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Morske spuzve so izjemno bogat vir razli¢nih spojin, ki kazejo vrsto zanimivih
bioloskih ucinkov in so potencialno uporabne v razli¢nih medicinskih in industrijskih
panogah. Zaradi majhnega Stevila raziskav na podroc¢ju antarkti¢nih morskih spuzev
smo se odlocili preuciti protibakterijske lastnosti izvleCkov iz antarkticnih spuzev
proti klinicno pomembnim izolatom, komenzalnim bakterijam in laboratorijskim
sevom, z metodo difuzijskega antibiograma. Protibakterijske lastnosti smo opazili pri
25 od skupno 33 testiranih izvleckov, protibakterijska aktivnost pa je bila bolj opazna
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Marine sponges are an extremely rich source of various compounds that show a
number of interesting biological effects and are potentially useful in a variety of
medical and industrial domains. Due to the small number of studies on Antarctic
marine sponges, we decided to examine the antibacterial properties of extracts from
Antarctic sponges against clinically significant isolates, commensal bacteria and
laboratory strains, using the diffusion antibiogram method. Antibacterial properties
were observed in 25 out of 33 extracts, and the antibacterial activity was more
apparent in Gram-positive bacteria. Extracts from sponges Latrunculia cf.
lendenfeldi and Hemigelius bidens showed a strong antibacterial efficiency, which
affected the majority of the tested bacteria, including resistant, clinically significant
isolates.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Ara-A 1-B-D-arabinofuranozil adenin

Ara-C 1-B-D-arabinofuranozil citozin

DNA Deoksiribonukleinska kislina

ESBL B-laktamaze razSirjenega spektra

FDA ameriSki vladni urad za zdravila in prehrano (ang. Food and Drug

Administration)

HIV Humani imunodeficitni virus

IP3 Inozitol trifosfat

MIK Minimalna inhibitorna koncentracija

MRSA Proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus

MRSP Proti meticilinu odporen Staphylococcus pseudintermedius
NDM-1 New Delhi metalo-p-laktamaza
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tRNA Prenasalna RNA
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1 UuUvOD

Svet se soofa z vedno pogostejSim pojavljanjem na antibioti¢na sredstva odpornih
bakterijskih sevov, zato je iskanje novih protimikrobnih spojin dobrodosel vir novih
nacinov obrambe. Spojine s protibakterijskimi u¢inkovinami so izolirali iz rastlin, gliv in
bakterij, vendar je v ve¢ni bitki s pojavljajoco se neobcutljivostjo na ta sredstva ¢lovek v
iskanju novih antibiotikov preSel tudi pod morsko gladino. Tako so do leta 2002 iz morskih
organizmov izolirali okrog 10.000 biolosko aktivnih spojin. Med najbolj raziskanimi
skupinami so bili morski mikroorganizmi, ozigalkarji (Cnidaria), rebrac¢e (Ctenophora) in
spuzve (Porifera), iz katerih so izolirali kar 37 % do zdaj znanih biolosko aktivnih spojin.

Morske spuzve so izjemno bogat vir razli¢nih spojin, ki kazejo vrsto zanimivih bioloskih
ucinkov (citotoksiCnost, protibakterijsko, protivirusno in imunomodulatorno aktivnost,
inhibicijo razlicnih encimov, hemaglutinacijo, protivegetativne ucinke...). Spuzve
uporabljajo te snovi kot kemijsko zas¢ito pred plenilci, za preprecevanje naseljevanja
drugih organizmov na njihovo povrSino, ali za teritorialno kompeticijo. Nekatere od teh
snovi lahko najdejo tudi potencialno uporabnost v razlicnih medicinskih (Faulkner, 2000)
in industrijskih panogah (Fusetani, 2004).

Na protibakterijske lastnosti izolatov iz antarkti¢nih spuzev smo se osredotoCili zaradi
majhnega Stevila raziskav protibakterijskih aktivnosti spojin iz polarnih spuzev in na
temelju predhodnih raziskav protibakterijskih lastnosti istih izvleCkov na morske bakterije
in tiste iz ledenikov. Protibakterijsko ucinkovitost smo preverjali z metodo difuzijskega
antibiograma, pri katerem smo uporabili kliniéno pomembne izolate, komenzalne bakterije
in laboratorijske seve.

1.1 NAMEN DELA

Cilj eksperimentalnega dela bo testirati protibakterijsko aktivnost etanolnih izvleckov
izbranih liofiliziranih antarkti¢nih morskih spuzev. Glede na to, da je vecina spuzev Ze
sistematsko doloc¢enih, bomo pridobljene rezultate lazje primerjali z Ze objavljenimi
podatki s podro¢ja kemije naravnih substanc iz morskih spuzev. V primeru, da se bo v
dolocenih ekstraktih pokazala u¢inkovita in Se neopisana vrsta bioloske aktivnosti, bomo v
prihodnosti iz njih poskusali izolirati ¢isto aktivno ucinkovino.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE
Ob zacetku eksperimentalnega dela smo postavili naslednje hipoteze:

- Ekstrakti delujejo protibakterijsko na komenzalne, laboratorijske in medicinsko
pomembne seve bakterij.

- Protibakterijska uc¢inkovitost ekstraktov se razlikuje med po Gramu pozitivnimi in
po Gramu negativnimi bakterijami.

- Pri¢akujemo da bomo protibakterijsko aktivnost izvleCkov opazili pri istih rodovih
spuzev, ki se pojavljajo v polarnih, tropskih in zmernih obmoc¢jih.
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- Protimikrobna aktivnost ekstraktov iz antarkticnih vrst spuzev ima predvsem
ekoloski pomen.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 ANTIBIOTIKI
2.1.1 Kaj so antibiotiki

Izraz antibiotik, zdravilo, ki uniCuje ali zavira rast mikroorganizmov, je v sodobnem
pomenu besede prvi uporabil Selman A. Waksman leta 1942 in ga definiral kot "zaviralec
rasti ali metabolne aktivnosti bakterij in drugih mikroorganizmov preko kemijskih spojin
mikrobnega izvora". Izraz izhaja iz besede antibioza, s katerim je Paul Vuillemin opredelil
odnos med zivimi bitji, kjer eno Zivo bitje za svoje prezivetje ubije drugo (Waksman,
1947). Antibiotiki so torej naravne snovi, Ki ovirajo razmnoZevanje bakterij in so proizvod
zivih celic, navadno drugih bakterij in gliv. Poznamo pa tudi protimikrobne
kemoterapevtike, ki so sinteti¢ne oziroma umetne ucéinkovine, pridobljene s pomocjo
sinteze ali kemijske modifikacije naravne uc¢inkovine (Madigan in Martinko, 2006). Pomen
besede antibiotik se je v zadnjem cCasu razsiril in obsega tako naravne kakor umetne
spojine.

2.1.2 Zgodovina odkrivanja antibiotikov

Zacetki uporabe antimikrobnih kemoterapevtikov segajo v zaCetek 20. stoletja. Temelje sta
postavila Koch in Pasteur s teorijo mikrobnega nastanka bolezni, pripomogli pa so tudi
histologi, ki so dokazali, da je mogoce tkiva in patogene selektivno obarvati. To spoznanje
pa je omogocilo Paulu Ehrlichu, da je postavil koncept kemoterapije, ki selektivno unicuje
patogene. Za osnovo je uporabil uc¢inkovino proti spalni bolezni z imenom atoksil, ki pa je
imela hude stranske ucinke. S kemijsko modifikacijo je naposled prisel do organo-arzenske
izvedenke osnovne ucinkovine s selektivno toksicnostjo za patogene, analoga 606, kasneje
imenovanega Salvarsan, Ki je bil zelo uéinkovit pri zdravljenju sifilisa. Od odkritja v letu
1909 do klini¢ne uporabe je minilo zgolj eno leto (White, 2012).

Leta 1932 so pod okriljem oddelka Bayer razvili u¢inkovino KI-730 oziroma Prontozil,
predhodnika sulfonamidov. Kljub neuc¢inkovitosti in vitro so ga testirali tudi in vivo, kjer se
je izkazal za zelo ucinkovitega. Uradno so ga oznanili leta 1935, kar je povzrocilo iskanje
njegovih analogov in zelo povecalo Stevilo sulfonamidov, ki so bili u¢inkoviti tako in vivo
kot in vitro (White, 2012).

Prvi naravni antibiotik, ki ga je odkril ¢lovek, je bil penicilin, proizvod plesni Penicillium
rubens (Houbraken in sod., 2011). Naklju¢no ga je leta 1929 odkril britanski znanstvenik
Alexander Fleming, ko je med pregledovanjem petrijevin plos¢ z bakterijo rodu
Staphylococcus opazil, da je nekaj plo$¢ kontaminiranih s plesnijo. Pri podrobnem ogledu
je opazil, da so kolonije streptokokov v bliZini plesni spremenile morfologijo ter lizirale
(Fleming, 1929). Penicilin je bil zaradi tezavne proizvodnje na voljo za uporabo v medicini
Sele leta 1942, 1945 pa se je zaCela mnozi¢na proizvodnja penicilina, prav tako pa so
dolocili njegovo strukturo.
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Leta 1939 Rene Dubos z namernim iskanjem protimikrobnih snovi pri zemeljskih
mikrobih odkrije tirotricin, za katerega se je izkazalo, da je v bistvu meSanica dveh snovi,
tirocidina in gramicidina. Obe spojini sta za sploSno uporabo prevec¢ toksi¢ni, gramicidin
pa se uporablja za topi¢no zdravljenje povrsinskih okuzb.

Pomembno delo pri odkrivanju novih antibiotikov je prispeval tudi Selman Waksman, ki je
s sistematicnim pregledom bakterij, gliv in aktinomicet v prsti dokazal, da so slednje
najboljSe proizvajalke antimikrobnih snovi. Odkril je tudi aktinomicin in streptotricin, ki
sta prav tako prevec toksi¢na za klini¢no uporabo.

Leta 1943 je Albert Schatz v Waksmanovem laboratoriju odkril streptomicin, ki se je
izkazal za zelo ucinkovitega proti po Gramu negativnim bakterijam in Mycobacterium
tuberculosis. Prva zdravljenja so z njim opravili tri leta kasneje, zal pa se je streptomicin
izkazal za ototoksi¢nega.

Klortetraciklin so odkrili leta 1945. Proizvaja ga Streptomyces aureofaciens. Odkrili so ga,
ko so iskali varnejSo alternativo streptomicinu za zdravljenje tuberkuloze, a se je izkazal za
neucinkovitega. Kmalu so odkrili Se druge tetracikline, kot je oksitetraciklin, ki pa jih
proizvajajo druge vrste streptomicet. Streptomicete so se tako izkazale za najboljSe
producentke protimikrobnih snovi.

Kloramfenikol so odkrili pri vrsti Streptomyces venezuela leta 1947 in je bil prvi antibiotik
Sirokega spektra za oralno ali sistemsko rabo. Prve klini¢ne teste so opravili do leta 1947,
dve leti kasneje pa so zaceli z masovno proizvodnjo s kemijsko sintezo.

Temu je sledila skupina neomicinov, ki jih je leta 1949 odkril Waksman, vendar je v
klini¢no uporabo priSel le neomicin B, ki so ga zaradi sistemske toksiSnosti uporabljali le
topicno.

Kanamicin, ki spada v skupino aminoglikozidov, je odkril Hamao Umezawa leta 1957.
Gentamicin, ime za zapleteno meSanico najmanj petih aktivnih komponent, je bil odkrit
nekaj let kasneje med pregledovanjem Stevilnih  kultur aktinomicet iz rodu
Micromonospora.

Eritromicin je leta 1952, kot edino snov z zadostno protimikrobno aktivnostjo odkril James
McGuire s sodelavci v aktinobakteriji Streptomyces erythreus, ki so jo izolirali iz vzorca
prsti. Stiri leta kasneje so dologili tudi njegovo strukturo. Uporaben je bil predvsem v boju
s proti penicilinu rezistentnimi stafilokoki in je bil klju¢en pri razvoju novejSih generacij
antibiotikov kot so azalidi in ketolidi.

Linkomicin spada v druzino linkozamidov, proizvaja ga S. lincolnensis, odkrili pa so ga pri
podjetju Upjohn (Pfizer) leta 1962, kmalu pa so s kemijsko sintezo razvili bolj ucinkovite
analoge, kot je na primer klindamicin.

Vankomicin so osamili iz fermentacijske tekoc¢ine vrste Amycolatopsis orientalis leta 1956.
Uporaben je bil predvsem zaradi u¢inka na po Gramu pozitivne bakterije, baktericidnosti,
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delovanja proti penicilin-, streptomicin- in eritromicin-rezistentnim stafilokokom ter zaradi
majhne moznosti razvoja odpornosti. Z razvojem meticilina leta 1960 se je uporaba
vankomicina zelo zmanjSala, zopet pa se je povecala s pojavom proti meticilinu rezistentne
bakterije Staphylococcus aureus v 70. letih 20. stoletja.

Rifamicin je kot kompleks podobnih antibiotikov odkril Piero Sensi leta 1959 v vrsti
Amycopolis mediterranei. Prva dolo¢ena strukturna komponenta kompleksa je bil rifamicin
B, ki je sicer neaktiven, vendar ob razgradnji preko rifamicina O nastane rifamicin S, ki
ima mocno protibakterijsko aktivnost. Rifamicin S je bil tudi prekurzor za sintezo
rifampicina, ki je pomemben pri zdravljenju tuberkuloze.

Novobiocin je leta 1955 skoraj hkrati odkrilo ve¢ razli¢nih skupin. Gre za aktivno snov, ki
Jo proizvaja Streptomyces spheroides.

Spektinomicin je bil prvi¢ izoliran leta 1961 iz vrste Streptomyces spectabilis, spada med
aminociklitole in se uporablja za zdravljenje lazjih primerov gonoreje.

Lipopeptidne snove z antibioticnim uc¢inkom so odkrili leta 1987 v wvrsti Streptomyces
roseosporus. MeSanico lipopeptidov so inkubirali s kulturo Actinoplanes utahensis, ki je
postopoma odcepila acilne repe molekule, dokler ni ostal le skupni jedrni peptid, ki je bil
kljucen za kemijsko sintezo analognih snovi z dodajanjem razli¢nih stranskih verig. Na trg
pa je prisel Sele leta 2003 pod imenom Daptomicin.

Streptogramini, ki jih proizvajajo aktinomicete, so posebni zaradi sinergisticnega ucinka,
ki ga imajo strukturno razlicne molekule posameznih ucinkovin ena na drugo. Prvi
predstavnik, pristinamicin, je bil odkrit v petdesetih letih 19. stoletja, opisan pa Sele 1968.
Zaradi slabe topnosti ni primeren za paraenteralno uporabo, zato je po polsintetski poti
sledil razvoj analogov komponent pristinamicina, kot sta dalfopristin in kuinupristin.

Giuseppe Bontzu je leta 1945 iz morske vode izoliral glivo Cephalosporium acremonium,
ki je kazala protibakterijski ucinek Sirokega spektra. Tri leta kasneje je objavil uspesSne
raziskave z grobim izvleCkom te glive, ker pa ni bilo sredstev za dolocitev aktivne spojine,
je delo prevzela oksfordska univerza. Cephalosporium acremonium proizvaja vec
ucinkovin, med prvimi izoliranimi je bil tako cefalosporin P, nato cefalosporin N, ki so ga
preimenovali v penicilin N, ko je bila dolo¢ena njegova struktura. Cefalosporin C so prvic¢
odkrili pri Studiji razgradnje penicilina N kot necisto¢o, imel je Sibko protibakterijsko
delovanje, po strukturi je soroden penicilinom vendar bolj odporen na p—laktamaze. Postal
je osnova za polsintetsko proizvodnjo cefalosporinov.

Fucidinsko kislino so po naklju¢ju odkrili v Leo Pharmaceuticals pri iskanju 6-
aminopenicilanske kisline. Gliva Fusarium coccineum se je izkazala za ucinkovito proti
stafilokokom, rahlo kisla u¢inkovina pa ima nenavadno, steroidom podobno strukturo.

Bacitracin so odkrili leta 1945 pri bakterijskih izolatih iz zagnojenih ran. Proizvaja ga sev
Bacillus licheniformis. Ucinkuje le na po Gramu pozitivne bakterije, zaradi
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nefrotoksi¢nosti pa je omejen na topikalno ter intramuskularno uporabo pri hudih
stafilokoknih okuzbah.

Polimiksini A do E so sorodna skupina protimikrobnih u¢inkovin, ki jih proizvaja Bacillus
polymyxa. Prvi¢ so jih odkrili leta 1947 pri iskanju antibiotikov ki u¢inkujejo samo na po
Gramu negativne bakterije. Zaradi kemijske narave polimiksinov — cikli¢éna peptidna
struktura z lipofilnim repom - se ti selektivno veZzejo na lipopolisaharid v zunanji
membrani po Gramu negativnih bakterij, hidrofobni repi molekule pa poskodujejo celi¢no
membrano.

p-amino salicilno kislino so prvi¢ sintetizirali leta 1943 z namenom zdravljenja
tuberkuloze. Izkazala se je za izjemno uspesno alternativo streptomicinu.

Izoniazid so prvi¢ sintetizirali leta 1912 vendar so njegovo ucinkovitost proti bakteriji
Mycobacterium tuberculosis odkrili Sele leta 1951 s proucevanjem predhodnih del
izumitelja prontozila — Dogmark-a. Izoniazid je zelo ucinkovit, brez hujSih stranskih
uc¢inkov in lahko ga je sintetizirati.

Pirazinamid je odkril Kushner leta 1952 pri sintezi analogov nikotinamida z namenom
zdravljenja tuberkuloze. Pirazinamid se v M. tubeculosis pretvori v pirazinojsko Kislino, ki
inhibira biosintezo mascobnih kislin.

Etambutol so odkrili leta 1961 v Lederle Laboratories kot produkt raziskav analogov
nikotinamida.

Nitrofurane so mnozi¢no sintetizirali v Stiridesetih letih, v petdesetih letih prejSnjega
stoletja pa so prvi¢ uporabili nitrofurantoin. Nitrofurantoin se je uporabljal za zdravljenje
okuzbe secil, saj je prekurzor za aktivno snov, Ssaj bakterijski encimi reducirajo nitro
skupino, reducirana spojina pa nato inhibira ali spremeni bakterijske ribosomske proteine
in druge makromolekule, ki so potrebne za sintezo proteinov, RNA in DNA, celi¢ne stene
in sinteze ATP.

Metronidazol je analog, ki je nastal na podlagi odkritja azomicina. Ta je bil po strukturi
podoben aminitrozolu, s ¢imer so zdravili trithomoniazo. Pomemben je za zdravljenje
okuzb s trihomonasom, ugotovili pa so tudi, da zdravi ulcerativni gingivitis, predvsem pa
deluje na anaerobne bakterije kot je Bacteroides fragilis.

Nalidiksi¢no kislino so odkrili leta 1946 kot stranski produkt kemijske sinteze klorokina,
njene protimikrobne lastnosti pa so odkrili kasneje, ko je bila ucinkovina vkljuena v
pregled protimikrobnih lastnosti proti kokcidiozi, uradno odkrita pa je bila Sele leta 1962.
Ucinkovita je proti po Gramu negativnim bakterijam.

