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1. Uvodisvrha rada

Procjenjuje se da na Zemlji ima oko 140000 vrsta gljiva, od kojih je poznato svega oko
22000, a stru¢no i znanstveno je istrazen samo mali postotak (oko 5%). Gljive od davnina
imaju vaznu ulogu u razli¢itim aspektima naseg zivota. Jestive gljive se koriste u prehrani i
predstavljaju vazan dio niskokalori¢ne dijete. U mitologiji su gljive uvelike povezane s
patuljcima, vilama i ostalim mitskim bi¢ima. Neke gljive su dio religijskih obreda zbog svojih
psihoaktivnih svojstava. Isto tako vrlo vazan dio mikologije su i nejestive, otrovne gljive koje

mogu biti smrtno opasne.

Razlog Ceste upotrebe gljiva baziran je na tri glavne ¢injenice: prvo, koriste se u prehrani
zbog njihove visoke prehrambene vrijednosti (bogate su vodom, mineralima, proteinima,
esencijalnim aminokiselinama, vlaknima i ugljikohidratima) i niske kalori¢nosti (zbog niskog
sadrzaja masti imaju malo kalorija); drugo, plodna tijela nekih vrsta su izuzetno cijenjene
kulinarske delicije (djeluju kao pojacivaci okusa i arome kada se koriste s drugom hranom); i
trece, gljive se mogu koristiti u medicinske svrhe (zbog sadrzaja vitamina D mogu se koristiti
kao dodatak za lije¢enje bolesti kostiju, npr. rahitisa; snizavaju kolesterol, utje€u na regulaciju

tlaka i Secera u krvi, itd.). Njihov povoljan utjecaj na zdravlje poznat je ve¢ tisucama godina.

1)

Gljive koje se uzgajaju, kao i one divlje, jestive i nejestive, vrste sadrze veliki broj razlicitih
biomolekula s nutritivnim, ali i potencijalnim, medicinskim znacenjem. Plodista gljiva,
micelij i spore sadrze bioaktivne tvari koje mogu imati pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje
djeluju¢i imunomodulatorno, protektivno na kardiovaskularni sustav i jetru, antidijabeticki,

antifibrotski, antioksidacijski, protuupalno, antitumorski, antivirusno i antibakterijski (2).



Poznato je da su gljive izvor prirodnih antibiotika. Kako bi prezivjele i opstale u svome
prirodnom okruZenju moraju se Stititi protiv uzro¢nika bolesti, pa neophodno trebaju
posjedovati/producirati antibakterijske i antifungalne supstancije. Najpoznatiji, i prvi,
otkriveni prirodni antibiotik, penicilin, produkt je gljive, plijesni iz roda Penicillium. Manje je
poznato da i vise, mesnate gljive mogu producirati jedan ili viSe razli¢itih spojeva, niske ili
visoke molekularne tezine, koji pokazuju antimikrobni uéinak. Spojevi niske molekularne
tezine su uglavnom sekundarni metaboliti kao S$to su terpeni, steroidi, derivati antrakinona i
benzojeve kiseline te kinolini, ali 1 primarni metaboliti kao §to je oksalna kiselina. U grupu

spojeva s visokom molekularnom tezinom uglavnom spadaju peptidi i proteini. (3)

Danas, u eri rastuce rezistencije bakterija na konvencionalne antibiotike, sve se ¢eS¢e provode
istrazivanja s ciljem pronalazenja alternativnih lijekova koji bi mogli pomo¢i u sprjeavanju
i/ili lijeCenju infekcija. Postoje brojna znanstvena izvjes¢a o antimikrobnom djelovanju
prirodnih aktivnih ljekovitih tvari koje djeluju baktericidno ili bakteriostatski. (4, 5) Medutim,
¢injenica je da su gljive, bez obzira da li se radi o kultiviranim ili samoniklim vrstama, slabo
istrazene, i da je dostupan skroman broj znanstvenih radova o njihovom utjecaju na ljudsko
zdravlje kao i njihovom antimikrobnom potencijalu. U dostupnim radovima, najéesce su
istrazene gljive koje se uzgajaju radi konzumacije kao $to su Sampinjoni (Agaricus bisporus),
bukovace (Pleurotus ostreatus) i shiitake (Lentinula edodes) (3, 6, 7, 8). No, danas se svuda u
svijetu, kao i u Hrvatskoj, sakupljaju i konzumiraju brojne vrsta samoniklih gljiva o kojima

postoji mali broj znanstvenih studija.

Stoga je svrha ovog rada ispitati antimikrobnu aktivnost pet razli¢itih vrsta (velika suncanica -
Macrolepiota procera, paprena mlijeCnica - Lactarius piperatus, prosenjak - Hydnum
repandum, maglenka - Clitocybe nebularis i mrka trubac¢a - Craterellus cornucopioides)
samoniklih, jestivih gljiva prikupljenth u Sumama Primorsko-goranske Zupanije prema
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odabranim gram negativnim (Escherichia coli 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) i gram pozitivnim (Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis
ATCC 29212) bakterijama iz Americke kolekcije mikroorganizama (ATCC eng. American

Type Culture Collection),

1.1. Gljive

Gljive (Fungi, Mycota) su vrlo specificna skupina zivih organizama koji se u mnogo¢emu
razlikuju od ostatka zivog svijeta. Dugo vremena su smatrane jednostavnim biljkama, ali
otkriéem sli¢nosti gljivicne sa zivotinjskom stanicom, te spoznajom kako gljive ne vrSe
fotosintezu uvrStene su u zasebno carstvo (Slika 1). Gljive su heterotrofni organizmi §to znaci
da same ne proizvode hranu nego crpe hranjive tvari iz drugog zivog organizma (paraziti) ili
rastu na mrtvoj organskoj tvari koju razlazu (saprofiti). Postoje i vrste gljiva koje zive u
simbiozi s drugim biljkama (mikoriza) od kojih uzimaju hranjive tvari, a zauzvrat biljke lakse

upijaju mineralne tvari iz tla.

Domena
PROKARIOTI EUKARIOTI -
Domena Domena Carstv Carstvo C StVO Carstv
AKTERUE ARCHEA PROTISTA GL JIVA BILJA OTINJA
‘ ' [ ; N W mEYHE | ‘
~ - . ! W\mwm
ke " | , - e | 3 , %%é.

| Bsp |

Carstvo MONERA

Slika 1. Klasifikacija Zivih bi¢a u pet carstava

(Izvor: vlastita slika)



Gljive su najrasprostranjeniji organizmi na Zemlji te imaju vrlo vaznu ulogu u ekoloskim
procesima u kopnenim ekosustavima, naro¢ito u Sumskima. Gljive razgraduju mrtvu organsku
tvar i time omogucuju kruzenje energije i materije u prirodi osiguravajuci odvijanje svih
zivotnih procesa. Znacajnu ulogu imaju i u razgradnji biljnih ostataka (celuloze,
hemiceluloze, pektina i lignina), dok Zivotinjske ostatke ve¢inom razgraduju bakterije. Bez
gljiva, kvasaca ne bi bilo fermentacije, a posljedi¢no niti kruha, vina, piva. Gljive su vrlo
dobar materijal koji se koristi u biotechnoloskim procesima za proizvodnju mlije¢ne i limunske
kiseline, alkohola, nekih antibiotika, riboflavina i mnogih drugih supstancija. lzvor su
bioloskih fungicida, vitamina i enzima. (9, 10) Oko 30-tak razlicitih vrsta gljiva koje se zbog

jestivih plodista konzumiraju kao hrana, uspjesno se uzgajaju u kontroliranim uvjetima. (11)

Pretpostavlja se da se broj poznatih vrsta gljiva u Republici Hrvatskoj kre¢e oko 4500. (12) U
prirodi se moze pronaci velik broj jestivih gljiva, koje je, naravno, potrebno razlikovati od
otrovnih dvojnika. Takoder, treba voditi racuna da se gljive ne nalaze na listi zakonom

zaSticenih gljiva zbog svoje ugrozenosti te da ih se sakuplja na adekvatan nacin. (13)

1.1.1. Velika sun¢anica (Macrolepiota procera)

Velika suncanica (Slika 2) je jestiva gljiva iz roda Agaricaceae. Vrlo je rasprostranjena i Cesta

gljiva koja raste ljeti i u jesen.

