Sveuciliste u Zagrebu

Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Ivana Kovacéevié¢

Bioraznolikost aspergila sekcija Circumdati, Flavi, Nigri i Versicolores u prasini nakon

poplave

Zagreb, 2018.



Ovaj rad izraden je na Zavodu za mikrobiologiju, Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu pod vodstvom dr. sc. Daniele Jaksic¢ te je dio znanstveno-istrazivackog
projekta (MycotoxA 1P-09-2014-5982) kojeg financira Hrvatska zaklada za znanost (HRZZ),

&ija je voditeljica prof. dr. sc. Maja Segvi¢ Klari¢, a dr. sc. Daniele Jaksi¢ suradnica na

projektu. Rad je predan na natjecaj za dodjelu Rektorove nagrade u akademskoj godini

2017/2018.



SADRZAJ

L UV O it e it e e e it e i e e e i e e e et e e i e e e e e s 1
1.1. POZADINATISTRAZIVANIA ......ooooiiiriiiiiiniississies st 1
1.2. PLIJESNI U ZATVORENOM PROSTORU .....ccctiiiiiiiiiseseiet e 1
1.3. ASPERGILLUS VRSTE OPCENITO..........coooiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e een s 2
1.4. ASPERGILLUS VRSTE IZ SEKCIJE CIRCUMDATI.....oviiieieeeeee e 2
1.5. ASPERGILLUS VRSTE IZ SEKCIJE FLAVI ....ocooiiiiiiiiseceet e 3
1.6. ASPERGILLUS VRSTE IZ SEKCIJE NIGRI.....ccooiiiiiiiiceceece e, 4
1.7. ASPERGILLUS VRSTE IZ SEKCIJE VERSICOLORES..........cccoe i 4
2. OBRAZLOZENJE TEME ..ottt sttt et st et earseesssesnsssseneesseessessneseasan: 6
3. MATERIJALI I METODE ...coiiiiiiiiii ettt 7
3L MATERIJALL ..ottt bbbt eneanas 7
3.1, 1. MIKOLOSKA ANALIZA ... .uvteitteeiteeassueeassseeaasseeansesessssessesesssesesssesesssesssssesssssesssssesssssseansees 7
3.1.2. 1zoLAC1JI GENOMSKE DNA 1Z FILAMENTOZNIH GLIIVICA.....oiitieiiiiiiiesiiesieesiee e 8

3.1.3. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE (PCR), PROCISCAVANIE I DETEKCIJA PRODUKATA

REAKCIIE 11 tttesteseete st see st teseeteste st esesbe st eseesesbe e e se bt e s e b e s s e b e e b e e s e e Re b e s s e st e b et e Rt e b e st e nsere et s enean s 8
3.1.4. PRIPREMA PREPARATA ZA MIKROMORFOLOSKU ANALIZU.....ccviiiieiiiiaiiesieeieeseeeniee e 10
K307 V1 = 1 1 L USRS 10
32,1 UZORKOVANIE ....tteieteuiee ettt ettt ettt ettt et ekt et skt e e bt e s bt e et e abe e et e e b e e e nbeennneanneesnnens 10
3.2.2. IMIKOLOSKA ANALIZA.....cuttitteiittatee sttt astte sttt e bt e sseeaseesseeabeesbe e e bt e aseeanbeesseeanneessneanneesnnens 11
3.2.3. MOLEKULARNA IDENTIFIKACIIA. ... ccittitatieaiteateesteeasteesiseassesssseasseesssssseesseesssessssssnsessseens 11
3.2.4 1IZRADA MIKROSKOPSKIH PREPARATA .....cutteitttateestteasteesieeatessiseaseessessnseesseesnseesssssnsesssnens 14
4 REZULTATI oottt 15

4.1. POJAVNOST | BIOLOSKA RAZNOLIKOST VRSTA RODA ASPERGILLUS 1Z
SEKCIJA CIRCUMDATI, FLAVI, NIGRI | VERSICOLORES U UZORCIMA PRASINE

NA POJEDINIM LOKACIIAMA. ......ooooeoeeeeeeeeeeeeeeeee st 15
4.2 MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA IZOLATA ASPERGILA .......ooveveveren. 18
4.3. MORFOLOSKA OBILJEZJA IDENTIFICIRANIH VRSTA. ..o, 21
B RASPRAVA L. oottt ettt e ettt ettt ettt st et ettt ettt st e ee et st et ene e aneenea 28
6. ZAKLIUCC oo s e et et et st et ettt st e et et te ettt eeeseetserersessrenssseeereraneerseae: 32
8. S A E TAK oo oo ie et it ee e et ee et et ee et et erte et sttt te et er e et ettt er et et et ereer e 40
ZAHVALE ..o 43

FIVOTOPIS ...c.oooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesnenensnssnsnsnsnsnsssnsnsnsnsnssesnsnsnsnsnssssnenensnssenensnsnsseneees 43




Uvod

1. UvOD
1.1. POZADINA ISTRAZIVANJA

Poplava koja je zahvatila isto¢ne krajeve Hrvatske u svibnju 2014. godine, posljedica je
viSednevnog utjecaja ciklone Donat i sekundarne ciklone Donat. U Bosni i Hercegovini
zabiljezen je pad od 200 do 250 L kise po kvadratnom metru u 10 dana, §to je opteretilo protoke
rijeka i juzne pritoke rijeke Save. Sava je zbog toga 16. svibnja 2014. postigla dosad
nezabiljezene protoke i vrijednosti vodostaja od 5500 m®/s, u usporedbi s uobicajenih 1000 —
1100 m%/s. Takav je vodostaj doveo do puknuéa brane u Rajevom selu 17. svibnja 2014. i

poplave 3206 hektara povrSine opc¢ine Gunja (https://www.crometeo.hr/ciklona-donat-u-

brojkama-koliko-je-kise-palo/). Voda se zadrzala i do nekoliko tjedana u ovom podrucju, $to je

stvorilo okruzenje pogodno za rast kako mikroorganizama, tako i plijesni.
Budu¢i da prirodne katastrofe uzrokuju promjena u ekosustavu, posebno u sastavu plijesni u
okruzenju u kojem ljudi svakodnevno borave, postavlja se pitanje kako ¢e se one odraziti na

zdravlje izlozenih ljudi.
1.2. PLUESNI U ZATVORENOM PROSTORU

Veéina je gradevinskog materijala organskog sastava i stoga dobra podloga za rast gljivica
posebno u uvjetima povecane dostupnosti vode ¢ime se povecava aktivitet vode (aw) U
supstratu. Povecanju aw, a posljedi¢no rastu gljivica, osobito pogoduju osteé¢enja zidova vodom
koja moze biti prisutna zbog curenja cijevi, kondenzacije vodene pare, ali i nakon prirodnih
katastrofa primjerice razornih uragana ili poplava. Buduéi da gljivice mogu imati negativne
u¢inke na zdravlje pojedinaca koji borave u kontaminiranom prostoru potrebno je sanirati
nastala oStecenja u $to kracem vremenskom periodu. Pri tome je potrebno ukloniti vodu iz
prostora, osuSiti 1 provjetriti prostorije, a od osobite pomoc¢i pri sanaciji vidljivog porasta

plijesni je premazivanje zidova snaznim oksidansima na bazi klora (WHO, 2000).

Medutim, plijesni u zatvorenom prostoru nemoguce je 1 nepotrebno u potpunosti ukloniti S
obzirom na to da su njihove konidije uobi¢ajene i u vanjskom zraku odakle dospijevaju u
zatvorene prostore. Ne postoje usuglasene smjernice sigurne koncentracije plijesni u zraku za
stambene prostore. Generalno Se smatra sigurnim za zdravlje ljudi ujednaCenost sastava
aeromikoflore u zraku u zatvorenom prostoru i vanjskom okoliSu. Na raznovrsnost gljivica u
domu utjeCe organski otpad, kuéni ljubimci, uzgoj biljaka, tepisi, ali 1 namirnice koje
svakodnevno donosimo u na$ dom. Redovito ¢is¢enje, provjetravanje i osuncanost prostora

uobicajene su mjere odrzavanja ravnoteze kvalitativnog i kvantitativnog sastava plijesni u
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unutarnjem okoliSu. Preporuceno je obratiti viSe paznje na odrzavanje ventilacijskih i klima
uredaja te radijatora. Ovim mjerama osobito se smanjuje njihovo nakupljanje u prasini te tako
preveniraju nepovoljni ucinci na zdravlje ljudi, primjerice alergije. Osim u stambenim
prostorima ove mjere je potrebno provoditi i u radnim prostorima, a posebno u $kolama i
vrti¢cima gdje duze vrijeme provode djeca koja predstavljaju posebno osjetljivu skupinu. Djeca
se puno krecu 1 unose zemlju i praSinu izvana unutra, pa je sastav praSine u ovim ustanovama
razli¢it u usporedbi s drugim zatvorenim prostorima. Cesto se u $kolama i vrti¢ima pronade
veca koli¢ina gljivica rodova Cladosporium i Penicillium u zraku, dok se u prasini moze pronaci
obilna koli¢ina gljivica rodova Aspergillus sekcije Aspergillus (ranije Eurotium spp.),

Penicillium i Wallemia (Samson i sur., 2010).

1.3. ASPERGILLUS VRSTE OPCENITO

Aspergillus je rod koji obuhvaca 344 razlicitih vrsta plijesni koje su $iroko rasprostranjene po
cijelom svijetu (Frisvad i sur., 2015; Samson i sur., 2014). Kolonije ovih plijesni ve¢inom rastu
brzo i razlicitih su boja (npr. bijele, roze, zute, smede, crne ili zelene), a ve¢inom se sastoje od
gusto naslaganih konidiofora, koji su polegnuti ili uspravni. Konidiofori se sastoje od
aseptirane, nerazgranate stapke koja se pri vrhu S§iri u vezikul na kojem se nalaze fijalide i
ponekad metule. Fijalide nose konidije, te zajedno s vezikulom i metulama, ako su prisutne,
tvore konidijalnu glavicu. Vrste roda Aspergillus ¢esto se nalaze kao oneciS¢enja raznih
supstrata kao $to su zidovi 1 drugi gradevinski materijal. Nekoliko je vrsta od osobitog znacaja
s obzirom da mogu uzrokovati infekcije i alergije, a mnoge od njih su i proizvodaci sekundarnih
toksi¢nih metabolita, mikotoksina. Druge su vrste zanimljive zbog uloge u fermentaciji ili
proizvodnje organskih kiselina pa su kao takve nasle primjenu u biotehnologiji i prehrambenoj
industriji. Od posebnog su znac¢aja za zdravlje ljudi, kako zbog alergijskog potencijala, tako i
zbog tvorbe mikotoksina, vrste aspergila iz sekcija Circumdati, Flavi, Nigri i Versicolores.
Konidije i dijelovi micelija ovih vrsta veli¢inom 2 — 5 um c¢esto se nalaze u zraku i ljudi ih
svakodnevno udisu §to moze dovesti do inicijacije ili pogorSanja ve¢ postojece bolesti disSnog

sustava.(Krishnan i sur., 2009).