Flumekin so odkrili z nadaljevanjem raziskav na kinolonih (nalidiksi¢na kislina) leta 1977
in predstavlja prvi fluorokinolon. V nasprotju z nalidiksi¢no kislino u¢inkuje nekoliko tudi
proti po Gramu pozitivnim bakterijam. Ucinkovitost so s kemijskimi manipulacijami Se
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povecali, zmanjSali frekvenco rezistence in izboljsali farmakokinetiko. Tako je nastalo vec
generacij Siroko spektralnih antibiotikov za oralno in paraenteralno rabo.

Linezolid predstavlja nov razred sinteti¢nih antibiotikov in ima svoj izvor v 70. letih.
Izmed skupine oksazolidinonov je kazal u¢inkovito aktivnost in vitro, kar pa se je kasneje
izkazalo za neutemeljeno. Testiranje in vivo je potrdilo protimikrobno uc¢inkovitost, odkrili
pa so tudi odsotnost naravne odpornosti na oksazolidinone. Nadaljnje delo je vodilo k
odkritju analogov, ki so bili in vitro in in vivo ucinkoviti proti stafilokokom in MRSA,
streptokokom in Bacteroides fragilis. Zaradi ugotovljene hepatotoksi¢nosti je bil potreben
razvoj izboljSanih oksazolidinonov, ki so bili za klini¢no testiranje na voljo leta 1995, 2002
pa je bil linezolid odobren za klini¢no rabo pri ljudeh (White, 2012).

2.1.3 Razvrstitev in nacin delovanja antibiotikov

Antibiotike lahko glede na kemic¢no strukturo razvrstimo v 19 razli¢nih skupin. To so -
laktamski antibiotiki, aminoglikozidi, tetraciklini, kinoloni, linkozamidi, derivati azolov,
nitroamidazoli, glikopeptidni antibiotiki, makrolidi, polieni, glicilciklini, ehinokandini,
streptogramidi, oksazolidinoni, ketolidi, lipopeptidi, epoksidi, polimiksini in anzamicini
(Frank in Taconelli, 2012). Vendar pa naravne antibiotike v pravem pomenu besede, torej
snovi, ki jih proizvajajo bakterije in glive, razdelimo le v 9 razli¢nih skupin: B-laktamski
antibiotiki, tetraciklini, aminoglikozidi, rifamicini, makrolidi, glikopeptidni in
glikolipopeptidni antibiotiki, lipopeptidni antibiotiki, streptogramini in fenikoli (Kohanski
in sod., 2010). Glede na delovanje jih razvrstimo na baktericidne in bakteriostaticne, glede
na mehanizme delovanja pa na take ki preprecujejo sintezo celi¢ne stene, inhibirajo ali
drugace modulirajo delovanje znotrajceli¢nih beljakovin ali nukleinskih kislin, inhibirajo
metabolne poti ali ovirajo dejavnosti citoplazemske membrane.

2.1.3.1 p-laktamski antibiotiki

B-laktamski antibiotiki inhibirajo sintezo bakterijske celicne stene tako, da se vezejo na
encime, ki so klju¢ni za sintezo peptidoglikanskega sloja celi¢ne stene, zato tovrstne
encime imenujemo tudi penicilin vezavni proteini. Inhibicija encimov nastopi zaradi
strukturne podobnosti B-laktamov s terminalnim delom peptidoglikana, acil D-alanil-D-
alaninom. Pomembna reakcija, ki jo posredujejo ti encimi je navzkrizno povezovanje
peptidoglikana, zaradi Cesar je bakterijska celi¢na stena toga. -laktami tako nepovratno
inhibirajo encim, preprecijo navzkrizno povezovanje peptidoglikana in sintezo bakterijske
celi¢ne stene. Njihovo delovanje je baktericidno (Kotra in Mobashery, 1998).

2.1.3.2 Tetraciklini

Tetraciklini inhibirajo sintezo bakterijskih beljakovin z vezavo na 30S podenoto
bakterijskih ribosomov. Tako preprecijo povezavo aminoacil tRNA z bakterijskim
ribosomom. Vezava tetraciklinov na 30S podenoto bakterijskega ribosoma je reverzibilna,
zato je njihovo delovanje bakteriostati¢no (Chopra in Roberts, 2001).
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2.1.3.3 Aminoglikozidi

Ireverzibilno se vezejo na filogenetsko mocno ohranjeno mesto A na 16S ribosomski
RNA, ki je komponenta 30S podenote bakterijskega ribosoma. Interakcije
aminoglikozidov s 16S RNA inducirajo spremembe v komformaciji kompleksa kodona
mRNA s sorodno aminoacil tRNA na ribosomu, zato pride do vgraditve napacne
aminokisline in posledi¢no nefunkcionalnega proteina. Ucinkujejo lahko baktericidno ali
bakteriostati¢no (Armstrong in sod., 2012).

2.1.3.4 Rifamicini

Rifamicini preprecijo od DNA odvisno prepisovanje in s tem nastanek RNA tako, da se
med prepisovanjem vezejo na podenoto f RNA polimeraze, vendar le toliko casa dokler
nista dodana dva nukleotida. Njihov ucinek je baktericiden (Kohanski in sod., 2010).

2.1.3.5 Makrolidi

Vezejo se na 23S rRNA ribosomske podenote 50S in zaprejo izhodni kanal za peptide, ki
ga tvori kompleks ribosomov, s ¢imer spodbudijo locitev peptidil tRNA od ribosoma med
translacijo. Poleg tega ucinka pa makrolidi preprecijo tudi sestavljanje prekurzorjev za 50S
podenoto, ki se nato nukleoliticno uni¢ijo (Kohanski in sod., 2010; Xu in sod., 2012)
Njihovo delovanje je baktericidno in bakteriostati¢no.

2.1.3.6 Glikopeptidni in glikolipopeptidni antibiotiki
V to skupino spadata vankomicin in teikoplanin, njuno delovanje pa je baktericidno.

Vankomicin se substratno specificno veze na karboksi-terminalni del acil-D-alanil-D-
alaninskega ostanka pentapeptidne molekule lipida II in steri¢no ovira transglikozilazo pri
dodajanju disaharidno pentapeptidnega monomera v nastajajoci peptidoglikanski sloj
(Kohanski in sod., 2010). Polsinteti¢ni derivati vankomicina pa vplivajo tudi na integriteto
in polarnost membrane, nastanejo pa lahko tudi spremembe v ulrastrukturi, ki se odraZajo
kot nenormalen, asimetri¢en zacetek delitve, spremenjena oblika in debelina septumov.
(Arhin in sod., 2012).

2.1.3.7 Lipopeptidi

Lipopeptidi se z acilnimi repi veZejo na celino membrano v odvisnosti od Ca®*, kijer
dimerizirajo in tvorijo pore, zaradi Cesar pride do depolarizacije membrane in uhajanja
kalijevih ionov, posledica je liza celice. Delujejo na po Gramu pozitivne vrste, njihov
ucinek je baktericiden. Lipopeptidi se z acilnimi repi vezejo na celicno membrano v
odvisnosti od Ca®*" kjer dimerizirajo in tvorijo pore, zaradi Gesar pride do depolarizacije
membrane in uhajanja kalijevih ionov (Steenbergen in sod., 2005; White, 2012)
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Gramicidin, ki ga sicer uvrS§¢amo med peptidne antibiotike, ima podoben nacin
protibakterijskega delovanja (Hartmann in sod., 2010)

2.1.3.8 Streptogramini

Streptogramine delimo na dve skupini, A in B. Ucinek posamezne skupine je
bakteriostaticen, ¢e pa jih uporabimo skupaj, pride so sinergisticnih u¢inkov med tema
dvema molekulama in delujeta baktericidno.

Streptogramin A z vezavo na peptidil transferazno domeno 50S podenote bakterijskega
ribosoma prepre¢i zgodnje podaljSevanje peptidne verige in povzroci strukturno
spremembo, kar omogoCi mocnejSo vezavo streptomicina B in nastanek zelo stabilnega
kompleksa. Streptogramin B prepreci podaljSevanje peptidne verige in sprosti nedokoncan
peptid z ribosomskega kompleksa (Vannuffel in Cocito, 1996).

2.1.3.9 Fenikoli

Znacilen predstavnik je kloramfenikol. Imajo bakteriostati¢no delovanje. Vrstno specificno
pa so lahko baktericidni, na primer za vrste Streptococcus pneumoniae in Neisseria
meningitidis (Kohanski in sod., 2010) Delujejo na principu prepreCevanja sinteze
bakterijskih proteinov, tako da se vezejo na 23S rRNA, s ¢imer preprecijo nastanek
peptidnih vezi in podaljSevanje verige z inhibicijo peptidil transferazne aktivnosti na
ribosomski podenoti 50S.

2.1.4 Odpornost na antibiotike
2.1.4.1 Mehanizmi odpornosti na antibiotike

Skupaj z odkritjem in obsezno uporabo antibiotikov na razli¢nih podroc¢jih ¢lovekovega
delovanja, so se zaceli pojavljati tudi na antibiotike neobcutljivi mikroorganizmi.
Neobcutljivost na antibiotike je lahko posledica inaktivacije ali spremembe antibiotika,
spremembe metabolne poti, tarCnega mesta antibiotika ali zmanjSanega vnosa antibiotika
(Hawkey, 2000).

Poznamo dva nacina nastanka odpornosti proti antibiotikom. To so mutacije, ki so lahko
spontane ali inducirane, ter prevzem genov rezistence preko transdukcije, transformacije
ali konjugacije s horizontalnim genskim prenosom, bakterije pa so proti antibiotikom lahko
tudi naravno odporne zaradi specifi¢ne zgradbe in fiziologije. Pri horizontalnem Sirjenju
odpornosti je pomemben zlasti R-plazmid, ki nosi gene za neobcutljivost na antibiotike
(Madigan in Martinko, 2006; Tenover, 2006).

2.1.4.2 Odpornost na antibiotike pri oportunisti¢nih in patogenih bakterijah

Bakterije lahko pod selektivnim pritiskom zaradi uporabe antibiotikov v medicini,
zivinoreji in drugih podrocjih clovekovega delovanja, postanejo nanje neobcutljive
oziroma odporne. Tako se je neobcutljivost na penicilin zaradi prisotnosti penicilaze pri
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Staphylococcus aureus pojavila ze 1942, kmalu po zafetku njegove klini¢ne uporabe
(Bondi in Dietz, 1945; Deurenberg in sod., 2007), prve na meticilin neobcutljive vrste S.
aureus (MRSA - methicillin-resistant Staphylococcus aureus) pa so odkrili leta 1961 v
Veliki Britaniji, le slabo leto po odkritju meticilina. S. aureus z zmanj$ano obcutljivostjo
proti vankomicinu (VISA — vancomycin intermediate S. aureus) so prvi¢ odkrili leta 1997
na Japonskem (Saga in Yamaguchi, 2009), odtlej pa postopoma po vsem svetu. Poleg
vankomicina je bil proti MRSA in VISA ucinkovit tudi linezolid, vendar se je odpornost
nanj pojavila Ze leta 2001 (Tsiodras in sod., 2001), leto pred odobreno uporabo. Leta 2002
so prvi¢ izolirali sev S. aureus, ki je bil odporen proti vankomicinu (VRSA — vancomycin
resistant S. aureus) (Bozdogan in sod., 2003).

Na penicilin odporen sev Streptococcus pneumoniae so prvi¢ odkrli leta 1967 v Juzni
Afriki, deset let kasneje pa so odkrili tudi prvi multirezistentni sev, odporen na penicilin,
tetraciklin, eritromicin, klindamicin, trimetoprim-sulfametoksazol, in kloramfenikol
(Appelbaum, 1992).

V devetdesetih letih se pojavijo tudi na vankomicin odporni enterokoki (VRE -
vancomycin-resistant Enterococcus), ki so predvsem odgovorni za bolnisni¢ne okuzbe, ter
po Gramu negativni bacili z f—laktamazami razsirjenega spektra (ESBL). Ti bolni$ni¢ni
patogeni v razvitih drzavah predstavljajo glavni problem odpornosti na antibiotike
(Murray, 1997). Pojavila se je tudi neobcutljivost na makrolide pri bakteriji Streptococcus
pyogenes, vendar sevi za zdaj Se vedno ostajajo obcutljivi na penicilin (Albrich in sod.,
2004).

Bakterija Pseudomonas aeruginosa je intrinzicno neobcutljiva na veliko strukturno
nesorodnih antibiotikov (Mesaros in sod., 2007) zaradi nizke permeabilnosti zunanje
membrane (Livermore, 1984), nenehne ekspresije razlicnih efluksnih ¢rpalk s Siroko
substratno specificnostjo (Livermore, 2001) in naravno prisotne kromosomske AmpC f-
laktamaze (Nordmann in Guibert, 1998). Nekateri sevi so postali odporni tudi na kinolone,
trimetoprim, tetraciklin in kloramfenikol (Pechere in Kdéhler, 1999). P. aeruginosa pa
lahko nosi ve¢ zapisov za razliéne mehanizme neobcutljivosti na B-laktamske antibiotike
hkrati. Zapisi za p—laktamaze z razSirjenim spektrom se lahko nahajajo tudi na plazmidih
ali integronih (Strateva in Yordanov, 2009).

Clostridium difficile je bolni$ni¢ni patogen, ki povzro¢a diarejo. V ZDA je bil med letoma
1989 in 1992 zabelezen pojav seva, ki je bil neobcutljiv na klindamicin (Johnson in sod.,
1999), leta 2005 pa seva, neobcutljivega na fluorokinolone (Loo in sod., 2005). Izkazalo se
je, da se je sev C. difficile 027/BI/NAP1L prvi¢ pojavil Ze leta 2001 v Pensilvaniji. Iz njega
izhajata dve liniji, FQR1 in FQRZ2, ki sta bili odgovorni za epidemijo C. difficile v zadnjem
desetletju (He in sod., 2012).

Escherichia coli je po naravi neobcutljiva na antibiotike, ki delujejo na po Gramu pozitivne
bakterije. Ker pa je vsesplosno prisotna v okolju in predstavlja tudi del mikroflore
¢loveskega prebavnega trakta in drugih Zzivali, je pojav na antibiotike neobcutljivih sevov
nekaj pricakovanega. Najve¢ pozornosti je v zadnjem Casu delezen pandemiéni sekvenéni
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tip ST131, ki so ga prvi¢ odkrili leta 2008 (Nicolas-Chanoine in sod., 2008; Coque in sod.,
2008) in nosi zapis za B—laktamaze razsirjenega spektra CTX-M. Sekvencni tip ST131 je
poleg  B-laktamov  najpogosteje  neobcutljiv.  tudi na  fluorokinolone in
trimetoprim/sulfametoksazol, pojavlja pa se tudi odpornost na ciprofloksacin in
aminoglikozide (Rogers in sod., 2011).

Klebsiella pneumoniae je prav tako bolniSni¢ni patogen, ki prizadene predvsem ljudi z
oslabljenim imunskim sistemom. Leta 1983 so v Nemciji odkrili prvo P—laktamazo
razSirjenega spektra, ki se je lahko s horizontalnim prenosom Sirila na bakterijo E. coli in
Ki je bila sposobna inaktivirati cefalosporine Sirokega spektra (Knothe in sod., 1983).
Najnovejsa razliCica f—laktamaz pa so karbapenemaze, ki inaktivirajo karbapeneme, ki so
bili uporabni predvsem v boju proti bakterijam z B-laktamazo razSirjenega spektra.
NajpogostejSa karbapenemaza je KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), ki so jo
prvic izolirali leta 1996 v Severni Karolini (Yigit in sod., 2001). Leta 2009 so odkrili novo
razli¢ico karbapenemaz, to je NDM-1 (New Delhi metalo—p—laktamaza), ki so jo prvi¢
osamili iz Svedskega bolnika z Indijskim poreklom (Yong in sod., 2009), zdaj pa je
najpogostejSa karbapenemaza v Zdruzenem Kraljestvu (Kumarasamy in sod., 2010).

Med patogeni domacega okolja od Sestdesetih let prejSnjega stoletja poznamo odporne
bakterije iz rodu Shigella, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorhoeae in bakterije iz
rodu Moraxella. V domacem okolju je glaven problem odpornost na antibiotike pri
¢revesnih patogenih, v razvitih in razvijajocih se drzavah pa sta glavna problema odpornost
na antibiotike pri pnevmokokih in bakterijah iz rodu Mycobacteria (Murray, 1997).

2.1.4.3 Geni za neobcutljivost na antibiotike v okolju

Pojav rezistence na antibiotike pravzaprav ni ni¢ nenavadnega, saj so geni, ki nosijo zapis
za rezistenco na dolocen antibiotik, prisotni v naravnem okolju, kjer so nastali v evoluciji
in so posledica stalnega prilagajanja na dolo¢eno spreminjajoce se Zivljenjsko okolje.
TakSen primer so nespecificne efluksne Crpalke, ki poleg topil odstranjujejo tudi Stevilne
protimikrobne spojine (Kadavy in sod., 2000).

Neobcutljivost na antibiotike ni omejena zgolj na patogene mikroorganizme (Benveniste in
Davies, 1973; Cundliffe, 1989; Marshal in sod., 1998), temve¢ tudi na oportunisticne
patogene, kot je Pseudomonas aeruginosa in okoljske mikroorganizme, ki protimikrobne
snovi proizvajajo. Ti so namre¢ v vecini primerov celo bolj neobcutljivi, kot povzrocitelji
bolezni in predstavljajo pomemben rezervoar genov za neobcutljivost na antibiotike. V tem
pogledu so zlasti pomembne bakterije iz prsti. V raziskavi iz leta 2006, ki je vkljucevala
480 razli¢nih sevov in 21 razli¢ni antibiotikov, od starejSih do novejSih, so D’Costa in
sodelavei (2006) dokazali pojav odpornosti na vse antibiotike neodvisno od nacina
delovanja, vsi sevi pa so bili tudi veckrat odporni.

Geni za odpornost proti antibiotikom se lahko pojavijo tudi zaradi ¢loveskega vpliva. V
vzorcih kmetijske prsti iz pridelovalnih povrSin na Nizozemskem se je od leta 1940 do
2010 precej povecalo Stevilo genov za odpornost proti antibiotikom, od leta 1970 naprej
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zlasti proti tetraciklinu in p—laktamom, kar verjetno odraza spremembe v kmetijski praksi
in s tem povezano selekcijo odpornejSih mikroorganizmov z uporabo antibiotikov (Knapp
in sod., 2010). Odkrili so tudi gene, ki kodirajo CTX-M B-laktamaze Sirokega spektra, Se
preden so se ti geni postali medicinski problem (Canton in Coque, 2006), kar nakazuje, da
imajo geni za odpornost na antibiotike izvor v okoljski mikroorganizmih, kot je na primer
Kluyvera (Poirel in sod., 2002).

