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Odkrivanje novih protimikrobnih
uéinkovin v lesnih glivah

Discovery of new antimicrobial compounds
in wood-colonising fungi

Povzetek: Clovestvo se v 21. stoletju sooda z odpornostjo patogenih mikroorganizmov na nekod zelo uspesne protimikrobne uginkovine.
Odporni sevi ogrozajo zivljenja bolnikov, Se posebej tistih z oslabljenim imunskim sistemom. Za uspesno terapijo je nujen konstanten razvoj
novih protimikrobnih uc¢inkovin, saj so dosedanije izku$nje pokazale, da so zaradi pojava vedno novih odpornih sevov tudi najnovejSe ucinkovine
uspesne v asovno zelo omejenem obdobju. Zelo pomemben pristop k razvoju novih protimikrobnih ucinkovin je iskanje spojin vodnic z reSe-
tanjem razli¢nih organizmov. Glive so zaradi svojega raznolikega metabolizma zanimiv vir uginkovin, vendar lesnih gliv kot virov protimikrobnih
uginkovin e niso intenzivno sistemsko raziskovali. Clanek podaja pregled dosedanjih &tudij protimikrobnega delovanja lesnih gliv.

Kljuéne besede: protimikrobne ucinkovine, lesne glive, odpornost mikroorganizmov

Abstract: In the 215t century mankind faces with the resistance of pathogenic microorganisms to recently successful antimicrobial compounds.
Resistant strains endanger lives especially of patients with impaired immune system. There is constant need for development of new antimi-
crobial compounds because even the latest antimicrobial compounds are successful for a limited period of time. To combat that, different
approaches are necessary, among them screening various organisms for antimicrobial activity is very important. Due to their diverse metabol-
ic pathways, fungi are very interesting source of antimicrobial compounds, but wood-colonising fungi have not been extensively and system-
atically studied so far. This article reviews antimicrobial investigations of wood-colonising fungi.
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omenjenega antibiotika v 40. letih prejSnjega stoletja sta zacela novo
obdobje medicine, t.i. »zlato dobo antibiotikov«. lzjemen uspeh
penicilina je sprozil intenzivno iskanje bioaktivnih u¢inkovin v naravnih

1 Kratka zgodovina
protimikrobnih véinkovin

Narava je ze tisoCletja vir zdravilnih uc¢inkovin. Mnogo spojin, ki jih
danes uporabljamo v terapevtske namene, so raziskovalci izolirali iz
naravnih virov, pri tem pa so velikokrat sledili izkusnjam tradicionalne
medicine. Ze stari Grki so uporabljali praprot (Aspidium sp.) kot
antihelmintik, podobno kot Azteki metliko (Chenopodium sp.). Anti¢ni
hindujci so zdravili gobavost s ¢olmugro (Hydnocarpus sp.). Stoletja
so ljudje uporabljali razli¢ne plesni za zdravljenje okuzenih ran (1).

Zgodovina racionalne kemoterapije se je zacela leta 1906, ko je
Ehrlich razvil in poimenoval kemoterapijo na osnovi opazovanj
selektivne toksi¢nosti anilinskih barvil za bakterije. Temu je sledilo
odkritje antimalarikov pamakina in mepakrina in nato sulfonamidov.
Domagkove sistemati¢ne Studije sulfonamidov in njegovi dramati¢ni
uspehi pri zdravljenju sepse, plju¢nice in meningitisa so povzrocili
revolucijo v znanosti in medicini (1). V prejSnjem stoletju pa so
najpomembnejSo viogo pri odkrivanju novih zdravilnih ucinkovin
odigrali mikroorganizmi, ki sintetizirajo antibiotike. Flemingovo odkritje
penicilina v CopiCasti plesni - Penicillium notatum (Penicillium
chrysogenum) leta 1929 in prva S§irSa terapevtska uporaba

virih. Rezultati dolgoletnih raziskav gliv so danes spojine, ki sodijo
med najpomembnejSe  izdelke  farmacevtske  industrije:
protibakterijske ucinkovine kot so penicilini iz Penicillium sp.,
cefalosporini iz Cephalosporium acremonium, aminoglikozidi,
tetraciklini in poliketidi iz Streptomyces sp. ter antihelmintiki in
uc¢inkovine proti parazitom, npr. ivermektini iz Streptomyces sp. (2).

