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Japonski dresnik (Fallopia japonica) je invazivka, ki v Sloveniji povzroca Stevilne
tezave in je zato njeno mehansko odstranjevanje pogosto. Glede na pridobljene vecje
koli¢ine biomase pri odstranjevanju in informacije, da je rastlina odlicen vir
antioksidanta resveratrola, ter potreb po odkritju novih protimikrobnih snovi proti
odpornim mikoorganizmom, smo uporabili razli¢ne izvlecke listov in korenik, ter
etericno olje listov japonskega dresnika za ugotavljanje njihove potencialne
protibakterijske in protiglivne ucinkovitosti. UcCinkovitost listnih in koreninskih
izvleCkov smo testirali pri 8 vrstah bakterij (proti meticilinu odporen Staphylococcus
aureus (MRSA), proti proti meticilinu odporen Staphylococcus pseudintermedius
(MRSP), Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
canis, Streptococcus agalactiae, Paenibacillus sp., Bacillus subtilis) z difuzijskim
antibiogram po Kirby-Bauerju in 6 vrstah plesni (Alternaria alternata, Alternaria
infectoria, Aspergillus flavus, Fusarium poae, Epicoccum nigrum, Penicillium
palitans) z metodo razmazovanja izvleckov po povrSni gojisca, na katero smo nato
nacepili kulturo plesni. Ugotovili smo, da ima japonski dresnik tako protibakterijsko
kot tudi protiglivno aktivnost, da koreninski izvleCki bolj zavirajo rast bakterij in
plesni kot listni ter, da sta alkoholni topili etanol in metanol izmed uporabljenih topil
najbolj primerni za ekstracijo protimikrobnih snovi iz japonskega dresnika. Rezultati
Studije so pokazali tudi protibakterijsko ucinkovitost eteri¢nega olja listov. Japonski
dresnik torej ni le rastlina, ki v okolju povzro€a tezave, predstavlja lahko tudi
pomemben vir biolosko aktivnih sekundarnih metabolitov.
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The Japanese knotweed (Fallopia japonica) is an invasive plant which has a negative
impact on Slovenian environment and therefore mechanical eradications are often
organised. Because of a large biomass obtained during eradications and the information
that the plant is a great source of the antioxidant resveratrol, and the need to find new
antimicrobials to combat resistant microorganisms, we used different leaf and root
extracts, as well as essential oil, which was obtained from the leaves of the plant, to test
their antibacterial and antifungal activity. The efficiency of different leaf and root
extracts was tested on 8 different bacterial species (Methicillin resistant Staphylococcus
aureus, Methicillin resistant Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus
saprophyticus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus canis, Streptococcus agalactiae,
Paenibacillus sp., Bacillus subtilis) with disc diffusion antibiogram and on 6 different
fungi (Alternaria alternata, Alternaria infectoria, Aspergillus flavus, Fusarium poae,
Epicoccum nigrum, Penicillium palitans) with the spread plate method. The study
results show that extracts of the Japanese knotweed exhibit varying degrees of
antibacterial and antifungal activity, that root extracts have more potent antimicrobial
properties than leaf extracts and that etanol and methanol solutions are the most
effective in the extraction of antimicrobial compounds from the plant's tissues. The
results obtained also show that the essential oil of the leaves has antibacterial activity.
We concluded that the Japanese knotweed does not only cause problems in the
environment, but it is also a promising source of biologically active secondary
metabolites.
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MRSA proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus (ang. Methicillin resistant Staph.
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MRSP proti meticilinu odporen Staphylococcus pseudintermedius (ang. Methicillin
resistant Staph. pseudiintermedius)

PBP2a penicilin vezavni protein 2a
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\Y vodni izvlec¢ek

WHO Svetovna zdravstvena organizacija (ang. World Health Organization)



Gioahin E. Protimikrobna aktivnost eteri¢nega olja in izvle¢kov japonskega dresnika.
Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

1UVOD

Japonski dresnik (Fallopia japonica) je geofitna trajnica z mo¢no koreniko (Barney in sod.,
20006), ki izvira iz vzhodne Azije (Peng in sod., 2013). Je tujerodna vrsta, ki je uvrs¢ena med
100 najbolj invazivnih rastlin sveta. Zlasti ob sladkovodnih virih Evrope in Severne Amerike
tvori goste sestoje, ki izpodrivajo naravno rastje ter tako spreminjajo videz krajine in
negativno vplivajo na biotsko pestrost. Podobno je tudi pri nas, kjer ta vrsta tvori sklenjene
sestoje na Stevilnih mestih ob Dravi, Muri, Savi, Savinji in drugih rekah ter potokih. Korenike
japonskega dresnika pa ne vplivajo le na biotsko pestrost temve¢ povzroc¢ajo velike tezave tudi

v gospodarstvu (Frajman, 2008).

Zaradi svojih bioloskih in farmakoloSkih ucinkov je japonski dresnik Ze dolgo prisoten v
tradicionalni kitajski medicini. Koreniko so uporabljali za zdravljenje vnetij, okuzb, zlatenice,
opekline koze, hiperlipidemije (Peng in sod., 2013), za spodbujanja cirkulacije krvi,
odpravljanje strdkov ter za lazje izkasljevanje (Zhang in sod., 2013). Zdravilne lastnosti
korenike rastline so navedene tudi pod sinonimom "Hu Zhang" v Kitajski farmakopeji (Peng
in sod., 2013). Stevilne pozitivne lastnosti uporabe japonskega dresnika v tradicionalni
medicini so vodile v obSirne fitokemi¢ne raziskave, zato je trenutno znanih 67 spojin,
izoliranih iz korenike japonskega dresnika. Te sodijo med kinone, stilbene, flavonoide,
kumarine in lignane ter druge spojine (Peng in sod., 2013). Stevilne novejse $tudije pa
japonskemu dresniku pripisujejo protivirusno, protimikrobno, protivnetno, estrogeno,

nevroprotektivno in kardioprotektivno aktivnost (Zhang in sod., 2013).

Splosno so rastline znane kot bogat vir razlicnih sekundarnih metabolitov (Bhalodia in Shukla,
2011) in so bile ze pred uporabo antibiotikov in sinteti¢nih protimikrobnih snovi pomemben
vir protimikrobnih uc¢inkovin (Gibbons, 2008). Antibiotiki sodijo med najpomembnejSe nafine
boja proti bakterijam in so opazno pripomogli k izboljSanju zdravljenja bakterijskih okuzb,
vendar pa je njihova prekomerna uporaba doprinesla k povecani odpornosti bakterij proti
razli¢nim protimikrobnim snovem. Zato je zelo pomembno odkrivanje novih ucinkovin, ki ne

povzrocajo odpornosti pri bakterijah (Bhalodia in Shukla, 2011). S tem namenom smo zeleli
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ugotoviti protiglivno in protibakterijsko aktivnost listnih in koreninskih izvleckov japonskega

dresnika.

1.1 CILJI MAGISTRSKEGA DELA

Namen oz. cilji magistrskega dela so bili:
e dolociti protibakterijsko in protiglivno ucinkovitost izvleckov in eteri¢nih olj
japonskega dresnika;
e ugotoviti ali obstajajo razlike v delovanju organskih in vodnih izvleckov korenik in
listov japonskega dresnika;

e ugotoviti ali obstajajo razlike v odpornosti oz. obcutljivosti med razlicnimi vrstami

bakterij in plesni.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE
e FEtericna olja in izvlecki japonskega dresnika imajo protibakterijsko in protiglivno
ucinkovitost.
e FEteri¢na olja in izvlecki listov ter korenik razlicno vplivajo na razlicne bakterije, ker so
le-te razlicno obcutljive in ker imajo eteri¢no olje (EO) in izvlecki razli¢ne u€inkovine.
e Etericno olje in izvlecki zavirajo rast tudi odpornih in problemati¢nih bakterijskih

SCVOV.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 JAPONSKI DRESNIK (Fallopia japonica)

2.1.1 Opis vrste

Japonski dresnik oziroma Fallopia japonica (Houtt.) Ronse Decr. ima kar nekaj sinonimov,
kot so Polygonum cuspidatum Sieb.&Zucc., Reynoutria japonica Houtt., Polygonum
zuccarinii Small, Pleuropterus zuccarinii (Small) Small, Pleuropterus cuspidatus (Sieb. &

Zucc.) H. Gross, Polygonum japonicum Meissn (Barney in sod., 2006).

Preglednica 1: Taksonomska uvrstitev japonskega dresnika (Shaw, 2016).

Taksonomski nivo | Uvrstitev

KRALJESTVO Plantae (rastline)

DEBLO Spermatophyta (semenke)
PODDEBLO Magnoliophytina (kritosemenke)
RAZRED Magnoliopsida (dvokali¢nice)
PODRAZRED Caryophyllidae

RED Polygonales (dresnovci)

DRUZINA Polygonaceae (dresnovke, slakovke, ovijalke)
PODDRUZINA Polygonoidea

ROD Fallopia (dresnik, slakovec, ovijalka)
VRSTA Fallopia japonica (japonski dresnik)

Japonski dresnik je geofitna trajnica (Barney in sod., 2006), ki izvira iz vzhodne Azije (Peng
in sod., 2013). Korenika je temno rjava, vozli¢asta, v notranjosti svetlo oranzna in lahko v
premeru meri do 8 cm. Nadomestne korenine so bele in nitkaste (Barney in sod., 2006). Steblo
dresnika je kolencasto ¢lenjeno. Nad kolenci, iz katerih izraS¢ajo listi, steblo obdajajo prilisti,
preoblikovani v cevasto tvorbo, Skornjico (Frajman, 2008). Steblo je pokon¢no, visoko 1-3
metre visoko ter rdeCe-roza lisasto, v prerezu pa ovalno in votlo (Barney in sod., 2006). Za
rastlino je znacilna grmicasta razrast. Do dva ali tri metre visoki grmi zrastejo iz podzemnih
delov vsako vegetacijsko sezono, pozimi pa nadzemni deli odmrejo. Podzemne korenike, ki so
zelo razrasle in lahko segajo ve¢ metrov stran od materinske rastline, prezimijo. Ce rastlino
kosimo, iz njenih korenik na razlicnih mestih vsaki¢ znova pozenejo do nekaj decimetrov
visoka stebla, ki obi¢ajno ne cvetijo. Premenjalno namesceni celorobi listi so Siroko jajcasti,

dolgi 5 do 15, redkeje 20 cm, in Siroki do 10 cm, s prisekanim dnom in naglo zozenim vrhom.
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Japonski dresnik pri nas vzcveti konec julija. Cvetovi so drobni, beli do zeleni, zdruzeni v
pokonc¢na latasta socvetja (Frajman, 2008), ki so velika 8-15 cm (Barney in sod., 2006).
Cvetovi so enospolni, z zakrnelimi, vendar opaznimi zasnovami organov drugega spola.
Cvetnih listov je pet, zunanji trije se s Sirokimi robovi stikajo in obdajajo razvijajo¢ plod,

trikotni oreSek, ki je ob zrelosti ¢rno obarvan (Frajman, 2008) (sl. 1).

Slika 1: Rastlinski deli japonskega dresnika. A. steblo z listi po cvetenju; B. poganjek iz korenike z vidnimi
nodiji in nadomestnimi koreninami; C. moski cvet; D. Zenski cvet; E. plod krilati oresek; F. bambusu podobno
steblo z lisami in $kornjico (Barney in sod., 2006).

Japonski dresnik je tujerodna vrsta, ki je uvrS¢ena med 100 najbolj invazivnih rastlin sveta.
Zlasti ob vodah Evrope in Severne Amerike tvori goste sestoje, ki izpodrivajo naravno rastje
ter tako spreminjajo videz krajine in negativno vplivajo na biotsko pestrost. Podobno je tudi
pri nas, kjer ta vrsta tvori sklenjene sestoje na Stevilnih mestih ob Dravi, Muri, Savi, Savinji in
drugih rekah ter potokih. Korenike japonskega dresnika pa ne vplivajo le na biotsko pestrost

temve¢ povzrocajo velike tezave tudi v gospodarstvu, saj lahko prodrejo skozi 5 cm debele
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plasti asfalta ter zato negativno vplivajo na stavbe in druge objekte, kot so ceste, nasipi, jezovi,
itd. Zaradi invazivnosti lahko hitro preraste tudi obdelovalne povrsine, zlasti travnike, ki se jih

ne kosi redno (Frajman, 2008).

2.1.2 Zgodovina in tradicionalna uporaba v Kitajski medicini

Japonski dresnik je trajnica, ki jo uvr§€amo v druzino Polygonaceae in izvira iz Azije (Peng in
sod., 2013) ter je iz Japonske v Evropo prisla na zacetku 18. stoletja (Beerling in sod., 1994;
Child in Wade, 2000). Uporabljena je bila kot okrasna rastlina, za utrjevanje brezin ter kot
krma za govedo. Prvi pobegi rastline so bili zabeleZeni sredi 19. stoletja (Child in Wade, 2000;
Bond in Turner, 2006).

Leta 1777 je Houttuyn prvi¢ opisal japonski dresnik kot vrsto Reynoutria japonica, vendar pa
so bili znanstveni podatki zaradi objave opisa v nizozemsc¢ini nedosegljivi ve¢ kot stoletje.
Skoraj stoletje kasneje (1846) sta ga kot Polygonum cuspidatum neodvisno opisala Siebold in

Zuccarini (Barney in sod., 2006).

Zaradi svojih bioloskih in farmakoloskih ucinkov je japonski dresnik ze dolgo prisoten v
tradicionalni kitajski medicini. Zdravilne lastnosti korenik japonskega dresnika so v Kitajski
farmakopeji ze dolgo opisane pod sinonimom "Hu Zhang", v ljudskem zdravilstvu pa ga
uporabljajo tudi v Koreji in na Japonskem. Predvsem koreniko so uporabljali za normalno
delovanje Zol¢nika in zdravljenje zlatenice, za zdravljenje uretritisa (Peng in sod., 2013),
spodbujanja cirkulacije krvi, odpravljanje strdkov, za lazje izkasljevanje (Zhang in sod., 2013),

blaZenje vnetja zrela, zobobola, ¢ira, hemoroidov in kroni¢nega bronhitisa.

Danes na Kitajskem korenike dresnika uporabljajo v razli¢nih oblikah za zdravljenje vnetij in
vnetnih bolezni, kot so hepatitis, dermatitis, glivi¢na okuzba lasis¢a, zlatenica, opekline. Poleg
uporabe v medicinske namene v Aziji mehkejSe dele stebla uporabljajo tudi v kulinariki, suhi

listi pa ponekod sluzijo kot tobak (Peng in sod., 2013).
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2.1.3 Fitokemija

Od leta 1950 dalje so na Kitajskem, Japonskem, v Koreji in nekaterih drugih drzavah izolirali
Stevilne kemijske spojine japonskega dresnika, ki sodijo med eteri¢na olja, kinone, stilbene,
flavonoide, kumarine in lignane ter druge spojine. Med stilbene sodijo dobro znani resveratrol,
polidatin in antrakinoni, kot je emodin in njegovi glikozidi. Vsebuje pa tudi flavonoide, kot sta
kvercetin in (+)-katehin. Med najbolj aktivne izolirane spojine japonskega dresnika sodijo
emodin, piscion, emodin 8-O-B-D-glukopiranozid, 2-metoksi-6-acetil-metiljuglon, citreorosein,

(+)-katehin, polidatin in resveratrol (Zhang in sod., 2013) (sl. 2).

S pomog&jo metode destilacije z Likens-Nickeronovo aparaturo je Stalcar (2015) pridobila
eteri¢no olje listov japonskega dresnika (uporabljen v nasi nalogi), v katerem je s pomocjo
analize GC-MS identificirala prisotne spojine v etericnem olju. Najbolj zastopana spojina v
EO je heksadekanojska kislina (56,0 %), nato sledita dodekanojska kislina (15,6 %) in
nonanojska kislina (3,29 %). Skupna koli¢ina vseh treh najbolj zastopanih mascobnih kislin je
predstavljala okrog 70 % spojin EO. Vecinoma so bile v EO listov najbolj zastopane
nepolarne snovi (mascobne kisline, farnezil- in geranilaceton, fitol), po zastopanosti izmed

bolj polarnih spojin pa izstopa (2E)-heks-2-enal (okoli 2 %).

