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Sazetak

Zbog napretka znanosti, osim antibakterijskih testova od sve veée su vaznosti antifungalni
testovi. Glavni cilj ovih testova je prona¢i MIC vrijednost, koja pokazuje najnizu koncentraciju
antifungalnog djelotvornog sredstva (agensa), koja zaustavlja (barem polovicu ili 50% ili manje
mikroorganizama, nego u kontroli rasta) vidljivi rast nakon inkubacije. U ovom radu su koristeni
antifunglani mikrotestovi za ispitivanje antifungalne aktivnosti novosintetiziranih kvarternih
amonijevih soli

Cilj ovog rada bio je ispitati antifunglano djelovanje novosintetiziranih kvaternih amonijevih
soli na pojedine vrste iz rodova plijesni Fusarium spp., Alternaria spp. Aspergillus spp.
Penicillium spp. i kvasaca iz roda Candida spp. Antifungalno djelovanje ispitano je pomocéu
mikrotesta na mikrotitarskim plo¢icama. Koristeno je 16 novosintetiziranih kvarternih amonijevih
soli od kojih se najuéinkovitijim pokazao 3-heksadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid za
kvasce, koji pokazuje izvrstan antifungalni ué¢inak. Kod plijesni su najée$c¢e izvrstan antifungalni
ucinak imali spojevi od 1 do 5 (3-oktadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-heksadecil-1-
vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-ikozil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-terrtadecil-1-
vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 1,3-didecil-2-metil-1H-imidazol-3-ium). Kod nekih plijesni i
kvasaca odredeni spojevi poti¢u njihov rast. Takvi spojevi mogu se Koristiti i kao dodatak
mikrobioloskim podlogama kojima ¢e se poboljsati rast i razvoj specifi¢nih vrsta mikroorganizama
za koje ima poboljSana svojstva rasta.

Kljuéne rije¢i: kvaterne amonijeve soli, antifungalni mikrotestovi, plijesni, kvasci



Summary

Due to the progress of science, in addition to antibacterial tests, antifungal tests are increasingly
important. The main objective of these tests is to find the MIC value, which indicates the lowest
concentration of the antifungal active agent (agent), which stops (at least half or 50% or less of
microorganisms than in growth control) visible growth after incubation. In this work, antifungal
microassays are used to test the antifungal activity of newly synthesized quaternary ammonium
salts

The aim of this work was to test the antifungal activity of newly synthesized quaternary
ammonium salts on certain types of mold genera Fusarium spp., Alternaria spp. Aspergillus spp.
Penicillium spp. and yeasts from the genus Candida spp. The antifungal activity was tested using
a microtest on microtiter plates. 16 newly synthesized quaternary ammonium salts were used, the
most effective of which was 3-hexadecyl-1-vinyl-1H-imidazol-3-ium bromide for yeasts, which
shows an excellent antifungal effect. In the case of molds, compounds 1 to 5 (3-octadecyl-1-vinyl-
1H-imidazol-3-ium bromide, 3-hexadecyl-1-vinyl-1H-imidazol-3-ium bromide, 3- icosyl-1-vinyl-
1H-imidazol-3-ium bromide, 3-tertadecyl-1-vinyl-1H-imidazol-3-ium bromide, 1,3-didecyl-2-
methyl-1H-imidazol-3-ium). In some molds and yeasts, certain compounds stimulate their growth.
Such compounds can also be used as an addition to microbiological media, which will improve
the growth and development of specific types of microorganisms for which the growth properties
are improved.

Key words: quaternary ammonium salts, antifungal microtests, molds, yeasts



Popis koriStenih kratica

QAS
MIC
CLSI

EUCAST

RPMI
MEC
CFU
AFST
DON
DNA
SAB

aw

Kvaterne amonijeve soli

Minimalna inhibitorna koncentracija

Institut za klini¢ke i laboratorijske standarde (eng. Clinical and Laboratory Standards
Institute)

Europski odbor za testiranje antimikrobne osjetljivosti (eng. European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing)

Medij za kulturu stanica (eng. Roswell Park Memorial Institute)

Minimalna uc¢inkovita koncentracija

Jedinica za stvaranje kolonije (eng. Colony forming unit )

Testiranje osjetljivosti na antifungalne lijekove (eng. Antifungal susceptibility testing)
Deoksinivalenol

Deoksiribonukleinska kiselina

Sabouraud dekstroza agar

Aktivitet vode
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1. Uvod

Jedna od mnogih stvari koje se mogu uociti istrazujuéi svijet mikroorganizama je njihova
iznimna raznolikost u strukturi, funkciji, staniStu i upotrebi. Nastanjuju svaki kutak planeta,
neophodni su za zivot na Zemlji, osnova su raznih industrijskih procesa, ali su odgovorni i za neke
smrtonosne bolesti. Upravo iz tih razloga postoje antifungalni testovi preko kojih dobivamo MIC
vrijednost, koja se kasnije koristi za terapiju pacijenata, informiranje o epidemioloskim studijima
i pracenje stope otpornosti na antifungalne lijekove [1].

Spojevi koristeni u ovom radu su kvaterne amonijeve soli koje u svojoj strukturi sadrze
pozitivno nabijen dusikov atom na koji je vezan barem jedan hidrofobni ugljikovodi¢ni lanac, a
ostalo su specifi¢ne skupine, koje su vezane za dusik te mogu sadrzavati N-C ili O-C vezu. Mogu
se pojaviti kao razgranate ili linearne, zasiéene ili nezasiéene i aromatske ili alifatske. Cesto se
koriste u dezinfekciji 1 kao sredstvo za ¢iS¢enje. Imaju antimikrobna svojstva i mogu uniStavati
bakterije, viruse i gljivice [2].

Vaznost antimikrobnih spojeva nedavno je istaknuta zbog izbijanja pandemije COVID-109.
Kvaterne amonijeve soli (QAS) su antiseptici koji su pokazali $iroki spektar antimikrobnog
djelovanja. Patogene bakterije i gljivice stvaraju krute mikrobne biofilmove, uzrokujuci
obrastanje, prianjanje na podloge i otpornost na dezinfekcijska sredstva. QAS pokazuju biolosku
aktivnost protiv filamentoznih gljiva i kvasaca, medutim, ta se aktivnost ne moze opisati istim
mehanizmom kao ona protiv bakterija. Studije aktivnosti pokazuju da je klju¢ni proces u fenomenu
antifungalnog djelovanja promjena distribucije naboja na povrsini stanice te smanjenje povrsinske
napetosti $to djeluje na biofilmove. Pretpostavlja se da se negativni naboj zamjenjuje pozitivnim,
dok se istovremeno ne remeti stani¢na membrana, $to je fenomen koji olakSava prodiranje QAS

molekule kroz stani¢nu stijenku [3].



2. Teorijski dio

2.1. Antifungalni mikrotestovi

lako se antifungalni mikrotestovi ne koriste toliko ¢esto kao antibakterijski testovi, od sve vece
su vaznosti u klini¢kim mikrobioloSkim laboratorijima za testiranje osjetljivosti na antifungalne
lijekove. Glavni cilj ovih testova je pronac¢i MIC vrijednost. Ona prikazuje najnizu koncentraciju
antifungalnog djelotvornog sredstva (agensa), koja zaustavlja (barem polovicu ili 50% ili manje,
nego u kontroli rasta) vidljivi rast nakon 24 sata ili 48 sata od inkubacije. Ta vrijednost se kasnije
moze koristiti za terapiju pacijenata, informiranje o epidemioloskim studijima i pracenje stope

otpornosti na antifungalne lijekove [1].

2.2. Referentne metode za ispitivanje osjetljivosti

Kod razrjedivanja bujona postoje dva standarda, koje je uspostavio CLSI i koje je uspostavio
EUCAST. Kod oba standarda se koristi isti medij, ali sa razli¢itim koncentracijama glukoze te se

koriste isti kriteriji za definiranje krajnje tocke testa $to u konacnici daje sli¢ne rezultate [1].

