ANU
BiH
AHY
BuX

Bastina Akademije nauka i umjetnosti Bosne i Hercegovine

Cetvrti simpozij o mitotoksinima

Ozegovié, Ladislav

1991

Akademija nauka i umjetnosti Bosne i Hercegovine
https://bastina.anubih.ba/items/0041bdea-3dd2-4792-abal-87c90eebdc51

Preuzeto s Bastine Akademije nauka i umjetnosti Bosne i Hercegovine
https://bastina.anubih.ba/


https://bastina.anubih.ba
https://bastina.anubih.ba/items/0041bdea-3dd2-4792-aba1-87c90eebdc51
https://bastina.anubih.ba

ANU
BiH

R

AKADEMIJA NAUKA I UMJETNOSTI
BOSNE I HERCEGOVINE

SPECIJALNA IZDANJA
VOL. CIlI

Odjeljenje medicinskih nauka
Vol. 17

CETVRTI SIMPOZIJUM

O MIKOTOKSINIMA

(Sarajevo, 14 Juni 1991)

Redakcioni odbor
Seid Hukovié, Ladislav OZegovi¢, DZemal Rezakovié

Glavni urednik
Ladislav OZegovié
Redovni ¢lan Akademije nauka i umjetnosti
Bosne i Hercegovine

SARAJEVO 1996




AND

BiH
g

buX

ACADEMY OF SCIENCES AND ARTS
OF BOSNIA AND HERZEGOVINA

SPECIAL PUBLICATIONS
VOL. CIII

Department of Medical Sciences
Vol. 17

FOURTH SYMPOSIUM
ON MYCOTOXINS

(Sarajevo, June 141991)

Editorial Board
Seid Hukovié, Ladislav OZegovié, DZemal Rezakovié

Editor
Ladislav OZegovi¢
Member of the Academy of Sciences and Arts
of Bosnia and Herzegovina

SARAJEVO 1996




U ustaljenoj izdavackoj djelatnosti ANUBIH ova publikacija se trebala pojaviti
u 1992. godini; svi radovi 1 prilozi su predani na vrijeme i prve otiske priprem-
ljene za objavljivanje imali smo veé u rano proljeée 1992. NaZalost, rat u BiH
odrazio se i na aktivnosti kod izdavanja, kad su pojedini radovi dijelom ili u cjelini
bili izgubljeni. Zahvaljujuéi saradnji s autorima uspjeli smo kompletirati sadrzaj
simpozijuma, s izuzetkom jednog priloga, te ih prezentiramo struénoj javnosti na
ocjenu. Na taj naéin Medicinsko Odjeljenje ANUBIH nastavlja kontinuitet svoje
aktivnosti na istrazivanjima mikotoksikoza.
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UVODNO IZLAGANIJE

Zelim vam uspjesan rad i boravak u ANUBIH. Ovo je Cetvrti simpozij koji se
organizira u nasoj ANU, a glavni je organizator na¥ uvaZeni akademik Ladislav OZe-
govic. Kolegi OZegovicu upucujemo zahvainost za veliko angaZovanje u organizaciji
ovih simpozija, koji se uspje¥no zavr¥avaju korisnim zbornicima radova.

Svima vama je poznato da mikotoksini zauzimaju sve veci znacaj u nauci, privredi
i zdravstvenoj zastifi. Danas postoje dva stava u vezi sa vazno§éu mikotoksina. Jedan je
da se minimizira znacaj mikotoksina, dok je drugi mnogo ozbiljniji - da se mikotoksinima
mora posvetiti daleko veca painja. Treba se slofiti sa Hesseltineom (1986) da
postoje tri glavna podrudja interesa kada se govori o mikotoksinima.

Prvo podrudje je kontekst sa hranom. Gubici hrane su znatni, uzevsi globaino,
a postoje podrucja gdje su gubici zabrinjavajuci. Drugo podrudje interesa za miko-
toksine je njihov uticaj na imuni sistem Zivotinja i ljudi. Radi se o supresiji imunog
sistema. Treci aspekt je zabrinutost zbog djelovanja mikotoksina na ljudsko zdravije.
Medicinari jo¥ nisu dovoljno svjesni njihovog patoloskog djelovanja. Veliki broj kroni-
cnih obolenja se moZe dovesti u vezu sa mikotoksinima.

Za razliku od bakterijalnih toksina, koji djeluju brzo, mikotoksini obicno dje-
luju sa latencijom. ZabiljeZene su epidemije, osim onih poznatih kao to je ergotizam,
poput dermatoza uzrokovanih psoralenom, alimentarnih toksickih aleukija, akutnih
aflatoksinskih trovanja u Indiji, Akakabibyo bolesti, zatim se povezuju sa mikotok-
sinima bolesti kao 3to je na¥a nefropatija, Reyov sindrom, KaSin-Back u Sibiru, poli-
urija u Indiji, beri-beri u Japanu i niz drugih oboljenja.

Postoji viSe podrucja koja treba naucnoistraZivacki obradivati, a to su: miko-
logija i taksonomija plijesni, ekologija, 4. uzajamno djelovanje funga i okoline, esej za
ispitivanje djelovanja mikotoksina, analiti¢ki metod, toksikologija, mikotoksikoze kod
Zivotinja, detoksifikacija, biohemizam i ekonomija. Razgovarajuéi sa akademikom
OZegovicem, mi smo se sloZili da predloZimo da se naSa akademija, zapravo njen
biomedicinski centar, posveti istraZivanju mikotoksina.

Ponovo vam Zelim uspjeSan rad i boravak na ovom naSem Cetvrtom sastanku
o mikotoksinima.
Seid HUKOVIC
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REZULTATI PREGLEDA STOCNIH HRANIVA IZ UVOZA NA
PRISUSTVO AFLATOKSINA, OHRATOKSINA A, ZEARALENONA I
TRIHOTECENSKIH MIKOTOKSINA

ZORAN MASIC, MIHAJLO MRDEN, SAVA PAVKOV, ZELJKO MIHALJEV,
MILIC ARSENDEVIC

Nauéni institut za veterinarstvo, Novi Sad

Apstrakt. Prikazani su rezultati ispitivanja prisustva mikotoksina u stotnim hra-
nivima uveZenim u R. Srbiju. Ukupno je ispitano ribljeg brasna 207 uzoraka, kukuruza
u zrnu 26, stonog je¥ma 9, premiksa za svinje 15, mleka u prahu 2 i gotove hrane za
pse 7 uzoraka. Bakteriolo¥ka neispravnost, zbog povecane kontaminacije plesnima, ut-
vrdena je u 14 uzoraka, §to &ni 5,26% od ukupno ispitanih vzoraka. Aflatoksin B1 i G1
utvrdeni su u 3 uzorka, ohratoksin A u 7 uzoraka, zearalenon u 5 i trihotecenski miko-
toksini u 2 uzorka.

Prisustvo mikotoksina, sekundarnih metabolita plesni u sto¢nim hranivima i
kompletnim krmnim sme$ama opisano je u mnogim radovima nasih i stranih autora.

Cilj ovog rada je prikaz polugodisnjih ispitivanja na prisustvo mikotoksina,
raznih sto¢nih hraniva uveZenih u R. Srbiju. Ispitivanja su izvrSena u skladu sa
Uredbom o zdravstvenoj ispravnosti sto¢nih hraniva iz uvoza, a prema Pravilniku o
maksimalnim koli¢inama $tetnih materija i sastojaka u stonoj hrani.

MATERIJAL I METOD RADA

Uzorkovanje ispitivanih hraniva vriile su nadleZne veterinarske inspekcije
na grani¢nim prelazima ili kod krajnjih korisnika. Odredivanje mikotoksina izvr-
Seno je metodom po Balzeru i sar. (2), a odredivanje trihotecenskih mikotok-
sina izvrieno je koZnim testom na kuni¢ima i zamorcima.

AKADEMIJA NAUKA I UMJETNOSTI BOSNE 1 HERCEGOVINE 9
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REZULTATI I DISKUSITA

Rezultati ispitivanja prikazani su u tabeli 1.

Stotna hraniva su poticala iz JuZne Amerike (riblje brasno), SAD (kukuruz),
Austrije (jefam i premiks za svinje), Rumunije (jetam), Svajcarske (mieko u pra-
hu) i Francuske (hrana za pse).

Svi uzorci stotnih hraniva pregledani su bakteriolodki i mikolodki. Miko-
loska neispravnost utvrdena je kod 8 uzoraka ribljeg brasna, 4 uzorka kukuruza, 1
uzorka stolnog jeCma i 1 uzorka premiksa za svinje. Mikolosku floru &nile su
plesni iz roda Aspergillus, Fusarium, Penicillium i Rhizopus.

Iz prikazane tabele se uotava da su aflatoksini By i G1 utvrdeni u 2 uzorka
ribljeg bra¥na i 1 uzorku kukuruza u zmu, ohratoksin A utvrden je u uzorcima
ribljeg bra¥na (4), kukuruza u zrnu (2) i stodnog jetma (1). Zearalenon je utvrden u
uzorcima kukuruza (3), stonog je¢ma (1) i u jednom uzorku premiksa za svinje,
trihotecenski mikotoksini utvrdeni su u 2 uzorka kukuruza u zrnu. Od ukupno
ispitanih 266 wzoraka stotne hrane, mikotoksini su utvrdeni u 17 uzoraka, §to &ini
6,39%. Utvrdene koncentracije mikotoksina su ispod dozvoljenih granica utvrdenih
Pravilnikom o maksimalnim koli¢inama $tetnih materija i sastojaka u sto¢noj hrani.

ZAKLIUCAK

UveZena stoCna hrana u R. Srbiji u periodu novembar 1990-april 1991. godi-
ne bila je mikotoksikolodki ispravna. Neupotrebljivim za ishranu Zivotinja, zbog
povecane kontaminacije plesnima, proglaseno je 160 tona ribljeg brasna (8 pozitiv-
nih uzoraka), 120 tona kukuruza u zrnu (4 uzorka pozitivna) i 30 tona jetma i 5
tona premiksa za svinje (po 1 uzorak pozitivan). Sto¢na hraniva kontaminirana
plesnima osposobljena su za ishranu Zivotinja termi¢kim tretiranjem ili tretiranjem
mikostati¢kim sredstvima.

THE RESULTS OF EXAMINATIONS OF IMPORTED FEED ON THE PRESENCE OF
AFLATOXIN, OCHRATOXIN A, ZEARALENONE AND TRICHOTHECENE MYCOTOXINS

Summary

There were examined in all 207 samples of fish meal, 26 of corn grains, 9 of barley, 15
of swine premixes, 2 of milk-powder and 7 ready to use dog feed. Bacteriological unfitness, in
due course of moldy contamination was determined in 14 samples (5,26% of examined sam-
ples). Aflatoxin B1 and aflatoxin G1 were determined in 3 samples, ochratoxin A in 7 samples,
zearalenone in 5 samples and trichothecene mycotoxins in 2 samples.

AKADEMUA NAUKA I UMIETNOSTI BOSNE I HERCEGOVINE 11
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KONTAMINACIA ZRNA KUKURUZA (ROD 1990) TOKSIKOGENIM
PLESNIMA I MIKOTOKSINIMA :
(AFLATOKSINOM Bi1, OHRATOKSINOM A I ZEARALENONOM)

ALEKSANDRA BOCAROV-STANCIC, MARIJA SKRINJAR,
TIHOMIR STOJSAVLIEVIC, DULA NAD, TEREZA ODADZIC

Tehnolodki institut, "Servo Mihalj",Zrenjanin
Tehnolotd fakultet, Novi Sad

Apstrakt. MikoloSka i mikotoksikoloSka istraZivanja su izvrSena kod 27 uzoraka
zrna kukuruza (rod 1990). S izuzetkom dva uvezena iz Afrike i Amerike, svi ostali
uzorci su bili poreklom iz Batke i Banata (SAP Vojvodina). Determinacija mikotoksina
(aflatoksina B1, ohratoksina A i zearalenona) je izvrSena multimikotoksinskom meto-
domBalzera isar. (1978). Mikoloska istraZivanja su pokazala dominaciju predstavni-
ka roda Fusarium (50-100% kontaminiranih uzoraka), s F. moniliforme var. subgluti-
nans kao najéeScom vrstom. Penicillium spp. (8 determinisanih predstavnika) bio je
uoten kod 10-100% kontaminiranih uzoraka; P. verrucosum var. cyclopium je bio naj-
zastupljenija vrsta. NeSto niZa je bila zagadenost zrna kukuruza aspergillima (20-50%).
Mikotoksikolo$ka istraZivanja su pokazala odsustvo kontaminacije ohratoksinom A.
Kod 10% ispitanih uzoraka iz Vojvodine utvrdeno je prisustvo aflatoksina By (0,0125
mg/kg) i, neito CeSce, zearalenona (20% uzoraka; 1,5-10 mg/kg).

UuvoD

Tokom viSe godina bilo je uobitajeno verovanje da je proizvodnja mikotok-
sina sporadi¢na pojava i da nije blisko povezana s gljivinim toksinima (Frisvad,
1988). Dato verovanje je bilo bazirano na slede¢im problemima: a) odredeni miko-
toksin ne produkuju svi izolati iste vrste; b) taksonomski veoma udaljene vrste
mogu da biosintetiSu isti mikotoksin; ¢) mnoge korelacije izmedu gljiviénog tak- -
sona i mikotoksina su bile bazirane na pogresnoj identifikaciji plesni i mikotoksina.
Prvi slucaj je pre izuzetak nego pravilo, jer, prema genetitkim istraZivanjima nekih
autora (Bennett i Deutsch, 1986), sojevi Aspergillus flavus neproducenti af-
latoksina Bj ipak sadrZe odgovarajuCe gene za dati mikotoksin. S druge strane,
proizvodnja istog mikotoksina nije uvek indikacija taksonomske povezanosti, jer

AKADEMIJA NAUKA 1 UMJETNOSTI BOSNE 1 HERCEGOVINE 13



biosintetski putevi istog sekundarnog metabolita mogu biti fundamentalno razliCiti
(Harborne, 1980).

Skoro sve plesni koje su prisutne na hrani i hranivima su potencijalni pro-
ducenti mikotoksina u &stoj kulturi na laboratorijskim podlogama. Jer, sekundarni
metaboliti plesni su od velikog znataja s obzirom da Stite njihov genom od drugih
mikroba, insekata i ostalih Zivotinja (Janzen, 1977). Na srecu, prisustvo odre-
dene plesni ne znai samo po sebi i prisustvo specifiénog mikotoksina i obrnuto:
moguce je utvrditi kontaminaciju odredenim mikotoksinom, ali ne i plesni produ-
centom.

Shodno tome, cilj ovog istraZivanja je bila determinacija ne samo prisustva
mikotoksina (aflatoksina B1, ohratoksina A i zearalenona) nego i najvaZnijih ro-
dova plesni potencijalnih producenata mikotoksina.

MATERIJAL I METODE

Uzorci. Tspitivanjem je bilo obuhvaéeno 27 uzoraka zrna kukuruza otkuplje-
nih za potrebe Industrije preradevina od kukuruza "IPOK", Zrenjanin. Od toga
analizirano je: a) 5 &istih hibrida (NSSC-410, 607 i ZPSC-449, 539, 667) viaznosti
zrna od 35,5-41%; b) 10 prosetnih uzoraka prirodno suSenog kukuruza primljenog
u TPOK, vla¥nosti zrna od 25-29,5%; c) 10 prosenih uzoraka veStaCki suSenog
kukuruza datog na preradu u IPOK, vlaZnosti zrna od 14-15,5%, i d) 2 uzorka
uvezena iz Afrike i Amerike. Sa izuzetkom poslednje kategorije, svi ostali uzorci su
bili poreklom iz regiona Banata i Batke (SAP Vojvodina).

Mikoloske analize. Odredivanje ukupnog broja plesni je zvrieno po SL. listu
SFRJ (1980) zasejavanjem odgovarajucih razredenja na Sabouraud agar i inkubi-
ranjem na 28°C. Prilikom identifikacije plesni iz rodova Aspergillus i Penicillium
koris¢en je i Czapek agar, odnosno krompir-saharozni agar u slu¢aju fusaria. Deter-
minacija gljivi¢nih izolata je izviSena na osnovu njihovih makroskopskih i mikros-
kopskih karakteristika (preparati pravljeni laktofenolom ili vodom), i to prema
slede¢im autorima: Raper i Fennell (1965), Samson 1979) za Aspergillus;
Booth (1971) za Fusarium; Raper i Thom (1949), Samson i sar. (1976)
za Penicillium; i Samson i van Reenen-Hoekstra (1988) za sve ostale
rodove plesni.

MikotoksikoloSke analize. BGYF-test (Bright greenish-yellow fluorescens =
jasno zelenkasto-Zuta fluorescencija) pomocu U.V. zraka (366 nm) prema Shot-
well i sar. (1974) je upotrebljen kao preliminarno ispitivanje. Hemijska deter-
minacija mikotoksina je izvrSena po multitoksinskoj metodi (Balzer isar., 1978).

REZULTATI I DISKUSIIA
Mikolo$ke analize

Zrno kukuruza (rod 1990) bilo je inficirano sa deset rodova plesni (tabela 1).
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Tabela 1. KONTAMINACIIA ZRNA KUKURUZA (rod 1990)

Br. Rod plesni Hgf{%I PRS‘EIRng]E)I‘IIQO Vlg%lé%gm 1Zuvoza
A B A B A B A B
1 Acremonium 60 3 70 3 60 4 - -
2 Alternaria 20 1 20 1 30 1 - -
3 Aspergillus 40 1 50 1 20 4 50 1
4 Cladosporium 60 2 60 3 40 4 - -
5 Bpicoccum 20 1 20 1 10 1 - 9
6 Fusarium 100 4 80 5 50 5 100 9
7 Mucor 40 10 50 5 20 2 - -
8 Penicillium 100 3 10 5 60 4 100 1
9 Rhizopus 20 10 - . . - . .
10 Ulocladium - - - - 10 1 - -

g‘;‘fi“go bl‘;j @ 280000 220.000 110.000 150.000

A = procenat kontaminiranih uzoraka
B = intenzitet kontaminacije (1-10)

Ako se uporede identifikovane viste izolovane sa zrna kukuruza tokom na-
Seg istraZivanja sa rezultatima drugih autora (Kordi¢ i sar.,, 1979; Muntafio-
la-Cvetkovié iBorisavljevi¢ 1979; Kordi¢ isar., 1986; Pepeljnjak
i Cvetnié, 1986), uotava se u ovom slu¢aju dominantnost predstavnika Fusari-
um. U zavisnosti od kategorije uzoraka procenat kontaminacije ovim rodom plesni
se kretao od 50-100% (tabela 1). Od $est identifikovanih vrsta (tabela 2), najéeSce
je utvrdena F. moniliforme var. subglutinans Wollenw. i Reinking kod sva tri tipa
uzoraka iz regiona Vojvodine. Dobijeni rezultat je u delimi¢noj saglasnosti sa istra-
Zivanjima Marica i Panin (1963) o ucestalosti fusaria u Vojvodini. Druga, po
njima, najzastupljenija vrsta F. moniliforme Sheldon nije detektovana, osim kod dva
uvezena uzorka zrna kukuruza. Istaknuto mjesto je zauzeo i F. oxysporum Schlecht,
posebno kod ve§tagki suSenog kukuruza (30% kontaminiranih uzoraka) (tabela 2).
Ostale identifikovane viste: F. avenaceum (Corda ex Fr.) Sacc., F. graminearum
Schwabe i F. sporotrichioides Sherb. takode su do sada citirane u Jugoslaviji (M un-
tafiola-Cvetkovi¢ isar., 1982). One su bile sporadi¢no zastupljene i sa man-
jim intenzitetom kontaminacije zrna (tabela 2).

Sve navedene vrste fusaria su potencijalni producenti razli¢itih mikotoksina
i drugih sekundarnih metabolita (npr. fusari¢ne kiseline, etianina, moniliformina,
trihotecena, zearalenona) (Marasas isar., 1984).
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Tabela 2. KONTAMINACIJA ZRNA KUKURUZA (rod 1990) VRSTAMA PLESNI

1Z RODOVA Aspergillus, i Fusarium

b Vaplom _ HONDI | SOSN. SteN.  1ZUVOZa
A B A B A B A B
1 A fimnigatus - - - - - - 50 1
2 A giganteus - - - - 10 6 - -
3 A niger - - 10 1 - - - .
4 A versicolor - - 20 1 10 - - -
5 Aspergillus spp. 40 1 20 1 - - - -
6 F. avenaceum - - - - 10 1 - -
7 F graminearum - - 10 1 - - - -
8 F. moniliforme - - - - - - 100 8
9 B I”&"ﬁé’ﬁ’ﬁfn’fm 60 2 4 4 2 4 - .
10 F. oxysporum 20 1 10 4 30 - - .
11 E. sporotrichioides - - - - 20 2 - -
12  Fusarium spp. 40 6 - - - - - -

Tabela 3. KONTAMINACIJA ZRNA KUKURUZA. (rod 1990) VRSTAMA PLESNI
1Z RODA Penicillium

R -
A B A B A B A B
1 P. canescens 20 1 - - - - - -
2 P capsulatum - s - - - 10 2 - -
3 P. chrysogenum - - - - 10 2 - -
4 P. godlewskii 40 1 - - - - - -
5 P. raistrichii - - - - 10 1 - -
6 P. rugulosum - - - - - - 50 1
7 P.variabile - - 10 2 10 1 - -
g P el 20 2 - ) 4 50 1
9 Penicillium spp. 60 3 - - 20 3 - -
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Posle fusaria najzastupljeniji su bili predstavnici roda Penicillium. Od osam
identifikovanih vrsta i nekoliko izolata na ¢ijoj determinaciji jo§ radimo, najceSce
je konstatovan P. verrucosum var. cyclopium (Westling) Samson i sar. (i do 50%
kontamiranih uzoraka) (tabela 2). Od ostalih penicillia, izolovana su dva predstav-
nika sekcije Biverticillata-Symmetrica: P. rugulosum Thom i P. variabile Sopp. Zbog
prisustva nekih sli¢nih karakteristika u aspektu kolonija i mikroskopskih struktura,
bilo je relativno telko tatno ih identifikovati. Ostale vrste: P. canescens Sopp, P.
capsulatum Raper i Fennell, P. chrysogenum Thom, P. godlewskii Zaleski i P. rais-
trichii G. Smith su detektovani mnogo rede (10-20% kontaminiranih uzoraka) (ta-
bela 3). U principu, razlititim predstavnicima roda Penicillium mnogo vife su bili
inficirani uzorci vje$tadki suSenog kukuruza (14-15,5% vlage). Ve€ina ovih penicil-
lia su potencijalni proizvodadi mikotoksina (tabela 4). :

Tabela 4. NATZNACAINIII MIKOTOKSINI KOJE MOGU PROIZVODITI Penicillium spp.,
1ZOLOVANE SA ZRNA KUKURUZA (rod 1990)

Vrsta Mikotoksin Referenca
P. canescens citrinin (a)
griseofulvin (b)
ohratoksin A (a)
P. chrysogenum patuin (a)
penicilinska kiselina (a)
P. raistrichii griseofulvin )
P. rugulosum patulin (a)
rugulosin (©
P. variabile ohratoksin A . (a
rugulosin ©
ciklopiazoni¢na Kiselina (a)
| 5&‘.’%% ohratoksin A @)
patulin (a)
penicilinska kiselina (a)

Legenda: (a) Smith iHacking (1983)
(b)El-Bana i Pitt (1987)
(c)Samson i van Reenen-Hoekstra (1988)

Kontaminacija zrna kukuruza aspergillima se kretala od 20-50% (tabela 1).
Od Cetiri identifikovana predstavnika (tabela 2), najce3¢i je bio 4. versicolor (Vuill.)
Tiraboschi potencijalni producent sterigmatocistina (Samson i van Reen-
en-Hoekstra, 1988). Ostale viste su bile znatno manje zastupljene, medutim i
one su znatajne s obzirom da mogu sintetisati toksine metabolite: A. giganteus
Wehmer-patulin (Smith i Hacking, 1983) A. niger van Tieghem-aflatoksin By
Skrinjar, 1990) i A. fumigatus Fresenius-fumitremorgen B (Smith i Hack-
ing, 1983).
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Od ostalih mikromiceta detektovanih na ispitanim uzorcima (tabela 1), Ac-
remonium strictum W. Gams je dominirao (60-70% kontaminacije).