2 Odpornost mikrohov proti
protimikrobnim uéinkovinam

Nedvomno so bili odkrivanje, razvoj in klini¢ne $tudije novih
protimikrobnih uc¢inkovin, ki so mo¢no zaznamovali medicino 20.
stoletja, uspesni koraki v boju z mikrobi, vendar se v 21. stoletju
CloveStvo sooca z zelo veliko tezavo, z odpornostjo patogenih
mikroorganizmov na neko¢ zelo uspesne protimikrobne ucinkovine
(38). Odpornost je neizogiben odgovor evolucije na uporabo
protimikrobnih uéinkovin. Ze v prvih letih uporabe penicilina se je
pojavil velik delez odpornih sevov Staphylococcus aureus. Temu so
sledile tudi druge vrste bakterij, ki so zaradi uporabe novih in novih
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antibiotikov razvile odpornost proti vecini le-teh. V zacCetku je
farmacevtska industrija z velikim Stevilom novih antibiotikov e lahko
sledila pojavu odpornosti, v zadnjih dveh desetletjih pa so razvili zelo
malo novih protimikrobnih ucinkovin. Med mikroorganizme, ki imajo
izrazeno odpornost proti vecini antibiotikov ter povzroajo resne
okuzbe, uvr§¢amo: na meticilin odporne seve Staphylococcus aureus
(MRSA - Methicillin-resistant Staphylococcus aureus), na vankomicin
odporne seve enterokokov (VRE - Vanocomycin-resistant
Enterococci), na penicilin odporne seve pnevmokokov ter po Gramu
negativne bakterije, kot so Escherichia coli, Klebsiella in Enterobacter
sp. in Pseudomonas aeruginosa (4). Odpornost se ne pojavlja samo
pri bakterijah, temve¢ tudi pri glivah, virusih in parazitih (5). Izbor
ucinkovin proti parazitom ni dovolj velik, da bi lahko uspesno zdravili
protozojske, parazitske infekcije kot so malarija, leSmanioza,
tripanosomoza in filarioza, ¢eprav verjetno vsako leto terjajo vec
zivljenj kot katerakoli druga skupina infekcijskih bolezni (6).

Za uspedno zdravljenje je nujen konstanten razvoj novih
protimikrobnih ucinkovin, saj so dosedanje izkusnje pokazale, da so
zaradi pojava vedno novih odpornih sevov tudi najnovej$e ucinkovine
uspesne v ¢asovno zelo omejenem obdobju. Odpornost se slej kot
prej razvije proti vsaki ucinkovini, zato moramo nujno uporabiti druge
pristope, e posebej pri zdravljenju infektivnih bolezni v bolni$nicah
(7). V zdravljenje lahko posegamo z uvajanjem novih analogov
dosedanjih uc€inkovin, z uporabo kombinacij razli¢nih ucinkovin, z
novimi pristopi k zdravljenju ter z uporabo novih spojin, ki imajo
drugac¢en mehanizem delovanja (8), predvsem pa je nujno, da
omejimo pojavnost in Siritev odpornih sevov, da bomo lahko Se
pravoc¢asno odkrili in razvili nove protimikrobne ucinkovine (9).

3 Preizkusanje protimikrobnih
uéinkovin in vitro

Posamezni bakterijski sevi so razlicno obcutljivi na protimikrobne

ucinkovine, zato so tak$ni podatki zelo pomembni pri zdravljenju in

iskanju novih protimikrobnih u¢inkovin. Za preizku$anje obcutljivosti

danes najveckrat uporabljamo disk-difuzijski, agar-dilucijski in bujon-

dilucijski test.

