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Water extracts the fructifications of 56 species of fungi were examined
as a source of antiviral substances with activity against VS and wvaccinia
viruses. Extracts from 16 fungal species exhibited the antiviral activity.
Water extracts from Boletus edulis active against vaccinia virus and extract
from Armillariella mellea active against VS virus are particularly worth
nothing. Both of them in applied concentrations were not toxic in chick
embryo fibroblasts tissue culture.

WSTEP

Wiele substancji stanowiacych produkty metabolizmu Basidiomycetes
posiada akiywnos¢ biologiczna. Znanych jest szereg substancji przeciw-
nowotworowych pochodzacych z Irpex flavus, Poria corticola, Hericium
erinaceum, Tricholoma panaeolum (Gregory i in. 1960), czy Lentinus
edodes, Flammulina velutipes, Pleurotus ostreatus, Pholiota nameko i
Tricholoma matsutake (Ikek awa iin. 1969). Produkty p(xista-\;.rczakéw
wykazuja réwniez dzialanie przeciwwirusowe: szereg z nich inaktywuje
wirusy roslinne (Kadela i in. 1976; Signoret, Alliot 1969;
Utech, Johnson 1950), inne z kolei, jak produkty Piptoporus
betulinus, inakiywuja wirusy zwierzece (Kandefer-Szerszen,
Kawecki 1974), a jeszcze inne hamujg replikacje wirusow zwierze-
eych (Chardonnet j in, 1972; Kandeie-r-Szerszeﬁ, K a-
wecki 1874). W tej pracy przedstawiono wyniki screeningowych ba-
dan grzybéw kapelusmwych pod wzgledem zawartosci substancjl prze-
ciwwirusowych.
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MATERIAL I METODY

Badano owocniki 56 gatunkéw grzybéw zebranych w 1975 r. w oko-
licy Lublina (tab. 1). Swieze, oczyszczone owocniki grzyhéw przecho-
wywano w temperaturze —20°C.

Do badan uiyto wirus krowianki, szczep izolowany ze szczepionki
przeciwospowej w Zakladzie Mikrobiologii Stosowanej UMCS, Miano
wirusa krowianki ckreslone w hodowli fibroblastéw zarodka kury wy-
nosilo 10%% PFU/ml. Wirus pecherzykowego zapalenia jamy ustnej
(VS), szczep Indiana, otrzymano z IITD we Wroclawiu. Miano wi-
rusa okreSlone w hodowli fibroblastéw zarodka kury wynosilo 10%2
TCIDgy/ml. Wirusy nammazano w hodowli fibroblastow zarodka kury
1+ przechowywano w —20°C. Pierwotna hodowle fibroblastéw zarodka
kury (FZK) przygotowywanc metoda standardowsa z 9-dniowych zarod-
kéw kurzych. Do hedowli uzywano plynu Parkera z dodatkiem 10%
surowicy bydlecej. Roztwdr trypsyny, plyn Parkera i surowice bydleca
otrzymano z Lubelskiej] Wytworni Surowic i Szezepionek.

Tabela 1—Table 1
Toksycznodé i przeéiwwjrusowa aktywnofé ekstraktéw wodnych z grzybéw w
hodowli tkankowej fibroblastéw zarodka kury

The toxicity and antiwiral activity of fungal water extracts in the chick embryo
fibroblast tissue culture

"~ Strefa zahamowania |
Strefa W mm
F— tﬂk:r;mmﬂéci Inbibition zone in mm
Fungus Toxic zone WALUS —wiouE
in mm Vs krom.larfld
(Vaccinia)
Amanita rubescens (Pers. ex Fr.) S.F. Gray 18 —_— -
A. phalloides (Vaill. ex Fr.) Secr. 30 — —f
A. muscaria (L. ex Fr.) Pers. ex Hooker 18 _ —
A. citrina (Schaeff. ex) S.F. Gray 26 s o
A, pantherina (DC. ex Fr.) Kummer | — —_ +i—
A. spissa (Fr.) Kummer +/— —
A. fulva (Schaeff. ex) Pers. — -
A, vaginata (Bull. ex Fr.) Vilt. =5 e
Armillariella mellea (Vahl. ex Fr.) Karst, 21 —
Boletus edulis Bull. ex Fr. -— — 25
Cantharellus cibarius Fr. —_ — +ir—
Collybia dryophila (Bull. ex Fr.) Kummer 18 20 | 20
C. bulyracea (Bull. ex Fr.) Quél. | 16 3 —_—
C. distorta (Fr.) Quél. | 16 — _
C. peronata (Boll. ex Fr.) Kummer . — | — | =
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Clitoeybe odora (Bull, ex Fr.) Kummer

C. flaccida (Sov. ex Fr.) Kummer

C. nebularis (Balsch ex Fr.) Kummer

C. discolor (Pers.) Lge.

C. gibba (Pers. ex Fr.) Kummer

C. vibecina (Fr.) Quél.

C, cerussata (Fr.) Kummer

C. tuba (Fr.) Gillet

Craterellus cornucopioides (L. ex Fr.) Pers.