2.2.1. Mikrorazrjedivanje bujona za kvasce pomoc¢u standarda CLSI

Prije viSe od 30 godina, to¢nije 1992. CLSI objavio je prvi standard za ispitivanje osjetljivosti
kvasaca (M27). Smjernice za ovaj standard opisane su u dokumentu M27, a potrebne su
mikrotitarske plo€ice s 96 jazica u obliku slova U. Medij koji se koristi je RPMI 1640
(koncentracija glukoze do 0,2 %), puferiran sa MOPS puferom (3-(N-morfolino) propansulfoni¢na
kiselina) do pH 7,0 [1].

Za pripremu antifugalnog agensa potreban je prasak lijeka. Za izradu otopine koriste se dvije

formule:

tezina (mg) = volumen (mL) - koncentracija (ug/mL) / analiza potencije (1g/mg)

volumen (mL) = teZina (mg) - analiza potencije (ug/mg) / koncentracija (ng/mL)

Priprema inokuluma prema preporukama CLSI-ja zahtijeva potkulturu najmanje dva puta na 35°C
s medijem bez antimikrobnih sredstava kao $to je krumpirov dekstrozni agar, kako bi se ocuvala
Cistoca i odrzivost organizma. Odabire se priblizno 5 kolonija (promjera 1 mm) koje je potrebno

suspendirati u sterilnoj fizioloskoj otopini ili vodi, promijesati i podesiti pomocu spektrofotometra

2



na valnoj duljini od 530 nm. Takva otopina koristi se za izradu radne otopine pripremom
razrjedenja 1:100, a nakon cega slijedi razrjedenje 1:20, s RPMI 1640 medijem za kulturu.
Konacan inokulum bit ée 0,5 x 10% i 2,5 x 10 stanica po mL [1].

Nakon §to su plocice s lijekom inokulirane, inkubiraju se bez mijeSanja na 35 °C + 2 °C 24
sata. Nakon 24 sata ocitavaju se rezultati. JaZica za kontrolu rasta se pregledava na prisutnost ili
odsutnost rasta. Ploce u kojima nema dovoljno rasta u kontrolnoj jazici za tocno ocitanje mogu se
ostaviti jo§ 24 sata. Nakon 72 sata sve plo¢e idu na vizualno ocitavanje pod normalnim
osvjetljenjem ili pomocu ogledala. Jazice se usporeduju s kontrolnom jazicom bez ispitivane tvari.

Tako odreden MIC (vizualno) moze biti donekle subjektivan, zbog ¢ega se preporucuje

spektrofotometrijsko o€itavanje pri 405 nm ili 450 nm [1].

e ANTEY e R ¥
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Slika 1. Mikrotitarske plocice s 96 jazica [Vvlastiti izvor]

2.2.2. Mikrorazrjedivanje bujona za kvasce koriStenjem EUCAST standarda

Za razliku od CLSI-ja, EUCAST preporucuje upotrebu mikrotitarskih plo¢a s ravnim dnom te
se ne smiju koristiti poklopci s niskim isparavanjem jer to moze utjecati na koncentraciju kisika.
Takoder ovdje se koriste ploce tretirane tkivom, jer podaci ukazuju na razli¢ite vrijednosti MIC
kod ploca tretiranih tkivom i plo¢a koje nisu tretirane tkivom [1].

Preporucuje se kao 1 kod CLSI koristenje potpuno sintetickih medija za rast 1 nalaze upotrebu
medija RPMI 1640 (koncentracija od 2 %) s dodatkom glukoze puferiranog na pH 7,0.

Priprema antifungalnog sredstva je ista kao kod CLSI samo uz jednu iznimku. Kod pripreme
osnovne otopine EUCAST preporucuje koriStenje 200 puta vecih koncentracija od najvece
koncentracije, dok je kod CLSI priprema osnovne koncentracije ve¢a 10 puta od najvece
koncentracije za testiranje [1].



Kod pripreme inokuluma sve organizme treba kultivirati na neselektivnu podlogu kao $to je
agar s krumpirovom dekstrozom (PDA) na 34 do 37 °C, oko 5 kolonija promjera najmanje 1 mm
treba odabrati i suspendirati u sterilnoj destiliranoj vodi i pomocu spektrofotometra namjestiti na
valnoj duljini 530 nm. Na kraju se ta otopina koristi za izradu radne otopine pripremom razrjedenja
1:10 u sterilnoj destiliranoj vodi. Konac¢na veli¢ina inokuluma je ve¢a od CLSI konacne velicine
inokuluma, a bit ¢e izmedu 1 x 10°i 5 x 10° stanica po mL [1].

Nakon pripreme inokuluma, plo€ice idu na inkubiranje na 35 + 2 °C 24 + 2 sata. Ploce za koje
kontrola rasta nije dosegla apsorbanciju od > 0,2 na valnoj duljini od 530 nm inkubiraju se dodatnih
12 do 24 sati. Sve ploce se zatim ocitaju pomocu ¢itata ploCa za mikrorazrjedivanje na

preporucenoj valnoj duljini od 530 nm (iako se mogu koristiti i druge valne duljine, poput 405 nm
ili 450 nm) [1].

2.2.3. Mikrorazrjedivanje bujona za plijesni

I CLSI i EUCAST imaju standarde mikrorazrjedivanja bujona za plijesan. Protokol za
filamentozne gljive iz CLSI-ja koristi iste ploce koje se koriste za testiranje kvasca. Medutim,
inokulum koji se koristi za filamentne gljive je drugaciji. Dok protokol s kvascima koristi 0,5 x
102 do 2,5 x 103 stanica po mL, protokol za filamentozne gljive koristi 0,4 x 10*do 5 x 10* konidija
po mL za nedermatofite i 1 x 103 do 3 x 10° konidija za dermatofite. Kada se gustoéa konidija
mjeri pomocu spektrofotometra, tona apsorbancija ovisit ¢e o vrsti, zbog vrlo razlicitih veli¢ina
konidija filamentoznih gljiva. Dok se vecina vrsta kvasca inkubira 24 sata prije oCitavanja ploca,
filamentozne gljive se inkubiraju 46 do 50 sati, iznimka su Mucorales, koje se inkubiraju 24 sata,
I dermatofiti, koji se inkubiraju do 96 sata (4 dana) [1].

lako se ploce za mikrorazrjedivanje bujona za vrste kvasca i filamentozne gljive o€itavaju
vizualno pomocu CLSI standarda, slicnosti tu prestaju. I azoli i amfotericin B sprjecavaju klijanje
konidija plijesni koriStenih za inokulaciju i mjere se kao nedostatak rasta. 1z tog razloga, MIC za
azole i amfotericin B je prva jazica sa 100 % inhibicijom rasta. Medutim, za ehinokandine,
konidije klijaju, ali pri osjetljivim koncentracijama, rast se zaustavlja na vrhu hifa koje se
pojavljuju. Rezultat je promjena u nacinu rasta, a to se mjeri kao minimalna uéinkovita
koncentracija (MEC), definirana kao najniza koncentracija koja dovodi do rasta malih, okruglih,
kompaktnih oblika hifa u usporedbi s uobi¢ajenim rastom hifa koji se vidi u kontrolnom uzorku.
Ova vidljiva promjena u rastu posljedica je ¢injenice da su ehinokandini fungistatici protiv plijesni,

a ne fungicidi [1].



EUCAST mikrodilucija bujona za filamentozne gljive takoder se razlikuje od EUCAST
protokola za kvasce. Kao 1 CLSI, EUCAST koristi iste ploCe za ispitivanje osjetljivosti
filamentoznih gljiva i vrsta kvasca. Ali za razliku od CLSI, EUCAST koristi sli¢nu veli¢inu
inokuluma, 2 x 10°do 5 x 10° CFU po ml, za plijesni i vrste kvasca. Vrijeme inkubacije ovisi 0
vrsti, kao 1 za CLSI metodu, a krajnja to¢ka za azole i amfotericin B ocitava se kao potpuna
inhibicija rasta, dok se za ehinokandine ocitava kao MEC. Dodatna preporuka EUCAST-a je da
se ploce ocitaju vizualno s crnom trakom papira koja prekriva polovicu jazice. Ostrina papira koja

se vidi kroz inokulum pomaze odrediti postoji li vidljiv rast [1].

