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1. uvOD

1.1. Zdravstveni znac€aj plijesni

Plijesni su sveprisutni organizmi. Imaju vaznu ulogu u razgradnji organskih
tvari u prirodi, koriste se u proizvodnji hrane te u biotehnologiji. S druge strane, neke
plijesni su producenti mikotoksina — produkata sekundarnog metabolizma koji imaju
Stetan utjecaj na zdravlje ljudi i Zivotinja jer izazivaju mikotoksikoze. Mikotoksini nisu
vazni za vegetativni rast mikroorganizama i njihova uloga za plijesni joS nije
razjaSnjena. Nastaju u idiofazi (stacionarna faza rasta), koja nastupa nakon trofofaze
(eksponencijalna faza rasta) pa sekundarne metabolite ¢esto nazivamo i idiolitima.
Uglavhom nastaju u relativno malim koncentracijama. Vazno je naglasiti da ih ne
proizvode svi sojevi iste vrste, ve¢ samo oni koji sadrze gene za biosintetski put
mikotoksina. Takoder, njihov nastanak ovisi i o Cimbenicima okolisa ukljuCujuci
sastav supstrata, temperaturu, aktivitet vode (ay) te relativhu vlaznost zraka (Sikyta,
1995). Mikotoksini se klini¢ki klasificiraju prema ciljnim organima na koje ti spojevi
primarno djeluju. Tako razlikujemo hepatotoksine, nefrotoksine, neurotoksine,
imunotoksine i dr. Mikotoksikoze, kao i svi toksikoloski sindromi, mogu biti akutne i
kroni¢ne. Dulja izloZenost niskim koncentracijama toksina je ¢eSc¢i slu€aj, ali je
uglavnom tesko razlikovati akutne i kroni¢ne ucinke (Bennett i Klich, 2003). Unos
mikotoksina kontaminiranom hranom najznacajniji je put izloZenosti te je vecina
epidemioloskinh i toksikoloSkih studija posvecena upravo mikotoksikozama
uzrokovanim ingestijom mikotoksina. S javno-zdravstvenog aspekta, najznacajniji su
aflatoksini (AF), okratoksin A (OTA), patulin (PAT), fumonizini (FB), zearalenon (ZEA)
i trihoteceni (DON, DAS i T-2, HT-2). VecCina zemalja u svijetu ima zakonsku
regulativu koja propisuje maksimalno dopustene koncentracije (MDK) navedenih
mikotoksina u pojedinim vrstama hrane, no pri tom postoje znacajna odstupanja
medu propisima pojedinih zemalja. Hrvatska je uskladila zakonske propise o MDK
mikotoksina u hrani s legislativom Europske unije (EC, 2006).

Medutim, ljudi su izloZzeni mikotoksinima i preko diSnog sustava posebice u
prostorima gdje je koncentracija lebdelih Cestica plijesni koje mogu tvoriti
mikotoksine (konidije, spore i dijelovi micelija) vrlo visoka. Takvi su prostori primjerice
silosi zitarica, mlinovi, zivotinjske farme, vlazni zatvoreni prostori i sl. (Eduard, 2009;

Segvi¢ Klarié i sur., 2012a). lako su inhalacijske mikotoksikoze dokumentirane
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upravo kod profesionalne izloZzenosti visokim koncentracijama aerogenih Cestica
mikotoksinogenih plijesni, nedostaje monitoring kao i temeljite epidemioloske studije
te uspostavljanje korelacije doza-uCinak (Hardin i sur., 2003). Visoke koncentracije
aerogenih Cestica plijesni, bez obzira sadrze |li mikotoksine ili ne, predstavljaju
opasnost za zdravlje jer kod preosjetljivih osoba izazivaju iritacije, alergijske reakcije
tipa I, hipersenzibilne pneumonije i astmu. lako je proveden veliki broj epidemioloskih
studija o utjecaju boravka ljudi u plijesnima opterecenim prostorima, u vecCini zemalja
u svijetu ne postoji zakonska regulativa o maksimalno dopustenim koncentracijama
plijesni u zraku radnog okolisa (Madsen, 2006). Medutim, neke studije pokazuju da
koncentracija od 10000 CFU/m*® (CFU=jedinice formiranja kolonija) predstavlja
zdravstveni rizik kod profesionalne izlozenosti zbog mogucéeg razvoja razliitih bolesti
i alergija diSnog sustava (Mandryk i sur, 2000). Stoga postoji preporuka da
koncentracije aerogenih plijesni u radnom okoliSu i stambenim prostorima ne bi
smjele biti veée od 5x10* CFU/m® odnosno 5x10° CFU/m*® (Gorny i Dutkiewicz,
2002). Osim kvantitativnog aspekta vrlo je vazan i sastav mikoflore zraka. Primjerice,
vrste iz rodova Alternaria, Cladosporium, Aspergillus i Penicillium znacajni su
alergeni, aspergili i penicilije odgovorni su za oportunisticke infekcije diSnog sustava
imunokompromitiranih pacijenata, a nekoliko vrsta tih rodova znacajni su proizvodaci

mikotoksina, uklju€ujuci aflatoksine i okratoksin A.

1.2. Plijesni u zraku stambenog i radnog okolisa i njihov utjecaj na zdravlje

Plijesni kao ubikvitarni eukariotski organizmi, u unutrasnjost objekta mogu se
unijeti na povrsini novih materijala ili odjeCcom, ali i preko aktivne ili pasivne
ventilacije. Nalaze se u prasini i na povrSinama u svakoj kuéi, ukljuCujuci i one koje
nemaju problema s vlagom. Jednom kada se nadu u unutradnjem prostoru, plijesni
mogu rasti jedino u prisutnosti vlage, pa stoga mnoge plijesni rastu na bilo kojim
povrSinama koje postaju mokre ili vlazne. NajceS¢e su to mokri prozorski okviri,
zidovi u spavacim sobama, dnevni boravci i kuhinje (WHO, 2009). Koja ¢e vrsta rasti
na danoj podlozi, uvelike ovisi i aktivitetu vode (a,) podloge, pa ih s obzirom na
njihove potrebe za vodom mozZemo podijeliti u primarne, sekundarne i tercijarne

kolonizatore (Grant i sur., 1989).



a) Primarni kolonizatori — plijesni koje rastu pri a, < 0,8 (Penicillium
chrysogenum te Aspergillus versicolor, a slijede ih druge Aspergillus vrste,
Eurotium spp., Wallemia sebi te Paecilomyces variotii);

b) Sekundarni kolonizatori — plijesni koje rastu pri vrijednosti a,, izmedu 0,8 i 0,9
(razlicite vrste rodova Alternaria, Cladosporium, Phoma i Ulocladium);

c) Tercijarni kolonizatori — plijesni koje rastu pri a, > 0,9 (Stachybotrys

chartarum, Chaetomium globosum, Trichoderma spp.) (Nielsen, 2003).

Procjenjuje se da je u Europi i Americi 20-40% vlaznih stambenih prostora
kolonizirano plijesnima. U Danskoj ¢ak do 50% $kola i vrtica zabiljezilo je rast plijesni
u zgradama (Gravesen i sur., 1999). PovrSina prekrivena plijesnima moze se kretati
od nekoliko cm? pa sve do vrlo velikih povrsina gdje je proliferacija plijesni veoma
rasirena. lz ovih razloga vrlo je bitno prepoznati povezanost izmedu plijesni i
zdravstvenih problema ljudi koji su im izlozeni, identificirati toksiCne metabolite
prisutne u zgradama te odrediti riziCne razine izlaganja (Nielsen, 2003). Aerogena
izloZenost plijesnima dovodi se u vezu s tzv. Sindromom bolesne zgrade (SBS) kojeg
karakteriziraju nespecificni simptomi kao §to su iritacija gornjih diSnih putova,
glavobolja, umor, svrbez, suha koza, a koji su povezani s odredenim zatvorenim
prostorom koji je graden ili odrzavan na napravilan nacin (Redlich i sur. 1997).
Etiologija SBS nije razjaSnjena i smatra se multifaktorijalnom pojavom. Neki od
rizicnih Cimbenika su: praSina i vlakna, bioaerosoli (bakterije, plijesni, virusi, pelud,
Zivotinjski produkti), hlapljive organske tvari (npr. otapala), dim cigareta, fizikalni
¢imbenici (vibracije, buka, svjetlo) i dr. (Bobi¢ i Gomzi, 2009). U radnom okoliSu kao
Sto su silosi i mlinovi zZitarica, zivotinjske farme i drvna industrija, sastav mikoflore
zraka ovisi o supstratu i stupnju njegove mikoloSke kontaminacije. Primjerice,
aspergile i penicilije, kao skladisne plijesni, dominirat ¢e u zraku silosa i mlinova
Zitarica jer su upravo ove vrste najzastupljeniji kontaminanti takvih supstrata.
Koncentracija spora plijesni u takvim prostorima moze biti veéa od 10* CFU/m?, kao
$to je izmjereno u tvornici biogoriva (1.3x10° CFU/m®), farmi peradi (2.59x10*
CFU/m®), kompostani (4.9x10°-9.3x10" CFU/m®) i mlinu Zitarica (2,5x10*CFU/m?)
(Madsen, 2006; Lugauskas i sur., 2004; Rimac i sur., 2010; Jaksi¢ i Segvi¢ Klari¢,
2012).

Spore plijesni mogu dugo vremena ostati u zraku te se mogu nakupljati u

respiratornom traktu, a manje spore dolaze i do alveola (Eduard, 2006).
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Plijesni mogu otpustati i manje fragmente (Gorny, 2004) nastale lomom hifa ili
spora, koji se takoder mogu nakupljati u respiratornom sustavu. Produkti plijesni koji
mogu uzrokovati zdravstvene tegobe u ljudi su:
- alergeni koji uzrokuju reakcije preosjetljivosti tipa | unutar nekoliko minuta
od izlozenosti alergenu ili u rijetkim slu€ajevima reakcije preosijetljivosti tipa
Il (Gravesen i sur., 1999; Nielsen, 2002);

- B-1,3-glukani koji potiCu upalne reakcije sliChe simptomima uocCenim
tijekom izloZenosti endotoksinima (Rylander, 1997);

- mikrobne lakohlapljive organske komponente koje plijesni otpustaju tijekom
rasta (Pasanen i sur., 1998);

- mikotoksini koji su otpusteni iz spora ili fragmenata nakon inhalacije
(Nielsen, 2003).