1.4. ASPERGILLUS VRSTE 1Z SEKCIJE CIRCUMDATI

Ova sekcija ukljucuje 27 vrsta (Visagie, Varga, i sur., 2014) koje proizvode razli¢ite sekundarne
metabolite, npr. mikotoksine okratoksin, penicilinsku Kiselinu, ksantomegnin, viomelein i
vioksantin. RaSirene su po cijelom svijetu, ali ¢eS¢e su prisutne u toplijim krajevima i

uobicajeno kontaminiraju grah, zacine, biljne droge i Zzitarice (Samson i sur., 2010) A.
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ochraceus i A. sclerotiorum uzro¢nici su onihomikoza, alergijske bronhopulmonarne
aspergiloze i otomikoze kod ljudi i Zivotinja (Zotti i sur., 2010; Harima i sur., 2004; Novey i
Wells, 1978). Aspergili iz sekcije Circumdati ucestali su i u stambenim i radnim sredinama.
Primjerice, iz uzoraka kué¢ne prasine mogu se izolirati vrste A. occultus, A. subramanianii, A.
westerdijkiae (Visagie, Varga, i sur., 2014), a vrsta A. sclerotiorum iz zraka prikupljenog u
mlinu Zitarica (Segvié¢ Klari¢ i sur., 2015). Glavni sekundarni metabolit aspergila iz sekcije
Circumdati je okratoksin A (OTA) kojeg ¢ak 13 vrsta iz ove sekcije proizvode u velikim
koli¢inama, kao npr. A. occultus, A. ochraceus i A. westerdijkiae (Visagie, Varga, i sur., 2014).
Proizvodac¢e OTA nalazimo i medu aspergilima drugih sekcija (sekcija Nigri), kao i drugim
rodovima plijesni (Penicillium spp., Petromyces spp. i sl.). Okratoksin ima nefrotoksi¢ni,
imunosupresivni, teratogeni i karcinogeni uc¢inak. (Siqueira i sur., 2017) u ¢ijoj pozadini je
genotoksiéni u¢inak i oksidacijski stres (Segvi¢ Klari¢ i sur., 2010; Segvi¢ Klarié i sur., 2007).
Medutim i inhalacija OTA mozZe se nepovoljno odraziti na zdravlje ljudi. Tako su povecane
koncentracije OTA detektirane u urinu ljudi koji Zive u vlaznim stanovima, dok je kod
kontrolne skupine koncentracija OTA bila ispod limita detekcije (Hooper i sur., 2009). Kod
ljudi koji borave u vlaznim stanovima dokazana je uzro¢no-posljedi¢na veza izmedu inhalacije
OTA i glomeruloskleroze (Hope i Hope, 2012). Nadalje, u uvjetima preopterecenosti zraka
plijesnima proizvoda¢ima OTA kod profesionalno izloZenih radnika moze do¢i do akutnog

zatajenja bubrega (Di Paolo i sur., 1994).

1.5. ASPERGILLUS VRSTE 1Z SEKCIJE FLAVI

U sekciju Flavi uklju¢eno je 22 vrste. Nekoliko je vrsta iz ove sekcije vazno kako zbog
proizvodnje mikotoksina aflatoksina, ciklopiazoni¢ne kiseline, okratoksina ili koi¢ne kiseline,
tako i zbog fermentacije u proizvodnji orijentalne hrane (Varga i sur., 2011b). Aflatoksin B
hepatokarcinogeni ucinak kod ljudi, Svjetska agencija za istrazivanje raka (eng. International
Agency for Research on Cancer) svrstava ga u karcinogene prve skupine (IARC IA, IARC
2012). U najvecim koli¢inama ga proizvode vrste A. flavus i A. parasiticus (Vargai sur., 2011b;
Samson i sur., 2010). Vrsta A. flavus uzro¢nik je raznih infekcija, od kojih su najznacajnije
invazivne aspergiloze, onihomikoze i keratitis (Manikandan i sur., 2010; Krishnan i sur., 2009).
U industrijskim pogonima za obradu kave, kakaa i zacina u Italiji AFB: detektiran je u
koncentraciji do 45 pg/m® (Brera i sur., 2002), a u pogonima za obradu i skladistenje kukuruza
u Indiji koncentracije u inhalabilnoj prasini bile su 20 — 80 pg/m® (Ghosh i sur., 1997). Na

zivotinjskim farmama u SAD-u, AFB; detektiran je u koncentraciji do ¢ak 4,8 pg/m? (Selim i
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sur., 1998). Buduc¢i da je AFB1 detektiran i u krvi izloZzenih radnika, inhalacija predstavlja

znacajan put izloZenosti aflatoksinima (Brera i sur., 2002; Selim i sur., 1998).

1.6. ASPERGILLUS VRSTE IZ SEKCIJE NIGRI

Sekcija Nigri sastoji se od 28 vrsta (Samson i sur., 2014; Silva i sur., 2011) ukljucujuéi i
nedavno opisanu vrstu Aspergillus labruscus sp. nov. (Fungaro i sur., 2017). Zbog morfoloske
slicnosti vrste unutar sekcije, najzahtjevnije su za razlikovanje. Aspergili iz sekcije Nigri
rasireni su po cijelom svijetu, a mogu se naci na grozdu, kavi, kukuruzu, crvenom luku i mnogoj
drugoj hrani. Dok mnoge vrste uzrokuju propadanje hrane, druge su uklju¢ene u fermentaciju
hrane zbog lucenja hidroliti¢kih enzima, kao $to su amilaza i lipaza te organskih kiselina, kao
Sto su citrat i glukonat (Varga i sur., 2011a; Pitt i Hocking, 2009).

Medu crnim aspergilima izdvajaju se i patogene vrste, primjerice A. niger i A. tubingensis koje
se povezuju s invazivnom pulmonarnom aspergilozom ili otomikozom (Tochigi i sur., 2013;
Szigeti i sur., 2012). Crni aspergili mogu Cesto biti izolirani iz zraka unutarnjeg prostora
ukljucujuci stanove (Jurjevi¢ i sur., 2012b; Rojas i Aira, 2012) i industrijske pogone (Wani i
sur., 2014), a visoko su ucestali u kuénoj prasini (Visagie, Hirooka, i sur., 2014) stoga se vrlo
Cesto povezuju i s alergijama (Mota i Borrego, 2016). Medu crnim aspergilima posebno su
znaCajne vrste proizvodaci mikotoksina OTA, primjerica A. niger, A. welwitschiae i A.
carbonarius, a u novije vrijeme otkriveno je da neke vrste mogu proizvoditi i fumonizine Ba,
B4 i Be (Lamboni i sur., 2016; Logrieco i sur., 2014; Frisvad i sur., 2011). Fumonizini se
opcenito smatraju negenotoksi¢nim karcinogenima, te se smatra da je oksidacijski stres glavni
mehanizam koji dovodi do osteéenja DNA (Domijan i sur., 2015; Segvi¢ Klari¢ i sur., 2007).
Jetra 1 bubrezi su ciljni organi u kojima dolazi do ispoljavanja toksi¢nih uc¢inaka fumonizina
mehanizmom povezanim s poremecajem metabolizma sfingolipida zbog inhibicije ceramid

sintaze (Wang i sur., 1991).
1.7. ASPERGILLUS VRSTE IZ SEKCIJE VERSICOLORES

Do razvoja molekularninh metoda identifikacije aspergila upotrebom genskih markera za ITS
(eng. Internal transcribed spacer), beta tubulin (BenA) i kalmodulin (CaM) (Peterson, 2008)
vrsta A. versicolor bila je jedina vrsta ove sekcije identificirana u stambenim prostorima, a s
kojom su se povezivali $tetni u¢inci na zdravlje ljudi (Engelhart i sur., 2002; Gravesen i sur.,
1999). Od 2012. do danas identificirano je 17 razli¢itih vrsta unutar ove sekcije (Jaksi¢ Despot
i sur., 2017; Tsang i sur., 2016; Jurjevic i sur., 2012a). Ove vrste uglavnom su izolirane iz zraka

i prasine unutarnjih zatvorenih prostora (A. creber, A. cvjetkovicii, A. jensenii, A. protuberus i
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A. puulaauensis), ali i neobi¢nih supstrata kao $to su pcelinje koSnice (A. puulaauensis),
parafina (A. jensenii), gumeni omotac¢ elektri¢nog kabla (A. protuberus) ili plutaju¢i grumen
nafte s Atlantskog oceana (A. creber). Medutim, vrste ove sekcije kontaminiraju i hranu biljnog
i zivotinjskog porijekla (Jurjevic i sur., 2012a). Pored toga, vrsta A. sydowii identificirana je
Siroka rasprostranjenost vrsta iz ove sekcije osobito zabrinjava s obzirom na visok potencijal
tvorbe mikotoksina sterigmatocistina (STC) ¢ije koncentracije dosezu 1% ukupne biomase
producenta (Fog Nielsen, 2003). STC pokazuje razli¢ite toksi¢ne, mutagene i karcinogene
ucinke na zivotinje i proglasen je karcinogenom 2B kategorije (IARC, 1986), odnosno
mogu¢im humanim karcinogenom. Citotoksi¢nost, genotoksi¢nost i imunomodulacijski u€inci
STC kao i ekstrakata aspergila proizvodac¢a STC izoliranih iz zraka pokazani Su u uvjetima in
vitro na Ab49 stanicama (stanice adenokarcinoma pluc¢a) te stanicama THP-1 induciranim u
makrofage (Jaksi¢ Despot, 2016). S obzirom na visoku zastupljenost u prostoru gdje ljudi
borave i rade moze se pretpostaviti rizik za zdravlje uslijed inhalacijske izloZenosti. Neke su
vrste unutar sekcije Versicolores, kao A. versicolor i A. sydowii uzro¢nici onihomikoza i

aspergiloza (Siqueira i sur., 2016; Zhang i sur., 2012; Torres-Rodriguez i sur., 1998).