Japonski dresnik je del tradicionalne kitajske medicine Ze vrsto let in je za uporabo
prepovedan le pri nosec¢nicah, saj naj bi povzrocal splav. Znani so podatki, da uzivanje
antrakinonov (9 mg/mL) ni povzroc¢ilo smrti misk pri testu z maksimalno toleranco, vrednost
LDso za emodin in polidatin sta bili 249,5 + 34,3 in 1000 + 57,3 mg/kg. Pri izvajanju poskusov
z japonskim dresnikom in vitro ni bilo vidne nikakrSne hemolize ali aglutinacijske reakcije,
sistemske anafilaksije ali kozne alergije in stimulatornih u¢inkov pri zaj¢jih avrikularnih zilah
in miSicah. Vendar pa lahko dolo¢ene koli¢ine polidatina privedejo do peritonitisa (Peng in

sod., 2013).
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Slika 2: Strukturne formule sestavin izvle¢kov japonskega dresnika in njihova zdravilna uc¢inkovitost (prirejeno

po Zhang in sod., 2013: 3-4).
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2.1.4 BioloSka aktivnost japonskega dresnika

Stevilne $tudije japonskemu dresniku pripisujejo protivirusno, protimikrobno, protivnetno,
estrogeno, nevroprotektivno in kardioprotektivno aktivnost (Zhang in sod., 2013). Med
pomembnejsSe aktivnosti izvleckov sodi protibakterijski ucinek. Vodni izvlecek rastline, ki je
ekvivalenten 1 g/mL neobdelane rastlinske droge ima protibakterijske ucinke proti vrstam
Staph. aureus, Staph. albus, Ps. aeruginosa, E. coli, B. typhosum, a-hemoliticnim
streptokokom in B-hemoliticnim streptokokom. Obmocja zavrte rasti bakterijske kulture (4.
inhibicijske cone) so bile v povprecju velika 1,015 cm (Wang in sod., 2006). Metanolni
izvleCek ucinkuje proti vrstam Strep. mutans in Strep. sobrinus. Minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK) za omenjeni bakteriji je bila 0,5-4 mg/mL in obeta ucinkovito
kontroliranje nastanka zobnih oblog (Song in sod., 2006; Song in sod., 2007). Metanolni
izvleCek s koncentracijo 100 mg/mL pa vpliva tudi na nekatere bakterije, ki povzrocajo
zastrupitev s hrano, kot so naprimer B. cereus, L. monocytogenes in Staph. aureus, za bakterije
so bile pri poizkusu z difuzijskim antibiogramom z jamicami inhibicijske cone velike 16,4;
19,2 in 20,2 mm. Za ostala dva zelo pogosta povzrocitelja zastrupitve s hrano, E. coli in Salm.
Anatum, pa so bile velikosti inhibicijskih con pri isti koncentraciji bistveno manjSe (6,4 in
12,8 mm) (Shan in sod., 2008). Pai-Wei in sod. (2015) so z difuzijskim antibiogramom po
Kirby-Bauerju potrdili, da etanolni izvleCek s koncentracijo 100 mg/mL zavira rast
nokosomialnih bakterij Staph. aureus, Ps. aeruginosa in Ac. baumannii. Povprecna velikost
izmerjenih inhibicijskih con bakterij je bila 21,0; 15,5 in 11,50 mm. Poleg koncentriranega
etanolnega izvleCka v Studiji so pripravili in testirali tudi izvlecke z razlicno polarnimi topili
(n-heksan, kloroform, etil eter in etil acetat), kjer se je frakcija etil etra izkazala za najbolj
aktivno proti Staph. aures, Ps. aeruginosa, Ac. baumannii in so izmerili inhibicijske cone

velike 26,0; 20,3 in 17,0 mm (Pai-Wei in sod., 2015).

S tekocinsko kromatografijo s tandemsko masno spektrometrijo so ugotovili, da imajo
protibakterijske ucinke predvsem stilbeni (polidatin, resveratrol) in hidroksiantrakinoni

(emodin, emodin-1-O-glukozid in emodin-3-metil eter) (Shan in sod., 2008). Dodatek
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eterinega olja listov japonskega dresnika v 10 % koncentraciji lahko zaustavi rast vrst B.

cereus in V. parahemolyticus za 72 ur (Kim in sod., 2005).

Poleg protibakterijskega ucinka so odkrili tudi protiglivno delovanje japonskega dresnika.
Zavira rast plesni Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, Fonsecaea pedrosi in
Candida albicans. Minimalne inihibitorne koncentracije izvleckov za omenjene plesni so bile

5, 10, 20 in 40 mg/mL (Peng in sod., 2013).

Raziskovalci so ugotovili, da resveratrol 4-O-d-(2'-galoil)-glukopiranozid in resveratrol 4-O-

d-(6'-galoil)-glukopiranozid delujeta kot inhibitorja DNA primaze (Hegde in sod., 2004).

2.2 PLESNI

2.2.1 Rod Alternaria

Za rod Alternaria je znacilen rjav micelij. Na trosonoscih nastanejo v nizih konidiji, ki so
obrnjeno kijasti, v€asih vretenasti ali valjasti, ve€celicni in predeljeni kot zid iz opeke.

Vrhnja celica je veCkrat podaljSana v svetlejsi bi€. V tem rodu je veliko parazitov gojenih in

samoniklih rastlin (Macek, 1991).

Preglednica 2: Taksonomska uvrstitev vrst Alternaria alternata in Alternaria infectoria (Simmons, 1986).

Taksonomski nivo Uvrstitev

KRALJESTVO Fungi

DEBLO Ascomycota

RAZRED Dothideomycetes

PODRAZRED Pleosporomycetidae

RED Pleosporales

DRUZINA Pleosporaceae

ROD Alternaria

VRSTA Alternaria alternata
Alternaria infectoria

2.2.1.1 Alternaria alternata

Alternaria alternata sodi v druzino ¢rnih plesni, ki tvorijo hitro rastoce sivo-rjave do olivno-
zelene kolonije. PovrSina odraslih kolonij je zaradi Stevilnih hif na pogled videti puhasta.

Rjave hife s septami tvorijo konidiofore s septami. Konidiji, ki so lahko posamic ali v verigah,
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so veliki 45-50 x 36 um in so razlicne oblike glede na pogoje rasti, od ovalne do oblike s
podalj$ano konico. Konidiji plesni, gojene v hladnej$ih in suhih razmerah, imajo krajSe konice
od tistih, ki uspevajo v optimalnih razmerah (Kustrzeba-Wojcicka in sod., 2014) in so eni
izmed virulentnih faktorjev, ki pripomorejo k invaziji plesni v celico (Tsuge in sod., 2013).
Celice obdaja celi¢na stena, zgrajena iz hitina in -1,3-glukana. Alternaria alternata proizvaja

suhe, razmeroma velike spore, ki so podolgovate, kljunaste in precno septirane.

Je kozmopolitska vrsta, ki se pojavlja kot saprofit na rastlinah, tleh in hrani ter kot parazit v
rastlinah, zivalih in ¢loveku. Povzroca razvoj alternarioze, mikoze, ki se pojavlja predvsem pri
imunsko oslabljenih bolnikih. Alternaria alternata je mezohigrofil, ki uspesno raste ter
proizvaja mikotoksine pri vlagi od 84 do 89 % ter pri 97 % in temperaturi 20 °C. Spore za
prenos po zraku potrebujejo suhe, tople, vetrovne pogoje, da se lahko razsirjajo. Tako so

najveckrat prisotne v ozra¢ju ob sonc¢nih popoldnevih pozno poleti in zgodaj jeseni.

Alternaria se nahaja predvsem v naravi, najdemo pa jo tudi v vlaznih zaprtih prostorih s slabso
ventilacijo. Poleg prostorov z visoko vlago, veliko tveganje za prisotnost alergenih spor
Alternaria alternata predstavljajo tudi prostori s §curki in mackami, saj le ti lahko prenesejo
spore v notranjost prostorov. Eksperimentalne $tudije z izvlecki plesni dokazujejo, da te
povzrocajo morfoloske spremembe in produkcijo citokinov v epitelnih celicah respiratornega

trakta (Kustrzeba-Wojcicka in sod., 2014).

HSC OH

HO

/

HO o)
Slika 3: Mikotoksin alternariol (Kustrzeba-Wdjcicka in sod., 2014).

Alternaria proizvaja 30 mikotoksinov, vendar je ve¢ znanih le za sedem mikotoksinov, ki

povzrocajo najvecjo skrb za zdravje ljudi (Brzonkalik in sod., 2011). Med njimi so
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najpomembne;jsi alternariol, alternariol metil eter, altenuen, altertoksin I, II, III in tenuazojska
kislina. Alternariol lahko najdemo v hrani (Kustrzeba-Wojcicka in sod., 2014), saj Alternaria
uspeva na Stevilnih prehransko pomembnih pridelkih, kot so sadje, zelenjava, zita in oljnice.
Mikotoksine Alternaria proizvaja ob optimalnih razmerah, pri 25 °C in 88 — 98 % vlagi (Ostry,
2008).

Alternariol in njegov metilni eter imata pomembno vlogo pri etiologiji raka poziralnika pri
cloveku (Ostry, 2008). Alternariol, alternariol metil eter, tenuazojska kislina in altertoksin
imajo fetotoksi¢ne in teratogene ucinke za zivali. Alternariol in alternariol metil eter sta tudi

mutagena (Efsa, 2011).

2.2.1.2 Alternaria infectoria

Morfolosko se plesni vrste Alternaria infectoria od plesni vrste Alternaria alternata
razlikujejo po daljsih in SirSih konidijih, ki se povezujejo v verige, katere so zaradi prisotnih
dolgih septiranih sekundarnih konidiofor moc¢no razvejane (Pitt in Hocking, 2009). Tvori
znacilne puhaste, bele kolonije na PDA-gojiScu, kjer je opaziti tudi znacilno temno obarvanje

v srediScu kolonije.

Alternaria infectoria se v produkciji sekundarnih metabolitov zelo razlikuje od ostalih vrst iz
rodu Alternaria. Plesen ima z Alternaria alternata le nekaj skupnih metabolitov (Andersen in
sod., 2002), saj ne tvori nobenega izmed znanih A/ternaria metabolitov (Andersen in Thrane,
1996). Glavni habitat vrste so listi in klasi zit ter trav. Alternaria infectoria je oportunisticni
patogen, ki lahko v redkih primerih, predvsem pri imunsko oslabljenih, povzroca obolenja, kot

je feohifomikoza (Nulens in sod., 2006).
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2.2.2 Aspergillus flavus

Preglednica 3: Taksonomska uvrstitev vrste Aspergillus flavus (Link, 1809).

Taksonomski nivo Uvrstitev
KRALJESTVO Fungi

DEBLO Ascomycota
RAZRED Eurotiomycetes
PODRAZRED Eurotiomycetidae
RED Eurotiales
DRUZINA Trichocomaceae
ROD Aspergillus
VRSTA Aspergillus flavus

Aspergillus flavus lahko okarakteriziramo kot hitro rastoCo rumeno-zeleno kolonijo, ki v
sedmih dneh, v temi in pri 25 °C zraste v premeru od 65 do 70 mm. Uspesno raste tudi pri
37 °C. Aspergillus flavus je telomorf z nenavadno urejenimi askosporami v samoodpirajoCem
se asku. Konidiofora je dolga od 400 do 800 um, vezikli so okrogle do elipsoidne oblike, v
premeru veliki od 3 do 6 um (Klich, 2007).

Aspergillus flavus je saprofit in oportunisticni patogen rastlin, zivali in insektov. Povzroca
gnitje shranjenih pridelkov in proizvaja mikotoksin, aflatoksin B (Stevens in sod., 2000).
Aflatoksin B je najbolj moc¢an naravni karcinogen in je eden izmed redkih mikotoksinov, ki
so ga razvijali za biolosko orozje (Bennett in sod., 2003). Aflatoksini so derivati
difuranokumarinov, ki nastajajo kot produkt v poliketidni poti. Obstajajo Stirje glavni
aflatoksini; B1, B2, G1 in G2 (Squire, 1981; Klich, 2007). Aflatoksin pri zivalih in ljudeh
povzroc¢a dve glavni obliki aflatoksikoze. Akutno aflatoksikozo, ki se kona s smrtjo, in
kroni¢no aflatoksikozo, ki se odraza v nastanku raka, predvsem na jetrih, zmanjSanju

odpornosti, teratogenosti in drugih simptomih (Bennett in sod., 2003).

Aspergillus flavus je oportunisti¢ni patogen koruze, araSidov, bombaza in drevesnih oreskov.
Znaki okuzbe se kazejo kot nekroti¢ne lezije, bledenje nadzemnih delov in manjSa tvorba
sekundarnih korenin. Povzroca gnitje pridelkov in zmanjSa viabilnost semen zaradi delovanja
aflatoksina (Klich, 2007). Aspergillus flavus je bil izoliran iz zemlje v vseh podnebnih pasovih,

vendar pa je pogosteje izoliran v okolju s toplejSim podnebjem, kjer so temperature od 25 do
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35 °C, uspeva pa vse do 42 °C. Kontaminacije polj z aflatoksinom so povezane z visokimi
temperaturami in su$nim stresom. Raziskave kazejo, da bi umetno namakanje bistveno
zmanjSalo vsebnost toksinov v araSidih. Visoke temperature in susni stres vplivata tudi na
fiziologijo rastline, rastline so pod stresom, kar jih naredi dovzetnejSe za okuzbo ali
produkcijo aflatoksinov. Su$ni stres naprimer vpliva na povisanje prolina v rastlinah, ki vpliva
na povecanje produkcije aflatoksina. Zaradi stresa je zavrta tudi tvorba nekaterih fitoaleksinov,

ki imajo v rastlini protimikrobno delovanje (Klich, 2007).

2.2.3 Epicoccum nigrum

Preglednica 4: Taksonomska uvrstitev vrste Epicoccum nigrum (Link, 1816).

Taksonomski nivo Uvrstitev

KRALJESTVO Fungi

DEBLO Ascomycota

PODDEBLO Pezizomycotina

RAZRED Ascomycetes (Dothideomycetes)
PODRAZRED Pleosporomycetidae

RED Pleosporales

DRUZINA Pleosporaceae

ROD Epicoccum

VRSTA Epicoccum nigrum

Epicoccum nigrum je askomiceta, razSirjena po vsem svetu, ki tvori znacilne temno obarvane,
muriformne konidije na kratkih konidioforih, names¢enih na sporodohijih. Kolonizira razli¢ne
tipe tal in rastlin. Je sapotrofna gliva, ki primarno sodeluje pri razgradnji rastlinskega
materiala (Mims in Richardson, 2005) in se pogosto pojavlja kot endofit v razli¢nih rastlinah
(Lima Favaro in sod., 2011). Rastlini omogoca obrambo pred patogeni, kot je Sclerotinia
sclerotiorum v son¢nicah, Pythium v bombazu, fitoplazmi v jablanah in Monilinia spp. v
breskvah in nektarinah. S svojimi proizvajanjem sekundarnih metabolitov deluje proti
rastlinskim patogenom, opazno pa je tudi poveCanje biomase pri rastlinah, inokuliranih z

Epicoccum nigrum (de Favaro in sod., 2012).

Epicoccum nigrum je uporabljen kot antimikrobno biolosko sredstvo za rastlinske patogene in

proizvaja Stevilne bioaktivne sekundarne metabolite, kot so flavipin, epicorazin A-B, epirodin,
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triornicin, orevactaen, epicoccamide, epicocconone, D8646-2-6 inepicoccin A-—D (Da Silva
Aratjo in sod., 2012). Opisana je tudi produkcija nekaterih drugih bioaktivnih kemijskih
spojin, kot so siderofori, antioksidanti, inhibitorji replikacije HIV-1, inhibitorji levkemi¢nih
celic, inhibitorji proteaze, inhibitorji telomeraze in florescentne spojine s potencialno

biotehnolosko aplikacijo (de Favaro in sod., 2011).

2.2.4 Fusarium poae

Preglednica 5: Taksonomska uvrstitev vrste Fusarium poae (Wollenweber, 2014).

Taksonomski nivo Uvrstitev
KRALJESTVO Fungi

DEBLO Ascomycota
PODDEBLO Pezizomycotina
RAZRED Sordariomycetes
PODRAZRED Hypocreomycetidae
RED Hypocreales
DRUZINA Nectriaceae

ROD Fusarium

VRSTA Fusarium poae

Micelij plesni na PDA-gojiscu je bujen, po izgledu nitast in se spremeni v pudrasto obliko, ko
se tvorijo konidiji. Micelijj je sprva svetel in s staranjem potemni do rdeCe-rjave barve. Gliva
okuzuje predvsem zita in se razSirja s pomocjo prSice Siteroptes graminum, ki se hrani s
Fusarium poae, ali preko zraka raznesenih konidijev (Leslie in Summerell, 2006). Fusarium
poae se pojavlja predvsem v krajih z relativno suhim in toplim ozra¢jem (Xu in sod., 2008),

zato je pogosta v Evropi.

