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1. Uvod

Aphanomyces astaci, Schikora, 1906., je mikroorganizam iz skupine Oomycetes, uzrocnik
visoko zarazne i letalne bolesti slatkovodnih rakova - racje kuge (Alderman, 2003). Ova je
bolest dovela do znacajnih smanjenja brojnosti rakova u prirodi, ali i ekonomskih Steta u
akvakulturi (Huner, 1994; Ackefors, 2000). Zarazeni rakovi ne zadovoljavaju zahtjeve trzista,
stoga nisu prikladni za prodaju (Jussila i sur., 2011), ali osim direktnog ekonomskog gubitka
uzrokovanog uginulim i zarazenim jedinkama, veliki troskovi nastaju i pokusajima sprjecavanja

Sirenja bolesti, lije¢enja te nadoknade brojnosti populacija u akvakulturi (Jernel6v, 2017).

Metode koje se tradicionalno koriste u svrhu prevencije i lijeCenja racje kuge manjkave su
te nerijetko predstavljaju opasnost za zdravlje ljudi i zivotinja. Primjerice, malahitno zelenilo je
spoj koji pokazuje izrazito inhibicijsko djelovanje prema rastu micelija patogena A. astaci, ali
ujedno ima svojstvo bioakumulacije te je toksicno i kancerogeno, stoga je danas zabranjeno u
Europskoj uniji, SAD-u i mnogim drugim zemljama (Alderman, 2003). Komercijalno Cesto
koristeni spoj, formalin (Jernerlov, 2017), takoder ima negativne strane, npr. predstavlja rizik
za zdravlje ljudi, radnika u akvakulturi ali i krajnjih potrosaca zbog njegovih ostataka u mesu
(Wooster i sur., 2005).

Obzirom na manjkavost tradicionalno koristenih kemikalija, ali i rastom svijesti o ekoloskoj
poljoprivredi i odrzivom gospodarstvu, javlja se potreba za koristenjem neopasnih, prirodnih
tvari s antioomicetnim ucinkom, poput propolisa. Propolis, zahvaljujuéi kemijskom sastavu
bogatom bioaktivnim tvarima, medu kojima najvazniju ulogu zauzimaju polifenoli (Hegazi i
sur., 2000), pokazuje inhibicijsko djelovanje prema brojnim mikroorganizmima, poput Gram-
pozitivnih bakterija i gljivica (Drago i sur. 2000). Medutim njegovo je antioomicetno djelovanje
mnogo slabije istraZzeno, ve¢inom s fokusom na oomicetne uzrocnike biljnih bolesti, primjerice

vrstu Phytophtora cambivora (Silva-Castro i sur., 2017).

Cilj ovog rada bio je demonstrirati i kvantificirati antioomicetno djelovanje propolisa prema

rastu micelija mikroorganizma Aphanomyces astaci, uzrocnika racje kuge, u in vitro uvjetima.



2. Teorijski dio

2.1 Astacikultura

Astacikultura je uzgoj slatkovodnih rakova i kao gospodarska grana posljednjih godina
doZivljava izutetno brz rast te je u 2017. godini trZiSte doseglo vrijednost vecu od 10 milijardi
dolara (FAOQ, 2019). U 2020. godini najveéi izvoznik slatkovodnih rakova bio je Novi Zeland, a
u Europi Norveska (Tridge, 2021). Osim toga, uslijed rasta potraznje, brzi rast proizvodnije
slatkovodnih rakova biljezi Kina gdje se rakovi uzgajaju ekstenzivno u poljima rize (Wang i
sur., 2018).

U Europi se uzgajaju Cetiri vrste slatkovodnih rakova (Ackefors, 2000). Najvecu cijenu
po jedinki postizu zaviCajne vrste rijecni rak, Astacus astacus (Slika 1a) te uskosSkari rak
Pontastacus leptodactylus (Slika 1c). U europskoj astacikulturi vazno mjesto zauzimaju i dvije
uvezene, izvorno sjevernoamericke vrste, Pacifastacus leniusculus (Slika 1b) te Procambarus
clarkii (Slika 1d) (Holdich, 1993). Vrsta Procambarus clarkii je veli¢inom najmanja, ali njegova
pojavnost je naj¢eSca te obuhvaca vedinu svjetske proizvodnje slatkovodnih rakova (Vogt,
2021).

Rakovi su luksuzna namirnica visoke cijene te je njihov uzgoj ekonomski privlacan. Prinos
mesa raka znacajno ovisi o vrsti te najveca koli¢ina dolazi iz repa raka, odnosno trbusnog
miSi¢a, a neSto manje i iz klijeSta (Holdich, 1993).