Obrazlozenje teme

2. OBRAZLOZENJE TEME

Povecana dostupnost vode u supstratu, aw, predstavlja jedan od najznacajnijih faktora za rast
plijesni. Stoga se u gradevnim objektima nakon poplave ocekuje njihov porast na vlaznim
zidovima odakle se putem konidija i dijelova micelija Sire zrakom u okoli$, a taloZzenjem

nakupljaju u prasini u zatvorenim prostorima.

Medu plijesnima koje rastu u ovakvim uvjetima osobito su ucestale vrste roda Aspergillus
kojima aw 0,85 — 0,95 u supstratu predstavlja optimalne uvjete za rast i razmnozavanje. Pri tome
su od posebnog javnozdravstvenog znacaja aspergili iz sekcija Circumdati, Flavi, Nigri i
Versicolores, a obzirom na alergijski i invazivni potencijal te moguénost biosinteze

sekundarnih toksi¢nih metabolita.

Kako bi se procijenio rizik za zdravlje ljudi po inhalaciji praSine optereéene aspergilima

specifi¢ni ciljevi ovog rada su:

e Odrediti ukupnu koncentracije aspergila u prasini te koncentracije aspergila iz sekcija
Circumdati, Flavi, Nigri i Versicolores u prasini (CFU%/g)

e Na temelju morfoloskih obiljezja i molekularnih metoda analize slijedova gena za CaM
identificirati izolate aspergila navedenih sekcija do razine vrste te prikazati njihovu
filogenetsku povezanost

e Procijeniti rizik za zdravlje ljudi koji borave u prostorima prevelike vlaZnosti, s obzirom

na koncentraciju i sastav plijesni u prasini

1 CFU- eng. Colony Forming Unit; broj vijabilnih &estica kao brojéana vrijednost koncentracije plijesni
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. MATERUALI

3.1.1. Mikoloska analiza
Kemikalije i hranjive podloge

e Peptonska voda (Biolife, Italija): pepton 10 g, natrij-klorid (NaCl) 5 g, bezvodni natrijev
hidrogenfosfat (Na2HPO4) 3,5 g i monokalijev fosfat (KH2PO4) 1,5 g otopljeni su u litri
destilirane vode uz zagrijavanje do vrenja. Tako priredena otopina sterilizirana je
autoklaviranjem (121 °C, 15 min) nakon ¢ega je dodan polisorbat 80 (Tween 80; Sigma-
Aldrich, Njemacka) 1% v/v.

e Dikloran 18% glicerolni agar (DG-18; Oxoid, UK): glukoza 10 g, pepton 5 g,
monokalijev fosfat (KH2PO4) 1 g, magnezijev sulfat heptahidrat (MgSOsx7H20) 0,5 g,
agar 15 g, glicerol 220 g, dikloran (0,2% wi/v u etanolu, 1 mL) 2 mg i kloramfenikol
100 mg otopljeni su u litri destilirane vode uz zagrijavanje do vrenja. Tako priredena
otopina sterilizirana je autoklaviranjem (121 °C, 15 min).

e Dikloran-Rose Bengal-kloramfenikolni agar (DRBC; Oxoid, UK): glukoza 10 g, pepton
5 g, monokalijev fosfat (KH2PO4) 1 g, magnezijev sulfat heptahidrat (MgSOsx7H-0)
0,5 g, agar 15 g, dikloran (0,2% wi/v u etanolu, 1 mL) 2 mg i kloramfenikol 100 mg
otopljeni su u litri destilirane vode uz zagrijavanje do vrenja. Tako priredena otopina
sterilizirana je autoklaviranjem (121 °C, 15 min) nakon ¢ega je dodan Rose Bengal (5%
w/v u H20, 0,5 mL) 25 mg.

o Czapek-agar sa kvaséevim ekstraktom (CYA; Difco, SAD): Czapek koncentrat (natrijev
nitrat (NaNOs) 30 g, kalijev klorid (KCI) 5 g, magnezijev sulfat heptahidrat
(MgSO4x7H20) 5 g i zeljezov sulfat heptahidrat (FeSO4x7H20) 0,1 g otopljeni su u
100 mL destilirane vode) 10 mL, otopina elemenata u tragovima (bakrov sulfat
pentahidrat (CuSOsx5H20) 0,5 g i cinkov sulfat heptahidrat (ZnSO4x7H.0) 1 g
otopljeni su u 100 mL destilirane vode) 1 mL, monokalijev fosfat (KH2PO4) 1 g,
kvascev ekstrakt 5 g, saharoza 30 g1 agar 15 g otopljeni su u litri destilirane vode. Tako
priredena otopina sterilizirana je autoklaviranjem (121 °C, 15 min).

e Malt-ekstrakt agar (MEA; Oxoid, UK): Malt ekstrakt (Oxoid CM0059) 50 g, cinkov
ulfat heptahidrat (ZnSOsx7H20) 0,01 g, bakrov sulfat pentahidrat (CuSO4x5H20) 0,005
g otopljeni su u litri destilirane vode. Tako priredena otopina sterilizirana je

autoklaviranjem (121 °C, 15 min).
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Kreatin-sukroza agar (CREA) prireden je prema receptu Samson i sur., 2014: Kreatin
monohidrat 3 g, sukroza 30 g, dikalijev fosfat trihidrat (K:HPO4x3H20) 1,3 g,
bromkrezol ljubicasto 0,05 g, kalijev klorid (KCI) 0,5 g, magnezijev sulfat heptahidrat
(MgSO4x7H20) 0,5 g i Zeljezov sulfat heptahidrat (FeSO4x7H20) 0,01 g, cinkov sulfat
heptahidrat (ZnSO4x7H20) 0,01 g, bakrov sulfat pentahidrat (CuSO4x5H,0) 0,005 g i
agar (So-bi-gel) 15 g otopljeni su u litri destilirane vode. Tako priredena otopina

sterilizirana je autoklaviranjem (121 °C, 15 min).

Uredaji

Autoklav (¢ 300 x 500, Sutjeska, Beograd, Srbija)
Termostatirana tresilica (Orbital Shaker-Incubator Grant-Bio ES20, Grant Instruments
(Cambridge) Ltd., UK)

3.1.2. Izolaciji genomske DNA iz filamentoznih gljivica

Medij za izolaciju DNA: glukoza (10 g/L), pepton (10 g/L) i kvas¢ev ekstrakt (10 g/L)
u destiliranoj vodi.

Sterilni pijesak

Otopina za lizu: natrijev N-lauril sarkozinat 20% w/v u vodi (Sigma-Aldrich,
Njemacka).

Otopina za taloZenje proteina i lipida: natrijev acetat (Kemig, Zagreb, Hrvatska) 5
mol/L, pH = 5%0,02.

Otopine za talozenje, ispiranje i otapanje DNA: izopropanol (Kefo d.o.o., Sisak,
Hrvatska), etanol 96% v/v (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska), Tris-EDTA pufer pH
= 8,5+ 0,02 (Macherey-Nagel GmbH & Co., Njemacka).

3.1.3. Lancana reakcija polimeraze (PCR), pro¢is¢avanje i detekcija produkata reakcije

Kemikalije

PCR reakcijska smjesa: Taq reakcijski pufer (10X, 25 mM MgCl,; Takara Bio SAD),
smjesa polinukleotida (dNTP; 2,5 mM; Takara Bio SAD), Tag DNA polimeraza (250
U; Takara Bio SAD) i voda (Cistoc¢e za upotrebu u molekularnoj biologiji, bez nukleaza;
Takara Bio SAD); uzvodna i nizvodna pocetnica (cmdS i cmd6) za umnaZzanje dijela
gena za kalmodulin (CaM): 5-CCGAGTACAAGGARGCCTTC-3' (cmd5; 32,3 nmol;
Metabion, Njemacka) i 5-CCGATRGAGGTCATRACGTGG-3' (cmd6; 28,7 nmol;
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Metabion, Njemacka)? te DNA kalup (genomska DNA izolirana iz filamentoznih
gljivica). Vodena otopina serumskog albumina goveda (eng. bovine serum albumin,
BSA; Sigma-Aldrich, Njemacka) koncentracije 20 mg/mL po potrebi je koristena kao
dodatak u optimizaciji uvjeta PCR. Koncentracije sastavnica u PCR reakcijskoj smjesi
prikazane su u tablici 1.

e Agaroza (Seakem® LE Agarose, Lonza, SAD)

e TAE pufer 50X sastava tris baza (40 mM), octena kiselina (20 mM) i EDTA (1 mM) u
destiliranoj vodi, pH 8,3 (AccuGENE 50X; Lonza, Belgija). Radna otopina pufera (1X)
priredi se razrjedivanjem destiliranom vodom.

e Pomocna boja za pracenje elektroforeze [eng. loading buffer 6X (Takara, SAD)]

e Fluorescentna boja GelStar 10,000X (Lonza, SAD). Radna otopina boje priredi se
mijeSanjem s pomo¢nom bojom (1:1000). U vodenoj otopini za gel-elektroforezu
ukupno razrjedenje flurescentne boje je 10000.

e Komercijalni set za proci$¢avanje izolirane DNA i PCR produkata (NucleoSpin® Gel
and PCR Clean-up, Macherey-Nagel GmbH & Co., Njemacka)

Tablica 1. Koncentracije sastavnica PCR reakcijske smjese

Sastavnica Koncentracija/25 pL
Reakcijski pufer 1X

dNTP 200 pM

cmd5 0,2 uM

cmdé 0,2 uM

BSA 0-1,2 pg/puL

Tagq DNA polimeraza 1U

Genomska DNA varijabilno ~ 40 pg/pL

Voda za PCR (do 25 pL)

Uredaji i pribor

e Liofilizator (Freeze-dryer ALPHA 1-2 LDplus, Christ, Njemacka)
e Centrifuga (Table top Centrifuge Z 326 K, Hermle, LaborTechnik, Njemacka)
e Vortex (IKA® VORTEX 3, Sigma-Aldrich, Njemacka)

2 A- purinska baza adenin, T-pirimidinska timin, C-pirimidinska baza citozin, G- purinska baza gvanin, R-
purinska baza adenin ili gvanin
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e Termoblok (Eppendorf ThermoMixer® C, Eppendorf, Njemacka)

e Termo-vakuum uparivac (Concentrator Plus, Eppendorf, Njemacka)

e Uredaj za PCR (T-100 Thermal Cycler, BioRad, SAD)

e Sustav za elektroforezu (Sub-Cell® GT Agarose Gel Electrophoresis Systems, BioRad,
SAD)

e UV transiluminator (UVITEC, UK)