Fusarium poae je ena izmed plesni iz rodu Fusarium, ki pri zitih povzroca fuzarioze klasa
(Vogelgsang in sod., 2008a). Bolezen okuzi vsa zita, najpomembnejSa pa je pri pSenici.
Najopaznejsi znak okuzbe je tipi¢no pobeljenje klasa (Leslie in Summerell, 2006), ki vodi v
zmanjSano kvaliteto zit ter posledicno veliko izgubo pridelka. Plesen tekom rasti producira
sekundarne metabolite in kontaminira Zitna semena in slamo z razlicnimi mikotoksini. Ti

metaboliti pa predstavljajo nevarnost za zdravje ¢loveka in zivali (Bennett in sod., 2003).
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Fusarium poae proizvaja Stevilne trihotecene, ki so mocni inhibitorji sinteze beljakovin v
telesu (Bennett in sod., 2003). Mednje sodijo trihoceteni tipa A, diacetoksiscirpenol,
monoacetoksiskirpenol, scirpentriol, HT-2-toksin, T-2-toksin in neosolaniol ter tudi
trihoteceni tipa B, nivalenol in fusarenon-X. Producira tudi mikotoksina beauvericin in eniatin

(Vogelgsang in sod., 2008b).

Znacilni u¢inki prisotnosti trihotecenov v krmi perutnine so izguba apetita in odklanjanje krme,
slabSe operjanje, poskodbe jeter in ledvic, rane na kozi in sluznicah, zivéne motnje, nekroze v
prebavnem traktu, peSanje imunskega sistema, niZja masa nekaterih organov, anemija in pogin.

Opazne so tudi spremembe na kljunu in manjsa nesnost (Rezar in sod., 2008).

Trihoteceni so zelo mocni inhibitorji sinteze beljakovin v celici. Za najbolj toksicna iz skupine
trihotecenov sta se v Studijah na Zivalih izkazala T-2 in diacetoksiscirpenol. Citotoksicen
ucinek teh dveh mikotoksinov se odraZza zmanjSani obrambi proti patogenom, kar se pogosto
odraza v pojavljanju gastrointestinalnih, dermatoloskih in nevroloskih simptomov pri Zivalih.
Pri ljudeh T-2 in diacetoksiscirpenol povzrocata alimentarno aleukijo, katere simptomi so:
dermatitis, bruhanje in hematopoetske tkivne motnje. Akutna faza se odraza v nekrozi ustne
votline, krvavenju iz nosu, vaginalnem krvavenju in motnji zivénega sistema. Trihotecenski

mikotoksini povzrocajo tudi astmo in alergije (Lazicka, 2010).

2.2.5 Penicillium palitans

Preglednica 6: Taksonomska uvrstitev vrste Penicillium palitans (Link, 1816).

Taksonomski nivo Uvrstitev
KRALJESTVO Fungi

DEBLO Ascomycota
PODDEBLO Pezizomycotina
RAZRED Eurotiomycetes
PODRAZRED Eurotiomycetidae
RED Eurotiales
DRUZINA Trichocomaceae
ROD Penicillium
VRSTA Penicillium palitans
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Rod Penicillium obsega veliko S$tevilo vrst in je ubikvitaren. Vecina plesni rodu Penicillium
je mezofilnih (de Hoog in sod., 2000). Vrste tega rodu so saprofiti, s pomembno ekolosko

vlogo razkrajanja odmrlega materiala (Johnston, 2008).

Ciegler (1969) je prvi porocal o sevu Penicillium palitans, ki je bil izoliran iz komercialne
krme za molzne krave in naj bi takrat povzrocil mnoZzi¢ni pogin. Takrat so dokazali, da sev
producira tri toksine, ki imajo tremorgene lastnosti, in sicer tremortini A, B in C (Ciegler in

Hou, 1970).

Penicillium palitans je pogosto izoliran iz sira, kjer lahko proizvaja ciklopiazoni¢no kislino.
Ciklopiazonicna kislina je mocen kalcijev kelatorni mikotoksin, ki povzro¢a tockovne nekroze

v organih vretencarjev (Frisvad in sod., 2007).

2.3 BAKTERIJE

2.3.1 Rod Staphylococcus

V rod Staphylococcus uvrs¢amo po Gramu pozitivne koke, ki se urejajo v gruce. So
ubikvitarni, negibljivi, fakultativno aerobni in katalaza-pozitivni mikroorganizmi. Pogosto so
del normalne mikrobiote koze in sluznic zgornjega dela respiratornega trakta (Greenwood in
sod., 2012). Visoka odpornost na vplive okoljskih dejavnikov jim omogoca enostavno Sirjenje
z neposrednim stikom. Glede na sposobnost izdelovanja koagulaze, lahko rod razdelimo na
dve skupini: koagulaza pozitivne in koagulaza negativne stafilokoke (Brooks in sod., 2001).

Preglednica 7: Taksonomska uvrstitev vrst Staph. aureus, Staph. pseudintermedius in Staph. saprophyticus
(Greenwood in sod., 2012).

Taksonomski nivo | Uvrstitev
KRALJESTVO Bacteria

DEBLO Firmicutes
RAZRED Bacilli

RED Bacillales
DRUZINA Staphylococcaceae
ROD Staphylococcus

VRSTE Staph. aureus; Staph. pseudintermediu; Staph. saprophyticus
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2.3.1.1 Proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus (MRSA)

So 1 um veliki, po Gramu pozitivni koki, ki se urejajo v grozdaste strukture. So nesporogeni,
rumene, okrogle, svetlee kolonije, ki merijo od 2-3 mm. Rumeno-zlata barva kolonij, ki je
posledica produkcije p-karotena, B-hemoliza in produkcija ekstracelularnega encima
koagulaze, so znacilni za Staph. aureus (Murray in sod., 2012). Prav tako so zanj specifi¢ni
celini proteini na povrSini in proizvajanje termostabilne nukleaze, ki uni¢i oziroma razgradi

DNA (Greenwood in sod., 2012).

Staph. aureus je najbolj patogen predstavnik stafilokokov. Pri zdravih ljudeh predstavlja del
normalne kozne mikrobiote, najpogosteje naseljuje nosnice, predele pod pazduho, perinej in

dimlje. Priblizno 30 % ¢loveske populacije je asimptomatskih nosilcev te bakterije.

Glavni virulentni faktorji bakterije so produkcija Panton-Valentin leukocidina, a-toksina in
sekrecija proteaz. Proti meticilinu odporni Staph. aureus (MRSA) pa dodatno proizvaja
penicilin vezavni protein 2a (PBP2a), ki je posledica izrazanja gena mecA, ki se nahaja na
stafilokokni kromosomski genski kaseti mec (SCC mec) in omogoca odpornost proti [3-
laktamskim antibiotikom. MRSA povzroc¢a velike tezave v bolnisnicah, kjer posebno tveganje
predstavljajo imunsko obcutljivi pacienti, ki so na intenzivni negi ali pa so prestali operacijo

(Greenwood in sod., 2012).

Bakterija Staph. aureus povzroca velik spekter okuzb, od lokalnih okuzb mehkih tkiv in koze
do sistemskih, kot je bakteriemija. Povzroca tudi okuzbe zgornjih in spodnjih dihal,
lokomotornega aparata, osrednjega zivenega sistema, seCil in bolezenska stanja, ki so
posledica delovanja bakterijskih toksinov (Seme, 2002). Razsirja se z neposrednim stikom,
najpogosteje preko rok zdravstvenega osebja ali posredno preko okuzenih predmetov. Zaradi
velikega Stevila nosilcev in izjemne tolerance za zunanje vplive se Staph. aureus hitro in

uspesno $iri (Greenwood, 2012).
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Izjemne sposobnosti prilagajanja bakteriji omogoc€ajo prezivetje v cloveskem organizmu.
Povrsinski polisahardi jih s svojim protifagocitnim delovanjem $¢itijo pred makrofagi, Stevilni
beljakovinski receptorji pa jim omogocajo ucinkovito pritrditev na razli¢ne celi¢ne strukture.
Pogosto izlocajo glikokaliks, zunajceli¢no polisaharidno snov, ki jim omogoca tvorbo biofilma,
ki pripomore k vezavi in jih $¢iti pred naravnim obrambnim mehanizmom ter delovanjem
antibiotikov. Stevilni dodatni encimi jim omogo¢ajo lazje prodiranje in hitrej$e Sirjenje okuzbe
(Seme, 2002). Zaenkrat je zdravljenje bolnikov, okuzenih z MRSA, omejeno na uporabo
glikopeptidnih antibiotikov, ki so manj ucinkoviti kot protistafilokokni B-laktamski antibiotiki

(Greenwood in sod., 2012).

2.3.1.2 Proti meticilinu odporen Staphylococcus pseudintermedius (MRSP)

Je za koagulazo pozitivna bakterija, ki je del normalne mikrobiote koZe in mukozne membrane
pri psih (Bannoehr in Guardabassi, 2012) in mackah, ter jo lahko izoliramo iz nosnic, ust,
zrela, Cela, dimelj in anusa zdravih psov in mack (van Duijkeren in sod., 2011). Obicajno pri
zivalih povzroca predvsem oportunisticne infekcije koze in uSes (Bannoehr in Gurdabassi,
2012). Pred uporabo molekularnih metod je bila bakterija dolgo Casa identificirana kot Strep.
intermedius, sedaj pa je uvrS¢ena v tako imenovano skupino Strep. intermedius (S1G) v katero

sodita Se Strep. delphi in Strep. intermedius (van Duijkeren in sod., 2011).

Bakterija oblikuje izbocene, okrogle kolonije srednje velikosti, ki so neobarvane in imajo
veliko nedokon¢ano B-hemolizo in manjSo y-hemolizo ali le eno izmed njih na ov¢jem ali
govejem krvnem agarju (Bannoehr in Gurdabassi, 2012). Proizvaja koagulazo, proteazo,
termonukeazo in toksine, kot so hemolizini, eksfoliatni toksini in enterotoksine (Frank in

Loeffler, 2012).

Da gre za proti meticilinu odporno Strep. pseudintermedius lahko dokazemo z potrditvijo
prisotnosti gena mecA, ki je ze zelo dobro poznan pri MRSA in bakteriji omogoca odpornost
proti meticilinu in drugim [-laktamskim antibiotikom, vklju¢no z cefalosporini in

karbapenemi (Frank in Loeffler, 2012). Prvi¢ so o tej bakteriji porocali v Severni Ameriki leta
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1999, leta 2005 pa tudi v Evropi (Moodley in sod., 2014) in dandanes povzroca veliko skrbi

saj je mozen prenos iz zivali na ¢loveka (Sareyyilipoglu in sod., 2014).

Bakterija je pogost povzrocitelj pioderme pri psih, vendar pa glede na pogostost ne gre
zaslediti veliko visoko ucinkovitih terapij. Terapija koZznih infekcij obicajno vkljucuje
kombinacijo sistemske in topi¢ne terapije, v nekaterih primeri le topi¢no. Pri sistemski terapiji
se obi¢ajno uporabljajo antibiotiki, kot so kloramfenikol, amikacin, klindamicin, linezolid
medtem, ko se za zdravljenje povrSinskih infekcij uporabljajo Samponi in sprej s
klorheksidinom, mupirocinsko mazilo, benzoil peroksidni gel, fusidno kislino ali nizin. Ker je
organizem nagnjen k pridobivanju razlicnih genov za odpornost proti antibiotikom ali
protimikrobnim u¢inkovinam (Frank in Loeffler, 2012), in ker gre zato v veliko primerih za
terapevtike, ki jih obi¢ajno uporabljamo za zdravljenje bolezni pri ljudeh (van Duijkeren in
sod., 2011), je zelo pomembno odkritje novih ucinkovitih sredstev za inhibicijo rasti te

bakterije pri psih in mackah (Frank in Loeffler, 2012).

2.3.1.3 Staphylococcus saprophyticus

Spada v skupino koagulaza negativnih stafilokokov in predstavlja del normalne mikrobiote
koze in membran sluznic ¢loveka in zivali. Za razliko od ostalih stafilokokov je Staph.
saprophyticus obligativen anaerob in predvsem pri dekletih v dobi odrascanja (Greenwood in
sod., 2012) in spolno aktivnih Zenskah povzroc¢a infekcije urinarnega trakta. Manj pogosto se

pojavlja pri moskih in kot kontaminant Zivil, predvsem govejega in svinjskega mesa.

Virulentni faktorji Staph. saprophyticus omogocajo adherenco na urotelne celice s pomocjo
lipoteihoi¢ne kisline, hemaglutinina, ki se veZze na fibronektin in hemolizina. Infekcija

urinarnega trakta se najveckrat odraza kot hematurija in piurija (Raz in sod., 2005).
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2.3.2 Rod Streptococcus

Preglednica 8: Taksonomska uvrstitev vrst Strep. canis, Strep. pyogenes in Strep. agalactiae (Greenwood in sod.,
2012).

Taksonomski nivo | Uvrstitev

KRALJESTVO Bacteria

DEBLO Firmicutes

RAZRED Bacilli

RED Lactobacillales

DRUZINA Streptococcaceae

ROD Streptococcus

VRSTE Strep. canis; Strep. pyogenes; Strep. agalactiae

Rod sodi v druzino Streptococcaceae, kamor uvr§¢amo tudi Enterococcus spp. So katalaza
negativni, po Gramu pozitivni koki, ki so obi¢ajno urejeni v pare ali verizice. V primerjavi z
ostalimi po Gramu pozitivnimi koki, streptokoki nimajo sfericne ampak podolgovato obliko
celice. So fakultativni anaerobi, nekatere vrste pa so tudi kapnofilne in zahtevajo visje
koncentracije ogljikovega dioksida. Glede na njihovo po Gramu pozitivno celi¢no steno, ki je
zgrajena iz peptidoglikana in teihoi¢ne kisline, lahko streptokoke glede na prisotnost vrstno
specificnega polisaharida v njihovi celicni steni serolosko klasificiramo po Lancefieldu

(Greenwood in sod., 2012).

Streptokoke lahko razdelimo na B-hemoliti¢ne streptokoke ali piogene in vrste, ki niso -
hemoliticne (Mahon in sod., 2015). Kolonije stafilokokov, ki spadajo v piogeno skupino so na
krvnem agarju navadno obdane z nekaj milimetrov veliko zbistritveno cono, ki nastane zaradi
lize rdecih krvnih celic z bakterijskim hemolizinom. To je B-hemoliza, ki nam sluzi kot
pokazatelj, da gre za potencialno patogene streptokoke. Druga skupina na krvnem agarju
povzroca zelena razbarvanja okoli kolonij, temu pravimo o-hemoliza Ceprav ne gre za
hemolizo. Gre le za vodikov peroksid, ki oksidira hemoglobin v zeleni methemoglobin. Rod
Streptococcus vkljucuje kar nekaj pomembnih patogenov in komenzalov mukozne membrane

zgornjega dela respiratornega trakta (Greenwood in sod., 2012).
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2.3.2.1 Streptococcus canis

Streptococcus canis je B-hemoliticni oportunisti¢ni patogen, ki sodi med streptokoke skupine
G (Kruger in sod., 2010). Bakterija kot komenzal poseljuje sluznico in kozo ter lahko povzroci
resna obolenja, kot so streptokokni toksi¢ni Sok sindrom, nekrozo, septikemijo in meningitis
pri zivalih in ljudeh. Njegov glavni virulentni dejavnik je proteinu M podoben protein, ki je
plazminogen vezavni protein, izrazen pri nekaterih klinicno pomembnih vrstah Strep. canis.
Zaradi proteina se lahko veZe na razli¢ne gostiteljeve proteine, med drugim tudi na fibrinogen.
Proteinu M podoben protein pa naj bi bakteriji omogocil tudi zdruzevanje v agregate in s tem
onemogocCil fagocitozo. Med okuzbo se lahko bakterija s proteinom veze na kar nekaj
proteinov, ki krozijo v gostiteljevem krvnem obtoku, kot je plazminogen. Zaradi plazminske
proteoliticne aktivnosti Strep. canis lahko razgradi agregat fibrin trombin in s tem poskrbi za

razSirjanje bakterije v tkivu (Fulde in sod., 2013).