Geni za odpornost na antibiotike se torej pojavljajo v naravnem okolju zaradi selekcijskih
pritiskov bodisi zaradi naravnih razmer bodisi zaradi delovanja ¢loveka. Dober primer
pojavnosti teh genov v naravi je preizkus, s katerim so hoteli dokazati, da transgena koruza
z genom za P-laktamazo, blatemiis, Ne vpliva na pojavnost tega gena pri bakterijah v
okoliski prsti. P—laktamaze so bile prisotne dejansko v vsaki prsti, ne glede na to ali je v
njej 10 let rasla transgena koruza ali ne (Demaneche in sod., 2008). Veliko genov za
odpornost proti antibiotikom lahko najdemo tudi v vodnih okoljih (Baquero in sod., 2008;
Zhang in sod., 2009), zlasti v Cistilnih napravah in predstavljajo intrinzicno odpornost
normalne mikrobne populacije v vodnih okoljih, lahko pa so posledica antropogenih
dejavnikov, kot so izlivi iz kmetijskih povrSin ali uporaba antibiotikov v akvakulturah, kar
predstavlja precejSen problem in obremenjuje okolje z geni za odpornost na antibiotike in
patogeni kot sta Escherichia coli in Salmonella, kar vpliva na gibanje odpornosti v
mikrobni populaciji in medicini.

Gene za odpornost proti antibiotikom pa najdemo tudi v na videz nenavadnih okoljih, kot
so na primer sedimenti, katerih zadnji stik s povrsjem je bil pred priblizno tremi milijoni let
in ki lezijo globoko pod zemljo (Brown in Balkwill, 2009). Glede na okolis¢ine je skrajno
neverjetno, da bi bile te bakterije podvrzene ¢loveskim virom antibiotikov.

2.1.4.4 Neobcutljivost na antibiotike pri bakterijah zivali

Na antibiotike neobcutljive bakterije lahko najdemo tudi pri zivalih, na primer divjih
prasi¢ih (Poeta in sod., 2007; Literak in sod., 2009; Poeta in sod., 2009), glodavcih
(Gilliver in sod., 1999), pti¢ih (Chen in sod., 2010; Radhouani in sod., 2009; Poeta in sod.,
2008; Bonnedahl in sod., 2009), ribah (Verner-Jeffreys in sod., 2009) in ZuZelkah (Kadavy
in sod., 2000; Allen in sod., 2009). Bakterije so lahko del normalne komenzalne mikroflore
Zivali ali pa so jih Zivali pridobile zaradi izpostavljenosti ljudem, kar dokazano povisa
prevalenco na antibiotike neobcutljivih mikroorganizmov (Osterblad in sod., 2001).
Velikokrat pa vzrok za pojavnost sevov pri divjih zivalih na prvi pogled ni znan. Velik
vpliv pri Sirjenju elementov neobcutljivosti na antibiotike imajo tudi kmetijske prakse,
zlasti intenzivna zivinoreja, kjer se antibiotiki ve¢inoma uporabljajo zaradi ekonomicne
prireje mesa. Dokazana je povezava med uporabo antibiotikov in izolacijo odpornih
bakterij, kot je Escherichia coli z geni za B-laktamaze skupine CTX-M-1 in HLGR
Enterococcus faecalis pri prireji svinjine (Larsen in sod., 2010; Cortés in sod., 2010), E.
coli CTX-M-9, E. coli CMY-2 (Cortés in sod., 2010) ter Salmonella sp. z genom blapya-1
pri prireji perutnine (Rayamajhi in sod., 2010) in na ampicilin in tetraciklin neobcutljive E.
coli pri prireji govedine (Alexander in sod., 2010).
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2.1.5 Iskanje novih antibiotikov

Narascanje odpornosti na antibiotike in zahteve medicine po novih zdravilih sta spodbudili
iskanje novih antibiotikov. Nacin, s katerim iS§¢emo nove spojine z antibioticnim uc¢inkom
pa ni enak, kot je bil neko¢. Namesto iskanja novih producentov antibiotikov, prednjaci
predvsem pristop polsintezne modifikacije naravnih spojin, ki Ze znane molekule z
dokazanim antibiotiénim u¢inkom poskusa spremeniti, da bi dobili molekule z novimi
lastnostmi - bodisi bolj ucinkovite, manj toksi¢ne za bolnike bodisi manj dovzetne za
mehanizme odpornosti. S takim pristopom poskusajo izhodne molekule spremeniti tako, da
bi dobili molekule z novimi lastnostmi - bodisi bolj u¢inkovite, manj toksi¢ne za bolnike
bodisi manj dovzetne za mehanizme odpornosti. Ponoven pregled opuscenih naravnih
struktur se je izkazal za koristnega, ¢emur prica odkritje linezolida, daptomicina,
retapamulina in fidaksomicina. Zanemariti pa ne gre tudi sinteticnih spojin, ki z nekaj
modifikacije tudi predstavljajo pomemben vir novih antibiotikov.

Raziskave v sistemski biologiji so tudi pripomogle k razumevanju kompleksnega celi¢nega
okolja. Raziskave na "odvecnih genih" so pokazale, da te gene lahko inaktiviramo z
razli¢nimi spojinami — antibioti¢énimi adjuvansi — ali jih celo izbriSemo. Organizmi se na to
odzovejo s povecano ekspresijo esencialnih genov in postanejo precej bolj dovzetni za
antibiotike. S kombiniranjem bioaktivnih spojin lahko na ve¢ mestih vplivamo na celicne
procese in tako povec¢amo ucinkovitost. Priloznost za nove antibiotike pa predstavlja tudi
ciljanje produktov bakterijskih genov in fiziologije, ki so potrebni za okuzbo. Inhibitorji
virulence mikrobov so Ze nekaj ¢asa v uporabi, vendar bi jih lahko uporabili v kombinaciji
z antibioti¢nimi adjuvansi, za izboljSanje ucinka in povefanja nabora tar¢ antibiotikov
(Wright, 2012).

Novi Dbiolosko aktivni naravni produkti z izjemno strukturno raznolikostjo in
kompleksnostjo najdemo v skoraj vseh bioloskih virih, vklju¢no s kopenskimi rastlinami,
liSaji in morskimi makroorganizmi (656 novih spojin v letu 2003). Morski organizmi
predstavljajo Se vedno potencialno visoko produktivni vir za nova zdravila proti raku in
proti mnogim drugim boleznim. Nekaj derivatov naravnih produktov je celo v klini¢ni
stopnji preizkusov, vendar pa so manj popularni, in ne tako dobro raziskani kot antibiotiki.
Podobno je z rastlinskimi viri, ki tudi niso priljubljeni na podro¢ju iskanja antibiotikov, in
niso prispevali klinicno pomembnih antibiotikov kljub dokazom o protistafilokokni
aktivnosti nekaterih njihovih naravnih produktov (Singh, 2012).

2.2 BIOLOSKO AKTIVNE SNOVI IZ MORSKIH VIROV

V preteklosti oceanov, kot vira naravnih zdravil, z izjemo slabo opisane "morske"
etnomedicine iz juzne Kitajske, kljub napredku pri odkrivanju morskega zivljenja v 18. in
19. stoletju, niso obravnavali. Tudi do nedavnega je bilo tako, verjetno zaradi obilice
spojin iz kopenskih rastlin in mikroorganizmov v prsti. V 60. letih prejSnjega stoletja pa je
zacCelo rasti zanimanje za kemijsko raznolikost morskega zivlja in kmalu so bile odkrite
nove, strukturno zelo posebne in neznane vrste spojin (Fenical, 2006). Desetletje kasneje
se je raziskovanje biolosko aktivnih snovi iz morskih virov precej razmahnilo. Odkrili so
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veliko molekul s Se neopisanimi funkcionalnimi skupinami, velikostjo in kompleksnostjo,
kot so na primer karbonimidinski dikloridi (carbonimidic dichlorides) iz morske spuzve
Pseudaxinyssa pitys (Wratten in Faulkner, 1977) ali polietrski toksin brevetoksin-B
(brevetoxin-B) iz dinoflagelata Karenia breve (Ptychodiscus brevis), ki povzroca rdeco
plimo (Lin in sod., 1981). Nove spojine iz morskih virov pa so zasle tudi na podrocje
lovekovega zdravija. Ze sredi 50. let je Werner Bergman iz morske spuzve Tethia crypta
izoliral spongotimidin in spongouridin (Bergman in Feeny, 1951), ki sta imela edinstvene
protibakterijske lastnosti in sta kasneje botrovala nastanku protivirusnega zdravila Ara-A,
poznanega kot vidabarin oziroma Vira-A®, ki je bil umaknjen iz ameriskega trga leta 2001,
in protitumorskega zdravila Ara-C, poznanega kot Cytosar-U® ali Depocyt® (Mayer in
sod., 2010). Naslednje pomembno zdravilo iz morskih virov je zikonotid (Prialt™)
(Olivera in sod., 1978; Miljanich, 2004) ki je moc¢no protibole¢insko sredstvo, razvito iz
toksina m-konotoksin plenilskega morskega polza stozca (Conus magus). Do februarja
2013 so bila s strani FDA (Food and Drug Administration) odobrena Se Stiri zdravila;
Halaven® (makrolid eribulin mesilat - E7389 iz spuzve Halicondria okadai), Yondelis®
(alkaloid ekteinascidin, poznan kot trabektedin — ET 743 iz plascarja Ecteinascidia
turbinata) in Adcetris® (konjugirano zdravilo iz protiteles, ki ga sestavlja monoklonsko
protitelo, usmerjeno proti CD30, ki se kovalentno veze na antimikrotubulno u¢inkovino
monometil avristatin E (Mayer, 2013), ki je sinteti¢ni derivat dolastatina 10 iz
cianobakterije iz rodu Synploca (Luesch in sod., 2001)) za zdravljenje raka, ter Lovaza® za
zdravljenje hipertrigliceridemije (etilni estri omega-3 kislin iz rib).

Za zdravljenje razli¢nih obolenj, je po navedbah Alejandra M. S. Mayer-ja v razli¢nih
klini¢nih fazah testiranja Se 11 spojin iz morskih virov. Eden obetavnejsih je briostatin 1 iz
morskega kolonijskega mahovnjaka Bugula neritina. V predklinicih fazah je 1458 spojin iz
morskih virov (Mayer, 2012).

Spojine, izolirane iz morskih organizmov, pa so uporabne tudi na drugih podrocjih
clovekove dejavnosti.

Alkilpiridinijeve soli, med drugimi izolirane tudi iz kruhaste jadranske spuzve Reniera
sarai, (Sep¢i¢ in sod., 1997), imajo na primer vrsto uporabnih lastnosti. Izkazujejo
citoliticne, citotoksi¢ne, protimikrobne in protivegetativne lastnosti, delujejo pa tudi kot
encimski inhibitorji ter tvorci prehodnih por v membrani. Zaradi teh lastnosti bi bili lahko
uporabni predvsem pri transfekciji celic in genskih terapijah ter kot protivegetativni
premazi na vodnih plovilih in potopljenih povrSinah (Turk in sod., 2008).

Pseudopterozini, izolirani iz mehke korale Pseudopterogorgia elisabethae (Look in sod.,
1986) imajo mocne protivnetne in protialergijske lastnosti in jih uporabljajo tudi v
kozmeti¢ni industriji.

2.2.1 Biolosko aktivni produkti iz morskih spuzev

Ze prej omenjene alkilpiridinijeve soli, spongotimidin, spongouridin in eribulin mesilat so
le nekatere biolosko aktivne spojine, ki jih z ekstrakcijo ali kemijsko sintezo pridobimo iz
spuzev. Po lastnostih jih lahko opredelimo kot protivnetne, protitumorske, protimalari¢ne,
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imunosupresivne, protibakterijske, protivirusne in protivegetativne. Nekatere imajo celo
nukleozidi, bioaktivni terpeni, steroli, cikli¢ni peptidi, alkaloidi, maScobne kisline,
peroksidi in derivati aminokislin, ki so pogosto halogenirani (Sipkema in sod., 2004).

2.2.1.1 Protivnetne lastnosti

Protivnetne lastnosti iz spuzev delujejo tako, da selektivno inhibirajo specificne encime, ki
sodelujejo pri nastanku nekaterih vnetnih boleznih. Manoalid je bil eden prvih
sesterpenoidov, ki so jih izolirali iz spuZev, in ima poleg protivnetnega (Bennet, 1987), Se
protimikrobno (De Silva in Scheuer, 1980) in analgeti¢no delovanje (Mayer in Jacobs,
1988).

2.2.1.2 Protitumorske lastnosti

Kar nekaj spojin, izoliranih iz spuzev, deluje kot inhibitorji proteinske kinaze C (PKC).
PKC so pomembne, ker naj bi bili vpletene v nastanek tumorjev, psoriaze in artritisa
(Bradshaw in sod., 1993; Yoshiji in sod., 1999). Inhibitorji PKC prepreéijo vezavo
tumorskih celic na endotelij (Liu in sod., 1991). Glikozilacija receptorjev in Se posebej
prisotnost fukoznih ostankov, igrajo pomembno vlogo pri vezavi tumorskih celic in
limfocitov na endotelij (Springer in Lasky, 1991). Fukoziltransferazni inhibitorji kot so
okta in nonaprenilhidrokinon sulfati iz spuzve Sarcotragus sp. (Wakimoto in sod., 1999) bi
bili ravno zato obetavne nove spojine za zdravljenje artritisa in tumorjev.

Triterpenoidni hidrokinoni motijo delovanje mikrotubulov tako, da vplivajo na delovanje
kinezina (Blackburn in sod., 1999). Na mikrotubule vplivajo tudi halikondrin B (Bai in
sod., 1991), spongistatin (Bai in sod., 1993), diskodermolid (ter Haar in sod., 1996) in
drugi. Nekatere spojine pa delujejo na drug tip citoskeleta, na aktin, in prepre¢ijo njegovo
polimerizacijo v mikrofilamente ter s tem delitev celic. To sta na primer latrunkulin A iz
vrste Latrunculia magnifica (Coue in sod., 1987) in svinhoilid iz vrste Theonella swinhoei
(Bubb in sod., 1995). Na delitev celice pa lahko vplivamo tudi s preprecevanjem sinteze
proteinov, kakor delujeta mikalamid (Burres in Clement, 1989) in aragusterol (Fukuoka in
sod., 2000) ali pa z blokado topoizomeraze |1, kakor delujeta neoamfimedin (De Guzman
in sod., 1999) in elenska kislina (Juagdan in sod., 1995).

2.2.1.3 Imunosupresivne lastnosti

Inhibitorji sintetaze dusSikovega oksida igrajo pomembno vlogo tudi pri upocasnjevanju
odziva celic T, s katerim zavrejo delovanje imunskega odziva in zmanjSajo mo¢ napadov
migren (Griffith in Gross, 1996). Bolj specifi¢ni zaviralci imunskega odziva pa so
poliokisi¢eni steroli izolirani iz spuzve Dysidea sp., ki preprecujejo vezavo IL-8 na
receptorje (de Leone in sod., 2000) ter simpleksidi, izolirani iz spuzve Plakortia simplex,
ki onemogocijo proliferacijo aktiviranih limfocitov T (Costantino in sod., 1999). Zelo
specificen je tudi pateamin A iz spuzve Mycale sp., ki inhibira nastanek IL-2 in tako
prepreci aktivacijo limfocitov T in B (Romo in sod., 1998). Kontignasterol iz vrste
Petrosia contignata (Burgoyne in Andersen, 1992) pa prepreci z alergeni inducirano
spros¢anje histamina (Takei in sod., 1994).
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2.2.1.4 Kardiovaskularni agensi

Cikloteonarnid A iz vrste Theonella sp. (Fusetani in sod., 1990) je predstavnik nenavadne
skupine inhibitorjev serinskih proteaz in je potencialno zdravilo za zdravljenje tromboze
(Maryanoff in sod., 1993). Erylozid F iz vrste Erylus formosus je mocan antagonist
trombinskih receptorjev (Stead in sod., 2000), haliklorin iz vrste Halichondria okadai pa je
inhibitor ekspresije vaskularne celicne adhezijske molekule 1 (Kuramoto in sod., 1996).
Kalisponginska kislina iz vrste Callyspongia truncata je inhibitor a-glukozidaze in vpliva
na hidrolizo glikogena ter tako vzdrzuje koncentracijo glukoze v krvi na nizji ravni.

2.2.1.5 Nevrosupresivne lastnosti

Keramidin in vrste Agelas sp. (Nakamura in sod, 1984) je antagonist seratonergi¢nih
receptorjev in bi ga lahko uporabili kot antidepresijsko sredstvo (Nagayama in sod, 1980).
Disherbain iz vrste Dysidea herbacea (Sakai in sod., 1997) pa je mocna ekscitacijska
aminokislina, ki moti L-glutamatne prenaSalce (Sakai in sod, 2001).

2.2.1.6 Misicni relaksanti

1-metilgvanozin iz spuzve vrste Tedania digitata (Quinn in sod., 1980) in ksestospongin C
iz vrste Xestospongia sp. (Gafni in sod., 1997) sta bila med prvimi miSi¢nimi relaksanti,
izoliranimi iz spuzev. Ksestospongin C deluje tako, da inhibira IP3 receptor in kalcijeve
¢rpalke endoplazmatskega retikuluma (De Smet in sod., 1999) in zmanjSa oscilatorno
kréenje miSic (Miyamoto in sod., 2000). S1319 je spojina, izolirana iz Dysdea sp., ki je
antagonist B-adenoreceptorjev in ima uterorelaksantne sposobnosti (Dennedy in sod.,
2002), uporabljajo pa se tudi kot zdravila proti astmi (Suzuki in sod., 1999)

2.2.1.7 Protivirusne lastnosti

Veliko spojin iz spuzev ima za ¢loveka uporabne protivirusne lastnosti. Ena pomembnejsih
je sposobnost inhibicije virusa HIV, vendar je pri vecini spojin njihovo delovanje slabo
raziskano. Na primer, hamigeran B iz spuzve Hamigera tarangaensis je v laboratorijskih
razmerah zelo uéinkovit proti virusu herpesa in poliovirusom (Wellington in sod., 2000).
Bolje je znano delovanje avarola iz vrste Dysidea avara (Muller in sod., 1987), ki zavre
sintezo UAG tRNA stop kodona, njegovi derivat pa so moc¢ni inhibitorji reverzne
transkriptaze (Loya in Hizi, 1990). Kalisponginska kislina je tudi ena od protivirusnih
ucinkovin in ima Sirok spekter delovanja, saj vpliva na glikozilacijo proteinov, zaradi ¢esar
se ti ne zvijejo pravilno in zato zastajajo v endoplazmatskem retikulumu, poleg tega pa
vplivajo na infektivnost virusov (Ratner in sod., 1991; Mehta in sod., 1998).

2.2.1.8 Protibakterijske in protiglivne lastnosti

Med spojinami, izoliranimi iz morskih spuzev je velika raznolikost pri spojinah s
protibakterijskim uc¢inkom. Arenosklerini A, B in C iz Arenosclera brasiliensis so zelo
ucinkoviti proti 12 sevom multirezistentnih bakterij izoliranih iz bolniSni¢nega okolja
(Torres in sod. 2002). Fungicidi so, zaradi lastnosti gliv, toksi¢ni tudi za ljudi, zivali in
rastline (Nakagawa in Moore, 1995; Rahden-Staron, 2002). Fungicidne spojine iz spuzev,
kot so topsentisteroli iz vrste Topsentia sp. (Fusetani in sod., 1994), akantosterol sulfati iz
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Acanthodendrilla sp. (Tsukamoto in sod., 1998) in leukaskandolid A iz apnencaste spuzve
Leucascandra alveolata (D'Ambrosio in sod., 1996) pa so obetavni nadomestki, ki pa jih je
treba Se temeljito preuciti.