1.2.1. Alergeni plijesni

Lebdece Cestice plijesni (spore, konidije i fragmenti hifa) odgovorne su pojavu
alergijskog rinitisa, bronhijalne astme i hipersenzibilnog pneumonitisa kod
preosjetljivih osoba. Alergeni koji dovode do takvih reakcija su glikoproteini i
ugljikohidrati velike molekulske mase (Achaz i sur., 1995). S obzirom na to da su
spore vecine plijesni vrlo male (manje od 10 um), mogu dosegnuti donje diSne
puteve pluéa i posredovati u alergijskim reakcijama. Mjesto u diSnhom sustavu na
kojem Ce se spora zadrzati, takoder ovisi o tome da li ona ulazi u organizam kao
pojedinaCna ili u obliku agregata. Agregati malih konidija Aspergillus fumigatus,
uzroCnika alergijske bronhopulmonalne aspergiloze, obi¢no se odlazu u gornjim
diSnim putevima, dok manje individulane spore dosezu nize diSne puteve (Pepeljnjak
i Segvié, 2002).

Na testovima bronhijalne provokacije, spore i ekstrakti plijesni kod pacijenata
uzrokuju reakcije preosjetljivosti rane i kasne faze (tip | i tip Ill). ViSe od 80 vrsta
plijesni povezuje se sa simptomima alergija respiratornog trakta, a medu njima su
najznacajnije vrste iz rodova Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, Botrytis,
Cephalosporium, Cladosporium, Culvularia, Drechslera, Epicoccum, Fusarium,
Gliocladium, Helminthosporium, Paecilomyces, Penicillium, Phoma, Scopulariopsis,

Stachybotrys, Trichoderma, Ulocladium, Stemphylium (Kurup i sur., 2000).



1.2.2. Glukani

Glukani su polisaharidi glukoze koji predstavljaju glavnu strukturalnu
komponentu stanicnih stijenki gljivica. Fungalni glukani, osobito (3-(1—3)-D-glukani,
kao induktori kronicnih plucnih bolesti,  povezuju se sa pojavom znakova
nespecificne upale. Njihova u vodi netopiva forma uzrokuje zakasnjeli odgovor koji se
oCituje smanjenjem broja makrofaga i limfocita u stjenci plu¢a, 1-7 dana od izlaganja.
Glukani u koncentracijama vi§im od 1 ng/m®uzrokuju simptome kroniénog bronhitisa,
bolove u zglobovima, svrbeZz nosa, pritisak u prsima i osjecaj tezine u glavi. Zbog
toga glukani mogu sluziti i kao markeri rizika upale disnih puteva (Pieckova i
Jesenska, 1999).

1.2.3. Hlapljive organske tvari

Hlapljive organske tvari (alkoholi, aldehidi, esteri, hidrokarboni, terpeni, ketoni,
kiseline i druge supstance male molekularne mase) mogu biti uzrok neugodnog
mirisa u vlaznim stambenim prostorima (Pieckova i Jesenska, 1999). Istrazivanja su
pokazala da plijesni tvore veliki broj hlapljivih organskih spojeva. Koli€ina i vrsta
hlapljivih organskih spojeva ovisi o okoliSnim uvjetima i bioloSkim svojstvima
producenta. Neki od tih spojeva pripadaju skupini poznatih kancerogena, kao $to su
etilheksanol i benzen, a produkti su vrsta Aspergillus, Aspergillus versicolor,
Cladosporium i Penicillium (Pieckova, 2012).

1.2.4. Mikotoksini

Toksi¢ni ucinci mikotoksina (najces¢ih kontaminanata hrane) nakon
gastrointestinalne apsorpcije su poznati, no malo se zna o koncentraciji u plazmi i
tkivima nakon inhalacije mikotoksina te o zdravstvenim posljedicama povezanim s
ovim nac¢inom uno$enja u organizam (Bennett i Klich, 2003; Nielsen, 2003). Toksicni
ucinci hranom unesenih mikotoksina (zitarice, sjemenke, orasasti plodovi, suseno
voce i povrce, grah, itd.), vrlo su razliCiti, te mogu uzrokovati akutno ili kroni¢no
oSteCenje jetre, bubrega, gastrointestinalnog trakta, srca, centralnog ziv€anog
sustava i imunoloSkog sustava. Sojevi Aspergillus flavus i A. parasiticus mogu

proizvoditi aflatoksine koji imaju hepatotoksi¢no i kancerogeno djelovanje.



Okratoksin A - nefrotoksi¢ni mikotoksin kojeg proizvode vrste A. ochraceus i
Penicillium verrucosum, pronaden je u skladistenim usjevima. Vrste Fusarium i
Stachybotrys proizvode makrociklicke trihotecene s potencijalnim ufinkom na
imunoloSki sustav i sintezu proteina. Sojevi S. chartarum proizvode dermatotoksicne i
citotoksiCne trihotecene stahibotritoksin i satratoksin. Trihoteceni koje proizvode
plijesni, kao Sto su T-2 toksin, deoksinivalenol, diacetoksiskirpenol itd., mogu izazvati
hemoragi¢ne sindrome. Neke plijesni mogu proizvoditi i zearalenon — mikotoksin s
estrogenim djelovanjem. Vrste Fusarium verticillioides, F. subglutinans i F.
proliferatum koji uzrokuju kvarenje kukuruza, proizvode fumonizine, koji izazivaju
leukoencefalomalaciju kod konja i pulmonarni edem kod svinja te se dovode u vezu s
razvojem raka jednjaka kod ljudi (Segvié Klari¢, 2012).

Kod unosa inhalacijom toksi¢ni u€inci mikotoksina takoder mogu biti kronicni i
akutni. Akutni zdravstveni problemi ukljuCuju pulmonarne mikotoksikoze, sindrom
istovarivaca silosa, sindrom toksicnih plijesni ili toksi¢ni sindrom organske prasine. U
odnosu na podatke o akutnim stanjima izazvanim mikotoksinima, manje je podataka
o ucincima kroniCne aerogene izlozenosti mikotoksinima. Primjerice, aerogena
izlozenost aflatoksinima dovodi se u vezu s pojavom raka plu¢a. Naime, utvrdena je
korelacija izmedu izloZenosti aflatoksinima i incidenciji raka plu¢a kod radnika koji su
bili izlozeni sjemenkama lana i kikirikija kontaminiranim s Aspergillus flavus. PoviSena
incidencija raka jetre zamije¢ena je kod radnika koji su bili izlozeni dnevnoj dozi od
170 ng aflatoksina B, inhalacijom kontaminirane organske prasine. Eksperimentalno
je pokazano je da Aspergillus versicolor na vlaznoj zbuci proizvodi kancerogeni
sterigmatocistin, a Penicillium expansum na zidnim tapetama tvori citrinin i patulin
koji moduliraju aktivnost fagocitoze (Gravesen i sur., 1994). Vrsta S. chartarum
poznati je proizvodac izrazito citotoksicnih makrocikliCkih trihotecena koji inhibiraju
sintezu proteina. Proizvodi satratoksine (H, G, F), verukarine (J, B) i roridine (roridin
E epimer, hidroksiroridin E). Toksi€ni metaboliti trihoteceni kao $to je stahibotritoksin
proizvode se u sporama, a toksin se ispusta i u medij na kojem plijesan raste
(Nielsen, 2003; Pasanen i sur., 1993; Pieckova, 2012).



1.3. Aspergillus ochraceus: aerogena izlozenost i utjecaj na zdravlje ljudi

Vrsta Aspergillus ochraceus pripada skladiSnim plijesnima koje su vrlo Cesti
kontaminanti kukuruza i drugih Zitarica. Ova vrsta je najznacajniji proizvodac¢ OTA.
Osim nje proizvode je i vrste Aspergillus niger, Aspergillus carbonarius, Penicillium
verrucosum i neke vrste iz rodova Petromyces i Neopetromyces. OTA je pronaden u
namirnicama biljnog i zivotinjskog podrijetla kao Sto su: Zitarice, grasak, kava, vino,
pivo, svinjsko meso, sir te jaja (Peraica i sur., 2008). OTA je po kemijskoj strukturi 7-
karboksi-5-klor-3,4-dihidro-3R-metilizokumarin, amidno vezan s L-fenilalaninom
preko karboksilne skupine na polozaju 7 kumarinske jezgre (Slika 1). Bezbojna je
kristalicna tvar (Mr = 403,82) koja pod UV svjetlom (366 nm) fluorescira plavo.
Prema IARC (International Agency for Research on Cancer) OTA je svrstan u
skupinu 2B (moguce karcinogeno djelovanje na ljude) (IARC, 1993). NefrotoksiCan je
za sve ispitane monogastricne sisavce. Smatra se jednim od glavnih Cimbenika
odgovornih za endemsku nefropatiju i tumore urinarnog trakta (Pfohl-Leszkowicz i
Manderville, 2007). Okratoksin A inhibira biosintezu makromolekula (proteini, RNA,
DNA) i ATP-a. Povecéava lipidnu peroksidaciju te negativho utjeCe na metabolizam
glukoze i homeostazu kalcija u bioloSkom sustavu. Do inhibicije sinteze proteina
dolazi zbog kompeticije s fenilalaninom u reakciji aminoacilacije fenilalanin-tRNAPhe
(Creppy i sur., 1984). Specificne izoforme citokroma P450 (CYP450 1A1, 3A4, 2D6,
2C9, 2A6 i 2E1) uzrokuju nastajanje OTA-DNA adukta i genotoksi¢nost OTA (Pfohl-
Leszkowicz i Manderville, 2007; Pfohl-Leszkowicz i sur., 2007).