Cystoderma amianthinum (Scop. ex Fr.)
Fayod

C. carcharias (Pers. ex Secr.) Fayod

Gymnopilus penetrans (Fr. ex Fr.) Murr.

Hygrophorus eburneus (Bull. ex Fr.) Fr.

Lactarius volemus (Fr.) Fr.

L. necator (Bull. em. Pers. ex Fr.) Karst.

L. piperatus (L. ex Fr.) S.F. Gray

L. mitissimus Fr.

Leccinum griseum (Quél) Sing.

L. aurantiascum (Bull. ex St.-Am.) 5.F. Gray

Lepista gilva (Pers. ex Fr.) Roze

L. inversa (Scop. ex Fr.) Pat.

L. nuda (Bull. ex Fr.) Cooke

Lycoperdon perlatum Pers. ex Pers.

Marasmius oreades (Bolt. ex Fr.) Fr.

Macrolepiota procera (Scop. ex Fr.) Sing.

Mycena zephirus (Fr. ex Fr.) Kummer

Mycena pura (Pers. ex Fr.) Kummer

Naematoloma capnoides (Fr.) Karst.

Naematoloma fasciculare (Huds. ex Fr.) Karst.

Pazxillus involutus (Batsch ex Fr.) Fr.

Pholiota lenta (Fr.) Sing.

Russula cyanoxantha (Schaeff, ex Schw.) Fr.

R. fellea (Fr.) Fr.

R. vesca Fr.

Ramaria apiculata (Fr.) Donk

Scleroderma citrinum Pers.

Suillus granulatus (L. ex Fr.) O. Kuntze

Sparassis crispa (Wulf, ex) Fr.

Suillus granulatus (L, ex. Fr.) O, Kuntze

Tricholoma portentosum (Fr.) Quél,

Tricholomopsis rutilans (Schaeff. ex Fr.) Sing.

Xerocomus chrysenteron (Bull, ex St-Am.)
Quél.
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+/— zmniejszenle wielkodel lysinek wirusa wokodl cylinderka z badanym ekstraktem;
the size reduction of wviral plagnes around the well with fungal water extract;

— brak toksycznodcl lub aktywnosfcl przeclwwirusowe];

lack of toxicity or antiviral activity.
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Bezposrednio przed uzyciem owocniki odmrazano i plukano w 50%
etanolu w celu sterylizacji, Po odsgczeniu od etanolu i przeptukaniu
w wodzie destylowanej owocniki homogenizowano w jalowym plynie
fizjologicznym w proporeji: 1 czesé wagowa mokrej masy owocnikéw i 1
czesé objetosciowa 0,9%0 roziworu NaCl. Po dokladnej homogenizacji
zawiesing wirowano przy 2000 obr/min. Do supernatantu dodawano an-
tybiotyki: 200 j penicyliny i 200 pg streptomycyny na 1 ml ekstraktu.

Wyrosnietg 48-godzinng hodowle tkankowg FZK zakazano wirusem
krowianki w dawce 400 PFU/plytke Petriego lub VS w dawce 100
PFU/plytke i pokrywano odzywczym podiozem agarowym (0,8% agar).
W agarze wycinano studzienki i wkladano w nie cylinderki, do ktérych
wlewano po 0,3 ml badanego ekstraktu. Plytki inkubowano w zamknig-
tych pojemnikach z 5% CO, w 37°C przez 48 godz. w przypadku wi-
rusa VS i T2 godz. w przypadku wirusa krowianki. Po uplywie tego
czasu na powierzchni¢ agaru odiywczego nanoszono druga warstwe
agaru barwigcego z dodatkiem czerwieni ohojetnej i inkubowano dodat-
kowo 6 godz. Wyniki odezytywano mierzqce strefe toksycznosci wokdl
cylinderka i strefe zahamowania tworzenia lysin wiruséow. Doswiadcze-
nia wykonano w 3 powtorzeniach.

OMOWIENIE WYNIKOW

Ekstrakty wodne z 24 gatunkéw grzyhéw cokazaly sie loksyczne dla
hodowli tkankowej FZK (tab. 1). Szczegdlnie wiele toksycznych ekstrak-
tow, dajacych strefy toksycznodci powyzej 25 mm, pochedzilo z gatun-
kéw rodzaju Amanita i Clitocybe.