Klobuk joj je Sirok 10-35 cm, u mladosti okruglasto jajolik, potom konveksan te na kraju
otvoren i potpuno ispruzen. Rub klobuka nije narebran, ni podvrnut prema unutra, ali
ljuskasta kozica klobuka malo prerasta rub i ponekad visi s njega. U odraslih primjeraka je
sredina klobuka ispupcena. Klobuk je kremsmede boje, uz rub svjetliji, pahuljasto-ljuskast,
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svilenast, prekriven tamnijim smedim krpicama ili ljuskama kojih ima viSe prema sredini
klobuka, a uz rub klobuka postupno nestaju starenjem. Kisa, sa klobuka, moze isprati sve
krpice pa moze izgledati ogoljeno. Ispupcenj na sredina klobuka je tamnosmede ili

crnkastosmede boje obi¢no glatko i tvrdo. Listi¢i su gusti, nejednako dugi, Siroki, slobodni,

mekani, bijele boje, a starenjem poprimaju oker nijansu.

Slika 2. Velika suncanica (Macrolepiota procera)

(Izvor: https://www.plantea.com.hr/velika-suncanica/#velika+sun%C4%8Danica-2)



Strucak je visok od 20 do 40 cm, debljine do 2, tvrd, valjkast, vitak, Supalj,dugacak, vlaknast,
iSaran s tamnijim ljuskama na bijeloj podlozi. Strucak je u bazi gomoljasto zadebljan Sirine do
4 c¢cm, u gornjoj tre¢ini nosi debeli dvostruki vjen¢i¢ ili prsten. Prsten je bjelkast ili
bjelkastosmed, pomican, na rubu pahuljast te je s donje strane smedasto obrubljen, a s gornje

strane je bijele boje.

Meso je u klobuku mekano, tanko, bijele boje ugodnog mirisa i okusa. Okus je slatkast te
podsjeca na okus ljeSnjaka ili oraha. Raste od nizimskih pa sve do planinskih predjela u
bjelogori¢nim i crnogori¢nim Sumama, uz rubove Suma, po livadama, pasnjacima, uz puteve,

u grmlju, vo¢njacima, dvoristima. (10, 14)

1.1.2. Paprena mlije¢nica (Lactarius piperatus)

Paprena mlije¢nica (Slika 3) je uvjetno jestiva gljiva iz porodice Russulaceae. Uvjetno je
jestiva zbog toga $to ima vrlo papren i ljut okus. Vrlo je rasprostranjena i Cesta vrsta gljive
koja u ljetnim mjesecima moze doslovno preplaviti bjelogori¢ne Sume. Dobro podnosi i susna

razdoblja te moze rasti kada u Sumi nema drugih gljiva. Raste od srpnja do kraja jeseni.

Klobuk joj je sirok 5-15 cm, u pocéetku konveksan, a kasnije se ra$iri i udubi poput lijevka.
Rubovi klobuka su podvrnuti prema unutra, tj. prema listi¢ima, posebno u mladih gljiva.
Kozica klobuka je glatka, ali gruba, moze biti sa sitnim naborima posebno uz rub klobuka.
Ponekad se za vrijeme suSnog razdoblja raspuca po sredini. Klobuk je bijele boje, ali moze
biti oker ili smedasto zamrljan. Listi¢i su ekstremno gusti, toliko da se u mladih gljiva treba
dobro izbliza pogledati da se uoci da se radi o listi¢ima. Listi¢i su uski, prema rubu klobuka
mogu biti toliko stisnuti da se vijaju, ra¢vaju se, pravilno su prirasli uokolo strucka uz koji se
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malo spustaju. U pocetku su bijele boje, kasnije krem sa zutom nijansom. U starosti mogu biti

oker ili smedasto pjegavi. Na ozlijedenim mjestima ispustaju bijeli mlije¢ni sok.

Slika 3. Paprena mlije¢nica (Lactarius piperatus)

(Izvor: http://www.gusuncanica-samobor.com.hr/paprena%20mlijecnica.JPG)

Strucak je visok do 12 c¢m, debljine do 3 c¢cm, gotovo uvijek je kraéi od promjera klobuka,
cesto djeluje zdepasto, ¢vrst, valjkast, pun, u bazi se obi¢no malo suzuje, u starosti postane
Supalj. Strucak je gladak ili ponegdje s manjim naborima ili brazdama, bjelkaste boje, na
pojedinim mjestima moze biti oker ili zelenkasto zamrljan. Meso je prilicno debelo, ¢vrsto,
zrnate 1 drobive strukture, bijele boje. Na ozlijedenim mjestima ispusta obilan bijeli mlijecni

sok, koji nakon nekog vremena moze poprimiti zelenkastu boju. Mlije¢ni sok i meso su jako



ljutog okusa u svjezih gljiva, miris nezamjetan. Paprena mlije¢nica raste U bjelogori¢nim i

mijeSanim Sumama, najviSe voli stani$ta uz bukve i grabove. (10, 14)

1.1.3. Prosenjak (Hydnum repandum)

Prosenjak (Slika 4) je jestiva gljiva iz porodice jezevica, Hydnaceae. Prili¢no je Cesta gljiva

koja raste u manjim ili ve¢im skupinama, ponekad u linijama, polukrugovima ili krugovima.

Raste od druge polovica ljeta pa sve do kraja jeseni.

-

Slika 4. Prosenjak (Hydnum repandum)

(Izvor: https://www.plantea.com.hr/prosenjak)



Klobuk joj je velik 3-15 cm, mesnat, debeo, ¢vrst, grbav, u poéetku je nepravilno polukuglast,
zatim nepravilno konveksan, kasnije se rasiri, ponckad malo i udubi u starijih gljiva. Rub
klobuka je u mladih primjeraka podvrnut prema dolje. Glatke je povrsine poput fine antilop
koze, Cesto s grbicama, manjim jastucastim izboCenjima, udubljenjima ili crtastim brazdama.
Za susnog razdoblja ispuca. Bojom varira od bjelkastozute, zute, pa sve do narancaste ili
okercrvenkaste. S donje strane klobuka nalazimo vrlo lomljive bodlje Zutobijele boje koje

silaze po strucku.

Strucak je visok do 8 cm, debljine do 4 cm, ve¢inom valjkast, ali tvori i nepravilne oblike,
masivan, tvrd, Cvrst, ekscentrian (nepravilno postavljen u odnosu na klobuk), zdepast,
ponekad u dnu zadebljan, a ponekad uzi. Strucak je gladak, ponekad ispucan, bjelkaste ili
blijedozute boje, na dodir ili prerez dobije narancastozutu boju, pogotovo u bazi. Meso gljive
je debelo i tvrdo, prvotno bijele boje, ali na prerezu dobije zutonaranéastu boju, pod malo
jac¢im pritiskom lako puca. Miris nije specifican, okus je blag kod mladih gljiva, a u starijih
gorkasto-ljutkasto. Prosenjak raste u bjelogori¢nim i crnogori¢nim $umama, u brdskim i
pretplaninskim Sumama. Gljiva se konzumira dok je mlada, kod starijih primjeraka uklanjaju

se bodljike ¢ime se smanjuje gorcina. (10, 14)

1.1.4. Maglenka (Clitocybe nebularis)

Maglenka (Slika 5) je uvjetno jestiva gljiva (osjetljive osobe je teze probavljaju) iz porodice
Tricholomataceae. Vrlo Cesto raste u velikim vilinskim krugovima ili polukrugovima koji
broje vise desetaka primjeraka. Doba godine u koje raste je od kraja ljeta do kraja jeseni.

Pogotovo je Cesta u drugoj polovici jeseni.



Klobuk joj je Sirok 5-25 cm, mesnat, u pocetku zvonolik, ruba uvrnutog prema unutra.
Kasnije se klobuk ispruzi i bude gotovo ravan ili malo konveksan. U sredni klobuka se nalazi
blago ispupcenje koje se kod starijih primjeraka gubi. Boja klobuka varira od bjelkasto sive
do tamnosive ili ¢adavosive, ponekad je skroz bijele boje (var. alba). Uz rub klobuka je

svjetlije boje. Listi¢i se lagano spustaju niz strucak, prili¢éno gusti, blijedokrem boje.