2.3.2.2 Streptococcus pyogenes

Za bakterijo je znalilno, da na krvnem agarju tvori velike kolonije in B-hemolizo. Zaradi
specificnega polisaharida v njeni celi€ni steni jo uvrS¢amo v seroloSko skupino A in jo
poimenujemo tudi streptokoki skupine A. Gre za mikroorganizem, ki povzroca bolezni pri
ljudeh in ima veliko prevalenco po vsem svetu, saj gre letno zaslediti ve¢ kot 750 milijonov
infekcij. Povzroca predvsem infekcije Zrela (farinigitis, tonzilitis) in koze (nebulozni impetigo).
Epitelij zrela in koze je pomembno primarno okolje bakterije, saj gre za mesto preko katerega
se lahko bakterija zlahka prenasa naprej ali povzroca infekcije. V redkih primerih lahko
bakterija vstopi v obicajno sterilni del respiratornega sistema ali prodre v kozo od koder se
lahko po krvnem obtoku prenese globlje v tkiva (Bessen in sod., 2014). V ekstremnih primerih
lahko bakterija povzroca zivljenjsko ogrozajoCe invazivne okuzbe, kot je nekrozni fascitis,
streptokokni toksi¢ni Sok sindrom (Fieber in Kovarik, 2014) in bakteriemijo (Greenwood in
sod., 2012). Vec¢ kot 25 % invazivnih okuZzb se konca s smrtjo. Zaradi svojih virulentnih
faktorjev bakterija povzroca razlicne okuzbe (Fieber in Kovarik, 2014). Strep. pyogenes se

lahko preko povrSinsko izrazenega proteina F veze na fibronektin epitelijskih celic zrela in
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koze gostitelja. Pomembna pri vezavi sta tudi bakterijska lipotehoi¢na kislina in na povrSini
izrazen protein M, ki bakterijo §citi pred fagocitozo. Na povrsini bakterijske celice ima Strep.
pyvogenes tudi C5a proteinazo, ki specifi€no cepi in s tem inaktivira C5a pri ljudeh, ki je eden
glavnih kemoatraktantov fagocitnih celic. Strep. pyogenes proizvaja dva razlicna hemolizina,
streptolizin O (kisik labilen) in streptolizin S (v serum raztopljen). Oba z naluknjanjem
membrane povzrocata lizo eritrocitov in nevtrofilcev. Streptolizin S pa je odgovoren tudi za -

hemolizo okoli kolonij na krvnem agarju (Greenwood in sod., 2012).

Vecina sevov Strep. pyogenes proizvaja enega ali veC toksinov, imenovanih piogeni
eksotoksini, ki povzrocajo povisanje telesne temperature. Bolje poznani in raziskani so trije
eksotoksini, imenovani SPE-A, SPE-B, SPE-C poleg njih pa je Se nekaj drugih. Med njimi za
najbolj toksi¢nega velja eksotoksin SPE-A. Strep. pyogenes in nekateri drugi piogeni
streptokoki uporabljajo hialuronidazo za razgradnjo hialuronske kisline, ki je sestavina
gostiteljevega vezivnega tkiva, kar se odraza v hitrejSem Sirjenju infekcije. Streptokinaza, ki je
znana tudi kot fibrinolizin, je Se eden izmed faktorjev, ki pripomore k hitremu Sirjenju
infekcije. Izrazen je pri vseh sevih Strep. pyogenes in deluje skupaj s povrSinsko izrazenim
vezavnim mestom za plazminogen na bakteriji. Ko se gostiteljev plazminogen veze na
povrsino bakterije, se pretvori v plazmin s pomocjo streptokinaze, zato so infekcije hitrejSe in
bolj razsirjene v mehkih tkiv v primerjavi z lokalizirani abscesi, ki so tipi¢ni za stafilokokne
infekcije. Poleg Zze omenjenega bakterija producira vsaj Stiri razliéne DNaze, ki hidrolizirajo
nukleinske kisline in omogocijo bakteriji pobeg pred DNA-mreZo, ki jo tvorijo fagociti

(Greenwood in sod., 2012).

2.3.2.3 Streptococcus agalactiae

Strep. agalactiae je B-hemoliti¢na bakterija, ki sodi v Lancefieldovo streptokokno seroloSko
skupino B. Primarno se nahaja v debelem Crevesju in se lahko prenese v zrelo (Greenwood in
sod., 2012), 10-40 % zensk pa ima Strep. agalactiae v noznici kot del normalne vaginalne

flore (Lindahl in sod., 2005). Novorojencki zensk, okuzenih s Strep. agalactiae, lahko



23

Gioahin E. Protimikrobna aktivnost eteri¢nega olja in izvle¢kov japonskega dresnika.
Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

razvijejo okuzbo, ¢e so med nosecnostjo ali porodom izpostavljeni bakteriji. V preteklosti je
bila bakterija znana predvsem kot povzrocitelj mastitisa pri kravah, od leta 1960 pa je eden
izmed glavnih razlogov neonatalnih infekcij v razvitem svetu. Prav tako je znana kot

povzrocitelj smrti zensk po porodu (Greenwood in sod., 2012).

Neonatalne infekcije Strep. agalactiae razdelimo na zgodnje ali pozne infekcije. Zgodnja
infekcija je najbolj pogosta okuzba novorojenckov s Strep. agalactiae in se razvije v prvem
tednu Zivljenja, pozna infekcija novorojenckov pa se razvije med 1 tednom in 3 meseci
zivljenja. Pri zgodnji obliki okuzbe, novorojencek pride v stik z mikroorganizmom med
nosecnostjo ali porodom. Najbolj pogoste so okuzbe z bakterijo v plodovnici. Strep.
agalactiae lahko preide iz genitalnega trakta matere v plodovnico, v kateri se razmnozi in
okuzi respiratorni trakt fetusa. Ko bakterija vstopi v respiratorni trakt, lahko pride do razvoja
pljucnice, kateri lahko sledi septikemija. Razsirjanje po krvnem obtoku bakteriji omogoci, da
doseze razlicne dele telesa, kjer lahko prodira v tkivo in povzro¢i meningitis in osteomielitis.
PoznejSe okuzbe novorojenckov s Strep. agalactiae so manj pogoste kot zgodnejSe in so
predvsem posledica prenosa bakterije preko bolniskega osebja. Najpogosteje vodijo v

meningitis in bakteriemijo (Lindahl in sod., 2005).

Novorojencki, ki prezivijo okuzbo s Strep. agalactiae imajo lahko po neonatalnem
meningitisu dozivljenjske posledice, kot so mentalna zaostalost, kortikalna slepota,
gluhonemost, epilepti¢ni napad, hidrocefalus, izguba sluha in poznejSa sposobnost govora.
Oportunisti¢na okuzba z bakterijo se razvije le v nekaj primerih novorojenckov, okuzenih s
Strep. agalactiae. Razlogi za to naj bi bili prezgodnje rojstvo, nizka porodna teza, gosta
poselitev z bakterijo v vaginalnem traktu, intrapartum vro¢ina ali zaradi majhne koli¢ine
prisotnih materinih protiteles proti polisaharidni kapsuli ali povrSinskim proteinom bakterije

(Lindahl in sod., 2005).

Strep. agalactiae ima kar nekaj virulentnih faktorjev, kot so produkcija hemolizina,

polisaharidne kapsule, C5a-peptidaze (samo patogeni ¢loveski sevi), hilaruonidaze, vendar ne
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pri vseh sevih, in Stevilni proteini na povrsini, ki vezejo IgA protitelesa ¢loveka in sluzijo kot

adhezin (Greenwood in sod., 2012).

Deset razli¢nih tipov kapsularnih polisaharidov je bilo identificiranih (Ia, Ib in II-IX). Tip, ki
je najveckrat povezan z neonatalnimi infekcijami je tip III, infekcije pri odraslem pa

povzrocajo razli¢ni serotipi (Greenwood in sod., 2012).

2.3.3 Paenibacillaceae

Preglednic 9: Taksonomska uvrstitev vrst Bacillus subtilis in Paenibacillus sp. (Zeigler, 2013).

Taksonomski nivo Uvrstitev
KRALJESTVO Bacteria

DEBLO Firmicutes

RAZRED Bacilli

RED Bacillales

DRUZINA Paenibacillaceae

ROD Bacillus, Paenibacillus

2.3.4.1 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je eden najbolj poznanih in preucevanih mikroorganizmov, ki pogosto
predstavlja model za regulacijske, metabolne in diferenciacijske procese pri prokariontih
(Sonensheim in sod., 2002). Je aerobna ali fakultativno anaerobna, po Gramu pozitivna
paliCasta bakterija, ki so jo osamili iz razli¢nih, tako vodnih kot tudi kopenskih okolij (Earl in
sod., 2008). Ubikvitarnost B. subtilis lahko razlozimo s sposobnostjo tvorbe endospor, ki se
zlahka S§irijo z vetrom po zraku in na ta nacin prepotujejo dolge razdalje. Najveckrat literatura
B. subtilis opisuje kot bakterijo, izolirano iz tal (Earl in sod., 2008), njeno prisotnost pa so
dokazali tudi v gastrointestinalnem traktu mnogih sesalcev, kjer lahko bakterijska spora
vzklije, se razmnozi in resporulira (Tam in sod., 2006). Za izolate B. subtilis je znacilna velika
raznolikost tako na nivoju genoma kot tudi v sami fiziologiji. Neverjetna narava B. subtilis se
kaze v njegovi sposobnosti diferenciacije v razlicne celi¢ne tipe, ki verjetno povecajo njegovo

prezivetje v razli¢nih okoljskih razmerah (Lopez in sod., 2009).
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B. subtilis je Siroko uporabljena bakterija za proizvajanje encimov, kot so proteaze in o-
amilaze, ki se dodajajo detergentom, hrani in pijac¢i (Harwood in Cranenburgh, 2008). Opisan
je tudi kot probiotik, ki ga najdemo v nekaterih fermentiranih izdelkih, in pozitivno deluje na
zdravje Cloveka, v medicini pa ni znan kot patogen Cloveka. Poleg tega, da ima B. subtilis
veliko vlogo pri razgrajevanju odpadlega rastlinskega materiala, ga najdemo tudi v rizosferi,
kjer tvori biofilm in dokazano pripomore k boljsi oziroma hitrejsi rasti rastline (Earl in sod.,

2008).

2.3.4.2 Paenibacillus sp.

Vrste rodu Paenibacillus sp. so bile do nedavnega uvrs¢ene v rod Bacillus in so leta 1993
postale samostojen rod glede na filogenetske analize 16S rRNA (Ash in sod., 1993). Rod
Paenibacillus vkljuuje po Gramu pozitivne, aerobne ali fakultativno anaerobne bakterije
palicaste oblike, ki tvorijo endospore. Bakterije so Siroko razsirjene v okolju. Nasli so jih v
tleh, vodi, rizosferi, na rastlinskem materialu, koreninah drevja, hrani, kot tudi na povrSini
materiala bolni$nic. Glavna znacilnost rodu je predvsem sekrecija ekstracelularnih encimov v
nevtralnih in bazi¢nih rastnih pogojih. Nekatere vrste rodu so sposobne produkcije
polisaharidov, aminokislin in sekundarnih metabolitov, kot so antibiotiki, barvila in toksini, ki
skupaj sinergisti¢no pripomorejo h kompeticiji in simbiozi, delujejo kot encimski inhibitorji,
feromoni in pospeSevalci rastlinske in zivalske rasti. Vrste rodu imajo kar nekaj razli¢nih
mehanizmov, ki pripomorejo k bioloskem nadzoru in zatiranju aktivnosti patogenov, kot sta
tekmovanje za hranila in kolonizacija. Dokazano je, da njihova bioloska aktivnost vpliva na
Sirok spekter mikoorganizmov, kot so filamentozne plesni in bakterije. Deluje tudi proti
pomembnemu anaerobnemu patogenu Clostridium botulinum. Nekatere vrste rodu proizvajajo
protiglivne metabolite, ki u€inkovito delujejo proti Stevilnim patogenom rastlin in Zivali.
Postali so pomembno biokontrolno sredstvo zaradi njihove sposobnosti razgradnje hitina, ki je
glavna sestavina stene glive (Lorentz in sod., 2006). Vedno vec je zanimanja za raziskovanje
Paenibacillus sp. kot vira novih protimikrobnih sredstev. Kljub temu, da Paenibacillus larvae
povzroca bolezni pri licinkah €ebel, ni znano, da bi Paenibacillus sp. povzro¢al bolezni pri

¢loveku (Guo in sod., 2012).
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2.4 RASTLINSKI SEKUNDARNI METABOLITI

Za rastline je znacilno, da so sposobne sinteze in shranjevanja Sirokega nabora spojin z nizko
molekulsko maso. Te spojine imenujemo sekundarni metaboliti (SM). Opisanih je Ze vec kot
100 000 spojin, vendar pa je resni¢na Stevilka precej visja, saj je bilo do sedaj fitokemijsko
raziskanih le 20-30 % vseh rastlin. Gre za spojine, ki ne vsebujejo dusSika (terpeni, poliketidi,
fenoli, saponini in poliacetileni) in spojine z duSikom (alkaloidi, amini, cianogeni glikozidi,
neproteinske aminokisline, glukozinolati, alkamidi in peptidi). Za razliko od primarnih
metabolitov, ki so kljucni za preZivetje rastline, se nekateri tipi SM pojavljajo le pri nekaterih
rastlinah, kar pomeni, da niso klju¢ni za prezivetje le teh. SM pa za rastlino niso neuporabne
snovi, rastlini sluzijo kot obramba proti virusom, bakterijam, glivam, kompetitorjem in proti
herbivorom. Lahko sluzijo tudi kot signalne molekule, ki zivali privlacijo k opraSevanju
(aromati¢ni monoterpeni, barvila antociani ali karotenoidi) in raznosu semen. SM so
kompleksne mesanice spojin, ki se razlikujejo od organa do organa rastline, vCasih med
rastlinami iste vrste in Se posebno med rastlinami razlicnih vrst. Obicajno se visje
koncentracije akumulirajo in shranjujejo v organih rastline, ki so pomembni za prezivetje in
razmnoZzevanje. V rastlini SM predstavljajo 1-3 % suhe mase. Na sploSno se hidrofilne snovi
shranjujejo v vakuoli, medtem ko se lipofilne spojine nalagajo v smolnih vodih, laticiferih,

trihomih, oljnih celicah ali v kutikuli (Wink, 2010).
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Fotosinteza

IOgljikovi hidrati -»Sladkor »m-inositol
Pentozafosfatna pot l Kom[*eksni polisaharidi,
Glikoliza npr. celi¢ne stene
Sikimatna pot
l Piruvi¢na kislina=— Acetil CoA = Malonatna pot
i DOX/MEP pot o
aminokisline Poliketidi

Mevalovatna pot  Malonil CoA
Fenilpropanoidna pot

Terpenoidna pot Lipidi, fosfolipidi, npr.

SM, ki vsebujejo
€ vosek, mascobe

Fenolne spojine ik, npr. alkaloidi ,
Terpeni

Stilbeni
Flavonoidi
Lignani

Tanini

Fenolne kisline

Slika 4: Osnovne biosintezne poti, ki vodijo do nastanka sekundarnih metabolitov (prirejeno po: Ghasemzadeh in
Jaafar, 2011: 1106; Giada, 2013: 88-105)

Nenadzorovana uporaba antibiotikov se odraza v poveanem S$tevilu odpornih bakterij. Da bi
uspe$no premagovali odpornost nosokomialnih bakterij potrebujemo bolj ucinkovita
protimikrobna sredstva z novimi nacini delovanja. Kot kaze so zdravilne rastline, uporabljene
v tradicionalni medicini za zdravljenje infekcijski bolezni, obilen vir bioaktivnih SM. Zato je
bilo v zadnjih letih narejenih veliko Studij, v katerih so dolocevali protimikrobne aktivnosti
zdravilnih rastlin in rastlinskih izvleckov. S pomo¢jo frakcionizacije bioaktivnih rastlinskih
izvleckov so tekom $tudij izolirali razlicne sekundarne metabolite s protimikrobno aktivnostjo.
Rezultati kazejo, da gre protimikrobno aktivnost rastlinskih izvleCkov pripisati predvsem
alkaloidom, flavonoidom, fenolnim spojinam, terpenoidom in taninom. Protimikrobno
aktivnost imajo tudi eteri¢na olja, ki dokazano delujejo proti po Gramu pozitivnim in po
Gramu negativnim bakterijam in glivam. Bioaktivni sekundarni metaboliti in eteri¢na olja so

del obrambnega sistema visjih rastlin (Reichling, 2010).
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2.5 EKSTRAKCIJA PROTIMIKROBNIH UCINKOVIN

Ekstrakcija je prvi pomemben korak pri pridobitvi bioaktivnih sestavin rastline (Chew in sod.,
2011). V osnovi ekstrakcija vkljucuje pranje rastlinskega materiala, suSenje ali liofilizacijo in
mletje, da dobimo homogen vzorec, ki omogoca vecji stik topila z rastlinskimi delci
(Sasidharan in sod., 2011). Kar nekaj dejavnikov vpliva na ucinkovitost ekstrakcije, kot je
ekstrakcijska metoda, vrsta in koncentracija topila, velikost rastlinskih delcev, trajanje,
temperatura in pH ekstrakcije, razmerje med topilom in rastlinskim materialom (Chew in sod.,
2011). Ucinkovitost topila in metode je mo¢no odvisna tudi od uporabljenega rastlinskega
materiala (Tomsone in sod., 2012). Izbira topila temelji predvsem na naravi bioaktivnih
sestavin rastline, ki jih zelimo ekstrahirati (Sasidharan in sod., 2011). Topila, kot so metanol,
etanol, aceton, propanol in etil acetat se pogostokrat uporabljajo za ekstrakcijo fenolnih
komponent iz rastline. Lastnosti topila moc¢no vplivajo na ekstrakcijo izmerjenih skupnih
fenolnih komponent (+ 25 % variabilnost) in antioksidativno aktivnost (do 30 % variabilnost).
Zelo pomemben parameter je polarnost topila (Tomsone in sod., 2012), saj obstaja zelo
preprosto in prakticno empiri¢no pravilo, ki narekuje, da se snovi raztapljajo v njim podobnem
topilu in temelji na polarnosti sistema, polarne molekule se raztapljajo v polarnem topilu (voda,
alkohol). Polarnost organskih molekul je determinirana s prisotnostjo polarnih vezi glede na
prisotnost elektronegativnih atomov (N, O) in polarnih funkcionalnih skupin, kot so amini (-
NH>) in alkoholi (-OH) (Jones in Fleming, 2009). Vi§ja je polarnost topila, boljsa je topnost
fenolnih komponent. Najvecja koli¢ina izvleckov oz. izkoristki (do 22,8 %) so bili pridobljeni
z uporabo alkoholnih topil. Dodatek vode etanolu ekstrakcijo $e izboljSa, vendar koli¢ina

dodane vode ne sme biti prevelika (Tomsone in sod., 2012).