Astacikultura vecinski podrazumijeva ekstenzivni ili u manjoj mjeri semi-ekstenzivni uzgoj
(Holdich, 1993), ovisno o tome hrane li se rakovi prirodnom hranom ili se prihranjuju
dodatcima prehrani (Vogt, 2021). Rakovi tijekom svih razvojnih faza imaju jednake
prehrambene potrebe Sto omogucuje njihov uzgoj u ekstenzivnoj akvakulturi uz relativho
jeftinu prehranu koja ukljucuje komadiée ribe, mrkve, krumpira, biljnog otpada, Zitarica,
komadice mesa, zooplankton i slicno (Ackefors, 2000). Tipi¢na uzgajaliSta obuhvacaju otvorene
zemljane ribnjake (Vogt, 2021) ili jezera, kanale za navodnjavanje i potoke (Hollows, 2016),
dok su zatvoreni sustavi rijetki te se smatraju komercijalno neisplativima (Vogt, 2021)

Uvjeti uzgoja su relativno jednostavni pri ¢emu vaznu ulogu uz prehranu rakova imaju
temperatura vode, pH i koncentracija anorganskih iona (posebice kalcija koji igra vaznu ulogu
u gradi egzoskeleta raka) (Ackefors, 2000).

Klima, a posljedicno i temperatura vode, jest faktor koji determinira koja vrsta
slatkovodnog raka ¢e biti najzastupljenija na pojednom podrucju. Dok je, primjerice, rijecni
rak A. astacus karakteristiCan za hladniju klimu vrsta A. clarkii je viSe prilagodena toplijim,
gotovo subtropskim uvjetima (Ackefors, 2000). Temperatura okoline direktno utjece na

vrijeme inkubacije jajasaca te brzinu rasta rakova. Istrazivanja pokazuju kako je godiSnja



proizvodnja slatkovodnih rakova po jedinici povrSine znatno visa u toplijim nego u hladnim
podrudjima (Ackefors, 2000; Hollows, 2016). Ta Cinjenica jedan je od razloga zasto jug Europe
ostvaruje nesto bolje prinose u akvakulturi nego Sto je to slucaj u sjevernoj Europi. Iz tog
razloga se u primjerice Finskoj na uzgajalistima slatkovodnih rakova primjenjuju brojne metode
sa svrhom zagrijavanja vode, poput pokrivanja uzgajalista suhim liS¢em i sli¢nim materijalima
(Jussila i Manonnen, 1995).
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Slika 1: RijeCni rak, Astacus astacus (a) (Rolji¢ i sur., 2020); signalni rak, Pacifastacus
laniusculus (b) (Ackefors, 2000); uskoskari rak, Pontastacus leptodactylus, (c) (Huys i sur.,
2014); Procambarus clarkii (d) (Boets i sur., 2009)

2.2 Racja kuga

Uzrocnik racje kuge je jednostanicni protist sliGan gljivama Aphanomyces astaci. Ovaj
mikroorganizam iz skupine Oomycetes je od strane Medunarodnog saveza za oCuvanje prirode

i prirodnih bogatstava uvrsten u 100 najgorih stranih invazivnih vrsta na svijetu (Lowe i sur.,
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2000), prvenstveno zbog devastirajuceg ucinka kojeg je Sirenje racje kuge imalo na zavicajne
populacije europskih rakova u prirodi, ali i u akvakulturi.

Patogen A. astaci razmnozava se putem pokretnih zoospora s dva bica, koje ujedno
sluze kao infektivne jedinice (Ackefors, 2000; Holdich i sur., 2009). Kada zoospore dospiju na
povrsinu kutikule raka, odbacuju biceve i formiraju penetracijski oblik koji djelovanjem enzima
hitinaza i proteaza razgraduje kutikulu raka (Svensson, 1978). Hife prodiru kroz kutikulu i Sire
se kroz tkiva i organe uzrokujuci smrtonosnu bolest.

Klinicki znakovi kod netom zarazene Zivotinje Cesto ne postoje ili su tesko uocljivi, dok
u terminalnoj fazi bolesti postaju izrazeniji (Buller, 2018). Pocetkom infekcije pojavljuju se
nespecificni simptomi, poput bijelih diskoloracija na tijelu raka (Slika 2) koje mogu ukazivati i
na druge racje bolesti (Longshaw, 2011). U nesto kasnijoj fazi pojavljuje se crvenkasto-smeda
melanizacija koja oznacava mjesto na kojem su hemociti inkapsulirali hife. U posljednjoj fazi

bolesti Zivotinja pokazuje znakove neurotoksicnosti. Tipino noéne Zivotinje izlaze na danje

svjetlo, gube koordinaciju, a u najekstremnijim slu¢ajevima gube odi ili udove (Buller, 2018).

Slika 2: Jedinka vrste A. astacus zarazena ra¢jom kugom. Vidljive su bijele diskoloracije na

trbusnom misic¢ju raka, melanizacija kutikule te erozija egzoskeleta (Jusssila i sur., 2014)

Zivotinje uginule od radje kuge te one s uznapredovalim stadijem bolesti izvor su novih
infektivnih zoospora (Longshaw, 2011). Voda je najbolji medij za Sirenje spora, ali je njihov
prijenos moguc i bilo kojim kontaminiranim predmetom, poput ribarske opreme koja se prenosi
iz jednog u drugi vodotok. Spore pri odgovaraju¢im uvjetima (visoka vlaznost, niska
temperatura) mogu prezivieti i do 16 dana (Holdich i sur., 2009).