Strucak je visok do 12 cm, debljine do 4 cm, ima oblik batine, vlaknast, pun, prema dolje je
deblji, nerijetko u bazi i podosta zadebljan, ¢esto uzduzno naboran, bjelkasto sive boje. Meso
je bjelkaste boje, vlaknasto, prodornog, pomalo neugodnog mirisa koji se jo$ viSe intenzivira
kuhanjem, kiselkastog okusa. Gljiva raste u bjelogori¢nim i crnogoricnim Sumama, u

nizinskom, brdovitom i planinskom podru¢ju. (10, 14)

Slika 5. Maglenka (Clitocybe nebularis)

(Izvor: https://www.plantea.com.hr/maglenka/#maglenka-4)
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1.1.5. Mrka trubaca (Craterellus cornucopioides)

Mrka trubaca (Slika 6) je jestiva gljiva iz porodice Cantharellaceae. Raste u nizinsko-
brdskom podrucju, ali i na ve¢im nadmorskim visinama. Pojavljuje se ljeti i u jesen u velikim

kolonijama, ponekad i viSe stototina primjeraka na jednom manjem prostoru.

- —t

N1 e T A

Slika 6. Mrka trubaca (Craterellus cornucopioides)

(Izvor: http://www.enogastrobrutal.com/wp-content/uploads/2013/10/crne-trubace.jpg)

Plodiste gljive je Siroko 2-8 cm, te do 12 cm visoko. Ima oblik lijevka ili trube. U sredistu se
nalazi duboko udubljenje poput lijevka koje se nastavlja sve do dna strucka. Rub klobuka je
tanak, uvrnut, nepravilan, valovit, ponekad i kovréav. Gornja povrsina klobuka je crne ili

sivocrne boje, nerijetko sa smedastim obojenjima. Kad se osusi bude svjetlije. Kozica klobuka
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je fino pustenasta ili lagano ¢ehasta. Trusiste se nalazi s vanjske ili donje strane trube. Ono je
blijedosivkaste ili sivocadave boje, ponekad s plaviastim odsjajem, prekriveno sitnim
bjelkastim prahom. Obic¢no je glatke povrSine, s manje-vise izrazenim naborima. Svjetlije od

unutrasnje strane klobuka.

Strucak je zapravo produzetak klobuka, sivocrne je boje, tamniji od trusiSta, Supalj, manje-
viSe naboran, pri samom dnu moZe biti bjelkast. Meso gljive je tanko, sivocrno, djeluje
njezno, ali je pomalo elasti¢no, posebno kad je gljiva starija. Okus i miris su vrlo ugodni,
aromati¢ni, vo¢ni. Stani$te mrke trubace su bjelogori¢ne i mijeSane Sume. Raste na raznim
tlima, najées€e na sjenovitim i vlaznim staniStima. Posebno voli staniSta uz bukve, ali i

grabove i pitome kestene. (10, 14)

1.2. Rezistencija bakterija na antibiotike

Otkri¢e i razvoj antibiotika zasigurno su jedno od najvaznijih znanstvenih dostignuéa u
medicini u posljednjih osamdeset godina. Flemingovo sluc¢ajno otkri¢e penicilina bilo je
temelj istrazivanja i razvoja novih antimikrobnih lijekova koji su omoguéili uspostavu
moderne medicine, unaprijedili i ubrzali uvodenje novih kirurskih tehnika, invazivnih
dijagnosti¢kih i terapijskih postupaka sprjeCavaju¢i nastajanje i lijeCe¢i uspostavljene
bakterijske infekcije. Medutim, prekomjerna i puno puta nepotrebna upotreba antibiotika
dovela je do toga da su antibiotici, od velikog otkri¢a, postali, vrlo c¢esto, potpuno

nedjelotvorni.

Otpornost (rezistencija) bakterija na antibiotike znaci da antibiotici ne djeluju na bakterije u

koncentracijama koje se mogu posti¢i u ljudskom organizmu. Rezistencija bakterija na
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antibiotike moze biti primarna ili urodena (intrinzi¢na) te skundarna ili ste¢ena. (15) Prirodena
rezistencija je genetski uvjetovana i predstavlja stalnu karakteristiku odredene bakterijske
vrste, odnosno roda. Obi¢no, za bakterije koje pokazuju prirodenu rezistenciju, postoji
mogucnost izbora nekog drugog antimikrobnog pripravka. Za razliku od spomenutog, stecena
rezistencija nastaje najces¢e pod selekcijskim pritiskom antimikrobnih lijekova, mutacijom
postojecih ili stjecanjem novih gena. Sve ¢eS¢e, na taj nacin bakterije postaju rezistentne, ne
samo na jedan, ve¢ viSe razli¢itih antibiotika, ¢ime se smanjuje mogucnost izbora adekvatnog
antimikrobnog lijeka te se ugrozava klinicki uspjeh terapije infektivnih bolesti. Najcesce
visestrukorezistentne bakterije obuhvaéene su akronimom ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa,

Enterobacter). (16, 17, 18)

Bolesti koje su se nekada jednostavno lijeCile danas postaju ozbiljan problem upravo zbog
pojave otpornosti na antibiotike. Povezanost multirezistentnih mikroorganizama i bolnickih
infekcija svakako naglaSava ovaj problem i zahtijeva hitnu potrebu za rjeSenjima. Rezistencija
je danas opcepriznati javnozdravstveni problem koji namece veliku potrebu za edukacijom i
kontrolom nad upotrebom antibiotika. Racionalna i ispravna antimikrobna terapija, uz
unaprjedenje dijagnostickih mikrobioloSkih postupaka i suradljivost u higijeni, posebno
higijeni ruku, mogu doprinijeti zaustavljanju rezistencije. Naravno, treba nastaviti S
istrazivanjem i razvojem novih antibiotika, kao i alternativnih, biljnih pripravaka koji
pokazuju antimikrobni u¢inak. Jedan od izvora novih antimikrobnih lijekova mogle bi biti i

gljive. (19, 20)
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1.2.1. Escherichia coli

E. coli najées¢i 1 najznacajniji predstavnik roda Escherichia. E. coli ¢ini dio normalne
crijevne mikrobiote, ali moze biti povezana s mnogobrojnim infekcijama. Struktura i
fiziologija E. coli tipi¢na je za enterobakterije $to znaci da su to kratki gram-negativni,
uglavnom pokretni, Stapi¢i. Odredeni patogeni sojevi E. coli (enterohemoragicna,
enterotoksiCna, enteroinvazivna, enteropatogena, enteroagregativna) odavno su prepoznati
kao uzrocnici proljeva koji se prenose hranom. Takoder, opée je prihvaceno da je E. coli
naj¢es¢i uzro¢nik urinarnih infekcija, ali se rjede spominje da je E. coli vazan uzro¢nik i
drugih ekstra-intestinalnih infekcija, npr. u srediSnjem ziv¢anom, kardivaskularnom ili
respiratornom sustavu. (21, 22) Sposobnost E. coli da uzrokuje infekcije u ili izvan probavnog
sustava uvelike ovisi o nekoliko faktora virulencije. Odredeni sojevi posjeduju kapsulu. Op¢i
Cimbenici patogenosti kod E. coli su: endotoksin, hemolizini, siderofore. Neki sojevi
posjeduju 1 specifine ¢imbenike virulencije kao Sto su: egzotoksini, sekretorni sustavi te

adhezini specifi¢ni za odredene stanice. (15, 23)

1.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Bakterije roda Pseudomonas su aerobni gram-negativni Stapici koji se pojavljuju pojedina¢no,
u parovima, lancima ili su slozeni jedan pored drugoga. Odredeni sojevi posjeduju
polisaharidnu kapsulu, enzime katalazu i citokrom-oksidazu. P. aeruginosa izaziva primarno
oportunisticke infekcije, u onih s oslabljenim ili oSteCenim imunoloskim sustavom,
dugotrajnom hospitalizacijom ili nekim predleze¢im bolestima, npr. cisticnom fibrozom ili
opeklinama. Infekcijom mogu biti zahvaceni svi organski sustavi. P. aeruginosa posjeduje

mnogo ¢imbenika virulencije koji su odgovorni za razvoj bolesti, a za sustavnu toksi¢nost
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odgovorni su lipopolisaharid i egzotoksin A. Pseudomonasi su uobicajeno prisutni u razli¢itim
okoli$nim uvjetima, naroc¢ito u prisustvu vodenog medija, a katkad mogu biti i sastavni dio
normalne mikrobiote zdravih ljudi. (24) U bolnickim uvjetima P. aeruginosa je jedan od
najces¢ih uzrocnika nozokomijalnih infekcija, povezanih s visokom stopom smrtnosti.
Bakterija je prirodno otporna na niz antibiotika, a pod selekcijskim pritiskom u bolnickom
okruZzenju, nerijetko se razvijaju sojevi rezistentni na gotovo sve klase antibiotika $to

predstavlja velik problem u lijecenju. (15, 23, 25)