Dematiaceae su bile zastupljene sa tri roda; Cladosporium sp. je najceSce
uoden, dok su Alternaria sp. i Ulocladium sp. sporadi¢no zapaZeni, i to sa malim
intenzitetom kontaminacije (tabela 1).

Plesni koje se prve pojavljuju pri kultivaciji na Sabouraud agaru i koje zahte-
vaju veée vrednosti aktivne vode, tj. Mucor sp. i Rhizopus sp. uglavnom su kons-
tantovane kod nesufenih i prirodno suSenih uzoraka zrna kukuruza (tabela 1).

MikotoksikoloSke analize

Rezultati ispitivanja kontaminacije 27 uzoraka kukuruza mikotoksinima su
prikazani u tabeli 5.

Tabela 5. KONTAMINACIJA ZRNA KUKURUZA (rod 1990) MIKOTOKSINIMA

Br. | Mikotoksin Hgfgll)l PRSIEggI\?IO V%?J'ré%%[m IZ UVOZA
A C A C A c A C

1 | Aflatoksin By -] - 10 |oo125 | - - 50 02
2 | OhratoksinA | - - - - ; . . .
3 | Zearalenon - - 20 1,5-10 - - - -
4 | BGYF-test . . 20 - . . 50 -

A = procenat kontaminiranih uzoraka
C = koncentracija mikotoksinima (mg/kg)

Aflatoksinom Bj je bilo kontaminirano 10% uzoraka prirodno suSenog zrna
kukuruza i jedan uzorak uvezen iz Afrike. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
istra¥ivanjima Suti¢ i sar. (1982), koji su detektovali slian nivo zagadenosti ove
Zitarice gajene na teritoriji Srbije, i Klemenca i sar. (1986), koji su kod uzoraka
kukuruza iz Slovenije nasli ovaj mikotoksin kod 9,4% uzoraka. Za razliku od nasih
rezultata, Hlubna i OZegovi€ (1986) nisu utvrdili prisusivo aflatoksina B1 u
kukuruzu iz Bosne i Hercegovine, a Kordi¢ isar. (1986) samo kod 2% slulajeva
prirodno sufenog zrna. Prisustvo aflatoksina Bi, i to u ve€oj koncentraciji (0,2
mg/kg) u uzorku uvezenom iz Afrike lako je objasniti 8 obzirom na klimatske
uslove koji tamo vladaju; visoka temperatura i vlaZznost pogoduju biosintezi ovog
mikotoksina. Medutim, nalaz aflatoksina B1 u jednom uzorku prirodno suSenog
kukuruza iz regiona Backe ostaje za sada nerazjaSnjen, mada se moZe pretpostaviti
da je kod njega bila povecana vlaZnost zrna neposredno posle Zetve, $to je omogu-
¢ilo ne samo rast plesni producenta, nego i biosintezu samog mikotoksina. Deter-
minisana koncentracija ovog mikotoksina (0,0125 mg/kg), mada jc ve€a od one
koju propisuje kao dozvoljenu (SL list SFRJ (1990), mogla bi biti smanjena u
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tehnoloskom procesu obrade zrna kukuruza u skrobarskoj industriji. Dejstvom
kompleksa faktora u samom procesu moglo bi da dode do potpune ili delimi¢ne
degradacije toksina i samim tim do smanjenja njegove koncentracije u proizvodima
(skrobu i glutenu). IstraZivanje kontaminacije proizvoda skrobarske industrije ¢e
biti cilj naih sledeCih istraZivanja.

BGYF-test koji indicira prisustvo plesni produccnata aflatoksina na osnova
karakteristine fluorescencije koju daje jedan drugi njihov sekundarni metabolit
(koji¢na kisclina) bio je pozitivan samo u slu¢aju 3 od 27 ispitanh uzoraka (tabela
5). Od toga, u dva slu¢aja je konstatovana pozitivna korelacija izmedu nalaza afla-
toksina B i rezultata testa. ,

Mada prisustvo ohratoksina A nije retka pojava u zrnu kukuruza u nekim
podrucjima Jugoslavije: u Hrvatskoj Pepeljnjak i Balzer (1982) su ga utvr-
dili kod 56% uzoraka, odnosno 64% (Pepeljnjak i Cvetnic, 1986); u Bosni
iHercegoviniHlubna i OZe govic¢ (1986) su ga detektovali kod 4,8% uzoraka,
a u Sloveniji K1emenc isar. (1986) kod 9,4% uzoraka, u naSem istraZivanju nije
konstatovano prisustvo ovog mikotoksina. Odsustvo ohratoksina kod prirodno i
vestadki suSenog zrna kukuruza iz regiona Srbije nasli sui Kordi¢ i sar.(1986).

Zearalenon je mikotoksin koji je obino najfe3Ce prisutan u uzorcima Zita-
rica i raznih hraniva u Jugoslaviji i predstavlja znatan problem u nasim ekoloskim
uslovima. U godinama koje su bile izuzetno kiSovite u periodu sazrevanja i Zetve
kukuruza, kao npr. 1978. g., zrno je imalo povean sadrZaj vlage, to je favorizovalo
rast fusaria, pa je ¢ak 46,5% uzoraka sadrZalo ovaj mikotoksin (Pepeljnjak i
Balzer, 1982). Veliku kontaminaciju zrna kukuruza zearalenonom nasli su i
Klemenc i sar. (1986) - 453%, a jo§ viSe Sutié i sar. (1982) - 83,3% kod
prirodno suSenog kukuruza, odnosno 62,8% kod vestatki suSenog. Rezultati naleg
mikotoksiksolodkog istraZivanja (tabela 5) pokazuju mnogo manji nalaz zearale-
nona (kod 20% zrna kukuruza viaZnosti do 29,5%). Dobijeni nalaz bi se mogao
objasniti odsustvom (osim u jednom slu¢aju) plesni F. graminearum, koja je naj-
poznatiji producent ovog mikotoksina. Mada i druga fusaria mogu biosintetisati
zearalenon (npr. F. oxysporum), verovatno izolovani sojevi nisu bili toksikogeni u
datim uslovima.

Nije bilo moguce ustanoviti prisustvo korelacije izmedu ukupnog broja ples-
ni u 1 g kukuruza (tabela 1) i prisustva mikotoksina (tabela 5). Uzorci istih hibrida
koji su bili najviSe kontaminirani plesnima (280.000 /g) nisu uopSte sadrZali miko-
toksine.

ZAKLIUCCI

Deset rodova plesni, predstavljeno sa 25 vrsta je identifikovano na zrnu
kukuruza (rod 1990) iz Vojvodine.

Najzastupljeniji je bio Fusarium spp. (50-100% inficiranih uzoraka) sa 6
determinisanih vrsta, od kojih je naj¢e3ca bila F. moniliforme var. subglutinans.
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Penicillium spp. je bio detektovan kod 10-100% ispitanih uzoraka zrna kuku-
ruza. Od 8 identifikovanih vrsta, najudestalija je bila P. verrucosum var. cyclopium.

Neito niZa je bila kontaminacija uzoraka s aspergillima (20-50%); Aspergil-
lus versicolor je bio najzastupljenija vrsta.

Mikotoksikoloska istraZivanja zrna kukuruza su pokazala odsustvo kontami-
nacije ohratoksinom A, i dosta malo zagadenje aflatoksinom Bi1 (10% uzoraka
prirodno sufenog zrna). Zearalenon je bio najleSCe detektovan mikotoksin (20%
uzoraka; 1,5-10 mg/kg).

CONTAMINATION OF CORN KERNELS (1990 CROP) WITH TOXIGENIC MOLDS AND .
MYCOTOXINS (AFLATOXIN Bj, OCHRATOXIN A AND ZEARALENONE)

Summary

Twenty seven samples of corn kernels (1990 crop) were mycologicaly and mycotoxi-
cologicaly investigated. All samples came from the regions of BaCka and Banat (Vojvodina)
with the exception of two imported from Africa and America. Mycotoxins (aflatoxin B1,
ochratoxin A and zearalenone) were determined according to Balzer et al. (1978).

Ten fungal genera were identified on corn kernels. Fusarium spp. was the dominant
one (50-100% contaminated samples). Among six determined species F. moniliforme var.
subglutinans was the most frequent. Penicillium spp. was detected on 10-100% of investigated
samples. P. verrucosum var. cyclopium was dominant among eight identified penicillia species.
It was the contamination of corn kernels with Aspergillus spp. that was a little bit lower while
A. versicolor was the most frequent.

Mycotoxicological investigations revealed the absence of ochratoxin A. Aflatoxin B1
was determined only in 10% of the samples from Vojvodina (0.0125 mg/kg). Hyperestrogenic
factor - zearalenone was found in 20% of samples with concentration from 1,5 to 10 mg/kg.
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ODREDIVANIE T-2 TOKSINA I NJEGOVIH HIDROLITICKIH
METABOLITA U SERUMU METODOM GASNE
HROMATOGRAFIJE — MASENE SPEKTROMETRIJE

PREDRAG RADOSEVIC, N. DOGOVIC

Vojnomedicinska kademija, Beograd
Vojnotehniki institut, Beograd

Apstrakt. T-2 toksin, HT-2 toksin i T-2 triol su ekstrahovani na &vrstoj fazi C-18
iz razblaZenog uzorka seruma u visokom prinosu (preko 80%), za razliku od T-2 tetra-
ola (cko 10%). Derivatizacija je viSena pomo¢u anhidrida trifluorsiréetne kiseline, a
derivatizovani toksini razdvojani na kapilarnoj koloni HP-1 i detektovani masenom
spektrometrijom uz praéenje karakteristi¢nih jona. Detekcione granice metode su: T-2
toksin 15 ug/l, HT-2 toksin 5 ug/l, T-2 triol 3 ug i T-2 tetraol 40 ug/l. Preciznost
metode je zadovoljavajuca, sem za vrlo niske koncentracije T-2 toksina.

UvobD

T-2 toksin je, pored makrocikli¢nih trihotecena, svakako jedan od najtok-
si¢nijih Fusarium toksina (Ueno, 1983). Mada se, na srecu, u prirodi retko sreée
(Gilbert, 1989), mikotoksikoze izazvane ovim toksinom vrlo su teske i sa oz-
biljnim posledicama. Simptomi trovanja su nespecifitni (Ueno i sar., 1984), a
jedina pouzdana dijagnoza trovanja je detekcija i identifikacija toksina u bioloSkom
materijalu. Medutim, T-2 toksin podleZe vrlo brzoj i kompleksnoj razgradnji (Sin -
tov i sar., 1988), §to ukazuje na znalaj odredivanja i metabolita pored neprome-
njenog toksina u bioloskom materijalu. Metaboli¢ka razgradnja T-2 toksina u orga-
nizmu se odvija pod uticajem nekoliko enzimskih sistema, od kojih je najznacajniji
hidroliti¢ki (Pfeiffer isar., 1988; Corley i sar., 1986). Karboksilesteraze kao
nosioci hidroliti’kog metaboli¢kog puta razgraduju ovaj toksin na vife metabolita
od kojih su najvaZniji HT-2 toksin i T-2 tetraol kao krajnji hidroliti¢ki metabolit.

Koncentracije T-2 toksina i njegovih metabolita u biolo§kom materijalu, &ak
i u uslovima tefkih akutnih trovanja, vrlo su male, tako da se za njihovo odredi-
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vanje zahteva izuzetno osjetljiva metoda. Kapilarna gasna hromatografija, uz pret-
hodnu derivatizaciju ekstrakta uzorka sa fluoriranim aciliraju¢im agensima i detek-
ciju na elektronapsorpcionom detektoru (Black i sar., 1987), ili masenoselektiv-
nom detektoru (Begley isar; D’Agostino i sar., 1986), predstavlja metodu
izbora.

Cilj ovog rada je bio razvijanje brze i jednostavne, a u isto vreme dovoljno
osetljive metode za odredivanje T-2 i HT-2 toksina, T-2 tiola i T-2 tetraola u plazmi
u slu¢aju akutnih trovanja T-2 toksinom.

MATERUAL I METODE

Hemikalije

Pojedina¢ni osnovni standardni rastvori T-2 toksina, HT-2 toksina i T-2 tri-
ola (SIGMA) napravljeni su rastvaranjem u etilacetatu, tako da je krajnja kon-
centracija bila 0,1 mg/ml. T-2 tetraol (SIGMA) rastvoren je pomocu metanola u
istoj koncentraciji. MeSoviti standardni rastvor mikotoksina za kontaminaciju se-
ruma napravljen je razblaZivanjem slede¢ih zapremina osnovnih rastvora: 50 u1 T-2
tetraola, 50 ul T-2 triola, 100 u1 HT-2 toksina i 200 41 T-2 toksina u normalnom
sudu od 10 ml sa etilacetatom.

Metoksihlor (PolyScience Corp.) je rastvoren pomocu benzola u koncen-
traciji od 1 mg/l i predstavlja interni standard za hromatografska odredivanja.

Metanol, etilacetat, benzol i anhidrid trifluorsiréetne kiseline (TFAA) proiz-
vodnje Merck su p.a. hemikalije.

Aparatura

Odredivanja su vrSena na gasnohromatografskom-masenospektroskopskom
sistemu Hewlett Packard 5970 B uz injiciranje bez splitovanja, temperaturu injek-
tora od 250°C i temperaturu detektora 300°C. Za hromtografiranje je upotrebljena
kapilarna kolona HP-1 dimenzija 12 m/0,2 mm i temperaturski program zagrevanja
kolone od 150°C do 280°C uz brzinu zagrevanja od 10°C/min. Jonizacija TFA
derivata toksina postignuta je strujom elektrona od 70 eV na masenom spektro-
metru, a praceni su samo karakteristi¢ni joni navedeni u tabeli br.1.

Tabela 1. ODABRANI KARAKTERISTICNI JONI IZ MASENIH SPEKTARA ZA PRACENIE

POJEDINIH JEDINJENJA
Toksin m/e
T-2 tetraol 217,271,327,330,455,569
T-2 triol 121,234,455,569
HT-2 toksin 121,205,455,472,532
T-2 toksin 121,180,327,401,478
METOKSIHLOR 227
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Kontaminacija i obrada uzorka

Za ispitivanje prinosa ekstrakcije i konstrukciju baZdarnih dijagrama upo-
trebljen je "srednji uzorak" dobijen od velikog broja pojedina¢nih uzoraka seruma
zdravih ljudi. Uzorci seruma su kontaminirani sa razli¢itim zapreminama mjeSovi-
tog standardnog rastvora: 50, 100, 200 i 300 1 je pipetirano u suve epruvete, organ-
ski rastvara je uparen strujom vazduha, a na ostatak je dodato po 10 ul metanola
i po 2 ml seruma. Uzorci su razblaZeni sa po 4 ml demineralizovane vode i dobro
izme3ani na "Vortex" meSalici. Toksini iz ovako pripremljenih uzoraka su ekstra-
hovani na ¢vrstoj fazi C-18 (SEP PAK-C18 minikolonice Waters) prethodno kondi-
cioniranoj metanolom i demineralizovanom vodom. Posle nanoSenja uzorka, kolo-
na je isprana vodom, a toksini eluirani sa 2 ml metanola (brzina protoka je bila 3
mi/min.). Pre derivatizacije metanol je uparen strujom suvog vazduha. Derivatiza-
cija je vrSena sa po 100 ul TFAA, zagrevanjem 20 minuta na temperaturi od 60°C,
Nakon hladenja na sobnu temperaturu i uklanjanja viSka anhidrida uparavanjem,
derivatizovani ekstrakti su rastvoreni u 50 ul benzolskog rastvora internog stand-
arda i po 1 ul injiciran u gasni hromograf.

REZULTATI 1 DISKUSIJA

T-2 toksin i njegovi metaboliti su slabo do umereno polarna organska jedi-
njenja, tako da se ne mogu direktno analizirati na uobi¢ajenim hromatografskim
kolonama bez modifikacije strukture. Za derivatizaciju alkoholnih grupa obi¢no se
koriste silirajudi ili fluorirani acilirajuci agensi. U literaturi se navodi da su TFA
stabilniji od trimetilsilil derivata trihotecena (Kienz i Verweij, 1986). U
preliminarnim istraZivanjima to se i kod nas pokazalo, pa smo se u daljem radu
opredelili za TFAA kao derivatizacioni reagens.

Medutim, analiziraju¢i TFA derivate trihotecena masenom spektrometrijom
uz elektronsku jonizaciju, uolljivo je da se ne dobijaju fragmenti jaleg intenziteta
na ve¢im masama (slika br.1). Prateci jone na niskim masama, pogorSava se odnos
signal/Sum, $to direktno uti¢e na donju granicu odredivanja. Znacajno poboljSanje
osjetljivosti postiglo bi se primjenom blaZe forme jonizacije kao $to je na primjer
hemijska jonizacija, gdje se stimulife fragmentacija na visokim masama, a mole-
kulski jon je Cesto i osnovni jon u masenom spektru (D’ Agostino isar., 1986).

Na slici br.2 prikazani su hromatogrami seruma sa i bez dodatka toksina.
Prinos ekstrakcije na Cvrstoj fazi C-18 za T-2, HT-2 i T-2 triol veéi je od 80%, dok
je za T-2 tetraol ispod 10% $to je i za oCekivati s obzirom na veliku polarnost ovog
jedinjenja. Primjenom smole XAD-2 za ekstrakciju poveao bi se prinos za T-2
tetraol (Heyndrickx A, i sar.,, 1984), ali bi se znaCajno produZilo vrijeme eks-
trakcije i povecala potroSnja hemikalija.
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BaZdarne krive za ispitivane toksine (osim za T-2 tetraol, gdje su dobijeni
niski prinosi ekstrakcija) su prikazane na slici br. 3. Svaka tatka predstavlja srednju
vrednost od 5 odredivanja. Preciznost je najlogija za niske koncentracije T-2 tok-
sina i iznosi oko 30%, dok je za vece koncentracije ispod 20%. Postignute su

sledece detekcione granice: T-2 toksin 15 #8/l, HT-2 toksin 5 ug/l, T-2 triol 3 ugh i
T-2 tetraol 40 ug.

h

400G

2

~

POVRSINA + PIKA

8

50 100 200 300
p9/L

S1. 3. BaZdarni dijagrami za odredivanje T-2 (oksina, HT-2 toksina 1 T-2 triots u serumu. Rasponi
oznaavaju standardnu devijaciju. Korelacioni koeficijenti: O r=0,9880, [ r= 0,9925, A r= 0,9579

Snimaju¢i u masenoj spektrometriji samo pojedine jone iz spektra postoji
oOpasnost gubitka specifi¢nosti analize, Da bi se ispitala "Cistoca” pikova, uporedeni
su odnosi intenziteta pojedinih jona iz masenog spektra u smesi standarda sa od-
nosom istih jona iz realnog uzorka. Razlike u odnosima ni u jednom slucaju nisu

vece od 20%, $to se smatra prihvatljivim i potvrduje visoku specifitnost detek-
cionog sistema.

28

IV SIMPOZI] O MIKOTOKSINIMA



DETERMINATION OF T-2 TOXIN AND ITS HYDROLITIC METABOLITES IN SERUM BY
GAS CHROMATOGRAPHY —~MASS SPECTROMETRY

Summary

Simple and sensitive method for determination of T-2 toxin and its hydrolitic metabo-
lites (FLT-2 toxin, T-2 triol and T-2 tetraol) in serum is developed. The method is based on
solid phase extraction by SEP PAK C-18 cartridges and derivatisation of extracts by trifluo-
roacetic anhydride. Derivatives are separated on HP-1 capillary column. Detection mode on
mass selective detector was select ion monitoring. Detection limits for T-2 toxin, HT-2 toxin,
T-2 triol and T-2 tetraol are 15, S, 3, and 40 ug!t respectivelly. Precission is acceptable
except for very small concentration of T-2 toxin.
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SIMULTANA DETEKCIJA DON, DAS, T-2 TOKSINA
I NJJHOVIH METABOLITA U KUKURUZU

ZVONKA KABAJ-TOMSIC, ANTON VENGUST, JANKO ZUST, UROS PESTEVSEK

Institut za higieno in patologijo prehrane domatih Zivali, VTOZD za veterinarstvo, Ljubljana

Apstrakt. Opisana je problematika kontaminacije stofne hrane mikotoksinima
iz grupe trihotecena. Posebna paZnja je bila posveéena hemijskom odredenju tih tok-
sina. Poslije hidrolize, pomoc€u koje smo pretvorili diacetoksiscirpenol, T-2 toksin i nji-
hove metabolite te metabolite deoksinivalenola u scirpentriol (STR), T-2 tetraol (TOL)
i deoksinivalenol (BON), toksine smo odredili simultano plinskom kromatografijom EC
detektorom. Kvalitativno utvrdivanje smo obavili masenom spektroskopijom.

uvobD

Trihotecene proizvode gljivice iz roda Fusarium, Myrothecium, Stachybotris,
Cephalosporium i Trichoderma. NajvaZniji proizvodadi tih toksina su Fusarium
tricinctum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium poae i Stachybotris atra. Vrsta i ko-
li¢ina toksina zavisi od supstrata, temperature, vlage i drugih &initelja. Velika ko-
li¢ina trihotecena pronadena je samo u kulturama gljivica. Medu toksinima izo-
liranim iz prirodnih supstrata, najvaZniji su T-2 toksin, diacetoksiscirpenol (DAS),
deoksinivalenol (DON) i nivalenol (NIV), koji mogu pojedina¢no ili u kombinaciji
s drugim toksinima prouzrokovati zdravstvene smetnje kod ljudi i Zivotinja (2, 3, 4).

Trihoteceni su seskviterpeni (15 C atoma), {ija osnova je trihotecensko jez-
gro 12,13-epoksitrihotec-9en. Delimo ih na 4 vece grupe: A, B, C i D. Razlikuju se
po supstituentima na C3, C4, C7, C8 i C15 mestu. Grupe A, B i D zahvaéaju
jednostavne estere i alkohole trihotecena, dok grupa C zahvata makrociklitke tok-
sine. NajvaZniji i naj¢eS¢i su toksini iz grupe A (T-2 toksin, HT-2 toksin, T-2
tetraol, neosolaniol, acetil T-2 toksin, diacetoksiscirpenol, 15-monoacetoksiscir-
penol, scirpentriol) i grupe B (deoksinivalenol, diacetilnivalenol, fusarenon X, ni-
valenol, diacetildeoksinivalenol). Zbog velikog broja do danas poznatih trihotecena
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i vrlo razli¢itih osobina supstrata u kojima se nalaze, njihova simultana detekcija za
zakonske, medicinske i veterinarske potrebe jos uvijek nije standarizirana.

Cilj nafeg rada bio je razvijanje metode za hemijsko utvrdivanje trihotecena,
koja bi zahvatila §to viSe tih materija, prisutnih u prirodnim supstratima. Prvo smo
preveli pomocu hidrolize razlicjte trihotecene iz grupe A i B u njihove odgovara-
juce alkohole (scirpentriol, deoksinivalenol i T-2 tetraol), a zatim smo ih separirali
i identificirali pomocu plinske kromatografije EC detektorom i masnom spektro-
metrijom.

