Bioraznolikost plijesni u prasini nakon poplave

Kovacevié, Ivana

Master's thesis / Diplomski rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/ur:nbn:hr:163:132616

Rights / Prava: In copyright/Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-06-26

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:132616
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:1159
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:1159
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:1159

Ivana Kovacevic

Bioraznolikost plijesni u prasini nakon poplave

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2018.



Ovaj diplomski rad je prijavljen na kolegiju Mikrobiologija s parazitologijom Sveucilista u
Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden na Zavodu za mikrobiologiju pod
struénim vodstvom prof. dr. sc. Maje Segvi¢ Klari¢ te je dio znanstveno-istrazivackog
projekta (MycotoxA 1P-09-2014-5982) kojeg financira Hrvatska zaklada za znanost (HRZZ).

Zahvaljujem se dragoj mentorici prof. dr. sc. Maji Segvi¢ Klari¢, koja me svojim znanjem,
vjestinama i iskustvom vodila kroz izradu kako prakti¢nog, tako i pisanog dijela ovog rada.
Takoder veliko hvala dragoj dr. sc. Danieli Jaksi¢ na ulozenom trudu, vremenu, strpljenju i na
svakoj rije¢i podrske za vrijeme mog boravka na Zavodu. Hvala i ostalim ¢lanovima Zavoda

za mikrobiologiju FBF-a na ugodnoj i prijateljskoj atmosferi.

Hvala mojim prijateljima i obitelji na podrsci, razumijevanju, ljubavi, pomoc¢i i na svim

zajedni¢kim trenucima koji su obogatili moje studentske dane i ucinili ih posebnima.



SADRZAJ

LUV OD bbb e bbb nnres 1
1.1. POZADINA ISTRAZIVANIA ..ottt etee et es st nes sttt s st 1
1.2. PLIJESNI U ZATVORENOM PROSTORU ...ttt 1
1.3. PLIJESNI U ZATVORENOM PROSTORU NAKON POPLAVA......cccooiieiieiieei 4
2. OBRAZLOZENJE TEME ...........coioiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee st 6
3. MATERIJALI I METODE ..o 7
.1 MATERIJALL e e et e et e e e nbb e e e ba e e e nnes 7
3.1.1. KEMIKALIJE | HRANJIVE PODLOGE........cccii et 7
3.1.2. UREDAL ..ottt sttt 7
KB |V | I L T TS S 8
K I U A @ ] 4 O A 4 N N PR 8
3.2.2. MIKOLOSKA ANALIZA .......cooiviveieieieeievee e 8
A I 1 N I PR TPPR 9
5. RASPRAV A et e et e arae e e are e 14
6. ZAKLJIUCCT ...t 17
T LITERATURA ettt sa e sbb e e e nbbe e e be e e e teeeanes 18
8. SAZETAK ...ttt 23
SUMMARY Lttt ettt e et e e sttt e e R bt e e ea b e e e Rbe e e Re e e e be e e anneeeanes 24
Temeljna dokumentacijska KartiCa ............cccocveiiiiiiiic e 25

Basic dOCUMENTATION CANT ... ettt e e e e e e 26



1. UvOD

1.1. POZADINA ISTRAZIVANJA

Povecanje srednjih dnevnih temperatura u cijelome svijetu uz povecanu koncentraciju tzv.
staklenickih plinova (plinovi koji uzrokuju efekt staklenika) uzrok su povecanoj vlaznosti i
ucestalosti prirodnih katastrofa (Bates i sur., 2008). Tako je i poplava koja je zahvatila op¢inu
Gunja te isto¢ne krajeve Hrvatske u svibnju 2014. godine, kao posljedica visednevnog
utjecaja ciklone Donat i sekundarne ciklone Donat, nazalost samo jedna u nizu mnogih. U
Bosni i Hercegovini zabiljezen je pad od 200 do 250 L kise po kvadratnom metru u 10 dana,
Sto 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 opéine Gunja (Www.crometeo.hr). Voda se
zadrzala 1 do nekoliko tjedana u ovom podrucju, $to je stvorilo okruZenje pogodno za rast
kako mikroorganizama, tako i plijesni. Nadalje, postavlja se pitanje kako ¢e se to odraziti na

zdravlje izlozenih ljudi.

1.2. PLIJESNI U ZATVORENOM PROSTORU

Plijesni su prisutne u svim zatvorenim prostorima i nemoguce ih je u potpunosti ukloniti, a i
prihvacen kao siguran, potrebno je redovito provjetriti prostore i uklanjati vodu kada se
nakupi ili kondenzira. Voda je kriticni parametar za rast plijesni, kada je povecan aktivitet
vode u supstratu (aw), povecan je i rast plijesni, $to moze biti posljedica utjecaja ljudi ili
prirode, npr. curenje cijevi, kondenzacija vodene pare, poplave, uragani 1 sl. Ukoliko dode do
vidljivog porasta plijesni, ukloniti se mogu premazivanjem istih snaznim oksidansima na bazi
klora (PAHO, 2000).