1.2.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je katalaza-pozitivni, gram-pozitivni kok koji, u mikroskopskom
preparatu, formira nakupine sli¢ne grozdovima. Stani¢nu stijenku sacinjavaju peptidoglikan i
teikoi¢na kislina koja je atigenski specificna za S. aureus. Stani¢nu stijenku okruzuje
polisaharidna kapsula koja ga $titi od vezanja komplementa i fagocitnog ubijanja
neutrofilima. lako je poznato 13 stafilokoknih kapsularnih polisaharida, samo su izolati koji
eksprimiraju kapsularni polisaharid tipa 5 (CP5) ili 8 (CP8) povezani s boles¢u. (26) S. aureus
moze producirati toksine medu kojima su najvazniji: eksfolijatin, a-toksin, TSST-1 (eng.

Toxic shock syndrome toxin 1), enterotoksini koji izazivaju trovanje hranom.

Na krvnom agaru S. aureus formira krem kolonije koje s vremenom postaju zlatno Zute
otkuda potjece i naziv aureus Sto znaci zlatni. Razlika u odnosu na ostale vrste iz roda
Staphylococcus jest ta Sto producira koagulazu koja se moze dokazati laboratorijskim
testovima. S. aureus se moze naci u oko 30% ljudi kao dio normalne mikrobiote u nosnom
vestibulumu, u probavnom sustavu te na vlaznim dijelovima koze. S. aureus je i vrlo uspjesan

patogen koji moze izazvati niz infekcija od impetiga, karbunkula, furunkula, artritisa do, po
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zivot opasnih, bakterijemija, endokarditisa, osteomijelitisa i sepse. Vecina izolata S. aureus
rezistentna je na penicilin pa se u lije¢enju koriste antistafilokokni penicilini (flukloksacilin)
ili cefalosporini prve ili druge generacije, a u slucaju meticilin rezistentnih sojeva (MRSA od
meticilin rezistentni S. aureus), u terapiji se Kkoristi vankomicin, teikoplanin, linezolid,
tigeciklin. (15, 23) Povijesno gledano, izolati MRSA povezani su s bolni¢kim infekcijama i
brzo su razvijali otpornost na viSestruke klase lijekova. (27) Medutim, posljednjih godina u
zajednici su se pojavili razli¢iti sojevi s jedinstvenim fenotipovima, a rezervoar MRSA sojeva
u zajednici ubrzano se $iri. U usporedbi s bolni¢kim sojevima, izolati MRSA povezani sa
zajednicom (CA - MRSA od engl. Community Acquired MRSA) pokazuju povecanu

virulenciju, ali su trenutno, veé¢inom osjetljivi na razli¢ite antibiotike. (28)

1.2.4. Enterococcus faecalis

Clanovi roda Enterococcus su gram-pozitivni, katalaza-negativni koki. Enterokoki su dio
normalne mikrobiote probavnog sustava cCovjeka I ne smatraju se izrazito virulentnim
bakterijama. Medutim, prezivljavanje u crijevima covjeka 1 Zivotinja im omogucuje
sposobnost rasta u visokim koncentracijama zuci i natrijeva klorida. Takoder, mogu prezivjeti
u medijima s alkalnim pH i visokom temperaturom, otporni su na detergente, etanol i teske
metale. (29) U prirodi su Siroko rasprostranjeni te ih se moze naci na biljkama, probavnom
sustavu zivotinja, tlu, vodi, hrani. NajéeSc¢e izolirane vrste jesu E. faecalis i E. faecium, od
kojih drugi ¢esce pokazuje rezistenciju prema vankomicinu (VRE — vankomicin rezistentni
enterokok). Iako se smatraju primarno oportunistickim patogenima mogu uzrokovati infekcije
endokarda, mokra¢nog sustava, bakterijemije i sepse, infekcije povezane s intravaskularnim

kateterima, abdominalne i druge infekcije. (15, 23)
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2. MATERIJALI | POSTUPCI

2.1. Materijali

2.1.1. Laboratorijski pribor i instrumenti

Rotacioni vakuumski upariva¢ (Laborota 4002 control, Heidolph, Njemacka)

e Spektrofotometar (Biofotometar, "Eppendorf”, Njemacka)

e Inkubator (Binder, Njemacka)

e Tikvice s okruglim dnom

e Epruvete

e Petrijeve zdjelice

e Mikrobioloske usice (“eze”

e Sterilni brisni Stapici

e Mikrotitracijske plocCice (96 jazica)

e Plamenik (Poligas OMM)

e Filteri: veli¢ina pora 0.45 pm ( FilterBio, Labex Ltd., Juzna Afrika)

e Automatske pipete: 10-1000 uL (Gilson, USA) i 0,5-10 uL, 2-20 pL, 20-100 pL, 20-
200 pL (Eppendorf, Njemacka)

e Nastavci za automatske pipete

e Ultrazvucna kupelj (BactoSonic 14, Bandelin, 800 W)

2.1.2. Gljive

Uzorci divljih, samoniklih vrsta gljiva prikupljeni su u Sumama na podruc¢ju Primorsko-
goranske Zupanije u listopadu 2018. godine uz pomo¢ ¢lanova Gljivarske udruge ,,Ozujka“.

Stru¢nu determinaciju gljiva izvrsio je tro¢lani sastav licenciranih determinatora Gljivarske
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udruge ,,0Ozujka“. Vrste gljiva koje su koriStene u ovom istrazivanju su: velika suncanica
Macrolepiota procera, paprena mlije¢nica Lactarius piperatus, prosenjak Hydnum repandum,

maglenka Clitocybe nebularis, mrka truba¢a Craterellus cornucopioides.

2.1.3. Hranjive podloge i mediji

Tekuce i ¢vrste hranjive podloge koje su koristene za uzgoj mikroorganizama, pripremljene
su prema propisanim recepturama. Hranjive podloge koristene u radu su: Mueller Hinton

bujon (Oxoid, Engleska) i Mueller Hinton agar (Biolife, Italija).

2.1.3.1. Mueller Hinton bujon

Mueller Hinton bujon je tekué¢a podloga pripremljena otapanjem 21 g dehidriranog hranilista
u 1000 mL destilirane vode, nakon ¢ega je provedena sterilizacija u autoklavu na 121 °C
tijekom 15 minuta. Sastav podloge (g/L): govedi ekstrakt 300 g/L; kazein hidrolizat 17,5 g/L;

skrob 1,5 g/L. pH vrijednost hranilista iznosi 7,3+0.1 na 25 °C.

2.1.3.2. Mueller Hinton agar

Mueller Hinton agar je kruta podloga pripremljena otapanjem 38 g dehidriranog hranilista u
1000 mL hladne destilirane vode koja je zagrijavana do vrenja, te sterilizirana u autoklavu na
121 °C tijekom 15 minuta. Sastav podloge (g/L): govedi ekstrakt 2 g/L; kazein hidrolizat 17,5

g/L; skrob 1,5 g/L; agar 17 g/L. pH vrijednost hranilista iznosi 7,3+0.1.

2.1.4. Bakterijski sojevi

U istrazivanju su koriStena Cetiri odabrana, gram negativna i gram pozitivna, bakterijska soja

iz Americke kolekcije mikroorganizama (ATCC, od eng. American Type Culture Collection):
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Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus
aureus ATCC 29213 i Enterococcus faecalis ATCC 29212. Bakterije su ¢uvane u zamrzivacu
na temperaturi od -80 °C. Prije istraZivanja, sojevi su postepeno odledeni na sobnoj
temperaturi te su nasadeni na Mueller Hinton agar, nakon ¢ega su inkubirani na 37°C u

trajanju od 24 sata.