2.2.1.9 Protimalariéne lastnosti

Zaradi nara$¢anja odpornosti plazmodijev na protimalari¢na zdravila so zelo dobrodosle
nove ucinkovine, ki jih najdemo tudi v spuzvah. Selektivne protimalari¢ne ucinke so nasli
pri kalihinolu A iz vrste Acantella sp. (Miyaoka in sod. 1998) ter razli¢nih terpenoidih,
izocianatih, izotiocianatih in izonitrilih iz vrste Cymbastella hooperi. 1z vrste Diacarnus
levii pa so pridobili proste karboksilne kisline, ki so sluzile kot prekurzorji za nastanek
novih cikliénih norditerpenski peroksidov. Najbolj obetavni pa so manzamini (Sakai in
sod., 1986; Ang in sod., 2000; Yousaf in sod., 2002), vendar naj bi bil njihov uinek
posledica stimulacije imunskega odziva (Ang in sod., 2001).

2.2.1.10 Protivegetativne lastnosti

Zaradi svojega nacina pritrjenega zivljenja SpuZve vsebujejo ali izloCajo tudi
protivegetativne snovi, ki preprecujejo, da bi jih prerasli drugi sesilni mikroorganizmi. Te
spojine bi lahko uporabili za izdelavo premazov za prepreCevanje naseljevanja sesilnih
morskih organizmov in tako nadomestili toksi¢ne sinteticne premaze na osnovi tributil
kositra (tributyltin) (Konstantinou in Albanis, 2004; Katranitsas in sod., 2003; Sep¢i¢ in
Turk, 2006).

2.2.2 Biolosko aktivne spojine iz polarnih spuzev

Zaradi otezenega dostopa in neugodnih delovnih razmer so odkritja biolosko aktivnih
spojin iz polarnih spuzevsiva lisa na podroc¢ju tovrstnih raziskav. Prednjacila so predvsem
odkritja v tropskih in subtropskih morjih, kljub raznolikosti polarnih spuzev (Abbas in
sod., 2011). Veljalo je celo mnenje, da raznolikost kemi¢nih snovi v spuzvah obratno
korelira z zemljepisno Sirino (Bakus in Green, 1974; Green 1977). Dandanes pa je znano,
do so kemicne spojine za obrambo pri spuzvah iz polarnih morij relativno pogoste
(McClintock and Baker, 1997, 1998). V polarnih spuzvah so najbolj znani alkaloidi,
pigmenti, ki jih spuzve kopicijo v zunanjem sloju in sluzijo kot zasc¢ita pred obZiranjem
morskih zvezd. Tako delujeta, na primer, variolin A in diskorabdin G iz spuzev
Kirkpatrickia variolosa in Latrunculia apicalis (McClintock in sod., 2005). Diskorabdini
imajo tudi protitumorske, protimalarijske in protibakterijske lastnosti (Perry in sod., 1988a
in 1988b; Ford in Capon, 2000; Na in sod., 2010). Izokinolonski pigment iz spuzve
Dendrilla membranosa (Baker in sod., 1995) inhibira rast morskih bakterij in verjetno $¢iti
pred nastajanjem biofilma in preraséanjem (Amsler in sod., 2001). Rumeni pigment
erebuzinon iz spuzve lsodictya erinacea dokazano inhibira proces levitve in poveca
umrljivost pri postranicah, ki se hranijo s spuzvami (Moon in sod., 2000). 1z polarnih
spuZev so izolirali tudi citotoksi¢éne monanhocidine, cikli¢éne perokside protibakterijske 3-
alkil piridinijeve alkaloide in polimastiamide ter protivegetativne diketopiperazine (Abbas
in sod., 2011).
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ObseZen pregled biolosko aktivnih sekundarnih metabolitov iz spuZev je opravil Rok
Kosmina (Kosmina, 2012). Preglednica je prikazana v prilogi A.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Organski izvlecki spuzev

Uporabili smo ze prej pripravljene organske izvlecke antarkti¢nih spuZzev, ki jih je pri svoji
diplomi pripravil Rok Kosmina (Kosmina, 2012). Izvlecki so bili pripravljeni tako, da so
vzorce spuzev drobno narezali, in jih v cetrifugirki prelili z 10 ml 96 % tehni¢nega etanola
(Merck) ter stresali preko noc¢i pri sobni temperaturi in 600 obratih na minuto. Po
konCanem stresanju so vzorce filtrirali in shranili v mikrocentrifugirke ter jih ovili s
parafilmom in shranili v hladilniku pri 4 °C.

3.1.2 Izracuni suhe teZe ekstrahirane snovi v vzorcih

Suho tezo ekstrahirane snovi je dolocil v svoji diplomski nalogi Rok Kosmina tako, da je
500 pl izvlecka odmeril na posuseno in stehtano urno stekelce, ponovno tehtal ter ga susil
v sterilizatorju 10 minut pri 120 °C. Po susenju je urno stekelce ponovno stehtal in dolocil
suho teZo vzorca v gramih na mililiter (Kosmina, 2012).

Preglednica 1: Teza suhe snovi/koncentracija vzorcev (Kosmina, 2012)

Spuzva Vzorec Koncentracija
(mg/ml)
Rossella cf. nuda/vanhoeffeni 3 3,80
Hexactinellida 4 4,72
Monosyringa sp. 6 4,56
Bathydorus sp. 8 3,60
Myxilla 26 7,40
Chinachyra 27 3,46
Rosella sp. 34 6,50
Demospongia 36 3,70
Rossella racovitzae 37R 5,74
Latrunculia cf. lendenfeldi 37L 8,96
Demospongia 38 5,44
Haliclona (Gellius) flagellifera 40a 7,22
Hemigellius bidens 41a 5,94
Microcionidae 41 4,46
Rosella cf. racovitzae 43 6,40
Halichondria osculum 45h 3,06
Demospongia 45d 3,88

se nadaljuje
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Preglednica 1: Teza suhe snovi/koncentracija vzorcev (Kosmina, 2012)

Spuzva Vzorec Kor(];eg%';?)c” a
Latrunculia 46 7,16
Xestospongia 48/1 3,96
Neidentificirana spuzva 1 48/2 6,94
Isodictya toxophila 51 4,28
Homaxinella 52 4,60
Tetillia 55 4,24
Haliclona flagellifera 56 5,30
Isodictya setifer 58 6,52
Suberitidae gen. sp. 63 4,20
Demospongia 105 4,92
Tetillidae 119 10,26
Demospongia 124 4,96
Rosella cf. nuda/vanhoeffeni 132 6,14
Rossella racovitzae 166 6,48
Rossella sp. 167 3,84
Neidentificirana spuzva 2 604 6,72

3.1.3 Negativna kontrola

Za negativno kontrolo smo uporabili 96 % etanol (Merck) brez denaturantov, da bi
izkljucili morebitno protimikrobno delovanje etanola.

3.1.4 Priprava gojis¢
3.1.4.1 Gojisce za prekonocno kulturo

Vnaprej smo pripravili tekoce gojis¢e za prekono¢ne kulture bakterijskih sevov. 2,5 g
Luria Broth gojis¢a (Merck, Nem¢ija) smo raztopili v 100 ml destilirane vode ter odmerili
po 10 ml gojis¢a v posamezne erlenmajerice z volumnom 100 ml, ki smo jih pokrili s
kosom aluminijaste folije. Erlenmajerice smo avtoklavirali in  vrhove oblepili s
parafilmom, da bi preprecili izhlapevanje vode in vdor mikrobov v gojisce.

3.1.4.2 Gojisce za dolocabnje protibakterijske aktivnosti

Gojisce za dolocanje protibakterijske aktivnosti smo pripravili tako, da smo v 1000 ml
erlenmajerico zatehtali 12,5 g LB (Merck), 7,5 g agarja (Merck) in dodali 500 ml
destilirane vode ter dobro premesali, pokrili s kosom aluminijaste folije in avtoklavirali.
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3.2 DOLOCANJE PROTIBAKTERISKE AKTIVNOST Z DIFUZIJSKIM TESTOM
NAAGARJU

Se tekoé agar smo ohladili na primemno temperaturo (priblizno 42 °C), ki omogoca
nacepitev bakterij, agar pa Se ne polimerizira. Dodali smo prekono¢no kulturo, da smo
dobili Zeleno koncentracijo bakterij (2 %). Zatem smo po 20 ml gojisc¢a razlili v vsako
oznaceno petrijevo plosco, te pa smo pustili na ravni povrSini, da se ohladijo. Po 30
minutah, ko je bil agar ¢vrst, smo jih postavili §e za 30 minut v hladilnik oziroma hladno
sobo.

Ko je bil agar ohlajen, smo s plutovrtom vanj navrtali pet do Sest luknjic, in te luknjice na
spodnji strani petrijevke oznacili z zaporedno Stevilko izvlecka ali antibiotika. V vsako
luknjico smo nanesli 100 pl izvlecka ali ustrezno koli¢ino razli¢nih red¢itev antibiotika.
Negativno kontrolo smo opravili s 96 % etanolom (Merck). Po nanosu vzorcev in
antibiotikov smo pocakali, da je tekoc¢ina vidno difundirala v okolisko gojis¢e, nato pa smo
petrijeve plos¢e inkubirali preko noci pri 37 °C. V primeru, da je antibiotik deloval mocno
protimikrobno, smo pripravili red¢itve od 10? do 10°, da smo lahko dologili minimalno
inhibitorno koncentracijo (MIK). MIK smo zaradi omejitve natancnosti difuzijskega
antibiograma, dolo¢ili priblizno, kot vrednost med najvi§jo redéitvijo vzorca, pri kateri
nismo zasledili antibakterijskega ucinka, in naslednjo nizjo red¢itvijo, pri kateri je ta
ucinek bil opazen. Organskim izvleCkom iz spuZzev z vidnim protimikrobnim delovanjem
smo dolocili MIK na enak nacin.

3.2.1 Antibiotiki

Antibiotike z dolo¢eno koncentracijo smo dobili pripravljene vnaprej. Uporabili smo
kloramfenikol (1 mg/ml), tetraciklin (10 mg/ml), ampicilin (100 mg/ml), kanamicin (10
mg/ml) in rifampicin (1 mg/ml).

Preglednica 2: Koncentracije antibiotikov

Antibiotiki raztopljeni v etanolu Antibiotiki raztopljeni v vodi
Tetraciklin Kloramfeniko Kanamicin ~ Ampicilin Rifampicin
(Tc) (Cm) (Kn) (Amp) (Rif)
Koncentracija 10 1 10 100 1
(mg/ml)

3.2.2 Bakterijski sevi
Pri delu z organskimi izvlecki smo uporabili:

o laboratorijske seve: Escherichia coli EXB-V1, Escherichia coli HB101, Bacillus
subtilis EXB-V68, Enterobacter EXB-V11, Pseudomonas aeruginosa EXB-V28 in
Staphylococcus epidermidis EXB-V55;
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e komenzalne izolate iz koZe psa: Staphylococcus aureus 10F, Macrococcus sp. 1F,
Micrococcus sp. 2F in Acinetobacter sp. 1C;

e Zivilski izolat: Listeria monocytogenes; in

e klini¢ne izolate: na meticilin neobcutljiv S. aureus (MRSA) S-943, na meticilin
neobcutljiv Staphylococcus pseudintermedius (MRSP) S-053 in S-043, ESBL-E.
coli 206 (CTX-M-1, klonalna skupina ST131), ESBL-E. coli 192 (CTX-M-9;
ST131), ESBL-E. coli 30 (CTX-M-2), KPC Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa
06131 and P. aeruginosa 8591.

Bakterijske seve, ki smo jih pri nalogi uporabili, smo dobili iz EX (extremophilic
microorganisms) in GM (genetic laboratory microbes) mikrobiolodke zbirke Oddelka za
molekularno genetiko in mikrobiologijo Biotehniske fakultete v Ljubljani ter Instituta za
mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske fakultete v Ljubljani.

Slika 1: Izolat bakterije Listeria monocytogenes
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4 REZULTATI

4.1 PROTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST ETANOLNIH IZVLECKOV NA PO
GRAMU NEGATIVNE BAKTERIJE

Inhibicijo mikrobne rasti je pri po Gramu negativnih bakterijah kazalo le 6 izvleckov od 33
testiranih. Izvlecki so bili najbolj u¢inkoviti pri inhibiciji rasti bakterij Acinetobacter sp.
1C in E. coli HB101, kjer so protimikrobno delovali kar §tirje oziroma trije izvlecki.
Protimikrobna aktivnost ni bila posebno velika; v veCini primerov je bila inhibicija prisotna
pri nanosu neredcenega izvlecka, pri nadaljnih redc¢itvah pa je ni bilo zaznati. Izstopa le
Acinetobacter C1, kjer smo zasledili manjSo inhibicijo s podro¢jem zmanj$ane rasti tudi pri
100-kratni redgitvi vzorca (10°).

Na protimikrobne izvleCke je bilo skupno obcutljivih 7 od 11 testiranih po Gramu
negativnih bakterij. Neobcutljivost na izvleCke smo opazili pri P. aeruginosa EXB-V28, P.
aeruginosa 1958, Enterobacter EXB-V11 in KPC K. pneumoniae. Najmanjsa
koncentracija izvlecka, ki je e omogocila inhibicijo, je bila pri Acinetobacter 1C med 3,06
in 30,6 pg/mi.

Slika 2: Neobcutljivost bakterije P. aeruginosa EXB-V28 na etanolne izvlecke
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Preglednica 3: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) etanolnih izvle¢kov testiranih
antarkti¢nih spuzev proti po Gramu negativnim bakterijam

MIK (ug/ml)
Spuzva Vzorec E.coli  E.coli  ESBL-E. coli 15;?5&3';
EXB-V1 HB101 30 (CTX-M-2) ST131)

Rossella cf. nuda/vanhoeffeni 3 n/a n/a n/a n/a
Hexactinellida 4 n/a n/a n/a n/a
Monosyringa sp. 6 n/a n/a n/a n/a
Bathydorus sp. 8 n/a n/a n/a n/a
Myxilla 26 n/a n/a n/a n/a
Chinachyra 27 n/a n/a n/a n/a
Rosella sp. 34 n/a n/a n/a n/a
Demospongia 36 n/a n/a n/a n/a
Rossella racovitzae ~ 37R n/a n/a n/a n/a

Latrunculia cf. lendenfeldi  37L 89,6—896 89,6—896 89,6—896 89,6—896
Demosponia 38 n/a n/a n/a n/a
Haliclona (Gellius) flagellifera  40a n/a n/a n/a n/a
Hemigellius bidens  41la 59,4-594  59,4-594 59,4-594 n/a
Microcionidae 41 n/a n/a n/a n/a
Rosella cf. racovitzae 43 n/a n/a n/a n/a
Halichondria osculum  45h n/a 30,6—306 n/a n/a
Demospongia  45d n/a n/a n/a n/a
Latrunculia 46 n/a n/a n/a n/a
Xestospongia ~ 48/1 n/a n/a n/a n/a
Neidentificirana spuzval  48/2 n/a n/a n/a n/a
Isodictya toxophila 51 n/a n/a n/a n/a
Homaxinella 52 n/a n/a n/a n/a
Tetillia 55 n/a n/a n/a n/a
Haliclona flagellifera 56 n/a n/a n/a n/a
Isodictya setifer 58 n/a n/a n/a n/a
Suberitidae gen. sp. 63 n/a n/a n/a n/a
Demospongia 105 n/a n/a n/a n/a
Tetillidae 119 n/a n/a n/a n/a
Demospongia 124 n/a n/a n/a n/a
Rosella cf. nuda/vanhoeffeni 132 n/a n/a n/a n/a
Rossella racovitzae 166 n/a n/a n/a n/a
Rossellasp. 167 n/a n/a n/a n/a
Neidentificirana spuzva2 604 n/a n/a n/a n/a

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

se nadaljuje
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Preglednica 3: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) etanolnih izvle¢kov testiranih
antarkti¢nih spuzev proti po Gramu negativnim bakterijam

MIK (ug/ml)
Spuzva Vzorec Zgg(??ljl:)f.—lf/lo-li; P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa
ST131) EXB-V28 06131 1958
Rossella cf. nuda/vanhoeffeni 3 n/a n/a n/a n/a
Hexactinellida 4 n/a n/a n/a n/a
Monosyringa sp. 6 n/a n/a n/a n/a
Bathydorus sp. 8 n/a n/a n/a n/a
Myxilla 26 n/a n/a n/a n/a
Chinachyra 27 n/a n/a n/a n/a
Rosella sp. 34 n/a n/a n/a n/a
Demospongia 36 n/a n/a n/a n/a
Rossella racovitzae ~ 37R n/a n/a n/a n/a
Latrunculia cf. lendenfeldi  37L 89,6-896 n/a 89,6—896 n/a
Demospongia 38 n/a n/a n/a n/a
Haliclona (GEI.IIUS) 40a n/a n/a n/a n/a
flagellifera

Hemigellius bidens ~ 41la n/a n/a 59,4-594 n/a
Microcionidae 41 n/a n/a n/a n/a
Rosella cf. racovitzae 43 n/a n/a n/a n/a
Halichondria osculum  45h n/a n/a n/a n/a
Demospongia  45d n/a n/a n/a n/a
Latrunculia 46 n/a n/a n/a n/a
Xestospongia  48/1 n/a n/a n/a n/a
Neidentificirana spuzval 48/2 n/a n/a n/a n/a
Isodictya toxophila 51 n/a n/a n/a n/a
Homaxinella 52 n/a n/a n/a n/a
Tetillia 55 n/a n/a n/a n/a
Haliclona flagellifera 56 n/a n/a n/a n/a
Isodictya setifer 58 n/a n/a n/a n/a
Suberitidae gen. sp. 63 n/a n/a n/a n/a
Demospongia 105 n/a n/a n/a n/a
Tetillidae 119 n/a n/a n/a n/a
Demospongia 124 n/a n/a n/a n/a
Rosella cf. nuda/vanhoeffeni 132 n/a n/a n/a n/a
Rossella racovitzae 166 n/a n/a n/a n/a
Rossellasp. 167 n/a n/a n/a n/a
Neidentificirana spuzva2 604 n/a n/a n/a n/a

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

se nadaljuje
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Preglednica 3: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) etanolnih izvle¢kov testiranih

antarkti¢nih spuzev proti po Gramu negativnim bakterijam

MIK (ug/ml)
Spuzva Vzorec  Enterobacter KPC Acinetobacter
EXB-V11 K. pneumoniae 1C
Rossella cf. nuda/vanhoeffeni 3 n/a n/a n/a
Hexactinellida 4 n/a n/a n/a
Monosyringa sp. 6 n/a n/a n/a
Bathydorus sp. 8 n/a n/a n/a
Myxilla 26 n/a n/a 74—740
Chinachyra 27 n/a n/a n/a
Rosella sp. 34 n/a n/a n/a
Demospongia 36 n/a n/a n/a
Rossella racovitzae ~ 37R n/a n/a n/a
Latrunculia cf. lendenfeldi  37L n/a n/a 8,96—89,6
Demospongia 38 n/a n/a 54,4-544
Haliclona (Gellius) flagellifera  40a n/a n/a n/a
Hemigellius bidens  41a n/a n/a 59,4—954
Microcionidae 41 n/a n/a n/a
Rosella cf. racovitzae 43 n/a n/a 64,0—640
Halichondria osculum  45h n/a n/a 3,06—30,6
Demospongia  45d n/a n/a n/a
Latrunculia 46 n/a n/a n/a
Xestospongia ~ 48/1 n/a n/a n/a
Neidentificirana spuzval  48/2 n/a n/a n/a
Isodictya toxophila 51 n/a n/a n/a
Homaxinella 52 n/a n/a n/a
Tetillia 55 n/a n/a n/a
Haliclona flagellifera 56 n/a n/a nla
Isodictya setifer 58 n/a n/a n/a
Suberitidae gen. sp. 63 n/a n/a n/a
Demospongia 105 n/a n/a n/a
Tetillidae 119 n/a n/a n/a
Demospongia 124 n/a n/a n/a
Rosella cf. nuda/vanhoeffeni 132 n/a n/a n/a
Rossella racovitzae 166 n/a n/a n/a
Rossellasp. 167 n/a n/a n/a
Neidentificirana spuzva2 604 n/a n/a n/a

MIK - minimalna inhibitorna koncentracija
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4.1.1 Cone inhibicije pri po Gramu negativnih bakterijah

Najvecje cone inhibicije smo zasledili pri izvlecku 37L iz vrste Latrunculia cf. lendenfeldi,
vendar le v 10-krat redéenem vzorcu, pri ve¢jih red¢itvah ni bilo opaziti inhibicije
mikrobne rasti. Inhibicija rasti je pri bakterijah iz rodov Escherichia in Pseudomonas
razmeroma Sibka, obsega le najve¢ 2 mm. Vecjo inhibicijo — 5 mm — , zasledimo pri
komenzalnem kozZnem izolatu Acinetobacter sp. 1C. Nanj, poleg vzorca 37L, mocneje
vplivata Se 41a in 45h.