2.2.4. Agar Screening za otpornost na Aspergillus

EUCAST je nedavno razvio standard za odredivanje rezistencije na azole u izolatima
Aspergillus spp. koriste¢i plocu za probir agara s Cetiri jazice. Test se sastoji od RPMI 1640 agar
ploce s jazicama koje sadrze itrakonazol (4 ug/mL), vorikonazol (2 pg/mL) i posakonazol (0,5
ug/mL) i jaZice bez lijeka. Konidije Aspergillus spp. inokuliraju se na plocu, a rast se prati 48 sati.
pokazatelj je da bi mogla biti prisutna rezistencija i potrebno je izvrsiti testiranje osjetljivosti

bujona na mikrodiluciju [1].

Slika 2. Agar Screening za otpornost na Aspergillus spp. [4]



2.3. Komercijalne metode ispitivanja

Uz gore opisane referentne metode, postoje komercijalno dostupni proizvodi za ispitivanje

osjetljivosti na antifungalne lijekove [1].

2.3.1. Sensititre YeastOne test

Sensititre YeastOne kolorimetrijska antifungalna ploca je komercijalno pripremljena ploca za
mikrodiluciju bujona. Kao i drugi oblici mikrorazrjedivanja bujona, YeastOne ploca sastoji se od
ploce s 96 jazica koja sadrzi serijska razrjedenja antifungalnog lijeka u definiranom mediju. No,
osim toga, jazice sadrze kolorimetrijski indikator rasta resazurin, pa se rast gljivica i odredivanje
MIC-a temelje na promjeni boje u jaZzici, a ne na definiranoj koli¢ini rasta. PloCice se isporucuju
suhe, imaju rok trajanja od priblizno 24 mjeseca na sobnoj temperaturi i pojedina¢no su pakirane,

Sto je idealno za upotrebu u kliniCkom laboratoriju u kojem se testiranja rijetko izvode [1].

Slika 3. Sensititre YeastOne test [5]

2.3.2. Vitek 2 ploce kvasca

Panel osjetljivosti na kvasce Vitek 2 je automatizirani pristup AFST-u koji koristi
spektrofotometrijska ocitanja za odredivanje MIC vrijednosti za klinicki relevantne vrste Candide.
Kartice sadrze jazice s osusenim koncentracijama antifungalnih lijekova u mediju. Nakon §to se
izolat podesi na standardiziranu koncentraciju u fizioloskoj otopini, koristi se za rehidraciju jazica

s lijekom, a kartica se stavlja u Vitek 2 ¢ita¢ kartica/inkubator. Rast unutar svake jazice prati se do



36 sati (u prosjeku 12 do 14 sati) pomocu opti¢kog skenera i generira se izvjesce koje sadrzi MIC

vrijednost zajedno s kategorijom tumacenja za svaki antimikotik na kartici [1].

Automatizacija koju omogucuje ovaj test idealna je za klinicke mikrobioloske laboratorije s
velikim opsegom testiranja. Ne zahtijeva specijaliziranu mikologiju i brza je metoda AFST-a koja

daje to¢ne rezultate usporedive s onima mikrodilucije bujona [1].

2.4. Plijesni

Plijesni zajedno sa kvascima i makroskopskim organizmima spadaju u veliku skupinu gljiva.
Aerobni su eukariotski, heterotrofni mikroorganizmi gradeni od kong¢astih stanica hifa, a splet hifa
¢ini micelij. RazmnoZavati se mogu na spolan i nespolan nacin. Za spolno razmnoZzavanje potrebne
su dvije hife, koje su nastale iz dvije razlicite kolonije, te kad dodu jedna do druge spoje se i
izmjene nukleinske kiseline te tako dolazi do spolnog razmnoZzavanja. Dok s druge strane postoj i
nespolno razmnozavanje preko spora. Taj proces se odvija na nac¢in da dolazi do fragmentacije ili
kidanja hifa, koje su djelomi¢no septirane [6].

Cesto izazivaju bolesti toksikomikoze jer izlu¢uju mikotoksine, uzrokuju kozne bolesti mikoze
te Cesto kvare prehrambene proizvode i izazivaju biorazgradnju. Toksikomikoze su stanja kada
dolazi do trovanja organizma ili organskih sustava (koza, diSni sustav, probavni sustav itd.)
toksi¢nim sekundarnim metabolitima, koji se nazivaju mikotoksini. Medutim plijesni mogu
parazitirati na domacinu (npr. na zivotinji) i to se tada naziva mikoza.

Najzancajniji producenti mikotoskina su Aspergillus spp. (oblik maslacka), Fusarium spp.
(oblik polumjeseca), Penicillium spp. (oblik prstica), Alternaria spp. (oblik sunke), Claviceps spp.
koja nije mikroskopska gljiva. Ostali predstavnici plijesni su Mucor, Rhizopus, Trichoderma i
Cladosporium [6].

Osim negativnih uloga plijesni one imaju i pozitivhu ulogu od proizvodnje antibiotika,
organskih kiselina (limunska, jabu¢na, fumarna) do proizvodnje sireva (Roquefort, Gorgonzola,

Camembert, Brie) [6].

2.4.1. Fusarium spp.

Stvara micelij u obliku septiranih polumjeseca sa ruzic¢astim, crvenim ili smedim krajevima.
Rasprostranjene su u tlu te sudjeluju u razgradnji celuloznih biljnih materijala. Uzrokuju trulez
voca 1 povrca, a najcesce th povezujemo s Zitaricama 1 mahunama, koje napadaju prije Zetve.

Uzrokuju bolesti kod biljaka ukljucujuéi truljenje korijenja i stabljike prije 1 poslije nicanja. Na
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zitaricama se prepoznaje tako $to su zitarice crvenkaste boje ili su osusene. Neke vrste Fusarium
sintetiziraju mikotosine zearalenon, fumonizine i trihotecene [7].

Plijesan, Fusarium graminearum, koja je ispitivana u ovom radu jedna je od najznacajnijih
uzro¢nika bolesti Zitarica s kojom se suocavaju proizvodaci diljem svijeta. Moze proizvesti
nekoliko mikotoksina ukljucujuéi deoksinivalenol (DON) i zearalenon. Hrana kontaminirana
DON-om izaziva imunotoksi¢nost i povracanje. Dok zearalenon i nije toliko toksican, ali s druge
strane je ksenoestrogen. Fusarium spp. koje proizvode zeralenon vole malo nize temperature,
odnosno puno kise i hladnije vrijeme. Hrana kontaminirana DON-om kod nepreziva¢a moze
smanjiti stope rasta, dok se zearalenon povezuje s reproduktivnim problemima. Takoder zaraZzeni

jecam moze smanjiti kvalitetu slada i piva [8].

Slika 4. Mikrofotografija spora Fusarium spp. pri pove¢anju od 100 x [9]

2.4.2. Alternaria spp.

Ova plijesan je karakteristicna po sporama u obliku Sunke. Vrste ovog roda uzrokuju smede ili
crno truljenje plodova rajcice, Zitarica, suncokreta, jabuke i smokava, te takoder i limuna i naranca.
Najcesce se javlja kao plijesan s polja na Zitaricama, ali se moze naci i vocu, vinu i pivu [7].

Plijesan Alternaria alternata, koja je koristena u ovom radu rasprostranjena je po cijelom
svijetu, Cije se spore Sire na toplom i suhom zraku, tako da je njezin vrhunac ljeto, ali se moZe naci
1 u vlaznim, nedovoljno prozrac¢enim ku¢ama. Moze uzrokovati alergijsku astmu te je do danas
izolirano 16 alergena. Kao $to je gore navedeno moZe zaraziti brojne plodove, sjeme, lisce,
stabljike 1 cvije¢e smanjujuéi poljoprivrednu proizvodnju. Povezuje se s trovanjem hrane zbog
proizvodnje mikotoksina koji ukljuc¢uju alternariol, altenuen, alternaril monometil eter i

tenuazonsku kiselinu [10].



Slika 5. Mikrofotografija spora Alternaria spp. pri povec¢anju od 40 x [11]

2.4.3. Aspergillus spp.

Plijesan ¢ije konidije gledane mikroskopom nalikuju na maslac¢ak. Vazan rod u hrani, kako sa
stajaliSta kvarenja, tako i zbog toga Sto mnoge vrste proizvode mikotoksine. Iako je nekoliko vrsta
koristeno za proizvodnju fermentirane hrane (npr. Aspergillus oryzae u proizvodnji soja umaka),
vecina vrsta Aspergillus pojavljuju se u hrani kao gljivice koje uzrokuju kvarenje [12].