Disk-difuzijski test uporabljamo za kvalitativho ali semikvantitativno
oceno obcutljivosti dolo¢enega bakterijskega seva na protimikrobne
ucinkovine. Pri tej metodi merimo premer inhibicijskega obmocja okoli
diska, prepojenega z raztopino ucinkovine, po inkubaciji na agarju, ki
je premazan s suspenzijo izbranega bakterijskega seva.

Za kvantitativno vrednotenje obcutljivosti uporabljamo agar-dilucijski
ali bujon-dilucijski test. Pri tej metodi pripravimo serijo redcitev
protimikrobne ucinkovine v agarju ali bujonu in po inkubaciji
opazujemo bakterijske kolonije na agarju ali zamotnitev tekoCega
gojiS¢a zaradi rasti bakterij. Najnizja koncentracija u¢inkovine v agarju
ali bujonu, ki preprec¢i rast bakterij je minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK). Bujon-dilucijsko metodo je mozno tudi
avtomatizirati, pri  ¢emer motnost gojis¢a  ovrednotimo
denzitometri¢no (10).

Bujon-dilucijski test je mozno izvesti tudi v zelo majhnem volumnu
(100 pL). Tako imenovani mikrodilucijski test je danes standardna
referencna metoda za preizku$anje obcutljivosti aerobnih bakterij na
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protimikrobne uginkovine. S to metodo lahko kvantitativno opredelimo
in vitro ucinkovitost spojine na izbranem bakterijskem sevu (11).
Metodo uporabljamo kot zanesljivo orodje za odkrivanje
protimikrobnih u¢inkovin z novim kemizmom in kar je zelo pomembno,
test lahko prilagodimo za preizku$anje ekstraktov (12).

Druga zanimiva metoda za preizkusanje protibakterijske u¢inkovitosti
spojin in ekstraktov je test z morsko, bioluminiscentno bakterijo Vibrio
fischeri (Beijerinck) Lehm. & Neumann. Test temelji na pojavu, da
vsako zaviranje celi¢nega metabolizma zmanj$a tvorbo svetlobe, ki jo
bakterija v normalnih pogojih emitira. Ta pojav lahko izkoristimo za
kvalitativno in kvantitativno proucevanje ucinkov razli¢nih spojin.
Metodo z bakterijo Vibrio fischeri sicer intenzivno uporabljajo za
preizkusanje toksi¢nosti razli¢nih spojin, saj so dokazali, da so celice
teh bakterij dovzetne za toksi¢ne ucinke dolo¢enih spojin podobno
kot sesalske celice. Povsem nova pa je uporaba Vibrio fischeri-
bioluminiscentnega testa za reSetanje ekstraktov lesnih gliv s ciljem
iskanja protibakterijskega delovanja (13).

4 Lesne glive
Vecino gliv uvrs€¢amo v samostojno kraljestvo gliv (Fungi), ki poleg
zivali (Animalia), rastlin (Plantae), protoktistov (Protoctista), kamor
sodijo alge in evglenoidi ter prokariontov (Monomera ali Prokaryotae)
tvorijo sistem petih kraljestev. Glive razvré¢amo v pet razredov,
vendar pa so iz stali§¢a lesnih gliv pomembne predvsem naslednji
trije:

e Ascomycotina (zaprtotrosnice),

e Basidiomycotina (prostotrosnice) in

e Deuteromycotina ali Fungi imperfecti (nepopolne glive).

Leta 1983 so ocenili, da je bilo odkritih 64000 vrst gliv, v letu 1995 se
je Stevilo poznanih vrst povzpelo na 72000. Letno odkrijejo priblizno
700 novih vrst, verjetno pa je Stevilo poznanih vrst le majhen delez
vseh vrst organizmov, saj so intenzivno proucevali le maloStevilne
regije in Zivljenjska okolja. Glede na to, da poznamo priblizno 270000
vrst cvetnic, ocenjujejo, da utegne biti Stevilo vrst gliv okoli 1600000
(14, 15).