Sastav plijesni u zatvorenim prostorima vrlo je raznolik i promjenjiv ovisno o klimi podneblja
i navikama ljudi koji u njima borave. Vecina autora navodi Aspergillus spp., Penicillium spp.
i Cladosporium spp. kao najcesce plijesni u zatvorenim prostorima, a prevlast odredenih vrsta
plijesni ovisna je mnogim faktorima, kao $to su prisutnost ku¢nih ljubimaca, tepiha, biljaka,
hrane i dr. (Jaksi¢ Despot i Segvi¢ Klari¢, 2014; Rojas i Aira, 2012; Samson i sur., 2010).
Sindrom bolesne zgrade (eng. Sick building syndrome) povezan je s kvalitetom zraka



zatvorenih prostora, a ona s porastom plijesni ovisno o vlaznosti, tako da je od iznimne
vaznosti pravilno odrzavanje ventilacijskih i klima uredaja te radijatora, kako bi se sprijecilo
nakupljanje plijesni (Pieckova, 2012). Posebno je vazno provoditi mjere opreza u $kolama i
vrticima gdje duze vrijeme provode djeca koja predstavljaju posebno osjetljivu skupinu.
Djeca se puno krec¢u i 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¢cima 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).

Zdravstveni rizici koje plijesni nose su ve¢inom povezani sa izazivanjem alergija, neki podaci
govore kako je izmedu 10 i 15 % respiratornih alergijskih bolesti uzrokovano plijesnima, a
osobito oportunistickim patogenima kao $to su Aspergillus fumigatus, A. niger, A. terreus i A.
flavus (Hedayati i sur., 2005). Naime, spore ovih aspergila vrlo su sitne i lako se otpustaju u
zrak te se stoga jednostavno mogu inhalirati i uzrokovati ozbiljne bolesti kao $to su plué¢na
aspergiloza (Samson i sur., 2010). Osim alergija, plijesni koje rastu u vlaznim prostorima, bilo
kuca, ureda ili obrazovnih ustanova, mogu uzrokovati ucestalija respiratorna oboljenja,
infekcije i egzacerbacije astme (WHO, 2009). Aspergili su takoder uzro¢nici invazivne
aspergiloze koja je rijetka kod imunokompetentnih ljudi, ali zna¢ajno pridonosi morbiditetu
imunokompromitiranih ljudi, a glavni je uzro¢nik A. fumigatus, te rjede A. flavus, A. niger i A.

terreus (Krishnan i sur., 2009).

Nadalje, mnoge plijesni proizvode mikotoksine koji su toksicni i karcinogeni spojevi te stoga
mogu ozbiljno narusiti zdravlje pojedinca. Internacionalna organizacija za istrazivanje raka,
IARC ve¢inu je mikotoksina svrstala u odredenu skupinu s obzirom na karcinogenost
(www.iarc.fr; Ostry i sur., 2017). U skupinu 1 ubrajaju se spojevi dokazane karcinogenosti za
ljude, skupinu 2A vjerojatni karcinogeni za ljude, a skupinu 2B moguci karcinogeni za ljude.
Takoder postoje skupine 3 i 4, gdje su u skupinu 3 svrstani spojevi koji se ne povezuju sa
karcinogeno$¢u kod ljudi, a u skupinu 4 spojevi koji vjerojatno nisu humani karcinogeni.
Europska komisija donosi popis mikotoksina i njihove maksimalne dozvoljene koncentracije

u hrani (Commission regulation, 2006).

Najznacajnije proizvodace mikotoksina pronalazimo medu plijesnima iz roda Aspergillus,
Penicillium, Fusarium i Stachybotrys. Plijesni roda Aspergillus znacajni su proizvodaci
mikotoksina kao $to su okratoksin A (OTA), aflatoksin B1 (AFBz1), fumonizini B2, Bs, Bs (FB)



i sterigmatocistin (STC). Mikotoksin OTA proizvode uglavnom vrste iz sekcije Circumdati
(A. ochraceus), ali i neke vrste sekcije Nigri (A. welwitschiae) i drugih rodova plijesni
(Penicillium spp.) (Samson i sur., 2010; Visagie i sur., 2014). OTA ima nefrotoksi¢ni,
imunosupresivni, teratogeni i karcinogeni ucinak, IARC 2B (IARC, 1993; Siqueira i sur.,
2017) u ¢&ijoj pozadini je genotoksi¢ni uéinak i oksidacijski stres (Segvi¢ Klarié i sur., 2007;
2010). Neke vrste iz sekcije Flavi (A. flavus) proizvodaci su AFB1 koji se smatra
hepatokarcinogeni uc¢inak kod ljudi (IARC, 2012; Samson i sur., 2010). Fumonizini se
opéenito smatraju negenotoksi¢nim karcinogenima, npr. FB1 svrstan je u skupinu 2B (IARC,
2002), te se smatra da je oksidacijski stres glavni mehanizam koji dovodi do oStec¢enja DNA
(Domijan i sur., 2015; Segvi¢ Klarié i sur., 2007). Proizvode ih plijesni iz sekcije Nigri (A.
tubingensis) (Varga i sur., 2011). STC pokazuje razli¢ite toksi¢ne, mutagene i karcinogene
uc¢inke na zivotinje i proglasen je karcinogenom 2B kategorije (IARC, 1987), a proizvode ga
vrste iz sekcije Versicolores (A. versicolor) (Jurjevic i sur., 2012). Citotoksi¢nost,
genotoksi¢nost i imunomodulacijski uéinci STC kao i ekstrakata aspergila proizvodaca STC
izoliranih iz zraka pokazani su u uvjetima in vitro na Ab49 stanicama (Stanice
adenokarcinoma pluca) te stanicama THP-1 induciranim u makrofage (Jaksi¢ Despot i sur.,
2016).