Bolest se prvi put pojavila u Europi 1859. godine i to u Italiji. Smatra se da je teretni

brod iz sjeverne Amerike ispustio je balastne vode u blizini grada Genove, a u vodi su se nalazili



Zivi zarazeni rakovi (Ackefors, 2000). Posljedica tog dogadaja bilo je Sirenje racje kuge po
¢itavom kontinentu (Slika 3).

Slika 3: Sirenje ra¢je kuge Europom (Ackefors, 2000)

Ljudskim djelovanjem i translokacijom rakova (iz jednog u drugo uzgajaliSte,
nehoti¢nim pustanjem rakova u prirodu itd.) bolest dospijeva u akvakulturu te se, posljedi¢no,
europski uzgajivaci nerijetko susrecu s pomorom Ccitavih uzgajanih populacija (Viljamaa—Dirks
i sur., 2011). Kako bi se nadomijestile izgubljene jedinke, Sezdesetih godina proslog stoljeca
Svedska iz Sjeverne Amerike uvozi signalne rakove, pripadnike vrste Pacifastacus laniusculus
(Holdich, 1993). Uvezeni rakovi su uglavnom otporni na racju kugu, ali su njeni prijenosnici
(Alderman i sur., 1987; Ackefors, 2000; Svoboda i sur., 2016.) pa tijekom izvoza u mnoge
druge europske zemlje Sire i patogena A. astaci. Sirenje bolesti dovodi do pomora brojnih
zaviCajnih populacija (Holdich, 1993). Populacije napadnute racjom kugom nerijetko
doZivljavaju i stopostotnu smrtnost (Hochwimmer i sur., 2009). U slucaju prirodnih populacija
takva pojava moze dovesti do ekoloske neravnoteze u okoliSu, obzirom da jedna Citava karika
prehrambenog lanca iSCezne (Jerneldv, 2017). Ovo se dogodilo s mnogim europskim
populacijama rakova nakon prvog Sirenja racje kuge u proslom stoljecu.

Naknadno je dokazano kako racja kuga moze negativno djelovati i na otporne uvezene

rakove. Prisutnost patogena uzrokuje kontinuirano pojacan imunosni odgovor u organizmu
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raka, Sto predstavlja stanje stresa u kojem razne oportunisticke infekcije mogu biti letalne po
Zivotinju (Edgerton i sur., 2004). NeSto novija istrazivanja otrkrila su kako i invazivne vrste
rakova, poput signalnog raka, mogu podlijeci zarazi patogenom A. astaci. Osobito juvenilne
jedinke ili odrasle jedinke pod stresom, primjerice zbog previsoke temperature vode i prevelike
gustoce u ekstenzivnom akvakulturnom okruzenju (Aydin i sur., 2014; Thomas i sur., 2020).

2.3 Mogucnosti kontrole racje kuge u akvakulturi

2.3.1 Kemijski agensi

Tradicionalno se u svrhu prevencije i tretmana infekcija ra¢jom kugom primjenjivalo
malahitno zelenilo (Alderman i Polglase, 1985). Medutim, malahitno zelenilo je kancerogena
tvar sa svojstvom bioakumulacije pa je danas njegova upotreba zabranjena u Europskoj uniji,
SAD-u i mnogim drugim zemljama (Svoboda i sur., 2016). Nadalje, magnezijev klorid, ukoliko
se primijeni u odgovarajucoj koncentraciji, sprjeCava sporulaciju odnosno rast micelija
patogena A. astaci. Medutim, njegovi ucinci su privremeni. Stoga se radi o fungistatiku, a ne
o fungicidu Siroke primjene (Rantamaki i sur., 1992). Od organskih spojeva peroctena kiselina
pokazuje inhibicijski ucinak prema uzrocniku racje kuge, pogotovo u kombinaciji s filtracijom
vode kroz filter promjera pora 5 um (Jussila i sur, 2011), ali koncentracije ucinkovite protiv

patogena A. astaci mogu biti otrovne za vodene organizme (Jussila i sur., 2014).

2.3.2 Prirodni pripravci

Obzirom na iznad opisane nedostatke kemijskih agensa dostupnih za kontrolu racje kuge,
u posljednje se vrijeme sve viSe istrazuje inhibicija mikroorganizma A. astac/ tvarima prirodnog
podrijetla, poput bagremovog meda razrjedenog vodom, razliCitih etericnih ulja i biljnih
ekstrakata (Pagliarulo i sur., 2018; Sateriale i sur., 2018; Miljanovi¢ i sur., 2021). Primjerice,
nedavno je pokazano da etericna ulja kadulje (Salvia officinalis), ruzmarina (Rosmarinus
officinalis) te lovora (Laurus nobilis) inhibiraju rast micelija i klijanje zoospora A. astaci pri
c¢emu je najefikasnije etericno ulje kadulje (Miljanovic i sur, 2021). Nadalje, ekstrakt kore
drveta Zanthoxylum rhoifolium inhibira rast micelija i proizvodnju zoospora patogena A. astaci
te djeluje fungicidno (Sateriale i sur., 2018). Osim toga, nekoliko istraZivanja navode prirodne
spojeve, poput ekstrakta Cajevca, drveta Cassia fistula i stabla mangrova Sonneratia alba, koji
pokazuju /n vitro inhibicijsko djelovanje prema filogenetski srodnom patogenu Aphanomyces
invadans (Campbell i sur., 2001; Borisutpeth i sur., 2014; Yogeshwari i sur., 2014; Afzali i