Preglednica 4: Cone inhibicije v milimetrih pri laboratorijskih sevih E. coli EXB-V1, E.
coli HB101 in klini¢énem izolatu ESBL-E. coli 30 (CTX-M-2).

E. coli E. coli ESBL-E. coli
Sous v EXB-V1 HB101 30 (CTX-M-2)
puzva Z0reC =0T MIK 107 MIK 107 MIK

Inh. Zmr.  (pg/ml)  Inh. Zmr.  (ug/ml)  Inh. Zmr.  (pg/ml)

Latrunculiacf. o0 5 896806 2 nfa 89.6-896 2 nfa 89,6-896

lendenfeldi
Hemigellius bidens 41a 15 n/a 59,4-594 15 n/a 59,4-594 1 n/a 59,4-594
Halichondria osculum 45h  n/a n/a n/a 1 n/a 30,6-306 n/a nla n/a

— red¢itev; Inh. — inhibicija; Zmr. — zmanj3ana rast; MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

Preglednica 5: Cone inhibicije v milimetrih pri klini¢nih izolatih ESBL-E. coli 192 (CTX-
M-9; ST131), ESBL-E. coli 206 (CTX-M-1; ST131) in P. aeruginosa 06131

ESBL-E. coli ESBL-E. coli P. aeruginosa
192 (CTX-M-9; 206 (CTX-M-1; ‘ 06131
Spuzva Vzorec ST131) ST131)
10" MIK 10 MIK 10 MIK

Inh. Zmr.  (pg/ml)  Inh. Zmr. (pg/ml)  Inh. Zmr.  (pg/ml)

Latrunculia
cf. lendenfeldi
Hemigellius bidens  41a 1 n/a 59,4-594 1 nla  59,4-594 15 nl/a 59,4-594

37L 15 n/a 896-896 15 n/a 89,6-896 2 nla 89,6-896

10" - redgitev; Inh. — inhibicija; Zmr. — zmanj$ana rast; MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

Preglednica 6: Cone inhibicije v milimetrih pri komenzalnem koznem izolatu
Acinetobacter 1C

Acinetobacter 1C

Spuzva Vzorec 10 10 103
MIK(pg/ml
Inh. Zmr. Inh. Zmr. Inh.  Zmr. (ug/mi)
Myxilla 26 2 nfa nla nla n/a n/a 74-740

Latrunculia cf. lendenfeldi  37L 5
Demospongia 38 15

2 0,5 n/a n/a 8,96-89,6
na nla n/a n/a 54,4-544
Hemigellius bidens  41la 3 0 0 n/a n/a 59,4-594
Rosella cf. racovitzae 43 15 na nla n/a n/a 64-640
Halichondria osculum  45h 45 0 1 0 n/a n/a 3,06-30,6

O O O -

107, 10?%,10° — redgitev; Inh. — inhibicija; Zmr — zmanj3ana rast, MIK — minimalna inhibitorna koncentracija
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4.2 PROTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST ETANOLNIH IZVLECKOV NA PO
GRAMU POZITIVNE BAKTERIJE

Pri po Gramu pozitivnih bakterijah smo opazili vecjo protimikrobno ucinkovitost
izvleCkov. Inhibicijo mikrobne rasti je izkazalo 25 od 33 testiranih izvlec¢kov. Izvlecki so
bili najbolj ucinkoviti pri inhibiciji B. subtilis EXB-V86, ki je bil obcutljiv na kar 22
izvle€kov, in Macrococcus sp.1F, ki je bil obcutljiv na 14 izvleckov. Na 7 izvleckov je bil
obcutljiv Micrococcus sp. 2F, na 6 S. epidermidis EXB-V55, in S. pseudintermedius
(MRSP) S-043. S. aureus 10F in S. aureus (MRSA) S-943 sta bila obc¢utljiva na 4 izvlecke,
S. pseudintermedius (MRSP) S-053 pa na 3. Pri B. subtilis EXB-V86 smo opazili najnizjo
koncentracija izvlecka 37L (med 0,306 in 3,06 pg/ml) iz spuzve vrste Halichondria
osculum, ki je povzrocila inhibicijo rasti,

Vse testirane po Gramu pozitivne bakterije so bile obc¢utljive na izvlecek Latrunculia cf.
lendenfeldi - 37L.
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Preglednica 7: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) etanolnih izvle¢kov testiranih
antarkti¢nih spuzev proti po Gramu pozitivnim bakterijam

MIK (pg/ml)
Spuzva Vaoree S‘éi’;d;(/”;f's S.aureus 10F MRSA S-943  MRSP S-053
Rossella cf. nuda/vanhoeffeni 3 n/a n/a n/a n/a
Hexactinellida 4 47,2-472 47,2-472 47,2-472 n/a
Monosyringa sp. 6 n/a n/a n/a n/a
Bathydorus sp. 8 n/a n/a n/a n/a
Myxilla 26 n/a n/a 74,0-740 n/a
Chinachyra 27 n/a n/a n/a n/a
Rosellasp. 34 n/a n/a n/a n/a
Demospongia 36 n/a n/a n/a nla
Rossella racovitzae  37R n/a n/a n/a n/a
Latrunculia cf. lendenfeldi  37L 89,6-896 89,6-896 8,96-89,6 8,96-89,6
Demospongia 38 54,4-544 n/a n/a n/a
Haliclona (Gellius) flagellifera  40a n/a n/a n/a n/a
Hemigellius bidens  41a 59,4-594 59,4-594 59,4-594 59,4-594
Microcionidae 41 n/a n/a n/a n/a
Rosella cf. racovitzae 43 n/a n/a n/a n/a
Halichondria osculum  45h 30,6-306 30,6-306 30,6-306 30,6-306
Demospongia  45d n/a n/a n/a n/a
Latrunculia 46 n/a n/a n/a n/a
Xestospongia  48/1 n/a n/a n/a n/a
Neidentificirana spuzva 1  48/2 n/a n/a n/a n/a
Isodictya toxophila 51 n/a n/a n/a n/a
Homaxinella ~ 52 n/a n/a n/a n/a
Tetillia 55 n/a n/a n/a n/a
Haliclona flagellifera 56 n/a n/a n/a n/a
Isodictya setifer 58 65,2-652 n/a 65,2-652 n/a
Suberitidae gen. sp. 63 n/a n/a n/a n/a
Demospongia 105 n/a n/a n/a n/a
Tetillidae 119 n/a n/a n/a n/a
Demospongia 124 n/a n/a n/a n/a
Rosella cf. nuda/vanhoeffeni 132 n/a n/a n/a n/a
Rossella racovitzae 166 n/a n/a n/a n/a
Rossellasp. 167 n/a n/a n/a n/a
Neidentificirana spuzva2 604 n/a n/a n/a n/a

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

se nadaljuje
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nadaljevanje

Preglednica 7: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) etanolnih izvle¢kov testiranih
antarkti¢nih spuzev proti po Gramu pozitivnim bakterijam

MIK (pg/ml)
Spuzva Vzorec  MRSP B. subtilis ~ Macrococcus  Micrococcus

S-043 EXB-V68 1F 2F

Rossella cf. nuda/vanhoeffeni 3 n/a n/a 38,0-380 n/a
Hexactinellida 4 47,2-472 4,72-472 47,2-472 47,2-472

Monosyringa sp. 6 n/a n/a n/a n/a

Bathydorus sp. 8 n/a n/a n/a n/a

Myxilla 26 n/a 7,4-74 74,0-740 n/a

Chinachyra 27 n/a 34,6-346 34,6-346 n/a

Rosellasp. 34 n/a n/a n/a n/a

Demospongia 36 n/a 37,0-370 n/a n/a

Rossella racovitzae  37R n/a 57,4-574 n/a n/a
Latrunculia cf. lendenfeldi 37L  0,896-8,96 0,896-8,96 8,96-89,6 8,96-89,6
Demospongia 38 5,44-54,4 54,4-544 5,44-54,4 54,4-544

Ha“CIOnf?a(gif:#s:; 40a n/a 7,22 -72.2 n/a n/a
Hemigellius bidens  41a 59,4-594 5,94-59,4 5,94-59,4 59,4-594

Microcionidae 41 n/a 44,6-446 n/a n/a

Rosella cf. racovitzae 43 n/a 64,0-640 n/a n/a
Halichondria osculum  45h 30,6-306 0,306-3,06 3,06-30,6 3,06-30,6

Demospongia  45d n/a 38,8-388 n/a n/a

Latrunculia 46 n/a 71,6-716 71,6-716 n/a

Xestospongia  48/1 n/a n/a n/a n/a

Neidentificirana spuzva 1  48/2 n/a n/a 6,94-69,4 n/a

Isodictya toxophila 51 n/a n/a n/a n/a

Homaxinella 52 n/a 46-460 n/a n/a

Tetillia 55 n/a 42,4-424 n/a n/a

Haliclona flagellifera 56 n/a n/a n/a n/a
Isodictya setifer 58 n/a 65,2-652 6,52-65,2 65,2-652

Suberitidae gen. sp. 63 n/a n/a n/a n/a
Demospongia 105 49,2-492 n/a 49,2-492 49,2-492

Tetillidae 119 n/a 10,26-102,6 n/a n/a

Demospongia 124 n/a 4,96-49,6 n/a n/a

Rosella cf. nuda/vanhoeffeni 132 n/a 61,4-614 n/a n/a

Rossella racovitzae 166 n/a 64,8-648 64,8-648 n/a

Rossellasp. 167 n/a n/a n/a n/a

Neidentificirana spuzva2 604 n/a 67,2-672 67,2-672 n/a

MIK - minimalna inhibitorna koncentracija,

se nadaljuje
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Preglednica 7: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) etanolnih izvle¢kov testiranih
antarkti¢nih spuZev proti po Gramu pozitivnim bakterijam

. MIK (ug/ml)
Spuzva Vzorec
L. monocytogenes
Rossella cf. nuda/vanhoeffeni 3 n/a
Hexactinellida 4 n/a
Monosyringa sp. 6 n/a
Bathydorus sp. 8 n/a
Myxilla 26 n/a
Chinachyra 27 n/a
Rosella sp. 34 n/a
Demospongia 36 n/a
Rossella racovitzae ~ 37R n/a
Latrunculia cf. lendenfeldi  37L 89,6-896
Demospongia 38 n/a
Haliclona (Gellius) flagellifera  40a n/a
Hemigellius bidens  41a n/a
Microcionidae 41 n/a
Rosella cf. racovitzae 43 n/a
Halichondria osculum  45h n/a
Demospongia  45d n/a
Latrunculia 46 n/a
Xestospongia  48/1 n/a
Neidentificirana spuzval  48/2 n/a
Isodictya toxophila 51 n/a
Homaxinella 52 n/a
Tetillia 55 n/a
Haliclona flagellifera 56 n/a
Isodictya setifer 58 n/a
Suberitidae gen. sp. 63 n/a
Demospongia 105 n/a
Tetillidae 119 n/a
Demospongia 124 n/a
Rosella cf. nuda/vanhoeffeni 132 n/a
Rossella racovitzae 166 n/a
Rossellasp. 167 n/a
Neidentificirana spuzva2 604 n/a

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija,

4.2.1 Cone inhibicije pri po Gramu pozitivnih bakterijah

Najvecja obmocja inhibicije smo zasledili pri izvlecku 37L pri ve€ini po Gramu pozitivnih
bakterijskih vrst. Najve¢ja obmocja inhibicije rasti smo izmerili pri laboratorijskem sevu B.
subtilis EXB-V68 in komenzalnih koznih izolatih Macrococcus sp.1F in Micrococcus sp.
2F, in sicer od 6 do 9 mm. Pri komenzalnem koznem izolatu Micrococcus sp. 2F smo po
redcitvi vzorca opazili tudi pojav obmocja zmanjSane rasti, kar je razvidno v preglednici
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15. Z redc¢itvijo vzorca je obmocje zmanjSane rasti izginilo pri 1000-kratni redcitvi.
Izvlecek 37L je bi dokaj ucinkovit tudi proti zivilskemu izolatu L. monocytogenes, kjer
smo opazili 5,5 mm veliko obmocje inhibicije, po redenju pa le Se obmocje zmanjSane
rasti v velikosti 2 mm. Zadovoljivo inhibicijo pa smo opazili tudi pri klini¢cnem izolatu S.
pseudintermedius (MRSP) S-053. Manj ucinkovit je bil izvle¢ek 37L pri dveh klini¢nih
izolatih, S. aureus (MRSA) S-943 in S. pseudintermedius (MRSP) S-043, kjer smo izmerili
le najve¢ 2 mm inhibicije rasti, obmocje z zmanjSano rastjo pa je bilo do 2-krat vecje in se
je z red¢itvijo vzorca zmanjSevalo.

Pri bakteriji Macrococcus sp. F1 smo pri izvleckih 38, 41a, 45h in 58 opazili, da se je
podrocje inhibicije rasti pri 100-kratnem red¢enju povecalo za 2—-3-krat, pri 1000-kratnem
red¢enju pa je cona inhibicije izginila.

TS

Slika 3: Porast cone inhibicije ob red¢enju izvlecka. Slike a, b, ¢ in d prikazujejo neredCene
izvlecke 38, 41a, 45h in 58 na petrijevki s komenzalnim koznim izolatom Macrococcus sp.
2F, slike e, f, g in h pa red¢ene izvleCke na enakem gojiscu.

Znatno cono inhibicije smo zasledili Se pri izvleckih 4, 26, 38, 41a, 45 in 58.

Pri komenzalnem koznem izolatu Micrococcus sp. 2F smo pri izvleckih 26, 27, 40a, 46,
51, 52, 55, 63, 166, 167 in 604 opazili nastanek pigmenta.
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Slika 4: Micrococcus na plosci z izvlecki in tvorba pigmenta

Preglednica 8: Cone inhibicije v milimetrih pri laboratorijskem sevu S. epidermidis EXB-
V55 in komenzalnem koznem izolatu S. aureus 10F

S. epidermidis
Spuz Vv EXB-V55 S. aureus 10F
P RS 10 MIK 10" 107 MIK

Inh. Zmr. Inh. Zmr. (Hg/ml) Inh. Zmr. Inh. Zmr. (png/ml)

Hexactinellida 4 15 0 nla 0 472472 15 nla 0 nla 472-47,2
Latrunculia cf.
lendenfeldi
Demospongia 38 4

7L 45 2
0
Hemigellius bidens  41a 6 0
0

896896 5 nfa 0 nfa 896-89,6

54,4-544 1 nla nla nla n/a
59,4-594 2 nla 0 nfa 594-59,4
Halichondria osculum  45h 2 306-306 15 nfa 0 n/a 306-30,6

Isodictya setifer 58 35 0 65,2-652 1 nla nla nla n/a

Demospongia 105 1 15 O 1 49,2-492 n/a nfa nla nla n/a

O O O o o
N O B~DN O

10?, 102 - red¢itev; Inh. — inhibicija; Zmr — zmanjsana rast; MIK — minimalna inhibitorna koncentracija
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Preglednica 9: Cone inhibicije v milimetrih pri klini¢nem izolatu S. aureus (MRSA) S-943

S. aureus (MRSA) S-943
Spuzva Vzorec 10 107 107 MIK
Inh. Zmr. Inh. Zmr. Inh. Zmr. (ng/ml)
Hexactinellida 4 15 0 n/a nla nla nla 47,2-472
Latrunculia cf. lendenfeldi  37L 1 4 2 1 nla nla 8,96-89,6
Hemigellius bidens  41a 2 0 n/a nla na nla 59,4-594
Halichondria osculum  45h 1 05 nla nla nla nla 30,6-306
10™"-107 - redgitev; Inh. - inhibicija; Zmr - zmanj3ana rast, MIK - minimalna inhibitorna koncentracija

Preglednica 10: Cone inhibicije v milimetrih pri klini¢nem izolatu S. pseudintermedius
(MRSP) S-053

S. pseudintermedius (MRSP) S-053

Spuzva Vzorec  10* 1072 107 MIK
Inh. Zmr. Inh. Zmr. Inh. Zmr. (1g/ml)
Hexactinellida 4 na nfa nfa nfa nfa nla n/a

Latrunculia cf. lendenfeldi  37L 4 1 05 35 O 0 8,96-89,6

Hemigellius bidens 41a 15 O 0 0 0 0 59,4-594

Halichondria osculum 45h 15 O 0 0 0 0 30,6-306
10%-107 - redgitev; Inh. - inhibicija; Zmr - zmanjsana rast, MIK - minimalna inhibitorna koncentracija

Preglednica 11: Cone inhibicije v milimetrih pri klini¢nem izolatu S. pseudintermedius
(MRSP) S-043