Mnoge vrste roda Penicillium proizvode jedan ili vise mikotoksina, npr. citrinin (P. citrinum),
patulin (P. expansum), OTA (P. verrucosum) i rokefortin (P. chrysogenum) (El-banna i sur.,
1987; Sweeney i Dobson, 1998). Medu njima su najznacajniji ranije opisani OTA i patulin
koji je svrstan u karcinogene skupine 3 (IARC, 1986; Alshannaq i Yu, 2017).

Plijesni roda Fusarium poznati su proizvodaci zearalenona Kkoji je karcinogen skupine 3
(IARC, 1993) zbog jakog estrogenon ucinka, te trihotecena, takoder karcinogen skupine 3
(IARC, 1987; Alshannaq i Yu, 2017).

Nakon slucajeva idiopatske plu¢ne hemosideroze povezane sa Stachybotrys chartarum, ova se
plijesan intenzivno istrazivala (Etzel i sur., 1998), a najpoznatija je kao proizvodac
citotoksi¢nih makrocikli¢kih trihotecena (MCT) koji inhibiraju sintezu proteina (npr.

satratoksin H, G i F) (Bin-Umer i sur., 2011; Fog Nielsen, 2003; Rocha i sur., 2005).



1.3. PLIJESNI U ZATVORENOM PROSTORU NAKON POPLAVA

Poplave su prirodne katastrofe koje nose mnoge socioekonomske probleme, pa tako i
promjenu sastava plijesni zbog poveéane koli¢ine vode u supstratu. Mnoga su istrazivanja
provedena na poplavom pogodenim podrucjima, a ve¢inom zbog identifikacije 1 kvantifikacije
plijesni te isticanja vaznosti pravilne obnove gradevinskih objekata. Istrazivanja provedena na
poplavljenom podru¢ju New Orleansa nakon uragana Katrina i Rita, pokazuju kako je u
zahvacenim kucama zabiljezena povecana koncentracija plijesni, prije i tijekom obnavljanja
kuca (Chew i sur., 2006; Rao i sur., 2007). Takoder, drugo istrazivanje pokazalo je pogorSanje
zdravlja ljudi koji borave u kucama koje prolaze renovaciju nakon poplave (izljev rijeke
Cedar u SAD-u) u usporedbi s ve¢ obnovljenim kucama. Naime, ljudi su prijavljivali
povecanu ucestalost alergija i teSkog disanja te upotrebe lijekova za probleme disanja poslije

poplave u odnosu na razdoblje prije poplave (Hoppe i sur., 2012).

Plijesni roda Penicillium, Aspergillus i Cladosporium, prema nekoliko istraZivanja, naj¢esci
su u zatvorenim prostorima gdje je povecan aw (Bloom i sur., 2009b; Gravesen i sur., 1999;
Polizzi i sur., 2009). Podjela plijesni s obzirom na aw optimalan za njihov rast je na primarne,
sekundarne i tercijarne kolonizatore. Medu primarne kolonizatore svrstane su plijesni kojima
odgovara aw manji od 0,8, a najces¢i su Penicillium chrysogenum i Aspergillus versicolor.
Neke vrste roda Aspergillus svrstane su i u sekundarne kolonizatore, npr. iz sekcije Flavi, au
ovu skupinu ubrajaju se i vrste roda Alternaria, Cladosporium i Phoma. U skupinu tercijarnih
0,9, a to su Chaetomium globosum, Memnoniella echinata, Stachybotrys chartarum i vrste
roda Trichoderma (Grant i sur. 1989).

Mnoga su istrazivanja provedena u svrhu odredivanja koncentracije mikotoksina na
poplavljenim lokacijama. Tako je ispitivanje na prisutnost makrociklickih trihotecena (MCT),
jednog od najpotentnijin mikotoksina u stanovima nakon poplave (N = 15), pokazalo
pozitivne rezultate u svim stanovima (Charpin-Kadouch i sur., 2006). Takoder, da plijesni
koje rastu na vlaznom gradevinskom materijalu proizvode mikotoksine pokazalo je
istrazivanje u Svedskoj u zgradama o§teéenim vodom. Analizirani su uzorci prasine u kojima
su odredene koncentracije mikotoksina trihodermola, verukarola (nastali hidrolizom MCT i

trihodermina) i sterigmatocistina (Bloom i sur., 2009a; Bloom i sur., 2009Db).