HO OO OH O

N O
H

Cl

Slika 1. Kemijska struktura okratoksina A

Vrsta A. ochraceus se relativno rijetko pojavljuje u veéim koncentracijama u
zraku stambenih prostora, ali je Cesta na farmama Zivotinja te u silosima Zitarica. S

obzirom da je OTA u nekoliko navrata detektiran u prasini radnog i stambenog
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okoliSa, prisustvo A. ochraceus u zraku takvih prostora ne smije se zanemariti.
Skaug i sur. (2001) su uzorkovali praSinu i aerosole iz triju razliCitih staja. OTA je
pronaden u 6 od 14 uzoraka s rasponom koncentracija 0,2-70 ug/kg. Sakupljene
spore gljivica su takoder sadrzavala ovaj toksin te je zaklju¢eno da spore u zraku
mogu biti zna€ajan izvor OTA koji se moze apsorbirati i preko plu¢a. ZabiljeZzene su i
koncentracije veée od 1500 ppb (Richard i sur., 1999). Daljnja istrazivanja su
pokazala da se OTA moZe naci i u filterima za hladnjak, zraCnim filterima,
odzracnicima i ostalim predmetima u zatvorenim vlaznim prostorima. Zato je sanacija
vlaznih zidova vazna u zastiti od negativhog utjecaja plijesni (Thrasher, 2012).
Apsorpcija preko plu¢a nakon inhalacijske izloZenosti je brza, s bioraspolozivos¢u od
Cak 98% (Breitholtz-Emanuelsson i sur., 1995). Zabiljezen je i sluCaj akutnog
otkazivanja bubrega zbog inhaliranog OTA nakon osmosatne izloZenosti u silosu za
Zitarice iz kojeg je izoliran A. ochraceus (Dipaolo, 1994). lako se Cesto smatra da su
spore plijesni glavni izvor OTA u zraku, neka istrazivanja pokazuju da vecu ulogu
imaju Cestice puno sitnije od spora (promjera 0.3 um). Njihova koncentracija moze

biti i do 300 puta veéa u odnosu na spore (Gorny i sur., 2002).

1.4. Eurotium spp.: aerogena izlozenost i utjecaj na zdravlje ljudi

Eurotium vrste pripadaju teleomorfima (spolna faza) nekih aspergila, te kao i
aspergile pripadaju primarnim kolonizatorima. Eurotium herbariorum, E. rubrum, E
repens i E. amstelodami su Cesto izolirani u stambenim prostorima na zidnim
tapetama i zbuci. Osim toga, nadeni su na razli€itim zZitaricama, hrani za zivotinje,
pekarskim proizvodima, susenom vocu, zacinima i soli (Flanning i Milller 2001; Miller i
sur., 2008; Butinar i sur., 2005). Mnogi eurociji mogu rasti na 37°C i uzrokuju infekcije
diSnog sustava kod imunokompromitiranih bolesnika. Uz Chaetomium globosum i A.
fumigatus, dominirali su u uzorcima prasine sakupljene u stanovima asmati¢ne djece
(Vesper i sur., 2007). Ove vrste nisu prepoznate kao proizvodaci mikotoksina zbog
Cega njihova toksi¢nost za diSni sustav nije istrazivana. Medutim, Nielsen (2002) je
pokazao da Eurotium spp. proizvode znatno veci broj metabolita nego primjerice A.
versicolor. Medu metabolitima su dokazani neokinulin A i B, epihevedrid,
flavoglaucin, auroglaucin, izotetrahidroauroglaucin, ehinulin, i kladosporin (Slack i

sur., 2009). Za sada se o toksi¢nosti tih metabolita vrlo malo zna.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19422073
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19422073

2. HIPOTEZA

U animalnoj i poljoprivrednoj proizvodnji (zivotinjske farme, silosi zitarica,
mlinovi) kao i drvnoj industriji te u vlaznim stambenim prostorima ljudi su dugotrajno
izloZeni visokim koncentracijama aerogenih Cestica razli€itih vrsta plijesni (>10000
CFU/m?3, smatra se rizikom za zdravlje) medu kojima &esto dominiraju Aspergillus
vrste. Ove su vrste od posebnog znaCaja za zdravlje ljudi, ne samo zbog svojeg
alergijskog i/ili invazivnog potencijala, nego i zbog tvorbe mikotoksina i to aflatoksina,
okratoksina, sterigmatocistina, fumonizina te razli€itih alkaloida.

Tijekom 2012 (od sije€nja do rujna) godine provedeno je istraZivanje
kvalitativnog i kvantitativnog sastava mikoflore zraka u mlinu Zitarica (Jasterbarsko)
te stanovima i podrumima na podru€ju Zagreba s posebnim naglaskom na udio
Aspergillus vrsta (A. flavus, A. niger sensu lato i A. versicolor) (neobjavljeni podaci).
Pri tom je zabiljeZeno da se uz navedene vrste s visokom ucestalos¢u pojavljuju
Aspergillus ochraceus (do 60%) i teleomorfi nekih aspergilla - Eurotium spp. (do
100%), poglavito E. herbariorum. Vrsta A. ochraceus najznacajniji je proizvodacC
nefrotoksi€nog mikotoksina, okratoksina A (OTA), Ciji je mehanizam djelovanja
najvise izu€avan in vitro na bubreznim stanicama, odnosno eksperimentalnim
Zivotinjama nakon oralne ili intraperitonealne aplikacije. Do sada je mali broj
istrazivanja posvecen djelovanju OTA u diSnom sustavu. Tako je OTA dokazan u
uzorcima prasine iz radnog okoliSa u Sirokom rasponu koncentracija, od 0,2-1500
Mg/kg te su opisani sluCajevi akutne toksikoze nakon inhalacije prasine s OTA
(Richard i sur., 1999; Skaug i sur., 2001). S druge strane, Eurotium vrste proizvode
Citav niz metabolita Ciji toksicni potencijal nije poznat. S obzirom da se eurocije i A.
ochraceus u visokim koncentracijama istovremeno pojavijuju kao kontaminanti u
mlinu postavlja se pitanje kako se ta izlozenost odrazava na zdravlje ljudi i koji su
mehanizmi i interakcije njihovih metabolita. Hipoteza ovog rada je da lebdece Cestice
A. ochraceus i Eurotium herbariorum sadrze metabolite koji toksi¢no djeluju na
epitelne stanice diSnog sustava te u kombinaciji mogu imati potenciraju¢e toksi¢no

djelovanje.
Specifi¢ni ciljevi ovog rada su:

- Utvrditi pojavnost i koncentracije lebdecih Cestica plijesni s posebnim

naglaskom na vrste A. ochraceus i E. herbariorum u zraku mlina Zitarica,
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stanovima i podrumima jednokratnim uzorkovanjem u studenom 2012.
godine.

Ispitati sposobnost tvorbe OTA kod A. ochraceus i E. herbariorum u
sporama te procijeniti inhaliranu koncentraciju OTA tijekom 24 sata.

Ispitati citotoksiCnost Cistog OTA, ekstrakata spora A. ochraceus (ne-
producenta i producenta OTA) i E. herbariorum na kulturi stanica ljudskog
adenokarcinoma pluc¢a A549.

Procijeniti djeluju li ekstrakti spora A. ochraceus ne-producenta i
producenta OTA u kombinaciji s E. herbariorum sinergisti¢ki, aditivno ili

antagonisticki.
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3. METODE | MATERIJALI

3.1. Uzimanje uzoraka, izolacija i identifikacija pojedine vrste plijesni

Uzorci za daljni rad, prikupljeni su na tri razliCite lokacije (podrum, stan,
elektromlin) te iz vanjskog zraka, u mjesecu studenom 2012. godine. Uzeto je po 20
uzoraka iz podruma, stana i mlina te 10 uzoraka iz vanjskog zraka. Pritom je koriSten
uredaj za uzorkovanje zraka (Airsampler MAS 100 Eco), pomocu kojeg je
omogucéena izravna depozicija spora iz zraka na podlogu DG-18 (dikloran - 18%
glicerol). U mlinu je zbog velike zaprasenosti uzorkovano 10 L, a za stan, podrum i
vanjski prostor uzorkovano je 50 L zraka. Na svim lokacijama biliezena je
temperatura i viaznost zraka. Nakon uzorkovanja, podloge s plijesnima inkubiraju se
5 dana na 25°C, nakon Cega se broje i izraze kao jedinice koje tvore kolonije u
kubiénom metru zraka (CFU/m®).

Prije identifikacije, plijesni je potrebno izolirati na CYA (Czapek Yeast
Autolysate) agar i inkubirati 7 dana na 25°C. Zrele askospore produciraju se unutar
14 dana. Potom se makroskopski promatraju kolonije te napravi preparat za
mikroskopiranje bojan plavim laktofenolom. Identifikacija je obavljena prema Pitt and
Hocking (2009).

- Aspergillus ochraceus — kolonije na CYA promjera su 40-55 mm, ravne ili
izdignute. Micelij je bijel s gusto pakiranim konidijalnim glavicama, svijetloZute
do zlatnoZute boje. Moguca je produkcija sklerocija. Stvara zutosmede (oker)
konidije, a metule i filjade prekrivaju Citavu povrSinu vezikla.

- Eurotium amstelodami — kolonije na CYA promjera su 14-18 mm, guste i
ravne. Micelij je neupadljiv, bijele ili Zute boje. Centralno smjesten kleistotecij,
okruzen je dobro formiranim konidijalnim glavicama, svijetlo do tamnozelene
boje. Revers je svijetlozelen, ponekad tamnozelen. Askospore su vidljivo
ukrasene nepravilnim brazdama i hrapave stijenke.

- Eurotium repens — kolonije na CYA promjera su 10-20 mm. Micelij je bijel,
zut ili narancast, a konidijalne glavice bezizraZajne zelene do plave boje.
Revers je blijede zute, zelene ili narancaste boje, gotovo bezbojan, a riede Zut

ili narancCast. Askospore imaju glatke stijenke, bez brazda.
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- Eurotium rubrum — kolonije na CYA promjera su 10-20 mm, guste i ponekad
pahuljaste. Micelij je Zut do svijetlo narancCast. Konidiofori i kleistotecij u
razvoju obi¢no su prisutni, ali loSe razvijeni. Revers je svijetlo zut do
narancastosmed. Pod mikroskopom moguce je naiéi na zreli kleistotecij koji
puca i oslobada askospore. Askospore imaju definiranu uzduznu brazdu.
Starenjem, kolonija poprima karakteristicnu crvenu boju.