S. pseudintermedius
(MRSP) S-043

Spuzva Vzorec 07 102 103 K
Inh. Zmr. Inh. zmr. Inh. zmr. (Hg/ml)
Hexactinellida 4 15 0 0,5 0 n/a n/a 47,2-472
Latrunculia cf. lendenfeldi 37L 2 3 1 1 0,5 1 0,896-8,96
Demospongia 38 15 0 0,5 15 n/a n/a 5,44-544
Hemigellius bidens 41a 2 0 0 1 n/a n/a 59,4-594
Halichondria osculum 45h 2 0 0 1 n/a n/a 30,6 —306

10-10" - redgitev; Inh. - inhibicija; Zmr - zmanj3ana rast, MIK - minimalna inhibitorna koncentracija
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Preglednica 12: Cone inhibicije v milimetrih pri Zivilskem izolatu L. monocytogenes

L. monocytogenes

Spuzva Vzorec 10" 10 107 MIK
Inh. zZmr. Inh. Zmr. Inh. Zmr. (ng/ml)
Latrunculia cf. lendenfeldi 37L 55 0 0 2 0 n/a 89,6-896
Hemigellius bidens 41a 1 0 n/a n/a n/a n/a n/a
Halichondria osculum 45h 1 0 n/a n/a n/a n/a n/a

10™"-107 - redgitev; Inh. - inhibicija; Zmr - zmanj3ana rast, MIK - minimalna inhibitorna koncentracija

Preglednica 13: Cone inhibicije v milimetrih pri komenzalnem koznem izolatu
Macrococcus 1F

Macrococcus 1F
Spuzva Vzorec 107 107 107 MIK
Inh.  Zmr. Inh. Zmr. Inh. Zmr. (ng/ml)

Rossella cf. nuda/vanhoeffeni 3 2 0 n/a n/a n/a n/a 38,0-380
Hexactinellida 4 3 0 n/a n/a n/a n/a 47,2-4,2

Monosyringa sp. 6 1 1 n/a n/a n/a n/a n/a

Bathydorus sp. 8 1 0,5 n/a n/a n/a n/a n/a
Myxilla 26 3 1 0 0 n/a n/a 74,0-740
Chinachyra 27 2 0 n/a n/a n/a n/a 34,6-346

Rosella sp. 34 1 1 n/a n/a n/a n/a n/a

Demospongia 36 1 1 n/a n/a n/a n/a n/a

Rossella racovitzae 37R 1 1 n/a n/a n/a n/a n/a
Latrunculia cf. lendenfeldi 37L 9 0 6 0 0 0 8,96-89,6
Demospongia 38 2,5 0 6 0 0 0 5,44-54,4

Haliclona (Gellius) flagellifera 40a 1 15 0 0 n/a n/a n/a
Hemigellius bidens 41a 3 3 9 0 0 0 5,94-59,4

Microcionidae 41 1 1 0 0 n/a n/a n/a

Rosella cf. racovitzae 43 1 1 0 0 n/a n/a n/a
Halichondria osculum 45h 3 0 7 0 0 0 3,06-30,6
Latrunculia 46 15 0 0 0 n/a n/a 71,6-716

Xestospongia ~ 48/1 1 2 0 0 n/a n/a n/a
Neidentificirana spuzval  48/2 2,5 0 2 0 0 0 6,94-69,4

Isodictya toxophila 51 1 1 n/a n/a n/a n/a n/a

Homaxinella 52 1 1 n/a n/a n/a n/a n/a

Tetillia 55 1 1 n/a n/a n/a n/a n/a

Haliclona flagellifera 56 1 2 0 0 n/a n/a n/a
Isodictya setifer 58 3 2 6 0 0 0 6,52-65,2

Suberitidae gen. sp. 63 1 1 n/a n/a n/a n/a n/a
Demospongia 105 2 1 n/a n/a n/a n/a 49,2-492

Tetillidae 119 1 1 n/a n/a n/a n/a n/a

Demospongia 124 1 1 n/a n/a n/a n/a n/a

Rosella cf. nuda/vanhoeffeni 132 1 1 n/a n/a n/a n/a n/a
Rossella racovitzae 166 1,5 1 n/a n/a n/a n/a 64,8-648

Rossella sp. 167 1 1 n/a n/a n/a n/a n/a
Neidentificirana spuzva 2 604 2 0 n/a n/a n/a n/a 67,2-672

10™"-107 - redgitev; Inh. - inhibicija; Zmr - zmanjsana rast, MIK - minimalna inhibitorna koncentracija
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Preglednica 14: Cone inhibicije (mm) pri laboratorijskem sevu B. subtilis EXB-V68

B. subtilis EXB-V68

Spuzva Vzorec 10" 10 107 MIK
Inh. Zmr. Inh. Zmr. Inh. Zmr. (ng/ml)
Hexactinellida 4 2 0 1 0 nfa nla 4,72-47,2
Myxilla 26 2 0 1 0 nfa nla 7,4-74
Chinachyra 27 15 0 nla nla nla nla 34,6-346
Demospongia 36 15 0 nla nfa nla nla 37,0-370
Rossella racovitzae 37R 15 0 nla nfa nla nla 57,4-574
Latrunculia cf. lendenfeldi 37L 6 0 3 0 1 0 0,896-8,96
Demospongia 38 15 0 nla nla nla nla 54,4-544
Haliclona (Gellius) flagellifera 40a 2 0 1 0 nfa nla 7,22-72,2
Hemigellius bidens 41a 2,5 0 1 0 nfa nla 5,94-59,4
Microcionidae 41 1,5 0 nfa nfa n/a nla 44,6-446
Rosella cf. racovitzae 43 1,5 0 nfa nfa n/a nla 64,0-640
Halichondria osculum 45h 3 0 2 0 1 0 0,306-3,06
Demospongia  45d 15 0 nla nfa nla nla 38,8-388
Latrunculia 46 1,5 0 nfa nfa n/a nla 71,6-716
Homaxinella 52 1,5 0 nfa nfa n/a nla 46-460
Tetillia 55 15 0 nla nfa nla nla 42,4-424
Isodictya setifer 58 15 0 nla nfa nla nla 65,2-652
Tetillidae 119 2 0 15 0 na nla 10,26— 102,6
Demospongia 124 2 0 1 0 nfa nla 4,96— 49,6
Rosella cf. nuda/vanhoeffeni 132 15 0 na nfa n/a nla 61,4— 614
Rossella racovitzae 166 15 0 na. nfa nla nla 64,8— 648
Neidentificirana spuzva 2 604 15 0 na nla nla nla 67,2— 672

10™-107 - redgitev; Inh. - inhibicija; Zmr - zmanj3ana rast, MIK - minimalna inhibitorna koncentracija
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Preglednica 15: Cone inhibicije v milimetrih pri komenzalnem koZznem izolatu

Micrococcus 2F

Micrococcus 2F

Spuzva Vzorec 10 107 MIK
Inh.  Zmr. Inh. Zmr. Inh. Zmr. (ng/ml)
Hexactinellida 4 4 0 1 0 n/a n/a 47,2-472
Myxilla 26 * n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Chinachyra 27 * n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Latrunculia cf. lendenfeldi 37L 9 0 2 1 0 0 8,96-89,6
Demospongia 38 6 0 0 3 0 0 54,4-544
Haliclona (Gellius) flagellifera 40a * n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Hemigellius bidens 41a 6 0 0 2 0 0 59,4-594
Halichondria osculum 45h 3 0 1 0 0 0 3,06-30,6
Latrunculia 46 * n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Isodictya toxophila 51 * n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Homaxinella 52 * n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Tetillia 55 * n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Isodictya setifer 58 4 0 1 0 0 65,2-652
Suberitidae gen. sp. 63 * n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Demospongia 105 2 0 1 0 0 0 49,2-492
Tetillidae 119 * n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Rossella racovitzae 166 * nfa nla n/a n/a n/a n/a
Rossella sp. 167 * nfa nla n/a n/a n/a n/a
Neidentificirana spuzva 2 604 * n/a n/a n/a n/a n/a n/a

* - tvorba pigmenta; 10™-107 - redgitev; Inh. - inhibicija; Zmr - zmanj$ana rast; MIK - minimalna inhibitorna koncentracija

Slika 5: Cona zmanjSane rasti pri bakteriji S. pseudintermedius (MRSP) S-053. Levo:
osvetlitev od zgoraj; desno: osvetlitev od zadaj.
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43 POZITIVNA KONTROLA

Inhibicijo rasti na bakterijskih izolatih, ki jo povzro€ajo etanolni izvlecki spuzev smo
primerjali z inhibicijo, ki jo povzrocijo antibiotiki.

Med po Gramu negativnimi bakterijami je bil najuinkovitejsi tetraciklin. Pri 10 od 11
testiranih po Gramu negativnih bakterijah je u¢inkoval z izmerjeno MIK med 1 in 10
png/ml ali manj, kar je v obmoc¢ju koncentracij izvleckov iz spuzev. Sledil je kloramfenikol
z uc¢inkom pri 8 od 11 testiranih z izmerjeno MIK pod 10 pg/ml. Najman;j ucinkovit je bil
ampicilin z u¢inkom le pri eni bakteriji z izmerjeno MIK med 1 in 10 pg/ml, dve bakteriji
pa sta bili nanj celo rezistentni.

Pri po Gramu pozitivnih izolatih je bil najbolj u¢inkovit rifampicin. Pri vseh 9 izolatih smo
izmerili MIK med 0,1 in 1 pg/ml ali manj. Sledita mu kanamicin in kloramfenikol z
izmerjenim MIK manjSim od 10 pg/ml pri 7 in tetraciklin pri 6 izolatih.

Preglednica 16: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) antibiotikov proti testiranim
bakterijam

MIK posameznih antibiotikov(pg/ml)

Bakterije -
Tc Cm Kn Amp Rif

E. coli EXB-V1 1-10 0,1-1 1-10 10-100 1-10
E. coli HB101 0,1-1 1-10 10-100 10-100 10-100
ESBL-E. coli 30 (CTX-M-2) 1-10 0,1-1 1-10 rezistentna 10-100
ESBL-E. coli 192 (CTX-M-9; ST131) 0,1-1 1-10 1-10 10*-10° 10-100
ESBL-E. coli 206 (CTX-M-1, ST131) 1-10 1-10 10-100 1000-10000 1-10
P. aeruginosa EXB-V28 1-10 100-1000 10-100 100-1000 10-100
P. aeruginosa 06131 10-100 1-10 100-1000 100-1000 10-100
P. aeruginosa 8591 1-10 10-100 10-100 1000-10000 10-100
Enterobacter sp. EXB-V11 1-10 1-10 10-100 100-1000 10-100
KPC K. pneumoniae 1-10 100-1000 100-1000 rezistentna 10-100
Acinetobacter sp. 1C 0,001-0,01 1-10 100-1000 1-10 0,1-1
S. epidermidis EXB-V55 0,1-1 1-10 0,1-1 0,1-1 0,01-0,1
S. aureus 10F 1-10 10-100 1-10 0,1-1 0,1-1
S. aureus (MRSA) S-943 10-100 1-10 1-10 100-1000 0,001-0,01
S. pseudintermedius (MRSP) S-053 1-10 100-1000 100-1000 1000-10000 0,01-0,1
S.pseudintermedius (MRSP) S-043 10-100 1-10 100-1000 100-1000 0,01-0,1
B. subtilis EXB-V68 0,01-0,1 0,1-1 1-10 1-10 0,01-0,1
Macrococcus sp. 1F 0,1-1 1-10 0,01-0,1 0,1-1 0,001-0,01
Micrococcus sp. 2F 0,1-1 1-10 1-10 0,1-1 0,001-0,01
L. monocytogenes 10-100 1-10 1-10 100-1000 0,001-0,01

Tc — tetraciklin; Cm — kloramfenikol; Kn — kanamicin; Amp — Ampicilin; Rif — Rifampicin; MIK — minimalna inhibitorna koncentracija
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Slika 6: Pozitivna kontrola z antibiotiki pri bakteriji Listeria monocytogenes. Slike od a do
f prikazujejo zaporedno redcenje antibiotikov od 10" do 10°.

4.4 NEGATIVNA KONTROLA

Z negativno kontrolo smo Zeleli dokazati, kakSen vpliv ima na bakterije 96% etanol. Cona
inhibicije je bila povsod manjSa ali enaka 1 mm, zato rezultatov, ki so bili enaki ali manjsi
od inhibicije etanola, nismo upostevali.
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Preglednica 17: Vpliv etanola na rast testiranih bakterijskih sevov.

Cona inhibicije (mm)

Bakterije
1 2 3. 4

E. coli EXB-V1 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
E. coli HB101 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
ESBL-E. coli 30 (CTX-M-2) <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
ESBL-E. coli 192 (CTX-M-9; ST131) <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
ESBL-E. coli 206 (CTX-M-1, ST131) <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
P. aeruginosa EXB-V28 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
P. aeruginosa 06131 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
P. aeruginosa 8591 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
Enterobacter sp. EXB-V11 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
KPC K. pneumoniae <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
Acinetobacter sp. 1C <1 <1 <1 <1
S. epidermidis EXB-V55 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
S. aureus 10F <1 <1 <1 <1
S. aureus (MRSA) S-943 <1 <1 <1 <1
S. pseudintermedius (MRSP) S-053 0 0 0 0
S.pseudintermedius (MRSP) S-043 0 0 0 0
B. subtilis EXB-V68 1 1 1 1
Macrococcus sp. 1F 1 1 1 1
Micrococcus sp. 2F <1 <1 <1 <1
L. monocytogenes <0,5 <0,5 <0,5 <0,5

1. — 4. ponovitve

Slika 7: Negativna kontrola pri bakteriji Enterobacter sp.
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5 RAZPRAVA

Nas namen je bil preuditi protibakterijske ucinke etanolnih izvleCkov iz antarkti¢nih
spuzev na medicinsko pomembne bakterijske izolate, kot so MRSA, E. coli z
B—laktamazami razSirjenega spektra, na nekatere antibiotike rezistentni Pseudomonas
aeruginosa in Vv veterinarski medicini pomemben MRSP. Preverili smo tudi
protibakterijske ucinke na laboratorijske seve, komenzalne in Zivilske izolate. Rezultate
protibakterijske aktivnosti smo primerjali med po Gramu pozitivnimi in po Gramu
negativnimi bakterijami. Rezultate smo ravno tako primerjali z Ze obstojeCimi podatki iz
literature.

Pri negativni kontroli inhibicije bakterijske rasti smo ugotovili, da etanol le neznatno
inhibira bakterijsko rast v obmoc¢ju najve¢ 1 mm od roba luknjice, zato inhibicije mikrobne
rasti, ki je bila manj3a ali enaka 1 mm, nismo upostevali.

5.1 PO GRAMU NEGATIVNE BAKTERIE

Inhibicijo mikrobne rasti je pri po Gramu negativnih bakterijah kazalo le 6 izvleckov od 33
testiranih. Izvlecki so bili aktvni pri 7 od 11 testiranih po Gramu negativnih bakterijah.

E. coli EXB-V1 je bila rahlo obcutljiva na izvlecka 37L iz vrste Latrunculia cf. lendenfeldi
in 41a iz vrste Hemigellius bidens. Premer inhibicijske cone je bil 2 mm oziroma 1,5 mm,
MIK pa smo izmerili med 89,6 in 896 pug/ml ter med 59,4 in 594 pg/ml. 1zvle¢kov nadalje
nismo redcili zaradi majhne cone inhibicije.

Enake rezultate pri istih izvleckih smo dobili tudi pri laboratorijskem sevu E. coli HB101.

ESBL-E. coli 30 (CTX-M-2), ESBL-E. coli 192 (CTX-M-9; ST131) in ESBL-E. coli 206
(CTX-M-1; ST131) so bile podobno obcutljive na izvlecke spuzev. Pri vseh smo pri
izvleCku 37L iz vrste Latrunculia cf. lendenfeldi od¢itali MIK pri prvem nanosu in sicer
med 89,6 in 896 pg/ml. Inhibicijske cone si bile podobne med sabo — 2 mm pri ESBL-E.
coli 30 (CTX-M-2) oz 1,5 mm pri ESBL-E. coli 192 (CTX-M-9; ST131) in ESBL-E. coli
206 (CTX-M-1; ST131). Za izvlecek 37L so bile inhibicijke cone kakor tudi MIK enake
kakor pri laboratorijskih sevih E. coli EXB-V1 in E. coli HB101.

Pri sevih E. coli smo pri¢akovali tudi aktivnost izvleCkov spuzev iz rodu Xestospongia a so
bile naSe ugotovitve v nasprotju z navedbami v literaturi (Jiménez in Crews, 1990),
verjetno zaradi uporabe drugacnega topila za ekstrakcijo.

P. aeruginosa EXB-V28 in P. aeruginosa 1958 sta bila na izvleCke neobcutljiva. Najveéja
cona inhibicije, ki smo jo izmerili pri laboratorijskem sevu P. aeruginosa EXB-V28, je bila
1 mm, Cesar zaradi vpliva etanola nismo upoStevali. P. aeruginosa 06131 pa je bil
obcutljiv na izvlecek 37L in 41a, s cono inhibicije 2 oziroma 1,5 mm. MIK smo dolo¢ili
med 89,6 in 896 0z. med 59,4 in 594 pg/ml.

Enterobacter EXB-V11 in KPC Klebsiella pneumoniae nista bili obcutljivi na noben
izvlecek.
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Pri Acinetobacter 1C smo opazili obcutljivost na najve¢ izvletckov med po Gramu
negativnimi bakterijami. Obcutljiv je bil na 6 izvleckov, in sicer izvle¢ek z oznako 26,
spuzve iz rodu Myxilla, 37L iz vrste Latrunculia cf. lendenfeldi, 38 iz rodu Demospongia,
41a iz vrste Hemigellius bidens, 43 iz vrste Rosella cf. racovitzae in 45h iz vrste
Halichondria osculum. Najve¢ji premer cone inhibicije, 5 mm, smo zasledili pri izvleCku
37L, ki smo ga nato red¢ili. Pri 100x redcCitvi je bila cona inhibicije velika le 2 mm, po
1000x red¢itvi pa je izginila. MIK smo izmerili med 8,96 in 89,6 ug/ml. Pri izvlecku 45h
smo opazili cono inhibicije s premerom 4,5 mm, pri 100x red¢itvi pa je bila velika le Se 1
mm. MIK smo dolo¢ili med 3,06 in 30,6 pg/ml.

Pri obcutljivih, po Gramu negativih izolatih smo opazili, da se protibakterijski ucinki
pojavljajo pri dveh izvleckih, 37L iz spuzve vrste Latrunculia cf. lendenfeldi in 4la iz
spuzve vrste Hemigellius bidens. Za izvlecke iz spuzve Latrunculia velja, da imajo
protibakterijske lastnosti (Capon in sod., 1987; Perry in sod., 1988a, 1988b; McClintock,
1992; Copp in sod., 1994; Ford in Capon, 2000), medtem ko za rod Hemigelius druge
literature, razen objavljenega ¢lanka nase skupine (Turk in sod., 2013) nismo zasledili.
Sevi E. coli so bili podobno obcutljivi na najbolj aktivne izvlecke, ne glede na antibioti¢no
rezistenco.