Wong, 2017), uzrocniku epizootskog ulceroznog sindroma kod riba (Yogeshwari i sur., 2014).



2.3.2.1 Propolis

Obzirom na ranije navedene nedostatke postojec¢ih metoda kontrole racje kuge te potragu
za inovativnim, ekoloski prihvatljivim metodama, pojavila se ideja koriStenja propolisa kao
antioomicetnog pripravka (Campbell i sur., 2001).

Propolis je tvar prirodnog podrijetla kojeg proizvode pcele. Formira se od tvari koje su
pcele prikupile iz biljaka, cvjetova, smola i slicnog. Primarna namjena propolisa je strukturalna
zastita koSnice — pcele ga koriste za ispunjavanje eventualnih pukotina te zagladivanje
hrapavih povrsina kosnice. Omjeri sastojaka propolisa variraju ovisno o geografskoj lokaciji i
mjestu prikupljanja (Wagh, 2013), ali svaki propolis sadrZzi smolu, vosak, eteri¢na ulja, pelud
te ostale organske komponente, ukljucujuci flavonoide (Burdock, 1998).

Propolis je dobro poznata antimikrobna tvar s dokazanim djelovanjem protiv bakterija i
gljivica (Grange i Davey, 1990; Sforcin i sur., 2000; Ota i sur., 2001). Propolis pokazuje
inhibicijsko djelovanje protiv brojnih bakterija koje uzrokuju bolesti ljudi i Zivotinja, izmedu
ostaloga Staphylococcus aureus (Cak i MRSA pokazuje osjetljivost na propolis (Grange i Davey,
1990)) te Escherichia coli (Sforcin i sur, 2000). Nesto bolja ucinkovitost primije¢ena je za Gram-
pozitivne bakterije, posebice Stapice i koke, nego za Gram-negativne bakterije. Smatra se kako
antibakterijska svojstva propolis duguje svom sastavu i to prvenstveno bogatom udjelu
flavonoida (Grange i Davey, 1990). Osim toga, propolis se u /in vitro, ali i u /in vivo uvjetima
pokazao kao efikasan fungicid. Primjerice, nakon sto je u /n vitro uvjetima pokazano inhibicijsko
djelovanje prema vrstama iz roda Candida, pozitivni ucinci propolisa potvrdeni su klinickim
ispitivanjem. Pacijenti koji su uzimali pripravke s propolisom imali su smanjen broj stanica
patogena u uzorku sline (Ota i sur., 2001).

Iako je antimikrobna aktivnost propolisa dobro istrazena, radovi koji dokazuju
antioomicetno djelovanje propolisa su malobrojni, ali pokazuju da je propolis ucinkovit inhibitor
oomicetnih uzro¢nika bolesti biljaka (Silva-Castro i sur., 2018; Pazin i sur, 2019) i Zivotinja
(Campbell i sur., 2001; Aradjo i sur., 2016; Jurcevi¢, 2018; Ivelji¢, 2019). Primjerice, biljni
patogen Pythium aphanidermatum otporan na vedinu komercijalno dostupnih fungicida
pokazuje osjetljivost prema zelenom propolisu porijeklom iz biljke Baccharis dracunculifolia,
kao i njegovom klju¢nom sastojku artepilinu C (Pazin i sur, 2019). Nadalje, demonstrirano je
inhibicijsko djelovanje propolisa prema vrstama A. /invadans (Campbell i sur., 2001) i
Saprolegnia parasitica (Iveljic, 2019), patogenima riba srodnima uzrocniku racje kuge.
Naposlijetku, pokazano je inhibicijsko djelovanje propolisa prema rastu micelija patogena A.
astaci disk-difuzijskom metodom te je utvrdeno kako propolis ima snaznije djelovanje prema
A. astacinego prema dvije testirane vrste iz roda Phytophtora, oomicetnim patogenima biljaka.



3. Materijali i metode

3.1 Ispitivani uzorci

Cilj ovog rada bio je odrediti inhibicijsko djelovanje uzoraka propolisa P1 i P2 te dva
dominantna flavonoida iz propolisa, krizina i pinocembrina, na rast micelija patogena A. astaci.
Kao pozitivna kontrola koristeno je malahitno zelenilo, poznati inhibitor rasta oomiceta

(Alderman i Polglase, 1985). Testirane tvari otopljene su u otapalima navedenima u Tablici 1.