Pojavljuje se u zutoj, crnoj i zelenoj boji u velikom broju namirnica i krmivu. Kod voca se
javlja u obliku crnog truljenja breskvi, limuna, naranca i Smokvi, a kod mesnih preradevina javlja
se u Sunkama, suhomesnatim preradevinama 1 slanini. Prisutna je i kod kvarenja ulja kao $to je
palmino, kikirikijevo i kukuruzno ulje. Kod ljudi mogu uzrokovati infekcije koje su obiljezene
plu¢nim bolestima, takoder mogu uzrokovati i druge bolesti kod imunokompromitiranih osoba.

Proizvode aflatoksine i ohratoksin A [12].

U ovom radu su koristene dvije plijesni vrste Aspergillus, a to su Aspergillus flavus i
Aspergillus ochraceus.

Aspergillus flavus je glavna vrsta koja proizvodi mikotoskine aflatoksine. Za vrijeme suse
povecava se prisutnost ove plijesni te moze prezivjeti u tlu i do nekoliko godina nakon suse. Ova
plijesan ovisi o koli¢ini vode odnosno padalina. Ovaj patogen uzrokuje propadanje agruma nakon
berbe tj. tijekom skladistenja. Takoder uzrokuje bolesti na usjevima kukuruza, pamuka, kikirikija,
kao 1 oraSastih plodova. U vremenskim uvjetima pogodnim za njen rast, Aspergillus flavus moze
uzrokovati trulez klipa kukuruza, takoder zbog svoje sposobnosti rasta pri niskim koli¢inama vlage
ova vrsta je sposobna kolonizirati sjeme zitarica i uljarica [13].

Aspergilus ochraceus siroko je rasprostranjen, osobito u susenoj hrani, ukljucujuci susenu ribu,
razne suSene mahunarke, oraSaste plodove 1 sjemenke uljarica, te na grozdu. Rjede se javlja kod

Zitarica (riZa, je€am, pSenica, kukuruz). Prisutnost ove vrste u zrnu zelene kave moze dovesti do



proizvodnje ohratoksina A. Prvi put je otkriven 1965. kao mikotoksin iz Aspergillus ochraceus i
smatra se jakim nefrotoksinom. Na njegovu proizvodnju utjecu supstrat na kojem plijesan raste,
prisutnost druge kompetitivne mikotoksigene mikroflore, razina vlage i temperatura.
Kontaminacije ohratoksinom A prijavljene su u jeému, razi, pS$enici, zobi, zrnu kave i vinu
proizvedenom od zarazenog grozda. Osim §to je nefrotoksic¢an on je i toksin jetre, imunosupresiv

teratogen i karcinogen za testise [13].

2.4.4. Penicillium spp.

Penicillium je dobro poznata i jedna od najéesc¢ih gljiva koja se pojavljuje u razli¢itim
staniStima, od tla preko vegetacije do zraka, unutarnjih okoliSa i1 raznih prehrambenih proizvoda.
Rasprostranjen je diljem svijeta i ima veliki ekonomski utjecaj na ljudski zivot. Njegova glavna
funkcija u prirodi je razgradnja organskih materijala. Takoder uzrokuje razorne trulezi prije i
nakon Zzetve na prehrambenim usjevima. Neke vrste takoder imaju pozitivne ucinke, a
prehrambena industrija iskoriStava neke vrste za proizvodnju specijalnih sireva, kao §to su
Camembert ili Roquefort i fermentirane kobasice. Njihova sposobnost razgradnje rezultirala je
ispitivanjem vrsta za proizvodnju novih enzima. Njegov najveci utjecaj i pravo na slavu je
proizvodnja penicilina, koji je revolucionirao medicinske pristupe lijeenju bakterijskih bolesti.
[15].

Na namirnicama je ovaj rod prepoznatljiv po plavoj do plavozelenoj boji. Neke vrste uzrokuju
zeleno pljesnivo truljenje limuna i plavo pljesnivo truljenje jabuka, krusaka i koStunic¢avog voca.

Takoder ova gljiva proizvodi i mikotoksine kao §to su citrinin, patulin, ohrtatoksin A itd [6].

U svrhu izrade ovog zavr$nog rada koristila se plijesan Penicillium expansum. Ova sveprisutna

gljiva, P. expansum, rasprostranjena je diljem svijeta te je uobicajena gljiva koja se prenosi zrakom
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I sposobna je izazvati alergijsku reakciju kod osjetljivih osoba. P. expansum se naziva jo$ i plava
plijesan a na mnogim gospodarski vaznim vocarskim i povrtnim kulturama uzrokuje meku trulez.
Raspon domacina ukljucuje jabuke, kruske, breskve, nektarine, marelice, Sljive i treSnje, grozde,
jagode, maline, kaki, mango, marakuje, avokado, tikve, mrkvu, luk i rajéicu. Bolest se naziva plava
plijesan zbog boje konidija koje proizvodi P. expansum. Gubici hrane dogadaju se u fazama
proizvodnje, nakon berbe i prerade u lancu opskrbe hranom. Procjenjuje se da se ekonomski gubici
tijekom faze nakon berbe krecu od 10 do 30 % godiSnje u svjeZzem vocu i povréu. Gubici nakon
zetve do 50% prijavljeni su u zemljama u razvoju u kojima nedostaju sanitarni uvjeti i hladenje
[10].

Kontaminacija sa P. expansum i patulinom obi¢no se dogada nakon berbe i tijekom
skladistenja. Patulin se najcesce nalazi u jabukama. Toksin pokazuje mutagena svojstva i snazan
je antibiotik za mnoge ljudske bakterije koje uzrokuju bolesti, ukljuc¢uju¢i Mycobacterium
tuberculosis. Nacin djelovanja patulina je da utjeCe na alkilaciju enzima i inhibira
translaciju/transkripciju DNA [10].

Istodobna pojava mikotoksina (primjerice ohratoksina A, kojeg takoder proizvodi P.
expansum) moze pojacati toksi¢nost patulina, a netoksi¢ni gljivi¢ni metaboliti mogu djelovati

sinergisticki s toksi¢nima [10].

Slika 7. Mikrofotografija spora Penicillium spp. pri poveéanju od 100 x [16]

2.5. Kvasci

Jednostani¢ne askomicentne gljive koje su tijekom evolucije izgubile sposobnost stvaranja
micelija. Stanice kvasca su u obliku kugle, elipsoide ili su pak izduzene. Osnovni oblik je

blastospora koja se razmnoZava nespolnim putem. Na blastospori se pojavi pup koji na njoj raste
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te kada dostigne odredenu veli¢inu se odvaja od osnovne stanice. Kako taj pup raste jezgra iz
roditeljske stanice se dijeli i prelazi u pup. Neke tvore lazne micelije ili pseudomicelije na nacin
da se stanice slazu jedna na drugu. Takve stanice se nazivaju pseudohife i primjer takvih kvasaca
je Candida spp. Osim nespolnog na¢ina mogu se razmnozavati i na spolni nacin dijeljenjem
pomocu askospora [6].

Ako imaju dovoljne koli¢ine kisika, dolazi do procesa aerobne respiracije ugljikohidrata, gdje
nastaju uglji¢ni dioksid i voda. S druge strane ako nedostaje kisika oni, fermentiraju ugljikohidrate
te nastaju uglji¢ni dioksid 1 etanol. To je osnovno vrenje za proizvodnju piva, vina i kruha, §to je
pozitivna uloga. Osim toga dobar su izvor proteina, koriste se u proizvodnji vitamina kao $to su
D2 i Bate su korisni za obradu otpadnih voda. Nasuprot toga imaju i negativne uloge jer stvaraju
nepozeljne fermentacije, a najbolji primjer za to je kvarenje pekmeza. Osmofilni kvasci vole
visoke koncentracije SeCera ¢ak 40-60% i iz tog razloga mogu kontaminirati pekmez. Postoje i
patogeni kvasci koji uzrokuju bolesti kandidaze [6].