- Eurotium herbariorum — po mnogim osobinama nalikuje plijesni E. rubrum.
Kolonije na CYA, su promjera do 10 mm, a askospore nesto vece od onih E.

rubrum.

3.2. Ispitivanje tvorbe okratoksina A kod A. ochraceus i E. herbariorum

3.2.1. Utvrdivanje producenata okratoksina A tankoslojnom

kromatografijom

Radi utvrdivanja producenata OTA, izolirani sojevi vrsta A. ochraceus i E.
herbariorum te standardni soj (producent) A. ochraceus NRRL 3174 inokuliraju se u
mediju koji sadrzi 2% kvas€evog ekstrakta i 10% saharoze (YES — medij) i inkubiraju
10 dana na 25°C. Nakon inkubacije, medij i porasla biomasa ekstrahiraju se s
diklormetanom (50 mL) na tresilici preko noci. Biomasa se filtrira, a diklormetanska
faza odijeli se od vodene preko bezvodnog Na,SO, te upari do suha pomocu
rotacijskog vakuum-uparivaCa na temperaturi 70°C i atmosferskom tlaku. Suhi
ostatak otopi se dodatkom 5 ml CH,ClI, te ponovno upari do suha.

Suhi ostaci dobiveni ekstrakcijom iz biosinteze, otope se u odredenom
volumenu CH.Cl, (0,5 do 2 mL) te se nanesu na prethodno pripremljenu plocu
silikagela (G-25, UV3s54) U volumenu od 10 uL, uz 2 uL poredbene otopine OTA (0,2
mg/mL). Kao mobilna faza koristi se toluen-etilacetat-mravlja kiselina, volumnih

udjela 5:4:1. Nakon razvijanja, kromatogram se promatra pod UV lampom (366 nm).
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3.2.2. Ekstrakcija spora

OTA-pozitivni sojevi A. ochraceus, standardni soj A. ochraceus NRRL 3174 te
jedan soj E. herbariorum uzgojeni su tijekom 10 dana na DG-18 podlozi nakon ¢ega
su spore iz zracnog micelija ekstrahirane 5 mL metanola. Potom se $to je moguce
viSe metanola sa sporama pokupi s ploCe te prenese u prethodno izvagane plasticne
epruvete (Falcon). Spore se broje pomo¢u hemocitometra (20 uL) pod mikroskopom
te se njihov broj izrazi kao broj spora/mL. Suspenzija se potom podvrgava sonikaciji
pri frekvenciji od 15 kHz, u vremenu od 90 s kako bi se razbile ovojnice spora i
oslobodio njihov sadrzaj. Radi dobivanja suhog ostatka, sadrzaj se uparava u struji
duSika, a iz razlike odvaga dobije masa suhog ekstrakta koji se za HPLC analizu

razrieduju metanolom HPLC Cistoce.

3.2.3. Dokazivanje okratoksina A teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (HPLC)

Za kvantitavno odredivanje koncentracije OTA u uzorcima ekstrakata spora A.
ochraceus i standardnog soja A. ochraceus NRRL 3174, koriStena je tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC). S obzirom da ovi uzorci sadrzavaju i
mnoge druge tvari, neCisto¢e i primjese koji uzrokuju Sum i tako onemogucéavaju
detektiranje OTA, uzorke je potrebno prvo propustiti kroz imunoafinitetnu kolonu.
Imununoafinitetna kolona obloZena je protutijelima koja specificno vezu OTA, a koji
se u kasnijem koraku lako eluira s kolone. Kolona se najprije kondicionira s 5 mL
metanola, te priklju€i na vakuum sisaljku tako da metanol curi kroz kolonu brzinom od
1-2 kapi u sekundi. Potom se na kolonu stavlja 1 mL uzorka, 10 mL mikotoksinske
tekucine za ispiranje i 10 mL deionizirane vode. Ovim postupkom vrsi se tzv ,pranje
uzroka“ te samo OTA ostaje vezan za kolonu. OTA se eluira s kolone dodatkom 1,5
mL metanola i upari u struji dusika. Suhi ostatak otapa se u 500 pL mobilne faze te
stavlja u uredaj za HPLC. Uredaj za HPLC sastoji se od izokratne pumpe, injektora i
fluorescentnog detektora (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan). Odjeljivanje se vrSi na
analitickoj koloni (125.0x4.0 mm) spojenoj s predkolonom (4.0x4.0 mm) (LiChrospher
RP-18, Merck, Darmstadt, Germany), koje se ispunjene su Cesticama veliCine 5 ym.
Rezultati kromatografija prikupljeni su i obradeni s LC Solution softverom (Shimadzu

Corp., Kyoto, Japan). Na kromatogramu se prema standardnoj otopini OTA odredi
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vrijeme u kojem se OTA pojavljuje na izlazu iz kolone, a to je otprilike u osmoj minuti.
Povrsina ispod pika odgovara koncentraciji OTA u uzorku. Za detekciju OTA, koristi
se mobilna faza koja sadrzi metanol, vodu i octenu kiselinu (70:30:2 V/V/V), a brzina
protoka podesi se na 0,5 mL/min. Na detektoru flourescencije, valna duljina
ekscitacije podesi se na 336 nm, a valna duljina emisije na 464 nm. Donja granica za

detekciju OTA ovom metodom iznosi 0,05 ng/mL.

3.3. Ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja okratoksina A i ekstrakata spora A.

ochraceus i E. herbariorum
3.3.1. Kultura stanica

Za potrebe testiranja citotoksiCnosti in vitro, koriStene su stanice ljudskog
adenokarcinomatoznog tkiva plu¢a soja A549, uzete iz Europske zbirke stanicnih
kultura (ECACC — European Collection of Cell Cultures, Velika Britanija). Stanice se
uzgajaju u RPMI 1640 mediju (GIBCO, Invitrogen) uz dodatak 2 mM glutamina i
toplinski inaktiviranog 10% (V/V) tele¢eg fetalnog seruma (GIBCO, Invitrogen) te
antibiotika penicilina (100 IU/mL) i streptomicina (100 ug/mL). Inkubacija se provodi
na temperaturi 37° C u atmosferi s 95% vlaznosti i 5 % CO,. Stanice su uzgajane u
navedenom mediju do priblizno 80 % konfluentnosti nakon €ega su presadene,
odnosno tretirane mikotoksinima. Tijekom presadivanja, stanice se ispiru sterilnim
fosfatnim puferom bez kalcijevih i magnezijevih iona (PBS; pH 7,4) i tretiraju s

tripsinom (EDTA) te se resuspendiraju u novom mediju.

3.3.2. MTT test

MTT test je jednostavna, ekonomi€na i brza metoda ispitavanja citotoksi¢nog
ucinka odredenih tvari i proliferacije stanica u in vitro uvjetima. Temelji se na redukciji
tetrazolijeve soli MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev  bromid]
mitohondrijskom sukcinat-dehidrogenazom metaboli¢ki aktivnih stanica. Tada iz
svijetloZzutog supstrata odnosno MTT nastaju tamnoljubiCasto obojeni kristali
formazana koji se nakupljaju u stanicama. Dodatkom kiselog izopropanola, kristali
formazana oslobadaju se u medij i otapaju. Intezitet nastalog obojenja mozemo
odrediti spektrofotometrijski koristenjem automatskog cita¢a mikrotitarskih plocCica, na

valnoj duljini od 540 nm. PredloZzeno je da je koli¢ina nastalog formazana
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proporcionalna broju vijabilnih stanica. Postotak vijabilnih stanica izrazava se kao

apsorbancija tretiranih stanica u odnosu na apsorbanciju kontrole.

Ispituje se citoksicnost:

- Cistog OTA u rasponu koncentracija od 0,2 pg/mL do 80 pg/mL otoplienog
u apsolutnom etanolu

- Ekstrakata A. ochraceus koji su producenti okratoksina A (OTA +) i onih
koji nisu (OTA -) otopljenih u dimetilsulfoksidu (DMSQO)

- Ekstrakta E. herbariorum (nije producent OTA) otopljenog u DMSO

- Kombinacija A. ochraceus-OTA(+) i E. herbariorum

- Kombinacija A. ochraceus-OTA(-) i E. herbariorum

Za izvodenje MTT testa koriStene su sljedeée kemikalije:

- MTT reagens (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid)
(Sigma) otopljen je u PBS-u u koncentraciji 10 mg/mL

- 0,04 M HCI u apsolutnom izopropanolu (Kemika, Zagreb)

Postupak:

1. Stani¢ne kulture A549 uzgaja se do eksponencijalne faze rasta (24-satna
inkubacija pri 37° C, 95% vlaznosti i 5% CO,)

2. Stanica se razrijeduju RPMI 1690 hranjivim medijem s 10% teleceg fetalnog
seruma do gusto¢e od 100 000 stanica/mL

3. Dodaje se 100 pL suspenzije stanica u odredeni broj jazica mikrotitarske
ploCice s 96 jazica, slijedi inkubacija 24 sata

4. Medij se odsiSe vakuum sisaljkom te se ponovno dodaje RPMI 1690 hranjivog
medija, ali bez seruma te inkubira 18 sati

5. Stanicama se dodaju priredene radne otopine Cistog OTA, ekstrakata spora te
otapala (3% etanol i 1% DMSO) kao kontrola, inkubira se 24 h.