29
Gioahin E. Protimikrobna aktivnost eteri¢nega olja in izvle¢kov japonskega dresnika.
Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

2.6 ETERICNA OLJA

Etericna olja (EO) so ekstrahirana iz razlicnih aromati¢nih rastlin, ki uspevajo predvsem v
krajih z vi§jimi temperaturami, kot so mediteranske in tropske dezele. So tekoca, hlapna, bistra
in redko obarvana, topna v mascobah in organskih topilih, ki imajo manjSo gostoto od vode.
Gre za naravne, kompleksne snovi, za katere je znacilno, da imajo izrazit vonj in da jih
aromaticne rastline proizvajajo kot sekundarne metabolite. Sintetizirana so lahko v vseh
organih rastline in se shranjujejo v Zleznih celicah, vdolbinicah, kanalih, epidermalnih celicah
ali Zleznih trihomih. Ker so znana po antisepti¢nih, zdravilnih in aromati¢nih lastnostih, jih
uporabljamo za konzerviranje zivil, kot protimikobno terapijo, analgetike, sedative,

protivnetna sredstva, spazmolitike in lokalne anestetike (Bakkali in sod., 2008).

Obstaja nekaj metod za ekstrakcijo EO; ekstrakcija s teko¢im ogljikovim dioksidom,
mikrovalovi in parna oziroma vodna destilacija. Metodo ekstrakcije izberemo glede na namen
uporabe EO, saj lahko kemijski profil eteri¢nih olj variira ne le v Stevilu molekul temve¢ tudi
v stereokemi¢nem tipu ekstrahiranih molekul. Ekstrahirani produkt lahko variira v kvaliteti,
koli¢ini in sestavi tudi glede na podnebje in tip tal kjer rastlina uspeva, vrsto rastlinskega
organa, starost in stopnjo rastnega oz. Zivljenjskega cikla. Ce torej Zelimo vedno pridobiti EO
iste sestave, je potrebno ekstrakcijo vedno izvesti pod istimi pogoji, iz istega rastlinskega
materiala (organa), ki je rastel v enakih razmerah (ista tla, enako podnebje, isti letni Cas
nabiranja). Kvaliteta ve€ine komercialnih EO je kemotipizirana s plinsko kromatografijo in
masno spektrometrijo. Trenutno je poznanih priblizno 3000 eteri¢nih olj, 300 od teh je
komercialno pomembnih predvsem v farmacevtski, agronomski, zivilski, sanitarni, kozmeti¢ni

in parfumski industriji (Bakkali in sod., 2008).

EO so zelo kompleksne naravne meSanice, ki lahko vsebujejo 20 do 60 sestavin v razli¢nih
koncentracijah. Zanje so znacilne predvsem dve do tri glavne sestavine, ki lahko predstavljajo
20-70 % EO v primerjavi z ostalimi sestavinami, ki so prisotne le v sledeh. Te glavne

sestavine dolocajo bioloske lastnosti EO. Spojine EO lahko uvrstimo v dve glavni skupini
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glede na biosintezni izvor. Ena skupina vkljucuje terpene ali terpenoide, druga pa aromatske in

alifatske spojine, katerim je skupna nizka molekulska masa (Bakkali in sod., 2008).

EO vplivajo na metabolizem v citoplazmi in celi¢ni steni bakterij in plesni. Predvsem
monoterpeni povecajo fluidnost in prepustnost celicne membrane (poskodujejo lipide in
proteine membrane), zavirajo celicno dihanje in spremenijo transport ionov (Reichling in sod.,
2006). Zaradi njihove prooksidativne aktivnosti delujejo citotoksi¢no in so zato odlicno
antisepti¢no protimikrobno sredstvo, ki se ga lahko uporablja za domaco uporabo. Velika
prednost EO je tudi, da njihova uporaba ne predstavlja genotoksi¢nih tveganj. Zaradi
njihovega prooksidativnega vpliva na delovanje mitohondrijev so etericna olja tudi unikatno
antitumorsko sredstvo. Pri uporabi EO je produkcija radikalov zelo dobro kontrolirana ter
tar¢no usmerjena in ne predstavlja mutagenih stranskih ucinkov za zdravo tkivo (Bakkali in

sod., 2008).
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3 MATERIALI IN METODE

V eksperimentalnem delu smo testirali protibakterijsko in protiglivno ucinkovitost listnih in
koreninskih vodnih, etanolnih, metanolnih, acetonskih izvlec¢kov ter EO listov izdelanih iz
japonskega dresnika (F. japonica). 1z listov smo pripravili vodne in organske izvlecke ter

etericno olje, iz korenik pa vodne in organske izvlecke.

3.1 RASTLINSKI VZORCI

V magistrskem delu smo uporabili liste in korenike japonskega dresnika. Zrele liste
japonskega dresnika smo nabrali 17.6.2014, korenike pa 27.11.2014. Ves rastlinski material
smo nabrali v sestoju japonskega dresnika ob potoku Mali Graben, ob Cesti Dolomitskega

odreda (Vrhovci, Ljubljana, GPS koordinate: N 46°02'33.9"; E 14°27'00.9").

Etericno olje so iz posuSenih listov pripravili na Katedri za farmacevtsko biologijo na
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani (Stalcar, 2015). Vodne, acetonske, etanolne in
metanolne izvlecke iz listov in korenik pa smo pripravili v laboratorijih Katedre za botaniko in

fiziologijo rastlin na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani.

3.1.1 SuSenje in mletje vzorcev

Material:
e trsne Skarje,
e lopatka,
e papirnate vrecke
e susilnik s krozno ventilacijo (Heraeus Instruments, Nemcija)
e 7aga,
o deska,
e vodno hlajen analitski mlincek (IKA-Werke M20, IKA, Nemcija),
e liofilizator (Christ Alpha 1-4LSC, Christ, Nemcija),
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o tekocCi dusik,
e steklene posodice z navijalnimi pokrovcki za shranjevanje zmletih vzorcev,

e spatula.

Nabrane liste smo posusili v ventilacijskem suSilniku, jih zmleli v vodno hlajenem analitskem

mlincku in jih shranili v tesno zaprte steklene posodice v temi pri sobni temperaturi.

Nabrane korenike smo najprej dobro ocistili (umili pod teko¢o vodo in osusili), narezali na
manjSe kolute debeline okoli 1 cm in zamrznili s teko¢im duSikom, ter jih do suSenja v

liofilizatorju shranili v zamrzovalnik pri -20 °C. Korenike smo v liofilizatorju susili 3 dni.

3.2 PRIPRAVA ORGANSKIH IN VODNIH IZVLECKOV

3.2.1 Ekstrakcija
3.2.1.1 Vodni izvle¢ek

Material:
e crlenmajerica (500 in 1000 mL),
e steklena palcka,
e parafilm,
e stresalnik (Heraeus Instruments, Nemcija),
e analizna tehtnica (Kern 572, Kern&Sohn, Nemcija),
e merilni valj (150 mL),

e dH,O.

Za pripravo vodnega izvleCka smo v erlenmajerici zmesali 50 g zmletega rastlinskega
materiala in 600 mL destilirane vode, da smo pridobili izhodno vodno raztopino izvlecka
japonskega dresnika s koncentracijo 8,3 % (w/v). Erlenmajerico smo pokrili s parafilmom,
vpeli na stresalnik ter zmes stresali 24 ur pri 175 obr/min pri sobni temperaturi. Po stresanju

smo meSanico prefiltrirali in za nadaljnje delo uporabili filtrat.
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3.2.1.2 Organski izvlecek

Material:

e erlenmajerica (500 mL),

steklena palcka,

e parafilm,

e stresalnik (Laboshake 500, Gerhardt, Nemcija),

e analizna tehtnica (Kern 572, Kern&Sohn, Nemcija),
e merilni valj (150 mL),

e absolutni etanol (Panreac, Hrvaska),

e absolutni metanol (Merck, Nemcija),

e absolutni aceton (Merck, Nemcija).

Za pripravo posameznega organskega izvleCka smo v erlenmajerico natehtali 50 g rastlinskega
materiala in 300 mL organskega topila (absolutni etanol, metanol, aceton), da smo pridobili
izhodno organsko raztopino izvlecka japonskega dresnika s koncentracijo 16,6 % (w/v).
Erlenmajerico smo pokrili s parafilmom, da bi preprecili izhlapevanje topila, vpeli na
stresalnik in zmes stresali 24 ur pri 175 obr/min pri sobni temperaturi. Po stresanju smo

meSanico prefiltrirali in za nadaljnje delo uporabili filtrat.

Razli¢ne koncentracije vodnih in organskih rastlinskih izvleckov smo pripravili zato, ker se je
50 g rastlinskega materiala drugace saturiralo z vodo kot pa z organskimi topili. V primeru
vodnega ekstrakta je bila meSanica, ki smo jo pripravili videti gosta in se je teZje meSala, zato

smo dodali vecji delez tekocine, kot pa v primeru organskih topil.

3.2.2 Filtriranje in suSenje izvlecka

Material:

e Bihnerjev lij,
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e presesalna erlenmajerica,
o filtrirni papir (velikost por 11 pum, Watman, Velika Britanija),

e steklena vodna crpalka,

e cedilo,
e (aSa,

e spatula,
o 7licka,

e Dbucka za rotavapor (500 mL),
e rotavapor (Rotavapor R-124, Vacobox B-177, Waterbath B-480, Biichi, §Vica),
e plasti¢na centrifugirka,

e analizna tehtnica (Kern 572, Kern&Sohn, Nemcija).

Mesanico, ki se je 24 ur stresala na stresalniku, smo precedili skozi cedilo, da smo se znebili
vecjih delov rastlinskega materiala. Tekoci del pa nato prefiltrirali pod znizanim tlakom skozi
filtrirni papir. Pridobljeni izvleCek v presesalni erlenmajerici smo nato prelili v bucko za
rotavapor in tekoco fazo na rotavaporju izparevali do povsem suhega izvlecka, ki je odstopil

od stene bucke. Dobljeni suh izvlecek smo stehtali.

3.2.3 Priprava izvleckov za testiranje protimikrobne aktivnosti

Material:
e 2 mL Eppendorf-centrifugirka,
e Dpipeta,
e analizna tehtnica (Kern ALJ 160-4NM, Kern&Sohn, Nemcija),
e (aSa,
e spatula,
e vibracijski mesalnik (Yellow line, TTS2, IKA, ZDA),
e posuseni izvlecki,

e 70 % etanol in dH>O.
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V Eppendorf-centrifugirko smo zatehtali 0,5 g posameznega izvlecka in dodali 1 mL vode za
vodni izvle¢ek oz. 1 mL 70 % etanola za organske izvlecke. MeSanice smo premesali na
vibracijskem meSalniku, da se je material dobro premesal in raztopil. Pridobili smo izvlecke s

koncentracijo 500 mg/mL.

3.3 PLESNI

3.3.1 Vzorci

Plesni vrst Alternaria alternata KP271953, Alternaria infectoria KP271957, Aspergillus
Sflavus KP271956, Fusarium poae KP271958 in Epicoccum nigrum KP271954 smo pridobili iz
zbirke Katedre za botaniko in fiziologijo rastlin na Oddelku za biologijo BiotehniSke fakultete
Univerze v Ljubljani. Vrsto Penicillium palitans EXF 3675 smo pridobili iz zbirke Mycosmo
na Katedri za biologijo mikroorganizmov, Oddelek za biologijo Biotehniske fakultete

Univerze v Ljubljani.

3.3.2 Priprava 2 % krompirjevega gojis¢a (PDA-gojisce)

Material:
e Petrijeve plosce (premer 85 mm),
e steklenice za avtoklaviranje (300 mL),
e trak za oznaCevanje,
e alkoholni flomaster
e analizna tehtnica (Kern 572, Kern&Sohn, Nemcija),
e merilni valj (150 mL),
e krompirjev dekstrozni agar PDA (Biolife, 4019352, Italija),
¢ dH,O,
e brezprasna komora (PIO LFV 122, Iskra PIO, Slovenija),
e gorilnik,

e vzigalnik.
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V posamezno steklenico za avtoklaviranje smo natehtali 7 g PDA in dodali 350 mL destilirane
vode, da smo pridobili 2 % PDA-gojis€e. Steklenice z raztopljenim gojis¢em smo nato
avtoklavirali 20 minut pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo pustili, da se gojisCe ohladi na
priblizno 42 °C in ga vlili v sterilne Petrijeve plosce. Pripravljene plosce s trdnim 2 % PDA-

gojis¢em smo uporabili za testiranje bioloske aktivnosti izvleckov.

3.3.3 Testiranje protiglivne aktivnosti izvleckov

Material:
e alkoholni flomaster,
e brezprasna komora (PIO LFV 122, Iskra PIO, Slovenija),
e vzigalnik,
e gorilnik,
e 2% PDA-gojisce,
e 96 % etanol (Merck, Nemcija),
e 70 % etanol (Merck, Nemcija),
e spatula,
e Dpipeta,
e nastavki za pipeto,
e Skarje,
e parafilm,
e spatula po Drigalskem,
e (aSa,
e plosce s kulturo plesni,
e centrifugirke (2 mL),
e 6 mm papirnati diski za antibiogram,
o dHO,
e pinceta,

e fotoaparat (Canon EOS 1000D, Canon, Japonska).
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Na 2 % PDA-gojis¢e smo s pipeto nanesli 50 puL raztopljenega izvlecka za testiranje. Ker so
bili izvlecki zelo gosti smo v primeru listnih izvleckov konice pipetnih nastavkov odrezali, da
smo lahko odpipetirali Zeleni volumen. Izvlecek smo nato enakomerno razmazali po celotni
povrsini gojisca s spatulo po Drigalskem. Iz plosc¢e z osnovno kulturo plesni smo z dvema
kovinskima spatulama z roba kulture plesni izrezali kvadrat velikosti 25 mm? (stranice 5 mm)
in jo prenesli na gojiS¢e s sveze razmazanim izvleckom. PloS¢e smo oznacili, oblepili s
parafilmom in jih inkubirali en teden pri sobni temperaturi v temi. Po enem tednu inkubacije
smo plosce pregledali, fotografirali in fotografije obdelali z raCunalniskim programom ImageJ

(Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).

Vsak tretma plesni z izbranim izvleckom smo pripravili v 2-3 ponovitvah.

3.4 BAKTERIJE

3.4.1 Vzorci

Bakterijske vrste, proti meticilinu odporna Staph. aureus 3802 in Staph. pseudintermedius
1342, Staph. saprophyticus 1572, Strep. pyvogenes V59, Strep. Canis spp., Strep. agalactiae
V60, Paenibacillus sp. 1564, B. subtilis spp. smo pridobili na Katedri za molekularno
genetiko in biologijo mikroorganizmov na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete

Univerze v Ljubljani.

3.4.2 Priprava trdnega in tekoCega lizogenega gojiS¢a (LB-gojiSca)

Material:
e analizna tehtnica (Kern PFB 1200-2, Kern, Nemcija),
o 7licka,
e alkoholni flomaster,
e plasti¢na merilna posoda (1000 mL),
e crlenmajerica (1000 mL),

e tekoce gojisce LB Broth Miller (Formedium, England),



38

Gioahin E. Protimikrobna aktivnost eteri¢nega olja in izvle¢kov japonskega dresnika.
Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

e agar (Formedium, England),

¢ dH-O,

e merilni valj (500 mL),

e magnetno mesalo (IKA RCT Standard, Kitajska),
e Dpipeta,

e staniCevinasti celulozni zamaski,

¢ aluminijeva folija,

e avtoklav (Kambi¢, Slovenija),

e Petrijeve plosce (premer 85 mm),

e brezprasna komora (Iskra PIO, Slovenija).