3.1.4. Priprema preparata za mikromorfolosku analizu
Kemikalije i pribor

e Polivinilni alkohol (Selvol™ Polyvinyl Alcohol, Sekisui Chemical Co., SAD)

e Etanol 96% v/v (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

e Pokrovna stakalca (24x40 mm, Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co, Njemacka)
e Predmetna stakalca (26x76 mm, Hirschmann Laborgerite GmbH & Co, Njemacka)
e Mikrobioloska eza (Copan Italia S.p.A, Italija)

Uredaji

e Lupa (Stereo Zoom Microscope SZH-ILLD, Olympus, Japan)

e Mikroskop (Microscope BX40, Olympus, Japan)

e Kamera za mikroskop i lupu (Dino-Eye AM7023B digital eyepiece, Dino-Lite US,
Dunwell Tech, SAD)

3.2. METODE

3.2.1. Uzorkovanje

Uzorci obradeni u ovom radu dio su znanstveno istrazivatkog projekta (Stetni udinci
pojedinac¢nih i kombiniranih mikotoksina Aspergillus vrsta-MycotoxA [P-09-2014-5982)
financiran od Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ). Tako je u rujnu 2017. godine prikupljeno
je 17 uzoraka praSine (10 — 20 g) u obnovljenim ku¢ama i obnovljenoj $koli (N = 6) te
neobnovljenim ku¢ama (N = 5) u poplavom pogodenom podrucju u Gunji te u ku¢ama 1 skoli
(N = 6) u kontrolnoj lokaciji Gornji Stupnik. Uzorci prasine sakupljeni su u plasti¢ne vrecice,

hermeticki zatvorene te pohranjene u zamrzivac (-20 °C) do analize.
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3.2.2. Mikoloska analiza

Vagano je 1 — 2 g uzorka prasine te pomijeSano s peptonskom vodom u omjeru 1:18 (mati¢ne
suspenzije). Posude su radi ujednacavanja sadrzaja, postavljene na termostatiranu tresilicu (25
°C, 45 min, 300 o/min). Iz mati¢nih suspenzija prireden je koncentracijski niz (1:10) tako da je
mati¢na suspenzija uzastopno razrijedena Cetiri puta (radne suspenzije) te je po 100 uL
suspenzije svakog od razrjedenja rasporedeno na povrSinu DG-18 i DRBC agara. Tako
priredene hranjive podloge inkubirane su na 25 °C u mraku 5 — 7 dana te je na temelju poraslih

kolonija odredena koncentracija plijesni u prasini (CFU/g) prema formuli:

N = 2C
Vx(m+0,0lxn)xd
N CFU/g; koncentracija vijabilnih plijesni po gramu prasine

>C suma svih poraslih kolonija na DG-18 ili DRBC na dva uzastopna odgovarajuca

razrjedenja >
\/ volumen inokuluma (mL) stavljenog na svaku hranjivu podlogu
N1 broj hranjivih podloga u prvom brojivom razrjedenju
N2 broj hranjivih podloga u drugom brojivom razrjedenju
d razrjedenje iz kojeg su dobiveni prvi brojevi

Porasle gljivice koje su po makroskopskim obiljezjima i mikromorfologiji odgovarale vrstama
roda Aspergillus sekcija Circumdati, Flavi, Nigri i Versicolores izdvojene su na hranjive
podlogu CYA i MEA. Identifikacija na temelju morfoloskih osobina provedena je usporedbom
s odgovaraju¢om literaturom (Samson i sur., 2014; Visagie, Varga, i sur., 2014; Jurjevic i sur.,
2012a; J. Varga i sur., 2011a; J Varga i sur., 2011b; Samson i sur., 2010). Izolati aspergila od
interesa (N = 26) pohranjeni su u Zbirku mikrobnih kultura Zavoda za mikrobiologiju,

Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta (MFBF).

3.2.3. Molekularna identifikacija

Aspergillus vrste od interesa uzgojene su u 1 mL tekuceg hranjivog medija (medij za izolaciju
DNA, poglavlje 3.1.2.) u mikrotubicama (25 °C, 2 — 3 dana) te je iz poraslog micelija proveden
postupak izolacije DNA u nekoliko koraka:

3 Odgovarajuce razrjedenje podrazumijeva broj kolonija koji nije veéi od 150

11



1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Materijali i metode

Micelij je izoliran od tekuc¢eg medija centrifugiranjem (10 min, 18600 g) i uklanjanjem
medija pipetom te ispran dodatkom 1 mL vode koja uklonjena nakon centrifugiranja (10
min, 18600 g). Cisti micelij je zamrznut (-20 °C, 30 min), a potom liofiliziran kroz 24
h.

Stani¢ne strukture lizirane su mljevenjem micelija mikropistilom uz sterilni pijesak te
dodatkom otopine za lizu. Suspenzija stani¢nog lizata inkubirana je u termobloku (70
°C, 15 min, 400 o/min,).

Dodatkom Na-acetata i centrifugiranjem (25 °C, 10 min, 18600 g) istaloZeni su proteini
i ostaci stani¢nog lizata, a DNA je ostala otopljena u nadtalogu koji je pazljivo izdvojen
u Ciste mikrotubice.

Dodatkom hladnog izopropanola (-20 °C) izdvojenom nadtalogu u omjeru 1:1
istalozena je DNA (-20 °C, 15 min). Nakon centrifugiranja (25 °C, 10 min, 18600 g)
nadtalog je uklonjen.

Talog DNA ispran je dodatkom koncentriranog etanola koji je uklonjen nakon
centrifugiranja (25 °C, 10min, 18600 g)

Tragovi etanola u talogu DNA uklonjeni su suSenjem U termo-vakuum uparivacu (30
°C, 15 min, 1400 o/m)

DNA je otopljena u Tris puferu.

Uspjesnost izolacije DNA provjerena je elektroforezom na agarozi (1%) u TAE puferu (1X)

tako da je otopina ispitivane DNA pomijeSana sa radnom otopinom boje (poglavlje 3.1.3.,

Kemikalije) u jazicama na formiranom gelu. Detekcija DNA provedena je na temelju

fluorescencije pod UV svijetlom valne duljine 254 nm.

PCR

Iz tako izoliranih DNA svakog od sojeva, umnozen je dio CaM gena upotrebom pocetnica cmd5

i cmd6 u 25 pL reakcijske smjese (Poglavlje 3.1.3., Kemikalije). Tijek reakcijskih ciklusa PCR

prikazan je u tablici 2:
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Tablica 2. Reakcijski ciklus PCR za CaM

Reakcijski koraci Temperatura/°C  Vrijeme Broj ciklusa

1. Inicijalna denaturacija DNA | 95 5 min 1

2. Denaturacija DNA 95 20s

3. Vezanje pocetnica 52 20s

4. Elongacija 72 40s 10 (od koraka 2-4)
5. Denaturacija 95 20s

6. Vezanje pocCetnica 56 20s

7. Elongacija 72 40 s 25 (od koraka 5-7)
8. Zavr$na elongacija 72 5 min 1

Uspjesnost PCR reakcije provjerena je gel-elektroforezom na temelju fluorescencije PCR
produkta (DNA fragment oko 500 parova baza- pb) mijeSanjem 2 uL PCR produkta s radnom
otopinom boje (poglavlje 3.1.3., Kemikalije).

Prije sekvenciranja PCR produkti procis¢eni su kroz kolone prema uputama proizvodaca.
Ukratko, PCR produkt veZe se za silikagel membranu kolone dodatkom otopine kaotropne soli
(npr. gvanidin tiocijanat ili gvanidin hidroklorid) dok ostali sastojci (ostaci NTP, pocetnica,
dimera pocetnica, BSA, i dr.) prolaze kroz membranu nakon centrifugiranja (1 min, 18600 g).
Silikagel membrana ispire se etanolom uz centrifugiranje (1 min, 18600 g), osusi u termo-
vakuum uparivacu (30 °C, 10 min, 1400 o/min), a potom se DNA (pro¢is¢eni PCR produkt)

ispire s membrane dodatkom Tris-EDTA pufera (pH 8,5) na sobnoj temperaturi.

Filogeneticka analiza

Nukleotidni sljedovi dijela gena za kalmodulin (CaM) odredeni za izolate aspergila sravnjeni
su upotrebom MUSCLE analize (eng. MUItiple Sequence Comparison by Log- Expectation;
Edgar, 2004) programskog paketa MEGA 7.0. (Kumar i sur., 2016) te je provedena
preliminarna identifikacija do razine vrste pomocu programa BLAST (eng. Basic Local
Alignment Search Tool) usporedbom s nukleotidnim sljedovima dijela gena CaM pohranjenim
u bazi nukleotidnih sljedova NCBI (eng. National Center for Biotechnology Information)

dostupnoj na mreznoj stranici https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Kako bi se jasno razlucile

pojedine vrste rasporedene u sekcije, iz ove baze prikupljeni su sljedovi nukleotida CaM izolata

aspergila (Samson 1 sur. 2014) te je provedena i filogeneticka analiza. Na temelju sravnjenih
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sljedova nukleotida CaM ispitivanih izolata aspergila i prethodno identificiranih vrsta aspergila
(tablica 3) u programskom paketu MEGA 7.0 filogeneticko stablo izra¢unato je metodom
najvece vjerodostojnosti (eng. Maximum Likelihood) po modelu Tamura-Nei (Tamura & Nei
1993) te uz parametrijski model koji ukljuCuje supstituirane nukleotide kao 1 mjesta bez
varijacije (GTR+Il, eng. Generalised time reversible). Procjena pouzdanosti pojedinih
podskupina filogeneti¢kih rekonstrukcija provedena je usporedbom 500 pseudouzoraka tzv.
bootstrap metodom. Homologija genskih sljedova ispitana je pretragom prema sli¢nosti

nukleotid-nukleotid dostupnoj na internetskoj stranici NCBI.