6. Medij se odsiSe i doda se 100 uL MTT reagensa, prethodno razrijedenog
hranjivim medijem do koncentracije 0,5 mg MTT/mL medija, inkubira se 3,5
sati pri temperaturi 37° C, 95% vlaznosti, 5% CO,

7. Medij se paZljivo ukloni vakuum-sisaljkom

8. Kiristali formazana se otapaju dodatkom 150 uL 0,04 M HCI u apsolutnom

izopropanolu. Boja se razvija na tresilici 10 minuta na 25°C.
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9. Absorbancija se mjeri na 540 nm pomocu automatskog CitaCa mikrotitarskih

plo€ica (Labsystem IEMS, tip 1404)

3.4. Statistika

Rezultati koncentracija spora plijesni u svim lokacijama uzorkovanja prikazane
su kao srednje vrijednosti CFU/m® i standardna devijacija (SD) te minimalnim i
maksimalnim vrijednostima. Vijabilnost A549 stanica (%) takoder je prikazana je kao
srednja vrijednost i SD. Citotoksi¢na koncentracija OTA (ICsp), odnosno ekstrakata
spora dobivena je linearnom regresijom. StatistiCka znaCajnost razlike izmedu
koncentracija spora plijesni u lokacijama uzorkovanja kao i znacCajnost razlike izmedu
vijabilnosti kontrolnih i tretiranih A549 stanica testirana jednosmjernom analizom
varijance (ANOVA) i Tukey post testom multiple komparacije. Nivo znacajnosti
P<0,05 je uzet kao statistiCki znaCajna razlika. Odnos ocekivanih i izmjerenih srednjih
vrijednosti vijabilnosti stanica i njihovih standardnih pogreSaka aritmetiCke sredine
(SEM) za kombinacije ekstrakata spora A. ochraceus (AO-OTA(+) i AO-OTA(-)) i E.
herbariorum (EH) testiran je t-testom za nezavisne uzorke kako bi se utvrdilo djeluju li

kombinacije ektrakata aditivno, sinergisticki ili antagonisti¢ki na sljedeci nacin:

X (o&ekivana za AO-OTA(+) + EH) = X (izmjerena za AO-OTA(+)) + X (izmjerena za EH) — X (kontrola)

SEM (otekivana za A0-0TAM) + EH) = [ SEM? (a0-ota@)) + SEM? gn)] 7

X (ocekivana za AO-OTA(+) + EH) ~ X (izmjerena za AO-OTA(+) + EH)

[SEM2 (oCekivana za AO-OTA(+) + EH) + SEM2 (izmjerena za AO-OTA(+) + EH)] &

Vrijednost t se usporeduje s grani€nom vrijednosti t uz zadani broj stupnjeva slobode
(Petz, 1997).

Rezultati se interpretiraju na sljedeci nacin:

X (izmierenay > ili < X (ogekivana) P>0,05; ADITIVAN UCINAK

)? (izmjerena) < X (o(:ekivana)> P<0105; SINERGIZAM

X' (izmierena) > X (osekivana) P<0,05; ANTAGONIZAM
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4. REZULTATI

4.1. Plijesni u zraku mlina zitarica, stanova i podruma

U tablici 1. prikazana je uCestalost pojavljivanja razli€itih rodova i vrsta plijesni
u uzorcima zraka uzetih iz podruma, stanova, mlina i vanjskog zraka. Detektirane su
plijesni iz 9 razli€itih rodova, medu kojima dominiraju vrste iz rodova Aspergillus spp.,
Eurotium spp., Cladosporium spp., Penicilium spp. i Wallemia spp. U mlinu
dominiraju plijesni iz roda Eurotium (100%), Penicilium (95%), Aspergillus (85%) i
Wallemia (85%). Pritom najvecu pojavnost pokazuju E. herbariorum (100%) i E.
rubrum (95%). Najmanje je onih iz rodova Fusarium (10%) i Mucor (10%) te A.
terreus (5%). U stanu dominiraju plijesni koje pripadaju aspergilima (75%) i
penicilijama (100%), a najmanje su zastupljene plijesni iz roda Ulocladium (5%). U
podrumu dominiraju penicilije (90%) i kladosporije (80%). Najmanje je onih i roda
Alternaria (10%) te vrste E. repens (5%). U vanjskom zraku dominiraju penicilije
(100%) i kladosporije (90%), a najmanje ima eurocija.

U tablici 2. prikazane su ukupne koncentracije plijesni u zraku izrazene kao
jedinice koje tvore kolonije po kubiénom metru zraka (CFU/m®). Pritom je vrijednost
CFU/m? izraZzena kao srednja vrijednost (sv) + standardna devijacija (SD). Takoder
su prikazani i rasponi (Min-max) u kojima se kre¢u koncentracije plijesni u zraku. U
prvom dijelu tablice prikazane su apsolutne vrijednosti dobivene uzorkovanjem na
razli€itim lokacijama, a u drugom dijelu procijenjene vrijednosti tih koncentracija koje
su iSCitane iz tablice dobivene od proizvodaca uredaja za uzorkovanje. Procijenjene
vrijednosti iz tablice izraCunate su prema Fellerovoj formuli (Pr = N 1/N + 1/N-1 +
1/N-2 + 1/N-r+1) (Feller, 1950). Apsolutna i procijenjena ukupna koncentracija spora
(6270 + 2661 i 6940 *+ 3241) veca je u mlinu u odnosu na stanove, podrum i vanjski
zrak (P<0,05).

U tablici 3. prikazane su koncentracije navedenih plijesni kao CFU/m? (srednja
vrijednost * standardna devijacija) te raspon u kojima se kre¢u (Min—max). Apsolutna
koncentracija spora plijesni A. ochraceus (60 + 110) znacajno je ve¢a od one
izmjerene u stanu (P<0,05), dok se izmedu ostalih lokacija koncentracije statisticki
znacajno ne razlikuju. Apsolutne koncentracije eurocija u mlinu, statisticki zna¢ajno
su vece od onih izmjerenih u stanovima, podrumu i vanjskom zraku (P<0,05), dok se

koncentracije izmjerene na lokacije medusobno statistiCki znacajno ne razlikuju.
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U zraku mlina, najviSa zabiljeZena koncentracija spora pripada vrsti E. herbariorum
(1155 + 1620) i veca je od onih na ostalim lokacijama (P<0,05) te od koncentracije
spora ostalih eurocija.

Tablica 1. Ucestalost plijesni u zraku mlina, stanova, podruma i vanjskog okoliSa

Ucestalost (%)

MLIN | STAN | PODRUM | VANJSKI

Vrste plijesni

Alternaria spp. 5 0 10 0
Aspergillus spp. 85 75 50 30
Sekcija Flavi 55 0 15 30
Sekcija Nigri 15 5 15 0
Sekcija Versicolores 40 65 45 10
Aspergillus terreus 5 0 0 0
Aspergillus ochraceus | 30 0 25 0
Cladosporium spp. 65 65 80 90
Eurotium spp. 100 25 70 30
E. herbariorum 100 15 60 5
E. rubrum 95 15 45 10
E. amstelodami 65 0 30 10
E. repens 40 0 5 0
Fusarium spp. 10 0 0 0
Mucor spp. 10 0 0 0
Penicillium spp. 95 100 90 100
Ulocladium spp. 25 5 35 0
Wallemia spp. 85 15 55 50
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Tablica 2. Apsolutne i procijenjene* koncentracije plijesni u zraku mlina, stanova,

podruma i vanjskog okoliSa

LOKACIJE UZORKOVANJA

MLIN (CFU/m®)
(sv * SD) Min-max (sv £SD)* Min-max* 10,2
6270 £ 2661% | 1700 — 12600% | 6940 + 3241% 1700 — 15100°
STAN (CFU/m®)

(sv £ SD) Min-max (sv £SD)* Min-max* 18,6
223 +107.1 40 - 420 224 + 109.1 40 - 420
PODRUM (CFU/m®)
(sv * SD) Min-max (sv £SD)* Min-max* 13,9
1203 + 1444 180 - 5060 1539 + 2205 180- 8000
VANJISKI (CFU/m®)
(sv * SD) Min-max (sv ¥SD)* Min-max* 2,8
240 + 62.54 120 - 340 240 + 62.54 120 - 340

Legenda: sv — srednja vrijednost
SD - standardna devijacija

2. P<0,05 — CFU/m® u mlinu vs stanovi, podrumi, vanjski okoli$

66

49

40

46

Temperatura Relativna vlaznost
(°c) zraka (%)

Tablica 3. Koncentracija A. ochraceus i Eurotium spp. u zraku mlina, stanova,

podruma i vanjskog okolisa

MLIN STAN PODRUM VANJSKI ZRAK
Vrste plijesni CFU/m*®
sv *SD Min-max | sv* SD | Min-max | sv*SD | Min-max | sv* SD | Min-max

A. ochraceus 60 + 110° 0-400 00 0-0 13 + 33 0-140 00 0-0
E. herbariorum | 1155 +1620% | 100-5500 | 16 + 49 0-200 57 +79 0-240 3+8 0-20
E. rubrum 625 + 724° 0-2700 3+7 0-20 41 £ 62 0-200 10 £ 22 0-60
E. amstelodami 210 + 48° 0-700 2+6 0-20 9+17 0-60 6 +14 0-40
E. repens 105 + 143°% 0-400 0+0 0-0 114 0-20 0+0 0-0

Legenda : ?- P<0,05 - CFU/m® u mlinu vs stanovi, podrumi, vanjski okoli$

b _ P<0,05 - CFU/m® u mlinu vs stanovi
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4.2. Okratoksin A u ekstraktima A. ochraceus i E. herbariorum

Tankoslojnom kromatografijom utvrdena je prisutnost OTA u 5 od 6 ispitanih
ekstrakata A. ochraceus (slika 2.), a nije pronaden niti u jednom ekstraktu E.
herbariorum.

Tekucéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti potvrdena je prisutnost
okratoksina A te su odredene njegove masene koncentracije u analiziranim uzorcima
ekstrakata spora A. ochraceus i ekstraktu standardnog soja A. ochraceus NRRL
3174 nakon biosinteze. Na slici 3A. prikazan je kromatogram standardne otopine
OTA, a na slici 3B. kromatogram jednog uzorka s jasno vidljivim pikom OTA koji se
pojavljuje u priblizno isto vrijeme kada i pik standarda. Masena koncentracija OTA u
standardnom soju A. ochraceus NRRL 3174 iznosi 0,366 mg/mL, a u tri uzorka
ekstrakata spora A. ochraceus iznosi 0,38 ug/mL, 6,5 ug/mL i 28 ug/mL.