Pripravili smo tekoCe gojisce za gojenje prekonocne bakterijske kulture. V plasti¢no merilno
posodo smo natehtali 25 g LB-gojiS¢a in dodali do 1 L destilirano vodo. Raztopljeno gojisce
smo nato odpipetirali v 30 mL erlenmajerice, jih zamasili in avtoklavirali. Nato smo pripravili
trdno LB-gojisce, kjer smo v vsako od dveh 500 mL erlenmajeric natehtali po 12,5 g LB-
gojis¢a in 7,5 g agarja ter dodali do 500 mL destilirane vode. Po avtoklaviranju smo 1 L
pripravljenega trdnega gojisca razlili v Petrijeve plosce, po€akali, da se gojisce strdi in plosce

z gojisc¢em shranili pri 4 °C do nadaljnje uporabe.

3.4.3 Priprava fizioloSke raztopine za red¢enje po McFarlandu

Material:
e plasti¢na merilna posoda,
¢ magnetno mesalo (IKA RCT Standard, Kitajska),
e NaCl (Merck, Nemcija),
e dH)O,
e stojalo za epruvete,
o steklene epruvete (10 mL),

e zamaski za epruvete,
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e Dpipeta,

e avtoklav (Kambic, Slovenija).

Za redcenje do 0,5 po McFarlandu smo potrebovali epruvete s 7 mL sterilne fizioloSke
raztopine. V plasti¢no merilno posodo smo natehtali 9 g NaCl in dodali 1 L destilirane vode.
Raztopino smo nato s pipeto odpipetirali v steklene epruvete, avtoklavirali in do uporabe

shranili pri 4 °C.

3.4.4 Testiranje protibakterijske aktivnosti izvleCkov in eteri¢nih olj

Materiali:
e 0,5 standard po McFarlandu,
e fizioloSka raztopina,
e LB gojisce,
e Dpipeta,
e nastavki za pipeto,
e gorilnik,
e vzigalnik,
e alkoholni flomaster,
o sterilne steklene kroglice za razmazovanje,
e sterilni papirnati diski za antibiogram (6 mm premera, Becton Dickinson, ZDA),
e pinceta,
e stojalo,
e rokavice,
e 70 % etanol (Merck, Nemcija),
e organski izvlecki japonskega dresnik (etanolni, metanolni, acetonski)
e vodni izvlecek japonskega dresnika,
e ctericno olje listov japonskega dresnika (28,5 mg),

e centrifuga (5417 R, Eppendorf AG, Nemcija),
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e fotoaparat (Canon EOS 1000D, Canon, Japonska),
¢ dH-O,
e 10 % dimetil sulfoksid (DMSO) (Sigma, Nemcija).

Prekonoc¢no kulturo smo redcili v 7 mL fizioloSke raztopine do gostote 0.5 po McFarlandu,
nato pa 100 uL red¢ene kulture prenesli na LB-gojiS¢e. Kulturo smo s steklenimi kroglicami
enakomerno razmazali do suhega. Na gojis¢e s kulturo smo polozili po pet papirnatih diskov
premera 6 mm, na katere smo s pipeto nanesli po 4 pL izvlecka, bodisi vodnega, acetonskega,
metanolnega ali etanolnega, ki smo jih pred tem centrifugirali 10 min pri 14 000 obr/min in
uporabili le supernatant. Peti disk je sluzil kot kontrola, nanj smo nanesli 4 uL 70 % etanola,

saj smo v njem raztapljali posusene organske izvlecke.

Posebej smo na plos¢i testirali aktivnost eteri¢nega olja listov in delovanje 10 % DMSO, ki je
sluzil kot kontrola. 28,5 mg eteri¢nega olja smo red¢ili z 28,5 pL 10 % DMSO. 4 uL 50 %
eteri¢nega olja in 10 % DMSO smo nanesli na papirnata diska. Plo§¢e smo nato inkubirali 18-
24 ur pri 37 °C. Po inkubaciji smo plos¢e z bakterijskimi kulturami pregledali in fotografirali.
Uporabljene ploS¢e smo avtoklavirali in zavrgli. Fotografije smo obdelali z rac¢unalniskim

programom Image] (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).

Vsak tretma bakterij z izbranim izvleckom smo pripravili v 2 ponovitvah, razen testiranj z EO,

ker smo imeli premalo EO.

3.4.5 Uvajanje metode testiranja protibakterijske aktivnosti izvleckov in eteri¢nih olj

Pri uvajanju metode smo testirali po Gramu pozitivne bakterijske vrste (proti meticilinu
odporna Staph. aureus in Staph. pseudintermedius, Staph. saprophyticus, Strep. pyogenes,
Strep. canis, Strep. agalactiae, Paenibacillus sp., B. subtilis) in po Gramu negativne vrste (4c.
baumannii, E. coli, Ps. aeruginosa, Raoultella), ki smo jih pridobili na Katedri za molekularno
genetiko in biologijo mikroorganizmov na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete

Univerze v Ljubljani.
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Pri predpoizkusu za magistrsko nalogo smo uporabili enak material, ki je naStet v vseh
podpoglavjih bakterije. Pri metodi, ki smo jo uporabili za testiranju delovanja izvlecka na
bakterije smo pri uvajanju metode preizkusili nanos kapljic izvlecka na gojisce in difuzijski
antibiogram po Kirby-Bauerju pri kateri smo na papirnate diske nanasali 5 uL izvlecka. Ker se
je redCen izvleCek izlival iz diskov smo nato naprej v Studiji uporabljali po 4 pL testirane
meSanice. Za nanos kapljic na gojiSc¢e pa se zaradi razlivanja za takSno metodo nismo odlo¢ili

in smo uporabili metodo difuzijskega antibiograma po Kirby-Bauerju.

3.5 MERITEV RASTI PLESNI IN BAKTERIJSKIH KULTUR

Povrsino kulture plesni in velikost inhibicijske cone pri bakterijskih kulturah smo izmerili na
fotografijah s programom Image]J (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).
Fotografije smo v programu umerili s pomo¢jo znanega premera Petrijeve plos¢e (85 mm).
Vrednost negativne kontrole za bakterije je bila 6 mm (premer uporabljenega papirnatega

diska) oziroma 0 mm, saj etanolna kontrola v nobenem primeru rasti bakterij ni zavirala.

Dobljene koli¢ine, ki prikazujejo delovanje izvleckov na rast plesni in bakterijskih kultur, smo

statisticno ovrednotili in rezultate prikazali v obliki grafov.

3.6.1 Inhibicija rasti plesni

Izmerili smo povrSino tretirane kulture plesni ter kontrole in izraunali delez rasti v odvisnosti

od uporabljenega izvlecka, ki smo jo izrazili kot delez rasti glede na kontrolo (enacba 1).

Delez rasti (%) = (Serema=Prontrola y 1) (1)

Prontrola
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3.6.2 Cona inhibicije rasti bakterij

Iz izmerjenih premerov inhibicijskih con skupaj s papirnatim diskom smo izracunali debelino
kolobarja, ki doloca dejansko inhibicijsko cono. Premer papirnatega diska (2rgisk ; 6 mm) smo
odsteli od izmerjene cone inhibicije skupaj s papirnatim diskom (2rinn) in delili z 2 (enacba 2).

Cona inhibicije [mm] = M (2

3.6 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Podatke o rasti plesni in bakterij smo uredili in statisticno obdelali z racunalniskim
programom Microsoft Excel. Rezultate smo prikazali grafi¢no in tabelari¢no kot povprecne
vrednosti in standardne napake. Tretmaje smo med seboj primerjali s statisticnima metodama

t-test in ANOVA. Statisti¢no znacilne razlike so tiste, s p-vrednostjo manjso od 0,05 (p<0,05).
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4 REZULTATI

V nalogi smo iz listov in korenik japonskega dresnika (Fallopia japonica) ekstrahirali vodne
in organske izvlecke. Po ekstrakciji smo ugotavljali njihovo protibakterijsko in protiglivno

aktivnost.

4.1 IZKORISTEK RASTLINSKEGA MATERIALA Z EKSTRAKCIIO

Izvlecke, pridobljene s 24-urno ekstrakcijo na stresalniku, smo prefiltrirali in do suhega
izparevali na rotavaporju. Pridobljen posusen izvlecek, ki se je zlahka odlepil iz stene bucke,
smo stehtali in izraCunali izkoristek glede na zacCetno maso uporabljenega rastlinskega

materiala, ki je znaSala 50 g za liste in 25 g za korenike (pregl. 10).

Preglednica 10: Masa in izkoristek pridobljenega izvlecka.

Masa listnega Masa koreninskega
Vrsta izvlecka (g) izvlecka (g)
izvlecka Izkoristek (%) Izkoristek (%)
vodni 2,58 5,16 1,63 6,52
acetonski 4,88 9,76 3,56 14,24
metanolni 3,58 7,16 2,26 9,04
etanolni 2,40 4,80 2,01 8,04

Koncentracija izvle€kov, ki smo jih uporabili za nadaljnje tretmaje plesni in bakterijskih kultur,
je bila 500 mg/mL. Za slednjo koncentracijo smo se odlocili, ker je bila to najvi§ja
koncentracija pri kateri se je posuSen izvlecek lahko homogeno mesal v 70 % etanolu.
Mesanica za nanos na gojis¢e in papirnate diske ni bila pregosta, ter smo jo lahko nanesli na

gojisce ob enem pa je bila koncentracija zadostna, da smo lahko ugotovili aktivnost izvle¢kov.
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4.2 PROTIGLIVNA AKTIVNOST

Protiglivno aktivnost izvleckov japonskega dresnika smo ocenili z merjenjem povrSine
kolonije pri Sestih vrstah plesni, ki so rastle v prisotnosti izvleckov, ter vrednosti primerjali s

kontrolo (tj. voda za vodne izvlecke, 70 % etanol za organske izvlecke) (sl. 8).

Slika S: Alternaria infectoria ob tretmaju z razlicnimi koreninskimi izvlecki japonskega dresnika. Oznake: A —
vodna kontrola, B - vodni izvlecek, C — acetonski izvlec¢ek, D — etanolni izvlecek, E — metanolni izvlecek.

Ugotovili smo, da listni izvlecki niso zmanj$ali rasti plesni, v nekaterih primerih so jo celo
povecali (Alternaria alternata, Epicoccum nigrum, Fusarium poae, Penicillium palitans).
Vecjo protiglivno aktivnost so imeli organski koreninski izvlecki, ki so zavrli rast plesni
Alternaria infectoria, Epicoccum nigrum in Fusarium poae (primer na sl. 5, 6 in 7). Na rast
plesni Alternaria alternata, Aspergillus flavus in Penicillium palitans so koreninski izvlecki
delovali slabSe oziroma na rast skoraj niso vplivali, saj je bila velikost kolonij podobna kot pri
kontrolnih vzorcih. Aspergillus flavus je v vseh primerih ob razli¢nih tretmajih pokazal zelo
majhno obcutljivost v primerjavi s kontrolo, z izjemo vodnega listnega izvlecka, kjer sumimo,

da je prislo do napake pri poizkusu in je bil morda vodni izvle¢ek okuzen.
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Slika 6: Epicoccum nigrum ob tretmaju z razliénimi koreninskimi izvlecki japonskega dresnika. Oznake: A —
vodna kontrola, B - vodni izvlecek, C — acetonski izvlecek, D — etanolni izvlecek, E — metanolni izvlecek.

Najbolj ucinkovito protiglivno delovanje sta pokazala alkoholna izvlecka, ki sta najbolj
zavirala rast tistih plesni, ki so bile predhodno izolirane iz semena pSenice. Etanolni in
metanolni koreninski izvlecek sta pri vrstah Alternaria infectoria, Epicoccum nigrum in
Fusarium poae povzrocila 60-80 % zavrtje rasti. Pri vrsti Alternaria alternata pa je metanolni
koreninski izvlecek povzrocil 20 % zavrtje rasti, etanolni pa 18 %. V primeru vrste Aspergillus
flavus je najbolj zaviralno deloval etanolni koreninski izvlecek in povzrocil za 20 % manjSo
rast plesni (sl. 9). Kontrolni poizkusi s 70 % etanolom kaZejo, da etanol sam ni imel

protiglivnega ucinka (sl. 8).

Slika 7: Fusarium poae ob tretmaju z razli¢nimi koreninskimi izvlecki japonskega dresnika. Oznake: A —
kontrola, B - vodni izvleéek, C — acetonski izvle¢ek, D — etanolni izvleéek, E — metanolni izvlecek.
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Slika 8: Rast plesni v prisotnosti vodnih in organskih izvleckov japonskega dresnika. Prikazane so povprecne
vrednosti + standardna napaka povrsine plesni po tretiranju z listnimi (m) in koreninskimi (m) izvlecki. Oznake: K
— kontrola voda, V - vodni izvle¢ek, A — acetonski izvleGek, M — metanolni izvle¢ek, E — etanolni izvlec¢ek, KE —

kontrola etanol.
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Slika 9: Primerjava deleza rasti (formula 1) plesni glede na dodan listni izvlecek (A) in koreninske izvlecke (B).
Oznake: V - vodni izvlecCek, A — acetonski izvleCek, M — metanolni izvlecek, E — etanolni izvlecek, 4. alternata —
Alternaria alternata, A. infectoria — Alternaria infectoria, A. flavus — Aspergillus flavus, F. poae — Fusarium
poae, E. nigrum — Epicoccum nigrum, P. palitans — Penicillium palitans.
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4.3 PROTIBAKTERIJISKA AKTIVNOST

Protibakterijsko aktivnost izvleckov japonskega dresnika smo ocenili z merjenjem inhibicijske
cone rasti v gojiscu (sl. 12). Z metodo difuzijskega antibiograma smo preverjali delovanje
japonskega dresnika na 8 vrst bakterij, ki so rastle v prisotnosti listnih in koreninskih
izvleCkov (primer na sl. 10 in 11). Bakterije smo poleg tega tretirali tudi z etericnim oljem
listov (sl. 13). Kontrolni tretma, 70 % etanol, na bakterije ni imel ucinka, zato je bila vrednost

negativne kontrole za vsako bakterijo enaka, in sicer 0 mm cona inhibicije.

Vse izbrane po Gramu pozitivne bakterije so bile obcutljive tako na izvlecke kot na etericno
olje japonskega dresnika. Na splosno je bila protibakterijska ucinkovitost najmanjsa pri vodnih

izvleckih, najvecja pa pri etanolnih (sl. 14).

Slika 10: Inhibicija bakterijske rasti (A: B. subtilis, B: Paenibacillus, C: MRSP, D: MRSA) ob tretmaju z
razli¢nimi koreninskimi izvlecki japonskega dresnika. Oznake: V - vodni izvlecek, A — acetonski izvlecek, M —
metanolni izvledek, E — etanolni izvle¢ek, K — kontrola (etanol).
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B. subtilis ni pokazal obcutljivosti za listne izvlecke, izmerili pa smo cone inhibicije pri
tretmajih s koreninskimi izvlecki, izmed katerih se je za najucinkovitejSega izkazal etanolni (sl.
10A). V podobnem obsegu je zavrlo rast bacilusa tudi EO. Rast vrste Paenibacillus sp. je
najbolj zavrlo EO ter etanolni koreninski in listni izvlecek (sl. 10B). MRSA in MRSP sta
pokazala obcutljivost za vse vrste izvleCkov, Se posebno za etanolni koreninski izvlecek.
Velikost inhibicijske cone v prisotnosti etanolnega koreninskega izvlecka je bila 4,57 mm za

MRSP in 4,39 mm za MRSA (sl. 10C in D).

EO je, v nasprotju z nasimi pri¢akovanji, rast bakterij MRSA, MRSP, Strep. agalactiae, B.
subtilis zaviralo ve¢ kot 60 % slabse kot etanolni koreninski izvlecek. Staph. saprophyticus je
pokazal visoko obcutljivost za etanolni koreninski izvle¢ek (sl. 11A) in veliko slabSo

obcutljivost za vse listne izvlecke. Bakterija ni pokazala obcutljivosti za eteri¢no olje, vendar

bi bilo zaradi morebitne napake pri delu poskus potrebno ponoviti.