MATERIJAL I METODE

Pretrazili smo 25 uzoraka vide ili manje plesnivog kukuruza iz razlititih delo-
va Jugoslavije. Mikolo3ke pretrage izvriili smo po metodama Schmita, Mi-
chustina i Trisvijatskoga (13) i metodi koja je opisana u International
Rules for Seed Test ISTA, Vol. 3 (14). Takode smo izolirali i determinirali toksogene
sojeve gljivica. Mikotoksikoloske pretrage 0 prisustvu aflatoksina By, B2, Gz, oh-
ratoksina A i F-2 toksina izvrSili smo metodom tankoslojne kromatografije (14).
KoZni test na kuniéima obavili smo modificiranom metodom (14) po Eppleyu
(15). Kiloroformski ekstrakt plesnivog kukuruza otparili smo do suvoga, a uljni
ostatak naneli na obrijanu koZu belog kuni¢a. Reakciju smo posmatrali vizuelno
posle 24, 48 i 72 sata. Za ocenu jakosti reakcije upotrebili smo sledece kriterije:

0 - bez reakcije;

1 - crvenilo;

2 - jako crvenilo;

3 - jako crvenilo i otok;

4 - vrlo jaka reakcija s edemom i nekrozom.

Za simultano hemijsko odredivanje trihotecena u kukuruzu upotrebili smo
metodu plinske kromatografije. Uzorke smo prvo ekstrahirali meSavinom aceto-
nitrila i vode (84:16), a zatim smo ih olistili na koloni napunjenoj aktivnim ugljem,
neutralnim Al203 i aktivnom zemljom (1:1:1), te na koloni napunjenoj neutralnim
Florisilom. Aktivni ugalj uklanja ve¢inu smetajucih materija, kao $to su npr. drugi
mikotoksini (aflatoksini, F-2 toksin, ohratoksini), a neutralni Al2O3 uklanja poje-
dine pigmente. Zatim smo pomocu NaOH sve estere trihotecena hidrolizirali u
njima srodne alkohole.

Tom metodom smo T-2 toksin i njegove metabolite pretvorili u T-2 tetraol
(TOL), diacetoksiscirpenol i njegove metabolite u scirpentriol (STR), dok je deok-
sinivalenol (DON) ostao nepromenjen. Uslovi hidrolize su bili izabrani tako da su
omoguéili maksimalnu pretvorbu spomenutih toksina u TOL i STR te minimalno
uticali na raspad DON. Za derivatizaciju smo upotrebili trifluorocetnu kiselinu,
koja je na EC detektoru dala bolje rezultate od heptafluorbutilimidazola (17, 19,
20, 21). Separacija se odvijala na 30 m dugatkoj kapilarnoj koloni DB-5 (0,25 um),
nosivi plin bio je dusik s pretokom 1,9 ml/min, temperatura injektora bila je 220°C,
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acetil T-2

T2

HT-2

T-2 triol

T-2 tetreol
Reosoianiol
4-diacetilneosolaniol
8-acetilneosolaniol

deoksinivalenol
3-acctildeoksinivalenol
15-acetildeoksinivalenot

Tabela 1. HIDROLIZA TRIHOTECENA

OH -

OH -

OH -

T - 2 tetraol - TOL

scirpentriol - STR

deoksinivalenol - DON

temperatura detektora 250°C, a temperatura kolone 180°C (slika 1). Dobivene
rezultate smo potvrdili na plinskom kromatografu s maseno selektivnim detek-
torom (MSD) s elektronskom i hemijskom ionizacijom (22, 23, 24).

ST

|

S

TOL

Slika 1. Kromatogrami a) standarda STR, DON i TOL b) zdravog kukuruza c) plesnivog kukuruza
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REZULTATI I DISKUSUA

SLIKA 2: Kalibraciona krivulja standarda STR, DON i TOL
35
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Slika 2. Kalibraciona krivulja standarda STR, DON i TOL

Kalibraciona krivulja standarda STR, DON i TOL prikazana je na slici 2.
Kod izrade krivulja upotrebili smo metodu najmanjih kvadrata. Korelacijski koefi-
cijenti i jednadZbe pravca za upotrebljene standarde prikazani su u tabeli 2. Iz nje
je vidno da je korelacijski koeficijent bio najnizi kod DON-a, $to bi mogla biti

posledica nepotpune derivatizacije. Relativna standardna devijacija za STR bila je
13,7, za DON 10,2 i za TOL 11,8.

Tabela 2. KORELACUISK! KOEFICLENTI | JEDNADZBE PRAVCA

Toksin r Jednadba pravea

STR 0,9959 y = 0,3034 x - 0,2166
DON 0, 9901 y = 03271 x + 0,5657
TOL 0,9998 y = 0,4351 x + 0,0548

Rezultati mikoloskih i mikotoksikoloSkih pretraga kukuruza koji je prouz-
rokovao razlititu jatinu reakcije na koZi kuni¢a (0 do 4) prikazani su u tabeli 3.
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Tabela 3. REZULTATI MIKOLOSKIH I MIKOTOKSIKOLOSKIH ISPITIVANJA PLESNIVOG

KUKURUZA
Unoral| BY spora gliivica u STR TOL DON | F2 |Aflatoksin By
1000/g ng/g ngfg ng/g nglg ngfg

1 . 269 0 0 350

2 233 0 0 470

3 62 170 0 0

4 42 0 0 90

5 44 0 0 0

6 336 0 0 0

7 116 0 0 100

8 311 10 20 620

9 241 0 0 380 1200 i}
10 405 140 0 80 £000 20000
11 183 0 30 0 0 0
12 260 0 0 90 0 0
13 300 920 0 160000 12000 3600
14 880 0 810 0 10400 0
15 775 0 0 730 0 0
16 1554 220 80 630 0 0
17 525 660 0 12900 12100
18 57 0 4300 120 0 0
19 494 0 560 3120 1800 30000
20 425 0 0 490 12000 0
21 290 0 1800 27400 0 0
2 505 230 150 0 6000 0
23 123 560 430 0 6000 0
24 98 1000 360 1260 3800
25 786 620 360 28290

U 1 g uzorka pronasli.smo od 42.000 do 1.545.000 spora gljivica. Broj gljivica
nije bio proporcionalan prisustvu toksina u kukuruzu. To se podudara s podacima
iz literature (3, 5), u kojoj se navodi da gljivice mogu odumreti, dok njihovi toksi¢ki
metaboliti, zbog svoje stabilnosti, ostaju nepromenjeni. Od gljivica koje proizvode
trihotecene, izolirali smo 6 sojeva Fusarium oxysporum, 5 sojeva Fusarium grami-
nearum, 5 sojeva Fusarium moniliforme Sheldon, po jedan soj Fusarium sporotri-
chioides, Fusarium rigidiusculum i Fusarium poae, 3 soja Trichoderma harzianum
Rifai, 3 soja Trichoderma roseum i jedan soj Epicoccum species.

Od mikotoksina su bili u kukuruzu naj¢e§¢e prisutni DON i njegovi metabo-
liti (72%), u prosje¢noj koncentraciji 9.485 ng/g (80 do 160.000 ng/g). DAS i njego-
vi metaboliti su bili utvrdeni u 40% pretraZenih uzoraka, u prosje¢noj kolicini 180
ng/g (10 do 1.000 ng/g), a T-2 toksin i njegovi metaboliti u 44% uzoraka, u pro-
sjecnoj kolicini 356 ng/g (20 do 4.300 ng/g). Uz trihotecene je 50% uzoraka sadra-
valo F-2 toksin, u koli¢ini od 500 do 12.100 ng/g, aflatoksin B1 je bio utvrden u 3
uzorka (3,6 do 30 ng/g) a ohratoksin A u jednom uzorku (34 ng/g).
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Spomenuti rezultati samo sc delimicno slazu s rezultatima nadih prethodnih
istraZivanja, u kojima smo metodom TLC prona$li manju kontaminaciju sto¢ne
. hrane T-2 toksinom, DAS i DON (14, 25). Smatramo da su razlike nastale zbog
vece osjetljivosti GC-ECD metode, koja omogucava detekciju i do 100 puta manjih
koli¢ina tih toksina (26). Opisanom metodom smo, pored toksina T-2, DAS i
DON, obuhvatili i vecinu njihovih metabolita.

Prema podacima iz literature, kontaminacija kukuruza i stone hrane tri-
hotecenima predstavlja ozbiljan problem u svetu. U SAD je Versonder (27)
pronasao DON u 46% pregledanih uzoraka kukuruza (1,5 do 10 mg/kg). Cotte i
sar. (28) izveStavaju 0 72% kontaminaciji kukuruza DON u koncentracijama od 0,1
do 41,6 mg/kg. U osporljivoj pSenici je Hadler (29) otkrio 94% kontaminaciju
DON. U Engleskoj (30) je kontaminacija tim toksinom bila u koncentracijama od
0,02 do 0,4 mg/kg, utvrdena samo u 16% pretraZenih uzoraka. Mnogi autori iz-
veStavaju 0 kontaminaciji stoCne hrane trihotecenima i u drugim drzavama (31, 32).
Nivalenol su pronasli u pojedinim drZavama Evrope i Azije, dok su se T-2 toksin i
DAS javljali samo povremeno (33).

Jugoslavenski istraZivaci su utvrdili rclativno mali broj uzoraka sto¢ne hrane
kontaminirane dermatoksiCkim trihotecenima. Balzer (34) je otkrio T-2 toksin u
8,3% (0,5 do 5,0 mg/kg),aPepeljnjak (35) u 7,5% pretraZenih uzoraka kuku-
ruza (0,16 do 0,46 mg/kg). Isti autor je T-2 toksin pronasao i u 20% pretraZenih
uzoraka jeCma (prosjetno 0,16 mg/kg) te u 15,7% pretraZzenih uzoraka hrane za
goveda (0,2 do 0,8 mg/kg).
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Slika 3. Rezultati koZnog testa i hemijske pretrage uzoraka

36 IV SIMPOZ1) O MIKOTOKSINIMA



Uporedenje jaCine koZne reakcije (slika 3) i prisustva dermatoksi¢kih triho-
tecena (izraZenih kao scirpentriol i T-2 tetraol) je pokazalo signifikantnu korelaci-
ju r= 0,6, P<0,005. Uzorci broj 15 i 20 su prouzrokovali jaku koZnu reakciju, ali
nisu sadrZavali spomenute toksine. Verovatno su bili prisutni drugi dermatoksicki
agensi koje upotrebljenom metodom odredivanja nismo obuhvatili. Nijednom od
uzoraka bez ili sa slabom koZnom reakcijom nismo uvstanovili veée koli¢ine STR i
TOL.

ZAKLIUCAK

IzviSene su pretrage kontaminacije kukuruza mikotoksinima iz grupe triho-
tecena. Veliki broj trihotecenskih metabolita smo pretvorili u odgovarajuce alko-
hole: scirpentriol (STR), deoksinivalenol (DON) i T-2 tetraol (TOL) s namerom
da se poveca analitiCka osetljivost i omoguci simultana detekcija veéine trihotecena
iz grupe A i B. Utvrdili smo da je najniZa detekcijska granica za zdrav kukuruz 10
ng/g, a za jako plesniv kukuruz 100 ng/g.

Separaciju trihotecena pomocu kapilarne plinske kromatografijec s EC de-
tektorom smo potvrdili masenom spektrometrijom. U 25 uzoraka plesnivog kuku-
ruza najcei€e je bio prisutan DON i njegovi metaboliti (72%), u prosc¢noj kon-
centraciji 9.485 ng/g (80 do 160.000 ng/g). DAS i njegovi metaboliti su bili utvrdeni
u 40% primera, u prose¢noj koli¢ini 181 mg/g (10 do 1.000 ng/g), a T-2 toksin i
njegovi metaboliti u 44% primera, u prose¢noj koliini 356 ng/g (20 do 4.300 ng/g).
Pored trihotecena, bio je u 50% uzoraka pronaden toksin F-2 u koncentraciji od
500 do 12.100 ng/g, u 3 uzorka aflatoksin B1 (3,6 do 30 ng/g) a u jednom uzorku
ohratoksin A (24 ng/g). Uporedenje jagine koZnc reakcije i prisustva dermatoksic-
kih trihotecena u uzorcima je pokazala signifikantnu korelaciju (r=0,6, P<0,005).
Ni u jednom od uzoraka bez ili sa slabom koZnom reakcijom nisu bile hemijski
utvrdene vece koliCine dermatoksickih toksina.

SIMULTANEOUS DETECTION OF DON, DAS AND T-2 TOXIN AND THEIR METABO-
LITES IN MAIZE

Summary

The contamination of corn with mycotoxins from trichothecene group was studied. A
great number of metabolites of trichothecene toxins were converted to their corresponding
alcohols scirpentriol (STR), deoxynivalenol (DON) and T-2 tetraol (TOL), in order to incrise
analytical sensitivity and to detect simultaneusly the majority of trichothceene from group A
and B. Detection limit from 10 ng/g for normal corn to 100 ng/g for very mouldy corn were
estimated. Separation of trichothecenes by capillary gas chromatography with electron capture
detector was comfirmed by mass spectrometry. In 25 samples of mouldy corn DON and its
metabolites were the most frequent (72%) in average concentration of 9485 ng/g (from 80 to
160000 ng/g). DAS and its metabolites were stated in 40% of cases in average of 181 ng/g
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(from 10 to 1000 ng/g) and T-2 toxin and its metabolites in 44% of cases in average 356 ng/g
(from 20 to 4300 ng/g). Besides trichothecenes in 50% of samples F-2 toxin in concentration
from 500 to 12100 ng/g, aflatoxin B1 in three samples (3.6 to 30 ng/g) and ochratoxin in one
sample (24 ng/g) were also found. Comparision between intensity of skin reaction and der-
matoxic trichothecenes content showed correlation r= 0.6, which is significant for P<0.005. In
no sample without or with weak dermatoxic effect greater quantities of dermatoxic toksins
were chemically proved.
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UCESTALOST I TOKSIKOGENOST SOJEVA Aspergillus
versicolor NA PODRUCJU REPUBLIKE HRVATSKE

ZDENKA CVETNIC I STIEPAN PEPELINIAK

Farmaceutsko-biokemijski falaultet SveuliliSta u Zagrebu
Zavod za mikrobiologiju, Zagreb

Apstrakt. U toku osmogodisnjih mikoloSkih ispitivanja distribucije spora plijesni
u zraku, u tlu, na bilju u vegetaciji te uzorcima uskladistenih Zitarica i suhomesnatih
proizvoda swakupljenih iz skladiSta i smo¢nica individualnih domacinstava na podrudju
R. Hrvatske pretraZeno je 1295 uzoraka i utvrdeno je :5.7-46.3% uzoraka kontami-
niranih plijesnima roda Aspergillus.

Vrsta A. versicolor u pretraZenim uzorcima tla nije dokazana, dok se na bilju u
vegetaciji javila u 0.3% (1/260), odnosno u 6.6 % (1/15) od ukupno utvrdenih Aspergil-
lus vrsta. U zraku je ova vrsta bila prisutna u 4.9% (15/305), odnosno u 27.7% (15/54),
u skladiStima u 0.7% (2/285), odnosno 1.6% (2/124) i smolnicama u 3.8% (15/395),
odnosno 8.2% (15/183) uzoraka. Intenzitet kontaminacije uzoraka sa A. versicolor bio
je od 1-5 (maksim.5).

Biosintezom na vlaZnoj pSenifnoj prekrupi ispitana je toksikogena sposobnost
tvorbe sterigmatocistina (ST) i aflatoksina (AF) 25 sojeva 4. versicolor.

Multitoksinskom TLC metodom utvrdeno je 32% (8/25) producenata sterig-
matocistina u koncentracijama 4.0-480.0 mg ST/kg. Najtoksikogeniji soj izoliran je iz
zraka. Nijedan ispitani soj nije tvorio aflatoksine.

Uvob

Medu mnogobrojnim plijesnima koje svojim toksi¢nim metabolitima (miko-
toksinima) mogu $tetno djelovati na zdravlje ljudi i Zivotinja vrsta Aspergillus versi-
color iz roda Aspergillus posebno je zanimljiva zbog mogucnosti tvorbe sterig-
matocistina (ST) i aflatoksina (AF).

Molekula sterigmatocistina sastoji se od ksantonske jezgre (dibenzopiran)
na koju su vezana dva furanska prstena (slika 1) (1).
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Stika 1. Kemijska struktura sterigmatocistina

Postoji sli¢nost u kemijskoj gradi molekula sterigmatocistina i aflatoksina
Bi, a visoka reaktivna bifuranska struktura odgovorna je za mnoga farmakoloSka
svojstva obaju toksina.

Sterigmatocistin je toksiCna supstancija sa karcinogenim i mutagenim svoj-
stvima, koja su dokazana pa brojnim pokusnim Zivotinjama (2, 3). Njegova tok-
sikogenost sliCna je uincima koje izazivaju aflatoksini, samo manje izraZena. Pre-
ma navodima autora Schroeder | Kelton (4), srednja letalna doza (LDso)
intraperitonealno) sterigmatocistina za Stakore iznosila je 60 mg/kg tjelesne teZine,
a LDso aflatoksina By bila je 6 mg/kg tjelesne teZine. U pokusima na paci¢ima
aflatoksin B1 se pokazao viSe od 100 puta djelotvorniji od sterigmatocistina u nas-
tajanju hiperplazije Zulnih kanalia (1, 4). Medutim, tvorba sterigmatocistina u
odnosu na tvorbu aflatoksina je znatno kvantitativno veca, pa se u literaturi navode
podaci o prinosu sterigmatocistina i do 12 g/kg supstrata (5, 6).

Sposobnost tvorbe sterigmatocisiina, uz A. versicolor vrstu, imaju'brojne
druge vrste unutar rodova Aspergillus (4. glaucus gr., A. flavus i A. parasiticus, A.
nidulans), Penicillium (P. luteum) i Bipolaris (B. sorokiniana) (4, 6).

Polaze€i od saznanja mogudeg toksikogenog ulinka sterigmatocistina, cilj
naleg istraZivanjs je bio wtvrditi ulestalost 4. versicolor viste u uzorcima zemlje,
zraka, bilja u vegetacijl, uskladiStenih Zitarica i suhomesnatih proizvoda, te utvrditi
toksikogenost sojeva ove viste u postupku biosinteze in vitro.
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MATERIJAL I METODE

Tokom mikoloskih ispitivanja distribucije spora plijesni na Sirem
podruéju Republike Hrvatske pretrazeno je ukupno 1295 uzoraka. Ispi-
tano je 50 uzoraka razli¢itih vrsta tla sakupljenih sa livada, polja, vr-
tova i dvorista. Na geografski razli¢itim lokacijama sakupljeno je i
mikologki pretrazeno 305 uzoraka zraka.

U razdoblju ljetnih mjeseci za mikoloska ispitivanja bilja u vegeta-
ciji sabrano je sa njiva 260 uzoraka klasja Zitarica prije Zetve, listova
kukuruza, djeteline, raznog povréa, okolnog bilja i trava na kojima nije
bilo vidljivih znakova kvarenja.

Biosintezom na vlaZnoj pSeni¢noj prekrupi (25 g, 40 % vlage u
250 ml Erlenmayer bocama) ispitana je sposobnost tvorbe sterigma-
tocistina (ST) i aflatoksina (AF) 25 sojeva A. wersicolor. Sterilna
pSeni¢na prekrupa (121°C/1 sat) inokulirana je sa 1 ml suspenzije oko
108 spora.

Kvalitativna i polukvantitativna determinacija sterigmatocistina
provedena je metodom tankoslojne kromatografije (TLC) prema Stack
i Rodricks (9).

Kao test kultura plijesni uzet je soj A. versicolor T-37 dobiven od
dr. P. Lepom (Acad. of Agricul. Sci. of Germany).

Ekstrakcija toksina iz biomase vriena je pomoéu acetonitrila i
otopine kalijeva klorida (9+1) te vode sa kloroformom. Kloroform-
ski ekstrakti uzoraka upareni su do suha i resuspendirani u 0,2 ml
klorofrma te naneSeni na silika gel H kromatografske plote u koli¢ini
1 pl, 5 pl 110 pl, te su usporedivane Rf vrijednosti 1 svojstva fluo-
roscencije sa standardnom sterigmatocistina (ST Carol ROTH-D 75)
u koncentraciji 50 pg/ml.
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Sl. 1 - Kolonija A. versicolor producent sterigmatocistima (10 dana rasta na cropek podlozi

na 27°C)
Sl. 2 - Karakteristican oblik kolonije A. versicolor: nepravilno, radijalna izbrazdana kolonija

sa pahulji¢astim centrom i bardunastim rubovima, nakon 20 dana na cropek podlozi

il
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Biosintezom na vlaZnoj pSeni¢noj prekrupi (25 g, 40% vlage u 250 ml Erlen-
mayer bocama) ispitana je sposobnost tvorbe sterigmatocistina (ST) i aflatoksina
(AF) 25 sojeva A. versicolor. Sterilna pSenitna prekrupa (121°C/1 sat) inokulirana
je sa 1 ml suspenzije oko 10° spora.

Kvalitativna i pokukvantitativna determinacija sterigmatocistina provedena
je metodom tankoslojne kromatografije (TLC) prema Stack i Rodricks ).

Kao test kultura plijesni uzet je soj A. versicolor T-37, dobiven od dr. P.
Lepom (Acad. of Agricul. Sci. of Germany).

Ekstrakcija toksina iz biomase vifena je pomocu acetonitrila i otopine kali-
jeva klorida (9+1) te vode sa kloroformom. Kloroformski ekstrakti uzoraka upa-
reni su do suha i resuspendirani u 0,2 ml kloroforma, te nane$eni na silika gel H
kromatografske ploe u koli¢ini 1 g1, 5 411 10 1. Zatim su usporedivane Rf vrijed-
nosti i svojstva fluorescencije sa standardom sterigmatocistina (ST Carol ROTH-D
75) u koncentraciji 50 pg/ml.

Kao razvija¢ upotrebljen je sistem otapala kloroform : aceton : heksan
(85+15+20).

Promatranjem kromatograma pod UV svjetlom valne duZine 365 nm, ste-
rigmatocistin se pojavljuje kao cigla crvena fluorescentna tocka kod Rf cca 0.6.
Potvrdni test proveden je prskanjem kromatograma 20% etanolnom otopinom
AICI3 i Zarenjem ploce 10 min. na 100°C. Ponovnim promatranjem pod UV svjet-
lom sterigmatocistin daje svijetloZutu fluorescenciju. Za svaki pozitivni nalaz uz
ovaj test proveden je i postupak dvodimenzionalne kromatografije (10).

REZULTATI I DISKUSITA

Utvrdivanjem distribucije spora plijesni roda Aspergillus s posebnim osvr-
tom na vistu A4. versicolor mikoloSkim pretragama veéeg broja razli¢itih uzoraka
utvrdene su aspergile u 29.6% (384/1295) uzoraka. Od ukupnog broja izoliranih
aspergila, A. versicolor vrsta Cinila je 8.5% (33/384), odnosno 2.5% (33/1295) u
odnosu na broj pretraZenih uzoraka.

U pretraZenim uzorcima tla, iako su aspergile dokazane u 16.0% (8/50),
vrsta A. versicolor nije utvrdena (tablica 1).

Aspergile nisu bile Ceste ni na uzorcima bilja u vegetaciji i javile su se u 5.7%
(15/260) uzoraka, a A. versicolor vrsta u 6.6% (1/15), odnosno u 0.3% (1/260) od
ukupno mikoloski pretraZenih uzoraka.

Spore aspergila u zraku ¢inile su 17.7% (54/305) i zauzimale su peto mjesto
po udestalosti iza rodova Cladosporium, Penicillium, Alternaria i Absidia. 4. ver-
sicolor vrsta relativno je esto izolirana iz zraka u 27.7% (15/54) odnosno u 4.9%
(15/305) ukupnog broja uzoraka, a slijedila je plijesan 4. glaucus (113%).
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Tablica 1. NALAZ ASPERGILA U OKOLISU, SKLADISTIMA, SMOCNICAMA

Broj Rod Vrsta
Uzorci ispitanih Aspergillus Aspergillus versicolor
uzoraka n % n %' %" K

Tlo 50 8 16.0 - - - -
Bilje u veget. 260 15 57 1 6.6 03 1
Zrak 305 54 17.7 15 277 4.9 1
Skladista:

Grah 65 40 61.5 2 5.0 30 1
Kukuruz 65 13 20.0 - - - -
Pienica, zob 85 33 388 - - - -
Krmne smjese 35 14 40.0 - - - -
Kikiriki 25 16 64.0 - - - -
Soja 20 8 400 - - - -
Ukupno: 285 124 435 2 1.6 0.7 1
Smodnice: '

Slanina 160 56 350 8 142 50 14
Sunka 130 .12 553 5 69 38 15
Kobasice 80 37 46.2 2 54 25 1
Priut 25 18 72.0 - - - -
Ukupno 395 183 463 15 82 38 1-5
Ukupno svih uzoraka: 1295 384 29.6 33 8.5 2.5 1-5

Utestalost pojavljivanja plijesni iz roda Aspergillus u skladiStima iznosila je
43.5% (124/285) a najveca je bila na uzorcima graha 61.5% (40/65) i uzorcima
kikirikija 64.0% (16/25) od sveg uskladiStenog zrnevlja. Vrsta A. versicolor doka-
zana je samo na grahu u 5.0% (2/40), odnosno u 3.0% (2/65) od ukupno pretra-
Zenog uskladiStenog graha.