Nasuprot toga, analizom plijesni stambenih prostora u kojima je prisutan vidljiv porast

plijesni, a nisu bili poplavljeni, pokazao je prisutnost vrsta Aspergillus versicolor i
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Penicillium chrysogenum koje su potencijalni producenti sterigmatocistina, odnosno
rokefortina C. Dio izolata A. versicolor (8 od 13) i P. chrysogenum (4 od 10) proizvodili su
mikotoksine, ali samo u laboratoriju. Naime, mikotoksini nisu detektirani izravno u prasini

uzorkovanoj u stanovima (Jezak i sur., 2016).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Jedan od najznacajnijih faktora za rast plijesni predstavlja povecana dostupnost vode u
supstratu, aw. |z tog se razloga nakon poplave oc¢ekuje njihov porast na vlaznim zidovima
odakle se putem konidija i dijelova micelija Sire zrakom u okolis, a taloZzenjem nakupljaju u

prasini u zatvorenim prostorima.

Medu plijesnima koje rastu u ovakvim uvjetima osobito su ucestale vrste roda Aspergillus,
Penicillium i Cladosporium. Pri tome su od posebnog javnozdravstvenog znacaja aspergili S
obzirom na alergijski i invazivni potencijal te mogucnost biosinteze sekundarnih toksi¢nih

metabolita.
Specifi¢ni ciljevi ovog rada su:

e Na temelju morfoloskih i mikromorfoloskih obiljezja identificirati plijesni porasle na
odgovaraju¢im hranjivim podlogama do razine roda

e (Odrediti koncentracije plijesni u prasini na pojedinim lokacijama, a ovisno o hranjivoj
podlozi (CFU/g)

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

obzirom na sastav i koncentraciju plijesni u prasini

1 CFU- eng. Colony Forming Unit; broj vijabilnih &estica kao brojéana vrijednost koncentracije plijesni



3. MATERUALI | METODE

3.1. MATERUALI

3.1.1. KEMIKALUE | HRANJIVE PODLOGE

Peptonska voda (Biolife, Italija): pepton 10 g, natrij-klorid (NaCl) 5 g, bezvodni
natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO.) 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.

Dikloran 18% glicerolni agar (DG-18; Oxoid, UK): glukoza 10 g, pepton 5 g,
monokalijev fosfat (KH2PO4) 1 g, magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO4x7H20) 0,5
g, agar 15 g, glicerol 220 g, dikloran (0,2% w/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).

Dikloran-Rose Bengal-kloramfenikolni agar (DRBC; Oxoid, UK): glukoza 10 g,
pepton 5 g, monokalijev fosfat (KH2PO4) 1 g, magnezijev sulfat heptahidrat
(MgSO4x7H20) 0,5 g, agar 15 g, dikloran (0,2% w/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 cega je
dodan Rose Bengal (5% w/v u H20, 0,5 mL) 25 mg.

Czapek-agar sa kvasCevim ekstraktom (CYA; Difco, SAD): Czapek koncentrat
(natrijev nitrat (NaNO3z) 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 (CuSO4x5H20) 0,5 g i cinkov sulfat heptahidrat (ZnSO4x7H20) 1 g
otopljeni su u 100 mL destilirane vode) 1 mL, monokalijev fosfat (KH2PO4) 1 g,
kvascev ekstrakt 5 g, saharoza 30 g i agar 15 g otopljeni su u litri destilirane vode.

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

3.1.2. UREDAJI

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



3.2. METODE
3.2.1. UZORKOVANIJE

Uzorci obradeni u ovom radu dio su znanstveno istrazivatkog projekta (Stetni uéinci
pojedina¢nih i kombiniranih mikotoksina Aspergillus vrsta-MycotoxA [P-09-2014-5982)
financiran od Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ). U rujnu 2017. godine prikupljeno je 17
uzoraka prasine (10 — 20 g) u obnovljenim kucama i obnovljenoj Skoli (N = 6) te
neobnovljenim ku¢ama (N = 5) u poplavom pogodenom podruc¢ju u Gunji te u kuc¢ama i 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.

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 cCetiri puta (radne suspenzije) te je po 100 pL
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 su pojedine kolonije
plijesni identificirane do razine roda na temelju morfologije i mikromorfologije usporedbom s
odgovarajucom literaturom (Samson i sur., 2010). Zatim je na temelju broja poraslih kolonija

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

N= 2C
Vx(m+0,0xn)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 2
\Y/ volumen inokuluma (mL) stavljenog na svaku hranjivu podlogu
Ny broj hranjivih podloga u prvom brojivom razrjedenju
n, broj hranjivih podloga u drugom brojivom razrjedenju
d razrjedenje iz kojeg su dobiveni prvi brojevi

2 Odgovarajuce razrjedenje podrazumijeva broj kolonija koji nije veéi od 150



4. REZULTATI

Identifikacija poraslih plijesni, kao i pripadaju¢e koncentracije, odredenu su na temelju
porasta na DG-18 odnosno DRBC agaru te su rezultati prikazani u obliku grafickih prikaza na
slikama 2 — 7. Takoder su pri tome izdvojeni aspergili na CYA agar radi svrstavanja u

pojedine sekcije, a neki od izdvojenih izolata prikazani su naslici 1.