Tablica 3. Vrste aspergila koriStene u filogenetskoj analizi

Naziv vrste Sifia izolata GenBank” Literatura

A. ochraceus NRRL 419 EU021680.1 Peterson, 2008

A. pallidofulvus NRRL 4789 EF661389.1 Peterson, 2008

A. flavus NRRL 1957 EF661508.1 Peterson, 2008

A. tubingensis NRRL 4875 EF661151.1 Peterson, 2008

A. uvarum CBS 121591 FN594559.1 Samson i sur. 2014
A. welwitschiae CBS 139.54 KC480196.1 Hong i sur. 2013

A. puulaauensis NRRL 58602 JN854048.1 Jurjevié i sur. 2012a
A. sydowii NRRL 5585 JN854039.1 Jurjevi¢ i sur. 2012a
A. griseoaurantiacus | CBS 138191 KJ775357.1 Visagie i sur. 2014
A. jensenii NRRL 225 JN854020.1 Jurjevié¢ i sur. 2012a
A. lizukae NRRL 3750 EF669555.1 Peterson, 2008

A. insuetus NRRL 279 EF652369.1 Peterson, 2008

“ pristupni broj za slijed nukleotida CaM

3.2.4 Izrada mikroskopskih preparata

Po jedan izolat svake identificirane vrste iz sekcija Circumdati, Flavi, Nigri i Versicolores
izoliran je na MEA agar i inkubiran u mraku 3 — 5 dana (25 °C, 3 dana za sekcije Circumdati,
Flavi, Nigri, a za sekciju Versicolores 5 dana). Na predmetno stakalce stavljena je jedna kap
polivinilnog alkohola na koju je ubodnom ezom prebacen dio kulture. Prije stavljanja
pokrovnog stakalca radi uklanjanja spora dodan je etanol. Tako priredeni preparat promatran je

pod mikroskopom pod povecanjem do 400 puta uz fotografiranje.

14



Rezultati

4. REZULTATI

4.1. POJAVNOST I BIOLOSKA RAZNOLIKOST VRSTA RODA ASPERGILLUS 1Z
SEKCIJA CIRCUMDATI, FLAVI, NIGRI | VERSICOLORES U UZORCIMA PRASINE NA
POJEDINIM LOKACIJAMA.

Ukupna koncentracija aspergila u prasini kao i koncentracije aspergila po sekcijama od interesa
izraCunate su na temelju porasta na DG-18 odnosno DRBC agaru te su rezultati prikazani u
tablicama 4 i 5.

Ukupne koncentracije aspergila u prasini bile su oko 50 puta veéa u uzorcima prasine iz
obnovljenih lokacija u Gunji u odnosu na kontrolno podruéje. Pri tome su koncentracije
aspergila izmjerene u prasini iz obnovljenih lokacija bile 5 — 10 puta vece u odnosu na one iz

neobnovljenih lokacija (tablica 4).

Koncentracija aspergila iz sekcije Circumdati bila je do 10 puta veca u prasini iz obnovljenih
lokacija u Gunji u odnosu na koncentraciju u prasini iz kontrolnog podruéja, dok u prasini s

neobnovljenih lokacija u Gunji nije bilo aspergila iz ove sekcije (tablica 5).

Aspergili iz sekcije Flavi izolirani su samo iz prasine iz Gunje, a pri tome su im koncentracije
u prasini bile oko 10 puta veée u uzorcima s neobnovljenih u odnosu na obnovljene lokacije
(tablica 5).

Aspergili iz sekcije Nigri najucestaliji su bili u prasini s obnovljenih lokacija u Gunji, a
koncentracije u prasini bile su oko 15 puta vece u odnosu na koncentracije u prasini s kontrolnih
lokacija. Crni aspergili izolirani su i iz prasine s jedne neobnovljene lokacije u Gunji gdje im je

izmjerena koncentracija bila oko 5 puta manja u odnosu na obnovljene lokacije (tablica 5).

Aspergili iz sekcije Versicolores izolirani su iz prasine s najveéeg broja lokacija, odnosno tri
neobnovljene i pet obnovljenih lokacija u Gunji te s pet lokacija u kontrolnom podrucju. Pri
tome su im koncentracije u prasini prikupljene na obnovljenim lokacijama bile oko 400 puta

vece u odnosu na neobnovljene lokacije, odnosno oko 200 puta u odnosu na kontrolne lokacije.
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Tablica 4. Ukupna koncentracija aspergila u uzorcima prasine prikupljenih tijekom rujna 2017.

godine

Obnovljene lokacije
(Gunja)
Neobnovljene
lokacije (Gunja)
Kontrolne lokacije
(Gornji Stupnik)

DG-18 DRBC
CFU/g CFU/g

n/N X+ SD Min—Maks n/N X+SD Min— Maks
6/6  8,3x10%+ 1,62x10%— 5/6  6,0x10*+ 1,6x10%—

1,2x10° 3,3x10° 8,4x10* 1,9x10°
4/5  1,5x10% + 0-5,3x10* 4/5  47x10%+ 3,2x10%-—

2,3x10* 5,2x10° 1,1x10*
6/6 16x10°+  1,62x10°—  2/6 2,6x10°+ 17,9 —

1,1x10° 3,3x10°

3,7x10° 5,2x10°
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Tablica 5. Ukupna koncentracija aspergila iz naznaCenih sekcija U uzorcima praSine

prikupljenih tijekom rujna 2017. godine

sekcija Circumdati

DG-18 DRBC
CFU/g CFU/g
n/N X+ SD Min — Maks n/N X+SD  Min— Maks
Obnovljene 3/6  595+449 17,9— 2/6  1,12x10% + 35,7 —
lokacije (Gunja) 1,07x10? 1,84x10°  3,25x10°
Neobnovljene 0/5 - - 0/5 - -
lokacije (Gunja)
Kontrolne lokacije  0/6 - - 1/6  1,62x10% + -
(Gornji Stupnik) 0
sekcija Flavi
DG-18 DRBC
CFU/g CFU/g
n/N X + SD Min — Maks n/N X £ SD Min — Maks
Obnovljene 2/6  3,43x10%+ 35,7 - 0/6 - -
lokacije (Gunja) 4,34x10? 6,49x10?
Neobnovljene 1/5 5,36x10%+ - 3/5 3,36x10%°+  1,62x10%—
lokacije (Gunja) 0 5,53x10° 9,74x10°
Kontrolne lokacije  0/6 - - 0/6 - -
(Gornji Stupnik)
sekcija Nigri
DG-18 DRBC
CFU/qg CFU/g
n/N X+£SD  Min—-Maks n/N X+ SD Min — Maks
Obnovljene 5/6  1,39x10%+ 17,9 — 3/6 9,05x10%?+  1,25x10%—
lokacije (Gunja) 1,42x103 3,90x10° 8,30x10? 1,62x103
Neobnovljene 1/5  3,25x10% + - 0/5 - -
lokacije (Gunja) 0
Kontrolne lokacije =~ 2/6 ~ 99 +89,5 35,7 2/6  2,52x10% + 17,9 —
(Gornji Stupnik) 1,62x10? 3,31x10? 4,87x10?
sekcija Versicolores
DG-18 DRBC
CFU/g CFU/g
n/N X+ SD Min — Maks n/N X+ SD Min — Maks
Obnovljene 5/6 5,61x10*+ 1,62x10°— 1/6 1,87x10°%0 -
lokacije (Gunja) 1,16x10° 2,92x10°
Neobnovljene 2/5  3,69x10% + 89,3 - 2/5 1,22x10°+  8,12x10% —
lokacije (Gunja) 3,96x10? 6,49x10? 5,71x10? 1,62x10°
Kontrolne lokacije ~ 5/6  8,22x10% + 53,6 — 1/6 4,55x10%+0 -
(Gornji Stupnik) 7,73x102 1,79x10°
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4.2 MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA IZOLATA ASPERGILA

Prikupljeni izolati aspergila (N = 26) iz prasine na temelju genskog markera CaM identificirani
Su u dvanaest razlicitih vrsta: Circumdati (A. ochraceus, A. pallidofulvus), Flavi (A. flavus),
Nigri (A. tubingensis, A. uvarum i A. welwitschiae), Versicolores (A. griseoaurantiacus, A.
jensenii, A. puulaauensis, i A. sydowii), a dva izolata morfoloskih sli¢nosti s aspergilima iz
sekcije Versicolores identificirani su kao vrste iz sekcije Terrei (A. iizukae, N = 1) i Usti (A.
insuetus, N = 1). U tablici 6 svaki od analiziranih izolata pridruzen je odgovarajucoj vrsti te
lokaciji uzorkovanja. Aspergili izolirani iz kuéne prasine koja je prikupljena na obnovljenim
lokacijama u Gunji pokazali su najvecu bioraznolikost obzirom te su prikupljeni izolati
identificirani kao 7 razli¢itih vrsta: A. flavus, A. iizukae, A. ochraceus, A. puulaauensis, A.
tubingensis, A. uvarum i A. welwitschiae. Medu izolatima aspergila iz neobnovljenih lokacija
identificirane su 4 razliCite vrste: A. flavus, A. welwitschiae, A. sydowii i A. jensenii, a iz
kontrolnog podruc¢ja u Gornjem Stupniku 5 razli¢itih vrsta: A. griseoaurantiacus, A.
pallidofulvus, A. tubingensis , A. welwitschiae.