Aktywnoéé przeciwwirusows okreslano wobec dwédch wirusow: wi-
rusa pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV) i wirusa krowianki.
Wobec wirusa VS aktywne okazaly sie ekstrakty z 16 gatunkéw grzy-
béw. Najsilniejsze dzialanie, dajace strefy calkowitego zahamowania
tworzenia lysinek wirusa w hodowli tkankowej FZK, wykazywaly
ekstrakty z owocnikéw: Armillariella mellea, Collybia dryophilae, C. bu-
tyracea, Lactarius necator, Naematoloma fasciculure. Pozostalych 11
aktywnych ekstraktow z réinych gatunkéw grzybow dawalo strefy
zmniejszenia wielkosci lysin wirusa VS wokol cylinderka z badanym
ekstraktem. -

Wobec wirusa krowianki aktywne byly réwniez ekstrakty z 16 ga-
tunkoéw grzybow. Najsilniejsze wlasciwosci przeciwwirusowe wykazy-
waly ekstrakty z: Boletus edulis, Collybia dryophila, Gymnopilus pene-
trans, Macrolepiota procera i Tricholoma portentosum. Redukeje wiel-
kosci lysinek wirusa krowianki wokél cylinderka stwierdzono przy 11
badanych ekstraktach,
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Sposrod 24 ekstrakiow z rdznych gatunkéw grzybow, wykazujacych
aktywnosé przeciwwirusowg, jedynie 8 bylo aktywnych w stosunku
do obu wiruséw (krowianki i VS). Na podkreslenie zasluguje fakt, ze
jedynie ekstrakt wodny 2z Collybia dryophila dawal strefe Srednicy
20 mm catkowitego zahamowania tworzenia lysinek obu stosowanych
do badan wirusow. Drugi, z aktywnych wobec obu wiruséw, ekstrakt
z Lactarius necator znacznie silniej hamowal replikacje wirusa VS niz
wirusa krowianki. Wéréd 24 aktywnych przeciwwirusowo ekstraktow
11 bylo nietoksycznych dla hodowli tkankowej FZK. Na uwage zaslu-
guja ekstrakty z Armillarielle mellea, aktywny wobec wirusa VS i z
Boletus edulis, aktywny przeciw wirusowi krowianki., Obydwa byly nie-
toksyczne dla hodowli tkankowej FZK,

DYSKUSJA

Wstepne, screeningowe badania substancji przeciwwirusowych z grzy-
béw kapeluszowych metody dyfuzji w agarze wykazaly, ze grzyby te
mogg by¢ Zrédtem substancji przeciwwirusowych.

Spodrod 56 badanych ekstraktéow z réznych gatunkéw grzybow 24
ekstrakty wykazywaly slabsza lub silniejsza aktywnod¢ przeciwwiruso-
wa, wywolujac calkowite zahamowanie tworzenia lysinek wiruséow lub
zmniejszenie wielkosci lysinek wirusowych wokél cylinderka z bada-
nym ekstraktem. Wiekszosé aktywnych ekstraktéw wykazywalo specy-
ficzno§é przeciwwirusowego dzialania hamujac replikacje jednego z wi-
ruséw uzywanych do badan, krowianki lub VSV,

Wiele znanych substancji przeciwwirusowych hamuje wybidrezo re-
plikacje wirusow RNA (Naficy 1965) lub wirusow DNA (Cohen
i in. 1960). Niektore z substancji przeciwwirusowych pochodzenia na-
turalnego hamuja replikacje jedynie niektérych szczepéw wirusowych
nie dzialajac na inne szczepy (Goulet i in. 1960). Zwigzane jest to
przede wszystkim z mechanizmem dzialania poszezegélnych substancji
przeciwwirusowych, z ktorych wiele inaktywuje wirusy zwierzece lub
roslinne (Kucera, Herrmanm 1967; Utech, Johnson 1950);
inne z kolei dzialaja hamujaco na poszczegélne etapy replikacji wiru-
sow bedac inhibitorami enzyméw zaangazowanych w replikacje kom-
pletnych czastek wirusowych (Zunino i in. 1975). W naszych do-
Swiadczeniach 34 ekstrakty z réinych gatunkéw grzybow, szczegdlnie
gatunkéw Amanita 1 Clitocybe, wykazywaly toksyczne dzialanie dla
hodowli tkankowej FZK.

Szereg toksyn grzybowych wykazuje réwniez dzialanie przediwwiru-
sowe, np. a-amanityna (Chardonnet i in. 1972), hamujaca repli-
kacje adenowirusa typu b, czy gliotoksyna hamujaca replikacje wirusa
poliomyelitis i wirusa grypy (Richtsel i in. 1964). Toksyny grzybo-
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we hamujge replikacje wiruséw sq réwniez inhibitorami syntezy makro-
molekul komérki gospodarza, jednakze ich dzialanie przy odpowiednim
doborze dawki moze byé silniejsze w stosunku do syntezy makromole-
kul wirusa niz w stosunku do syntezy makromolekul komoérki gospoda-
rza. Wymaga to ustalenia indeksu terapeutycznego, czyli proporcji mi-
nimalnej dawki toksycznej do minimalnej dawki wykazujacej aktywnosé
przeciwwirusows.

W celu dokladniejszego okreélenia aktywmnosci przeciwwirusowej i
poznania mechanizmu dzialania zaréwno toksyn grzybowych, jak i sub-
stancji nietoksycznych dla hodowli tkankowych, konieczna jest izolacja
chemiczna aktywnych substancji.
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