Glive so na prvi pogled zelo podobne rastlinam, saj se ne gibljejo in
¢rpajo hranila iz okolja. Kljub svoji podobnosti z rastlinami pa se od
njih v kljuénih pogledih razlikujejo. Glive so evkariontski, heterotrofni,
absorptivni organizmi, ki razvijejo difuzno, razvejano tubularno telo in
se razmnozujejo s pomocjo spor. Za njih je znacgilno da:

¢ so brez klorofila,

e glavna skeletna snov celi¢nih sten je hitin,

e zalogo hrane predstavlja glikogen,

* nacin prehranjevanija je heterotrofen (lizotrofija) in

e se prehranjujejo na tri nacine (kot zajedavci, gnilozivke ali pa
so simbionti) (14, 15).

Glive so sestavljene iz prehranjevalnega in razmnozevalnega dela.
Prehranjevalni del sestavljajo neorganiziran splet nitk ali hif, ki pa
tvorijo micelij ali podgobje. Celice hif izlo¢ajo encime, s katerimi glive
razkrajajo les, nato pa posrkajo vase produkte, ki jih potrebujejo za
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rast in razmnoZevanje. Skozi podgobje glive ¢rpajo hrano in vodo ter
se $irijo na e neokuzen les. Na rast in razvoj gliv vplivajo vlaga,
temperatura, svetloba, hrana, zrak in vrednost pH (16).

Lesne glive povzrocajo v lesu Stevilne kemijske in fizikalne
spremembe, ki se kazejo v razkroju lesa (trohnenje), zaradi Cesar les
izgublja naravne lastnost. Okuzba lesa z glivami se najprej pokaze v
spremembi naravne barve lesa. Na osnovi dolocenih znacilnih
poSkodb lesa lahko doloCimo skupine gliv, ki te spremembe
povzroc¢ajo. Delimo jih na:

e glive povzrociteljice rjave ali destruktivne trohnobe,

e glive povzrociteljice bele ali korozivne trohnobe in piravosti,
 glive mehke trohnobe,

e modrivke in

e glive plesni, povzrociteljice povrsinskih sprememb barv.

Glive, ki povzrocajo rjavo trohnobo, oznacujemo za prave
razkrojevalke lesa in spadajo v pododdelek Basidiomycotina.
Pogosteje okuzijo les iglavcev kot listavcev, kjer razgrajujejo celulozo
in hemicelulozo, medtem ko ostane lignin skoraj nerazkrojen. Les,
zaradi presezka oksidiranega lignina, postane rdeckasto rjave do
temno rjave barve. Glive, ki povzro¢ajo belo trohnobo, so sposobne
razgradnje lignina. Zaradi tega les postaja vse svetlej$i in se zaCne
vlaknasto cepiti. Na mikromorfolo$ki in kemijski stopnji bi lahko log&ili
glive povzrocCiteljice bele trohnobe ter glive povzroCiteljice tako
imenovane »soc¢asne trohnobe«. Glive bele trohnobe razgradijo
najprej lignin in hemicelulozo, medtem ko povzrociteljice soCasne
trohnobe hkrati v enakem obsegu razgradijo lignin, hemicelulozo in
celulozo. Glive povzrociteljice bele trohnobe pogosteje okuzijo les
listavcev kot iglavcev.

Glive, povzrociteljice mehke trohnobe, sodijo v skupino zaprtotrosnic
(Ascomycotin) in skupino nepopolnih gliv (Fungi imperfecti). Hranijo
se predvsem s celulozo in hemicelulozo, lahko pa tudi z ligninom.
Okuzba se pojavi, kadar zaradi razlicnih dejavnikov (previsoke
vlaznosti, slabih zra¢nih pogojev) okuzba bolj aktivnih in tekmovalnih
gliv iz skupine Basidiomycotin ni mogoca. PovrSina okuzenega lesa je
mehka in izrazito temne barve (kadar je les moker). Pri suhem lesu se
pojavijo podobne razpoke kot pri rjavi trohnobi, le da so bolj plitke;
notranjost lesa ostane neposkodovana.