Filogeneticko stablo (slika 1) potvrduje identitet pojedinih izolata aspergila, asignira ih

pripadaju¢im sekcijama uz medusobnu filogenticku povezanost.
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Tablica 6. Identificirani izolati aspergila iz praSine S naznacenih lokacija

Sekcija Vrsta MFBF Lokacija

Circumdati | A. ochraceus AC 12685 Gunja, obnovljene lokacije
Circumdati | A. ochraceus AC 12688 Gunja, obnovljene lokacije
Circumdati | A. ochraceus AC 12689 Gunja, obnovljene lokacije
Circumdati | A. pallidofulvus AC 12744 Gornji Stupnik, kontrolne lokacije
Flavi A. flavus AF 12685 Gunja, obnovljene lokacije

Flavi A. flavus AF 12686 Gunja, obnovljene lokacije

Flavi A. flavus AF 12691 Gunja, neobnovljene lokacije
Flavi A. flavus AF 12693 Gunja, neobnovljene lokacije
Nigri A. tubingensis AN 12685 Gunja, obnovljene lokacije

Nigri A. tubingensis AN 12690 Gunja, obnovljene lokacije

Nigri A. tubingensis AN 12741 Gornji Stupnik, kontrolne lokacije
Nigri A. uvarum AN 12686 Gunja, obnovljene lokacije

Nigri A. welwitschiae AN 12687 Gunja, obnovljene lokacije

Nigri A. welwitschiae AN 12689 Gunja, obnovljene lokacije

Nigri A. welwitschiae AN 12693 Gunja, neobnovljene lokacije
Nigri A. welwitschiae AN 12742A  Gornji Stupnik, kontrolne lokacije
Nigri A. welwitschiae AN 12742B  Gornji Stupnik, kontrolne lokacije
Nigri A. welwitschiae AN 12744A  Gornji Stupnik, kontrolne lokacije
Nigri A. welwitschiae AN 12744B  Gornji Stupnik, kontrolne lokacije
Terrei A. lizukae AT 12686 Gunja, obnovljene lokacije

Usti A. insuetus AU 12741 Gornji Stupnik, kontrolne lokacije
Versicolores | A. puulaauensis AV 12688 Gunja, obnovljene lokacije
Versicolores | A. puulaauensis AV 12689 Gunja, obnovljene lokacije
Versicolores | A. sydowii AV 12691 Gunja, neobnovljene lokacije
Versicolores | A. jensenii AV 12694 Gunja, neobnovljene lokacije
Versicolores | A. griseoaurantiacus AV 12745 Gornji Stupnik, kontrolne lokacije
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Slika 1. Filogeneticko stablo temeljeno na usporedbi slijedova nukleotida genskog markera

CaM. Broj¢ane vrijednosti uz pojedini ogranak odgovaraju bootstrap vrijednostima ogranka.

T=ex-type.
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4.3. MORFOLOSKA OBILJEZJA IDENTIFICIRANIH VRSTA

Za opis makroskopskih obiljezja i mikromorfologije razli€itih vrsta aspergila koriStene su
hranjive podloge CYA i MEA. S druge strane, CREA agar je koristen kako bi se utvrdilo je li
ispitivana vrsta aspergila proizvoda¢ kiseline. Naime, u CREA agar ugraden je kiselo-bazni
indikator bromkrezol ljubi¢asto koji pri pH vrijednosti nizoj od 6,8 mijenja boju iz ljubi¢aste u
zutu.

Obe identificirane vrste aspergila iz sekcije Circumdati, A. ochraceus i A. pallidofulvus (slika
2) formiraju brzorastuce kolonije promjera 50 — 60 mm zute do oker-zute boje na CYA (slika
2, 1A 1 2A) i MEA (slika 2, 1B i 2B) agaru. Analizom mikromorfologije za obje vrste uocene
su velike konidijalne glavice, nesto veée kod A. ochraceus, konidiofora grubih stijenki s velikim

okruglim vezikulom oko kojih su rasporedene cilindri¢ne metule i fijalide (slika 2, 1C i 2C).

Vrste iz ove sekcije nisu rasle na CREA agaru, niti su lucile kiseline.

Slika 2. Morfologija kolonija Aspergillus vrsta iz sekcije Circumdati: 1 A. ochraceus, 2 A.
pallidofulvus nakon uzgoja 7 dana pri 25 °C na hranjivim podlogama CYA (A) i MEA (B).
Mikromorfologija konidijalnih glavica (C) nakon uzgoja 5 dana pri 25 °C na MEA.
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Vrstu A. flavus (sekcije Flavi) karakteriziraju brzorastuce zelene kolonije promjera 65 — 75 mm
na CYA agaru (slika 3A), odnosno 55 — 65 mm na MEA agaru (slika 3B). Analizom
mikromorfologije uoc¢ene su konidijalne glavice, manje u odnosu na vrste iz sekcije Circumdati,

glatkih konidiofora s okruglim vezikulom i cilindri¢nim fijalidama (slika 3C).

Slika 3. Morfologija kolonija Aspergillus vrste iz sekcije Flavi, A. flavus nakon uzgoja 7 dana
pri 25 °C na hranjivim podlogama CYA (A) 1 MEA (B). Mikromorfologija konidijalnih glavica
(C) nakon uzgoja 5 dana pri 25 °C na MEA.

Medu crnim aspergilima identificirane su tri razli¢ite vrste A. tubingensis, A. uvarum i A.
welwitschiae vrlo slicnih morfoloskih obiljezja. Formiraju brzorastuce kolonije, crne ili smede-
crne boje sa bijelim rubom. Vrste A. tubingensis na CYA agaru ima kolonije promjera 45 — 55
mm (slika 4, 1A), ana MEA agaru 20 — 23 mm (slika 4, 1B). Analizom mikromorfologije uo¢en
je glatki konidiofor s okruglim vezikulom te konidijalna glavica gradena od metula i fijalida
cilindri¢nog oblika (slika 4, 1C). Kolonija vrste A. uvarum na CYA agaru ima promjer 50 — 55
mm (slika 4, 2A), a na MEA agaru 40 — 45 mm (slika 4, 2B). Konidijalne glavice nesto su
manje u odnosu na A. tubingensis (slika 4, 2C). Za A. welwitschiae na CYA agaru izmjeren je
promjer 55 — 60 mm (slika 4, 3A). Na MEA agaru raste sporije pa je nakon jednakog perioda
inkubacije izmjeren gotovo dvostruko manji promjer od 25 — 28 mm (slika 4, 3B). Konidijalne
glavice sli¢ne su onima vrste A. tubingensis te ih karakteriziraju glatki konidiofori okruglih
vezikula i glavice gradene od metula i fijalida oko kojih se nalaze smede-crne konidije (slika 4,
30C).

22



Rezultati

Slika 4. Morfologija kolonija Aspergillus vrsta iz sekcije Nigri: 1 A. tubingensis, 2 A. uvarum,
3 A. welwitschiae nakon uzgoja 7 dana pri 25 °C na hranjivim podlogama CYA (A) i MEA (B).
Mikromorfologija konidijalnih glavica (C) nakon uzgoja 5 dana pri 25 °C na MEA.

Identificirane vrste iz sekcije Versicolores (A. puulaauensis, A. sydowii, A. griseoaurantiacus i
A. jensenii prikazane su naslici 5. Kolonije rastu sporo i na CYA i na MEA agaru. Prvih su par
dana bijele boje, a zatim postanu Zute, naranéaste, zelene, putenaste i sl. Promjeri kolonija vrste
A. puulaauensis na CYA i MEA agaru su 17 — 20 mm (slika 5, 1A i 1B), a analizom
mikromorfologije, uo¢eno je da su konidiofori glatki, bijelo-zute boje, vezikul je kruskolik, a
konidijalna glavica gradena od metula i fijalida (slika 5, 1C). Kolonije vrste A. sydowii na CYA
agaru su promjera oko 20 mm (slika 5, 2A) i na MEA agaru 23 — 25 mm (slika 5, 2B).

Konidiofori su glatki i bezbojni, vezikul je okrugao, a konidijalna glavica takoder gradena od
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metula i fijalida (slika 5, 2C). Vrsta A. griseoaurantiacus ima kolonije promjera na 20 — 22 mm
CYA i MEA agaru (slika 5, 3A i 3B). Konidiofori su glatki, smede boje, vezikul je izduzen, a
konidijalne glavice slicne su metlicama karakteristicnim za plijesni roda Penicilium (slika 5,
3C). Promjeri kolonija vrste A. jensenii su i na CYA i na MEA agaru 13 — 15 mm (slika 5, 4A
i 4B). Konidiofori su gratki, bijelo-Zzute boje, vezikul je kruskolik, a konidijalna glavica gradena

je od metula i fijalida (slika 5, 4C). Cesto su prisutne metlice kao kod plijesni roda Penicillium.
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Slika 5. Morfologija kolonija Aspergillus vrsta iz sekcije Versicolores: 1 A. puulaauensis, 2 A.

sydowii, 3 A. griseoaurantiacus, 4 A. jensenii nakon uzgoja 7 dana pri 25 °C na hranjivim
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podlogama CYA (A) i MEA (B). Mikromorfologija konidijalnih glavica (C) nakon uzgoja 5
dana pri 25 °C na MEA.

Takoder su izolirane i analizirane vrste koje nisu pripadnici ni jedne od etiri sekcija od interesa,
iako su po makroskopskim obiljezjima (pigmentacija konidija, promjer) slicni vrstama sekcije
Versicolores. To su A. iizukae (N = 1) iz sekcije Terrei i A. insuetus (N = 1) iz sekcije Usti.
(slika 5.

Kolonije vrste A. iizukae na CYA agaru Zute su boje, promjera oko 25 mm (slika 6, 1A), a na
MEA agaru bijele do zute boje i promjera oko 20 mm (slika 6, 1B). Konidiofori su glatki,
vezikul je okrugao do kruskolik, a konidijalne glavice su gradene od metula i fijalida (slika 6,
1C).

Kolonije vrste A. insuetus sive su boje i na CYA agaru promjera 30 mm (slika 6, 2A), a na
MEA 35— 40 mm (slika 6, 2B), a analizom mikromorfologije uoceno je da je konidiofor grubih
stijenki i razli¢ito obojen (zeleno do zuto-sivo), a vezikul gotovo okrugao (slika 6, 2C).

Konidijalne su glavice gradene od metula i fijalida te su lagano izduZene (slika 6, 2C).

Slika 5. Morfologija kolonija Aspergillus vrsta iz sekcije Terrei: 1 A. iizukae i sekcije Usti: 2
A. insuetus, nakon uzgoja 7 dana pri 25 °C na hranjivim podlogama CYA (A) i MEA (B).
Mikromorfologija konidijalnih glavica (C) nakon uzgoja 5 dana pri 25 °C na MEA.
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Medu svim isptanim vrstama samo su vrste A. flavus (slika 7 A) i A. welwitschiae (slika 7 B)
pokazale slab porast na CREA agaru. Pri tome je intenzivnije izlu€ivanje kiseline uoc¢eno kod

vrste A. welwitschiae (slika 7 B).