Slika 1. Morfologija kolonija Aspergillus vrsta iz sekcija Versicolores A, B i C, Flavi D,

Circumdati E te Nigri F, nakon uzgoja 7 dana pri 25 °C na hranjivoj podlozi CYA.

Na obnovljenim lokacijama u Gunji dominirale su plijesni roda Aspergillus. Ukupna je
koncentracija aspergila (5,30 x 10° CFU/g) bila veée nego koncentracija svih ostalih plijesni
zbrojeno (5,26 x 10° CFU/qg), kada se gleda porast na DG-18 agaru. Porast plijesni na podlozi
DRBC vrlo je sli¢an, aspergili su takoder najbrojniji (3,01 x 10° CFU/g) izuzme li se
koncentracija neidentificiranih plijeni (6,61 x 10° CFU/g). Osim plijesni roda Aspergillus, na
ovim su lokacijama takoder pronadene visoke koncentracije plijesni roda Cladosporium (2,21
x 10° CFU/g, 2,44 x 10° CFU/g, redom DG-18, DRBC) i Penicillium (3,57 x 10* CFU/g, 1,09
x 10° CFU/g, redom DG-18, DRBC) te kvasaca (6,82 x 10* CFU/g, 1,95 x 10° CFU/g, redom
DG-18, DRBC) (slike 2 i 3).
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Slika 2. Grafi¢ki prikaz koncentracija identificiranih plijesni prema rodovima, a za rod
Aspergillus 1 prema sekcijama poraslih na hranjivoj podlozi DG-18 iz uzoraka praSine

prikupljenih na obnovljenim lokacijama u Guniji.
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Slika 3. Graficki prikaz koncentracija identificiranih plijesni prema rodovima, a za rod
Aspergillus i prema sekcijama poraslih na hranjivoj podlozi DRBC iz uzoraka prasine

prikupljenih na obnovljenim lokacijama u Gunji.
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Na neobnovljenim lokacijama u Gunji najbrojnije su bile plijesni roda Cladosporium,

izolirane su u oko pet puta ve¢im koncentracijama (8,6 x 10° CFU/g, 3,44 x 10° CFU/qg,
redom DG-18, DRBC), nego plijesni svih ostalih rodova zbrojeno (1,79 x 10° CFU/G, 5,36 x
10* CFU/g, redom DG-18, DRBC). Takoder su u visokim koncentracijama izolirane plijesni
roda Aspergillus (7,51 x 10* CFU/g, 1,9x 10* CFU/g, redom DG-18, DRBC), a nakon njih po
ucestalosti bili su plijesni roda Penicillium (5,52 x 10* CFU/g, 7,95 x 10® CFU/g, redom DG-
18, DRBC) i kvasci (3,15 x 10* CFU/g, 1,77 x 10* CFU/g, redom DG-18, DRBC), ovisno 0

agaru (slike 41 5).
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Slika 4. Graficki prikaz koncentracija identificiranih plijesni prema rodovima, a za rod

Aspergillus i prema sekcijama poraslih na hranjivoj podlozi DG-18 iz uzoraka praSine

prikupljenih na neobnovljenim lokacijama u Gunji.

11



400.000,00
350.000,00
300.000,00
250.000,00
200.000,00

CFU/g

150.000,00

100.000,00
50.000,00
0,00 = r—

o . K\ . \} )
(—)QQ Q’bc) (—‘,QQ L,QQ ")QQ a}fb\ ((\fb )é\(, \OkQ/ (—‘,QQ B \\\0
& AS & R & o @ & & 4 &
N Q) ) N o 3 N\ N Q
& & F A AR A &
S N X > 5 N . @
° Q@ N < N & & V‘OQ &
® & &> e i
) A S )
Q o o >
W & N N
R ) &
\s & Q
L)
R v

Slika 5. Graficki prikaz koncentracija identificiranih plijesni prema rodovima, a za rod
Aspergillus i prema sekcijama poraslih na hranjivoj podlozi DRBC iz uzoraka prasine

prikupljenih na neobnovljenim lokacijama u Gunji.