Predstavnici kvasaca su Saccharomyces cerevisiae koji su ovalnog oblika te se razmnozavaju
pupanjem i pomocu askospora, drugi predstavnik je Stapicasti Schizosaccharomyces pombe koji
se razmnozava dijeljenjem. Vjerojatno svima najpoznatiji kvasac je Candida koja stvara
pesudomicelij i ovalnog je oblika. Postoji jos i Torulla kefiri, koja je okruglog oblika i koristit se

za proizvodnju kefira [2].

2.5.1. Candida spp.

Candida je otkrivena 1923. godine od strane Berkhouta. Sam naziv potjece od latinske rijeci
Candidus i znaci bijel, upravo zbog toga jer njezine stanice ne sadrzavaju karotenoidne pigmente.
Spada u veliku porodicu, koju ¢ini oko 200 rodova od kojih je 40 patogeno za ljude. Najpoznatiji
rod je Candida albicans kuju povezujemo s bolestima kod ljudi. Osim tog roda postoji i Candida
glabrata, Candida inconspicua i Candida krusei te one takoder stvaraju infekcije kod ljudi.
Candida spp. osim $to uzrokuje bolesti kod ljudi moze kontaminirati primjerice i masulj u
proizvodnji vina. Karakteristicne za ovaj aseksualni, askomicetni kvasac su stanice s dvostrukom
membranom koje ne sadrZe ksilozu, ramnozu ili fruktozu. Za zivot Candide optimalni uvjeti su
temperatura od 20 do 40 °C, voli visoke koncentracije Secera, pH potreban za rast je izmedu 4,5 i
5,5 te ne podnose visoke koli¢ine alkohola. MoZe se pronaci u velikom broju namirnica, pa tako
Candida famata kontaminira mesne proizvode, Candida pelliculosa i Candida krusei kiselu hranu
dok Candida colliculosa hranu sa niskim aw. Hrana u kojoj se najce$ée nastanjuje je svjeze

mlijeko, mljeveno meso, fermentirana zrna kakaa, kefir te pivo i vo¢ni sokovi [17].
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Slika 8. Mikrofotografija stanica Candida spp. pri pove¢anju 40 x [18]

U svrhu izrade ovog rada koristene su Candida albicans, Candida krusei i Candida

parapsilosis.

Candida albicans je prirodno je prisutna u tijelu, posebice u ustima, crijevima i genitalnom
podruc¢ju. Medutim kada se narusi ravnoteza mikroorganizama u tijelu moze uzrokovati infekcije.
Ne nalazi se ¢esto u okolisu, ve¢ je poznata po tome da napada floru koze i sluznice, no moze
uzrokovati i bolest vulvovaginitis kod zena i infekciju krvotoka poznatu pod nazivom kandidemija.
Candida albicans ima sposobnost da raste i kao jednostani¢ni pupajuci kvasac i kao filamentozni
pseudonhifalni ili hifilni oblik. Cimbenici o kojima ovisi njezin oblik su temperatura, pH, hranjive

tvari i prisutnost tj. odsutnost krvnog seruma [19].

Candida krusei, za razliku od ostalih Candida spp. koje su jajolikog oblika, je izduzena odnosno
ima oblik rize i razmnozava se stvaranjem pseudohifa. Raste na maksimalnoj temperaturi od 43-
45 °C, a ovaj kvasac odlikuje se otpornosc¢u na konzervanse koji sadrze slabe organske kiseline.

Proizvodi velike koncentracije aldehida, fermentira glukozu te asimilira citrate. Moze se naci
na prirodnim stani$tima kao §to su voce, kanalizacija, silaza, tlo, hrana (ukljucujuéi mlijecne 1
mesne proizvode, Kisele krastavce. Kod ljudi se moze naci, kao kolonizator zdrave ljudske flore

no vrlo rijetko. Ce$ée se javlja kod sisavaca i ptica, posebno u probavnom traktu i kozi [20].

Candida parapsilosis ucestalost ovog kvasca je znacajno porasla u odnosu na proslo desetljece
te je u nekim zemljama ucestalija nego Candida albicans. Stanice imaju ovalni, okrugli ili
cilindri¢ni oblik. Candida parapsilosis ne stvara prave hife ve¢ postoji u obliku kvasca ili
pseudohifalnom obliku. U usporedbi s drugim vrstama Candida spp., Candida parapsilosis ima
veliku rasprostranjenost u prirodi. Nije obvezni ljudski patogen, jer je izoliran iz neljudskih izvora
kao $to su domace zivotinje, kukci, tlo 1 morski okoliS. Jedna je od gljivica koje se najceSce
izoliraju iz subungalnog prostora ljudskih ruku. Od posebnog je znacaja za kriticno bolesnu
novorodencad, uzrokujucéi vise od jedne Cetvrtine svih invazivnih gljivi¢nih infekcija u dojencadi
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niske porodajne teZine i do jedne treéine neonatalnih infekcija Candidom u krvotoku. Cesto se

povezuje kao gljiviéni organizam koji se povezuje s neonatalnom smrtno$¢u novorodencadi [21].
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3. Praktican dio

U eksperimentalnom dijelu rada istrazivano je antifungalno djelovanje novosintetiziranih
spojeva pomoc¢u CLSI standarda, na plijesni iz rodova Fusarium, Alternaria, Aspergillus i
Penicillium i kvasaca iz roda Candida. Antifungalno djelovanje ispitano je pomoc¢u mikrotesta na

mikrotitarskim plo¢icama [22].

3.1. Laboratorijski pribor

U svrhu provodenja eksperimentalnog dijela od laboratorijskog pribora koristene su
mikrotitarske ploc€ice sa 96 jazica u obliku slova U, elektronske mikropipete, nastavci za pipete,
membranski filteri, Petrijeve zdjelice, plasticne kadice, staklena ¢asa i staklena boca od 50 mL
[22].

3.2. Kemikalije i mikroorganizmi
Koristene kemikalije

e Novosintetizirani  spojevi  (3-oktadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium  bromid, 3-
heksadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-ikozil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium
bromid, 3-tetradecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 1,3-didodecil-1H-
benzo[d]imidazol-3-ium bromid, 3-decil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 2-metil-
1,3-dioktadecil-1H-imidazol-3-ium  bromid, 3-dodecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium
bromid, 1,3diikozil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-heksadecil-1H-imidazol-3-ium
bromid, 1-metil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium bromid, 1-benzil-3-oktadecil-1H-
imidazol-3-ium bromid, 1-oktil-1H-benzo[d]imidazol, 3,3'-(heksan-1,6-diil)bis(1-
oktil-1H-benzo[d]imidazol-3-ium dibromid, 1-benzil-2-metil-3-oktadecil-1H-
imidazol-3-ium bromid, 1,3-diikozil-1H-benzo[d]imidazol-3-ium bromid)

e Agar medij - Sabouraud dekstroza agar (SAB) ploce

e Testni medij RPMI-1640

e Sterilna fizioloska otopina

e Sterilni 0,9% NaCl

e Fusarium graminearum

e Alternaria alternata

o Aspergillus flavus, A. ochraceus

e Penicillium expansum
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e Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis

3.3. Uredaji

e \ortex
e Termostat

e Uredaj za ocCitavanje (¢ita¢ mikrotitarskih ploca)

3.4. Metode rada

Ova metoda se sastoji od nekoliko koraka, koji ¢e biti detaljno objasnjeni u nastavku [22].