Slika 6. Porast kolonija vrste A. flavus (A) i A. welwitschiae (B), nakon uzgoja 7 dana pri 25 °C
na hranjivoj podlozi CREA.
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5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su razlike u kvantitativnom i kvalitativnom sastavu praSine
s obzirom na lokacije uzorkovanja. Pri tome su uocene neke razlike ovisno o odabranoj
hranjivoj podlozi. DG-18 agar je podloga niZzeg aw, u odnosu na DRBC pa se mogu oc¢ekivati
razlike u kvalitativnom i kvantitativnom sastavu poraslih plijesni. lako DG-18 i DRBC
podjednako podrzavaju rast aspergila iz sekcija od interesa (Samson i sur., 2010) podaci u
tablicama 4 1 5 ukazuju na razlike u izraCunatim koncentracijama. One proizlaze iz razloga $to
brzorastuci kserofilni aspergili iz sekcije Aspergillus na DG-18 agaru cesto dominiraju i
prerastu aspergile iz veéine ostalih sekcija Sto se u konacnici odrazava na njihove koncentracije.
U uzorcima praSine iz obnovljenih ku¢a u Gunji, aspergili su bili prisutni u najvisim
koncentracijama (8,3x10* + 1,2x10° CFU/g) koje su bile 5 puta veée nego u neobnovljenim,
odnosno oko 50 puta vise u odnosu na kontrolne lokacije. Manji broj aspergila u prasini sa
neobnovljenih lokacija proizlazi iz toga $to se u ovoj prasini ocekuje pojavnost plijesni
karakteristi¢nih za vanjski zrak u kojemu je opcéenito manje aspergila u odnosu na zatvorene
prostore. Koncentracije aspergila iz sekcija Circumdati, Flavi, Nigri i Versicolores bile su
viSestruko veée u poplavom pogodenom podruc¢ju Gunje odnosu na kontrolne lokacije. Pri tome

aspergili iz sekcije Flavi nisu bili izolirani iz prasine s kontrolnih lokacija.

Mnoge vrste aspergila iz pojedinih sekcija ne mogu se razlikovati na temelju mikromorfologije
i makroskopskih obiljezja kolonija poraslih na razli¢itim hranjivim podlogama. lako je ITS tzv.
barcode za aspergile, tek primjenom sekundarnih genskih markera kao §to je CaM moguce je
razlikovati vrste unutar pojedinih sekcija (Samson, 2014). Medutim, na temelju porasta na
specificnoj hranjivoj podlozi kao $to je CREA agar moguce je detektirati vrste proizvodace
organskih kiselina kao §to je pokazano za A. flavus i A. welwitschiae. Vrsta A. flavus luci
aspergili¢nu, ciklopiazonsku, koji¢nu i 3-nitropropionsku kiselinu, a vrsta A. welwitschiae luci

tensiui¢nu kiselinu A, B, C, D i F (Samson i sur., 2014; Lamboni i sur., 2016).

Aspergili izolirani iz kuéne prasSine koja je prikupljena na obnovljenim lokacijama u Gunji
pokazali su najvecu bioraznolikost te je medu njima identificirano 7 razli¢itih vrsta: A. flavus,
A. lizukae, A. ochraceus, A. puulaauensis, A. tubingensis, A. uvarum i A. welwitschiae. Vrste iz
sekcija Circumdati, Flavi, Nigri i Versicolores pokazale su se najucestalijim vrstama aspergila
I U opseznom istrazivanju uzoraka prasine prikupljene iz 9 razli¢itih zemalja svijeta (Australija,
Indonezija, Meksiko, Mikronezija, Novi Zeland, Juzna Afrika, Tajland, UK i Urugvaj) u
kojemu je 1160/7904 izolata plijesni iz prasine pripadalo aspergilima (Visagie i sur., 2014). U
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nedavno provedenom istrazivanju nakon uragana Sandy koji je zahvatio podrucje isto¢ne obale
SAD-a medu 36 prikupljenih izolata identificirano je samo 3 razliite vrste aspergila medu
istrazivanja bioraznolikosti plijesni koje koloniziraju vlazne zidove medu najceSée izolirane
vrste aspergila spadaju A. versicolor, A. flavus, A. sydowii, A.ochraceus te aspergili iz sekcije
Aspergillus (Andersen i sur., 2011). Istrazivanjem poplavljenog podru¢ja u New Orleansu,
SAD, nakon uragana Katrina i Rita u neobnovljenim ku¢ama ustanovljeno je kako je mikoflora
poplavom zahvacenih kuca drugacija nego neostecenih kuca te kako je nakon obnavljanja kuc¢a

smanjena koli¢ina plijesni (Bloom i sur., 2009).

Ranije provedenim istrazivanjima na ljudskim staniénim linijama ekstrakti aspergila iz sekcija
Flavi, Nigri i Versicolores izoliranih iz zraka radnih sredina i mlina Zitarica pokazali su toksi¢ni
(citotoksi¢ni i genotoksiéni) i imunomodulacijski potencijal na stanicama adenokarcinoma
pluca (A549) i stanicama monocitne leukemije (THP-1) induciranim u makrofage (Jaksi¢
Despot, 2016). S obzirom na to da su istrazivanjem bioraznolikosti aspergila u uzorcima prasine
iz poplavom pogodenog podrucja identificirane vrste aspergila poznatog potencijala toksi¢nosti
(A. flavus, A. welwitschiae, A. tubingensis, A. jensenii) po inhalaciji kontaminirane prasine

moze doci do ispoljavanja njihovih toksi¢nih u¢inaka u diSnom sustavu kod izloZenih ljudi.

Medu najtoksi¢nije sekundarne metabolite vrsta A. welwitschiae i A. ochraceus spada OTA.
Dostupni podaci u literaturi upucuju na uzroéno-posljedi¢nu vezu izmedu inhalacije zraka
opterecenog plijesnima proizvodacima OTA i glomeruloskleroze te akutnog zatajenja bubrega
i inhalacije (Hope i Hope, 2012; Di Paolo i sur., 1994). Vrsta A. flavus proizvodi kancerogeni
mikotoksin AFB:. Iako je toksi¢ni i kancerogeni uc¢inak AFB1 primarno usmjeren na jetru i
povezuje se s ingestijom kontaminirane hrane, AFB: je detektiran i u krvi profesionalno
izlozenih radnika (Brera i sur., 2002; Selim i sur., 1998). Takoder je utvrdena i povezanost
inhalacije AFB: i karcinoma pluca kod radnika zaposlenih u obradi kikirikija i sjemenki lana
kontaminiranih aflatoksinogenim vrstama (Hayes i sur., 1984). Medutim, rezultati nedavno
provedenog istrazivanja na A549 stanicama i THP-1 stanicama induciranim u makrofage
upucuju na toksi¢nost ekstrakata vrste A. flavus bez obzira radi li se o vrsti koja proizvodi AFB1
STC kojeg proizvode gotovo sve vrste iz sekcije Versicolores (Jurjevi¢ i sur., 2013; Jaksi¢
Despot i sur., 2016), a medu njima i ovdje identificirane vrste A. jensenii, A. puulaauensis, A.
sydowii i A. grisecaurantiacus. U nedavnom istrazivanju STC je detektiran u uzorcima prasine

iz mlina Zzitarica u koncentraciji od 0,06-2,35 pg/g, a procijenjeno je da inhalacijom u di$ni
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sustav izlozenih ljudi moze dospjeti do 0,42 pg (Jaksi¢ Despot i sur., 2016). S obzirom na to da
je toksi¢nost ove koncentracije STC pokazana u uvjetima in vitro (Jaksi¢ Despot i sur., 2016),
pretpostavlja se da postoji znacajan zdravstveni rizik izloZenosti ljudi inhalabilnoj prasini koja
je optere¢ena sa STC. U istrazivanju obuhva¢enom ovim studentskim radom, utvrdene su
visoke koncentracije aspergila proizvodaca STC u uzorcima prasine iz obnovljenih kuca u
Gunji (5,61x10* + 1,16x10° CFU/g). Ove koncentracije su bile do 500 puta veée u odnosu na
koncentracije u prasini iz kontrolnog podrucja. S obzirom na to da identificirane vrste aspergila
imaju genetski potencijal biosinteze STC, po inhalaciji prasine optereene visokom
koncentracijom aspergila iz sekcije Versicolores moze do¢i do ispoljavanja toksi¢nih u¢inaka

u diSnom sustavu izlozenih ljudi.

Osim toksic¢nih u¢inaka povezanih sa mikotoksinima, aspergili se Cesto povezuju s alergijama
(Shin i sur., 2004; Kurup i Banerjee, 2000). Ovi simptomi mogu biti osobito izrazeni u uvjetima
povecanih koncentracija aspergila u prasini kakve su detektirane u uzorcima prasine iz Gunje.
Pored toga, ovisno o stanju imunosnog sustava izlozenih ljudi, neke od identificiranih vrsta
uzro¢nici su mikoza, primjerica A. flavus i aspergili iz sekcije Nigri (Hedayati i sur., 2007;
Klich, 2006). Nepovoljne u¢inke po zdravlje ljudi moguce je prevenirati sanacijom poplavom
pogodenih objekata te redovitim c¢iS¢enjem 1 provjetravanjem prostora u kojima ljudi

svakodnevno borave.

Jedna od zanimljivost ovog istrazivanja je identifikacija vrste A. iizukae izolirane iz praSine
prikupljene na obnovljenoj lokaciji u Gunji. Prema dostupnim podacima o sekundarnim
metabolitima koje proizvodi ova vrsta postoji opravdani potencijal primjene u farmaceutskoj
industriji. Naime, A. iizukae izoliran je s povrsine biljke sikavica, Silypbum marianum koja se
ve¢ stolje¢ima koristi u lije€enju jetrenih oboljenja, ukljucujuéi ciroze i hepatitisa. Sikavica
proizvodi silimarin koji je mjeSavina najmanje sedam flavonolignana, kao S§to su silibin A 1 B,
izosilibin A i B te flavonoida taksifolina (Kroll i sur., 2007). Istrazivanje je pokazalo kako
dodatak dijelova listova S. marianum stimulira plijesan A. iizukae na biosintezu flavonolignana
silibina A1 B (Kroll i sur., 2007). Prema dostupnim istrazivanjima vrsta A. iizukae izolirana je
iz zemlje i zraka (Hubka i sur, 2015), ali i kukca Gryllus testaceus (Li i sur., 2016). Po prvi put
je ova vrsta izolirana iz kuéne prasine i to u obnovljenim lokacijama u Gunji. Medutim, ova
pojava nije neuobicajena S obzirom na to da ljudi, a pogotovo djeca, redovito unose odredene
koli¢ine zemlje izvana u kucu preko obuce, a i kuéni ljubimci pridonose raznolikosti mikoflore
u kuénoj prasini. Tijekom provodenja uzorkovanja stanovnici obnovljenih ku¢a u Gunji pozalili

Su se na brojnost neuobicajenih kukaca koje su primijetili u svojim domovima nakon poplave.
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lako identifikacija kukaca izlazi iz okvira ovog istrazivanja, moze se pretpostaviti da oni

svakako pridonose bioraznolikosti plijesni u ku¢noj prasini.

