaniach przedklinicznych wykazano prozdrowotne dziatanie eks-
traktow ze storczykéw, m.in.: antyalergiczne, antyhepatotoksyczne, antymuta-
genne, hamujace agregacje ptytek krwi, immunomodulujgce, neuroprotekcyjne,
przeciwstarzeniowe, moczopedne, antykancerogenne, przeciwbakteryjne, anty-
wirusowe, przeciwrobacze, przeciwbdlowe, przeciwdrgawkowe, przeciwreuma-
tyczne, przeciwzapalne itd. [Perez Gutiérrez, 2010, Panda i Mandal 2013].

Chociaz rézne farmakologiczne dziatania storczykéw zostaty dobrze zba-
dane, badania dotyczace ich witasciwosci przeciwbakteryjnych nadal trwaja.
W zwiazku z powyzszym, celem przeprowadzonych przez nas badan byta ocena
in vitro wtasnosci przeciwbakteryjnych wyciggéw etanolowych z lisci wybranych
gatunkéw storczykoéw z rodzaju Coelogyne Lindl. wobec gronkowca ztocistego
Staphylococcus aureus subsp. aureus [Rosenbach (ATCC® 29213™))].

Materialy i metody badan

Zbior materiatu roslinnego. Liscie storczykéw do badan, m.in. Coelogyne
asperata Lindl,, C. assamica Linden & Rchb.f, C. brachyptera Rchb.f, C. cristata
Lindl, C. fimbriata Lindl,, C. flaccida Lindl., C. huettneriana Rchb.f,, C. lawrence-
ana Rolfe, C. ovalis Lindl, C. pandurata Lindl.,, C. speciosa (Blume) Lindl,
C. tomentosa Lindl., C. viscosa Rchb.f. zebrano w Narodowym Ogrodzie Botanicz-
nym im. M.M. Gryshko (NOB) Panstwowej Akademii Nauk Ukrainy (Kijéw, Ukra-
ina) (Ryc. 1). 0d 1999 roku cata kolekcja roslin tropikalnych i subtropikalnych
(w tym storczykéw) ma status kolekcji dziedzictwa narodowego Ukrainy.
Ponadto kolekcja tropikalnych orchidei NOB zostata zarejestrowana w organach
administracyjnych CITES (Ministerstwo Srodowiska Ukrainy, nr rejestracyjny
6939/19/1-10, 23 czerwca 2004 r.).
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C. ovalis

C. brachyptera C. tomentosa C. assamica

Ryec. 1. Zdjecia wybranych gatunkéw storczykéw z rodzaju Coelogyne Lindl. wykorzysta-
nych w ocenie in vitro ich wiasciwosci antybakteryjnych. Wszystkie prébki roslin sg upra-
wiane w warunkach szklarniowych w Narodowym Ogrodzie Botanicznym im. M.M. Gryshko
Panstwowej Akademii Nauk Ukrainy (Kijow, Ukraina) Zdjecia: L.I. Buyun i O. Gyrenko.
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Przygotowanie ekstraktéw roslinnych. Swiezo zebrane liscie umyto,
zwazono i rozdrobniono w homogenizatorze w 96% etanolu (w proporcji 1:19)
w temperaturze pokojowej. Do momentu uzycia wszystkie wyciggi przechowy-
wano w temperaturze -20°C.

Ocena wilasciwosci antybakteryjnych metodq dyfuzyjno-krqzkowaq.
Wiasnosci antybakteryjne badano metoda dyfuzyjno-krazkowa wobec gron-
kowca ztocistego Staphylococcus aureus subsp. aureus [Rosenbach (ATCC®
29213™) - szczep wrazliwy na oksacyline]. Dyfuzyjna metoda wykorzystuje
krazki bibutowe nasycone odpowiednimi ilo§ciami ekstraktéw, ktore nastepnie
naktada sie na powierzchnie ptytek agarowych. Ptytki agarowe przygotowuje sie
wcze$niej nanoszac na nie zawiesine badanych szczepéw o okres$lonej gestosci.
Powstate dookota krazkéw strefy zahamowania wzrostu dowodzg wrazliwos¢
badanego szczepu. Miarg stopnia wrazliwosci jest wielko$¢ Srednicy strefy zaha-
mowania wzrostu dookota krazka [Baueri in. 1966].