Na uzorcima suhomesnatih preradevina iz smocnica ulestalost aspergila iz-
nosila je 46.3% (183/395), a na uzorcima Sunke 55.3% (72/130) i uzorcima prSuta
72.0% (18/25) aspergile su dominirale, medutim sa priuta nije izoliran nijedan soj
A. versicolor viste. Na drugim uzorcima ova plijesan javila se u 8.2% (15/183)
odnosno 3.8% (15/395).

Na graf. 1 prikazan je nalaz plijesni roda Aspergillus i vrste A. versicolor u
odnosu na broj pretraZenih uzoraka. Plijesni roda Aspergillus dominirale su u
skladistima i smoc¢nicama, a vrsta A. versicolor u zraku (graf. 1).

Utestalost 4. versicolor viste u odnosu na ukupan broj utvrdenih aspergila
prikazana je na graf. 2.

Vrsta A. versicolor dominirala je u zraku (27.7%), a najniZa uestalost doka-
zana je u skladi§tima (1.6%), dok iz uzoraka tla nije izolirana.
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Graf.1. Utestalost plijesai voda Aspergillus i vste A. vasicolor u odnosu na broj ispitanih uzoraka
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Graf.2. Utestalost A. versicolor vrste u odnosu na ukupan broj izoliranih aspergila

Toksikogena sposobnost tvorbe sterigmatocistina i aflatoksina By Bz G1 i G
provedena je na petnaest sojeva A. versicolor izoliranih iz zraka i deset sojeva izoli-
ranih iz uzoraka slanine, Sunke i kobasica. Sposobnost tvorbe sterigmatocistina
(sterigmatocistinogenost) imalo je 32.0% (8/25) sojeva u rasponu koncentracije
4.0-480.0 mg ST/kg. Nijedan ispitani soj nije tvorio aflatoksine (tablica 2).
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Tablica 2. STERIGMATOCISTOGENOST SOJEVA Aspergillus versicolor

Broj Produkcija Broji %

Porijeklo ispitanih toksina toksikogenih Sterigmatocistin

sojeva sojeva ST AF sojeva mg/kg
Zrak 15 + - 6 400 4.0-480.0
Slanina 5 + - 1 20.0 160
Sunka 3 - - - - -
Kobasica 2 + - 1 50.0 1200
T-37 / + - / / 4200
Ukupno 25 +) - 8 320 4.0-480.0

T-37 referentni 80j

Rezultati mikoloSkih pretraga uzoraka tla sa razliCitih i geografski udaljenihi‘
podructja Sirom svijeta ukazuju na varijabilnost udestalosti plijesni u tlu.

U nadim nalazima viste rodova Rhizopus, Absidia, Mucor i Fusarium su
naj&eSCe izolirane plijesni. Najudestalije vrste roda Aspergillus su 4. flavus, A. fumi-
gatus, A. niger, A. nidulans i A. terreus.

Na bilju u vegetaciji i raznim vrstama usjeva prije Zetve dominiraju uglav-
nom "plijesni polja” sa rodovima Fusarium, Alternaria i Cladosporium.

Sli¢ne rezultate dobili smo u naim ranijim istraZivanjima, gdje su ove plijes-
ni bile zastupljene u uzorcima od 20.0-100.0% (35, 9). Aspergillus viste u 5.7% i A.
versicolor u 0.3% pokazuju da su one rijetko prisutne na bilju u vegetaciji, dok su
ulestalije u skladiStima i smo¢nicama kao tzv. "skladiSne plijesni”.

Plijesni roda Aspergillus festo su prisutne u zraku Sirom svijeta i mogu se
smatrati tzv. "univerzalno dominaninim" vrstama uz vrste iz rodova Alternaria,
Cladosporium, Penicillium, Fusarium i neke druge (11). Literaturni podaci ukazuju
na relativno Cesti nalaz aspergila v zraku, od 2.8% u zraku Barcelone (12) do 79.0%
u zraku Kartuma (Sudan) (13). Zanimljiv je nalaz udestalosti aspergila u 95.0%
uzoraka zracne pradine u Taifu (Saud. Arabija), gdje je dokazano 13 vrsta, medu
kojima su dominirale 4. niger, A. flavus, A. sydowi i A. versicolor (14).

Pojavljivanje spora plijesni u zraku ima sezonski karakter, pa je tako vari-
jacija ulestalosti nalaza aspergila CeS€a u zimskom razdoblju (12, 15).

Nadi nalazi aspergila u 17.7% ukazuju na osrednju udestalost spora ovih
plijesni u zraku, a vista 4. versicolor u 4.9% uzoraka zauzima prvo mjesto po
ulestalosti u odnosu na izolate sa bilja u vegetaciji, (0.3%) uskladiStenih Zitarica
(0.7%) i uzoraka iz smocnica (3.8%).

Mikoloska ispitivanja uzoraka uskladiStenih Zitarica, krmnih smjesa za tov,
zrna kikirikija i soje pokazuju visoku udlestalost kontaminacije uzoraka tzv. "skla-
diSnim plijesnima", prije svega vrstama roda Penicillium (78.0%) i Aspergillus
(43.5%). Nalaz A. versicolor u 0.7% uzoraka ukazuje na relativno nisku udestalost
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ove plijesni u skladiStima. Od ukupno 285 raznih uskladistenih uzoraka, ova vrsta
dokazana je u dva uzorka graha. Kontaminacija uzoraka iz skladiSta CeSca je vrsta-
ma A. flavus (15.0%) i A. ochraceus (10.8%) (16).

Sliénu dominantnu mikrofloru “"skladi$nih plijesni® Penicillium (86.0%) i
Aspergillus (70.0%) pokazala su nafa ranija istraZivanja mikoloke kontaminacije
uzoraka iz smo¢nica (17). NiZa uCestalost Aspergillus vrsta (46.3%) u ovom istraZi-
vanju ukazuje samo na varijabilnost pojavljivanja onih plijesni u smo¢nicama, a
nalaz A. versicolor viste u 3.8% uzoraka suhog mesa u odnosu na ucestalost u
skladistu (0.7%) ili na bilju u vegetaciji (0.3%) ukazuju da su suhomesnati proiz-
vodi fef¢ée kontaminirani ovom vrstom plijesni, a §to moZe biti od zna&aja s ob-
zirom na mogucu toksikogenost.

U literaturi nalazimo podatke o relativno visokom postotku toksikogenih
sojeva. Lepom i Kloss (18) su izolirali sa uzoraka sijena i slame tokom zime
A. versicolor u 14.5% uzoraka. Testiranjem 19 sojeva, svi su tvorili sterigmatocistin
u koncentracijama ve¢im od 500 mg/kg. Takoder Orth (19) nalazi 60.0% produ-
cenata sterigmatocistina od 90 ispitanih sojeva A. versicolor izoliranih iz stotne
hrane.

Na#i rezultati 32.0% toksikogenih sojeva ukazuju na Siroki raspon u stupnju
toksikogenosti. Prema koli¢inama stvorenog toksina moZemo sojeve A. versicolor
svrstati u slabe (4.0 mg ST/kg) i dobre (480.0 mg ST/kg) proizvodace sterigmatocis-
tina.

Izvjestaje o visokotoksikogenim sojevima i prinosu sterigmatocina od 5-12
g/kg supstrata iznose Steyn i Rabie (§) te Rabie i sur. (6). Postignuti
prinos dobiven je biosintezom na cijelom zrnu kukuruza na 27°C kroz 22 dana.

VlaZna penitna prekrupa kao kruti substrat u biosintezi sterigmatocistina
takoder se u literaturi navodi kao vrlo pogodan substrat na kojem je dobiven prinos
od 6267.0 ug ST/ g substrata. U odnosu na kukuruzno braSno, jetam, rizu i neke
tekude kemijski definirane hranjive podloge, veéi prinos (9600.0 g ST/g) postignut
je na krusnim mrvicama (20). Svi dobiveni rezultati postignuti su u optimalnim
laboratorijskim uvjetima.

S obzirom na mogucu kontaminaciju hrane (ljudi i Zivotinja) sa A. versicolor
plijesni i poznatu patogenost sterigmatocistina, ovaj toksin spada u mogudi rizini
faktor za zdravlje ljudi i Zivotinja.

ZAKLIUCAK

- Na osnovu provedenih mikolodkih analiza 1295 uzoraka tla, bilja u vege-
taciji, zraka, uskladiStenih Zitarica i suhomesnatih proizvoda, plijesni roda Asper-
gillus javile su se u rasponu 5.7-46.3%, a dominirale su na uzorcima iz skladiSta
(43.5%) i smolnica (46.3%).
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- Vrsta A. versicolor sa 4.9% bila je naj¢e3€a u zraku, a nije izolirana ni iz
jednog uzorka tla.

- Provedenom biosintezom utvrdeno je 32.0% (8/25) A. versicolor sojeva
proizvodada sterigmatocistina. Sposobnost tvorbe ovog toksina razlitita je u poje-
dinih sojeva i krece se od 4.0 mg-480.0 mg ST/kg pSeni¢ne prekrupe.

- Najbolji proizvodal sterigmatocistina izoliran je iz zraka i proizveo je 480.0
mg ST/kg, dok su sojevi iz suhomesnatih proizvoda tvorili izmedu 16.0 i 120.0 mg
ST/kg.

Nijedan soj 4. versicolor nije dokazan kao producent aflatoksina.

FREQUENCY AND TOXICOGENICITY OF Aspergillus versicolor STRAINS ON THE AREA OF
REPUBLIC CROATIA

Summary

Mycological analyses-of 1295 samples of soil, plants in vegetation, air, stored grains and
dried meat collected in R. Croatia showed 5.7-46.3% of samples to be contaminated by
moulds of genus Aspergillus. The most frequently occurrence of Aspergillus spp were in the
samples of stored grains (43.5%) and the samples of dried meat products (46.3%). Aspergillus
versicolor species was predominant in the samples of air (4.9%) with contamination intensity
of 1-5 (max.5).

A biosynthetic procedure on sterile moist crushed wheat was provided on 25 A. ver-
sicolor strains. The strains tested for sterigmatocystin and aflatoxin production were isolated
from the air, bacon, smoked ham and sausages.

The identity and quantity of sterigmatocystin in the extracts were determined by thin-
layer-chromatography (TLC).

Out of 25 A. versicolor strains 8/25 (32.0%) produced sterigmatocystin (conc.. ST
4.0-480.0 mg/kg). The strongest producer was isolated from the air.

Out of all examined strains no one produced aflatoxins.
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POJAVA ZNATNIH KOLICINA AFLATOKSINA M; U
HLOROFORMSKOM EKSTRAKTU KES SUPSTRATA NAKON
KULTIVACIJE PLESNI Aspergillus flavus MP1

MARIIA SUTIC I MILENA NIKOLIC

Poljoprivredni fakultet, Zemun
Institut bezbjednosti Beograd

Apstral. Asp. flavus MP1 u tekuoj podlozi sa dodatkom kva¥teva ekstrakta
pokazao je najveéu biomasu pri temperaturi od 30°C i pH 3,5. Najbolji uslovi za stva-
ranje aflatoksina By, G1, B2 i G2 bili su pri temperaturi od 25°C i pH 5,5. Najbolji uslovi
za stvaranje AFM1 utvrdeni su pri temperaturi od 30°Ci pH 3,5.

Aflatoksini predstavljaju porodicu visokotoksi¢nih kancerogenih mikotok-
sina proizvedenih sekundarnim metabolitskim dejstvom plesni Aspergillus flavus ili
Aspergillus paraziticus. Kao $to je poznato, aflatoksin B1 je medu njima najtok-
si¢niji, a plesni ga proizvode kod ve€ine sojeva u najve€oj koli¢ini. Prema veéini
autora, mali broj plesni proizvodaca aflatoksina ima sposobnost za stvaranjem ve-
¢ih koli¢ina aflatoksina Mi. Aflatoksin M otkriven je kod sisara koji su za ishranu
koristili hranu u kojoj se nalaze ovi toksini i predstavljaju njihov metabolitski
produkt, koji se moZe identifikovati u mleku, urinu i miSi¢nom tkivu, U ovom radu
izneti su neki ekoloski faktori koji imaju uticaja na stvaranje povecanih koli¢ina
aflatoksina Mj.

MATERIJAL IMETOD RADA

Organizam: Aspergillus flavus MP1 iz kolekcije Marije Suti¢ (1), Institut za
mikrobiologiju, Poljoprivredni fakultet, Zemun.

Inokulum proizvedenog organizma formiran je na sladnom agaru inkuba-
cijom na 25°C u trajanju od 6 dana radi dobrog formiranja spora. Suspenzija spora
u fizioloSkom rastvoru dobijena je tehnikom brisa.
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Za rad je upotrebljena te¢na podloga, koja se kod prethodnih ispitivanja
pokazala najbolja sa stanoviSta produkcije aflatoksina i biomase (3), ali sa duplo
vecom koli¢inom kvastevog ekstrakta. Sastav podloge je: 4% kva¥¢evog ekstrakta i
20% saharoze.

Po 20 ml podloge razliveno je u 21 erlenmajer i sterilisano na 115°C u
vremenu od 15 minuta; pH-vrednost podloge podeSena je dodavanjem sterilne 10%
HCI. Kolitina kiseline, zbog nemogucnosti sterilnog merenja, odredena je u "sle-
pom” uzorku, a zatim je u aseptitnim uslovima obavljeno dodavanje utvrdenih
kolifine kiseline radi regulisanja Zcljenih pH-vrijednosti. U svih 18 erlenmajera
dodat je po 1 ml suspenzije spora.

Uslovi kultivacije

Kultivacija je obavljena na temperaturi od 20, 25 i 30°C u trajanju od 10
dana. Nakon isteka tog vremena izvrSeno je biolosko inaktiviranje spora toplotom.

Ekstrakcija toksina

Ekstrakcija se obavlja tako $to se u ohladeni supstrat doda 100 ml hlorofor-
ma, posle fega se obavlja meSanje u trajanju od 1 minuta. Ovaj supstrat se filtrira
kroz fiter-papir tipa Carl Schleicher S Schiil No. 388. Filtrat se tretira jo§ dva puta
sa po 100 ml hloroforma. Sakupljeni hloroformski ekstrakt se uparava do suva i
rastvara u 5 ml meSavine benzolacetonitrila (98+2) i kao takav se koristi za analizu.
Micelija se susi na temperaturi od 85°C u trajanju od 6 sati do konstantne teZine

3).

Analiza

Za analizu je primenjena tankoslojna hromatografija. U radu su koris¢ene
kvantitativne Al-plote DC-Karten SI 20x20 cm. Reidel De-Haen Aktiengeseli-
schaft, Seelze-Hannover. Radi pouzdanije detekcije aflatoksina M kori$¢ena je
dvodimenzionalna TLC. Na obeleZenu plotu 20x20 cm (sl. 1) nanese se 20 ul u-
zorka i 2,4,6 ul standarda ili odgovarajuca koli¢ina standarda. Plo¢a se razvija u
rastvoru I: voda-metanol-etar (1+4-+95) u "prvom” pravcu. Nakon razvijanja, ploa
se susi a zatim razvija u "drugom" pravcu u rastvarau 2-propanol-aceton-hloro-
form (3+10+87). Kolitina aflatoksina Mi odreduje se vizuelnom procenom kon-
centracije (4). Postignuti efekti razdvajanja su prikazani na sl 11 2.

Aflatoxini By, B2, G1 i G2 detektovani su pomocu TLC-metode jednodimen-
zionalnom hromatografijom (sl. 1.).

DISKUSIJA

Dobijeni rezultati ukazuju na odnos izmedu aflatoksina By i aflatoksina M.
Tamo gde su uslovi za sintezu AT B1 nepovoljni stvaraju se vee kolitine AT M.
Takode se na osnovu dobijenih rezultata uotava da koli¢ina stvorenih AT By i B
nije upravo proporcionalna koli¢ini stvorene biomase, §to narotito dolazi do izra-
Zaja na temperaturi od 30°C.
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REZULTATI

Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1.

Temperatura °C 20 25 30

pH 5,5 4,5 3,5 5,5 4,5 3,5 5,5 4,5 3,5
Biomasa g/100ml | 1,0 2,0 2,3 | 2,5 2,7 | 2,8 26 | 2,7 | 30
ATM; g/100ml | 0,03 | 0,03 | 0,03 | 0,03 | 0,12 | 0,17 | 0,03 | 0,17 | 0,28
ATB; g/100ml | 30 | 25 | 05 | 40 [ 25 |01 | 25 | 1,5 | 05
ATG; g/100ml t t t t t t
ATBz g/100ml | 4,2 | 20 | 05 [ 50 | 25 [ 01 | 40 | 20 | 05
ATG1 g/100ml 0,50 | 0,25 § 0,01 | 0,50 | 0,25 tt 0,50 { 0,25 | 0,10

ZAKLJUCAK

Kod ispitivanja soja Aspergillus flavus MP; utvrdeno je da su najbolji uslovi
stvaranje biomase na temperaturi od 30°C pri pH 3,5. Najbolji uslovi za stvaranje
aflatoksina By, G1, Bz i G2 su na temperaturi od 25°C pri pH 5,5. najbolji uslovi
za stvaranje AT M; su na temperaturi od 30°C pri pH-vrednosti 3,5.

PRODUCTION OF SIGNIFICANT QUANTITIES OF AFLATOXIN M; IN CHLOROFORM
EXTRACTS IN YEASTS SUBSTRATE BY Asp. flavus MP; STRAIN CULTIVATION

Summary

The authors investigated optimal growth conditions for Asp. flavus (strain
MP;, from the Institute collection) and determined that the best medium was
yeast extract. The greatest biomass was produced at the temperature of 30°C and
pH value of 3,5. The best conditions for production of AFB;, Gy, B, and G were
at the temperature of 25°C and pH 5,5. The most favorable conditions for AFM;
were determined at the temperature of 30 °C and the pH value of 3,5.
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NEKI EFEKTI T-2 TOKSINA NA rec MUTANTE Escherichia coli

SONJA DULETIC

Institut za botaniku BioloSkog fakulteta PMF, Beograd

Apstrakt. Efekat T-2 toksina na DNK bakterija je ispitivan koriSéenjem divljeg
tipa E. coli i razlititih mutanata defektnih u rekombinaciji i postreplikativnoj reparaciji
(rec sojevi). Toksi¢nost T-2 toksina je testirana delovanjem razli¢itih doza na preZivija-
vanje bakterija. Osim toga, posto je poznato da agensi koji oStecuju DNK dovode do
SOS8 odgovora, ispitivan je i potencijal T-2 toksina za indukciju SOS funkcija kod rect
i recF sojeva, §to je praceno preko jedne od SOS funkcija - éelijske filamentacije.

Prema dobijenim rezultatima se moZe zapaziti da T-2 toksin u ispitivanim kon-
centracijama dovodi do malog broja prekida u DNK ili da se oni brzo repariraju.

1. UVOD

Zbog sve veteg zagadivanja Zivotne sredine hemijskim i fiziCkim agensima,
medu kojima su i mikotoksini zna¢ajni prirodni polutanti, (a za neke od njih je
saopSteno da su mutageni i kancerogeni), razvijeni su brojni testovi za brzu detek-
ciju mutagenih agenasa. U ovim testovima {esto se primenjuju razliCiti mikroor-
ganizmi koji su zbog svojih osobina—malih dimenzija, brzog rasta, haploidnog
genoma, veoma pogodni za proveru mutagenosti i potencijalne kancerogenosti he-
mijskih jedinjenja. Testovi se zasnivaju na promenama genotipa i otkrivanju muta-
nata koji nastaju posle delovanja hemijskih agenasa, pri Cemu su bakterijski soje-

sojeva.

U literaturi se mogu naci podaci da su za detekciju aktivnosti mikotoksina
(medu njima i T-2 toksina), osim kultura sisarskih Celija i sisarskih organizama
(Bamburg i Strong, 1971; Schoental i Joffe 1974; Ueno, 1984;
Anderson isar., 1989), kori§¢eni i neki mikroorganizmi - S. typhimurium (Ue -
no isar, 1978); B. subtilis (Ueno i Kubota, 1976) i druge bakterije (Bur-
meister i Hesseltine, 1970). Tako je, npr., medu brzim testovima za odre-
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divanje toksi¢nosti i mutagenosti razlititih agenasa, korid¢en Rec test sa B. subtilis
za detekciju mikotoksina (Ueno i Kubota, 1976).

Tokom ovog rada vriena su ispitivanja dejstva T-2 toksina na preZivljavanje
odabranih rec mutanata E. coli i njegov potencijal za indukciju SOS funkcija, $to je
praceno preko Celijske filamentacije.

2. MATERIJAL I METODE

2.1. BAKTERIISKI SOJEVI

U eksperimentalnom radu su koriSeni sojevi bakterije Escherichia coli K12
navedeni u Tabeli 1.

Tabela 1. BAKTERLISKI SOJEVI

Soj Genotip Poreklo
AB1157 F thi-1 his-4 proA2 argE3 K. B.Low

thr-1 leuB6 ara-14 lacY1

galK2 xyl-5 mtl-1 rps1.31

supEA44 tsx-33
AB2470 kao AB1157 ali recB21 K B.Low
DL130 kao AB1157 ali recC22 A. Taylor
DL131 kao AB1157 ali recF143 A. Taylor
DL 132 kao AB1157 ali recB21recF143 A, Taylor
SP254 kao AB1157 ali recN262 M. Radman
AB2463 kao AB1157 ali recA13 K. B.Low

2.2. HRANLJIVE PODLOGE

2.2.1. Medijum za odrZavanje bakterija
Za odrZavanje bakterijskih sojeva koriS¢en je: LA-Luria agar, koji na 1000
ml destilovane vode sadr¥i: 5 g NaCl, 5 g ekstrakta kvasca, 10 g kazein hidrolizata
i15 g agara.
2.2.2. Medijumi za testiranje dejstva T-2 toksina na bakterijske sojeve
Za rast bakterija koriScen je:

- LB-Luria broth, bogati medijum koji na 1000 ml destilovane vode sadrZi: 5
g NaCl, 5 g ekstrakta kvasca i 10 g kazein hidrolizata i

- LA-Luria agar.
Za odredivanje titra bakterija razblaZenja su pravijena u MgSO4 102m.
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2.3. BOJENIE BAKTERIISKIH PREPARATA

Za bojenje preparata je koriSCena bazna boja metilensko plavo. Priprema:
0,3 g metilenskog plavog se rastvora u 30 ml etanola i rastvoru se dodaje 100 ml
destilovane vode.

2.4. STANDARD T-2 TOKSINA

U toku ovih istraZivanja dejstva T-2 toksina na bakterije koriScen je standard
T-2 toksina iz Fusarium sp., ¢ija je anhidrovana molekulska teZina 466,5 (SIGMA
1 SERVA), pri emu su razblaZenja pravljena u apsolutnom etanolu.