Moguce je izraCunati pribliznu dozu OTA koju osoba inhalira prema izrazu:

Cmikotoksina ' N -BR -FR -BA
wT

D =

gdje je D doza mikotoksina (ug/kg dnevno), Cmikotoksina j€ koncentracija mikotoksina po
spori (ug/spori), N je broj spora u 1 m® zraka, BR je inhalirani volumen zraka (m®24
sata), FR je frakcija inhaliranih spora koje su zadrzane u pluéima, BA je frakcija
mikotoksina koja je otpustena i bioloSki raspoloziva, WT je masa ljudskog tijela u kg
(Kelman i sur., 2004). Preporuéeno se uzimaju vrijednosti: BR = 15,2 m®/24 sata, FR
=1, BA =1, WT = 78,1 kg. Za izraunavanje Cmikotoksina UZ€ta je najveca koncentracija
OTA (28 pg/mL) odredena HPLC-om i broj spora izbrojen hemocitometrom (28 000
000 spora/mL), pri éemu se dobije vrijednost od 10° pg(OTA)/spori. Ako se u obzir
uzmemo maksimalnu koncentraciju spora A. ochraceus (N = 400 CFU/m®) u mlinu,
doza mikotoksina koja se dnevno inhalira tada iznosi 8 x 102 ng/kg. Ako uvrstimo
maksimalnu ukupnu koncentraciju spora (15100 CFU/m® u mlinu, dobijemo
vrijednost od 3 ng/kg. Obje vrijednosti su 200, donosno 5 puta manje od vrijednosti

toleriraju¢eg dnevnog unosa OTA koja iznosi 17 ng/kg (EFSA, 2006).
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Slika 2. Kromatogram — ekstrakti A. ochraceus pozitivni na OTA pod UV (366 nm)
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Slika 3A. Diferencijalni kromatogram standardne otopine OTA
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Slika 3B. Diferencijalni kromatogram uzorka
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4.3. Citotoksicnost okratoksina A za A549 stanice

Za odredivanje Vvijabilnosti A549 stanica nakon 24-satnog izlaganja
okratoksinu A razli€itih koncentracija (od 0,2 do 80 ug/mL odnosno 0,5 do 200 uM)
koristen je MTT test. Na slici 4. prikazan je citotoksi¢ni potencijal OTA. Vecé
koncentracija OTA od 0,4 pug/mL (1 uM) statisticki znaCajno smanjuje vijabilnost
stanica za 20% (P<0,05) u odnosu na kontrolu (3% etanol). Najvec¢a primijenjena
koncentracija OTA od 80 pg/mL (200 uM) smanjuje vijabilnost stanica za 57% u
odnosu na kontrolu (P<0,05). Linearnom regresijom je izraunato da inhibitorna

koncentracija OTA za 50% stanica (ICso) iznosi 53 ug/mL (132 uM).

120

Kontrola (3% etanol)

100-

©
e

N
T

Vijabilnost A549 stanica (%)
N (o2}
P 2

o

VORISR

Koncentracija OTA (pg/mL)
Slika 4. Vijabilnost A549 stanica nakon 24-satnog tretiranja s OTA u rasponu
koncentracija od 0,2 do 80 ug/mL (0,5 do 200 uM)

*P<0,05 — vijabilnost tretiranih stanica u odnosu na kontrolu
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4.4. Citotoksi¢nost ekstrakata spora A. ochraceus i E. herbariorum za
A549 stanice

Na slici 5. prikazan je citotoksicni potencijal ekstrakta spora A. ochraceus koji
sadrzi OTA (AO-OTA(+)), A. ochraceus koji ne sadrzi OTA (AO-OTA(-)) i E.
herbariorum.

Koncentracije ekstrakta spora AO-OTA(+) (manje i vece) su priredene prema
najvecoj utvrdenoj koncentraciji OTA u ekstraktu spora (HPLC, 28 ug/mL).
Koncentracija ekstrakta spora AO-OTA(+) od 280 ug/mL smanjuje vijabilnost stanica
za 20% u odnosu na kontrolu (1% DMSO) (P<0,05). Koncentracije od 640 ug/mL do
2470 pg/mL statisticki znaajno smanijuju vijabilnost (68-86%) u odnosu na kontrolu
(1% DMSO) te pokazuju veci citotoksi¢ni u€inak na A549 stanice u odnosu na AO-
OTAC(-) i EH (P<0,05). Najveca primijenjena koncentracija od 4940 ug/mL smanjuje
vijabilnost stanica za 90% u odnosu na kontrolu (1% DMSO) i AO-OTA(-), (P<0,05).
Stoga, 1ICs0 OTA u AO-OTA(+) ekstraktu spora je 10,5 ug/mL (26 uM), a to odgovara
masenoj koncentraciji ekstrakta spora 934 ug/mL.

Najmanja primijenjena koncentracija ekstrakta spora AO-OTA(-) (92 ng/mL)
djeluje proliferativno na A549 stanice (120%) u odnosu na kontrolu (1% DMSO),
(P<0,05). Koncentracije od 640 pg/mL do 4940 ug/mL smanjuju vijabilnost stanica za
otprilike 20-30% u odnosu na kontrolu (P<0,05). ICsg AO-OTA(-) ekstrakta nije bilo
moguce procijeniti jer najve¢a primijenjena koncentracija ekstrakta spora smanjuje
vijabilnost za oko 30% u odnosu na kontrolu.

Najmanja koncentracija ekstrakta spora EH (92 pug/mL) smanjuje vijabilnost za
20% u odnosu na kontrolu (P<0,05) te ima jaci citotoksicni u€inak od AO-OTA(-) koji
pri toj koncentraciji djeluje proliferativno. Najve¢a koncentracija (4940 nug/mL)
statisticki znacajno smanjuju vijabilnost za otprilike 85% u odnosu na kontrolu
(P<0,05) te pokazuje veci citotoksi¢ni u€inak u odnosu na AO-OTA(-), (P<0,05).
IzraCunato je da ICso EH ekstrakta spora iznosi 2126 pug/mL

Kako bi se ispitale moguce citotoksi¢ne interakcije ekstrakata spora A.
ochraceus-OTA(+) i E. herbariorum (slika 6A.) te A. ochraceus-OTA(-) i E.
herbariorum (slika 6B.), A549 stanice su 24 sata tretirane kombinacijama
koncentracija 92, 280 i 640 ug/mL (EH + AO-OTA(+) 280+92, 280+280, 280+640 i
EH + AO-OTA(-) 280+92, 280+280, 280+640).
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Kombinacija ekstrakta spora EH + AO-OTA(+) 280+92 smanjuje vijabilnost
stanica za 30 %, EH + AO-OTA(+) 280+280 smanijuje vijabilnost za otprilike 75%, a
EH + AO-OTA(+) 280+640 za 90% u odnosu na kontrolu (1% DMSO) (P<0,05).

Kombinacija ekstrakta spora EH + AO-OTA(-) 280+92 smanjuje vijabilnost
stanica za 10 %, no to smanjenje nije statisti€ki znacajno. EH + AO-OTA(-) 280+280
smanjuje vijabilnost za otprilike 30%, a EH + AO-OTA(-) 280+640 za 40% (P<0,05).

Sve kombinacije ekstrakata spora osim EH + AO-OTA(+) 280+280, pokazale
su aditivni ucinak jer su izmjerene vrijednosti priblizno jednake ocCekivanim
vrijednostima vijabilnosti stanica. Navedena kombinacija pokazuje sinergisticki ucinak
jer je izmjerena vijabilnost statisticki zna¢ajno manja od o&ekivane (P<0,05) (Segvi¢
Klari¢ i sur., 2012b).

150

] @B AO-OTA (+)
< 1254 AO-OTA (-)
g a Kontrola (1% DMs0) | &3 EH
B 0] [rfll = ~moer e o e s o s e e
e * % *
4 1 ' I ]
D
S 75 L . *
<
5 * IE
= =0 a,b a
£
S, * * *
S 25 ayb a‘b * a

a
0 . i A n
92 280 640 1220 2470 4940

Koncentracija ekstrakata spora (ng/mL)

Slika 5. Vijabilnost A549 stanica nakon 24-satnog tretiranja s ekstraktima spora A.
ochraceus-OTA(+), A. ochraceus-OTA(-) i E. herbariorum te u rasponu koncentracija
od 92 do 4940 ug/mL. Priredene otopine ekstrakta A. ochraceus-OTA (+) sadrze
OTA u koncentracijama 1, 3, 7, 14, 28, i 56 ug/mL

*P<0,05 — vijabilnost tretiranih stanica u odnosu na kontrolu

a - ekstrakti AO-OTA(+) i EH u odnosu na AO-OTA(-)

b - ekstrakti AO-OTA(+) u odnosu na EH
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Slika 6. Vijabilnost A549 stanica nakon 24-satnog izlaganja kombinacijama
ekstrakata spora A. ochraceus-OTA (+) i E. herbariorum (A) te kombinacijama A.
ochraceus-OTA (-) i E. herbariorum (B)

*P<0,05 - sinergizam: o€ekivana vijabilnost vs izmjerena vijabilnost
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5. RASPRAVA