Tablica 1: Ispitivane tvari te pripadajuéa otapala.

Tvar Otapalo
Propolis (P1 i P2) Etanol
Pinocembrin Etanol

Krizin 0,1M NaOH
Malahitno zelenilo Destilirana voda

Tijekom provodenja eksperimenta koriStena su dva uzorka propolisa, P1 i P2, koji se
medusobno razlikuju po svom sastavu. Uzorak P1 sadrzi 200000 ug suhe tvari propolisa po
mililitru uzorka, a uzorak P2 ima 250000 pg suhe tvari propolisa po mililitru te dodatke
ekstrakata kadulje, Salvia officinalis, u masenoj koncentraciji 250000 pg/mL i paprene metvice,
Mentha piperita, u koncentraciji 190000 pg/mL.

Fenolni sastav tekucih pripravaka propolisa odreden je vezanim sustavom tekucinske
kromatografije ultravisoke ucinkovitosti i dvojne masene spektrometrije (UPLC/MS-MS, eng.
ultra performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry) u Laboratoriju za
procese susenja i pracenje stabilnosti bioloski aktivnih spojeva Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta (Tablica 2). Spojevi koji su bili prisutni u najveéoj koncentraciji kod oba pripravka

propolisa su bili flavoni krizin i apigenin te flavanon pinocembrin.



Tablica 2: Sastav pripravaka propolisa P1 i P2 odreden vezanim sustavom tekucinske

kromatografije ultravisoke ucinkovitosti i dvojne masene spektrometrije

masena P1 P2
koncentracija y
(ng/mL)

Flavonoli Rutin 2,19 1,84
Kaempferol-3-rutinozid | 0,00 2,96
Kvercetin-3-glukozid 0,00 0,45
Kaempferol-3-glukozid | 0,00 11,44
Kvercetin-dimetileter 0,19 0,34
Izoramnetin 0,24 0,40
Ramnetin 1,22 0,77
Galangin 6,96 7,00
Ukupno 10,80 25,20

Flavoni Apigenin 182,593 119,528
Krizin 734,27 838,38
Luteolin 30,10 19,11
Ukupno 946,97 977,01

Flavanoni Sakuranetin 0,48 0,00
Naringenin 1,77 1,09
Pinocembrin 34,74 15,78
Pinobanksin 0,26 0,11
Ukupno 37,25 16, 98

Flavonoidi Ukupno 995, 02 1019,20

Fenolne kiseline i | Ferulinska kiselina 23,08 39,89

derivati Izoferulinska kiselina 24,82 49,90
Kafeinska kiselina 5,41 4,75
p-kumarna kiselina 27,31 43,20
Cimetna kiselina 30,44 58,20
Fenetil ester kafeinske 2,30 2,95
kiseline (CAPE)
p-hidroksibenzojeva 2,32 2,49
kiselina (p-HBA)

Ukupno 115,69 201,39
Drugi spojevi Vanilin 39,15 22,44




3.2 Uzgoj ispitivanog mikroorganizma

U istrazivanju je koristen mikroorganizam Aphanomyces astaci (Schikora, 1906) soj B,
Psl — genotip (izolat PEC 8) (osigurao F. Grandjean iz SveuciliSta u Poitiersu, Francuska).
Kultura je uzgajana u laboratoriju pri 18 °C na krutoj hranjivoj podlozi PG1 (Unestam, 1965) i

u inkubatoru (Innova® 42, New Brunswick™, Njemacka).
3.2.1 Priprema hranjive podloge

Uzro¢nika racje kuge uzgaja se na krutoj hranjivoj podlozi PG1 (Unestam, 1965). Za
pripremu podloge najprije je potrebno zasebno pripremiti i sterilizirati pet otopina (Tablica 3)
u kojima se nalaze svi nutrijenti potrebni za rast mikroorganizma, koje se potom steriliziraju i
mijeSaju tocno odredenim redoslijedom. Pojedine komponente podloge potrebno je zasebno
sterilizirati u autoklavu, kroz 15 min pri 121 °C. Potom se otopine hlade na otprilike 45 °C te
mijesaju, pocevsi sa otopinom agara, a potom uz dodavanje, po redu, prvo fosfatnog pufera,
potom otopine soli, zatim otopine glukoze, a na kraju i peptona, kako bi se smanijila
vjerojatnost pojave taloga. Na samom kraju se u podlogu dodaju po 500 pL otopina ampicilina
te oksolinske kiseline koje smanjuju mogucnost kontaminacije kulture oomiceta bakterijama.
Otopina ampicilina pripravlja se otapanjem 500 mg ampicilin natrijeve soli u 25 mL
demineralizirane vode nakon cega se sterilizira filtracijom. Otopina oksolinske kiseline
pripravlja se otapanjem 500 mg oksolinske kiseline u 2,5 mL 1 M NaOH, te se razrjeduje s 25

mL demineralizirane vode i sterilizira filtracijom.