" Sterilna RPMI-1640
1) Prijenos 1/10 ot. -' podloga
U sterilnu RPMI-
1640 podlogu . 2) 100 pL u svaku jaZicu

)

Priprema otopine
uzorka 3) Prijenos 100
puL

Kontrolne jaZice bez
lijeka

‘ \
7) Inkubacija 48-72 h (—\S)Razrjedenje 1/150

|\

6) Inokulum,
50 pl u svaku
jaZicu

Slika 9. Postupak antifungalnog testiranja [23]

3.4.1. Antifungalna temeljna priprema

Antifungalni spojevi su stigli pripremljeni, odnosno spremni za upotrebu. Radi vece sigurnosti
i toCnosti rezultata spojevi su sterilizirani pomo¢u membranskih filtera od 0,22 um. Ispitan je

antifungalni u¢inak gore navedenih novosintetiziranih spojeva [22].
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3.4.2. Priprema razrjedenja kvarternih amonijevih soli

Prilikom pripreme potrebna je mikortitarska ploca sa 96 jazica u obliku slova U. Ona se sastoji
od 12 stupaca, potrebno je oznaciti 10 stupaca, od 2-11 nazivom antifungicida i odgovaraju¢im
koncentracijama. Potom se dodaju odgovarajuce koli¢ine sterilnog RPMI u svaki stupac. Postupak
je sljedeci, u stupce 2 i 11 potrebno je dodati 1 mL RPMI, u stupac 3,5 i 8 dodaje se 0,5 mL RPMI,
u stupac 6 i 9 dodaje se 0,75 mL RPMI, dok u stupac 4 dodaje se 1,5 mL RPMI i u stupac 7 i 10
dodaje se 1,75 mL RPMI. Nakon toga se u stupac 1 dodaje 1 mL osnovne otopine za razrjedenje
protiv gljivica. Prvi stupac oznac¢ava kontrolu sterilnosti. Zatim slijedi prijenos iz stupca 2, 0,5 mL
u stupac 3 i 4, prijenos iz stupca 4, 0,5 mL u stupac 51 0,25 mL u stupac 6 i 7, prijenos iz stupca
7, 0,5 mL u stupac 8 i 0,25 mL u stupac 9 i 10, prijenos iz stupca 10, 1 mL u stupac 11 te se na
kraju odbacuje 1 mL iz stupca 11 [22].

= & | ) ()
‘\6)\/,1 {:—_.f mL LJosmL
'/640 o L - A= 0.5 mL*
l wo/mby\ 320 pg/mi .
[ \ Hg/ /80 pg/mL ]
o) &/ (8
1280 pg/mL =% 3/ 4]
2\ | 6 &/ t=osm
LT g )
\ 14) 0.25 mL o/ 10 pg/mL
[: =15 mL\'o > = 0.75mL*/ .
- %, 40 pg/mL 9
160 pg/mL g )
g R 0.25M-_, —
\\"-, 3 B t:" 075 n\L.
) \0‘35 5 pg/mL
e 175K =
= —
- * { imL a ﬂ
20 pg/mL 0 ——_|,
= 1.75mL L
*Volume of RPMI before the drug dilution step P {98 e
2.5 pg/mL

Slika 10. Postupak razrjedenja [22]

3.4.3. Priprema inokuluma

Inokulum se priprema izravnom suspenzijom kolonija. Lagano se dodirne 5 kolonija (barem 1
mm promjera) pomoc¢u mikrobioloske usice, potom se stanice suspendiraju u 5 mL sterilnog 0,9
% NaCl i1 promijeSaju koristenjem vortexa 15-20 s. Potom je potrebno podesiti zamucéenost

inokuluma na gusto¢u 0,5 McFarlandovog standarda na 530 nm valne duljine. Ovaj postupak daje
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suspenziju gljivica od 1-5 x 108 stanica/mL. Priprema radne suspenzije se provodi razrjedenjem
suspenzije u omjeru 1:100 nakon &ega slijedi razrjedenje 1:20 s RPMI, §to rezultira s 5 x 102 do

2,5 x 103 CFU/mL [22].

SAB24hto35°C

Touch 4-5 colonies
v

} =] 5 mL sterile saline
opL J; 20 uL

i <« Stock sus| ensiorr\‘"‘» Dil. 1:50
Di. 1:100 ==/ '3 mL RPM 7% >
i/ McFarland 0.5 = 1 mL RPMI
v (1-5 x 108 CFU/mL) &/
Working suspension Working suspension
l 2.5mL 05 mL

v

1]

Dil. 1:20 { i‘i’ 10 mL RPMI
| 50 ML i 1
| ReMI Dil. 1:20

Macrodilution Microdilution
1:2000 1:1000
(0.5x 103t0 2.5 x 103 CFU/mL) (1-5 x 103 CFU/mL)

Slika 11. Postupak pripreme inokuluma [22]

3.4.4. Inokulacija jazica

Organizacija jaZica je vrlo bitna u ovom djelu. Potrebno je ukljuciti dva stupca jaZica, za
pozitivnu (kontrola rasta) i negativnu (sterilnost) kontrolu. Zapocinje se inokulacijom najnize
koncentracije lijeka za testiranje te se prelazi na vece koncentracije. Dva stupca jaZica sadrze 0,1
mL RPMI (ili otapala) umjesto antifungicida i 0,9 mL razijedenog inokuluma (kontrola rasta) ili
0,9 mL RPMI (kontrola sterilnosti). Kontrola rasta osigurava da je inokulum odrziv i da aktivno
raste 1 oznacava 100 % rast izolata. Kontrolna ploc¢a inokuluma potvrduje da je inokulum ispravno

standardiziran. Kontrolne ploce s inokulumom treba pripremiti za svaki soj [22].
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Slika 12. Inokulirane jazice [vlastiti izvor]

3.4.5. Inkubacija

Na kraju ovog postupka mikrotitarske plo¢ice idu na inkubaciju 48-72 h na 35 °C [22].

3.4.6. Ocitavanje rezultata

Rezultati se ocitavaju pomocu uredaja za ocCitavanje ploca, nakon 48-72 h, ovisno o vrsti.
Plocice se provjeravaju na dvije valne duljine 450 nm i 405 nm. Takoder plo¢e se mogu i vizualno

procijeniti preko provjere zamucenja izmedu kontrole rasta i sterilne kontrole [22].

Slika 13. Ocitavanje rezultata pomocu uredaja [vlastiti izvor]
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Slika 14. Ocitavanje rezultata golim okom [vlastiti izvor]
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4. Analiza rezultati

U ovo radu analiziran je antifungalni uc¢inak 16 spojeva. Spojevi su se nalazili pod Siframa te
nakon dobivenih rezultata saznajemo imena spojeva. Spojevi su testirani na odredene plijesni i
kvasce te su nakon inkubacije rezultati o¢itani na valnoj duljini od 450 i 405 nm. Svaki spoj koji
ima negativnu vrijednost pri odredenoj koncentraciji je izvrstan fungicid, spoj koji ima vrijednost
izmedu 0 i 50 je jako dobar fungicid, dok oni spojevi koji imaju vrijednost izmedu 50 i 100 su
slabi fungicidi. S druge strane oni koji imaju vrijednost preko 100 poticu plijesan da raste, odnosno

nemaju fungicidno djelovanje. Rezultati su prikazani pomocu tablica [22].

Tablica 1. Imena spojeva

1.
HaC N (CHCH,
\ Br-
3-oktadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid
2.
HaC N (CHeCH:
\ Br-
3-heksadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid
3.
HaC N (CHCH:
\ Br-
3-ikozil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid
4,
HzCﬂN/\ﬁf(CHg)mcm
\ Br-
3-tetradecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid
5.
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CH 2(CH5)1oCH3

CHZ(CHQ) oCH;
1,3-didodecil-1H-benzo[d]imidazol-3-ium bromid

6.
\
N
H3C(H,C)o—
N CH
) \/ \/ 2
Br
3-decil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid
7.
/ CH2 17C
N
HsC(HyC)17 /
2-metil-1,3-dioktadecil-1H-imidazol-3-ium bromid
8.
HZC . N/\ﬁf(CHQ)HCHg
\ / Br-
3-dodecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid
9.
HBC(H2C)19HN/\QJ(CHZ)1QCH3
\ / Br-
1,3diikozil-1H-imidazol-3-ium bromid
10.
(\N/
+
N
Br-
3C(H2C)15 r
3-heksadecil-1H-imidazol-3-ium bromid
11.
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HaC(H2C)yr ™

1-metil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium bromid

12.
N/\
N N——(CH,)17CHs
— © Br
1-benzil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium bromid
13.
N M
- W,
ALY
AN
\"‘-\, -
“Q;,-'*Pf# HN
CH,(CH,)sCH,
1-oktil-1H-benzo[d]imidazol
14.
o ) : & EBI EjBT @ o “H-{CH-)-CH
HaClHzCleH2C — S P (CHyJe—N7 n —H2{CHzleCH;
| f f
o e,
h I
N/ 4
3,3'-(heksan-1,6-diil)bis(1-oktil-1H-benzo[d]imidazol-3-ium dibromid
15.
N \
\+
N\
© Br (CH3)17CH3
1-benzil-2-metil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium bromid
16.
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(CH3)19CH3