Na kontrolnim lokacijama u Gornjem Stupniku, najbrojniji su bili kvasci (1,54 x 10° CFU/g) i
plijesni roda Fusarium (4,72 x 10* CFU/g), ovisno o tome gleda li se porast na DG-18 ili
DRBC agaru i kada se izuzmu neidentificirane plijesni koje su bile najbrojnije na DRBC
agaru (7,68 x 10* CFU/g). Nadalje, u visokim su koncentracijama izolirane i plijesni roda
Cladosporium (1,44 x 10* CFU/g, 3,31 x 10* CFU/g, redom DG-18, DRBC), Wallemia (1,82
x 10* CFU/g, DG-18), Penicillium (1,66 x 10* CFU/g, 7,63 x 10°® CFU/g, redom DG-18,
DRBC) i Trichoderma (1,48 x 10* CFU/g, DRBC). Aspergili su bili manje brojni na ovim
lokacijama (9,99 x 10® CFU/g, 5,21 x 10®° CFU/g, redom DG-18, DRBC) nego na

poplavljenim lokacijama (slike 6 i 7).
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Slika 6. Graficki prikaz koncentracija identificiranih plijesni prema rodovima, a za rod
Aspergillus i prema sekcijama poraslih na hranjivoj podlozi DG-18 iz uzoraka praSine

prikupljenih na kontrolnim lokacijama u Gornjem Stupniku.
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz koncentracija identificiranih plijesni prema rodovima, a za rod
Aspergillus i prema sekcijama poraslih na hranjivoj podlozi DRBC iz uzoraka praSine

prikupljenih na kontrolnim lokacijama u Gornjem Stupniku.
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5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su razlike u kvantitativnom 1 kvalitativnom sastavu
prasine s obzirom na lokacije uzorkovanja. Pri tome nije bilo znacajnijih razlika u
koncentracijama za vecéinu plijesni ovisno o odabranoj podlozi, 0Sim za aspergile iz pojedinih
sekcija. DG-18 agar je podloga nizeg aw, u odnosu na DRBC pa se mogu ocekivati razlike u
kvalitativnom i kvantitativnom sastavu poraslih plijesni. lako DG-18 i DRBC podjednako
podrzavaju rast aspergila iz identificiranih sekcija (Samson i sur., 2010) podaci na slikama 2 —
7 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 vec¢ine ostalih sekcija §to se u konacnici odrazava na njihove koncentracije.
Plijesni iz pojedinih rodova izolirani su samo na jednoj od podloga, ali zbog malog broja
uzoraka i velike koncentracije neidentificiranih plijesni, ne moze se govoriti o selektivnosti
plijesni iz tih rodova za odredenu podlogu. Tako je npr. Wallemia spp. poznati kserofil (Zalar
i sur., 2005), izolirana samo s podloge DG-18, a njen rast podrzava i podloga DRBC, koja je

nizeg aw.

Sa sve tri skupine lokacija izolirane su plijesni roda Aspergillus, Cladosporium, Penicillium,
Alternaria i Wallemia te kvasci (slike 2 — 7). Aspergili su bili najrasprostranjeniji, te su
izolirani sa ¢ak 16 od ukupno 17 lokacija i to u 50 puta veéim koncentracijama na
poplavljenim lokacijama u Gunji, nego na kontrolnom podrucju, a plijesni roda Cladosporium
izolirane su u najvecéoj koncentraciji 8,6 x 10° CFU/g i to na neobnovljenim lokacijama u

Gunji, na DG-18 agaru.

Plijesni roda Cladosporium i Penicillium izolirani su iz prasine s po 15 lokacija, dok su
kladosporije bile u 15 puta ve¢im koncentracijama na obnovljenim u odnosu na kontrolne
lokacije, a oko 4 puta ih je vise bilo na neobnovljenim nego obnovljenim lokacijama.
Penicilije su izolirane u najve¢im koncentracijama na obnovljenim lokacijama i to do 14 puta
veéim nego na neobnovljenim ili kontrolnim lokacijama (slike 2 — 7). Nalaz vece
koncentracija kladosporija i1 penicilija u neobnovljenim ku¢ama poplavljenog podrucja je
ocekivan jer se ve¢inom radi o sekundarnim kolonizatorima koji u supstratu zahtijevaju veci

aktivitet vode.

Po rasprostranjenosti iza ovih rodova plijesni slijede kvasci koji su izolirani sa 14 lokacija,

dok su plijesni roda Alternaria pronadene na 10 lokacija. Kvasaca je bilo najviSe na
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obnovljenim lokacijama i to oko 5 puta viSe nego na neobnovljenim lokacijama, a za pola vise
nego na kontrolnom podrucju. Plijesni roda Alternaria bile su najbrojnije na obnovljenim
lokacijama gdje su izolirane u 10 puta ve¢im koncentracijama nego na neobnovljenim ili

kontrolnim lokacijama (slike 2 — 7).