Glive modrivke povzro¢ajo globinsko obarvanje beljave iglavcev
(smreka, bor) in listavcev (topol, breza, lipa). Trosi gliv modrivk se
razvijejo, le e padejo direktno na beljavo ali ¢e jih doloceni insekti
(predvsem podlubniki) vnesejo v les. Modrivke se hranijo s Skrobom,
beljakovinami in sladkorji, zato ne vplivajo na mehanske lastnosti lesa.
Plesni povzroCajo le povrSinsko obarvanje lesa v najrazli¢nejsih
barvah (¢rna, modra, zelena, rdec¢a, roznata in siva). Znacilna je tudi
oblika in globina obarvanih madezev. Obarvanja, ki nastanejo zaradi
plesni, so najveckrat neenakomerno pik&asta, pegasta ali razporejena
v madezih. Le redko se zgodi, da bi bila obarvana celotna povrsina
lesa. Plesni ne predstavljajo velike ekonomske $kode, saj je les tudi
po njihovi okuzbi $e vedno uporaben. Z brusenjem ali skobljanjem
lesa lahko madeze delno ali v celoti odstranimo (16).

5 Dosedanje studije
protimikrobnega delovanja

Glive so zaradi svojega raznolikega metabolizma zanimiv vir
protimikrobnih ucinkovin, vendar so lesne glive slabo raziskane. Edino
sistemsko Studijo, v kateri so preverjali protibakterijsko delovanje 72
vrst omenjenih gliv, so naredili z uporabo bioluminiscentne bakterije
Vibrio fischeri (13). Rezultate omenjene S$tudije so potrdili z
referen¢nim mikrodilucijskim testom (17, 18). Pregled rezultatov
dosedanjih Studij protimikrobnega delovanja lesnih gliv podaja
preglednica 1, strukturne formule izoliranih u¢inkovin pa so na sliki 1.

Med aktivnimi sekundarni metaboliti lesnih gliv so protibakterijske,
protivirusne in protiglivne ucinkovine z zelo raznovrstnimi strukturami
in spektrom delovanja. Protibakterijsko delujoe spojine so:

® seskviterpeni
hirsutinska kislina in
komplikatinska kislina ter
koriolin;

e steroidne spojine
lanostanoidni derivati iz vrste Fomitopsis pinicola,
steroli iz vrste Ganoderma applanatum in
favolon, neobicajni ergosteron s cis polozajem obroca B in C;
ganomicin A in B, hidrokinona s farnezilno stransko verigo;
beauvericin, nenavadni cikli¢ni oligoamid/ester;
merulinska kislina A, B in C poliketidnega izvora;

hlapni alkoholi,

aldehidli,

ketoni in kisline iz vrste Pleurotus ostreatus;

cinabarin,

rdece obarvani fenoksazinon,

e poliacetilenske spojine iz vrste Serpula lacrymans;

rumeno obarvane fenolne spojine
kserokominska in

variegatinska kislina ter
variegatorubin;

e aromatski acetilenovi derivati
frustulozin in
frustulozinol, aromatska acetilenova derivata.

Ucinkovin filtrata kulture, ekstraktov plodi§¢a vrste Lentinula edodes
(19) ter ekstraktov plodis¢a vrste Phellinus linteus (20) in Ganoderma
lucidum $Se niso odkrili (21, 22).