Pri izolatih iz rodu Pseudomonas smo obcutljivost na izvle¢ke opazili pri rezistentnem
sevu P. aeruginosa 06131, medtem ko pri nerezistentnem P. aeruginosa EXB-V28 in
rezistentnem P. aeruginosa 1958 obcutljivosti ni bilo zaznati.

Pri izolatu Enterobacter EXB-V11 nismo zaznali ob¢utljivosti na izvlecke.

Pri bakteriji Klebsiella pneumoniae KPC prav tako nismo opazili obcutljivosti na izvlecke,
Ceprav v literaturi, sicer pri nerezistentnem sevu, navajajo obcutljivost na izvlecke
antarkticnih spuzev iz vrst Cinachyra antarctica, Isodictya erinacea, Homaxinella
(navedeno kot Homaxonella), in Latrunculia (McClintock in Gauthier, 1992).
Neobcutljivost je verjetno povezana z nastankom karbapenemaz ali efluksnih ¢rpalk. Izolat
Acinetobacter sp. 1C je bil ob¢utljiv na najve¢ izvleckov, poleg 37L in 41h tudi na
izvleCek 45h iz vrste Halichondria osculum, 26 iz spuzve Myxilla sp., 38 iz nedolocene
vrste Demospongia in 43 iz vrste Rosella cf. racovitzae. Iz subtropskih spuzev rodu
Halichondria so doslej izolirali lektine (Kawsar in sod., 2010), ki naj bi bili bolj aktivni pri
inhibiciji po Gramu pozitivnih bakterijah, podatkov o protibakterijskih ucinkovinah iz
drugih vrst spuzev pa v objavljeni literaturi nismo zasledili.

Izvlecki, ki so kazali protibakterijske lastnosti, so imeli po vecini slabSo sposobnost
zaviranja protibakterijske rasti kakor preizkusani antibiotiki. Pri po Gramu negativnih
bakterijah se je MIK izvleckov gibala med 3,06 in 896 pg/ml, medtem ko je imela pri
antibiotikih precej vecji razpon. Izvlecki so pri laboratorijskih sevih E. coli imeli slabsi
uc¢inek kakor antibiotiki, pri rezistentnih klini¢nih izolatih, pa so bili, kljub majhni coni
inhibicije, bolj ucinkoviti kot ampicilin, ¢eprav naj bi bili ti izolati nanj neobcutljivi.
Aktivnost izvleCkov pri klinicnem izolatu P. aeruginosa 06131 je bila primerljiva z
aktivnostjo kanamicina in ampicilina. Pri Acinetobacter sp. 1C imajo izvlec¢ki podobno
aktivnost kot kloramfenikol, kanamicin in ampicilin.
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5.2 PO GRAMU POZITIVNE BAKTERIJE

Po Gramu pozitivne bakterije so bila na delovanje izvleckov bolj ocutljive. Nanje je
vplivalo kar dobre tri Cetrtine od vseh testiranih izvleckov. Vse testirane po Gramu
pozitivne bakterije so bile obcutljive na vsaj en izvlecek.

Laboratorijski sev S. epidermidis EXB-V55 je bil obcutljiv na 7 izvleckov. Najvecji
izmerjeni premer cone inhibicije, 6 mm, smo opazili pri izvlecku 41a, pri red¢enju pa Smo
dobili le Se cono zmanjSane rasti s premerom 4 mm. MIK smo dolo¢ili med 59,4 in 594
pg/ml. Ucinkovit pa je bil tudi izvlecek 37L s premerom inhibicijske cone 4,5 mm, kjer
smo opazili tudi obmoc¢je zmanjSane rasti v premeru 2 mm. Po redéenju cone inhibicije ni
bilo. MIK smo dolo¢ili med 89,6 in 896 ug/ml. Izstopal je Se izvlecek 58 iz vrste Isodictya
setifer, s premerom inhibicijske cone 3 mm, po redfenju pa smo izmerili le cono
zmanjSane rasti s premerom 2 mm. MIK smo dolo¢ili med 652 in 652 pg/ml.
Protibakterijsko aktivnost izvlecka iz rodu Isodictya navajajo Moon in sodelavci (1998),
vendar je v svojem delu uporabil vrsto Isodictya eriancea. Slo je za u¢inkovino erinacean.

Komenzalni kozni izolat S. aureus 10F je bil obcutljiv na 4 izvlecke, med katerimi imata
najvecji premer cone inhibicije spet izvlecka 37L (5 mm) in 4la (2 mm). Po red¢enju
aktivnosti ni bilo. MIK smo dolocili med 89,6 in 896 pg/ml ter med 59,4 in 594 pg/ml.
Izvlecka 4 in 45h sta imela premer cone inhibicije 1,5 mm, MIK pa smo dolocili med med
47,2 in 472 pg/ml in med 30,6 in 306 pg/ml. Izvlecek 27 iz vrste Cinachyra sp., verjetno
zaradi drugaCnega ekstrakcijskega topila, ni kazal nobene aktivnosti proti omenjenem
izolatu, Ceprav bi po rezultatih iz literature to lahko pricakovali (McClintock in Gauthier,
1992). Glede na literaturo (Moon in sod., 1998) smo pri¢akovali tudi aktivnost izvleckov iz
rodu Isodictya — 51 in 58.

S. aureus (MRSA) S-943 je bil obcutljiv na 4 izvleCke, vendar so bile cone inhibicije
razmeroma majhne. Pri izvlecku 4la iz spuzve Hemigellius bidens smo izmerili
inhibicijsko cono s premerom 2 mm, po red¢enju pa nismo opazili nobene inhibicije. MIK
smo dolo¢ili med 59,4 in 594 pg/ml. pg/ml. Izvlecek 4 iz spuzve iz rodu Hexactinellida je
povzrocil inhibicijo v premeru 1,5 mm, MIK smo doloc¢ili med 47,2 in 472 pg/ml. Pri
vzorcu 37L smo izmerili 1 mm inhibicijske cone s 4 mm cone zmanjSane rasti, ki je po
red¢enju povzrocil 2 mm veliko cono inhibicije in mm veliko podro¢je zmanjSane rasti.
MIK smo dolo¢ili med 8,96 in 89,6 ng/ml. Za izvlecke iz arkti¢ne vrste Latrunculia vemo,
da inhibirajo rast MRSA (Na in sod., 2010). Sibko cono inhibicije (1 mm) smo izmerili
tudi pri izvlecku 45h, kjer je bila tudi prisotna majhna (0,5 mm) cona zmanjSane rasti. MIK
je bila med med 30,6 in 306 pg/ml.

S. pseudintermedius (MRSP) S-053 je bil obcutljiv na 3 izvlecke. Najvecjo aktivnost smo
spet zasledili pri izvleCku 37L, kjer smo izmerili inhibicijsko cono s 4 mm premera,
spremljala pa jo je cona zmanjSane rasti s premerom 1 mm. Po redéenju je cona inhibicije
izginila, ostala je le Se Sibka cona zmanjSane rasti. MIK smo dolocili med 8,96 in 89,6
pg/ml. Izvlecka 41a in 45h sta bila manj aktivna, cona inhibicije je imela le 1,5 mm
premera. MIK smo dolo¢ili med 59,4 in 594 pg/ml ter med 30,6 in 306 pg/ml.
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S. pseudintermedius (MRSP) S-043 je bil sicer obc¢utljiv na 5 izvleckov, vendar so bile
cone inhibicije zato manjSe. Najvecjo cono inhibicije smo opazili pri izvleckih 37L, 41a in
45h, premer je bil zgolj 2 mm. Pri izvlecku 37L smo izmerili tudi cono zmanj$ane rasti s
premerom 3 mm, zato smo vzorec red¢ili. Pri 100x red¢€itvi je imela cona inhibicije premer
1 mm, opazili pa smo §e 1 mm cone zmanjsane rasti. Pri 1000x redcitvi je bil premer cone
inhibicije le 1 mm, izmerili pa smo tudi I mm cone zmanj$ane rasti, zato smo MIK dolo¢ili
med med 0,896 in 8,96 pug/ml. Izvleceka 41a in 45h sta imela enako cono inhibicije, ki je
po redcenju izginila, opazili smo le Sibko cono zmanjSane rasti, zato smo MIK dolo¢ili
med 59,4 in 594 pg/ml oziroma med 30,6 in306 pg/ml. Izvlecka 4 in 38 sta imela preme
inhibicijske cone 1,5 mm. Po redCenju je izvlecek 4 imel inhibicijsko cono s premerom 0,5
mm brez cone zmanjSane rasti, zato smo dolocili MIK med 47,2 in 472 pg/ml. Pri
izvleCku 38 smo po 100x redCenju opazilicono inhibicije s premerom 0,5 mm in cono
zmanjSane rasti s premerom 1,5 mm. Pri 1000x red¢enju niso zasledili cone inhibicije ali
cone zmanjSane rasti, zato smo dolo¢ili MIK med 5,44 in 54,4 pg/ml.

B. subtilis EXB-V86 je bil obcutljiv na kar 22 izvleckov, najvecjo cono inhibicije pa smo
izmerili pri izvlecku 37L iz vrste Latrunculia cf. lendenfeldi, ki je pri 10x red¢enemu
vzorcu merila 6 mm, pri 100x red¢ivi 3 mm in pri 1000x redc¢itvi 1 mm. Dolocili smo tudi
MIK med 0,896 in 8,96 pg/ml. Za protibakterijsko u¢inkovitost izvle¢ka iz omenjenega
rodu spuzev zasledimo podatke tudi v literaturi (Capon in sod., 1987) Sledil je izvlecek
45h s premerom inhibicijske cone 3 mm, pri 100x redc¢itvi 2 mm in pri 1000x redcitvi 1
mm, tu smo dolo¢ili tudi najnizjo vrednost MIK med med 0,306 in 3,06 pg/ml.
McClintock (1993) v svojem delu navaja protibakterijske aktivnosti spuzev iz rodov
Haliclona, Isodictya, Rosella, Latrunculia in Tetilla tudi proti B. subtillis. Pri testiranih
izvleckih, z izjemo 37 iz Latrunculia cf. lendenfeldi, smo opazili zgolj Sibko
protibakterijsko aktivnost omenjenih rodov, neaktivni pa so bili izvlecki St. 4 iz vrste
Rossella cf. nuda/vanhoeffeni, 51 iz vrste Isodictya toxophila in 167 iz neznane vrste
Rossella sp. To bi lahko pripisali druga¢nemu topilu, ki smo ga uporabili pri ekstrakcijah.

Podobno je bilo pri komenzalnem koznem izolatu Macrococcus sp. 1F. Obcutljiv je bil na
14 izvleckov, ki smo jih nato redcili. Najvecjo inhibicijsko cono, s premerom 9 mm, smo
spet izmerili pri izvle¢ku 37L, ki je po 100x red¢enju Se vedno merila 6 mm, po 1000x
red¢enju izvlecka pa je izginila. MIK smo dolo¢ili med 8,96 in 89,6 ug/ml. Cono inhibicije
s premerom 3 mm smo izmerili Se pri izvleckih 4, 26, 41a, 45h in 58. Pri izvleckih 38, 41a,
45h in 58 smo opazili, da se je cona inhibicije po red¢enju izvlecka povecala tudi do 3x,
najve¢ na 9 mm premera. Z nadaljnim red¢enjem je cona inhibicije izginila. Ker smo imeli
redCene izvleCke pripravljene Ze prej in smo jih uporabili tudi pri drugih bakterijah, prav
tako pa smo jih imeli shranjene na drugem stojalu, lo¢eno od neredcenih izvleckov, lahko
napake pri red¢enju ali napac¢no izbiro red¢itve ovrzemo. Verjetno gre tu za sinergisti¢ne
ucinke, do katerih je priSlo pri redc¢itvi, ko se je vzpostavilo ustrezno razmerje med
u¢inkovinami. Pri drugih izvleckih (3, 27, 46, 48/2, 105) je imela cona inhibicije premer od
1,5do 2,5 mm. Zanimivo je, da je bil Macrococcus sp. 1F edini ob¢utljiv sev na izvlecek
48/2, kjer smo izmerili cono inhibicije s premerom 2,5 mm. Tudi po 100x redcenju je
izvleCek kazal inhibicijske lastnosti. Izmerili smo cono inhibicije s premerom 2 mm. MIK
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smo dolo¢ili med 6,94 in 69,4 ng/ml. Osemnajst izvleckov je sicer kazalo Sibko inhibicijo
rasti, ki bi jo lahko pripisali tudi etanolu, vendar se je pri vseh pojavila tudi cona
zmanjSane rasti, najpogosteje s premerom 1 mm.

Komenzalni kozni izolat Micrococcus sp. 2F je bil obc¢utljiv na manjse Stevilo izvleCkov
kot Macrococcus sp. 1F, so pa bile cone inhibicije pri posameznih izvleckih vecje.
Najvecjo cono inhibicije s premerom 9 mm smo ugotovili pri izolatu 37L iz spuzve
Latrunculia cf. lendenfeldi, kar smo zasledili tudi v literaturi (McClintock in Gauthier,
1992). Po 100x redcenju izvlecka se je cona inhibicije zmanjSala na 2 mm, po 1000x
red¢enju pa smo zabelezili le Se cono zmanjSane rasti. MIK smo dolo¢ili med 8,96 in 89,6
pg/ml. Pri izvleckih 38 in 41a smo izmerili 6 mm inhibicije, ki je po redCenju izvlecka
izginila, izmerili smo le Se 2-3 mm cone zmanjsane rasti. MIK smo dolo¢ili med 54,4 in
544 ng/ml oziroma med 59,4 in 594 pg/ml. Pri izvleCku z oznako 58 smo izmerili cono
inhibicije s 4 mm premera, po redc¢enju pa le e 1 mm. MIK smo dolo¢ili med 65,2 in 652
pg/ml. Pri izvleckih, ki sicer niso kazali protibakterijskega delovanja (26, 27, 40a, 46, 51,
52, 55, 63, 119, 166, 167, 604), smo opazili nastanek pigmenta v blizini nanosa izvle¢kov.

L. monocytogenes je bila obcutljiva le na izvlecek 37L, kjer smo izmerili cono inhibicije s
premerom 5,5 mm, po red¢enju pa smo lahko izmerili le cono zmanjSane rasti s premerom
2 mm. MIK smo dolo¢ili med 89,6 in 896 pg/ml. Cono inhibicije s premerom 1 mm smo
zasledili Se pri izvleckih 41a in 45h, vendar smo to pripisali vplivu etanola. Razen
inhibicije rasti z izvlecki mediteranskih spuzev Agelas oroides and Axinella damicornis
(Touati in sod., 2007), drugih podtkov o inhibiciji izvleckov iz spuzev proti tej bakteriji
nismo nasli.

V literaturi smo zasledili podatke o mo¢ni protimikrobni aktivnosti izvleckov spuzev rodu
Xestospongia proti po Gramu pozitivnim bakterijam B. subtilis in S. aureus (Edrada in
sod., 1996a, 1996b; Kobayashi in sod., 1993; Jiménes in Crews, 1990;) vendar pri naSem
izvleCku 48/1 iz spuzve rodu Xestospongia pri komenzalnem in klini¢nih rezistentnih
izolatih S. aureus protimikrobne aktivnosti nismo zasledili, pri laboratorijskem sevu B.
subtilis pa smo zasledili le 1 mm premera con inhibicije in 2 mm cone zmanjSane rasti.
Verjetno je posledica vecje protimikrobne aktivnosti iz literature uporaba drugacnih topil
za ekstrakcijo.

S. epidermidis EXB-V55 in S. aureus 10F sta bolj obcutljiva na antibiotike kot na izvlecke,
pri S. aureus (MRSA) S-943 pa je aktivnost izvlecka 37L primerljiva s tetraciklinom in
boljsa od ampicilina. Pri S. pseudintermedius (MRSP) S-053 je aktivnost izvleckov 37L
boljsa od kloramfenikola, kanamicina in ampicilina, aktivnost izvleCkov 41a in 45h pa
primerljiva s kanamicinom in kloramfenikolom ter boljSa od ampicilina. Pri S.
pseudintermedius (MRSP) S-043 je aktivnost izvlecka 37L boljSa od tetraciklina,
kanamicina in ampicilina ter primerljiva s kloramfenikolom. B. subtilis EXB-V68 je bil po
vecini bolj obcutljiv na antibiotike, razen v primeru izvlecka 37L in 45h, ki sta bila bolj
ucinkovita od kanamicina in ampicilina. Macrococcus sp. 1F in Micrococcus sp. 2F sta
bila bolj obcutljiva na antibiotike, obcutljivost na izvleCke pri bakteriji Listeria
monocytogenes pa se lahko primerja le z ampicilinom.
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5.3 EKOLOSKIPOMEN IZVLECKOV

Glede na Sibko aktivnost izvleCkov proti komenzalnim in klinicno pomembnim sevom v
primerjavi z ucinkovitostjo delovanja proti bakterijskim izolatom iz morske vode
(Kosmina, 2012) lahko predpostavimo, da imajo biolosko aktivne spojine iz spuzev
predvsem ekoloSki pomen in spuzvam sluzijo pri obrambi proti prerastu z bakterijami in
diatomejami ter proti plenilcem, kot so morske zvezde in raki (McClintock in sod., 2005).
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6 SKLEPI

e Po Gramu negativne bakterije so bile na etanolne izvlecke antarkti¢nih spuzev
slabSe obcutljive kot po Gramu pozitivne bakterije. Inhibicijo mikrobne rasti smo
zasledili le pri 6 izvleckih od 33 testiranih. Izvlecki so bili aktivni proti 7 od 11
testiranih po Gramu negativnih bakterij, najbolj obcutljiv pa je bil komenzalni
kozni izolat bakterije Acinetobacter sp.

e Pri po Gramu pozitivnih bakterijah smo opazili ve¢jo protimikrobno ucinkovitost
izvleckov. Inhibicijo mikrobne rasti je kazalo 25 od 33 testiranih izvleckov. Med
bolj aktivnimi so bili izvle¢ki 37L iz vrste Latrunculia cf. lendenfeldi, ki je bil
aktiven pri vseh bakterijskih izolatih, 41a iz vrste Hemigellius bidens in 45h iz vrste
Halichondria osculum, ki sta bila enako aktivna pri 8 izolatih, 4 iz vrste
Hexactinellida sp. aktiven pri 7 izolatih, 38 iz neznane Demospongia pri 5 izolatih
in 58 iz vrste Isodictya setifer, ki je bil aktiven pri 4 izolatih. Izvlecki so bili najbolj
ucinkoviti pri inhibiciji S. epidermidis EXB-V55, B. subtilis EXB-V68,
Macrococcus sp. 1F in Micrococcus sp. 2F.

e Vse bakterije, pri katerih smo po nanosu izvleCkov opazili inhibicijo rasti, so bile
obcutljive na izvlecek 37L iz vrste Latrunculia cf. lendenfeldi, kar je v skladu s
porocanjem v literaturi in bi bilo lahko povezano s Sirokim naborom bioaktivnih
spojin, Ki jih ta rod spuzev premore.

e Nekatere po Gramu negativne in skoraj vse po Gramu pozitivne bakterije so bile
obcutljive tudi na izvleek 41a iz vrste Hemigelius bidens, kar nakazuje na nove
biolosko aktivne spojine.

e Izvlecki spuzev Xestospongia, katerih rodove najdemo tudi v zmernih in tropskih
obmocjih, niso pokazali protibakterijskega delovanja, za razliko od izvleckov
predstavnikov istega rodu iz tropskih in subtropskih morjih.

o Sibka protibakterijska aktivnost proti komenzalnim in kliniéno pomembnim sevom
v primerjavi z mocno protibakterijsko aktivnostjo proti morskim bakterijam in
bakterijam, izoliranih iz ledu, kaze na ekoloski pomen biolosko aktivnih snovi.
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7 POVZETEK

Povod za opravljene raziskave v tem magistrskem delu je bilo vse veCje naraScanje
pojavov neobcutljivosti kliniéno pomembnih bakterij na antibiotike. Z delom smo
poskusali dokazati obcutljivost klinicno pomembnih bakterijskih izolatov na biolosko
pomembne spojine v etanolnih izvleckih iz antarkti¢nih spuzev. Ker raziskav, ki so se s
tovrstno problematiko ukvarjale na podrocju polarnih spuzev ni veliko, se nam je to zdelo
dobra izhodis¢na tocka za iskanje novih, medicinsko pomembnih uc¢inkovin.