3.3 In vitro metode testiranja inhibicijskog djelovanja propolisa
prema rastu micelija Aphanomyces astaci

U sklopu ovog istrazivanja koriStene su in vitro metode za ispitivanje i kvantificiranje
inhibicijskog djelovanja uzoraka propolisa P1 i P2 te njihovih dominantnih fenolnih
komponenata na rast micelija patogena A. astaci. KoriStene metode temelje se na izlaganju
mikroorganizma tvarima cija inhibicijska svojstva se ispituju te mjerenju zona inhibicije. Kao
pozitivha kontrola koristeno je malahitno zelenilo, a kao negativne kontrole odgovarajuca
otapala navedena u Tablici 1.
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Tablica 3: Otopine potrebne za pripremu krute hranjive podloge (prema Unestam, 1965)

Otopina

Priprema

Potrebna kolicina
otopine za pripremu 1L

podloge

1. Pepton

3 g Bacto peptona (BD
Biosciences) odvagati i otopiti

u 100 mL destilirane vode.

100 mL

2. Glukoza

6 g D (+) glukoza
monohidrata (Sigma) odvagati
i otopiti u 100 mL destilirane

vode.

100 mL

3. Otopina soli

Odvagati 1,70 g MgCl,-6H,0
(Sigma),

1,45 g CaCl,-2H,0 (Sigma),
0,20 g FeCls-6H,0 (Sigma),
3,70 g KCI (Sigma) i

0,55 g dinatrijeve soli
etilendiamintetraoctenekiseline
i otopiti u 1000 mL destilirane
vode.

100 mL

4. Fosfatni pufer (pH 7)

Pripremiti otopine A; 9,5 g/L

Na;HPO4 (Sigma) i B; 9,2 g/L
NaH,PO4-H,0 (Sigma). Nakon
sterilizacije pomijeSati 611 mL

otopine A i 389 mL otopine B.

100 mL

5. Agar

12 g agara (Biolife) otopiti u
600 mL vode.

600 mL

3.3.1 Disk-difuzijska metoda

Na sterilne kruZi¢e od filter papira promjera 6 mm naneseno je po 5 WL ispitivane
kemikalije te su papiri¢i osuseni na zraku. Papirici koji sadrZe razliCite koncentracije uzorka iste

tvari (Tablica 4) sloZeni su uz rub PG1 hranjive podloge (Slika 4). Na sredinu ploce nacijepljen
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je mikroorganizam, odnosno postavljen kruzi¢ agara izrezan s ruba podloge na kojoj raste

micelij patogena.

Tablica 4: Koncentracije potencijalnih inhibitora rasta micelija uzro¢nika racje kuge testirane
disk-difuzijskom metodom.

. . Koncentracija (pg/mL)
Razrjedenje Malahitno zelenilo | P1 P2
0X 512 200000 250000
5X 103 40000 50000
10X 51 20000 25000
15X 34 13333 16670

Tako nacijepljene hranjive podloge inkubirane su pri 18 °C te fotografirane nakon
devet dana. Fotografije su analizirane uz pomoc¢ programa Image J, odnosno izmjeren je
polumjer rasta micelija (Slika 4). Temeljem usporedbe rasta micelija u prisutnosti negativne
kontrole (ocekivano nema inhibicije) i testirane tvari (moguca inhibicija) odredena je jacina

inhibicijske aktivnosti spoja.

Slika 4: Disk-difuzijska metoda na primjeru malahitnog zelenila. U prisustvu negativne
kontrole (destilirana voda, C) micelij raste do samog ruba Petrijeve zdjelice (crvena linija). U
prisustvu najvise koncentracije malahitnog zelenila (0X razrjedenje) prisutna je najveca zona
inhibicije, odnosno rast micelija je zaustavljen (plava linija).
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3.3.2 Odredivanje ECso vrijednosti

Testirane tvari dodane su u hranjivu podlogu PG1 pri temperaturi od oko 60 °C,
(podloga je u tekuéem stanju) i to tako da je u 10 mL podloge umijeSano 25 L tvari koju se
ispituje (odnosno otapala kao negativne kontrole). Tako dobivene smjese su izlivene u
Petrijeve zdjelice promjera 55 mm. Za svaku proucavanu tvar, ukljucujuéi i negativnu kontrolu,

nacinjeno je do 10 dvostrukih razrjedenja, kako je navedeno u Tablici 5.

Tablica 5: Koncentracije potencijalnih inhibitora rasta micelija uzro¢nika racje kuge koristene
prilikom odredivanja ECso vrijednosti.