Plijesni roda Wallemia izolirane su samo s DG-18 agara i to s jedne obnovljene, dvije
neobnovljene i tri kontrolne lokacije, a plijesni roda Mucor izolirani su sa dvije obnovljene
lokacije 1 samo jo§ jedne lokacije kontrolnog podrucja, ali samo na DG-18 agaru. Nadalje.
plijesni roda Trichoderma izolirani su s jedne obnovljene i jo$ tri kontrolne lokacije i to samo
na DRBC agaru, a plijesni roda Fusarium izolirani su iz praSine prikupljene na jednoj
neobnovljenoj i tri kontrolne lokacije. Phoma spp. izolirana je iz prasine prikupljene na samo
jednoj obnovljenoj lokaciji u Gunji, a nije je bilo na neobnovljenim ni kontrolnim lokacijama,
sli¢no kao $to je Absidia spp. izolirana samo s jedne kontrolne lokacije i nigdje drugo (slike 2
- 7).

Istrazivanje bioraznolikosti plijesni u zraku i prasini u stanovima u Francuskoj (N = 133),
pokazalo je kako su najc¢esce bile plijesni rodova Cladosporium i Penicillium, izolirane iz
92% 1 80% uzoraka po redu. Po ucestalosti su slijedili aspergili te alternarije koji su izolirani
iz 49% i 14% uzoraka po redu (Dallongeville i sur., 2015). lako je poznato kako mnoge vrste
plijesni iz ovih rodova proizvode mikotoksine, ranije navedeno istrazivanje plijesni u
stambenim prostorima pokazalo je kako u samim uzorcima nema mikotoksina, ali postoji

potencijal luéenja koji je dokazan u laboratoriju (Jezak i sur., 2016).

Najucestalije plijesni na vlaznom gradevinskom materijalu, prema jednom su istraZivanju
Penicillium chrysogenum i Aspergillus versicolor, a zatim plijesni iz rodova Chaetomium
spp., Acremonium spp. i Ulocladium spp. (Andersen i sur., 2011), Sto se slaze s drugim
ispitivanjem u zgradama o$teCenim vodom koje je pokazalo da su najucestaliji izolirani
mikotoksini rokefortin C, chaetoglobosin A i STC, ali i roridin E, OTA, AFB; te AFB>, koje
po redu luce Penicillium spp., Chaetomium spp., Aspergillus spp., Stachybotrys spp. i zadnja
tri Aspergillus spp. (Polizzi i sur., 2009). Nakon uragana Katrina koji je pogodio New
Orleans, analizirano je pet ku¢a na prisutnost odredenih mikotoksina te je iz tri izoliran
verukarol, produkt hidrolize MCT koje proizvodi Stachybotrys spp., a iz dvije kuce izoliran je
STC kojeg proizvode plijesni roda Aspergillus (Bloom i sur., 2009a). lako mnoge plijesni
pronadene u zatvorenom prostoru imaju potencijal proizvodnje mikotoksina, pregledni ¢lanak

Kristiana Fog Nielsena govori o tome kako su to ve¢inom male koncentracije, osim kad je u
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pitanju STC koji moZe posti¢i 1 1% biomase plijesni koja ga luci. Takoder, proizvodnja
mikotoksina zapoc€inje kada je aw oko 0,9, a postane znacajna tek kada je aw > 0,95 (Fog

Nielsen, 2003).

Toksic¢nost plijesni osim zbog luc¢enja mikotoksina, proizlazi i zbog alergenosti. Jedno je
ispitivanje alergijskog potencijala ucestalih plijesni iz zraka na perifernim krvnim stanicama
ljudi oboljelih od kroni¢nog rinosinusitisa, pokazalo kako najveéi alergeni potencijal imaju
plijesni iz roda Alternaria i Cladosporium (Shin i sur., 2004). Nadalje, istrazivanje toksi¢nosti
plijesni na larvama Drosophila melanogaster izoliranih iz ku¢a nakon uragana Sandy,
pokazalo je kako je Aspergillus niger najtoksi¢nija vrsta, a vrste roda Penicillium najucestalije
(50 % identificiranih vrsta) (Zhao i sur., 2017).

Preporuca se napraviti kvalitativhu analizu plijesni u zgradama kojima predstoji renovacija iz
bilo kojeg razloga, budu¢i da je promjena sastava plijesni dobar pokazatelj je li renovacija

dobro provedena (Andersen i sur., 2011).
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja iz dobivenih rezultata mogu se izvuéi sljedeci zakljucci:

e Plijesni rodova Aspergillus, Cladosporium i Penicillium izolirani su iz prasine u
neobnovljenim i obnovljenim lokacijama u Gunji kao i u kontrolnim lokacijama
Gornji Stupnik (N =16, N = 15, N = 15).

e Plijesni roda Cladosporium izolirane su u najveéoj koncentraciji (8,6 x 10° CFU/g) i to
na neobnovljenim lokacijama u Gunji, na DG-18 agaru.

e Aspergili su izolirani u 50 puta ve¢im koncentracijama iz prasine s poplavljenog nego
s kontrolnog podru¢ja, a kladosporije u 15 puta veéim koncentracijama na
obnovljenim nego na kontrolnim lokacijama te ih je 4 puta vise bilo na neobnovljenim
nego na obnovljenim lokacijama. Nadalje, penicilije su izolirane u najvecim
koncentracijama na obnovljenim lokacijama i to do 14 puta veéim nego na
neobnovljenim ili kontrolnim lokacijama.