Inhalacijska izlozenost sporama i fragmentima plijesni uzrokuje niz respiratornih
problema. Najvazniji fungalni alergeni su glikoproteini i ugljikohidrati velike
molekulske mase, dok [B-1,3-glukani potiCu upalne reakcije (Achaz i sur., 1995;
Rylander, 1997). Medutim, najstetniji su ipak mikotoksini koji djeluju preko brojnih
mehanizama. Vrsta Aspergillus ochraceus je najznacajniji proizvoda¢ OTA te se
njegovo prisustvo u zraku, posebno stambenih i radnih prostora, ne smije zanemariti.
Osim toga, ta vrsta je dobro zastupljena u lebdeéim Cesticama u zraku (Korpi i sur.,
1997). Eurociji su, kao teleomorfi nekih aspergila, takoder €esto prisutni u zatvorenim
prostorima. lako nisu prepoznati kao proizvodaci mikotoksina, pokazali su veliku
metabolicku aktivnost. No, joS uvijek se malo zna o toksiCnosti tih metabolita
(Nielsen, 2002). U ovom radu je zbog toga ispitana pojavnost lebdecih Cestica A.
ochraceus i nekih eurocija, s naglaskom na E. herbariorum, kao i njihova
citotoksi€nost na A549 stanice. Podrucja uzorkovanja bila su mlin, stan, podrum te
vanjski prostor u studenom 2012. Aspergili su, kao i eurociji, pronadeni na sve Cetiri
lokacije, a najvise u mlinu (85%, odnosno 100%). Najvecéa pojavnost plijesni u mlinu
posljedica je kontaminiranosti Zitarica plijesnima koje se zajedno sa Cesticama
prasine rasprSuju zrakom. Tijekom studenog 2012. koncentracija lebdecéih Cestica
plijesni u mlinu znatno je manja u odnosu na koncentracije izmjerne tijekom prijasnjih
mjeseci (maksimum 262 800 CFU/m® (neobjavljeni podaci). Stoga je i manja
koncentracija ispitivanih vrsta plijesni. A. ochraceus je u manjem postotku pronaden
u mlinu i podrumu, dok u stanu i vanjskom zraku nije bio prisutan. Vrste roda
Eurotium su se pojavile u svim uzorcima iz mlina te neSto manje (70%) u uzorcima iz
podruma. Od toga su E. herbariorum i E. rubrum najzastupljeniji. S obzirom na
koncentracije spora plijesni u zraku, najvece su zabiljeZzene u mlinu, sa zna¢ajnom
razlikom naspram ostalih lokacija. Koncentracija spora u mlinu je iznosila i do 15100
CFU/m®. Zatim slijede podrum, stan te vanjski zrak. Kao $to je navedeno u uvodnom
dijelu, koncentracija spora ve¢a od 10000 CFU/m? predstavlja zdravstveni rizik kod
profesionalne izloZzenosti zbog moguceg razvoja razli€itih bolesti i alergija diSnog
sustava. Obzirom na vrste, u svim podru¢jima osim vanjskog zraka je najvecéu
koncentraciju spora imala vrsta E. herbariorum (do 5500 CFU/m®), a zatim slijede E.

rubrum, E. amstelodami, E. repens i A. ochraceus. U stanu i vanjskom zraku nisu
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pronadene vrste A. ochraceus i E. repens, te su koncentracije spora u tim podrucjima
znatno manje nego u mlinu.

Sposobnost tvorbe OTA je ispitana tankoslojnom kromatografijom te je 5 od 6
ekstrakata A. ochraceus bilo pozitivno na OTA. Ekstrakti E. herbariorum nisu
pokazali sposobnost tvorbe OTA. Okratoksinogenost E. herbariorum je upitna.
Naime, postoji nekoliko radova koji opisuju eurocije kao proizvodace OTA. Al-Julaifi
(2003) navodi kako je na je€mu iz Saudijske Arabije vrsta E. herbariorum proizvodila
OTA u koncentraciji od 214,77 mg/kg. U Poljskoj je opisana toksinogenost E.
herbariorum na Zitaricama i sto¢noj hrani od max. 2,5 mg/kg OTA (Chelkowski i sur.,
1987). Takoder, Bukelskiené i sur. (2006) zakljuCuju da Eurotium amstelodami moze
proizvoditi OTA na pS$enici. Medutim, neka istraZivanja genoma aspergila i eurocija
dovode u pitanje postojanje gena koji kodiraju enzime za sintezu OTA (Frisvad i sur.,
2004). HPLC analizom su nasi rezultati potvrdeni i kvantificirani. Jedan uzorak je
sadrZzavao Cak 28 pg/mL ovog toksina. lzraCunali smo dnevnu inhaliranu dozu
mikotoksina koja za koncentraciju od 400 CFU/m® spora i koncentraciju OTA od 10°
ug/spori iznosi 8 x 102 ng/kg. Za maksimalnu vrijednost koncentracije spora u mlinu
od 15100 CFU/m?® te koncentraciju OTA od 10° pg/spori, dobivena vrijednost doze
iznosi 3 ng/kg tjelesne mase. Obje vrijednosti su manje od vrijednosti tolerirajuc¢eg
dnevnog unosa OTA od 17 ng/kg (EFSA, 2006) sto znacCi da ne bi trebalo biti Stetnog
utjecaja na stanice diSnog sustava Covjeka. S druge strane, u uzorcima koji su
sakupljani od sije¢nja do rujna 2012. koncentracija spora plijesni u mlinu bila je i do
262 800 CFU/m® (neobjavljeni podaci) $to znaci da bi se dnevni unos (kad bi se
radilo u potpunosti o OTA-toksinogenim plijesnima) mogao procijeniti na 50 ng/kg tj.
t., odnosno 3 puta veci od tolerirajuceg.

Rezultati ispitivanja citotoksiCnosti okratoksina A za A549 stanice pokazali su
da ve¢ koncentracija OTA od 0,4 pg/mL (1 uM) statistiCki znaCajno smanjuje
vijabilnost stanica za 20% (P<0,05) u odnosu na kontrolu (3% etanol). ICsq iznosi 53
pMg/mL (132 pM). U usporedbi s tim, ICsg za svinjske epitelne stanice bubrega (LLC-
PK1) iznosi 20 pg/mL, a za bubrezne stanice africkog zelenog majmuna (CV-1)
iznosi 1 ug/mL (Schaaf i sur., 2002; Kamp i sur., 2005). Takoder, Segvi¢ Klarié i sur.
(2012b) su odredili IC5p za svinjske stanice bubrega (PK15) i ona iznosi 0,57 ug/mL
(14 pM). Iz priloZzenog se moze zakljuciti da su bubrezne stanice mnogo osjetljivije na
OTA od pluénih stanica. To je ocCekivan rezultat obzirom da su bubrezni tubuli

njegovo ciljno mjesto djelovanja. O citotoksicnom djelovanju OTA na pluc¢ne stanice
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ima vrlo malo podataka. Schulz i sur. (2004) su ispitivali citotoksicénost OTA za A549
stanice MTT testom te su dobili rezultat da 1Csq vrijednost iznosi 14,2 pg/mL. Razlika
u rezultatu MTT testa ove i navedene studije moze se objasniti razlikama u
metodologiji. Naime, Schulz i sur. (2004) koristili su koncentraciju A549 stanica od
4000 stanica po jazici mikrotitarske ploCice, dok je u ovom radu Kkoristena
koncentracija od 10000 stanica po jazici. GuScCe rasporedene stanice medusobno
lakSe komuniciraju i uspostavljaju medustaniCne veze pa se na taj nacCin ucinkovitije
odupiru djelovanju Stetnih tvari iz okoline, a i vjernije prikazuju stvarno stanje u
organizmu.

Ispitana je i citotoksi¢nost ekstrakata A. ochraceus (AO) i E. herbariorum (EH) na
A549 stanice. Prema dobivenim citotoksi€nim koncentracijama (ICsp), OTA u
ekstraktu spora AO-OTA(+) je pet puta toksicniji od Cistog OTA. AO-OTA(+) ekstrakt
spora je oko 2 puta vise toksiCan za stanice od EH ekstrakta. Citotoksi¢nost EH
moZe se pripisati moguce prisutnim metabolitima kao Sto su ehinulin A i B,
epihevedrid, kladosporin, flavoglaucin, auroglaucin, izotetrahidroauroglaucin (Slack i
sur., 2009). O toksi¢nosti ovih metabolita ima vrlo malo podataka starijeg datuma. Ali
i sur. (1989) su ispitali toksi¢nost ehinulina na zenkama zec€eva intraperitonealnom
injekcijom od 10 mg/kg tjelesne tezine proCiS¢enog ehinulina. PatoloSke studije
organa su pokazale teSka oStecenja alveola i odebljanje alveolarnih stijenki, kao i
oStecenje jetre. Ehinulin je se pokazao toksi¢nim i za HeLa stanice u koncentraciji od
100 mg/mL (Umeda i sur., 1974). Novija istraZivanja pokazuju da E. herbariorum
proizvodi endometabolite koji djeluju izrazito ciliostatski (Pieckova i sur., 2002), a
inhibicija respiratornih cilija, medu ostalim, ¢ini osobu sklonijom infekcijama diSnog
sustava. Spore zbog svog malog promjera (2,5-3,5 ym za AO te 6-7 um kod E.
herbariorum) mogu stvarati stabilnije bioaerosole te inhalacijom dospjeti dublje u
plu¢a (Pitt i Hocking, 2009). Aerosoli promjera Cestica < 5 ym se mogu apsorbirati
preko alveola.