2.2. Postupci

2.2.1. Ekstrakcija

Svjeze ubrane gljive su oprane pod teku¢om vodom kako bi se uklonile sve ne€istoce poput
zemlje i lis¢a. Povrsinski su sterilizirane alkoholom te narezane na manje dijelove i osuSene

na toplom zraku u pecnici na 40 °C. Osusene gljive su usitnjene u prah u elektri¢noj drobilici

(Slika 7).

Slika 7. Usitnjavanje osuSenih gljiva

(Izvor: vlastita fotografija)
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Sest grama usitnjenih gljiva otopljeno je u 140 ml metanola. Suspenzija je, u ultrazvuénoj
kupelji, u Cetiri navrata izlozena ultrazvuénim valovima snage 800 W i frekvencije od 40 kHz
tijekom 15 minuta. Izmedu svakog ciklusa sonikacije izvr$eno je mijesanje suspenzije. Nakon
toga suspenzija je centrifugirana na 4000 okretaja 15 minuta. Ekstrakti su koncentrirani u
rotacijskom vakuumskom uparivacu kako bi se uz pomo¢ vakuuma i povisene temperature

potpuno isusili (Slika 8).

Slika 8. Ekstrakti na isusivanju u rotacijskom vakuumskom uparivacu

(Izvor: vlastita fotografija)

Prije pocetka evaporacije tikvice s okruglim dnom su se potpuno osusile i izvagale zbog
kasnijeg preciznog odredivanja dobivene mase suhog ekstrakta. Suhi ekstrakti dobiveni
evaporacijom stavljeni su u eksikator kako bi se dodatno isu$ili i masa ustalila. Uz
svakodnevno vaganje ekstrakti su proveli 7 dana u eksikatoru sve dok nije doslo do ustaljenja

mase.
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Svaki dobiveni suhi ekstrakt otopljen je u 40% dimetil sulfoksidu (DMSQ) kako bi se postigla
koncentracija ekstrakta od 200 mg/mL koja je koriStena je za sva daljnja ispitivanja

antimikrobnog djelovanja.

2.2.2. Priprema bakterijske suspenzije

S krute podloge, sterilnom ezom dotaknuto je nekoliko morfoloski identi¢nih kolonija koje su
uneSene u fiziolosku otopinu za provodenje difuzijske ili u Mueller Hinton bujon za
provodenje dilucijske metode antibiograma. U suspenziji je, pomocu spektrofotometra
odredena apsorbancija, odnosno opti¢ka gustoc¢a pri 600nm (ODeoo — engl. Optical density)
koja je pri vrijednosti 1 (ODgoo=1) znaé¢ila 10° CFU/ml (CFU- eng. Colony — forming units) u
suspenziji. Kona¢na radna koncentracija bakterija u suspenziji od 1 x 10° CFU/ml dobivena je

razrjedivanjem. Ispitivanje antimikrobnog u¢inka gljiva

2.2.3 Difuzijska metoda za odredivanje antimikrobne aktivnosti gljiva

U istrazivanju su koriStene dvije razli¢ite varijante difuzijske metode: metoda diska i metoda
difuzije uz busenje rupa u agaru. U oba postupka koristen je Mueller Hinton agar, na koji je
vatenim brisnim $tapi¢em umocenim u bakterijsku suspenziju ravnomjerno nanesen inokulum

na povr$inu agara, razmazivanjem u tri smjera.

2.2.3.1 Disk difuzijska metoda

Nakon nanoSenja bakterijske suspenzije na povrSinu Mueller Hinton agara, aplicirani su
sterilni, prazni diskovi promjera 6 mm. Pet diskova za svaki ispitivani ekstrakt gljiva,

rasporedeni su u pravilnim razmacima tako da cijelom povr§inom dodiruju povrsinu agara. Na
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svaki disk, pipetom je naneseno 5 pL ekstrakta gljiva u koncentraciji od 200 mg/mL. Ploce su
stavljene u inkubator na temperaturu od 37°C kroz 24 sata nakon ¢ega su ocitavane zone
inhibicije rasta. Mjeri se promjer zone inhibicije koja okruzuje disk ukoliko postoji

antimikrobni u¢inak ispitivane supstancije (Slika 9).

Slika 9. Metoda disk difuzije

(Izvor: vlastita fotografija)

2.2.3.2 Metoda difuzije u jaZicama

Nakon nanoSenja bakterijske suspenzije na povrSinu Mueller Hinton agara, u agaru se,
pomocu sterilnog busaca rupa, izbuse rupice promjera 5 mm. U izbuSene jazice dodali smo 40
uL ekstrakta pojedine gljive u koncentraciji od 200 mg/mL, nakon ¢ega su ploce stavljene u
inkubator na temperaturu od 37°C kroz 24 sata. Ocitavanje je provedeno mjerenjem zone
inhibicije bakterijskog rasta koja okruzuje rupicu ukoliko je prisutan antimikrobni ucinak
ispitivane supstancije (Slika 10).
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Slika 10. Metoda difuzije u jazicama

(Izvor: vlastita fotografija)

2.2.4 Dilucijska metoda za odredivanje antimikrobne aktivnosti gljiva

Dilucijskom, kvantitativnom metodom odreduje se MIK, vrijednost koja predstavlja najmanju
koncentraciju antimikrobne tvari koja bakteriju zaustavlja u rastu, te MBK, vrijednost koja
predstavlja najmanju koncentraciju antimikrobne tvari koja bakteriju ubija. (15) Za
odredivanje MIK-a koristena je mikrodilucijska metoda s resazurinom kao indikatorom
mikrobnog rasta. Metoda se izvodi u mikrotitracijskim plo¢ama s 96 jazica. U drugu jaZicu
svakog reda unijeli smo 200 ul ekstrakta pojedine ispitivane gljive u koncentraciji od 200
mg/ml te smo dalje nastavili s dvostrukim razrjedivanjem do koncentracije od 0.195 mg/mL.

Potom smo u sve jazice ispipetirali 100 ul bakterijske suspenzije. Mikrotitracijska ploca je
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nakon toga stavljena na inkubaciju pri temperaturi od 37 °C tijekom 24 sata. Rezultati su
sutradan ocitani vizualno promatraju¢i promjenu boje unutar svake jaZzice usporedujuci je s
bojom prve, kontrolne jaZice u kojoj se nalazila samo bakterijska suspenzija. Mikrobioloski
rast je ocitavan dodavanjem po 30 pL resazaurina, indikatora oksidacije i redukcije koji se
koristi za procjenu bakterijskog rasta. To je plava boja koja postaje ruziCasta kada se,
djelovanjem oksidoreduktaza iz zivih bakterijskih stanica, reducira na resorufin. Stoga se
medij u jazici u kojoj je prisutan bakterijski porast boji ruzicasto. (30) Vrijednost MIK-a
predstavlja najmanja koncentracija testiranog ckstrakta koji je sprije¢io promjenu boje

resazurina iz plave u ruzi¢astu, odnosno koji je inhibirao bakterijski rast (Slika 11).
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Slika 11. Odredivanje MIK vrijednosti u mikrotitracijskoj plo¢i s 96 jazica

(Izvor: vlastita fotografija)
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2.2.4.1 Odredivanje minimalne baktericidne koncentracije (MBK)

Nakon odredivanja vrijednosti MIK-a, na Mueller Hinton agar pomoc¢u pipete nasadujemo
uzorake iz svih jazica (Slika 12). Hranjivu podlogu stavljamo u inkubator na 37 °C u
razdoblju od 24 sata. Nakon inkubacije ocitava se porast kolonija. MBK vrijednost je ona s
najmanjom koncentracijom ekstrakta gljiva kod koje nije doslo do porasta bakterijskih

kolonija na agaru

Slika 12. Odredivanje MBK vrijednosti na Mueller Hinton agaru

(Izvor: vlastita fotografija)
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3 Rezultati

Cilj ovog rada bio je odrediti antimikrobnu aktivnost ekstrakata jestivih gljiva (Macrolepiota
procera, Lactarius piperatus, Hydnum repandum, Clitocybe nebularis, Craterellus
cornucopioides) na odabrane patogene bakterije (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus
faecalis ATCC 29212) metodom odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije i metodom
disk difuzije ili difuzije u jazicama, te na osnovu dobivenih rezultat donijeti zakljucke o

antimikrobnoj aktivnosti ispitanih gljiva.