A\

© Br
(CH32)19CH3

1,3-diikozil-1H-benzo[d]imidazol-3-ium bromid
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Tablica 2. Rezultati antifungalnog ucinka spojeva na plijesan Fusarium graminearum pri

valnoj duljini 450 nm

0 10 1 0,1 0,01

1 100% -11% 55% -11% 26%
2 100% -12% 56% 71% 19%
3 100% -11% 22% 41% 4%
4 100% -12% 4% -3% 23%
5 100% -12% 27% 37% 44%
6 100% -4% 27% 4% 61%
7 100% -6% 4% 8% 13%
8 100% 10% 13% -6% 72%
9 100% 14% 63% 112% 29%
10 100% 133% 36% 106% 59%
11 100% 3% 92% 91% 92%
12 100% 70% 84% 72% 75%
13 100% 69% 68% 73% 65%
14 100% 83% 82% 86% 89%
15 100% 65% 79% 94% 95%
16 100% 132% 88% 91% 91%

Spojevi od 1 do 7 (3-oktadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-heksadecil-1-vinil-1H-
imidazol-3-ium bromid, 3-ikozil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-tetradecil-1-vinil-1H-
imidazol-3-ium bromid, 1,3-didecil-2-metil-1H-imidazol-3-ium, 3-decil-1-vinil-1H-imidazol-3-
ium, 1,3-didecil-2-metil-1H-imidazol-3-ium) pri najvisoj koncentraciji pokazuju izvrstan
antifungalni/fungicidni u¢inak na ovu plijesan. Spojevi od 1 do 9 pokazuju jako dobar fungicidni
ucinak 1 kod nizih koncentracija. Ostali spojevi pokazuju slabi fungicidni ucinak, te ¢ak spojevi
10 (3-heksadecil-1H-imidazol-3-ium) i 16 (1,3-diikozil-1H-benzo[d]imidazol-3-ium) poti¢u rast

ove plijesni.
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Tablica 3. Rezultati antifungalnog ucinka spojeva na plijesan Alternaria alternata pri valnoj

duljini 450 nm

0 10 1 0,1 0,01

1 100% 100% 104% 86% 90%
2 100% 85% 104% 88% 92%
3 100% 94% 96% 85% 81%
4 100% 89% 84% 88% 84%
5 100% 86% 89% 88% 113%
6 100% 66% 74% 81% 75%
7 100% 75% 95% 85% 77%
8 100% 89% 79% 80% 72%
9 100% 74% 71% 77% 65%
10 100% 80% 76% 76% 74%
11 100% 84% 77% 75% 72%
12 100% 69% 70% 72% 69%
13 100% 70% 67% 68% 67%
14 100% 72% 64% 61% 64%
15 100% 64% 71% 66% 67%
16 100% 64% 60% 57% 53%

Dobiveni rezultati pokazuju da veéina spojeva ima slabi fungicidni uc¢inak, dok spojevi 1 (3-
oktadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium  bromid), 2 (3-heksadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium
bromid) i 5 (1,3-didecil-2-metil-1H-imidazol-3-ium) pri razli¢itim koncentracijama poticu rast ove

plijesni.
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Tablica 4. Rezultati antifungalnog ucinka spojeva na plijesan Aspergillus flavus pri valnoj

duljini 450 nm

0 10 1 0,1 0,01

1 100% -3% 63% 77% -1%
2 100% -6% -5% 3% -4%
3 100% -4% 68% 82% 7%
4 100% 4% 67% 27% 43%
5 100% -3% 7% 37% 138%
6 100% 60% 44% 2% 71%
7 100% 77% -6% 58% -5%
8 100% -8% 30% 84% 24%
9 100% 26% 105% 28% 29%
10 100% -7% 77% 58% 108%
11 100% -11% 70% 86% 15%
12 100% -12% 58% -5% -4%
13 100% -8% -8% -4% 17%
14 100% 58% 26% 49% 2%
15 100% -39% 60% 50% 3%
16 100% 72% -2% -3% 0%

Spojevi od 1 do 5 (3-oktadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-heksadecil-1-vinil-
1H-imidazol-3-ium bromid, 3-ikozil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-tetradecil-1-vinil-1H-
imidazol-3-ium bromid, 1,3-didecil-2-metil-1H-imidazol-3-ium) te spoj 8 (3-dodecil-1-vinil-1H-
imidazol-3-ium bromid) i spojevi od 10 do 13 (3-heksadecil-1H-imidazol-3-ium, 1-metil-3-
oktadecil-1H-imidazol-3-ium bromid, 1-benzil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium, 1-oktil-1H-
benzo[d]imidazol) i spoj 15 (1,3-diikozil-1H-benzo[d]imidazol-3-ium) pri najvisoj koncentraciji
pokazuju izvrstan fungicidni ucinak. Spoj 5 (1,3-didecil-2-metil-1H-imidazol-3-ium), spoj 9
(1,3diikozil-1H-imidazol-3-ium bromid) i spoj 10 (3-heksadecil-1H-imidazol-3-ium) poticu rast

ove plijesni.
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Tablica 5. Rezultati antifungalnog ucinka spojeva na plijesan Aspergillus ochraceus pri valnoj

duljini 450 nm

0 10 1 0,1 0,01

1 100% -7% 106% 82% 103%
2 100% -11% 68% 91% 91%
3 100% -6% 84% 76% 79%
4 100% -9% 94% 101% 96%
5 100% -8% 87% 88% 77%
6 100% 100% 114% 83% 96%
7 100% 85% 92% 98% 100%
8 100% 72% 79% 66% 85%
9 100% 86% 70% 89% 62%
10 100% 75% 72% 97% 91%
11 100% -13% 124% 92% 114%
12 100% -11% 100% 73% 91%
13 100% 79% 89% 78% 85%
14 100% 62% 96% 81% 84%
15 100% -49% 66% 78% 57%
16 100% 80% 91% 85% 87%

Spojevi od 1 do 5 (3-oktadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-heksadecil-1-vinil-1H-
imidazol-3-ium bromid, 3-ikozil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-tetradecil-1-vinil-1H-
imidazol-3-ium bromid, 1,3-didecil-2-metil-1H-imidazol-3-ium) imaju izvrstan fungicidni u¢inak
pri najvisoj koncentraciji isto kao spoj 11 (1-metil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium bromid), 12 (1-
benzil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium) i 15 (1-benzil-2-metil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium).

Pri manjim koncentracijama su slabi fungicidi te ¢ak spoj 1,4, 6 i 11 poticu rast ove plijesni.

28



Tablica 6. Rezultati antifungalnog ucinka spojeva na plijesan Penicillium expansum pri

valnoj duljini 450 nm

0 10 1 0,1 0,01

1 100% -5% 77% 32% 58%
2 100% -8% 68% 87% 80%
3 100% -6% 97% 67% 65%
4 100% -7% 80% 99% 65%
5 100% -8% 89% 92% 93%
6 100% 47% 80% 61% 54%
7 100% 117% 64% 55% 84%
8 100% 6% 102% 84% 113%
9 100% 68% 77% 55% 87%
10 100% 62% 51% 83% 112%
11 100% -7% 103% 45% 62%
12 100% -6% 62% 99% 83%
13 100% 89% 48% 82% 80%
14 100% 33% 71% 70% 75%
15 100% -27% 45% 61% 136%
16 100% 88% 98% 126% 113%