2.5, ISPITIVANIE DEJISTVA T-2 TOKSINA NA BAKTERLISKE SOJEVE

2.5.1. Tretiranje T-2 toksinom za odredivanje preZivljavanja

Prekonocne kulture bakterija su razblaZene i inkubirane na 37°C uz aeraciju
(180 o/min). U logaritamske kulture bakterija (0.D.610=0,2-0,25) dodavan je T-2
toksin finalne koncentracije 0, 25, 50, 100 i 200 ug/ml. Inkubacija je vriena 10
odnosno 40 minuta na 37°C uz aeracjju, posle ¢ega je odredivan titar bakterija
pravljenjem razblaZenja u MgSO4 10%M i zasejavano na LA podlogu po 0,1 ml
odgovarajucih razblaZenja. Zatim su bakterije inkubirane preko noci na 37°C. Po-
tom je izvrieno prebrojavanje izraslih kolonija i titar bakterija odredivan:

srednja vrijednost x 10
razblazenje

2.5.2. Merenje filamentoznog rasta

Poslje dodavanja odredenih koncentracija T-2 toksina u logaritamske kul-
ture, bakterije su inkubirane na 37°C uz aeraciju (180 o/min). U odredenim vre-
menskim intervalima su uzimani wzorci, preno§eni na mikroskopske plotice, fik-
sirani i bojeni metilenskim plavim Posmatranje i merenje bakterijskih Celija (naj-
manje 100 Celija u uzorku) je viSeno pomocu "Amphval" opti¢kog mikroskopa pri
uve€anju od 400x.

3. REZULTATI I DISKUSIIA

Iz literature je poznato da T-2 toksin ostecuje DNK (Ueno, 1977; Ag-
relo i Schoental, 1980; Lafarge-Frayssinet, 1981; Kiessling
1986), pa smo koriS€enjem divljeg tipa E. coli K12 i razli¢itih mutanata defektnih u
rekombinaciji i postreplikativnoj reparaciji (rec sojevi) pokusali da detaljnije ispi-
tamo efekat ovog mikotoksina na DNK. Testirali smo toksi¢nost T-2 toksina ispiti-
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vanjem delovanja razli¢itih doza na preZivijavanje bakterija, kao i tip osteCenja na
DNK molekulu. Ukoliko bi T-2 toksin dovodio do prekida u molekulu DNK, ole-
kivali bismo da rekombinacija bude ukljutena u reparaciju nakon delovanja tok-
sina. Poredenjem prefivijavanja mutanata sa razlifitim defektima u rekombina-
cionoj reparaciji jednolan¢anih ili dvolandanih prekida pokusali smo da bliZe odre-
dimo da li T-2 toksin prvenstveno dovodi do jedno - ili dvolantanih prekida DNK.
Osim toga, posto je poznato da agensi koji oStecuju DNK dovode do SOS odgovora
(Walker, 1985) ispitivali smo i potencijal T-2 toksina za indukciju jedne od SOS
funkcija - Celijske filamentacije, koju smo koristili kao meru nivoa SOS indukcije.

Na osnovu studija konjugacione rekombinacije kod E. coli, nadeno je da
postoje tri alternativna puta rekombinacije i postreplikativne reparacije: Rec-
BC(D)-zavisan, RecF-zavisan i RecE-zavisan put (Clark, 1974; Wang i
Smith, 1984), pri temu sva tri puta zahtevaju prisustvo funkcionalnog RecA
proteina, koji je produkt recA gena. Ovaj protein je neophodan za homolognu
rekombinaciju kod E. coli, a uz to regulife i indukciju SOS odgovora (Armen-
god, 1982; Walker, 1985). RecBC(D) put je konstitutivan i kod divljeg soja se
99% rekombinacije odvija RecBC(D) putem (Clark, 1973). recB, recCirecD geni
kodiraju subjedinice enzima egzonukleaze V (RecBCD enzima).

RecB i recC mutanti su nevarijabilni, defektni u rekombinaciji i osetljivi na
agense koji odte¢uju DNK (Clark, 1973).

U odsustvu Exo V (kod recB, recC mutanata) dodatne mutacije u sbcB i
sbcA genima mogu dovesti do uspostavljanja rekombinacije aktiviranjem RecF,
odn. RecE puteva rekombmacx]e (Clark, 1974; Walker, 1985). Za funkcio-
nisanje RecF puta su, osim produkta recA gena, neophodni i produkti recF, recN,
recl, ruv, recO, recQ, i uvrD (recL) gena (Walker 1984; Smith, 1988). Poje-
dinatne mutacqe u gemma RecF puta imaju malog efekta na konjugamonu rekom-
binaciju u recBC™ sojevima, ali mutanti pokazuju razlititu osetljivost na agense
koji ostecuju DNK. Tako su npr. recF mutanti osetljivi na agense koji oitecuju
DNK i defektni u rekombinaciji plazmida i A fag-profag rekombinaciji (Armen -
god, 1981). RecN mutanti su osetljivi na mitomicin C i jonizujuce zraenje, dok
je osetljivost na UV-zradenje neznatno poveana u odnosu na divlji soj (Pick-
sley i sar, 1984). Razlitita osetljivost mutanata u genima koji pripadaju RecF
putu je posledica njihovog razlifitog udela u reparaciji pojedinih tipova lezija na
DNK. Prema tome, pretpostavlja se da je glavna uloga RecF puta u reparaciji
DNK. Veéina gena ovog puta je pod SOS regulacijom, pa se put aktivira pri oste-
¢enjima DNK, u toku indukcije SOS odgovora. Studiranjem efekata UV-zratenja
na razlitite rec mutante E. coli nadeno je da je RecBC put potreban u reparaciji
dvolantanih prekida na DNK (koji nastaju od nerepariranih jednolan¢anih preki-
da), a da je RecF put uglavnom odgovoran za popunjavanje jednolan¢anih prekida
u novosintetisanoj DNK.

3.1. EFEKAT T-2 TOKSINA NA PREZIVLIAVANIE rec MUTANATA

U toku ovog rada je ispitivan efekat T-2 toksina (koncentracija 0-100 xg/ml)
na preivljavanje izogenih sojeva E. coli koji poseduju mutacije u razliCitim rec
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genima i pokazuju razli¢itu efikasnost reombinacionih puteva u reparaciji induko-
vanih DNK ostecenja.

Rezultati dobijeni ispitivanjem preZivljavanja rec mutanata posle tretiranja
rastuéim koncentracijama T-2 toksina u trajanju od deset minuta su prikazani na
sl. 1. ZapaZa se da se sa poveanjem koncentracije T-2 toksina smanjuje preZivlja-
vanje svih ispitivanih bakterijskih sojeva. Svi rec sojevi pokazuju nesto slabije pre-
Yivljavanje od rect soja. RecA mutant, defektan u homologoj rekombinaciji, post-
replikativnoj i SOS-inducibilnoj reparaciji pokazuje povecanu osetljivost u odnosu
na sve ispitivane sojeve, mada se ne zapaZa velika razlika u preZivljavanju izmedu
recA soja i divljeg soja, dok ostali rec mutanti pokazuju intermedijerno preZivlja-
vanje u odnosu na njih. Koncentracija T-2 toksina od 50 ug/ml nema znacajniji
toksi¢ni efekat na ispitivane bakterijske sojeve, ve€ se tek sa koncentracijom od 100
ug/ml smanjuje njihovo preZivljavanje. Ovakva priroda krive, gde se zapaZa manja
osetljivost bakterijskih Celija do koncentracije od 50 ug/ml, moZe ukazivati na to da
su ofteéene druge komponente u Celiji koje pri tretiranju veim dozama T-2 tok-
sina povec€avaju osetljivost Celija.

Da bi se bolje ispoljio efekat T-2 toksina, uzimani su uzorci nakon tretiranja
u trajanju od 40 min, a rezultati su prikazani na sl 2. Posle produZenog delovanja
T-2 toksina, preZivljavanje svih ispitivanih sojeva se smanjuje, a najvecu osetljivost
pokazuju recA i recBrecF sojevi, defektni u homologoj rekombinaciji i postreplika-
tivnoj reparaciji. Kod svih sojeva se zapaZa, kao i kod 10-minutnog tretiranja, blago
opadanje preZivljavanja do koncentracije od 50 ug/ml i naglo opadanje do kon-
centracije od 100 x#g/ml.

PreZivljavanje rec mutanata posle delovanja T-2 toksina koncentracije od
100 pg/ml je sumirano na sl. 3. Medu sojevima koji pokazuju intermedijernu os-
jetljivost na T-2 toksin najosjetljiviji je recF mutant, koji je defektan u reparaciji
DSG (daughter strand gaps). NeSto manje osetljivi od recF soja su recB i recC
sojevi, koji su defektni u konstitutivnoj reparaciji dvolan¢anih prekida DNK i veo-
ma osetljivi na bleomicin i UV-zrafenje (Simi¢ i sar., 1990), kao i recN soj,
defektan u SOS inducibilnoj reparaciji dvolancanih prekida. Posto u literaturi pos-
toje podaci da T-2 toksin izaziva jednolanane prekide DNK (Laffarge-Fray-
ssinet isar, 1981), moZda se nesto povecana osetljivost sojeva koji nose recF
mutaciju moZe objasniti njihovim defektom u reparaciji jednolan¢anih prekida. U
eksperimentima sa eukariotskim organizmima dobijena su ozbiljna odte¢enja DNK
(jednolancani prekidi) limfoidnih organa pacova, i to posle kratkog izlaganja dejs-
tvu T-2 toksina, dok na hepatitnoj DNK nisu konstatovana osteCenja (Laffar-
ge-Frayssinet isar, 1981). Schoental i Joffe (1974) su takode, pri in-
dukovanju lezija kod Rodentia, dobili najveca oStecenja DNK u limfoidnim tkivi-
ma, kao i u plu¢ima i digestivnom traktu,

Prema preZivljavanju ispitivanih sojeva, vjerovatno da rekombinacija nije
znalajna kao mehanizam reparacije nakon delovanja T-2 toksina. MoZe se pretpos-
taviti da formiranje prekida u molekulu DNK nije primarni mehanizam delovanja
ovog toksina ili da se oni posle formiranja brzo repariraju, pa nisu mogli da se
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Si. 1. Kriva preZivijavanja rec sojeva tretiranih T-2 toksinom u trajanju od 10 min
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zapaze kroz smanjenje preZivljavanja. Moguée je da se prekidi brzo repariraju na
neki drugi natin (reparativnom resintezom), pa se ne indukuje reparacije rekom-
binacijom. Moguc¢e je da T-2 toksin nema direktno dejstvo na molekul DNK, ili da
inhibicijom sinteze proteina inhibira i sintezu enzima koji uestvuju u reparaciji, pa
ofteCenja ne mogu da se repariraju, pri femu bi trebalo ispitati molekularni meha-
nizam njegovog dejstva.

3.2. CELIISKA FILAMENTACDA INDUKOVANA T-2 TOKSINOM U rec SOJEVIMA

U nadim eksperunentlma smo odredivali potencijal T-2 toksina za indukciju
SOS funkcija kod rec™ i recF sojeva, to je praceno preko jedne od SOS funkcija -
Celijske filamentacije.

Fiziolo3ki odgovori koji se javljaju u Celiji posle delovanja razlititih agenasa
koji oftecuju DNK ili zaustavljaju replikaciju DNK, formiranjem SOS signala do-
vode do indukcije SOS funkcija, medu kojima je i Celijska filamentacija.

SOS regulacioni sistem je kontrolisan produktima recA i lexA gena, i u ne-
indukovanoj Celiji LexA protein djeluje kao represor velikog broja gena, uklju-
Cujudi i sopstveni i recA gen. LexA protein u neindukovanoj ¢eliji odrZava sintezu
RecA proteina na niskom nivou. Kada dode do osteCenja DNK, formira se SOS
indukujudi signal koji aktivira bazalnu koli¢inu RecA proteina. Aktivirani RecA
protein razlaZze LexA represor, §to dovodi do poveane sinteze RecA proteina i
drugih genskih produkata (Walker, 1985). Posle reparacije oSteenja na DNK,
nestaje SOS indukujudi signal i nagomilava se LexA represor koji se vezuje za SOS
gene, Cime se Celija vraca u neindukovano stanje (Walker, 1985).

Jedan od gena koji je pod kontrolom LexA represora je sfiA (sulA) gen, diji
je produkt odgovoran za inhibiciju Celijske deobe pri ¢emu se kao posljedica javlja
filamentozni rast bakterijskih ¢elija (Huisman i D’Ari, 1983).

Na slici 4 su prikazani rezultati ovih eksperimenata. ZapaZa se veée izdu-
Zivanje Celija kod recF soja u odnosu na divlji tip na svim koncentracijama, mada je
procenat filamenata mali u poredenju sa procentom izduZivanja Celija pri delova-
nju nekih potentnih SOS-indukujucih agenasa, kao §to je npr. bleomicin (Kne-
Zevi¢-Vuk<&evic isar., 1987). Sa povecanjem koncentracije T-2 toksina kon-
statovan je porast duZine filamenata kod oba soja, tako da je najve¢i procenat
filamenata naden na koncentraciji T-2 toksina od 100 ug/ml. Auffray i
Boutibonnes (1986) su tokom ispitivanja genotoksi¢nosti nekih mikotoksina
koriste¢i E. coli u SOS spot testu nasli da je T-2 toksin negativan kao SOS-in-
dukujuci agens i da je jedini detektovani efekat bio toksi¢ni, §to se manifestovalo
odsustvom rasta oko filtera sa T-2 toksinom.

Ueno isar. (1978) su u Ames-ovom testu sa S. fyphimurium konstatovali da
T-2 toksin ne pokazuje mutagenost.

SOS-indukcija dobijena u nadim eksperimentima nije znaajna, §to ponovo
navodi na pretpostavku da T-2 toksin nije izazvao brojna ofteéenja u DNK ili da su
se ta oftecenja brzo reparirala, pa nisu indukovala SOS-odgovor.
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4 ZAKLIUCAK

Testiranjem efekta T-2 toksina na preZivljavanje rec mutanata i ispitivanjem
njegove sposobnosti da indukuje SOS-odgovor dobijene su indikacije da T-2 toksin
u ispitivanim koncentracijama dovodi do malog broja prekida u DNK ili da se oni
brzo repariraju i da je slab SOS-induktor.

SOME T-2 TOXIN EFFECTS ON rec MUTANTS OF Escherichia coli
Summary

T-2 toxin effects on bacterial DN were investigated by using bacterial strains, deriva-
tives of E. coli K12.

Since T-2 toxin is known to induce DNA damages in eucaryotic cells, the effect of
different concentrations (50 and 100 ug/ml) of T-2 toxin on bacterial survival was tested.

Exposure of E. coli to agents that damage DNA or interfere with DNA replication
results in the induction of a diverse set of physiological responses termed SOS functions. These
responses include, among athers, inhibition of cell division which leads to filamentation. Van-
ous T-2 toxin coneentrations (25, 50 and 100 pg/ml) for inducing SOS functions in rect and
recF strains were studied.

The results obtained indicate that T-2 toxin in the used concentrations leads to a small
number of DNA breaks which are relatively rapidly repaired.
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UTICAJ T-2 TOKSINA NA ZDRAVLIE KOKOSAKA,
NOSIVOST I INKUBACIIU JAJA

SANDOR §. TOBIAS, ISIDOR RAJIC

Veterinarski zavod "Subotica”, Subotica
Veterinarski fakultet, Beograd

Apstrakt. U eksperimentu autori su ispitivali uticaj na proizvodnju i zdravstveno
stanje kokoSaka T-2 toksina dodatog u krmne smese za nosilje u koli¢ini 1 mg, 5 mg i
10 mg u kg.

Na osnovu dobijenih rezultata izvedenog ogleda utvrdeno je da je T-2 toksin u
svim upotrebljenim koncentracijama doveo do pada proizvodnje i do stvaranja nek-
roti¢nih promena na jeziku i na sluzokoZi usne duplje. Upotreba vecih koli¢ina T-2
toksina u hrani (5 mg i 10 mg/kg) prouzrokovala je jednu KliniCki manifestnu intok-
sikaciju, a na patoanatomskoj obdukciji kod tih kokosi ustanovljena je atrofija jetre i
atrofija genitalnih organa.

UvobD

Prisustvo mikotoksina u hrani za Zivinu ima veliki nau¢ni, medicinski i eko-
nomski znataj. Mikotoksini povecavaju mortalitet, smanjuju proizvodnju jaja i me-
sa i povecavaju konverziju hrane.

Procenjuje se da postoji oko 100.000 vrsta gljivica plesni, od kojih preko 220
vrsta ima sposobnost produkcije toksina i toksi¢nih metabolita. Sposobnost stva-
ranja mikotoksina neke plesni zavisi od njene genetske predispozicije, ali, s druge
strane, i od spoljaSnjih faktora.

Prema izveStajima nekih autora, plesni u svom prvom razvojnom stadijumu
obavljaju primarni metabolizam s naglasenim anaboliCkim procesima, sintetizira-
jui za svoj rast i razvoj potrebna organska jedinjenja (proteine, aminokiseline,
ugljenchidrate, masti). Ovi primarni metaboliti nisu toksi¢ni. Kod plesni koje se
pribliZavaju kraju svog razvoja pojavljuju se vegetativne Celije koje obrazuju koni-

AKADEMIJA NAUKA I UMJETNOSTI BOSNE I HERCEGOVINE 69



dijume, umesto anaboli¢nih preoviadavaju kataboliCki procesi, a posledica toga je
stvaranje sekundarnih metabolita. Mikotoksini su uglavnom ovakvi sekundarni me-
taboliti sastavijeni od jednostavnih jedinjenja koja obi¢no sadrZe C, H, O, a samo
neki N i Cl. To su etilalkohol, kumarini, pireni, trihoteceni, makrolidi, peptidi i
drugi. Upravo zbog hemijske razlike, mikotoksini ispoljavaju selektivno dejstvo na
pojedina tkiva, odnosno nervno, koZno, bubreZno, krvno i polne organe.

Mikotoksini su srodni antibioticima, koje proizvode neke gljivice plesni ba$
kao i mikotoksine. Medutim, dok su antibiotici korisni u humanoj i veterinarskoj
medicini, mikotiksini su opasni i §tetni. Oni deluju na organizam direktno oste-
¢ujudi organe i organske sisteme, ili indirekino poremecujudi sintezu belancevina,
a time dovode do smanjenja otpornosti organizma.

Dejstvo mikotoksina se ispoljava u akutnom, subakutnom i hroni¢nom obli-
ku. Klini¢ka slika mikotoksikoza Zivine zavisi od vrste mikotoksina, vrste i kategorije
¥ivine, koli¢ine mikotoksina u hrani i duZine ishrane kontaminiranom hranom.

Za nale geografsko i klimatsko podrudje izuzetno veliki ekonomski i medi-
cinski znadaj imaju fuzario-toksini. Svi toksi¢ni metaboliti Fusarium plesni mogu se
podeliti na fuzario-toksine sa estrogenim dejstvom (F-2, alfa-zearalenol, beta-zea-
ranelol itd.) i na trihotecene (T-2, toksin, DAS, DON, nivalenol, HT-2 itd.).

Trihoteceni pripadaju velikoj grupi hemijskih jedinjenja, koja obuhvataju do
70 mikotoksina.

Invadiranost hraniva i krmnih smefa ovako brojnim fuzario-toksinima je
vrlo velika. Kukuruz i krmne smese za Zivinu mogu da budu invadirani i preko 60%
uzoraka, zavisno od godine i geografskog podrudja.

Cilj ovoga rada je da pobliZe izudi uticaj T-2 toksina dodatog u krmne smese
na zdravstveno stanje i proizvodnju koko3aka nosilja.

MATERUAL I METODE RADA

Ogled je izveden po grupno kontrolnom sistemu. Sto nosilja hibridne linije
SSL i deset petlova podeljeno je u 10 grupa. U toku ogleda, u trajanju od 28 dana,
kokoske su hranjene krmnim smefama istog sastava, s tim §to je smjesa za K grupu
bila bez mikotoksina, a u krmne smjese za ogledne grupe dodat je T-2 toksinito 1
mg u kg kod T, IT i I1I grupe, 5 mg u kg kod IV, V i VI grupe i 10 mg u kg kod VII,
VI i IX grupe.

Ogledni uzorak potrebnog T-2 toksina proizveden je u laboratoriji Instituta
za unapredenje poljoprivrede u Budimpesti.

Soj Fusarium sporotrichioides biotip 216 izolovan je iz krmne smeSe za
¥ivinu. Nakon prethodnog umnoZavanja na selektivnoj hranljivoj podlozi, Fusa-
rium soj inokulisan je u sterilisanu podlogu sainjenu od pirinéa uz dodatak glu-
koze i inkubiran tri nedelje. U toku prve i trefe sedmice inkubiranje je vrSeno na
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20-22°C, dok je u drugoj nedelji podloga drZana na temperaturi 5-8°C. Nakon
zavrienog inkubiranja i umnoZavanja, substrat je osuSen na temperaturi od 60°C i
samleven. Metodom gasne hromatografije odredena je koncentracija T-2 toksina.

Radi pracenja telesnog prirasta, kokoSke su merene pojedinaéno na pocetku
ogleda i na kraju svakog sedmodnevnog perioda. Prilikom merenja registrovan je i
utrodak hrane za svaku grupu. Prikupljanje i registrovanje snesenih jaja viSeno je
svakodnevno. Sva proizvedena jaja koja su po obliku, veli¢ini i kvalitetu odgovarala
za nasad uloZena su u inkubator. Lampiranje jaja izviSeno je 8. dana inkubiranja.
U toku lampiranja neoplodena jaja su izdvojena i registrovan je njihov broj. Jaja u
inkubatoru su ostala do 18. dana, a tada su premeStana u leZionik. Posle izleZenja,
21. dana inkubiranja, izvr¥eno je brojanje zdravih, vitalnih pili¢a, a isto vreme
evidentiran je i broj uginulih embriona kao i broj avitalnih pili¢a.

Na kraju ogleda kokoSke su Zrtvovane. IzviSena je patoanatomska sekcija.
Registrovane su patomorfoloSke promene, a istovremeno uzeti i uzorci tkiva pro-
menjenih organa za histolosko ispitivanje.

DOBIENI REZULTATI SA DISKUSITOM

Dobijeni rezultati izvedenog ogleda jasno ukazuju da je unoSenje 1 mg, 5 mg
i 10 mg T-2 toksina u kg krmne smeSe dovelo do opadanja TM koko3aka, do
smanjenja utro§ka hrane po hranidbenom danu i do jakog pada nosivosti (tabela
1). Statistitke analize su pokazale da se smanjenje tih proizvodnih pokazatelja
nalazi u negativnoj i visoko signifikantnoj korelativnoj zavisnosti od koli¢ine T-2
toksina u krmnim smeSama.

Opadanje dnevne konzumacije hrane u toku T-2 toksikoze, u stru¢noj litera-
turi opisano je od strane nekih autora (Kovics, 1980; Bitay isar., 1981; P4dlfy i
Kupai, 1986; Tuttle, 1986). Ovi autori istiCu da T-2 toksin, isto kao i drugi
fuzario-toksini iz grupe trihotecena, poseduje jedan faktor (refusal of feed factor,
faktor odbijanja), koji kod domacih Zivotinja dovodi do odbijanja hrane. Meha-
nizam dejstva refusal factora nije jo§ razjaSnjen, ali zahvaljujuci postojanju tog
faktora mortalitet je kod T-2 toksikoze mnogo manji.