e Plijesni roda Alternaria i Wallemia te kvasci izolirani iz praSine sa sve tri skupine
lokacija (N = 10, N = 6, N = 14). Pri tome je Wallemia spp. izolirana samo na DG-18
agaru.

e Plijesni roda Phoma i Absidia izolirane su s po jedne lokacije i to jedne obnovljene i
jedne kontrolne, po redu.

e Inhalacijom praSine opterecene povecanom koncentracijom aspergila moze do¢i do
ispoljavanja njihovih Stetnih uc¢inaka u diSnom sustavu izlozenih ljudi, s obzirom na
mikotoksinogeni potencijal, kao §to moze do¢i do pogorSanja nekih kroni¢nih stanja
inhalacijom prasine optereenom povecanom koncentracijom plijesni iz roda

Alternaria i Cladosporium, s obzirom na alergeni potencijal.
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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 Sto se odrazilo i na sastav kucne
prasine. Kako bi se utvrdio kvantitativni i kvalitativni sastav plijesni u prasini, u rujnu 2017.
godini prikupljeni su uzorci prasine iz neobnovljenih (N = 5) i obnovljenih lokacija (N = 6) u
Gunji ukljucujuéi obnovljene kuce i Skolu, kao 1 kuca i Skole na kontrolnoj lokaciji u Gornjem
Stupniku (N = 6). Na temelju makroskopskih obiljezja kolonija poraslih na odgovaraju¢im
hranjivim podlogama te mikromorfologije, a usporedbom s odgovaraju¢om literaturom,

plijesni su identificirane do razine roda, te kvantificirane.

Plijesni rodova Aspergillus, Cladosporium i Penicillium izolirani su iz praSine s najveceg
broja lokacija (N = 16, N = 15, N = 15). Pri tome su plijesni roda Cladosporium izolirane u
najvecoj koncentraciji (8,6 x 10° CFU/g) i to na neobnovljenim lokacijama u Gunji, na DG-18
agaru. Aspergili su izolirani u 50 puta ve¢im koncentracijama iz prasine s poplavljenog nego s
kontrolnog podrucja, a kladosporije u 15 puta ve¢im koncentracijama na obnovljenim nego na
kontrolnim lokacijama te ih je 4 puta viSe bilo na neobnovljenim nego na obnovljenim
lokacijama. Nadalje, penicilije su izolirane u najve¢im koncentracijama na obnovljenim
lokacijama i to do 14 puta ve¢im nego na neobnovljenim ili kontrolnim lokacijama. Plijesni
roda Alternaria i Wallemia te kvasci izolirani su iz prasine sa sve tri skupine lokacija (N = 10,
N = 6, N = 14, po redu). Pri tome je Wallemia spp. izolirana samo na DG-18 agaru. Plijesni
roda Phoma i Absidia izolirane su s po jedne lokacije i to jedne obnovljene i jedne kontrolne,
po redu.

Rezultati analize upucuju na rizik za zdravlje izloZenih ljudi osobito u uvjetima povecane
koncentracije plijesni u prasini. S obzirom na njihov genski potencijal biosinteze sekundarnih
metabolita, po inhalaciji mikotoksinogenih Cestica u diSnom sustavu izloZenih ljudi mogu se

ispoljiti toksi¢ni ucinci.
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SUMMARY

The flood in Gunja village in Eastern Croatia in 2014, destroyed many homes and affected the
changes in concentration and composition of moulds in different substrates, which also
reflected on the composition of dustborne moulds. To determine the quantitative and
qualitative composition of dustborne moulds, in September 2017 dust samples were collected
from unrenovated (N = 5) and renovated sites (N = 6) in Gunja including renovated houses
and schools as well as houses and schools at control locations in Gornji Stupnik (N = 6).
Based on macroscopic characteristics of colonies growing on appropriate nutrients and their
micromorphology by comparing with appropriate literature, moulds were identified to the

level of genus and quantified.

Aspergillus spp., Cladosporium spp. and Penicillium spp. were isolated from most locations
(N = 16, N = 15, N = 15, respectively). In this case, Cladosporium spp. was isolated at the
highest concentrations (8,6 x 10° CFU / g) from unrenovated locations in Gunji, on the DG-18
agar. The concentration of the Aspergilli were 50 times higher in flooded locations in Gunja
than in the control area, and the concentration of Cladosporium spp. were 15 times higher in
renovated locations than in control locations and were 4 times higher in unrenovated than in
renovated locations. Furthermore, Penicillium spp. were isolated at the highest concentrations
in renovated locations, up to 14 times higher than in unrenovated or control locations. The
Alternaria spp., Wallemia spp. and yeasts were isolated from all three groups of sites (N = 10,
N =6, N = 14, respectively). In this case, Wallemia spp. was isolated only on the DG-18 agar.
Phoma spp. was isolated from one renovated location and Absidia spp. was isolated from one

control location.

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 fungi.
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