Na temelju genskog markera CaM izolat koji je morfoloski pokazivao sli¢nost s aspergilima iz
sekcije Versicolores identificiran je kao vrsta A. insuetus srodne sekcije Usti sto je potvrdeno i
filogenetickom analizom medu prikupljenim izolatima i standardnim identificiranim sojevima
prikupljenim iz online dostupne baze NCBI. Vrste iz ove sekcije ve¢inom su izolirane iz tla
(Samson i sur., 2011), stoga ne ¢udi ni prisutnost vrste A. insuetus u uzorku kuéne prasine iz
kuce s kontrolne lokacije. Zanimljivo je kako je A. insuetus izoliran i iz mediteranske morske
spuzve (Psammocinia sp.), a od metabolita lu¢i meroterpene insuetolide i seskviterpene
(Houbraken i sur., 2007). lako se ova vrsta ne povezuje s infekcijama kod ljudi, srodna vrsta,
A. ustus, povezuje se s infekcijama slabog odgovora na antifungalnu terapiju kod

imunokompromitiranih pacijenata (Panackal i sur., 2006).
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata iz ovog istrazivanja mozemo izvuci sljedece zakljucke:

Koncentracije aspergila u prasini (8,3x10* + 1,2x 10° CFU/g) iz poplavom pogodenog
podrucja Gunje vece su 50 puta u odnosu na one u kontrolnim uzorcima.

Aspergili iz sekcija Circumdati, Nigri i Versicolores ucestaliji u prasini prikupljenoj na
obnovljenim lokacijama u Gunji, a aspergili iz sekcije Flavi na neobnovljenim
lokacijama.

Osobito visoke koncentracije izmjerene su za aspergile iz sekcije Versicolores
(5,61x10* + 1,16x10° CFU/g) te su bile do 200 puta veée u odnosu na koncentracije
izmjerene na kontrolnim lokacijama.

Molekularna metoda identifikacije pomocu genskog markera CaM omogudila je
razlikovanje 10 razli¢itih vrsta rasporedenih u sekcije od interesa. Medu njima su se
najraznolikijima pokazali aspergili iz sekcije Versicolores koji su identificirani kao
Cetiri razli¢ite vrste (A. griseoaurantiacus, A. jensenii, A. puulaauensis i A. sydowii).
Medu izolatima iz sekcije Nigri identificirane su tri razlicite vrste (A. tubingensis, A.
uvarum i A. welwitschiae), dvije unutar sekcije Circumdati (A. ochraceus i A.
pallidofulvus) te A. flavus kao jedina vrsta unutar sekcije Flavi.

Najveca je bioraznolikost aspergila bila medu prikupljenim izolatima (13/26) iz prasine
iz obnovljenih lokacija te je identificirano 7 razlicitih vrsta iz sekcija Circumdati (A.
ochraceus), Flavi (A. flavus), Nigri (A. tubingensis, A. uvarum i A. welwitschiae), Terrei
(A. fizukae) i Versicolores (A. puulaauensis).

Na neobnovljenim lokacijama prikupljeno je 5/26 izolata aspergila, a medu njima su
identificirane tri razli¢ite vrste iz sekcija Flavi (A. flavus), Nigri (A. welwitschiae) i
Versicolores (A. sydowii).

Medu 8/26 izolata aspergila iz prasine s kontrolnih lokacija identificirano je pet
razli¢itih vrsta aspergila iz sekcije Circumdati (A. pallidofulvus), Nigri (A.
welwitschiae), Versicolores (A. griseoaurantiacus) i Usti (A. insuetus).

Inhalacijom praSine optere¢ene pove¢anom koncentracijom aspergila moze doc¢i do
ispoljavanja njihovih §tetnih u¢inaka u diSnom sustavu izloZenih ljudi, a obzirom na
mikotoksinogeni potencijal identificiranih vrsta

Ovi rezultati upucuju na vaznost temeljite sanacije gradevinskih objekata nakon

poplave, a s ciljem dugorocne prevencije zdravstvenih rizika.
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8. SAZETAK

Poplava u op¢ini Gunja u 2014. godini unistila je brojne domove te utjecala na promjene u
koncentraciji i sastavu plijesni u razli¢itim supstratima $to se odrazilo i na sastav kuéne prasine.
Aspergili spadaju medu najcescée vrste plijesni u okoliSu ¢ijem rastu pogoduju uvjeti povecane
dostupnosti vode u supstratu. Zbog alergijskog i invazivnog potencijala te tvorbe mikotoksina
(Klich, 2009) od osobite vaznosti su vrste aspergila iz sekcija Circumdati, Flavi, Nigri i
Versicolores.

Kako bi se utvrdio kvantitativni i kvalitativni sastav aspergila u prasini, u rujnu 2017. godini
prikupljeni su uzorci praSine iz neobnovljenih (N = 5) i obnovljenih lokacija (N = 6) u Gunji
ukljucujuc¢i obnovljene kuce i Skolu, kao i kuca i Skole na kontrolnoj lokaciji u Gornjem
Stupniku (N = 6). Na temelju makroskopskih obiljezja kolonija poraslih na odgovarajuéim
hranjivim podlogama te mikromorfologije, a usporedbom s odgovaraju¢om literaturom
izolirani su aspergili od interesa (N = 26). Identifikacija do razine vrste provedena je na temelju
nukleotidnih slijedova dijela gena za kalmodulin (CaM).

Ukupne koncentracije aspergila u prasini bile su oko 50 puta vece u uzorcima prasine iz
obnovljenih lokacija u Gunji u odnosu na kontrolno podrucje. Pri tome su koncentracije
aspergila izmjerene u prasini iz obnovljenih lokacija bile 5 — 10 puta vece u odnosu na one iz
neobnovljenih lokacija. Koncentracija aspergila iz sekcije Versicolores bila je 10 — 100 puta
veca u odnosu na aspergile iz ostalih sekcija. Koncentracije u uzorcima prasine s obnovljenih
lokacija u Gunji (5,61x10* + 1,16x10° CFU/g) bile su do 200 puta vise u odnosu na
koncentracije u kontrolnim uzorcima. Aspergili iz sekcija Circumdati i Nigri u prasini s
obnovljenih lokacija (1,12x10° + 1,07x10% i 1,32x10% + 1,42x10% CFU/g) nalazili su se u 10
puta veé¢im koncentracijama u odnosu na kontrolne lokacije, dok su aspergili iz sekcije Flavi
izolirani samo iz prasine s obnovljenih i neobnovljenih lokacija u Gunji (3,43x10° + 4,34x10%i
3,36x10° + 5,53x10° CFU/g). Na temelju genskog markera CaM identificirano je dvanaest
razli¢itih vrsta aspergila: Circumdati (A. ochraceus, N = 3; A. pallidofulvus, N = 1), Flavi (A.
flavus, N = 4), Nigri (A. tubingensis, N = 3; A. uvarum, N = 1; i A. welwitschiae, N = 7),
Versicolores (A. griseoaurantiacus, N = 1; A. jensenii, N = 1; A. puulaauensis, N = 2 i A.
sydowii, N = 1), a dva izolata morfoloskih sli¢nosti s aspergilima iz sekcija Circumdati odnosno
Versicolores identificirani su kao vrste iz sekcije Terrei (A. iizukae, N = 1) i Usti (A. insuetus,
N = 1). Rezultati analize upuéuju na rizik za zdravlje izlozenih ljudi osobito u uvjetima

povecéane koncentracije aspergila u prasini. S obzirom na njihov genski potencijal biosinteze
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sekundarnih metabolita, po inhalaciji mikotoksinogenih Cestica u diSnom sustavu izlozenih
ljudi mogu se ispoljiti toksi¢ni u¢inci.

Kljuéne rije€i: poplava, aspergili u prasini, CaM, Circumdati, Flavi, Nigri, Versicolores
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9. SUMMARY

The flood in Gunja, village in Eastern Croatia, destroyed many homes and affected the change
in concentrations and compositions of molds in different substrates, including dustborne molds.
Because of their allergic and invasive potential and the secretion of micotoxins, the species
from the sections Circumdati, Flavi, Nigri and Versicolores, ubiquitious in water damaged
environments, are important to investigate. To find out the qualitative and quantitative
composition of Aspergilli in dust, in September 2017 several samples of house dust were
collected from unrenovated (N = 5), renovated locations (N = 6) in Gunja (houses and a school)
and from control locations in Gornji Stupnik (N = 6) (houses and schools). After the
morphological analysis, twenty-six Aspergilli were isolated and selected for molecular-based
identification based on partial calmodulin sequences (CaM).

The concentration of total dustborne Aspergilli were around 50 times higher in the samples
collected from renovated locations in Gunja than in the control locations, while the
concentrations meassured in renovated locations in Gunja were around 5 — 10 times higher than
in the unrenovated locations. The concentration of the Aspergilli from the section Versicolores
were 10 to 100 times higher than the concentration of other species of interest. The
concentration in the samples of dust from renovated locations in Gunja (5,61x10% + 1,16x10°
CFU/qg) were 200 times higher than the concentrations in the control locations. Dustborne
Aspergilli from sections Circumdati and Nigri from renovated locations (1,12x10° + 1,07x10°
and 1,32x10% + 1,42x10% CFU/g, respectively) were 10 times higher than at the control
locations, while Aspergilli from the section Flavi were only isolated from the dust from
renovated and unrenovated locations in Gunja (3,43x10% + 4,34x10% and 3,36x10° + 5,53x10°
CFUlqg, respectively).

Partial CaM sequences resolved twenty-four Aspergilli isolates into twelve species from the
sections of interest: Circumdati (A. ochraceus, N = 3; A. pallidofulvus, N = 1), Flavi (A. flavus,
N = 4), Nigri (A. tubingensis, N = 3; A. uvarum, N = 1; i A. welwitschiae, N = 7), Versicolores
(A. griseoaurantiacus, N = 1; A. jensenii, N = 1; A. puulaauensis, N = 2 and A. sydowii, N = 1),
including two isolates that were identified to A. iizukae (N = 1) and A. insuetus (N = 1) from

the sections Terrei and Usti, respectively.

These results point to the health risks of the exposed people followed by inhalation of
mycotoxinogenic particles, especially in the conditions of increased concentration of dustborne

Aspergilli.

KEYWORDS: flood, dustborne Aspergilli, CaM, Circumdati, Flavi, Nigri, Versicolores
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