Koncentracija u podlozi pg/mL
Malahitno
zelenilo P1 P2 Krizin Pinocembrin
1,28 500 625 5,120 1,28
0,64 250 312,5 2,560 0,64
0,32 125 156,3 1,280 0,32
0,16 62,500 78,13 0,640 0,16
0,08 31,250 39,06 0,320 0,08
0,04 15,625 19,53 0,160 0,04
0,02 7,813 9,77 0,080 0,02
0,01 3,907 4,88 0,040 0,01
0,005 1,954 2,45 - -
0,0025 0,977 1,23 - -

Na sredinu svake ploce nacijepljen je kruzi¢ agara s micelijem. Inkubacija pri 18 °C
trajala je pet dana te su nakon toga ploce fotografirane i analizirane uz pomo¢ programa Image
J. Za svako razrjedenje i svaku testiranu tvar napravljene su i analizirane tri bioloske replike.
Za svaku plocu provedena su dva mjerenja od ruba mjesta nacjepljivanja, do ruba rastuceg
micelija (Slika 5). Iz srednje vrijednosti mjerenja ispitivanih tvari i mjerenja negativnih kontrola
izraCunati su postotci inhibicije koji su koristeni za izracun ECso vrijednosti u programu
GraphPad Prism v.9.1.1. ECs vrijednost jest koncentracija promatranog spoja koja uzrokuje
50 %-tnu inhibiciju rasta micelija. Za dobivanje vrijednosti ECso izraCunati su logaritmi

koncentracija uzoraka te provedena nelinearna regresija s uklapanjem krivulje.
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Slika 5: Mjerenje radijusa micelija na primjeru malahitnog zelenila, razrjedenja 16x i 32x.
Svako razrjedenje testirano je na tri bioloske replike A. astaci (1-3).

4. Rezultati

4.1 Inhibicija rasta micelija disk-difuzijskom metodom

Rezultati disk-difuzijske metode pokazali su kako oba testirana uzorka propolisa
pokazuju inhibicijsko djelovanje koje opada s padom koncentracije (Slika 6).

Postignute inhibicije rasta micelija patogena A. astac/ utvrdene za uzorak P1 nalaze se
u rasponu od 18 % za najnizu testiranu koncentraciju od 13330 pg/mL, do maksimalno
postignutin 48 %, koriStenjem pocetne koncentracije uzorka koja iznosi 200000 pg/mL.
Maksimalna postignuta inhibicija rasta micelija za uzorak P2 iznosila je 40 % i dobivena je
koristenjem nerazrijedenog uzorka (250000 pg/mL). Uzorak najnize koncentracije propolisa P2
koncentracije 16667 ug/mL uzrokovao je inhibiciju od 15 %.

Uzorci propolisa P1 i P2 pokazali su antioomicetno djelovanje slicnog intenziteta (oko
40 % kod originalnog, nerazrijedenog uzorka) unato¢ dodatku ekstrakata kadulje i mente u
uzorak P2. Takav rezultat upucuje kako je inhibicijsko djelovanje propolisa jace od inhibicijskog
djelovanja navedenih biljnih ekstrakata. U usporedbi s tim, inhibicija od oko 50 % postignuta
je koriStenjem oko 450 x nize koncentracije malahitnog zelenila, poznatog inhibitora patogena
A. astaci, (512 pg/mL).
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Slika 6: Inhibicija (+/- standardna devijacija, n=3) rasta micelija patogena A. astac/ uzorcima

propolisa (P1 i P2) te malahitnim zelenilom kao pozitivhom kontrolom.

4.2 Inhibicija rasta micelija tvarima otopljenima u hranjivoj
podlozi

Otapanjem testiranih tvari u hranjivoj podlozi te mjerenjem polumjera micelija utvrdene
su ECs vrijednosti za oba uzorka propolisa (P1 - 5,58 pg/mL i P2 - 8,59 ug/mL) te krizin (2,59
pg/mL) i malahitno zelenilo koje je koristeno kao pozitivna kontrola (0,02 pg/mL) (Slika 8). Za
uzorak pinocembrina nije mogla biti utvrdena EC 5o vrijednost s obzirom na Cinjenicu kako tim
spojem nije postignuta 100 %-tna inhibicija ¢ak ni kod najvise koristene koncentracije koja je

bila 14,8, odnosno, 32,41 puta viSa od one u propolisu.
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Slika 7: Krivulje inhibicije rasta micelija uzro¢nika racje kuge djelovanjem propolisa (P1 i P2), krizina te
malahitnog zelenila.

5. Rasprava

Ovim istrazivanjem su po prvi put odredene ECso vrijednosti potrebne za inhibiciju rasta
micelija patogena A. astaci uzorcima propolisa te krizinom kao njegovom dominantnom
komponentom, Sto doprinosi sadasnjim saznanjima o moguénostima primjene propolisa u
kontroli biljnih i Zivotinjskih bolesti uzrokovanih oomicetnim patogenima. Propolis je u nekoliko
postojecih istrazivanja prepoznat kao prirodna tvar s inhibicijskim djelovanjem prema
mikroorganizmima iz skupine Oomycetes (Campbell i sur. 2001; Araujo i sur., 2016; Jurcevic,

2018; Silva—Castro i sur., 2018; Ivelji¢, 2019; Pazin i sur., 2019).