Protibakterijske lastnosti smo opazili pri 25 od skupno 33 testiranih izvleckov, pri cemer je
bila protibakterijska aktivnost bolj opazna pri po Gramu pozitivnih bakterijah.

Potrdili smo moc¢no protibakterijsko uc¢inkovitost izvleckov iz spuzve Latrunculia cf.
lendenfeldi, protibakterijske u¢inkovine izvle¢kov iz spuzve Hemigelius bidens, ki jih do
sedaj, razen naSe raziskovalne skupine, ni opisal Se nih¢e drug, pa so dobri kandidati za
nadaljna testiranja in identifikacijo. Izvlecki antarkti¢nih spuzev Xestospongia, za razliko
izvleCkov predstavnikov istega rodu iz tropskih in subtropskih morjih, niso kazali
protibakterijske aktivnosti.

Biolosko aktivne spojine iz spuzev imajo predvsem ekoloski pomen.
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PRILOGE

Priloga A: Preglednica dosedanjih objavljenih raziskav o bioloskih aktivnostih v organskih izvleckih iz preiskovanih spuzev (Kosmina, 2012)

IME SPUZVE | UCINKOVINA VRSTA MOLEKULE ORGANSKO | AKTIVNOST REFERENCA
TOPILO
Homaxinella 5,6:8,9-Diepoksi steroli | Polioksgenirani steroli Metanol Proti celi¢nim linijam razli¢nih tumorjev Mansoor in sod.,
2006
Microcionidae Euripamidi Ain B Cikliéni peptidi Ni podatka Zavirajo kopi¢enje lipidnih kapljic v makrofagih Ito insod., 2004
Latrunculia Kalipeltini A - C Acikli¢ni peptidi Etanol Protiglivi¢na in anti-HIV aktivnost, zaviralec Na*/ Zampella in sod.,
Ca®* izmenjevalca, pozitiven inotropni agent v 2002
levem atriju morskega prasicka, citotoksi¢nost proti
KB celicam
Kalipeltini F - | Acikli¢ni peptidi Metanol Protiglivi¢no delovanje proti glivi Candida albicans | Sepe in sod., 2006
Kalipeltini J - M Acikli¢ni peptidi Metanol Protigliviéno delovanje proti C. albicans in D’Auria in sod.,
citotoksi¢na aktivnost proti L16 celicam 2007
Diskorabdin A Policikli¢ni alkaloidi Etanol Mocan citotoksin proti tumorskim celicam, zavira Makareva in sod,
karcinome misjih Erlich celic 2010
Diskorabdin B Policikli¢ni alkaloidi Ni podatka Mocno citotoksi¢en in protimikroben Perry in sod.,
1988
Diskorabdin C, E Piroloiminokinoninski Metanol Citotoksi¢nost proti celicam opiéjih ledvic in P388 Copp insod.,
alkaloidi misjih levkemi¢nih celic. Antimikrobno delovanje 1994

proti Gram + in Gram - bakterijam in glivam

se nadaljuje



nadaljevanje

Priloga A: Preglednica dosedanjih objavljenih raziskav o bioloskih aktivnostih v organskih izvleckih iz preiskovanih spuzev (Kosmina, 2012)

IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA MOLEKULE ORGANSKO TOPILO AKTIVNOST REFERENCA
Latrunculia Diskorabdin W, D Piroloiminokinoninski alkaloidi | Metanol/ Diklorometan Delovanje proti migjim Lang in sod.,
(1:1) levkemi¢nim celicam. 2005
Protimikrobno in
protitumorsko delovanje
Diskorabdin I, L Piroloiminokinoninski alkaloidi | 2-propanol Citotoksi¢nost proti tumorskim | Reyes in sod.,
celi¢nim linijam. 2004
Diskorabdin R Piroloiminokinoninski alkaloidi | Etanol Protibakterijsko delovanje Ford insod.,
2000
Latrunkulinosid A - | Dekalaktonski glikozidi Butanol Inhibicija prehranjevanja zlatih | Rezanka in sod.,
B ribic 2003
Latrunkulei¢na Poliketid makrocikli¢nega in Metanol Potencialni terapevtik, Vilozny in sod.,
kislina triazolidnega obroca molekularne sonde v 2004
raziskavah citoskeleta
Oksalatrunkulin B Heterocikel s triazolidnim Metanol/ Diklorometan Inhibicija aktina, Ahmed in sod.,
obrocem 2007

delovanje proti glivam in proti
raku

Latrunkulin A

Ketidne aminokisline

Ni podatka

Zavira tumorske celice
prostate, aktivacija celic raka
prsi

El Sayed in sod.,
2008

Latrunkulin A in B

Ketidne aminokisline

Petrolejski eter

Ucinki na celi¢ne linije misjih
nevroblastov in fibroblastov,
povzrocijo reorganizacijo
mikrofilamentov v celicah

Kashman in sod.,
1980

se nadaljuje



nadaljevanje

Priloga A: Preglednica dosedanjih objavljenih raziskav o bioloskih aktivnostih v organskih izvleckih iz preiskovanih spuzev (Kosmina, 2012)

IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA MOLEKULE ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
TOPILO
Latrunculia (+)-latrunkulin A Ketidne aminokisline Ni podatka Povzroéi reverzibilne spremembe v | Smith in sod.,
morfologiji celic, ogrozi 1992
(+)-latrunkulin B organizacijo mikrofilamenav, in
zavira posredovanje
Latrunkulina Cin M mikrofilamentov med celi¢no
delitvijo
(+)-latrunkulin A (1) Ketidne aminokisline, Ni podatka Mocan zaviralec mikrofilamentov White in sod.,
knjugirani dieni med celi¢no delitvijo 1992
(+)-1Bepilatrunkulin A
Citaroksazol Aromaticni alkaloid Etanol Citotoksi¢no delovanje Genta - Jouve in
sod., 2011
Epimikubilin Norsesterterpenski peroksid Metanol/ Zaviranje proizvodnje NO, Cheenpracha in
Diklorometan (1:1) protivnetni agensi sod., 2010
Mukubilon B in metanol
Epimukubilin B

Sigmosceptrelin A
metil ester

Sigmosceptrelin A
Sigmosceptrelin B

metil ester

se nadaljuje




nadaljevanje

Priloga A: Preglednica dosedanjih objavljenih raziskav o bioloskih aktivnostih v organskih izvleckih iz preiskovanih spuzev (Kosmina, 2012)

IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA MOLEKULE ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
TOPILO
Latrunculia Trunkulina Ain B Norsesterterpenski cikli¢ni Etanol Protimikrobna aktivnost Capon insod.,
peroksidi 1987
Xestospongia Renieron Alkaloidi - 1zokinolinski kinoni | Aceton in Metanol Aktiven proti Gram + bakterijam Edrada in sod.,
Bacillus subtilis in Staphyloccoccus | 1996
7-Metoksi-1,6- aureus. Prav tako deluje proti plesni
dimetilisokinolin- Cladosporium cucumerinum
5,8-dion
N-Etilen metil keton
derivat renierona
Renierol acetat Alkaloidi - 1zokinolinski kinoni | Ni podatka Protitumorska dejavnost Kubo in sod.,
1989
Renierol propionat
N-formil-1,2-
dihidrorenierol
acetat
N-formil-1,2-
dihidrorenierol
propanoat
Renieramicin M Alkaloidi - 1zokinolinski kinoni | Metanol Kazejo moéno citotoksi¢nost in Suwanborirux in

Renieramicin G

Renieramicin N

protitumorsko aktivnost

sod., 2003

se nadaljuje



nadaljevanje

Priloga A: Preglednica dosedanjih objavljenih raziskav o bioloskih aktivnostih v organskih izvleckih iz preiskovanih spuzev (Kosmina, 2012)

IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA MOLEKULE ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
TOPILO
Xestospongia Renieramicin O - S Alkaloidi - 1zokinolinski kinoni | Etil acetat Citotoksi¢nost, protitumorske Amnuoypol in
spojine sod., 2004
Hacijodini A - G Alkaloidi — 3-Alkilpiridinski Metanol Citotoksi¢ni proti celicam misje Tsukamoto in
Alkaloidi levkemije sod., 2000
Ciklosteletamin A Alkaloidi — 3-Alkilpiridinski Etanol Zavirajo ¢loveske levkemicne Oku in sod., 2004
Alkaloidi celice
Ciklosteletamin G
Dehidro-
ciklosteletamin D
Haliciklamin B Alkaloidi — 3-Alkilpiridinski Metanol Protimikrobna aktivnost, selektivna | Harrison in sod.,
Alkaloidi citotoksic¢nost proti tumorskim 1996
celicam
Ksestomanzamin A, | Alkaloidi — B-Karbolinski Aceton Citotoksi¢nost proti KB celicam Kobayashi in
B, X Alkaloidi sod., 1995

Manzamin A

Manzamin J, 3,4-
Dihidromanzamin A

6-Deoksimanzamin
X

Alkaloidi — B-Karbolinski

Alkaloidi

Aceton in Metanol

Insekticidna aktivnost, delujejo
proti Gram + bakterijam,
citotoksi¢nost

Edrada in sod.,
1996

se nadaljuje



nadaljevanje

Priloga A: Preglednica dosedanjih objavljenih raziskav o bioloskih aktivnostih v organskih izvleckih iz preiskovanih spuzev (Kosmina, 2012)

IME SPUZVE

UCINKOVINA

VRSTA MOLEKULE

ORGANSKO
TOPILO

AKTIVNOST

REFERENCA

Xestospongia

Manzamin A N-oksid
Manzamin J N-oksid

3,4-Dihidromanzamin
A N-oksid

Alkaloidi — p-Karbolinski
Alkaloidi

Aceton in Metanol

Insekticidna aktivnost, delujejo
proti Gram + bakterijam,
citotoksi¢nost

Edrada in sod.,
1996

(+)-3b,3’b- Alkaloidi — Makroliti¢ni Metanol Protigliviéno delovanje proti glivi [ Moon in sod.,
Dimetilksestospongin | Kinolizidini Candida spp. 2002
(H)-(79)-
Hidroksiksestospongin
A
(+)-Araguspongin K, Alkaloidi — Makroliti¢ni Etanol Protimalari¢na in Orabi in sod.,
L Kinolizidini protituberkulozna aktivnost 2002
Ksestosin A Alkaloidi — Makroliti¢ni Metanol Vazodilatorna in ihtiotoksi¢na Iwagawa in sod.,
Kinolizidini aktivnost 2000
Motuporamin A- | Alkaloidi Metanol Zavira celi¢no gibanje, Williams in sod.,
citotoksi¢na aktivnost 2002
Aaptamin Alkaloidi Metanol Citotoksi¢nost proti KB celicam Calcul in sod.,
2003
Izoaaptamin

Demetil(oksi)aaptamin

Dimetilketal aaptamin,

se nadaljuje




nadaljevanje

Priloga A: Preglednica dosedanjih objavljenih raziskav o bioloskih aktivnostih v organskih izvleckih iz preiskovanih spuzev (Kosmina, 2012)

IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA MOLEKULE ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
TOPILO
Xestospongia Benzo[de][1,6]naptirid Alkaloidi Metanol Citotoksi¢nost proti KB celicam | Calcul in sod.,
in derivat A - derivat D 2003
Ampimedin Alkaloidi Metanol in Citotoksicnost proti razlicnim Tasdemir in sod.,
Metanol/Kloroform vrstam tumorjev 2001
Neoampimedin
Deoksiampimedin
Halenakinon Kinoni Ni podatka Kardiotoni¢na aktivnost Roll in sod., 1983
Halenakinol Kinoni Ni podatka Kardiotoni¢ne aktivnosti Kobayashi in
sod., 1985
Halenakinol sulfat
Ksestokinon Kinoni Metanol- Inhibicija cdc25b fosfataze Cao in sod., 2005
Diklorometan
Adociakinon A-B Kinoni Metanol Citotoksi¢ne aktivnosti, poskusi | Concepcion in

Sekoadociakinon A -B

14-Metoksiksestokinon

15-Metoksiksestokinon

15-Kloro-14-
hidroksiksestokinon

14-Kloro-15-
hidroksiksestokinon 41

in vitro in in vivo kazZejo na
protitumorsko aktivnost pri
zivalih, citotoksi¢nost proti
¢loveskem tumorju debelega
Crevesa

sod., 1995

se nadaljuje




nadaljevanje
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IME SPUZVE | UCINKOVINA VRSTA MOLEKULE ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
TOPILO
Xestospongia 3-Ketoadociakinon A -B Kinoni Ni podatka Strupeni v ¢loveskih tumorskih celicah debelega | Cao in sod., 2005
Crevesa, citotoksi¢na aktivnost
13-O-Metilksestokinol sulfat
Ksestosaprol C Kinoni Metanol Inhibitor virusa HIV Kubota in sod.,
2008
Ksestovanin A Terpenoidi Metanol Protiglivi¢no delovanje proti Pythium ultimum Northcote in sod.
1989
Sekoksestovanin A
Klionasterol Steroli, konvencionalni Ni podatka Inhibitor CP celic Cerqueira in sod.,
steroli 2003
Ksestokerol A- B Steroli — Steroli s Metanol Protimikrobno delovanje proti bakterijam Kobayashi in
ciklopropanskim obro¢em sod., 1993
Aragusterol A Steroli — Steroli s Metanol Mocan protitumorski sterol Iguchi in sod.
ciklopropanskim obro¢em 1993
Aragusterol B Steroli — Steroli s Metanol Antiproliferativna aktivnosti proti KB celicam in | Iguchi in sod.
ciklopropanskim obrocem vitro (aragusterol d nima tega uéinka) 1993
Aragusterol D
(Ksestokerol C)
Aragusterol C Steroli — Steroli s Metanol Protitumorska aktivnost Shimura in sod.,
ciklopropanskim obrocem 1994
Haplosamat A - B Steroli — Polihidroksi Metanol Inhibicija HIV-1 integraze Qureshi in sod.,
steroli 1999
Ksestobergsterol A - B Steroli — Polihidroksi Ni podatka Zavira sproscanje histamina iz podganjih celic, Shoji in sod.,
steroli citotoksi¢nost proti celicam 1-1210 misje 1992

levkemije

se nadaljuje




nadaljevanje
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IME SPUZVE | UCINKOVINA VRSTA MOLEKULE ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
TOPILO
Xestospongia Ibisterol sulfat B —C Steroli — Polihidroksi steroli Metanol Inhibicija HIV-1 integraze Lerch in sod.,
2001

(22S)-4b,5b-Epoksi-
2b,3a,12b,22-tetrahidroksi-14a-
metilholesta-7,9(11)-diene-
6,24-dion
5a,8a-Epidioksi-24a-etilholest- | Drugi steroli Ni podatka Inhibitor CP celic Cerqueira in sod.,
6-en-3b-ol 2003
Ksestosterol (9E,17E)-18- Drugi steroli Diklorometan Inhibicija vezave ligandov na Pham in sod.,
bromooctadeca-9,17-diene- moZganske podganje Al receptorje | 1999

7,15-dinoat

Ksestosterol (9E,17E)-18-
bromooktadeka-9,17-dien-
5,7,15-trinoat

Ksestospongienol A - L Mascobne kisline — Metanol Protiglivi¢ni in protimikrobni Liuin sod., 2011
brominirane polinenasic¢ene udinki, zaviranje HIV-1 integraze,
mascobne kisline citotoksi¢nost

(9E,13E,17E)-18- Mascobne kisline — Etil acetat Inhibicija HIV proteaze Patil in sod., 1992

Bromooktadeka-9,13,17-trien-
5,7,15-trinoi¢na kislina

Metil (9E,13E,17E)-18-
bromooktadeka-9,13,17-trien-
5,7,15-trinoat

brominirane polinenasi¢ene
mascobne kisline

se nadaljuje



nadaljevanje
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IME UCINKOVINA VRSTA MOLEKULE ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
SPUZVE TOPILO
Xestospongia | (7E,13E,17E)-18- Mascéobne Kisline — Etil acetat Inhibicija HIV proteaze Patil in sod., 1992
Bromooktadeka-7,13,17-trien- brominirane polinenasi¢ene
5,15-dinoic¢na kislina mascobne kisline
Metil (7E,13E,17E)-18-
bromooktadeka-7,13,17-trien-
5,15-dinoat
(9E,17E)-18-Bromooktadeka-
9,17-dien-5,7,15-trinoi¢na kislina
(9E,15E)-16-Bromoheksadeka- Mascéobne kisline — Etil acetat Inhibicija HIV proteaze Patil in sod., 1992

9,15-dien-5,7-dinoi¢na kislina

Metil (9E,15E)-16-
bromoheksadeka-9,15-dien-5,7-
dinoat

(9E,17E)-18-Bromooktadeka-
9,17-dien-5,7-dinoi¢na kislina

Metil (9E,17E)-18-
bromooktadeka-9,17-dien-5,7-
dinoat

brominirane polinenasi¢ene
mascobne kisline

se nadaljuje



nadaljevanje
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IME SPUZVE UCINKOVINA VRSTA MOLEKULE ORGANSKO AKTIVNOST REFERENCA
TOPILO
Xestospongia (9E,15E)-18- Mascéobne kisline — Etil acetat Inhibicija HIV proteaze Patil in sod., 1992
Bromooktadeka- brominirane polinenasi¢ene

9,15-dien-5,7,17-
trinoi¢na kislina

mascobne kisline

Nefeliosin A Mascobne kisline — druge Metanol, etil acetat in | Protiglivi¢no delovanje, Kobayashi in
voda citotoksi¢nost, protivirusna sod., 1994
aktivnost
2-0kso-2,5- Mascobne kisline — druge Diklorometan Aktivna spojina proti P388 celicam | Quinoa in sod.,
dihidrofuran-5- misje levkemije 1986

ocetna kislina metil
ester, Ksestin A -B

Ksestoaminol A - C

Mascéobne kisline — druge

Metanol

Aktivnosti proti parazitom,
mikrobom in reverzni transkriptazi

Jimenez in sod.,
1990
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