Spojevi od 1 do 5 (3-oktadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-heksadecil-1-vinil-1H-
imidazol-3-ium bromid, 3-ikozil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid, 3-tetradecil-1-vinil-1H-
imidazol-3-ium bromid, 1,3-didecil-2-metil-1H-imidazol-3-ium) su izvrsni fungicidi kod najvece
koncentracije, dok su kod manjih koncentracija slabi fungicidi. Isto tako su i spojevi 8 (3-dodecil-
1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid), 11 (1-metil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium bromid), 12 (1-
benzil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium) i 15 (1-benzil-2-metil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium).
Spojevi 8 (3-dodecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid), 10 (3-heksadecil-1H-imidazol-3-ium),
15 (1-benzil-2-metil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium) i 16 (1,3-diikozil-1H-benzo[d]imidazol-3-
ium) pri slabijim koncentracijama poticu rast plijesni. Ostali spojevi u srednjim koncentracijama

su se pokazali kao slabi antifungalni agensi.
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Tablica 7. Rezultati antifungalnog ucinka spojeva na kvasac Candida albicans pri valnoj

duljini 450 nm

0 10 1 0,1 0,01

1 100% -25% 106% 69% 46%
2 100% -29% 62% 71% 74%
3 100% 121% 67% 66% 68%
4 100% 44% 74% 70% 68%
5 100% 37% 76% 75% 75%
6 100% 96% 91% 91% 102%
7 100% 86% 94% 90% 97%
8 100% 74% 89% 83% 93%
9 100% 84% 86% 85% 84%
10 100% 84% 84% 82% 92%
11 100% 2% 94% 84% 83%
12 100% 3% 81% 80% 81%
13 100% 77% 76% 77% 76%
14 100% 81% 79% 73% 74%
15 100% -3% 82% 84% 81%
16 100% 84% 83% 81% 81%

Spojevi 1 (3-oktadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid), 2 (3-heksadecil-1-vinil-1H-
imidazol-3-ium bromid) i 15 (1-benzil-2-metil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium) imaju izvrstan
antifungalni uéinak na ovaj kvasac, dok jako dobar imaju spojevi 11 (1-metil-3-oktadecil-1H-
imidazol-3-ium bromid) i 12 (1-benzil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium). Spoj 3 (3-ikozil-1-vinil-
1H-imidazol-3-ium) se pokazao jako losim fungicidom u najviSoj koncentraciji, odnosno ne

uniStava ga ve¢ potiCe rast ovog kvasca. Ostali spojevi su se pokazali kao slabi antifungalni agensi.
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Tablica 8. Rezultati antifungalnog ucinka spojeva na kvasac Candida krusei pri valnoj

0

1 100%
2 100%
3 100%
4 100%
5 100%
6 100%
7 100%
8 100%
9 100%
10 100%
11 100%
12 100%
13 100%
14 100%
15 100%
16 100%

duljini 450 nm

10
1%
-7%
31%
-1%
-3%
22%
23%
16%
78%
76%
77%
75%
69%
70%
55%
11%

1
64%
88%
80%
60%
52%
84%
87%
75%
84%
77%
80%
77%
71%
71%
72%
95%

0,1
80%
70%
66%
69%
66%
84%
83%
84%
78%
84%
66%
76%
75%
60%
82%
87%

0,01
82%
71%
73%
70%
63%
90%

0%
84%
79%
82%
74%
78%
72%
69%
77%
83%

Spojevi 2 (3-heksadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid), 4 (3-tetradecil-1-vinil-1H-
imidazol-3-ium bromid) i 5 (1,3-didecil-2-metil-1H-imidazol-3-ium) su izvrsni fungicidi, dok spoj
1 (3-oktadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid),
bromid), 6 (3-decil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium), 7 (1,3-didecil-2-metil-1H-imidazol-3-ium), 8 (3-
dodecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid), i 16 (1,3-diikozil-1H-benzo[d]imidazol-3-ium) su

3 (3-ikozil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium

jako dobri fungicidi pri najvis§im koncentracijama. Ostali spojevi su se pokazali kao slabi fungicidi

u slabijim koncentracijama.
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Tablica 9. Rezultati antifungalnog ucinka spojeva na kvasac Candida parapsilosis pri valnoj

0

1 100%
2 100%
3 100%
4 100%
5 100%
6 100%
7 100%
8 100%
9 100%
10 100%
11 100%
12 100%
13 100%
14 100%
15 100%
16 100%

duljini 450 nm

10 1
-4% 113%
-7% 132%
-4% 92%

0% 86%
-5% 91%
99% 95%
92% 92%
38% 88%
92% 92%
83% 90%

7% 89%
11% 87%
85% 89%
87% 85%

8% 79%
79% 90%

0,1
87%
87%
84%
86%
83%
87%
91%
88%
87%
89%
89%
85%
87%
82%
86%
85%

0,01
77%
89%
88%
84%
90%
95%
95%
92%
85%
94%
90%
91%
90%
83%
85%
80%

Spojevi 1 (3-oktadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid), 2 (3-heksadecil-1-vinil-1H-
imidazol-3-ium bromid), 3 (3-ikozil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid), i 5 (1,3-didecil-2-metil-
1H-imidazol-3-ium) su izvrsni fungicidi u najvis§im koncentracijama, dok spojevi 4 (3-terrtadecil-
1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid), 11 (1-metil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium bromid), 12 (1-
benzil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium), i 15 (1-benzil-2-metil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium)

su se pokazali jako dobrim antifungalnim agensima. Ostali spojevi su se pokazali kao slabi

antifungalni agensi, a spoj 1 (3-oktadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium bromid) i 2 (3-heksadecil-1-

vinil-1H-imidazol-3-ium bromid) u koncentraciji od 1 ug/mL pokazali su se kao dobri spojevi za

poticanje rasta ovog kvasca.
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5. Zakljucak

Danas su od sve vece vaznosti antifungalni testovi, kojima je cilj dobiti MIC vrijednost kako
bi se odredila najniza koncentracija antifungalnog djelotvornog sredstva (agensa). Gore prikazane
tablice su rezultati dobiveni provedbom antifungalnog mikrotesta. Nakon $§to su nacijepljene
plijesni i kvasci te dodane kvaterne amonijeve soli i nakon inkubacije od 48-72 h slijedilo je
ocitavanje rezultata.

Iz rezultata smo dobili sljede¢e podatke. Kod Fusarium graminearum spojevi 2 (3-
heksadecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium  bromid), 4 (3-tetradecil-1-vinil-1H-imidazol-3-ium
bromid) i 5 (1,3-didecil-2-metil-1H-imidazol-3-ium) pokazuju jednaki, izvrstan fungicidni u¢inak
u koncentraciji 10 pg/mL, dok spoj 10 (3-heksadecil-1H-imidazol-3-ium) kod koncentracije 10
pg/mL potice rast ove plijesni.

Kod plijesni Alternaria alternata niti jedan spoj se nije pokazao kao izvrstan fungicid, vecina
spojeva ima slabi fungicidni ucinak, medu kojima je najbolji spoj 16 (1,3-diikozil-1H-
benzo[d]imidazol-3-ium) pri koncentraciji 0,01 pg/mL. Spoj 5 (1,3-didecil-2-metil-1H-imidazol-
3-ium) pri koncentraciji od 0,01 pg/mL najvise potice rast ove plijesni.

Kod plijesni Aspergillus flavus spoj 15 (1,3-diikozil-1H-benzo[d]imidazol-3-ium) se je
pokazao kao izvrstan fungicid kod koncentracije 10 pg/mL, dok spoj 5 (1,3-didecil-2-metil-1H-
imidazol-3-ium) pri koncentraciji od 0,01 ug/mL najvise potice rast ove plijesni.

Aspergillus ochraceus, plijesan, kod koje se je spoj 15 (1,3-diikozil-1H-benzo[d]imidazol-3-
ium), u najvisoj koncentraciji od 10 pg/mL, pokazao kao izvrstan antifungalni agens, a kao
najlosiji pokazao se spoj 11 (1-metil-3-oktadecil-1H-imidazol-3-ium bromid) u koncentraciji 1
pg/mL.

Penicillium expansum je plijesan koju najviSe uniStava spoj 15 (1,3-diikozil-1H-
benzo[d]imidazol-3-ium) u najviSoj koncentraciji od 10 pg/mL, a isto tako i poti¢e njezin rast, ali
u koncentraciji od 0,01 pg/mL.

Kod Candide albicans, C. krusei i C. parapsilosis spoj 2 (3-heksadecil-1-vinil-1H-imidazol-
3-ium bromid) se pokazao kao izvrstan fungicid u najvisoj koncentraciji od 10 pg/mL. Spoj koji
najvise potice rast Candide albicans i Candide parapsilosis je spoj 3 (3-ikozil-1-vinil-1H-imidazol-
3-ium bromid) isto tako u koncentraciji od 10 pg/mL, dok Candidu krusei ne potice niti jedan spoj

na njezin rast.
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