3.2  Dobivanje suhog ekstrakta gljiva

Kao rezultat procesa ekstrakcije uz postupak uparivanja u vakuumskom evaporatoru dobiven
je suhi ekstrakti (extracta sicca) ispitivanih jestivih, samoniklih gljiva. Dobivene mase suhog
ekstrakta kretale su se od oko 13 g (C. cornucopioides) do 25 g (L. piperatus) na 100 g
tretiranog uzorka. Dobivene mase ukupnog suhog ekstrakta za svaku pojedinu vrstu gljiva

prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Mase suhog ekstrakta pojedinih vrsta gljiva

Masa ekstrakta

Uzorak Vrta gljive (/100 g suhe gljive)
1 Macrolepiota procera 20,15
2 Lactarius piperatus 25,06
3 Hydnum repandum 24,16
4 Clitocybe nebularis 23,30
5 Craterellus cornucopioides 12,92
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3.3  Rezultati difuzijske metode

Potencijalni antimikrobni ucinak suhog ekstrakta pet razlicitih vrsta gljiva (M. procera, L.
piperatus, H. repandum, C. nebularis i C. cornucopioides) ispitan je difuzijskom metodom
prema dvije gram-negativne (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853) i dvije gram-

pozitivne (S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212) bakterije.

KoriStena je metoda disk difuzije te difuzije u jazicama. Difuzijska metoda je kvalitativna, a
mikroorganizmi na koje ispitivana supstancija djeluje se klasificiraju kao osjetljivi, umjereno
osjetljivi te rezistentni, ovisno o promjeru zone inhibicije rasta oko diska ili jazice. Testovi bi
trebali dati preliminarne informacije o antimikrobnom ucinku pojedinog ekstrakta te posluziti

za odabir ili iskljucenje pojedine vrste gljiva iz daljnje analize.

Unato¢ koriStenja dvije difuzijske metode, niti u jednom slucaju nije doSlo do pojave
inhibicije bakterijskog rasta. U svim slucajevima, sve ispitivane bakterije rasle su do rubova
diska ili jazice (Slika 13). Ovom metodom, niti jedan ekstrakt nije pokazao antimikrobni

ucinak na ispitivane bakterije.
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Slika 13. Bakterija Pseudomonas aeruginosa je porasla do ruba jazica

(Izvor: vlastita fotografija)

3.4  Rezultati dilucijske metode

3.4.3 Minimalna inhibicijska koncentracija ispitivanih ekstrakata gljiva

Osjetljivost odabranih gram negativnih (E. coli i P. aeruginosa) i gram pozitivnih bakterija (S.
aureus i E. faecalis) na ekstrakte dobivene iz gljiva M. procera, L. piperatus, H. repandum, C.
nebularis i C. cornucopioides analizirana je odredivanjem vrijednosti MIK-a. Ekstrakti svih
gljiva ispitivani su u koncentracijama od 200 mg/ml do 0.195 mg/mL. Rezultati dobivenih

vrijednosti izrazenih u mg/mL prikazani su u Tablici 2.
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Tablica 2. Minimalna inhibicijska koncentracija ispitivanih ekstrakata gljiva

Minimalna inhibicijska koncentracija (MIK) (mg/mL)
- . Pseudomonas Staphylococcus Enterococcus
- Escherichia coli . ;
Ekstrakti gljiva ATCC 25922 aeruginosa aureus faecalis
ATCC 27853 ATCC 29213 ATCC 29212
Macrolepiota 100 100 200 >200
procera
Lactarius piperatus 100 50 50 200
Hydnum repandum 100 50 25 50
Clitocybe nebularis 100 50 200 200
Craterellus 50 50 25 100
cornucopioides

Prema najmanjoj vrijednosti MIK-a, najbolji u¢inak su pokazali ekstrakti gljiva H. repandum
i C. cornucopioides na bakteriju S. aureus ATCC 29213 koji su djelovali inhibicijski u
koncentraciji od 25 mg/mL. Generalno najbolji u¢inak na sve testirane bakterije pokazao je
ekstrakt H. repandum te C. cornucopioides. Najlo$iji antimikrobni uéinak prema odabranim

bakterijama pokazao je ekstrakt gljive M. procera.

Medu odabranim bakterijama, vrsta P. aeruginosa pokazala je osjetljivost prema svim
gljivama. Ekstrakti vecine ispitivanih gljiva (Tablica 2) postigli su bakteriostatski u¢inak u
koncentraciji od 50 mg/mL, osim ekstrakta M. procera koji je inhibirao rast pseudomonasa u
koncentraciji od 100 mg/mL. Osjetljivost prema ekstraktima svih gljiva pokazao je i S.
aureus. Medutim, ekstrakti H. repandum i C. cornucopioides djelovali su bakteriostatski u
koncentraciji od 25 mg/mL, L. piperatus od 50 mg/mL, a M. procera i C. nebularis od 200

mg/mL. Najotpornija bakterijska vrsta, u ovom ispitivanju, bila je E. faecalis na koju su
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ekstrakti L. piperatus i C. nebularis djelovali tek u maksimalnoj, a M. procera niti u najvecoj

ispitivanoj koncentraciji od 200 mg/mL (Tablica 2).

3.4.4 Minimalna baktericidna koncentracija ispitivanih ekstrakata gljiva

Kao sto je vidljivo iz Tablice 3, u ispitivanim koncentracijama, sve su testirane gljive

pokazale baktericidan ucinak prema gram negativnim bakterijama, prvenstveno prema P.

aeruginosa, a zatim i E. coli. Ekstrakti dobiveni iz H. repandum i C. cornucopioides pokazali

su baktericidan u¢inak i prema odabranim gram pozitivnim bakterijama, S. aureus i1 E.

faecalis. lako niti jedan ekstrakt ispitivanih gljiva nije djelovao baktericidno u koncentraciji

manjoj od 100 mg/mL, ekstrakti dobiveni iz vrsta M. procera i C. nebularis nisu postigli

baktericidan u¢inak na E. faecalis i S. aureus niti u najvecoj ispitivanoj koncentraciji od 200

mg/mL.

Tablica 3. Minimalna baktericidna koncentracija ispitivanih ekstrakata gljiva

Minimalna baktericidna koncentracija (MBK) (mg/mL)

Escherichia coli Pseudomonas Staphylococcus Enterococcus
Ekstrakti gljiva ATCC 25922 aeruginosa aureus faecalis
ATCC 27853 ATCC 29213 ATCC 29212
Macrolepiota procera 200 100 >200 >200
Lactarius piperatus 100 100 100 >200
Hydnum repandum 100 100 100 200
Clitocybe nebularis 200 100 >200 >200
Craterellus 100 100 100 200

cornucopioides
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4 Rasprava

Gljive su najrasprostranjeniji organizmi na Zemlji s klju¢nom ekoloskom ulogom u razli¢itim,
posebno Sumskim, ekosustavima. Znacajne su za kruzenje tvari i energije u prirodi
razgraduju¢i mrtvu organsku tvar, bez cega zivot na Zemlji ne bi bio mogué. Kao
oportunisti¢ki heterotrofi, gljive su razvile cjevaste strukture, hife kojima prodiru u ¢vrste
supstrate te crpe hranjive tvari, a spore za razmnozavanje i rasprSivanje na velike udaljenosti.
Gljive mogu biti nepatogeni saprofiti, ali ima i parazitskih, patogenih vrsta koje su dobro
opremljene za prodiranje u organizme domacina. Mnoge vrste proizvode i toksi¢ne spojeve

(mikotoksine).