Do hodowli bakterii stosowano agar Muellera-Hintona (Oxoid®). Z 24-go-
dzinnych hodowli bakteryjnych przygotowywano zawiesine o gestosci 0,5
w skali McFarlanda w jalowym 0,85% NaCl. Bezpos$rednio po inokulacji umiesz-
czono na powierzchni podtoza krazki z wyciaggami, zwracajac uwage, by kazdy
z krazkéw miat zapewniony dobry kontakt z agarem i zeby poszczegdlne krazki
byly w odlegtosci nie mniejszej niz 4 cm. Grupe kontrolng stanowit 96% roztwor
etanolu.

Plytki inkubowano w 37°C przez 24 godz. Nastepnie suwmiarka elektro-
niczna mierzono strefy zahamowania wzrostu bakterii wokét krazkéw. Doswiad-
czenie wykonano w sze$ciu powtoérzeniach. Uzyskane wartoSci interpretowano
zgodnie z zaleceniami EUCAST.

Analiza statystyczna. Analize statystyczng otrzymanych wynikéw prze-
prowadzono przy uzyciu oprogramowania STATISTICA 8.0 (StatSoft, Krakow,
Polska). Wyniki wyrazono jako $rednig * S.E.M. Wszystkie zmienne testowano pod
wzgledem rozktadu normalnego za pomocg testu Kolmogorowa-Smirnowa i Lillie-
forsa (p>0,05). Hipoteze o istotnos$ci réznic Srednich warto$ci Srednicy obszaru za-
hamowania wzrostu drobnoustrojéw wedlug zastosowanego wyciagu weryfiko-
wano z zastosowaniem nieparametrycznego testu jednoczynnikowej analizy wa-
riancji Kruskala-Wallisa. Przyjeto poziom istotnosci p < 0,05 [Zar 1999].

Wyniki badan i dyskusja

Zestawienie $rednich warto$ci wielko$ci p6l zahamowania wzrostu bakte-
rii Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 29213™) wokoét krazkéw nasa-
czonych wyciagami z liSci wybranych gatunkéw z rodzaju Coelogyne przedsta-
wiono naryc. 2.
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C. viscosa ——14 | ®
C. tomentosa | — *
C. speciosa — 3 P o*
C. pandurata | =
C. ovalis | =
C. lawrenceana | —  *
C. huettneriana _ — |
C. flaccida — *
C. fimbriata _ =
C. cristata | = =
C. brachyptera | — @
C. ica | [E— | L *
Coelogyne asperata | — *
Kontrola | —1
0 5 10 15 20 25

$rednica strefy zahamowania wzrostu, mm

Ryec. 2. Zestawienie $rednich warto$ci wielkoSci p6l zahamowania wzrostu bakterii Staphylo-
coccus aureus subsp. aureus (ATCC® 29213™) wokét krazkéw nasgczonych wyciggami z lisci
wybranych gatunkéw z rodzaju Coelogyne (M+m, n=6)

* zmiany statystycznie istotne (p<0,05) w poréwnaniu z warto$ciami préby kontrolnej

Zrédto: opracowanie whasne.

Usrednione wyniki wielkosSci pél zahamowania wzrostu bakterii wokét
krazkoéw nasaczonych wyciggami w poréwnaniu z kontrolg (96% roztworem eta-
nolu) przedstawiono na rycinie 2. Roztwor etanolu o stezeniu 96% wykazuje
mniej skuteczniejsze dziatanie niz wyciagi rosSlinne (Mann-Whitney U-test;
p<0,05). Zaobserwowano znaczace wiekszy wzrost w wtasciwosciach przeciw-
bakteryjnych badanych wyciggéw roslinnych. Najsilniejsze wtasciwosci przeciw-
bakteryjne stwierdzono w przypadku C. huettneriana (24,0+1,4 mm) i C. pandurata
(25,3+2,1 mm), najstabsze natomiast dla C. asperata (15,1+1,3 mm) i C. ovalis
(16,3+1,2 mm). Statystycznie istotng réznice w wielkoSci p6l zahamowania
wzrostu bakterii wokdt krazkéw nasgczonych wyciggami stwierdzono miedzy
krazkami zawierajgcymi C. asperata (o 51%, p<0,05), C. assamica (o 105%,
p<0,05), C. brachyptera (o 103%, p<0,05), C. cristata (o 75%, p<0,05), C. fimbriata
(0 98%, p<0,05), C. flaccida (o 75%, p<0,05), C. huettneriana (o 140%, p<0,05),
C. lawrenceana (o 80%, p<0,05), C. ovalis (0 63%, p<0,05), C. pandurata (o0 153%,
p<0,05), C. speciosa (0 125%, p<0,05), C. tomentosa (o 138%, p<0,05), C. viscosa
(0 120%, p<0,05).