Slika 11: Inhibicija bakterijske rasti (A: Staph. saprophyticus, B: Strep. agalactiae, C: Strep. pyogenes) v
prisotnosti razli¢nih koreninskih izvle¢kov. Oznake:, V - vodni izvleéek, A — acetonski izvlec¢ek, M — metanolni
izvleCek, E — etanolni izvlecek, K — etanol.

Vrsta Strep. agalactiae je pokazala obcutljivost le na etanolni listni izvlecek in EO, izmed
koreninskih izvleckov pa so rast zavirali vsi izvlecki, najmocneje etanolni (sl. 11B). Zelo
dobro je EO delovalo tudi proti Strep. pyogenes, saj smo izmerili inhibicijsko cono veliko 6
mm, kar je bila najve¢ja inhibicijska cona v naSem poizkusu. Poleg EO so rast Strep. pyogenes

dobro zavirali tudi vsi ostali izvlecki, najbolj koreninski etanolni izvlecek (sl. 11C).
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Slika 12: Cone inhibicije bakterij v prisotnosti izvleCkov in etericnega olja japonskega dresnika. Prikazane so
povprecne vrednosti + standardna napaka izmerjene cone inhibicije po tretiranju z listnimi (m) in koreninskimi
(m) izvle¢ki. Oznake: V - vodni izvle¢ek, A — acetonski izvleCek, M — metanolni izvleéek, E — etanolni izvlecek,
EO — eteri¢no olje.
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Listni izvlecki so zaviralno delovali na vrsto Strep. canis, najbolj etanolni. Podatkov ali
koreninski izvlecki in EO inhibirajo rast Strep. canis Zal nimamo, saj bakterija na gojiScu ni
zrasla in bi bilo potrebno poizkus ponoviti. Predpostavljamo, da bi glede na opazen trend
rezultatov z listnimi izvlecki tudi koreninski izvlecki in EO najverjetneje inhibirali rast vrste

Strep. canis.

Tretmaji z etericnim oljem so prav tako pokazali obcutljivost izbranih bakterij. Najvecjo
protibakterijsko aktivnost je EO imelo proti Strep. pyogenes, manjsi je bil vpliv na

Paenibacillus, MRSP, MRSA, Strep. agalactiae in B. subtilis (sl. 13).

Etericno olje

Cona inhibicije [mm]
w

T T T

B. subtilis MRSA MRSP  Paenibacillus  Strep. Staph. Staph.
agalactiae pyogenes  saprophy.

Slika 13: Delovanje eteri¢nega olja iz listov japonskega dresnika proti izbranim bakterijam.

Iz rezultatov je razvidno, da proti bakterijam vefinoma delujejo tako listni kot koreninski
izvlecki. Vendar pa so koreninski izvlecki bolj zavrli rast. Z rezultati parnih primerjav
velikosti con inhibicij (pregl. 11 in 12) smo ugotovili, da so razlike med acetonskimi,
metanolnimi in etanolnimi izvleCki korenik in listov statistiéno znacilne, medtem, ko razlike
med vodnimi izvlecki korenin in listov niso bile znacilne. Glede na polarnost topila se je, tako

pri listnih kot pri koreninskih izvleckih, za najbolj ucinkovitega izkazal etanolni izvlecek,
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sledijo metanolni, acetonski in najmanj uc¢inkovit, vodni izvle¢ek. Rezultati t-testa so pokazali,
da sicer prihaja do statisticno znacilnih razlik v primeru listnih izvleckov le med kontrolo in
razli¢no vrsto izvleCka, ne prihaja pa do znacilnih razlik v vplivu razli¢nih izvleckov. Vsi listni
izvlecki podobno zavirajo rast bakterij. V primeru koreninskih izvleckov so znacilne razlike
tako med kontrolo in vrstami izvleckov kot tudi med vodnim in organskimi izvlecki. Med
tremi organskimi koreninskimi izvlecki, kljub temu, da je na grafu opaziti boljSe

protibakterijsko delovanje etanolnega izvlecka, statisticno znacilnih razlik ni.

Preglednica 11: Primerjava delovanja vodnih in organskih listnih izvleckov na razlicne bakterije. Prikazane so
vrednosti p, izraCunane s t-testom za parno primerjavo med tretmaji.

Listni izvlecek
Kontrola Vodni  Acetonski ~ Metanolni  Etanolni
x Kontrola / <0,001 0,001 0,001 0,001
'8 | Vodni <0,001 / 0,692 0,818 0,490
E Acetonski 0,001 0,692 / 0,570 0,322
% | Metanolni 0,001 0818 0,570 / 0,662
~ | Etanolni <0,001 0490 0322 0,662 /

Op: Statisti¢no znacilne razlike (p < 0,05) so poudarjene.

Preglednica 12: Primerjava delovanja vodnih in organskih koreninskih izvleckov na razli¢ne bakterije. Prikazane
so vrednosti p, izraGunane s t-testom za parno primerjavo med tretmaji.

Koreninski izvlecek
Kontrola Vodni Acetonski ~ Metanolni  Etanolni
= | Kontrola / <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
I,E Vodni <0,001 / 0,018 0,003 0,001
£ | Acetonski <0,001 0,018 / 0,516 0,154
g Metanolni <0,001 0,003 0,516 / 0,373
* | Etanolni <0,001 0,001 0,154 0,373 /
Op: Statisti¢no znacilne razlike (p < 0,05) so poudarjene.
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Slika 14: : Primerjava cone inhibicije za bakterije glede na vrsto rastlinskega izvlecka: listni izvlecki (A);
koreninski izvlecki (B). Oznake: V - vodni izvledek, A — acetonski izvle¢ek, M — metanolni izvlecek, E — etanolni
izvlecek
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S RAZPRAVA

Rastline so znane kot bogat vir razli¢nih sekundarnih metabolitov (Bhalodia in Shukla, 2011)
ter so bile ze pred uporabo antibiotikov in sinteti¢nih protimikrobnih snovi pomemben vir
protimikrobnih u¢inkovin, naravnih snovi z dokazano protimikrobno uc¢inkovitostjo (Gibbons,
2008). Antibiotiki so eden izmed pomembnejsSih nacinov boja proti bakterijam in so opazno
pripomogli k izboljSanju zdravljenja bakterijskih infekcij, vendar pa je njihova prekomerna
uporaba doprinesla k povecani odpornosti bakterij proti razlicnim protimikrobnim snovem.
Zaradi tega je zelo pomembno odkrivanje novih u¢inkovin, ki ne bi povzrocale odpornosti pri
bakterijah (Bhalodia in Shukla, 2011). Naravni produkti imajo ze od nekdaj pomembno vlogo
pri zdravljenju in preventivi ¢loveskih bolezni. Ocene kazejo, da 50 % vseh drog v klini¢ni
uporabi vsebuje ucinkovine rastlinskega izvora. Po ocenah Svetovne zdravstvene organizacije
(WHO) 80 % ljudi iz drzav v razvoju Se vedno uporablja le tradicionalno zdravilstvo in 85 %

od tega predstavlja uporabo rastlinskih izvleckov (Owk in sod., 2015).

Japonski dresnik je v Evropi in Severni Ameriki tujerodna rastlina, uvr§¢ena med 100 najbolj
invazivnih rastlin sveta, ki povzro¢a gospodarsko Skodo ter negativno vpliva na biotsko
pestrost in se razra§éa tudi v Sloveniji (Frajman, 2008). Stevilne $tudije izvle¢kom japonskega
dresnika pripisujejo protivirusno, protimikrobno, protivnetno, estrogeno, nevroprotektivno in
kardioprotektivno aktivnost (Zhang in sod., 2013). Ker ima rastlina glede na Studije nekatere
pozitivne lastnosti za cloveka ter se hitro razsirja, kar pomeni veliko biomase, smo se odlocili,
da preuc¢imo potencial tkiv japonskega dresnika za uporabo proti razlicnim bakterijskim in
glivnim mikrobom. Izvlecke bi lahko potencialno uporabili pri konzerviranja zivil, kot
nadomestek antibiotikov za zdravljenja okuzb pri zivalih in ljudeh ter za pripravo
fitofarmacevtkih sredstev. S tem namenom smo zeleli ugotoviti specificno protiglivno in
protibakterijsko aktivnost listnih in koreninskih izvleCkov japonskega dresnika. Ker so
protimikrobne ucinkovine lahko tako polarne kot nepolarne, smo izvlecke pripravili z

razli¢nimi topili.
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Kot modelne plesni smo vzeli vrste: Penicillium palitans, Alternaria alternata, Alternaria
infectoria, Aspergillus flavus, Fusarium poae, Epicoccum nigrum. Slednjih pet so na Katedri
za botaniko in fiziologijo rastlin izolirali iz semena pSenice. Za uporabo zgoraj nastetih plesni
smo se odlocili, ker gre za vrste, ki s svojim pojavljanjem in produkcijo mikotoksinov
predstavljajo veliko skrb za zdravje €loveka in zivali. Poleg tega nekatere povzrocajo slabsi
razvoj semen in posledi¢no slabsi donos ter zasluzek kmetov. Zanimivo je, da so listni izvlecki
v poiskusu rast nekaterih plesni spodbudili ali pa na plesni niso imeli vpliva. BujnejSa rast
plesni bi lahko bila posledica prisotnih rastlinskih hormonov v listnem izvlecku. Znano je, da
avksin spodbuja tudi rast mikroorganizmov in prav tako kot pri rastlinah vpliva na podaljSanje
glivne celice (Wang in sod., 2010). Protiglivno aktivnost smo dokazali koreninskim izvleCckom
japonskega dresnika. V literaturi gre zaslediti, da koreninski izvlecki japonskega dresnika
delujejo protiglivno, kar lahko potrdimo, vendar pa vrste Trichophyton rubrum, Microsporum
gypseum, Fonsecaea pedrosi in Candida albicans v literaturi (Peng in sod., 2013) niso bile

enake kot v nasem poizkusu.

Kot modelne bakterije smo izbrali nekatere po Gramu pozitivne povzrocitelje pomembnejsih
bolezni ter bakterije, ki so prisotne v zivilski industriji: Proti meticilinu odporni Staph. aureus
in Staph. pseudintermedius, Staph. saprophyticus, Strep. pyogenes, Strep. canis, Strep.
agalactiae, Paenibacillus sp. in B. subtilis. V preliminarnih poizkusih smo delovanje
izvleCkov testirali tudi na po Gramu negativnih bakterijah: Ac. baumannii, E. coli, Ps.
aeruginosa, Raoultella, ki pa ob enkratnem poskusu niso pokazale obcutljivosti za nobeno
vrsto izvlecka in jih zato nismo vkljucili v nalogo ter smo pozornost posvetili izbranim, po
Gramu pozitivnim bakterijam. Po Gramu negativne bakterije so manj obcutljive za
protimikrobna sredstva, vstop v celico namre¢ otezuje kompleksna celi€na stena z
lipopolisaharidno zunanjo membrano, ki je po Gramu pozitivne bakterije nimajo (Moreno in

sod., 2006).

Iz razli¢nih Studij je znano, da je za ekstrakcijo bioloSko aktivnih spojin smiselno uporabiti

predvsem metanol, etanol in meSanico vode ter etanola. Gre za polarna topila, ki v rastlinskem
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materialu raztapljajo polarne molekule (Sasidharan in sod, 2011; Tomsone in sod., 2012).
Mednje sodijo tudi fenolne spojine, ki imajo znano antioksidativno, protivnetno in
protimikrobno delovanje (Hakkinen, 2000) in se najbolje raztapljajo v metanolu in etanolu
(Sultana et. al., 2009) ter vodno etanolni meSanici (Chew in sod., 2011). Za ekstrakcijo
bioloSko aktivnih snovi iz tkiv japonskega dresnika smo izbrali vodo, aceton, metanol in
etanol. Gre za razli¢no polarna topila, katerih polarnost pada v sledeCem zaporedju: voda >
etanol > metanol >aceton. Ker so fitokemi¢ne analize japonskega dresnika pokazale veliko
vsebnost fenolnih spojin (Zhang in sod., 2013), ki so polarne narave, je smiselno, da se je

etanolni izvlecek pokazal za bioloSko najbolj aktivnega.

Glede na objavljeno Studijo Wanga in sodelavcev (2007), ki so uporabili koreninski vodni
izvlecek japonskega dresnika ekvivalenten 1 g/mL neobdelane rastlinske droge, lahko glede na
naSe Studije potrdimo, da ima vodni izvlecek rastline protibakterijske ucinke proti vrstam
Staphylococcus aureus in B-hemoliticnim streptokokom. Inhibicijske cone so bile v njihovi
Studiji povprecno velike okoli 10 mm (Wang in sod., 2007) v nasi Studiji pa 3 mm. V
preliminarnih Studijah, za razliko od zgoraj omenjene raziskave, nismo ugotovili
protibakterijske ucinkovitosti kateregakoli izvleCka proti vrstam Pseudomonas aeruginosa in
Escherichia coli. Metoda uporabljena v preliminarni $tudiji je enaka opisani v magistrski
nalogi. Ker izvlecki in EO japonskega dresnika rasti po Gramu negativnih bakterij niso zavrli

in je bil rezultat 0 mm, v nadaljnjo $tudijo po Gramu negativnih bakterij nismo vkljucili.

Iz Studije Shana in sod. (2008) je razvidno, da metanolni izvlecek s koncentracijo 100 mg/mL
mocneje zavira rast vrste Staphylococcus aureus kot vodni, kar smo ugotovili tudi v naSem
poskusu, saj so bile inhibicijske cone velike 20,2 mm. Pai-Wei in sod. (2015) so z difuzijskim
antibiogram po Kirby-Bauerju potrdili, da etanolni izvlecek s koncentracijo 100 mg/mL zavira
rast bakterij Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa in Acinetobacter baumannii. V
nasi raziskavi inhibitornega ucinka izvleckov japonskega dresnika za slednji dve po Gramu
negativni bakteriji v preliminarnih poskusih nismo potrdili. Do razlik v delovanju rastlinskih

izvleckov proti doloenim bakterijam med Studijami verjetno prihaja zaradi razli¢cnih metod
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pridobivanja izvleckov, razli¢nih topil, razli¢nih koncentracij in koli¢in ekstrakcijskih meSanic,

uporabljenih pri difuzijskem antibiogramu po Kirby-Bauerju in drugimi vrstami antibiograma.

Tretmaji z etericnim oljem so prav tako pokazali obcutljivost vseh bakterij. Mocno
protibakterijsko aktivnost je EO imelo proti Strep. pyogenes, manjSo pa proti sevom vrst
Paenibacillus, MRSP, MRSA, Strep. agalactiae in B. subtilis. Delovanje EO je drugacno od
alkoholnih izvleCkov, saj EO vsebujejo predvsem nepolarne snovi, medtem ko izvlecki

vsebujejo polarne snovi in jih zato med seboj ne moremo primerjati.

Glede na rezultate, ki smo jih dobili v nasi raziskavi, bi bilo smiselno poizkuse v prihodnje
ponoviti predvsem z izvlecki iz korenike japonskega dresnika. Glede na Studiji Roglja (2015)
in Stalcarjeve (2015) pa bi bila smiselna tudi priprava EO in izvle¢kov iz socvetij ter testiranje
njihove protimikrobne aktivnosti. Predlagamo, da bi pri pripravi izvleckov dodali topilo iz
meSanice etanola in vode, saj bi pridobili Se ve¢ji nabor razli¢nih sekundarnih metabolitov, ki
delujejo protimikrobno, poleg tega pa bi bila takSna meSanica potencialno uporabna tudi za
klini¢ne Studije (Chew in sod., 2011). Priporocljivo bi bilo tudi daljSe stresanje ekstrakcijskih
mesanic in dodatek nepolarnih topil (Sasidharan in sod., 2010). Pri testiranju tako protiglivne
kot protibakterijske aktivnosti bi lahko spore plesni in bakterijsko kulturo resuspendirali v na
40 °C ohlajeno gojisce in gojisce vlili v Petrijeve plosce, pocakali, da se gojisce strdi, nanesli
papirnate diske in na njih odpipetirali izvlecke. S tem bi pridobili enakomerno rast kultur in
meritve bi bile enostavnejSe in bolj natan¢ne. Predlagamo tudi posebno pozornost pri
raztapljanju eteri¢nega olja, saj je le to v vodi netopno in smo zato kot topilo uporabili 10 %

DMSO.

Glede na protiglivno in protibakterijsko u€inkovitost koreninskih izvleckov in eteri¢nih olj
dokazanih v S$tudiji bi lahko izvlecke uporabili kot potencialno fitofarmacevtsko sredstvo.
Semena, okuzena s plesnimi Alternaria alternata, Fusarium poae in Epicoccum nigrum, bi
lahko tretirali z izvlecki korenik, ki bi s svojim protiglivno aktivnostjo delovali kot fungicidi.