U toku T-2 toksikoze do smanjenja TM nosilja i do pada nosivosti dolazi
verovatno zbog smanjene dnevne konzumacije hrane, $to povlati za sobom i sman-
jenje koli¢ine dnevno konzumiranih proteina i drugih hranljivih materija koje su
neophodne za podmirenje uzdrZnih i produktivnih potreba nosilja. U novije vreme
takode je dokazano da T-2 toksin u Celijama inhibira sintezu proteina i dezok-
siribonukleinskih kiselina (Kovéacs, 1980, Gedek, 1980). Ako se tome dodaju
teSke atrofitne promene na polnim organima kokosi, koje se javljaju u toku T-2
toksikoze, onda etiologiju pada nosivosti uop3te nije teSko protumaciti.
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Tabela 1. PROIZVODNI REZULTATI KOKOSAKA

Grupe kokosaka K I I I w v Vi vii VIl X
Dodato T-2 toksina, 1 "1 1 5 5 5 10 10 10
mg/kg
Broj koko#i
Na potetku ogleda 11 11 i1 11 11 i1 11 11 11 11
Na kraju ogleda 11 1 11 11 11 11 11 11 11 11
Prose¢na TM, kg
Na potetku ogleda 191 194 18 1,8 194 19 192 19 192 191
Index 100 101,57 9895 9843 101,57 101,05 100,52 100,52 100,52 100
Na kraju ogleda 201 188 18 19 169 1,76 175 155 165 1,57
Index 100 9353 91,54 97,51 84,08 8756 8706 77,11 8209 7811
Utrofak hrane po hranidbenom danu 1-28. dana
Utro¥ak hrane, kg 0,139 0,110 0125 0,124 0064 0,083 0083 0041 0052 0,039
Index 100 79,14 89,93 8921 4604 5971 59,71 29,50 3741 28,06
Broj snesenih jaja i intenzitet nosivosti 1-28. dana
Broj jaja 256 208 223 224 78 102 82 52 61 54
Nosivost, % 91,43 7429 79,64 80,00 2787 3643 2929 1857 21,79 1929
Indeks 100 81,25 87,10 87,50 3048 39,84 3204 2031 2383 21,10
Tabela 2. PROCENAT NEOPLOBENIH JAJA
Grupa Periodi ogleda, dana
koko$aka 1 II it Prose¢no
17. 8-14. 1528, 1.28. Index
K 50 25 7.5 50 100
I 15 6,7 50,0 22,7 454,6
i 5,0 13,3 45,0 21,8 436,4
i1 17,5 233 55,0 32,7 654,6
v 25 33,3 80,0 18,2 363,6
v 25 13,8 60,9 20,7 413,0
VI 15,0 238 80,0 26,8 535,2
Vil 15,0 10,0 100,0 17,3 346,2
Vil 10,0 22,02 100,0 18,9 3774
X 17,5 333 100,0 20,5 409,0
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Tabela 3. PROCENAT IZLEZENJA

Periodi ogleda, dana

Grupa

fokolala 7 g4, 1525 gr-w Index
K 87,5 92,5 80,0 86,6 100
I 87,5 86,6 400 70,0 80,8
1 87,5 80,0 52,0 66,4 76,7
1 75 533 35,0 55,5 64,1
v 90,0 52,4 0 72 822
v 92,5 82,8 26,0 728 84,1
VI 75 66,7 100 648 748
VIl 80,0 80,0 0 769 888
VIII 82,5 55,5 0 71,7 828
X 72,5 333 0 455 525

T-2 toksin, u uslovima ovih istraZivanja, imao je negativan uticaj i na oplo-
denost jaja (tabela 2). Depresivan efekat T-2 toksina narotito je jako ispoljen u
periodu od 15-28. dana, gde je povefanje broja neoplodenih jaja bilo statisti¢ki

visoko znacajno (P <0,01) i nalazilo se u pozitivnoj, visoko signifikantnoj korelativ-

Tabela 4. ZAVISNOST PROCENATA IZLEZENJA OD NIVOA T-2 TOKSINA U HRANI

Periodi ogleda, dana

Pokazatelji I 1 I Prosetno
17, 8-14, 15-28. 1-28,
Prosjetna izvodljivost,% 83,50 68,31 24,35 68,14
Stand. gre3ka regres. 5,50 1545 1342 1045
Koefic. korelacije -0,45 -0,52 -0,86 -0,23
Koefic. determinacije, % 19,97 27,04 73,61 5,18
F-test kod regresije 2,48 NS 2,39 NS 12137 0,44 NS
a 86,90 80,07 52,33 71,17
b 0,71 2,45 -5,83 -0,64
ttestza b 1,29 NS 1,02 NS 474" 0,67 NS
** visoko signifikantno (P<0,01)
NS nije signifikantno (P>0,05)
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noj zavisnosti sa koli¢inom T-2 toksina u hrani. U ostalim periodima, kao i u
proseku za ceo eksperiment, ovo povecanje je manje i bez statistitke znacajnosti
(P>0,05).

Iz podataka tabele 3 se vidi da je broj izloZenih pili¢a bio najveci u K grupi
kokoSaka, dok je u oglednim grupama prisustvo T-2 toksina u hrani dovelo do
smanjenja procenta izleZenja.

Izmedu koli¢ine T-2 toksina u hrani i procenata izleZenja postajala je nega-
tivna korelativaa zavisnost (tabela 4). Koeficijent korelacije je iznosio -0,45 u pr-
vom periodu, -0,52 u drugom, -0,86 u tre¢em i -0,23 u prosjeku za ceo eksperiment,
a koeficijent determinacije istim redosledom 19,97%, 27,04%, 73,61% i 5,18%.
Utvrdeni F-test kod regresije kao i t-test za koeficijent b pokazali su da je ova
korelativna zavisnost statistiCki visoko znalajna u treem periodu (P<0,01), 2 u
ostalim periodima, kao i u proseku za ceo ogled, ona je statisti¢ki nesignifikantna
(®>0,05).

Cinjenica da je T-2 toksin svoje najjate depresivno dejstvo na sposobnost
izleZenja i na oplodenost jaja ispoljio u periodu od 15-28. dana je dokaz kumu-
lativne sposobnosti tog mikotoksina u organizmu. Na ovu sposobnost T-2 toksina
ukazuje Sarkisov (1971) kao iP4dlfy i Kupai (1986).

Mada u toku ogleda nijedna koko3 nije uginula, ipak su kokoske koje su u
hranu primale 5 i 10 mg/kg T-2 toksina ve¢ u drugoj nedelji ogleda pocele poka-
zivati znakove trovanja. Klini¢ki simptomi konstatovani u ovom eksperimentu bili
su: anoreksija, somnolencija, nakostreSenost perja, mriavost, cijanoza krste i pod-
bradnjaka, bolnost u ustima. Ovi znaci navode se u radovima nekih istraZivaCa
(Mesterhézy isar, 1972; Bitay isar, 1981; Kralj isar., 1987).

Medutim, u ovim radovima opisani su i simptomi, kao poveCana Zed, pove-
¢ano uginuée i potkoZni edemi na prednjem delu tela, koji u nafim ispitivanjima
nisu primeceni.

Na patoanatomskoj sekciji u kokosi svih oglednih grupa zapaZena je nekroza
vrha jezika i nekrotiCne lezije sluznice usne duplje. Povecana, drobljiva, masno
infiltrovana jetra ustanovljena je u kokosi I, II i III grupe. Medutim, kod kokoSaka
koje su hranom primale 5 i 10 mg/kg T-2 toksina jetra je bila atrofi¢na. HistoloSom
analzom ustanovijena je masna distrofija njenih Celija. Testesi kod petlova bili su
izrazito smanjeni, atrofi¢ni, a mikroskopski je evidentirana atrofija epitela semenih
kanalica. Jajnici kod nosilja takode su bili atrofi¢ni, a histoloki nalaz je ukazao na
atrofiju ovarijalnih folikula.

ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata izvedenog ogleda mogu se izvudi slede€i za-
kljudci:

1) T-2 toksin u svim upotrebljenim koncentracijama (1 mg, Smgi 10 mgu
kg hrane) doveo je u kokosi nosilja do pada preizvodnje. Smanjenje proizvodnih

74 IV SIMPOZLT O MIKOTOKSINIMA



pokazatelja nalazilo se u statisti¢ki visoko signifikantnoj korelativnoj zavisnosti od
koli¢ine T-2 toksina u hrani;

2) T-2 toksin kod kokosi svih oglednih grupa doveo je do nekroze vrha
jezika i do stvaranja nekroti¢nih lezija na sluzokoZi usne duplje. Intenzitet nek-
roti¢nih promena bio je srazmeran koli¢ini T-2 toksina u hrani;

3) Vece koli¢ine T-2 toksina (5 i 10 mg u kg hrane) prouzrokovale su jednu
klini¢ki menifestnu intoksikaciju sa znacima anoreksije, somnolencije, cijanoze
kreste i podbradnjaka i bolnosti sluzokoZe usne duplje;

4) Pod dejstvom 5 i 10 mg T-2 toksina u kg hrane doslo je do atrofije jetre
sa masnom distrofijom hepatocita i do atrofije genitalnih organa.

THE EFFECT OF T-2 TOXIN ON HEALTH, EGG PRODUCTION AND
EGG INCUBATION IN LAYING HENS

Summarvy

The authors tested in experiments the effect of T-2 toxin, added to layer diet in the
amount of 1 mg, 5 mg and 10 mg/kg respectively, on production and health status of laying
hens.

The results of the trial showed that T-2 toxin in all concentrations it was used depressed
the production and caused necrotic changes on tongue and mucosa in oral cavity. Higher
concentrations (5 mg and 10 mg/kg, respectively) of T-2 toxin caused clinical intoxication and
the postmortal pathoanatomical examination revealed in those hens atrophy of liver and of
genital organs.
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EKSPERIMENTALNA INTOKSIKACIJA KUNICA MIKOTOKSINOM T-2

S. TOPOLKO, M. ZURIC, MIROSLAVA MUNK I VERA AUSLENDER-UJEVIC

Veterinarski institut, Zagreb

Apstrakt. Kuniéi su tijekom 21 dana hranjeni jemom koji je sadrzavao T-2
toksin u koncentraciji 0,7 mg/kg (2. grupa) i 1,4 mg/kg (3. grupa). Kod manjeg broja
kuniéa 3. grupe, veé 5. dan od pofetka hranjenja zapaZena je pojava proljeva, sa iz-
razitim znacima Zedi. Hematolo¥kim pretragama u kunica 3. grupe ustanovijen je pad
broja eritrocita za 28% u odnosu na kontrolne Zivotinje. Tzrazita leukopenija usta-
novljena je u kuni¢a 2. i 3. grupe u kojih je broj leukacita bio smanjen za 50%, odnosno
54%. Ukupne bjelanfevine seruma kao i bilirubin, zna&ajno su poviSeni u kunica 3.
grupe. Aktivnost aminotransferaze (ALT i AST) nije se znadajnije promijenila u obje
grupe u odnosu na kontrolu. Aktivnost alkalne fosfataze (AP) u kunia 2. grupe bila je
za 92%, a u 3. grupe za 45% poviSena u odnosu na kontrolnu grupu.

Patoanatomskim i patohistoloskim pretragama crijeva u Zrtvovanim kuni¢ima 3.
grupe, ustanovljena je kataralno hemoragitna upala tankog crijeva. U svega tri Zivotinje
2. grupe takve promjene ustanovljene su u znatno blaZem stupnju. Umjerena difuzna
degeneracija hepatocita u obliku mutnog bubrenja kao i degenerativne promjene u tipu
vakuolarne degeneracije stanica proksimalnih tubula bubrega, ustanovljene su u kunica
3. grupe. Takve promjene izostale su u kunica 2. grupe.

U Vv OD

T-2 toksin pripada skupini trihotecenskih mikotoksina, koji posjeduju epok-
sidni prsten, pa su oznaceni kao 12,13 epoxytrichotheceni. NajeS¢e ih produciraju
pripadnici slijede¢ih rodova plijesni: Fusarium, Myrothecium, Stachybotrys, Tricho-
derma i Trichothecium (U eno, 1975). Danas je poznato preko 40 trihotecenskih
mikotoksina koji nastaju na poljoprivrednim kulturama tijekom vegetacije, Zetve i
uskladiStenja (Mirocha i sur, 1976). Sposobnost laboratorijske biosinteze T-2
toksina podloZna je velikim varijabilnostima ovisno o starosti sojeva, sastavu hran-
jive podloge, vlagi, toplini i razli¢itim dodacima koji stimuliraju biosintezu (Ue-
no, 1975; Aleksandra Bo¢arov-Stanci¢€ isur, 1986; Topolko i Miroslava
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Munk, 1988). Premda je T-2 toksin kemijski stabilan u kuni¢jem organizmu, pod
utjecajem alkalne sredine dolazi do hidrolitiCke transformacije u HT-2 toksin, T-2
triol i T-2 tetraol, koji se u najvecoj mjeri izlu¢uju putem fecesa (Vanyi isur,
1988).

T-2 toksin pokazuje izrazitu citotoksitnost prema brzo dijele¢im stanicama
sluznice Zeluca i crijeva kao i prema limfoidnom i hematopoetskom tkiva (Saito
i sur., 1974). Taj mikotoksin djeluje imunosupresivno, posredstvom toksitnog dje-
lovanja na imunokompetentni sustav (Wiskott, 1978; Ankica Nemani¢ isur,
1989). T-2 toksin umanjuje sposobnost migracije neutrofila, a time i ulinkovitost
fagocitoze makrofaga. (Biittner i Bauer, 1988; Niyo i sur., 1988). Sinteza
stani¢nog proteina u prisutnosti T-2 toksina moZe biti znatno poremecena, bududi
se vezuje uz DNA i RNA stani¢nih membrana, koje ponekad moZe i lizirati (G-
ongyossy-Issa,Khachatourians, 1984 1985).

Eksperimentalnu intoksikaciju pili¢a T-2 toksinom izazvali su Wyatt isur,
(1972) i Vengu#t i sur, (1989), pri Cemu su ustanovili zaostajanje u rastu i
smanjeni prirast u tovu. Razudbom su ustanovili opseZna krvarenja i nekroze na
unutarnjim organima.

Wyatt isur. (1975) izvjeStavaju o pojavi intoksikacije T-2 toksinom u nesi-
lica, u kojih je doslo do znatnog pada nosivosti i pojave jaja s tankom ljuskom.
Eksperimentalnu T-2 mikotoksikozu u svinja istraZio je Pang (1987). Intravenoz-
nom aplikacijom toksina, izazvao je degenerativne i nekrotine promjene na unu-
tarnjim organima. Peroralnom aplikacijom filtrata kultura F. poae i F. sporotrichi-
oides u zamordadi i kuni€a izazvana je leukopenija i krvarenje na sluznici crijeva i
u drugim organima (Joffe, 1974). U Stakora koji su jeli kukuruz kontaminiran
T-2 toksinom ustanovijene su hemoragitne i nekrotiCne promjene u crijevima, jetri
i bubrezima (Kosuri isur., 1971). Znalajna biokemijska aktivnost T-2 toksina u
Stakora i kuniéa, nakon i/v aplikacije manifestirala se padom aktivnosti AP kao
posljedica hepatotoksitkog djelovanja toksina (Chan iGentry, 1984).

MATERITAL I METODE

IstraZivanja su izvrSena na kuni¢ima pasmine Hyla, prosjecne teZine 2,5 kg.
Kuniéi su podijetjeni u tri grupe; u prvoj (kontrola) bila su 3 kuni€a, a u drugoj i
tre¢oj bilo je po 10 kuniéa. Kuni¢i su tijekom 21 dana hranjeni kontaminiranim
je¢mom, grupa II 0,7 ppm a grupa Iil sa 1,4 ppm T-2 toksina, dok je kontrolna
grupa hranjena nekontaminiranim je¢mom. U prekrupljeni jefam sve tri grupe
¥ivotinja dodan je vitaminsko mineraini dodatak. Mikotoksin T-2 dobiven je bio-
sintezom dvaju sojeva Fusarium sporotrichioides, koji su uzgajani 8 dana na 27°C
a nakon toga 20 dana na 7-8°C, na grubo prekrupljenom je¢mu s 50% viage. Iden-
tifikacija T-2 toksina vr¥ena je TL.C metodom, a kvantifikacija je izvrSena direktno
s tankog sloja denzitometrijskim mjerenjem "Camag" scanerom. Tijekom pokusa
provedene su klinitke i hematoloSke pretrage kao i biokemijske analize krvnog
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seruma. Na Zrtvovanim kuni¢ima na kraju pokusa izvrSene su patoanatomske i
patohistoloske pretrage.

Za hematologke i enzimolo§ke pretrage krv je uzimana punkcijom srca 1, 14.
i 21. dan. Hemoglobin je odredivan metodom po Sahliju; eritrociti i leukociti bro-
jeni su u Ncu Baucrovoj komorici. Alkalna fosfataza te transaminaze (ALT i AST)
radene su prema metodama koje preporutuje Komitet za enzimologiju Internacio-
nalne federacije klini¢kih kemicara. Bilirubin je raden po metodi Jendrasik-Gross,
a ukupni proteini biuretskom reakcijom.

REZULTATI I RAZMATRANIJE

Klini¢ki nalaz

U tri kuniéa 3. grupe zapaZen je proljev ve¢ peti dan od poletka pokusa.
Izmetine su bile kafastog izgleda i mazive konzistencije, a dlake okolo analnog
otvora bile su uprljane i slijepljene. Do kraja pokusa intenzitet proljeva bivao je ¢as
jati as slabiji, s povremenom prisutno$u sluzi u izmetu. U tri kuniCa iste grupe
zapaZeni su samo povremeno znaci laganog proljeva, dok u &etiri kunica nisu zapa-
#eni nikakvi znaci proljeva tijekom pokusa. Uzorci izmetina testirani su u tri nav-
rata na prisutnost tragova krvi, pa je pozitivan nalaz potvrden u tri kunica s jaim
znacima proljeva. Kuniéi 2. grupe, kao i kontrolni, imali su normalno formirane
izmetine, a nisu uocene nikakve druge poremetnje zdravlja.

Potrebno je posebno istaknuti izrazite znakove Zedi u Zivotinja 3. grupe, pa
su te Zivotinje popile tri puta vecu koli¢inu vode u odnosu na kontrolne. Zivotinje
2. grupe, utrofile su samo neznatno viSe vode od kontrolnih. UtroSak hrane u
¥ivotinja 3. grupe u prosjeku je iznosio 164 g/dan/kuni¢, a tjelesna teZina na po-
etku pokusa bila je u prosjeku 2480 g, odnosno 2260 g na zavrietku pokusa.

Otevidno je da su kuni€i 3. grupe tijekom pokusa prosjetno oslabili za 220
g. Kuniéi 2. grupe imali su prosje¢ni dnevni utrofak hrane 143 g/dan, a potetna
prosjecna teZina kunica iznosila je 2560 g, a na kraju pokusa bili su u prosjeku teski
2520 g, §to je neznatni gubitak tjelesne teZine od 40 g/kuni€. Kontrolni kunici
ostvarili su u prosjeku prirast od 40 g/kuni¢, a utroSak hrane iznosio je 150 g/ku-
ni¢/dan.

Rezultati hematolo$kih pretraga

Eritrociti u Zivotinja 2. grupe, 14. dan pokusa bili su povecani za 7%, dok su
21. dan pokusa pokazivali smanjeni broj za oko 13% u odnosu na kontrolnu grupu.
U Zivotinja 3. grupe tendencija smanjenja broja eritrocita za 2% ustanovljena je ve¢
14. dan a 21. dan taj pad iznosi 28% u odnosu na kontrolnu grupu. Razlike izmedu
srednjih vrijednosti nisu statisti¢ki znadajne.

Smanjenje broja leukocita za 12% ustanovljeno je u Zivotinja 2. grupe ve€
14. dan, s daljom tendencijom pada za 50%, 21. dan pokusa u usporedbi s Zivoti-
njama kontrolne grupe. U trece grupe Zivotinja leukopenija je bila jo§ izraZenija,
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pa je 14. dan iznosila 15% a 21. dan broj leukocita u usporedbi s kontrolnom
grupom Zivotinja bio je smanjen za 54%. Razlika srednjih vrijednosti leukocita
kontrolne grupe i tree grupe 21. dan eksperimenta, je statstiCki znalajna
(P<0,005).

Koncentracija hemoglobina u Zivotinja 2. grupe bila je 14. dan 4% veca, a 21.
dan za 6% manja od srednje vrijednosti kontrolne grupe. U Zivotinja 3. grupe
srednja vrijednost konc. hemoglobina 14. dan bila je nepromijenjena u odnosu na
kontrolnu, dok je 21. dan za 7% bila manja od kontrolnih Zivotinja. Razlike izmedu
srednjih vrijednosti nisu statisti¢ki znalajne.

Tablica 1. HEMOGRAM KUNICA TRETIRANIH MIKOTOKSINOM T-2

Hemoglobin g/ - dan Eritrociti 101 - dan | Leukociti 10% - dan
1. 14 2. | 1. 14 2. | 1. 14 2
2 3 3 3
I Kontrolna grupa| Min. 91 2,69 785
Max., 141 594 15,20
M. 123 447 11,00
SD. 1599 103 296
my 606 039 112
KV. 13 1678 2691
n 3 3 3 3 3 3
.| Min. 12 109 393 287 70 430
gﬁ}'gﬁ;?}‘g‘m’a Max. 142 119 554 500 1410 610
, M. 128 115 477 390 970 550
SD. 1240 451 0,66 091 180 083
iy 717 261 075 053 104 048 |
KV. 969 392 2725 2333 1856 15,09
" 3 3 3 3 3 3
Min. m 9 332 2,55 790 370
| Max. 133 128 540 410 1190 650
i‘f" gg’;‘kpa,;‘_‘g’““’“ M. 124 114 436 323 940 500
4 mg/kg SD. 942 1639 086 0,64 180 116
mys s44 947| - 050 037 104 067
KV. 760 1438 1972 1981 1915 2320

Rezultati biokemijskih analiza seruma

Aktivnost alanin aminotransferaze (ALT) u serumu kontrolne grupe kuni€a
bila je 23,4 = 8,1 TUA. U 2. grupi kunica aktivnost ALT 14. dan bila je 22,6% a 21.
dan 15,4% iznad srednje vrijednosti aktivnosti ALT kontrolne grupe. Aktivnost
ALT u Zivotinja 3. grupe bila je 14. dan 27,3% niZa, a 21. dan 11,1% vi3a od srednje
vrijednosti aktivnosti ALT kontrolne grupe. Razlike izmedu srednjih vrijednosti
statistiCki nisu znacajne.

Aktivnost aspartat aminotransferaze (AST) kontrolne grupe Zivotinja bila je
17x7,8 IUA. U 2. grupi Zivotinja aktivnost AST 14. dan bila je 57% viSa, a 21. dan
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11,8% ni%a od srednje vrijednosti aktivnosti AST kontrolne grupe. Aktivnost AST
u Zivotinja 3. grupe bila je 14. dan 17,6% a 21. dan 5,3% niZa od srednje vrijednosti
AST kontrolne grupe. Razlike aktivnosti izmedu srednjih vrijednosti, nisu statis-
tiCki znatajne.

Aktivnost alkaine fosfataze (AP) u serumu Zivotinja kontrolne grupe bila je
42,6+13,4 TUA. U Zivotinja 2. grupe aktivnost AP 14. dan bila je 25,0%, a 21. dan
92,0% iznad aktivnosti AP kontrolne grupe. Razlika aktivnosti AP srednje vrijed-
nosti kontrolne grupe i 2. grupe 21. dan eksperimenta, bila je statisti¢ki znaCajna
(P<0,005). Aktivnost AP u Zivotinja 3. grupe 14. dan eksperimenta bila je 13,8%
niZa, a 21. dan 45,0% via od srednje vrijednosti aktivnosti kontrolne grupe. Razli-
ke izmedu srednjih vrijednosti statistiCki nisu znacajne.

Koncentracija ukupnih bjelanevina u krvnom serumu Zivotinja kontrolne
grupe bila je 43,2+15,1 g/l. U ¥ivotinja 2. grupe koncentracija ukupnih bjelancevina
14. dan eksperimenta bila je 14%, a 21. dan 26,6% iznad srednje vrijednosti bje-
landevina kontrolne grupe. Razlika izmedu srednje vrijednosti nije statistiCki zna-
tajna. U Zivotinja 3. grupe koncentracija bjelanevina 14. dan pokusa bila je 46,0%
a 21. dan 45,0% iznad srednje vrijednosti kontrolne grupe. Razlika izmedu srednjih
vrijednosti koncentracije bjelancevina kontrolne grupe i 3. grupe 21. dan pokusa,
bila je statisticki znatajna (P<0,005).