Dziatanie antybakteryjne wybranych gatunkéw z rodzaju Coelogyne moze
by¢ spowodowane obecnoscig alkaloidéw, pochodnych bibenzylowych, flawono-
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idéw, fenantrendéw i terpenoidéw. Badania kliniczne potwierdzily dziatania mo-
czopedne, przeciwreumatyczne, przeciwzapalne, przeciwrakotworcze, przeciw-
drobnoustrojowe, przeciwdrgawkowe, relaksacyjne, neuroochronne i antywiru-
sowe itd. [Kovacsiin. 2008, Pérez Gutiérrez 2010].

Wyniki naszych badan pokazuja antybakteryjne dziatanie wyciaggéw pozy-
skanych z li$ci réznych gatunkéw z rodzaju Coelogyne. Najsilniejsze wtasciwosci
przeciwbakteryjne stwierdzono w przypadku C. huettneriana i C. pandurata, naj-
stabsze natomiast dla C. asperata i C. ovalis. Uzyskane wyniki pozwalajg na wysu-
niecie wnioskow, iz takie fragmenty roslin moga by¢ stosowane jako naturalne
$rodki antyseptyczne i przeciwbakteryjne w medycynie i weterynarii. Storczyki
maja podobne dziatanie do antybiotykéw, ale sg substancjami naturalnymi, dla-
tego ich stosowanie nie powinno powodowa¢ mechanizmu opornosci drobnou-
strojéw. Pomimo obiecujacych wynikéw uzyskanych w niniejszym opracowaniu,
powinny zosta¢ przeprowadzone kolejne badania, ktére miatyby na celu dalszg
ocene roli poszczegodlnych zwigzkéw, wyizolowanych z wszystkich czesci stor-
czykow, a ktérym w Swietle wspotczesnych odkry¢ mozna przypisa¢ aktywnos¢
przeciwbakteryjna. Otrzymane wyniki sg dobrg podstawa do dalszych badan far-
makologicznych w celu szczegétowej oceny efektéw leczniczych storczykdw.
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Evaluation of antibacterial efficacy of the ethanolic extracts obtained
from leaves of some epiphytic orchids belonging
to Coelogyne Lindl. Genus (Orchidaceae)

Summary: The aim of the current study was to assess the antibacterial activity of thirteen spe-
cies of tropical orchids, i.e. Coelogyne asperata Lindl., C. assamica Linden & Rchb.f, C. brachyp-
tera Rchb.f, C. cristata Lindl, C. fimbriata Lindl, C. flaccida Lindl, C. huettneriana Rchb.f,
C. lawrenceana Rolfe, C. ovalis Lindl,, C. pandurata Lindl,, C. speciosa (Blume) Lindl., C. tomentosa
Lindl, C viscosa Rchb.f. against Staphylococcus aureus subsp. aureus [Rosenbach (ATCC®
29213™). Antimicrobial activities of crude extracts of the plant samples were evaluated by the
paper disc diffusion method. All the plant extracts screened possessed activity against Staphy-
lococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 29213™). Marked antibacterial efficacy was observed in
case of screening of ethanolic extracts derived from leaves of C. huettneriana (mean diameter
of inhibition zones was 24,0+1,4 mm) and C. pandurata (25,3+2,1 mm). Extracts of C. asperata
(15,1#1,3 mm) and C. ovalis (16,3+1,2 mm) displayed less profound inhibitory activity against
strain tested. The results also indicate that scientific studies carried out on medicinal plants
having traditional claims of effectiveness might warrant fruitful results. The extensive use
of this herbal drugs by the local people in treating various types of disorders might therefore
be justified by their antimicrobial activities against different strains of bacteria and fungi, which
are known to be responsible for causing various infections. Further studies aimed at the isola-
tion and identification of active substances from the extracts obtained from leaves of Coelogyne
species could also disclose compounds with better therapeutic value. It is believed that screen-
ing of all the investigated plants for other biological activities is essential.

Keywords: ethanolic extracts, tropical orchids, antibacterial efficacy
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