Ob tem bi bile potrebne tudi dodatne Studije, s katerimi bi preverili kako izvlecki japonskega
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dresnika vplivajo na viabilnost in kalivost semen tretirane rastline. Velik potencial kot
farmacevtsko sredstvo ima glede na svoje protibakterijske lastnosti predvsem koreninski
izvlecek in eterino olje. Iz preteklih Studij je znano, da izvlecki japonskega dresnika ne
delujejo toksi¢no na zivali, poleg tega pa je dobro znana tudi uporaba japonskega dresnika v
tradicionalni kitajski medicini (Peng in sod., 2013). Glede na omenjena, znana dejstva in
dobljene rezultate o protibakterijskem delovanju izvleckov v na$i Studiji bi bila smiselna

klini¢na $tudija uporabe izvleckov.
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6 SKLEPI

e Listni izvlecki japonskega dresnika spodbujajo rast plesni vrst Alternaria alternata,
Fusarium poae, Epicoccum nigrum, Penicillium palitans.

e Vodni koreninski izvlecek japonskega dresnika spodbuja rast testiranih plesni vrst
Alternaria infectoria, Fusarium poae oz. ne ucinkuje na Alternaria alternata,
Aspergillus flavus in Penicillium palitans.

e Organski (acetonski, metanolni in etanolni) koreninski izvlecki dobro zavirajo rast
plesni vrst Fusarium poae, Epicoccum nigrum in Alternaria infectoria.

e Koreninski izvleCki zavirajo rast plesni Alternaria infectoria, Fusarium poae in
Epicoccum nigrum.

e Organski in vodni koreninski izvlecki japonskega dresnika ne ucinkujejo na plesni vrst
Aspergillus flavus in Penicillium palitans.

e Koreninski izvlecki zavirajo rast bakterij bolje kot listni izvlecki, vendar oba zavirata
rast vecine bakterij.

e Acetonski, metanolni in etanolni koreninski izvlecki bolj zavirajo rast bakterijskih
sevov MRSP, MRSA, Strep. pyogenes, Strep. agalactiae kot vodni koreninski izvlecek
in listni izvlecki.

e Koreninski izvlecki imajo boljSo protiglivno in protibakterijsko aktivnost kot listni.

e Ucinkovitost topil za ekstrakcijo protimikrobnih snovi iz tkiv dresnika pada v
sledeCem zaporedju: absolutni etanol > absolutni metanol > aceton > voda.

e FEtericna olja zavirajo rast po Gramu pozitivnih bakterij. Veliko protibakterijsko
aktivnost je EO imelo proti Strep. pyogenes, manjso pa proti Paenibacillus, MRSP,
MRSA, Strep. agalactiae in B. subtilis.
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7 POVZETEK

Globalizacija trgovine in potovanj se odraza v razSirjanju tujerodnih vrst po vsem svetu.
Japonski dresnik (Fallopia japonica), ki je geofitna trajnica z mo¢no koreniko (Barney in sod.,
2006) in izvira iz vzhodne Azije (Peng in sod., 2013), je tujerodna vrsta, ki je uvrS¢ena med
100 najbolj invazivnih rastlin sveta. Ta invazivna rastlina se je dobro prilagodila na dane
razmere v okolju in ima negativen vpliv na okolje in gospodarstvo. Poleg Skodljivih vplivov
pa Stevilne Studije izvleckom japonskega dresnika pripisujejo protivirusno, protimikrobno,
protivnetno, estrogeno, nevroprotektivno in kardioprotektivno aktivnost (Zhang in sod., 2013).
Rastline so znane kot vir razlicnih sekundarnih metabolitov (Bhalodia in Shukla, 2011), ki
delujejo tudi protimikrobno (Gibbons, 2008). Njihovo odkrivanje in preucevanje je zelo
pomembno, saj je prekomerna uporaba antibiotikov privedla do prevelike odpornosti bakterij,
ki bi se z odkritjem novih protimikrobnih ucinkovin lahko zmanjSala (Bhalodia in Shukla,

2011).

Glede na veliko biomaso japonskega dresnika in probleme, ki jih kot invazivka povzroca v
okolju, in na znano uporabo v tradicionalni kitajski medicini, je bil namen magistrske naloge
pripraviti izvlecke listov in korenik japonskega dresnika ter dolociti njihovo protibakterijsko
in protiglivno ucinkovitost. Izvlecke bi potencialno lahko uporabili pri konzerviranju zivil, kot
nadomestek antibiotikov za zdravljenja okuzb pri Zzivalih in ljudeh ter za pripravo

fitofarmacevtkih sredstev.

Nabrane liste in korenike smo posusili in zmleli v mlincku. Zmlet rastlinski material smo
namocili v destilirani vodi, absolutnem acetonu, metanolu ter etanolu. IzvleCke smo po 24
urnem stresanju prefiltrirali pod pritiskom in filtrat do suhega posuS$ili na rotavaporju.
Pridobljen posusen izvle¢ek smo za protiglivne in protibakterijske teste raztapljali v 70 %
etanolu, katera je bila tudi nasa kontrola. Za testiranje protiglivne u¢inkovitosti smo izvlecek,
raztopljen v 70 % etanolu, razmazali po povrSini PDA-gojiS¢a in nacepili posamezne plesni.
Po enem tednu smo izmerili povrsino rasti kulture plesni, ki smo jo za vrednotenje rezultatov

primerjali s kontrolnim tretmajem. Protibakterijsko uc¢inkovitost smo dokazovali s pomocjo
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difuzijskega antibiogram po Kirby-Bauerju, kjer smo na ploSc¢o z nacepljeno bakterijsko

kulturo namestili papirnate diske, na katere smo nanesli testiran izvlecek oz. eteri¢no olje.

Protimikrobna ucinkovitost je odvisna od vrste tkiva dresnika, uporabljenega ekstrakcijskega
topila in obcutljivosti mikroorganizma. Korenike so v primerjavi z listi boljsi vir
protimikrobnih snovi, saj smo dokazali, da so imeli koreninski izvlecki ve¢jo aktivnost kot
listni. Etanol in metanol pa sta se v poizkusu izkazala kot najboljsi topili za ekstrakcijo
protimikrobno aktivnih sekundarnih metabolitov. Listni izvlecki so spodbudili rast plesni
Alternaria alternata, Fusarium poae, Epicoccum nigrum, Penicillium palitans in zavrli rast
plesni Alternaria infectoria in Aspergillus flavus. Vodni koreninski izvlecek je vecinoma
spodbujal rast testiranih plesni. Acetonski, metanolni in etanolni koreninski izvlecek so zavrli
rast plesni Alternaria alternata, Fusarium poae, Epicoccum nigrum, Alternaria infectoria in
Aspergillus flavus, predvsem pa sta veliko protiglivno ucinkovitost pokazala metanolni in
etanolni koreninski izvlecek, saj sta mo¢no zavrla rast plesni Alternaria alternata, Fusarium
poae in Epicoccum nigrum. Listni in koreninski izvlecki u€inka na plesen Penicillium palitans

niso imeli.

Rast bakterij so zavrli tako koreninski kot listni izvlecki. V primerjavi s plesnimi smo dokazali
vecjo obcutljivost bakterij za izvleCke japonskega dresnika. Za najaktivnejSe so se izkazali
koreninski izvlecki, izmed katerih sta najbolj delovala etanolni in metanolni izvlecek, sledi pa
jima acetonski. Acetonski, metanolni in etanolni koreninski izvlecki so mocno zavrli tudi rast
odpornih oz. problemati¢nih bakterijskih sevov  MRSP, MRSA, Strep. pyogenes, Strep.
agalactiae. Nekoliko manj so izvlecki zavirali rast B. subtilis, Paenibacillus, Staph.
saprophyticus in Strep. canis. Eteri¢no olje je prav tako dobro zaviralo rast bakterij. Veliko
protibakterijsko aktivnost je EO imelo proti Strep. pyogenes, manj pa proti Paenibacillus,

MRSP, MRSA, Strep. agalactiae in B. subtilis.

Rezultati nasSe preiskave so pokazali protiglivno in protibakterijsko delovanje japonskega

dresnika. Japonski dresnik torej ni le rastlina, ki v okolju povzroc¢a tezave, ampak predstavlja
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tudi pomemben vir Stevilnih biolosko aktivnih sekundarnih metabolitov, ki imajo dobro

protimikrobno delovanje.
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PRILOGE

Priloga A: Povpreene povrsine kolonij plesni s standardno napako (SN; N = 2- 3), v odvisnosti od vrste
uporabljenega izvlecka. Kot kontrolno gojiSce je bilo za rast plesni uporabljeno PDA-gojis¢e brez dodanega
izvlecka. Pri etanolni kontroli je plesen rastla na PDA-gojis¢u z dodatkom 70 % etanola. / -ni standardne napake,
ker smo imeli le eno meritev in zato standardne napake ni bilo mogoce izracunati.

Povpreéna povrsina kolonije = SN (cm?)

Vrsta Alternaria Alternaria Aspergillus Fusarium Epicoccum  Penicillium
izvlecka alternata infectoria Sflavus poae nigrum palitans
» Vodni 16,17 =/ 34,33 £/ 3,32+£0,23 47,32 +/ 31,02 £/ 17,29 +/
% Acetonski 21,61 +1,34 25,85 +/ 15,38 +2,03 46,42 + / 32,63 +/ 7,27/
é Metanolni 24,58 +2,11 24,70 £/ 16,52 + 1,37 38,95+/ 34,814/ 8,47 +/
B Etanolni 26,23 £2.20 20,12 +/ 15,71 +£0,72 8,75+/ 34,53 £/ 7,19t/
§ Vodni 12,51+ 0,77  37,94+3,70 20,09 +/ 44,50+ 0,35 20,10£0,63 7,16+0,37
E Acetonski 12,12 £0,51 26,00 +2,08 17,36 +/ 2523+5,64 11,80+1,70 7,26+0,42
g Metanolni 9,83 +0,75 13,45+ 1,40 17,06 +/ 10,19+2,59  595+1,07 7,26+0,45
13}
E Etanolni 10,60 0,52 9,78 £0,36 14,56 +/ 9,17 £2,35 7,20+ 0,66 6,64 +0,22
g Voda 12,49+ 1,12 34,73+£0,10 18,60+0,39 29,74+0,37 26,84+1,81 4,76+0,29
é 70 % EtOH | 16,73 £0,57 32,16+0,23 18,72+1,08 22,76+0,19 2567+1,66 5,93+0,38

Legenda: etanol (EtOH), /: ni stadardne napake, ker smo imeli le eno meritev.



Priloga B: Povprecne vrednosti bakterijskih con inhibicije, podanih v mm s standardno napako (SN; N = 2), v odvisnosti od vrste uporabljenega
izvlecka in eteri¢nega olja. Kot kontrola je bil uporabljen 70 % etanol, ki rasti bakterij ni inhibiral. / -ni standardne napake, ker smo imeli le eno
meritev in zato standardne napake ni bilo mogoce izracunati.

Vrsta Staph. Strep. Strep. Strep.
izvlecka B. subtilis Paenibacillus MRSP MRSA saprophyticus agalactiae pyogenes canis
EO listov 1,58 £/ 3,42 4/ 1,88 £/ 1,65+/ 0,00 +/ 1,26 +/ 6,15+/ -

ot

’§ Vodni 0,00 +/ 1,63 +/ 1,72+ 0,04 0,88 +£0,32 0,90 £+ 0,40 0,00 +/ 1,71 +/ 1,71 +/

=

E Acetonski 0,00 +/ 1,50 +/ 1,18+0,24 1,01 £0,11 0,25+0,10 0,00 +/ 1,40 +/ 2,16 £/

=

"3‘ Metanolni 0,00 £/ 1,76 £/ 1,68 +0,12 0,89 +0,01 0,85 +0,10 0,00 +/ 1,43 +/ 2,61 +/
Etanolni 0,00 +/ 2,11+/ 1,59+034 1,29+0,1 1,15+0,10 0,81 +/ 2,28 +/ 2,94 £/

ot

>§ Vodni 0,40 +£0,10 0,67+0,05 225+0,10 1,69+0,02 1,34 £ 0,02 1,26 £0,15 1,99+0,17 -

=

N

E Acetonski 0,89 + 0,20 1,99+0,06 3,82+0,16 3,32+0,51 2,55+0,45 2,32 +0,28 3,57+0,10 -

2

'g Metanolni 1,65 £ 0,20 2,01+0,14 4,17+£0,15 3,70+£0,39 3,15+0,11 2,62 +0,15 3,61+0,23 -

1

S

% | Etanolni 1,89 +£0,18 2,34+0,07 4,57+£0,00 4,39+0,25 3,48 £0,25 3,41+£0,14 4,24 +0,20 -

Kon. | 70 % EtOH 0,00 +/ 0,00 +/ 0,00 +/ 0,00 +/ 0,00 +/ 0,00 +/ 0,00 &/ 0,00 +/

Legenda: Eteri¢no olje (EO), etanol (EtOH), /: ni stadardne napake, ker smo imeli le eno meritev, -: ni meritve.



Priloga C: Plesni vrste Alternaria alternata ob tretmaju z razliénimi listnimi izvlecki japonskega dresnika.
Oznake: A —vodna kontrola, B — vodni izvleéek, C — acetonski izvlecek, D — kontrola 70 % etanol, E — etanolni
izvlecek, F — metanolni izvlecek.

Priloga D: Plesni vrste Alternaria alternata ob tretmaju z razlicnimi koreninskimi izvlecki japonskega dresnika.
Oznake: A —vodna kontrola, B — vodni izvleéek, C — acetonski izvlecek, D — kontrola 70 % etanol, E — etanolni
izvleéek, F — metanolni izvleéek.



Priloga E: Plesni vrste Alternaria infectoria ob tretmaju z razli¢nimi listnimi izvlecki japonskega dresnika.
Oznake: A —vodna kontrola, B — vodni izvleéek, C — acetonski izvlecek, D — kontrola 70 % etanol, E — etanolni
izvleéek, F — metanolni izvleéek.

Priloga F: Plesni vrste Alternaria alternata ob tretmaju z razlicnimi koreninskimi izvlecki japonskega dresnika.
Oznake: A — vodna kontrola, B — vodni izvlecek, C — acetonski izvlecek, D- kontrola 70 % etanol, E — etanolni
izvlecek, F — metanolni izvlecek.



. E .
Priloga G: Plesni vrste Aspergillus flavus ob tretmaju z razli¢nimi listnimi izvlecki japonskega dresnika. Oznake:

A —vodna kontrola, B — vodni izvle¢ek, C — acetonski izvlecek, D — kontrola 70% etanol, E — etanolni izvleéek, F
— metanolni izvlecek.

E H I

Prlloga H: Plesnl vrste Aspergillus flavus ob tretmaju z razli¢nimi koreninskimi izvlecki japonskega dresnika.
Oznake: A —vodna kontrola, B — vodni izvleéek, C — acetonski izvlecek, D — kontrola 70% etanol, E — etanolni
izvlecek, F — metanolni izvlecek.



QX
QOO

Priloga I: Plesni vrste Fusarium poae ob tretmaju z razliénimi listnimi izvlecki japonskega dresnika. Oznake: A
—vodna kontrola, B — vodni izvleéek, C — acetonski izvlecek, D — kontrola 70% etanol, E — etanolni izvlecek, F —
metanolni izvlecek.

Priloga J: Plesni vrste Fusarium poae ob tretmaju z razli¢nimi koreninskimi izvlecki japonskega dresnika.
Oznake: A —vodna kontrola, B — vodni izvleéek, C — acetonski izvlecek, D — kontrola 70 % etanol, E — etanolni
izvleéek, F — metanolni izvleéek.



Oznake: A —vodna kontrola, B — vodni izvleéek, C — acetonski izvlecek, D — kontrola 70 % etanol, E — etanolni
izvlecek, F — metanolni izvlecek.

Priloga L: Plesni vrste Epicoccum nigrum ob tretmaju z razliénimi koreninskimi izvlecki japonskega dresnika.
Oznake: A —vodna kontrola, B — vodni izvleéek, C — acetonski izvlecek, D — kontrola 70% etanol, E — etanolni
izvlecek, F — metanolni izvlecek.



Priloga M: Plesni vrste Penicillium palitans ob tretmaju z razli¢nimi listnimi izvlecki japonskega dresnika.
Oznake: A —vodna kontrola, B — vodni izvleéek, C — acetonski izvlecek, D — kontrola 70 % etanol, E — etanolni
izvlecek, F — metanolni izvlecek.

Priloga N: Plesni vrste Penicillium palitans ob tretmaju z razli¢nimi koreninski izvlecki japonskega dresnika.
Oznake: A —vodna kontrola, B — vodni izvleéek, C — acetonski izvle¢ek, D — kontrola 70 % etanol, E — etanolni
izvlecek, F — metanolni izvlecek.