ICs0 AO-OTA(-) ekstrakta nije bilo moguce procijeniti jer najve¢a primijenjena
koncentracija ekstrakta smanjuje vijabilnost za oko 30% u odnosu na kontrolu. Kod
koncentracije ekstrakta spora AO-OTA(-) od 92 ug/mL je zabiljeZzena proliferacija od
oko 20% u odnosu na kontrolu (P<0,05). Povecanjem koncentracija tog ekstrakta

vijabilnost stanica se smanjuje.
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Nakon 24-satnog izlaganja A549 stanica kombinaciji ekstrakata spora E.
herbariorum i A. ochraceus-OTA (+) u koncentracijama (ug/mL) 280+92 i 640+280,
zapazen je aditivni uCinak ta dva ekstrakta na stanice, pri ¢emu je vijabilnost
smanjena za 30%, odnosno 90%. Primjenom kombinacije AO-OTA(+) i EH jednakih
koncentracija ekstrakata spora (280 ug/mL) je doSlo do sinergistickog ucinka u
odnosu na kontrolu (P<0,05). Sve ispitivane kombinacije ekstrakata AO-OTA(-) i EH
pokazale su aditivan u€inak. Dakle, sekundarni metaboliti EH jesu bioaktivni te mogu
povecati toksi¢no djelovanje OTA. Radni okoli§ kao $to je mlin Zitarica viSestruko je
opterecen lebdec¢im Cesticama plijesni u odnosu na stambeni prostor te predstavlja
sredinu u kojoj su ljudi dugotrajno izloZzeni ovim plijesnima. S obzirom na pokazane
interakcije ekstrakata metabolita u sporama ovih vrsta plijesni, moze se pretpostaviti
njihovo potenciraju¢e toksicno djelovanje na diSni sustav ljudi pri dugotrajnoj
izloZenosti kod specifiCnih zanimanja. U ovom radu je prvi put opisana citotoksi¢nost
metabolita E. herbariorum samostalno te u kombinacijama s OTA(+) i OTA(-)

ekstraktima A.ochraceus na pluéne stanice.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istraZivanja, o aerogenoj izloZenosti ljudi plijesnima A.

ochraceus

i E. herbariorum u radnom i stambenom okoliSu, te njihovom

citotoksicnom ucCinku moze se zakljuciti sljedece:

U mlinu je zabiliezena visoka pojavnost Aspergillus vrsta (85%)
odnosno A. ochraceus (30%) te Eurotium vrsta (100%) odnosno E.
herbariorum (100%) u odnosu na ostale lokacije. U visokom postotku
pojavljuju se jo$ i rodovi Penicillium i Wallemia.

U mlinu su zabiliezene najviSe apsolutne i procijenjene ukupne
koncentracije spora u odnosu na ostale lokacije.

Koncentracija spora A. ochraceus u mlinu znacajno je veca od one
izmjerene u stanovima, a koncentracija spora E. herbariorum u mlinu
znacajno je veca od onih na ostalim lokacijama.

Na temelju rezultata jednokratnog uzorkovanja u studenom 2012. i
sposobnosti tvorbe OTA u sporama A. ochraceus izracunat je dnevni
unos OTA inhalacijom (0,08 i 3 ng/kg tj.t.) Sto je 200, odnosno 5 puta
manje od toleriraju¢eg dnevnog unosa (17 ng/kg tj.t.).

Citotoksic¢na koncentracija ICsg iznosi 53 ug/mL (132 uM) za Cisti OTA,
10,5 pg/mL (26 uM) za OTA u ekstraktu spora AO-OTA(+), a Sto
odgovara masenoj koncentraciji spora 934 pug/mL. I1Cso ekstrakta EH je
2126 pug/mL, dok 1Cso za AO-OTA(-) nije bilo moguce procijeniti.

OTA u ekstraktu spora AO-OTA(+) je pet puta viSe toksiCan od Cistog
OTA, dok je ekstrakt spora EH 2 puta manje toksiCan od ekstrakta
spora AO-OTA(+) za A549 stanice.

Kombinacije ekstrakata spora EH+AO-OTA(+) i EH+AO-OTA(-)
pokazuju aditivni citotoksi¢ni ucinak, a jedna kombinacija ¢ak i
sinergistiCki u€inak na A549 stanice.

S obzirom na pokazane interakcije ekstrakata metabolita u sporama
ovih vrsta plijesni moze se pretpostaviti njihovo potenciraju¢e toksi¢no
djelovanje na diSni sustav ljudi pri dugotrajnoj izloZzenosti kod

specificnih zanimanja.
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8. SAZETAK

Zlatko Ficovi¢ i Maja Hani¢

Plijesni Aspergillus ochraceus i Eurotium herbariorum: aerogena izlozenost
u zatvorenim prostorima i toksiéni u€inci ekstrakata spora na stanice ljudskog

adenokarcinoma pluéa A549

U vlaznim stambenim i poslovnim prostorima, te mjestima poput mlinova
Zitarica, ljudi mogu biti izloZeni veéoj koncentraciji aerogenih Cestica razlicitih pijesni
koje mogu imati nepovoljan u€inak na ljudsko zdravlje. Kao kontaminant u takvim
prostorima moze se naci plijesan Aspergillus ochraceus (AO), poznati producent
okratoksina A (OTA), te u vecoj mjeri Eurotium herbariorum (EH) koja proizvodi Citav
niz razliitih metabolita €ija toksi¢nost nije dovoljno istrazena.

Stoga je u ovom radu ispitan sastav mikoflore zraka kao i koncentracija
lebdec¢ih &estica plijesni (CFU/m®) s naglaskom na A. ochraceus i E. herbariorum u
mlinu Zitarica, stanovima i podrumima u studenom 2012 godine. Uzorkovanje je
provedeno na DG-18 podlozi pomocu uredaja Airsampler Mas-100 Eco. Sposobnost
tvorbe OTA u sporama izoliranih sojeva A. ochraceus i E. herbariorum ispitana je
HPLC-om. Takoder, procijenjena je dnevna inhalirana doza OTA. Citotoksi¢nost
Cistog OTA te ekstrakata spora OTA-pozitivhog (AO-OTA(+)), OTA-negativhog soja
A. ochraceus (AO-OTA(-)) i E. herbariorum, pojedinacno i u kombinaciji, na kulturi
stanica ljudskog adenokarcinoma plu¢a A549 ispitana je pomocéu kolorimetrijskog
MTT testa na Citacu mikrotitarskih plocica (540 nm).

U mlinu je zabiljezena visoka pojavnost Aspergillus vrsta (85%) odnosno A.
ochraceus (30%), te Eurotium vrsta (100%) medu kojima dominira E. herbariorum
(100%). U mlinu su zabiljeZene znatno veée koncetracije spora (do 15100 CFU/m3),
u odnosu na podrume (do 8000 CFU/m®) i stanove (420 CFU/m® (P<0,05). U
sporama A. ochraceus dokazan je OTA u koncentracijama od 0,3 do 28 pg/mL
(HPLC), a izraCunati dnevni unosi OTA inhalacijom iznose 0,08 i 3 ng/kg tj.t., te su
ispod granice tolerirajuéeg dnevnog unosa OTA (17 ng/kg tj.t.).

Koncentracije koje smanjuju vijabilnost stanica za 50% (ICsp) su 53 pg/mL

(132 uM) za cisti OTA, 10,5 pg/mL (26 uM) za OTA u ekstraktu spora AO-OTA(+),
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2126 pg/mL za ekstrakt spora EH, dok ICso za AO-OTA(-) nije bilo moguce procijeniti.
Kombinacije ekstrakata spora EH + AO-OTA(+) i EH + AO-OTA(-) pokazale su
aditivni citotoksi¢ni uc€inak, a jedna kombinacija €ak i sinergisti¢ki u€inak na A549
stanice. Stoga se moze pretpostaviti potenciraju¢e toksicno djelovanje ovih vrsta
plijesni na diSni sustav pri duljoj izloZzenosti. Ovaj rad je ujedno i prvo izvjeS¢e o
toksi€nim ucincima metabolita plijesni E. herbariorum na A549 stanice te njihovim

interakcijama s metabolitima A. ochraceus.

Kljuéne rijeci: A. ochraceus, E. herbariorum, okratoksin A, citotoksicnost, stani¢na
linija A549

39



9. SUMMARY
Zlatko Ficovi¢ and Maja Hanié

Exposure to airborne moulds Aspergillus ochraceus and Eurotium herbariorum
in indoor environments and toxic effects of their spore extracts on human lung

adenokarcinoma A549 cells

In high humidity residential and working environments, including places such
as grain mills, people may be exposed to high concentration of fungal aerogenic
particles which can have negative health effects. Aspergillus ochraceus (AO), well-
known producer of ochratoxin A (OTA), and Eurotium herbariorum (EH), which
produces a wide range of metabolites with poorly investigated activity, are often
found in those environments.

Therefore, occurrence and spore concentration (CFU/m®) of airborne fungi,
with special attention to A. ochraceus and E. herbariorum, were determined in grain
mill, apartments and basements in November, 2012, using DG-18 agar plates and
Airsampler Mass-100 Eco. Furthermore, OTA producing ability of isolated A.
ochraceus and E. herbariorum in spores was determined by HPLC. Additional aim
was to estimate inhaled daily dose of OTA in grain mill. Cytotoxicity of pure OTA and
spore extracts of OTA-positive (AO-OTA(+)) and OTA-negative (AO-OTA(-)) A.
ochraceus as well as spore extract of EH, was tested on human lung
adenocarcinoma cells A549, individually and in combination, using colorimetric MTT
test and plate reader (540 nm).

High frequency of Aspergillus species (85%) was found in the grain mill, and
A. ochraceus occurred in 30% of samples while Eurotium species were recovered
from 100%. E. herbariorum dominated among Eurotium spp. Significantly higher
assessed spore concentrations was found in the grain mill (up to 15100 CFU/m3), in
comparison to basements (up to 8000 CFU/m®) and apartments (up to 420 CFU/m®)
(P<0,05).

OTA (0,3-28 pg/mL, HPLC) was determined in the spores of A. ochraceus
isolated from grain mill and daily intakes of OTA via inhalatory pathway were
calculated to be 0,08 and 3 ng/kg body weight, which is below the limit of tolerable
daily intake of OTA (17 ng/kg body weight).
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Concentrations that decreased the cell viability of A549 cells by 50% (ICsp)
were 53 ug/mL (132 uM) for pure OTA, 10,5 pg/mL (26 uM) for OTA in spore extract
of AO-OTA(+) and 2126 ug/mL for EH. ICso for AO-OTA(-) extract could not be
determined. Spore extract combinations EH + AO-OTA(+) and EH + AO-OTA(-)
showed dominant additive cytotoxic effect. Also, synergistic effect on A549 cells was
found in one combination. Accordingly, it can be assumed that these molds have
potentiating toxic effect on human respiratory system during prolonged exposure.
This study is also the first report on the toxic effects of E. herbariorum mold
metabolites on A549 cells and their interactions with the metabolites of A. ochraceus.

Key words: A. ochraceus, E. herbariorum, ochratoxin A, cytotoxicity, A549 cell line
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