Dobiveni rezultati su u skladu s ranijim istrazivanjima utjecaja propolisa na patogena

A. astaci (Jurcevi¢, 2018) te srodne vrste A. invadans (Campbell i sur. 2001) i S. parasitica
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(Ivelji¢, 2019). U istrazivanjima Jurcevi¢ (2018) i Ivelji¢ (2019) koriSteni su istovjetni uzorci
propolisa P1 i P2 kao i u ovom istrazivanju te je koriStena /n vitro metoda sli¢na disk-difuzijskoj
metodi, samo su umjesto diskova koristeni bunari u hranjivoj podlozi, te su dobiveni usporedivi
rezultati. Osim toga, djelovanje propolisa na srodnu vrstu S. parasitica, takoder oomicetnog
patogena bitnog za slatkovodnu akvakulturu, bilo je sli¢nog intenziteta kao prema vrsti A.
astaci (Jurcevi¢, 2018; Ivelji¢, 2019). Nadalje, Campbell i sur. (2001) su primjenom /n vitro
metode koja omogucuje odredivanje minimalne inhibicijske koncentracije promatranjem rasta
micelija nakon izlaganja testiranim kemikalijama u razli¢itim koncentracijama (tvz. agar plug
assay) utvrdili minimalne inhibicijske doze otopina propolisa od 1000 pug/mL do 2500 pg/mL
prilikom inhibicije micelija patogena A. /invadans. Ovo je oko 10x viSe od minimalnih
koncentracija propolisa potrebnih za 100 %-tnu inhibiciju rasta micelija utvrdenih ovim
istrazivanjem. Razlika u rezultatima bi se mogla objasniti time da je vrsta A. invadans nesto
otpornija od vrste A. astaci na djelovanje propolisa, medutim moguc je i utjecaj koristenja
razliCitih pripravaka propolisa (odnosno njihovih razlika u sastavu) kao i razlika u

eksperimentalnom pristupu.

Rezultati ovog istrazivanja otvaraju mogucnost primjene propolisa u astacikulturi,
medutim potrebno je prvo provesti dodatna /n vivoistrazivanja. Jedna od mogucnosti primjene
prirodnih pripravaka u akvakulturi je u obliku suplemenata prehrani, sto je pokazano nekim
postojeCim istrazivanjima. U /n vivo istrazivanju inhibicijskog djelovanja ekstrakta biljke
Rauvolfia tetraphylla prema patogenu A. invadans, pokazano je kako ribe vec pri dnevnoj dozi
od 5 g/kg suplementa pokazuju puno bolji imunosni odgovor pri kontaktu s patogenom, te
znatno manju smrnost od kontrolne skupine (ribe koje nisu dobivale dodatak prehrani, a bile
su u kontaktu s patogenom) (Yogeshwari i sur., 2014). Nadalje, Mise i suradnici (2017) su
tijekom Sest mjeseci prihranjivali rakove vrste Pontastacus leptodactylus propolisom, tri puta
dnevno, te zakljucili kako dodatak suplementa poboljSava reproduktivnu efikasnost (znatno
povecan broj jajasaca) te smanjuje oksidativni stres kojeg rakovi dozivljavaju u uvjetima
uzgajalista. U nastavku istrazivanja trebalo bi ispitati moguci zastitni ucinak propolisa kao
suplementa prehrani rakova prema zarazi patogenom A. astaci.

Obzirom na to kako je propolis prirodna, netoksicna tvar, jedina zapreka za Siroko
komercijalno koriStenje propolisa kao inhibitora u akvakulturi lezi u cinjenici kako se radi o
izuzetno skupom materijalu (De Francisco i sur., 2018). Stoga bi se u umjesto propolisa mogla
istraziti i primjena krizina za kojeg je u ovom istrazivanju utvrdena antioomicetna aktivnost, a
moguce ga je kemijski sintetizirati (Zheng i sur., 2003). Dostignu¢a metaboli¢kog inzenjerstva

omogudila su proizvodnju rekombinantnog pinocembrina, spoja srodnog krizinu, uz pomoc¢
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bakterije Escherichia coli (Zheng i sur., 2003). Mogucnost proizvodnje krizina na ovaj nacin

rijeSila bi problem cijene krizina u koli¢inama potrebnima za komercijalne aplikacije.

6. Zakljucak

Ovim istrazivanjem je po prvi put kvantificirano inhibicijsko djelovanje propolisa, te
njegova dva dominanta fenolna sastojka, krizina i pinocembrina, na rast micelija uzrocnika

raCje kuge A. astaci, te su doneseni sljedeéi zakljucci:

e Uzorci propolisa P1 i P2 su podjednako inhibirali rast micelija: postignuta je inhibicija
od oko 40 % primjenom disk-difuzijske metode, a utvrdene ECs vrijednosti bile su 5,6
Mg/mL za uzorak P1, odnosno 8,9 ug/mL za uzorak P2.

e Malahitno zelenilo je uzrokovalo 2 reda veliine jaci inhibicijski ucinak od uzoraka
propolisa, s ECsp vrijednosti od 0,02 ug/mL.

e ECsp vrijednost krizina je iznosila 2,59 pg/mL.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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