6 Zakljuéek

V danasnjem Casu, ko odporni mikroorganizmi ogrozajo zdravje
Cloveka, je iskanje novih virov in razvoj novih protimikrobnih ucinkovin
izrednega pomena. Lesne glive so obetaven vir novih ucinkovin ali
spojin vodnic, saj so ze dosedanje raziskave pokazale raznovrstnost
in veliko protimikrobno u¢inkovitost njihovih sekundarnih metabolitov.
Nedvomno bodo rezultati sodobnih raziskav tudi Stevilne terapevtsko
uporabne ucinkovine.
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Preglednica 1: Dosedanje studije protibakterijskega, protiglivnega in protivirusnega delovanja lesnih gliv.
Table 1: Overview of studies of antibacterial, antifungal and antiviral activity of wood-colonising fungi.

IME GLIVE UCINKOVINA/FRAKCIJA EKSTRAKTA \ REFERENCA
Protibakterijsko delovanje

Coriolus consors koriolin 19
Favolaschia sp. favolon 19
Flammulina velutipes enokipodin A, B, Cin D 23
Fomitopsis pinicola lanostanoidni derivati 19
Ganoderma applanatum steroli 19
Ganoderma lucidum lipofilni ekstrakti 21
Ganoderma lucidum vodni ekstrakt 22
Ganoderma pfeifferi ganomicin Ain B 19
Hypoxylon carneun karneinska kislina A in B 24
Laetiporous sulphureus beauvericin 19
Lentinus edodes filtrat kulture 25
Lentinus edodes kloroformski, etilacetatni in vodni ekstrakti plodis¢a 26
Lentinus crinitus deoksihipnofilin in hipnofilin 19
Merulius tremellosus merulinska kislina A, Bin C 19
Phellinus linteus metanolni ekstrakt plodis¢a in njegove frakcije 20
Pholiota adiposa metanolni ekstrakt plodis¢a 27
Pleurotellus hypnophilus pleurotelol in pleurotelinska kislina 19
Pleurotus ostreatus hlapne spojine: alkoholi, aldehidi, ketoni in kisline 28
Pleurotus sajor-caju 12 kDa ribonukleaza 29
Pycnoporus sanguineus cinabarin 19
Serpula himantoides himanimid A, B, Cin D 30
Serpula lacrymans poliacetileni, kserokominska in variegatinska kislina, variegatorubin 30, 31, 32
Stereum complicatum hirsutinska in komplikatinska kislina 19
Stereum frustulosum frustulozin in frustulozinol 19
Trichaptum biforme biformin 19
Protiglivno delovanje

Aleurodiscus mirabilis aleurodiskal 19
Bjerkandera adusta anisaldehid, 2-(4-metoksifenil)propan-1,2-diol 19
Filoboletus sp. strobilurin A, E in F1 in njihovi derivati 19
Flammulina velutipes enokipodin A, B, Cin D 23
Gloeophyllum sepiarium oospolakton 19
Hypoxylon carneum karneinska kislina A in B 24
Ischnoderma benzoinum 1-hidroksi-2-nonin-3-on 19
Lentinus crinitus deoksihipnofilin in hipnofilin 19
Merulius tremellosus merulidal 19
Pholiota adiposa metanolni ekstrakt plodis¢a 27
Pleurotellus hypnophilus pleurotelol in pleurotelinska kislina 19
Pleurotus pulmonarius anisaldehid, 2-(4-metoksifenil)propan-1,2-diol 19
Pleurotus sajor-caju 12 kDa ribonukleaza 29
Serpula himantoides himanimid A, B, Cin D 31
Trichaptum biforme biformin 19
Protivirusno delovanje

Fomes fomentarius filtrat kulture 19
Fomitella supina vodni ekstrakt 19
Ganoderma applanatum vodni ekstrakt 19
Ganoderma lucidum ganoderiol F in ganodermanontriol 19
Ganoderma pfeifferi ganodermadiol, lucidadiol in aplanoksidinska kislina 19
Inonotus hispidus hispolon in hispidin 19
Inonotus obliquus vodotopni lignini 19
Phellinus rhabarbarinus vodni ekstrakt 19
Trametes cubensis vodni ekstrakt 19
Trametes versicolor polisaharidne frakcije 19
Trichaptum perrottotti vodni ekstrakt 19
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