Koncentracija ukupnog bilirubina kontrolne grupe Zivotinja bila je 4,5+1,96
umol/l. U Zivotinja 2. grupe 14. dan pokusa bilirubin je bio 4,%, a 21. dan 62,0%
iznad srednje vrijednosti koncentracije kontrolne grupe. Razlike srednje vrijednos-
ti, statisti¢ki nisu znalajne. U Zivotinja 3. grupe koncentracija bilirubina 14. dan
pokusa bila je skoro 38%, dok je 21. dan bila ¢ak 53% iznad srednje vrijednosti
kontrolne grupe. Razlika izmedu srednjih vrijednosti koncentracije bilirubina kon-
trolne i 3. grupe 21. dan pokusa bila je statisti¢ki znaCajna (P <0,01).

Patoanatomski i patohistoloski nalaz

Razudbom kuniéa III grupe u 9 od 10 pokusnih Zivotinja, ustanovljen je
katar Zeluca i kataralno hemoragi¢na upala tankog crijeva. U sadrZini tankih crijeva
nekih Zivotinja bili su prisutni tragovi krvi. U kunica II grupe ustanovljen je katar
Zeluca i crijeva, u svega tri Zivotinje bila je prisutna hemoragitna upala crijeva
lakSeg stupnja.

Patohistoloskim pretragama organa kuni¢a III grupe, uotena je lagana do
umjerena difuzna degeneracija hepatocita u smislu mutnog bubrenja. U pojedina¢-
nim epitelnim stanicama proksimalnih tubula bubrega nadene su degenerativne
promjene u tipu mutnog bubrenja pa do vakuolarne degeneracije stanica. U limf-
nim folikulima slezene ustanovljen je veoma mali broj limfocita, dok u nekim
folikulima potpuno nedostaju. Sluznica Zeluca ponesto je stanjena, a u donjoj treci-
ni uodene su lagane degenerativne promjene stanica. U sluznici tankog crijeva svih
Zivotinja II grupe ustanovljena je lagana do umjerena hemoragi¢na upala s prisut-
nodéu eritrocita na povrsini sluznice kao i u lumenu crijeva.
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Tablica 2. STATISTICKA PROCIENA REZULTATA BIOKEMLSKIH ANALIZA

U SERUMIMA KUNICA

Uzorci krvnog seruma - dan eksperimenta

1 14, 2.
ALT (IUA)
n 10
Min. 9
. Max. 37
1. grupa kunita M. 24
(kontrola) SD. 81
mM 2,7
KV. 346
n 10 10
Min. 2 3
. Max. 35 31
2. grupa kunica M. 28,7 27
1,4 mgkg T-2 SD. 49 4
mM 29 28
KV. 172 148
n 10 10
Min. " 10 17
. Max. 24 34
3. grupa kunita M. 17 2%
1,4 mgkg T-2 SD. 7 55
mM 5 1,7
KV. 42 211
AST(IUR)
n 10
Min. 7
1. grupa kunica Max. 2
(kontrola) SD. 78
mM 24
KV. 459
n 10 10
Min. 2 14
. Max. 33 16
2. grupa kunica M. 26,7 15
0,7 mg/kg T-2 SD. 46 1
mM 27 0,7
KV. 172 6.7
n 10 10
Min. 13 9
) M 15 25
3. grupa Kuniéa Max. 14 161
1,4 mg/kg T-2 SD. 1 46
mM 07 14
KV. 71 2.6
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(Tablica 2 ~ nastavak)

Uzorci krvnog seruma - dan eksperimenta

14. 21.
AP (IUM)
n 10
Min. 24
. Max. 61
1. grupa kunica M. 426
(kontrola) SD. 134
mM 42
KV. 31,4
n 10 10
Min. 41 74
. Max. .52 92
%'7gm§/‘i(:"}mzéa M. 533 817
»/ " SD. 98 7,6
mM 58 4,5
KV. 184 93
n
b 0 .
Max.
3 . 52 96
. grupa kunica M. 267 618
1,4 mg/kg T-2 S.D. 11:6 304
;“"‘, 68 10,1
: 31,6 524
Ukupne bjelantevine seruma g/l
n 10
Min. 22
. Max. 70
1. grupa kunita M. 432
(kontrola) SD. 151
mM 4,7
KV. 349
n 10 10
Min. 38 35
. Max, 64 68
2. grupa kunia M. 493 547
0,7 mg/kg T-2 SD. 109 142
mMm 6,4 83
KV. 221 25,9
n 10 10
Min. 61 54
. Max, 6.
3. grupa kunia M. 653, ‘6725
1,4 mg/kg T-2 SD. 2 4
mM 1,4 1,2
KV. 32 6,4

AKADEMUA NAUKA 1 UMJETNOSTI BOSNE I HERCEGOVINE

83



(Tablica 2 — nastavak)
Uzorel krvnog seruma - dan eksperimenta

1. 14. 21.
Bilirubin gmolAl
n 10
Min. 27
1 Max. 84
grupa kuni¢a M 4,5
(kontrola) SD. 19
mM 0,6
KV. 435
n 10 10
5 Min. 42 65
. Max. 52 88
grupa kunica M. 47 73
m&” T2 SD. 04 11
J J mM 0,1 03
KV. 85 151
n 10 10
Min. 48 65
3‘ y ta
grupa kunica Max. 17 84
S Tnn & M. 62 6,9
14 J 2 S.D. 14 09
4 mgkg T mM 0.4 03
KV. 234 13,0

Patohistolo$ke promjene u Zivotinja II grupe, po tipu procesa, identiCne su s
promjenama na organima Zivotinja IIT grupe, ali znatno slabijeg intenziteta, 2 u
nekih Zivotinja potpuno su izostale. Posebno treba istaknuti da su patohistoloske
promjene na bubrezima Zivotinja II grupe potpuno izostale za razliku od nalaza u
Zivotinja III grupe.

ZAKLIJUCAK

Krmiva kontaminirana relativno niskim koncentracijama T-2 toksina (0,7-
1,4 mg/kg), nakon 21 dan hranjenja, mogu u kunica izazvati kataralno hemoragicnu
upalu tankog crijeva. Suptoksi¢ne koncentracije T-2 toksina izazvale su u kuniCa
klini¢ke i hematolo§ke poremetnje zdravlja.

U eksperimentalnih kunica obiju grupa, hematoloSkim pretragama ustanov-
ljena je izrazita leukopenija.

Patohistoloskim pretragama kunica 3. grupe ustanovljene su lagane degene-
rativne promjene u jetri i u stanicama proksimalnih tubula bubrega, kao i znatno
smanjenje limfocita u limfnim folikulima slezene. Podetna tjelesna teZina kunica 3.
grupe smanjena je za 8,87%, a u 2. grupe za 1,56%, dok su kuni¢i kontrolne grupe
ostvarili prirast od oko 40 g/kuni€, na kraju pokusa.
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EXPERIMENTAL RABBITS INTOXICATION WITH T-2 MYCOTOXIN

Summary

Rabbits were in the course of 21 days fed with barley contaminated with T-2 toxin in
concentration od 0,7 mg/kg (group 2) and 1,4 mg/kg (group 3); group 1 was the control one.
In smaller number of rabbits in group 3 aliready on 5th day from the beginning of feeding was
noted diarrhoea, with pronounced symptoms of thirst. By haematological examinations in the
rabbits of group 3 it was determined a fall in number of erythrocytes (28% in relation to group
1). Expressive leucopenia was found in the groups 2 and 3, where the number of leucocytes
was lessened by 50% and 54%, respectively. Total serum proteins and bilirubin were sig-
nificantly elevated in the rabbits of the group 3. The activity of transaminases (ALT and AST)
was not significantly altered in both groups in relation to the control group. Activity of alcaline
phosphatase (AP) in the rabbits of the group 2 was higher for 92%, and in group 3 for 45%
in relation to the control group.

Pathological anatomic and histological examinations of intestines of sacrified animals in
the group 3 determined catarrhal haemorrhagic inflamation in the small intestine. In 3 animals
only in the group 2 there were determined alike changes but in milder degree. Mild diffuse
degeneration of hepatocytes (as opaque intumescention), as well degenerative changes (as
vacuolar degeneration) of the cells of proximal tubules in kidneys were determined in the
rabbits of the group 3. Such changes could not be found in the rabbits of the group 2.
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UPOREDIVANIJE DVA RAZLICITA POSTUPKA EKSTRAKCIE
T-2 TOKSINA 1Z TECNE FERMENTACIONE PODLOGE
UPOTREBLJENE ZA KULTIVACIJU TOKSIKOGENIH FUSARIA

ALEKSANDRA BOCAROV-STANCIC, P. RADOSEVIC 1 1. BOZO

Tehnolo¥ki institut "Serve Mihalf", Zrenjanin
Vojnomedicinska akademija, Beograd

Apstrakt. Pet toksinogenih sojeva Fus. sporotrichioides vzgajano je na polusin-
tetskoj tekucoj podiozi APYA (50 g/1 saharoze, 1 g/1 peptona, 1 g/1 autolizata kvasca
tri dana na temperaturi od 28°C, na rotirajucoj muckalici (220 obrtaja/minut). T-2
toksin je ekstrahiran iz fermentativne podloge na dva natina: (1) pomocu etilacetata i
(2) pomoéu uglja. U ovom slu¢aju ugalj u prahu je stalno me3an sa filtratom kulture,
filtriran, ispran dejoniziranom vodom i tada potoplien u etanolu.

U svim slutajevima dobivene su vece kolitine T-2 toksina istim sojem plesni
upotrebom organskog otapala (etilacetata), ali je ekstrakcija sa ugliem u prahu davala
Cistije pripravke T-2 toksina.

UvoDbD

U naucnoj literaturi je opisan ve€i broj postupaka za proizvodnju T-2 tok-
sina u Cistoj kulturi. Jedan od najceS¢e koriSenih je kultivacija toksikogenih izo-
lata Fusarium spp. na vlaZnom sterilisanom zrnu Zitarica. Mada se na ovaj nadin
mogu posti€i visoki prinosi T-2 toksina, proces je dugotrajan (4-6 nedelja), zahteva
nisku temperaturu (8-12°C) (Smalley i Strong,1974;Joffe i Yagen,
1977) i pretiScavanje toksina je dosta komplikovano usled prisustva veceg broja
interferiraju¢ih supstanci. Fermentacija u sinteti¢kim ili polusinteti¢kim podloga-
ma (Gregory i sar, 1952; Ueno i sar.,, 1973) ima veci broj prednosti: kracu
kultivaciju (do 5 dana), viSu temperaturu (25-28°C), prisustvo pratecih materija u
mnogo manjem obimu i moguénost preciznijeg definisanja faktora koji mogu uti-
cati na prinos ovog trihotecena (aeracija npr.).
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Medutim, gistoca preparata T-2 toksina ne zavisi samo od uslova kultivacije
mikroorganizma producenta veé u velikoj meri i od primenjenog postupka eks-
trakcije.

Shodno tome, cilj ovog rada je bio poredenje dve metode ekstrakcije T-2
toksina iz prefermentisane proizvodne podloge: 1) organskim rastvaradem, tj. etil-
acetatom i 2) aktivnim ugljem kao specifi¢nim adsorbensom.

MATERUAL I METODE

Mikroorganizmi

U ovom istraZivanju je upotrebljeno 5 izolata Fusarium sporotrichioides:
ITM-391 (leg. A. Bottalico), ITM-496 (leg. A. Bottalico), M-1-1 (leg. Y. Ueno),
KF-38/1 (leg. Y. Chelkowski) i R-2301 (leg. Y. Bauer), dobijenih ljubazno3€u prof.
dr M. Muntafiola-Cvetkovié. Kod ovih kultura je ve¢ prethodno bilo dokazano da
posjeduju sposobnost biosinteze T-2 toksina pri kultivaciji na ¢vrstim prirodnim
podlogama (Bo&arov-Stan&i¢ i sar., 1986, a i Bodarov-Standlic€ i
Muntafiola-Cvetkovi¢, 1988), kao i pri submerznoj kultivaciji (Ueno i
sar., 1975; Botarov-Stan¢i¢ i Muntafiola-Cvetkovi¢, 1988). Stok
kulture organizama su ¢uvane na krompir-saharoznom agaru (KSA) na 4°C i sub-
kultivisane su na istoj podlozi tokom 7 dana na 28°C.

Podloga

Teéna podloga (SPAK) sa 50 g/l saharoze (Merck), 1 g/l peptona-1 (Torlak)
i 1 g/l autolizata kvasca-NAV (Ohly Gmbh) (pH 6,0) je korisCena za biosintezu T-2
toksina.

Uslovi kultivacije

Erlenmaijer tikvice od 500 ml sa 250 ml podloge su sterilisane tokom 25
minuta na 120°C. Kolitina inokuluma je iznosila 5% v/v. Kultivacija je obavljena
tokom 3 dana na 28°C i rotacionoj muckalici (220 o/min.). Broj ponavljanja je
iznosio tri.

Analize

Biomasa mikroorganizama je odvojena od prefermentisane podloge filtri-
ranjem kroz Filtrak 388 filter papir. Suva teZina micelije je determinisana suSenjem
do konstantne teZine na 105°C i meren je pH. Sirovi toksin je izolovan: 1) ekstrak-
cijom iz 100 ml filtrata pomocu etilacetata (3 x 50 ml) u levkovima za odvajanje i
2) ekstrakcijom iz 100 m filtrata pomocu 1 g aktivnog uglja (Merck) (Ueno isar.,
1975). U poslednjem slucaju, nakon jednog sata muckanja na 28°C i 220 o/min.,
ugalj je odvojen filtriranjem na vakuumu kroz Filtrak 388 i ispran sa 20 ml des-
tilovane vode. Aktivni ugalj sa adsorbovanim T-2 toksinom je zatim potopljen
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tokom no¢i u 20 ml metanola, profiltriran i jo§ jednom ispran sa 10 ml metanola
tokom je-dnog sata uz stalno me3anje, pa su obe metanolske frakcije na kraju obje-
dinjene. Sirovi T-2 toksin je uparen do suva, rastvoren u 1000 ul1 hloroforma i
koli¢ina mu je odredena tankoslojnom hromatografijom na plofama (Kiselgel G;
0,25 mm) razvijanim u smesi hloroform-metanol (95+5 v/v). Razvijene plote su
prskane 25% sumpornom Kkiselinom i zagrevane 10 minuta na 130°C. Kvantifika-
cija toksina je izviSena vizuelnim poredenjem pod UV-svetlom sa poznatim koli¢i-
nama standarda T-2 toksina. Naknadno je izvi§eno ponovno pranje aktivnog uglja
vakuum filtracijom acetonom i metanolom, a T-2 toksin je u filtratu odreden na
prethodno navedeni nacin.

Tabela br. 1 PRINOS T-2 TOKSINA KOD IZOLATA Fusarium sporotrichioides U ZAVISNOSTI
OD PRIMENJENOG POSTUPKA EKSTRAKCLIE

Swvi Prinos T-2

Kultura Ekstr. pH ostatak '

(2/100 ml) (mg/) (%)
1TM-496 L 407 0,529 15 100
2 0 0
ITM-391 1 356 0,480 150 100
2 105 70
M1 1 337 0358 300 100
2 185 61
KF-38/1 ! 397 0,549 135 100
2 95 70
R-2301 1 395 0365 120 100
2 83 73
REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati prikazani u tabeli 1 pokazuju znatan pad pH vrednosti tokom
kultivacije u SPAK: od podetnih 6,2 do 3,56-4,07, §to je izrazitije nego u na$im
prethodnim istraZivanjima (Bofarov-Stan¢i¢ i Muntafiola-Cvetko-
vi¢, 1988). Uotena pojava je verovatno posledica povecane aeracije primenjene u
sadadnjem istraZivanju. Naime, umesto uobitajenih 200 o/min, kori§¢enjem 220
o/min. postignut je ne samo veéi pad pH i pove€anje biomase mikroorganizama
(suva masa micelija od 3,58-5,49 g/l) nego i brZi ulazak u stacionarnu fazu kada se
po pravilu (Ueno i sar.,, 1974) naglo povecava biosinteza T-2 toksina. Shodno
tome, proces fermentacije je skracen sa 5 dana, kada je, prema Ueno i sar. (1975) i
nalim ranijim istraZivanjima (Duleti¢ i sar., 1988), produkcija T-2 toksina mak-
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simalna za svega tri dana kultivacije. Takode, upotrebom metode ekstrakcije etil-
acetatom postignuti prinosi istog mikotoksina od 15-300 mg/l su u ve€ini slufajeva
vifi nego kod istih sojeva fusaria kultivisanih u SPK, 28°C, 200 o/min., tokom 5
dana. Npr. F. sporotrichoides M-1-1 (poznati producent T-2 toksina) je u uslovima
naleg eksperimenta biosintetisao 300 mg/l sirovog T-2, prema Ueno i sar. (1975)
151 mg/l, a prema naSem prethodnom ispitivanju, 120 mg/l (Bo&arov-Standié
i Muntafiola-Cvetkovi¢, 1988).

Dobijeno povetanje prinosa T-2 toksina se, medutim, ne moZe objasniti
isklju¢ivo poveanjem aeracije. Naime, izvi¥ena je jedna manja modifikacija origi-
nalne podloge (50 g/l saharoze + 1 g/l peptona + 1 g/l ekstrakta kvasca = SPK)
koja, prema Uen o i sar. (1975), obezbeduje sve neophodne elemente za produk-
ciju visokih nivoa trihotecena. Ekstrakt kvasca (iz SPK) je zamenjen autolizatom
kvasca s obzirom da je usled odsustva termitkog tretmana poslednji sigurno boga-
tiji izvor aminokiselina i drugih faktora rasta, §to su i dokazala nala prethodna
istraZivanja (BoCarov-Standi¢ isar., 1989 a).

U postupku dobijanja $to Cistijih preparata T-2 toksina iz prefermentisane
produkcione podloge, od velikog je znataja sama ekstrakcija kao korak koji pret-
hodi preiS¢avanju. Iz tog razloga upotrebljen je, pored ranije kori§€enog postupka
sa organskim rastvaraima (Bo¢arov-Stanc¢ié i sar., 1986; Bodarov-
Stancic isar., 1989,) postupak baziran na primeni aktivnog uglja, koji su koristili
Ueno i sar. (1975) u slucaju rada sa desetolitarskim koli¢inama te¢ne podloge.
Izvesne modifikacije su izvrSene samo u smislu da je produZeno vreme adsorpcije i
desorpcije toksina, dok su svi ostali parametri ostali nepromenjeni. Na osnovu
rezultata prikazanih u tabeli 1, vidi se da su u svim slu¢ajevima (ekstr. 2) dobijeni
niZi prinosi T-2 toksina: od 27-39% nego pri upotrebi etilacetata (ekstr. 1). Uokeno
sniZenje bi se moglo mo#da izbe¢i posebnom obradom aktivnog uglja i poveéanjem
koli¢ine metanola kao desorpcionog sredstva, $to je i dokazano naknadnim eluira-
njem T-2 toksina sa aktivnog uglja kada su dobijeni prinosi 100%.

Submerzna kultivacija producenata T-2 toksina je odabrana s obzirom da se,
prema podacima iz literature (Ueno i sar., 1979), ¢isti T-2 toksin i drugi triho-
teceni mogu dobiti jednostepenom kolonskom hromatografijom, dok je pri njiho-
voj stacionarnoj kultivaciji neophodno pretiSéavanje dvostepenom kolonskom hro-
matografijom.

COMPARISON OF TWO DIFFERENT EXTRACTION METHODS FOR T-2 TOXIN FROM
LIQUID FERMENTATION MEDIUM USED FOR TOXICOGENIC FUSARIA CULTIVATION

Summary

Five toxicogenic strains of Fusarium sporotrichioides were cultivated in semi-synthetic
liquid medium SPYA (sucrose 50 g/l, peptone-1 1 g/i; yeast autolisate 1 g/i) for 3 days at 28°C
on a rotary shaker (220 rpm).
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) T-2 toxin was extracted from fermentation medium in two ways: 1) by the mean of
ethylacetate, and 2) by the mean of active charcoal. In the latter case powdered charcoal was
mixed continuously with culture filtrate, filtrated, washed with deionized water, and than im-
mersed in methanol.

In all cases higher yields of T-2 toxin were obtained in the same fungal strain by the use
of organic solvent (cthylacetate), but the extraction method with powdered charcoal yielded
cleaner T-2 toxin preparations.
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REZULTATI PREGLEDA MOKRACE I FECESA SVINJA
NA PRISUSTVO OHRATOKSINA A

ZORAN MASIG, ISIDOR RAJIC, SAVA PAVKOV, MIHAJLO MRDEN

Naulni institut za veterinarstvo, Novi Sad
Veterinarski fakultet, Beograd

Apstrakt. Ohratoksin A iz organizma svinja izlutuje se u obliku metabolita ili u
nepromenjenom stanju mokracom i fecesom. U radu su prikazani rezultati izlu¢ivanja
ohratoksina A mokracom i fecesom kod svinja nakon peroralnog uno$enja ohratoksina
A u koncentracijama od 5,97, 3,10 i 1,06 mg/kg hrane. U sva tri eksperimenta je utvr-
deno da se ohratoksin A izlutivao ve¢im kolitinama fecesom 0,059, 0,043, 0,031 mg/kg
nego mokratom (0,045, 0,038, 0,025 mg/1).

Organizam svinja u odnosu na druge Zivotinje ima odredenih specifi¢nosti u
pogledu apsorpcije, distribucije i vremena poluraspada ohratoksina A. Smatra se
da je kod vecine Zivotinja primarno mesto apsorpcije ohratoksina A proksimalni
deo tankih creva, duodenum i narotito jejunum, §to ukazuju i Kumagai i
Aibara (5). Resorbovani deo ohratoksina A vezuje se nespecifi¢no za albumine
krvnog seruma. Novija saznanja Stojkovi€a isar. (7) ukazuju na serumski pro-
tein male molekulske teZine koji vezuje ohratoksin A gotovo na receptorskom
nivou. Resorbovani ohratoksin A kod svinja ima vreme poluraspada od 88,8 &aso-
va, kako to navode Galtier isar. (4). Fuchs isar. (2) navode da je kod miSeva
glavni put eliminacije ohratoksina A iz organizma hepatobilijarni put, a samo deli-
mi¢no se ohratoksin izlu¢uje preko bubrega urinom. Storen i sar. (6) navode da
se kod peroralno unetog ohratoksina A, urinom izludi 27% kao « ohratoksin, 12%
ohratoksin A i 1-2% (4R) -4- hidroksiohratoksina A, dok se fecesom izluuje u
obliku o ohratoksina i ohratoksina A.

MATERIJAL I METODE RADA

Ispitivanja su izvedena u tri ogleda na svinjama prosetne starosti 2,5 meseca.
Svinje su u obroku dobijale razliite kolitine ohratoksina A, i to 5,97, 3,10 i 1,06
mg/kg hrane. Eksperimentalno hranjenje je trajalo 28 dana. Feces svinja, u kome je
odredivan ohratoksin A, uziman je petnaestog dana od poletka ogleda, a urin
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svinja je uzorkovan na kraju ogleda, i to direktno iz mokraéne begike nakon klanja
¥ivotinja. Odredivanje ohratoksina A u mokra¢i i fecesu izvrieno je modifikovanom
TLC metodom po Balzeamu i sar. (1).

REZULTATI I DISKUSUA
Rezultati ispitivanja prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. PROSECNE KONCENTRACIJE OHRATOKSINA A U MOKRACI I FECESU SVINJA

) Koli¢ina Koli¢ina ohratoksina A
Ogled n " ohratoks. A
mg/kg hra. mokraca mg/t feces mg/kg
prvi 7 5,97 0,045 0,059
drugi 5 3,10 0,038 0,043
treéi 7 1,06 0,025 0,031

Galtier isar. (4)i Galtier i Alvimerie (3) navode da se peroral-
nim unoSenjem ohratoksina A u organizmu svinja apsorbuje oko 65%, a ostatak
toksina se pod uticajem intestinalne mikroflore hidrolizuje. Hidrolizacijom nastaje
L-fenilalanin i netoksi¢na 7-karboksilin 5-hloro-8-hidroksil 3,4 dihidro-3-metilizo-
kumari¢na kiselina (& ohratoksin). U na$im eksperimentima nismo bili u mogucno-
sti da odredujemo a ohratoksin, tako da se izneti podaci odnose na utvrdeni ohra-
toksin A u mokraéi i fecesu. U svim ogledima utvrdili smo nesto vece izlucivanje
ohratoksina A iz organizma fecesom nego mokracom, $to nije u saglasnosti sa
rezultatima Storena i sar. (6), koji navode da se kod pacova izlu¢uje veca kolidi-
na ohratoksina mokra¢om nego fecesom.