Gljive mogu utjecati na ljudsko zdravlje na razli¢ite nacine. Plodista gljiva, micelij i spore
sadrze bioaktivne tvari koje mogu djelovati imunomodulatorno, antidijabeticki, antifibrotski,
antioksidacijski, protuupalno, antitumorski, protektivno na kardiovaskularni sustav i jetru,
antivirusno i antimikrobno. (3) Poznato je da su gljive izvor prirodnih antibiotika koji su im
potrebni za opstanak u prirodnom okruzenju i vlastitu zastitu od bakterijskih, virusnih 1
gljivicnih infekcija. Velik broj konvencionalnih antibiotika koji se i danas upotrebljavaju u

medicini, potjecu od gljiva, najéesce plijesni. (9, 10)

Danas se svijet suofava sa znacajnim izazovima u modernoj medicini jer su mnogi
antimikrobni lijekovi izgubili svoju vrijednost u lije¢enju zaraznih bolesti prvenstveno zbog
razvoja bakterijske otpornosti. (31). Rastuci problem antimikrobne rezistencije i nedostatak
novih konvencionalnih antibiotika, razlozi su sve veceg interesa za pronalaskom alternativnih
antimikrobnih pripravaka, baktriofaga, eteri¢nih ulja, biljnih ekstrakata i njihovih bioaktivnih
komponenata. (32) lako je poznato da i mnoge vise gljive mogu imati povoljan utjecaj na

zdravlje ¢ovjeka, o njihovom antimikrobnom ué¢inku literaturni podaci su skromni. Stoga smo,
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za potrebe ovog rada, ispitali antimikrobnu aktivnost pet jestivih gljiva, Macrolepiota
procera, Lactarius piperatus, Hydnum repandum, Clitocybe nebularis, Craterellus
cornucopioides, ubranih na podruc¢ju Primorsko-goranske Zzupanije prema odabranim gram-

negativnim i gram-pozitivnim bakterijama.

Gljive smo sasusili, samljeli te proveli postupak ekstrakcije kako bi dobili ukupni suhi
ekstrakt tj. skup svih tvari gljive koje pod zadanim fizickim uvjetima ne isparavaju. U nasem
smo istrazivanju, kao otapalo, koristili isklju¢ivo metanol $to je djelomi¢no ograni¢enje ovog
rada. Poznato je da se za ekstrakciju, osim metanola, mogu koristiti razli¢ita otapala kao S§to
su etilni alkohol, aceton, etil acetat, kloroform, voda i druga. (19, 33) Vrsta otapala moze
utjecati na uspjesnost ekstrakcije, a samim time i na dobivene rezultate. Takoder, problem je i
medusobna usporedba rezultata iz razlicitih istrazivanja koji su dobiveni koristenjem razli¢itih

otapala.

Za procjenu in vitro antimikrobne aktivnosti ekstrakta ili ¢istog spoja mogu se Koristiti brojni
laboratorijski postupci. Najpoznatije i najosnovnije metode su disk difuzija i dilucijske
metode u bujonu ili agaru (34). U naSem smo ispitivanju antimikrobnu aktivnost dobivenih
ekstrakata gljiva ispitali koriStenjem dvije difuzijske i jedne dilucijske metode antibiograma.
Difuzijske metode relativno su jednostavne kvalitativne tehnike kojima se dobiva informacija
0 prisutnosti ili odsutnosti antimikrobnog djelovanja ispitivane supstancije. Stoga su ove
tehnike trebale biti probirne te posluziti za odabir ili iskljucenje pojedine vrste gljiva iz daljnje
analize. Tako se u literaturi istice bolja osjetljivost difuzije u jazicama u odnosu na disk
difuziju, u naSem istrazivanju niti jednom difuzijskom metodom nije doslo do pojave zone
inhibicije rasta niti na jedan bakterijski soj, odnosno bakterije su porasle sve do diska ili
rupice s ispitivanim uzorkom. Postoje brojni faktori koji mogu utjecati na rezultate difuzijskih

antibiograma. Jedna je moguc¢nost da diskovi nisu bili impregnirani dovoljnom koli¢inom
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ckstrakata. Medutim, rezultat moze biti posljedica samih fizikalnih i/ili kemijskih
karakteristika ispitivanih ekstrakata koje su mogle utjecati na difuziju u okolni supstrat. (35)
Vazan je Cimbenik 1 standardizacija veli¢ine inokuluma (0,5 prema McFarland-ovom
standardu) kako bi se osigurao konfluentni rast kulture, jer manja veli¢ina inokuluma moze
dovesti do lazno velikih zona inhibicije, dok preveliki inokulum moze dovesti do znatno

manje ili potpunog izostanka zone. (36)

Kako bi prevladali nedostatke difuzijskih tehnika, te razlikovali bakteriostatsku i/ili
baktericidnu aktivnost ispitivanih gljiva, sve smo uzorke testirali dilucijskom metodom.
Dilucijska metoda je kvantitativna i najprikladnija za odredivanje vrijednosti MIK-a
ispitivane supstancije, bez obzira na izbor tehnike: dilucija u agaru, dilucija u bujonu koja se
moze izvoditi kao makrodilucijski ili mikrodilucijski postupak. (34) U nasem smo radu
koristili  mikrodilucijsku tehniku koja uklju¢uje pripremu dvostrukih razrjedenja
antimikrobnog agensa u teku¢em mediju u mikrotitracijskoj plo¢i s 96 jazica. Nakon
inokulacije svake jazice istom bakterijskom kulturom, MIK vrijednost, najniza koncentracija
antimikrobnog pripravka koji inhibira rast mikroorganizma, se ocitava poslije 24-satne
inkubacije. U najvecoj ispitivanoj koncentraciji ekstrakata od 200 mg/mL, sve su gljive
pokazale inhibitorni u¢inak prema svim ispitivanim bakterijama. lzuzetak je ekstrakt gljive M.
procera Koji ni u najvecoj koncentraciji nije uspio inhibirati rast bakterije E. faecalis.
Generalno, M. procera pokazala je najslabiji antimikrobni u¢inak u odnosu na druge
ispitivane gljive. I u istrazivanju Kosani¢ i suradnika, ekstrakt M. procera pokazao je nesto
slabiju antimikrobnu aktivnost nego Lactarius deliciosus. (37) Medutim, vrijednosti MIK-a
detektirane u njihovom radu su od 10 do 20 puta manje nego u naSem istrazivanju. Pri
testiranju prirodnih pripravaka, ¢este su manje ili ve¢e izmjene i prilagodbe standardiziranih
protokola koji se inaCe koriste u klini¢koj mikrobiologiji. Dobro je poznato da veli¢ina

inokuluma, tip medija za rast, vrijeme inkubacije i postupak pripreme inokuluma mogu
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utjecati na vrijednosti MIK-a te onemoguciti ispravnu usporedbu dobivenih rezultata. U
naSem istrazivanju, i ekstrakt gljive C. nebularis je pokazao skromnu antimikrobnu
djelotvornost, napose prema gram-pozitivnim bakterijama. 1zostanak antimikrobne aktivnosti
C. nebularis utvrdili su i Dimitrijevi¢ i sur., dok su Kim i sur. pokazali da metanolni ekstrakt
plodnog tijela ove gljive pokazuje blagu antifungalnu aktivnost protiv patogenih gljiva.
(38,39) Potrebno je naglasiti kako geografsko podrucje s kojeg potjecu gljive moze utjecati na

njihov kemijski sastav, pa samim time mogu pokazivati i razli¢itu antimikrobnu aktivnost.

Najbolju antimikrobnu aktivnost, u naSem radu, Su pokazale mrka trubaca — C.
cornucopioides i prosenjak — H. repandum koje su u koncentraciji od 100 mg/mL djelovale
bakteriostatski na sve odabrane bakterijske vrste. Nasi rezultati koji se odnose na C.
cornucopioides u skladu su s istrazivanjem Kola i sur. koji su takoder pokazali visok
antimikrobni potencijal ove gljive prema nizu bakterijskih vrsta ukljucujuci S. aureus, E.
faecalis i E. coli koje smo i mi testirali. (40) Pretpostavili su da je za iskazanu antibakterijsku
djelotvornost odgovorna vrlo velika koli¢ina ukupnih fenola, odnosno glavni fenoli, galna i p-
kumarinska kiselina, koje su odredili tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti
(HPLC - High performance liquid chromatography). Ozcan i Ertan su ispitali acetonski
ekstrakt H. repandum i pokazali znacajan antimikrobni ucinak prema S. aureus, E. faecalis i
P. aeruginosa, S§to smo i mi dokazali za metanolni ekstrakt iste gljive. (41) Isti su autori
potvrdili da H. repandum sadrzi visoke koli¢ine B-glukana. Ovaj je spoj gradivni dio stani¢ne
stijenke gljive koji se strukturno i koli¢inom razlikuje medu razli¢itim rodovima gljiva 1

odgovoran je za njihove bioaktivne sposobnosti, ukljucujuéi i antimikrobni u¢inak. (42)

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da su odabrane gljive pokazale najvecu antibakterijsku
aktivnost protiv zlatnog stafilokoka i pseudomonasa, zatim eSerihije, dok se enterokok

pokazao najrezistentnijim na gljivi¢ne ekstrakte. Sli¢ne su rezultate objavili 1 neki drugi autori
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koji su ispitivali razli¢ite biljne ekstrakte na niz gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija.
U njihovim je radovima S. aureus bio najosjetljivija, a E. coli i E. faecalis najotpornije
bakterije te se ¢ini da su gram-pozitivne bakterije osjetljivije na biljne ekstrakte od gram-
negativnih. (43, 44, 45) To se mozZe tumaciti razlikama u gradi stani¢ne stijenke gram-
negativnih bakterija, s periplazmatskim prostorom i vanjskom stijenkom s lipopolisaharidom,
ali i zbog karakteristika samih biljnih ekstrakata. Medutim, iz naSih je rezultata vidljivo da su

znaCajne i razlike izmedu pojedinih vrsta gram-pozitivnih, kao i izmedu gram-negativnih

U ovoj studiji, dobivene MIK vrijednosti ekstrakata gljiva bile su nize od MBK vrijednosti,
sugerirajuci da su ekstrakti ispitivanih gljiva bakteriostatski u nizim, ali baktericidni u viS§im
koncentracijama. U koncentraciji od 100 mg/mL, ekstrakti svih ispitivanih gljiva djelovali su
baktericidno na P. aeruginosa. Za razliku od spomenutog, E. faecalis pokazao se
najrezistentnijom ispitivanom bakterijom, s obzirom na to da baktericidni ucinak nije
postignut od strane M. procera, L. piperatus i C. nebularis, dok su H. repandum i C.

cornucopioides postigli baktericidnost u najvisoj ispitivanoj koncentraciji od 200 mg/mL.

Nase je istraZivanje pokazalo da medu ispitanim samoniklim gljivama postoji antimikrobni
potencijal te da bi bioaktivni spojevi dobiveni iz viSih gljiva mogli imati obecavajuc¢u ulogu u

potrazi za novim antibioticima.

35



5 Zakljucak

Uslijed rastuée rezistencije prema konvencionalnim antibioticima, neprekidno se traga za

novim alternativnim, prirodnim antimikrobnim supstancijama.

U ovom je radu ispitana antimikrobna aktivnost samoniklih jestivih gljiva (Macrolepiota
procera, Lactarius piperatus, Hydnum repandum, Clitocybe nebularis, Craterellus
cornucopioides) prikupljenih na podru¢ju Primorsko-goranske Zupanije prema odabranim
gram-negativnim (Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa) i gram-pozitivnim

(S.taphylococcus aureus i Eenterococcus faecalis) ATCC sojevima bakterija.

Disk difuzijska metoda antibiograma, bez obzira na tehniku izvedbe (disk difuzija ili difuzija
u jazicama), nije se pokazala pogodnom za ispitivanje antimikrobne djelotvornosti ekstrakata
gljiva. Mikrodilucijskom metodom odredene su vrijednosti minimalne inhibicijske i

minimalne baktericidne za metanolni ekstrakt svake od ispitivanih gljiva.

Najslabiji antimikrobni uc¢inak ustanovljen je za ekstrakt gljive M. procera, pracen skromnim
uc¢inkom C. nebularis. Najbolju antimikrobnu djelotvornost pokazale su C. cornucopioides i
H. repandum koje su u koncentraciji od 50 mg/mL do 100 mg/mL djelovale bakteriostatski na

sve testirane bakterije.

negativnim P. aeruginosa. E. faecalis bio je najrezistentniji medu ispitivanim bakterijama.

Gljive mogu predstavljati novi, neiskoriSteni izvor bioaktivnih tvari s antimikrobnom

aktivnoS¢u. Postoji potreba za daljnjim istraZivanjima u smislu izolacije 1 prociS¢avanja
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spojeva ili molekula iz ekstrakata odgovornih za antimikrobna svojstva gljiva koji bi mogli

sluziti kao potencijalni buduc¢i antibiotici.
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6 Sazetak

Gljive su najrasprostranjeniji organizmi na Zemlji sa znac¢ajnom ulogom u odvijanju
ekoloskih procesa u brojnim, posebno Sumskim, ekosustavima. Cilj ovog istrazivanja je bio in
vitro istraziti antimikrobnu aktivnost samoniklih gljiva Macrolepiota procera, Lactarius
piperatus, Hydnum repandum, Clitocybe nebularis i Craterellus cornucopioides prikupljenih

na podrucju Primorsko-goranske Zupanije.

Metanolni ekstrakti odabranih gljiva testirani su prema dvije gram-negativne (Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) i dvije gram-pozitivne
(Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 292129) bakterije
Antimikrobni u¢inak odreden je koristenjem difuzijskih (disk-difuzija i difuzija u jazicama) i
mikrodilucijske metode kojom su odredene vrijednosti minimalne inhibitorne i minimalne

baktericidne koncentracije.

U najvecoj ispitivanoj koncentraciji (200 mg/mL) sve su gljive pokazale inhibitorni u¢inak
prema svim odabranim bakterijama, osim M. procera koja ni u najvecoj koncentraciji nije
inhibirala rast bakterije E. faecalis. M. procera je pokazala naslabiju antimikrobnu aktivnost u
usporedbi s ostalim ispitivanih gljivama. Ekstrakt gljive C. nebularis ima skromnu
antimikrobnu  djelotvornost, posebno prema gram-pozitivnim bakterijama. Najbolji
antimikrobni uc¢inak uocen je za gljive C. cornucopioides i H. repandum koje su u
koncentraciji od 100 mg/mL djelovale bakteriostatski na sve odabrane bakterije. Od gram-

aeruginosa. Enterococcus faecalis bio je najrezistentniji medu ispitivanim bakterijama.
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Rezultati su pokazali da ekstrakti jestivih gljiva, posebno gljiva C. cornucopioides i H.
repandum s iskazanim antimikrobnim uc¢inkom, mogu biti izvor novih bioaktivnih spojeva s

potencijalnom primjenom u medicini, farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.

Kljuéne rijeci: antimikrobna aktivnost, bakterije, ekstrakt gljive
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7 Summary

Mushrooms are the most widespread organisms on Earth with a significant role in the
ecological processes in numerous, especially forest, ecosystems. The aim of this study was to
investigate in vitro the antimicrobial activity of Macrolepiotia procera, Lactarius piperatus,
Hydnum repandum, Clitocybe nebularis and Craterellus cornucopioides collected in the

forests of the Primorsko-goranska county.

Methanol extracts of the selected mushrooms were tested against two gram negative
(Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) and two gram-
positive bacteria (Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC
292129). The antimicrobial effect was determined using diffusion methods (disc diffusion and
diffusion in the wells) and a microdilution method which determines minimal inhibitory and

minimal bactericidal concentrations.

At the highest concentration tested (200 mg/mL), all fungi showed an inhibitory effect on all
selected bacteria, except M. procera which did not inhibit the growth of bacterium E. faecalis
evan at the highest concentration. M. procera showed the weakest antimicrobial activity
compared to other investigated mushrooms. C. nebularis extract has modest antimicrobial
efficacy, especially against gram-positive bacteria. The best antimicrobial effect was observed
for fungi C. cornucopioides and H. repandum, which at concentrations of 100 mg/mL acted
bacteriostatic against all selected bacteria. Among the gram-positive bacteria, S. aureus
proved to be more susceptible to mushrooms extract, while among gram-negative more

susceptible was P. aeruginosa. E. faecalis was the most resistant among the bacteria tested.
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The results have shown that edible mushroom extracts, especially C. cornucopioides and H.
repandum with expressed antimicrobial effects, can be the source of new bioactive

compounds with potential use in medicine, as well as pharmaceutical and food industry.

Key words: antimicrobial activity, bacteria, mushroom extract
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