ZAKLIUCAK

Peroralnim unofenjem razli¢itih koncentracija ohratoksina A u organizam
svinja utvrdeno je veée izlutivanje toksina fecesom nego mokracom.

THE RESULTS OF PIGS URINE AND FAECES EXAMINATIONS ON THE PRESENCE OF
OCHRATOXIN A

Summary

Ochratoxin A from the pig organism is excreted through the urine an faeces as the
metabolites or unchanged. Authors refer the results of ochratoxin A excretion through the
urine and faeces after peroral aplication of ochratoxin in concentrations of 5,97, 3,10 and 1,06
mg/kg of feed. In all three experiments excretion of ochratoxin A was greater through the
faeces (0,059, 0,043 and 0,031 mg/kg) than by urine (0,045, 0,038 and 0,025 mg/1).
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DJELOVANJE ZEARALENONA NA HUMANOM
1ZOLIRANOM URETERU

SEID HUKOVIC 1 NEDIM HUKOVIC

Institut za farmakologiju i toksikologiju Medicinskog fakulteta, Sarajevo,

Apstrakt. Ispitivan je zearalenon na izolovanom kontrahirajuéem humanom
ureteru. Utvrdeno je da zearalenon, ovisno od doze, povecava efekt stimulacije unu-
tra¥njih nerava. Zearalenon, osim estrogenog, odgodenog djelovanja, ima i direktni
neposredni efekt. Brzi, neposredni efekt proizlazi iz njegovog djelovanja na membran-
ske receptore.

uyuvobD

Zearalenon je fuzariamikotoksin (F2), koji ima preteZno djelovanje na or-
gane genitourinarnog trakta. Rijetka je prilika da se djelovanje mikotoksina moZe
ispitivati na humanim izoliranim organima iz genitourinarnog trakta. Takva mo-
guénost postoji ako se dobije komadi¢ humanog uretera zdravog davaoca prilikom
transplantacije bubrega. (Kapi¢ etal, 1990; Hu kovi ¢, 1991). Uticaj mikotok-
sina, posebno zearalenona, je ispitivan na #ivotinjskim model-sistemima. (Huko-
vi¢, 1991).

Zearalenon djeluje estrogeno. Kao mikotoksin ima ekonomsko i medicinsko
znatenje. Spada medu mikotoksine koji stvaraju najviSe problema u naSoj zemlji
(Bodarov-Stanii¢ et al, 1986). Medicinsko mu je znadenje toksikolosko i
farmakoterapijsko. Kao toksin dolazi u obzir u humanoj medicini u vezi sa ish-
ranom, a kao farmakoterapeutik dolazi u obzir njegov sintetski analog zearanol
koji je &etiri puta djelotvorniji od zearalenona (Reynolds, 1989; Task Force
Report, 116, 1989). Upotrebljava se kao estrogen, anabolik i kancerostatik kod
adenoma prostate.

Tzrada ovog rada je omoguéena od strane Javnog fonda za nauku BiH preko Drustve-
nog cilja 14.
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Cilj ovog rada je pokazati efekt zearalenona na izolovanom humanom ure-
teru dobivenom od zdravog donora bubrega. Zadatak je stimulirati motorne nerve
izolovanog uretera, dodavati zearalenon u raznim koncentracijama i registrovati
modificirajuéi efekt mikotoksina na izazvanim kontrakcijama.

MATERUAL I METODE

Za vrijeme transplantacije bubrega u Zavodu za transplantaciju organa u
Sarajevu potrebno je skratiti ureter ve€eg davaoca manjem primaocu. Tom prili-
kom se odreZe komad uretera da se smanji opasnost od presavijanja i eventualnog
zatepliena. Taj komadi€ uretera se odbacuje. Umjesto da se taj komadi¢ odbaci,
moZe se dati u laboratorij da posluZi za eksperimente na izoliranim humanim or-
ganima. Upotreba takvog izoliranog zdravog humanog tkiva nema nikakve etitke
zapreke, jer se radi o tkivu koje se inae odbacuje.

U laboratoriji se dobije komadi€ uretera veliCine 1-1,5 cm, koji je jako kont-
rahiran. Ureter se paZljivo fiksira u posudu za izolirane organe i poveZe sa izomet-
rijskim transducerom. Ureter se suspendira u posudu za izolirane organe koja sadr-
%i 20 ml Tyrodeove otopine zagrijane na 32°C i aerirane kisikom. U lumen se uvede
platinska elektroda za transmuralnu stimulaciju. Stimulira se svake minute u traja-
nju od jedne sekunde sa sljede¢im elektri¢nim parametrima: 10 Hz, 1 mS, 10 mA.
Posuda se viSe puta ispire tokom adaptacije uretera i njegove relaksacije. Relak-
saciju treba nekada Cekati viSe sati.

Nakon relaksacije organa, pocne se sa elektriCnom stimulacijom i registra-
cijom izometrijskih kontrakcija. PoSto se dobiju kontrolne kontrakcije, injicira se
zearalenon. Zearalenon je netopiv u vodi, pa se prvo otapa u propilenglikolu.
Injicira se 0,2 m}, a u tom volumenu je tolika koncentracija da u posudi bude 12,5,
25 ili 50 ug/ml. Zearalenon se ostavlja u posudi do 10 min, posuda se ponovo ispire
i registruju kontrakcije nakon ispiranja.

Analiza efekta se vrSi tako da se uporeduje visina kontrakcija, prije, za vrije-
me i poslije zearalenona. Promatra se promjena visine izazvanih kontrakcija i ba-
zalne linije. Ukoliko se mjeri visina kontrakcija od kontrolne bazalne linije do vrha
kontrakcije, onda se dobije tzv. apsolutna visina, a ako se mjeri od promijenjene
bazalne linije, onda se dobije relativna visina kontrakcija.

REZULTATI

Efekt stimulacije unutra$njih nerava humanog uretera

Jednakomjerni elektri¢ni nadraZaji u jednominutnim intervalima izazivaju
konstantne visine kontrakcija izolovanog humanog uretera. Nakon 100-200 izaz-
vanih kontrakcija potinju ispadati pojedine kontrakcije, mada im visina nije bitno
promijenjena. Nakon ispiranja posude, dogada se ponekad da se izazove kontrak-
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cija koja nije u direktnoj vezi sa stimulusom. Ovakve izazvane reakcije uretera,
izometrijske kontrakcije, pogodne su za analizu djelovanja zearalenona.

Efekti zearalenona na izoliranom humanom ureteru

Zearalenon, ovisno od doze, djeluje povecavajuéi efekt stimulacije nerava.
Isto tako djeluje povecavajuci efekt dodatnog acetilholina. :

Zearalenon u koncentraciji od 12,5 ug/ml sasvim malo povecava efekt stimu-
lacije endogenih nerava. U ve¢im koncentracijama efekt zearalenona je ve(i. Nakon
ispiranja, poveéane kontrakcije se sporo vracaju prema kontrolnim vrijednostima.
Davanje vehikuluma u istoj dozi ne mijenja reakcije izolovanog humanog uretera.

DISKUSIJTA

Zearalenon povecava efekt stimulacije endogenih nerava izolovanog huma-
nog uretera. Povecanje je tim vece 8to je veca doza, tj. postoji odnos izmedu doze i
reakcije. Nakon ispiranja zearalenona, kontrakcije se vracaju na kontrolni nivo, §to
znadi da se radi o efektu zearlenona.

Zearalenon je mikotoksin koji ima estrogeno djelovanje, ali koje se manifes-
tira nakon nekoliko sati. Brzo djelovanje pokazano u ovom radu je vjerovatno
posljedica djelovanja na membranske receptore. Zearalenon moZe doci u organi-
zam &ovjeka iz hrane. Prisutnost mikotoksina u hrani Zivotinja i ljudi je dokazana.
(OZegovi€ etal,1986; OZegovi¢ iHlubna, 1977; Hlubna i OZego-
vié, 1986). Pregled o opasnosti zearalenona za ljudsko zdravlje izradila je grupa
kanadskih autora (Kuiper-Goodman et al, 1987). Radi se o estrogenom i
kancerogenom djelovanju, od &ega ovo poslednje moZe biti rezultat estrogenog
djelovanja. Sa druge strane estrogeni, a medu njima zearalenol, mogu djelovati u
terapiji kao kancerostatici samo kod tumora prostate.

Zearalenon, estrogeni mikotoksin, djeluje odgodeno, posredno, estrogeno,
ali ima i direktno, neposredno i brzo djelovanje. Pomenuto brzo djelovanje odnosi
se na povecanje efekta stimulacije izolovanog humanog uretera. Spada u mikotok-
sine za koje se trae-nova istraZivanja (Hesseltine, 1986). Za sada mu se pripi-
suju ekonomski znataj, a u buducnosti ¢e imati sve vec ekoloski i medicinski znacaj.

THE EFFECT OF ZEARALENONE ON THE ISOLATED HUMAN URETER

Summary

Zearalenon was injected in the isolated organ bath containing isolated and transmuraly
stimulated human ureter. Zearalenon increased the effect of the intrinsic nerve stimulation.
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UTICAJ ZEARALENONA NA GLATKOMISICNE ORGANE
GENITO-URINARNOG TRAKTA IN VITRO

NEDIM HUKOVIC

Institut za farmakologiju i toksikologiju Medicinskog fakulteta, Sarajevo

Apstrakt. Zearalenon mijenja reaktibilnost glatkomi¥iénih organa injiciran in
vivo ili apliciran in vitro. Na izoliranom uterusu djeluje smanjujuci osjetljivost prema
endogenim i egzogenim neurotransmitorima, smanjuju se uz to spontane kontrakcije,
njihova frekvencija i velitina. Reakcije duktus deferensa su viSe pojafane na endogene
i egzogene neurotransmitore, dok su reakcije izoliranog mokracnog mjehura manje
pojadane pod uticajem in vivo apliciranog zearalenona. Zearalenon moZe imati tok-
sikolodki i terapijski znagaj u humanoj medicini.

UuvobD

Fuzariotoksin (F2), zearalenon i njemu sli¢ni spojevi spadaju u estrogene
supstance &ije je estrogeno djelovanje nesto slabije od stilbestrola, ali ipak dovoljno
da djeluje u ppm koncentracijama (Kurtz and Mirocha, 1978). Danas se sma-
tra da zearalenon kao mikotoksin izaziva najviSe problema u zemlji (Bocarov-
Stan¢ié, 1986). Prisutnost mikotoksina u hrani Zivotinja i ljudi je Cinjenica, te je
tako zearalenon dokazan u ispitivanim uzorcima hrane (OZegovi¢ et al, 1986;
O%egovi¢ i Hlubna, 1977, Hlubna i OZegoviC, 1986).

Zearalenon kao estrogen ima odgodeno, indirektno, posredno djelovanje,
§to znadi treba da prode izvjesno vrijeme da se utvrdi njegovo estrogeno djelovanje,
bar nekoliko sati. Postoje ranije tvrdnje da zearalenon moZe in vitro djelovati
direktno, neposredno i brzo, ali za takve tvrdnje treba viSe dokaza (Hukovig,
1982, Hukovié i Mulabegovié¢, 1982). Utvrdeno je ranije in vitro da peni-
trem A, citrinin i zearalenon povecavaju efekt stimulacije nerava glatkomisicnih

Izrada ovog rada je omogucena sredstvima Javnog fonda za nauku BiH preko Drustve-
nog cilja 14.
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organa, dok aflatoksin i ohratoksin djeluju inhibitorno (Hukovié¢ i Mulabe-
govic, 1982).

Cilj ovog rada je utvrditi djelovanje zearalenona apliciranog in vivo i in vitro.
Djelovanje treba dokazati na glatkim miSi¢ima organa iz genitourinarnog trakta, na
izoliranim organima uzetim sa njima pripadaju¢im vanjskim motornim nervima, na
tzv. izoliranim inerviranim organima (I10). Zadatak je da se na izoliranom mokra¢-
nom mjehury, duktus deferensu i uterusu kontrolnih i tretiranih eksperimentalnih
Zivotinja utvrdi promjena visine izazvanih kontrakcija pod uticajem izvana dodatog
acetilholina i zearalenona.

MATERIJAL I METODE

Ispitivanja su vrSena na izoliranim organima uzetim od muskih i Zenskih
Stakora prosje¢ne te¥ine od 150 grama. Zivotinje su dobivene iz vxvan]a u Novom
Sadu. Jedan dio Zivotinja je injiciran zearalenonom 24, 36 i 72 sata prije Zrtvovanja.
Toksin je otopljen u propilenglikolu i injiciran u volumenu od 0,2 ml i u dozi od §
mg/kg teZine Zivotinje. Drugi dio Zivotinja je samo injiciran sa 0,2 ml propilengli-
kola, koji nije sadrZavao zearalenon (kontrole).

Preparirani su sljede€i izolirani organi sa njihovim vanjskim motornim ner-
vima: mokra¢ni mjehur, duktus deferens i uterus. Mokracni mjehur je model-sistem
za holinerginu neurotransmisiju, koja je dijelom rezistentna na atropin. Na stimu-
laciju pripadajucih nerava reagira jakim mikcionim kontrakcijama. Duktus defe-
rens je model-sistem za adrenergitnu neurotransmisiju. Uterus je model sistem da
se ustanovi djelovanje zearalenona na Zenski genitalni organ. Stimulisani su vanjski
i unutradnji nervi uterusa. Vanjski nervi se uvlate u bipolarnu elektrodu i, skupa sa
elektrodom, stavljaju u posudu za izolirane organe. Organi su suspendirani u 20 ml
Tyrodeove otopine, koja je zagrijana na 32 stepena C i aerirana kisikom. Organi se
veZu za izometrijski transducer.

Motorni nervi se stimuliraju svake minute u trajanju od jedne sekunde sa
elektri¢nim stimulusima sljedecih parametara: 10 mA, 1mS, 10 Hz. Posuda se pret-
hodno ispire viSe puta. Nakon dodavanja zearalenona in vitro, posuda se ispira viSe
puta. Nakon 3to se dobiju kontrolne kontrakcije, injicira se zearalenon ili acetil-
holin (mikromolarna koncentracija). PoSto zearalenon nije topiv u vodi, prvo se
rastvori u propilenglikoly, a onda se injicira u volumenu od 0,2 ml, tako da je u
posudi 12, 25 ili 50 x#g/ml. Stvori se suspenzija. Nakon odredenog vremena posuda
se ispire. Druga vrsta eksperimenta je kada se stimuliraju nervi organa Zivotinja
koje su prethodno za Zivota tretirane zearalenonom. Tu se ispituje efekt stimulacije
nerava i dodavanjem acetilholina ili zearalenona da se ustanovi promjena osjetlji-
vosti na endogeni i egzogeno dodati transmitor, odnosno zearalenon.

Analiza se vrii uporedivanjem rezultata dobivenih na kontrolnim i treti-
ranim organima. Isto tako se uporeduju rezultati dobiveni prije i poslije dodavanja
zearalenona.
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REZULTATI

Djelovanje zearalenona na kontrolnim organima

Efckt stimulacije pelvi¢kih motornih nerava na mokraénom mjehuru je mik-
ciona kontrakcija. Kontrakcije se¢ mogu ponavljati svake miriute nekoliko sati, a da
se visina izazvanih kontrakcija bitno ne promijeni. Dodavanjem zearalenona u po-
sudu za izolirane organe u koncentracijama, 12, 25 ili 50 ug/ml nije signifikantno
mijenjan efekat stimulacije pripadajuéeg nerva. Dodavanjem vehikuluma u istom
volumenu se nije mijenjao oblik ni intenzitet reakcija mokraénog mjehura. Na
duktus deferensu stimulacija hipogastritkih motornih nerava izaziva kontrakcije
koje se mogu ponavljati vife puta. Dodavanjem zearalenona u posudu za izolirane
organe koncentracijama u posudi za izolirane organe, 12, 25 ili 50 ug/ml malo
mijenja reakciju na stimulaciju motornog hipogastri¢kog nerva. Kontrolni uterus
koji je takoder stimuliran preko hipogastri¢kih vanjskih i unutra$njih nerava ima
spontane kontrakcije. Kontrakcije, ipak, imaju veze sa stimulacijom nerava. Doda-
vanje zcaralenona u gore navedenim dozama je donekle mijenjalo efekte stimu-
lacije nerava. Zearalenon smanjuje cfekt stimulacije nerava i smanjuje jaCinu i broj
spontanih kontrakcija. Svi pomenuti nalazi in vitro nisu signifikantni, jer se ne
mogu uvijek ponoviti. Razlog je vjerovatno netopivost zearalenona u vodi i ne-
konstatna koncentracija na receptoru.

Uticaj prethodno in vivo injiciranog zearalenona

Ukoliko se prethodno Zivotinji jos za Zivota injicira zearalenon, pa se ispi-
tuje efekt endogeno i egzogeno dodatih transmitora ili zearalenon, moZe se us-
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Slika 1. Kontrakcije izoliranog duktus deferensa #takors izazvane elektriénom stimulacijom adrener-
gickog motornog nerva. Kod znaka 1 je dodat scetitholin 10 g/ml. Kod znaka f posuda je
isprana. Gore kontrolni organ, dole organ uzet od Zivotinje prethodno tretirane zearalenonom
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tanoviti da zearalenon mijenja reaktibilnost organa. Nakon §to se in vivo injicirao
zearalenon, na takvim organima se ispituje efekt stimulacije motornih nerava uz
ponovno dodavanje zearalenona ili acetitholina in vitro. Ponovno injiciranje zeara-
lenona in vitro €e imati vidljiv efekt jedino na uterusu u smislu smanjenja pove-
¢anja djelovana elektritne stimulacije nerava. Smanjene su spontane kontrakcije i
efekt stimulacije pripadajufeg motornog nerva.

Kontrakcije izoliranog duktus deferensa Stakora izazvane elektriénom sti-
mulacijom adrenergitkog motornog nerva. Kod znaka je dodat acetilholin 10-6
g/ml. Kod znaka ! posuda je isprana. Gore kontrolni organ, dole organ uzet od
Zivotinje prethodno tretirane zearalenonom.

Na drugim ispitivanim izoliranim organima-mokra¢nom mjehuru i duktus
deferensu (sl. 1) efekt prethodno injiciranog zearalenona se moZe registrovati kao
povecanje efekta stimulacije pripadajucih nerava i povecanje efekta dodatoga ace-
tilholina. U odnosu na kontrolne efekte acetilholin jae djeluje na prethodno treti-
ranim organima. Uterus medutim nije senzibilisan prethodno injiciranim zeara-
lenonom na djelovanje acetilholina. Efekt stimulacije nerava je manji i efekt doda-
~ tog acetilholina je manji.

DISKUSIJA

Zearalenon kao mikotoksin sa izrazitim estrogenim djelovanjem mijenja re-
akciju ispitivanih izoliranih glatkomiSi¢nih organa iz genituurinarnog trakta. Prom-
jena se moZe registrovati na nekim organima nakon in vitro i nakon in vivo injici-
ranog zearalenona. Ukoliko su organi uzeti od Zivotinja koje su prethodno in vivo
tretirane zearalenonom, onda se moZe registrovati pove€anje reakcije na nervnu
stimulaciju i na dodani acetilholin, dakle poveava se osjetljivost na endogene i
egzogene neurotransmitore. Uterus je izuzetak, jer na kontrolnim izoliranim uteru-
sima se registruju snaZne spontane ontrakcije, mada imaju veze sa elektritnom
stimulacijom. Uterus uzet od Zivotinja koje su prethodno in vivo tretirane zeara-
lenonom je neuporedivo mirniji, vrlo malih i rijetkih spontanih kontrakcija, ali
znatno slabije reagira na efekte stimulacije nerava ili dodatog acetilholina.

Zearalenon kao fuzarijatoksin (F2) spada medu ekonomski najvaZnije miko-
toksine. Mnogo je vaZniji u toksikoloSkim negativnom nego u pozitivnom tera-
pijskom smislu. U negativhom smislu je posebno znalajan u svinjogojstvu. Kod
Zenki izaziva hiperestrogenizam, a kod muZjaka feminizaciju. Sa druge terapijske
strane zearalenol, koji je reducirana forma zearalenona, ima Cetiri puta vecu estro-
genu aktivnost od zearalenona. Komercijalna forma je sintetizirani zearalenol, pod
tvorni¢kim imenima Frideron, Rolon i Ralgro (Task force Report, 116, 1989; Hes -
seltine, 1986). Upotrebljava se kao estrogen i anabolik (Reynolds, 1989).

Zearalenon kao mikotoksin jo§ nije u humanoj medicini zauzeo ono mjesto
koje mu po njegovoj toksitnoj mo¢i pripada. Dolazi u obzir za intoksikaciju direkt-
no iz biljne ili indirektno iz Zivotinjske hrane. Pregled o opasnosti od zearalenona
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izradila je grupa kanadskih autora (Kuiper-Goodman et al, 1987). Moguca
je estrogena i kancerogena aktivnost. Ova poslednja je rezultat estrogenizma. Ka-
nadska grupa ne predlaZe za sada zakonsku regulaciju u vezi sa hranom kontamini-
ranom zearalenom.

Pokazano je u ovom radu da postoji direktno djelovanje zearalenona na
glatkomifiéne organe iz genitourinarnog trakta. Ovdje se misli na djelovanje in
vitro, in vivo i ex vivo. Djelovanje je sli¢no djelovanju drugih estrogenih supstanci
na uterusu, mokraénom mjehuru i duktus deferensu. Direktno i neposredno djelo-
vanje je rezultat djelovanja na membranske receptore, dok je indirektno djelovanje
rezultat uticaja preko plazmatskih receptora.

THE EFFECT OF ZEARALENONE ON THE SMOOTH MUSCLE OF THE ORGANS
OF GENITO-URINARY SYSTEM IN VITRO

Summary

Zearalenon was applied in vivo and in vitro, in order to study the effect on the isolated
urinary bladder, ductus defferens and uterus. The isolated organs were contracted by electrical
. stimulation of their motor nerves. Zearalenon increased the effect of nerve stimulation and
acetylcholine on ductus defferens and urinary bladder and decreased on uterus.
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DJELOVANJE ZEARALENONA NA ADREN
STAKORA — HISTOLOSKE PROMJENE

LIERKA BABIC, JOJIN IVETIG, LADISLAV OZEGOVIC, NEJRA BATRAMOVIC

Veterinarski fakultet, Sarajevo

Apstrakt. Zearalenon je per os (intabacijom) apliciran mladim Stakorima u do-
zama od 1,3 i 5 mg/kg. Stakori su bili eutanazirani 7, 14, 21. i 28. dana nakon aplikacije
zearalenona, adreni fiksirani i histoloski pretraZeni. HistoloSke promjene su utvrdene u
dane 21 i 28 sa dozom od 3 mgkg i u dane 7, 14, 21 i 28 sa dozom od 5 mgkg.
Promijene su uofene na krvnim Zilama i sinusoidama (ektazije, krvarenja, edemi), a
nakon tih i na stanicama (vakuolizacija) pojedinih zona kore i u manjoj mjeri medule
adrena. Pretpostavlja se da su ovi efekti na krvnim Zilama i sinusoidama poznati iz
prirodnog toka estrogenizma - zearalenone toksikoze u svinja i prasadi napose, poseban
efekat toksina i da nisu povezani uz njegove estrogene aktivnosti.

Utvrdeni su efekti djelovanja zearalenona, mikotoksina estrogena na repro-
duktivne organe, kao i kolitine i trajanje aplikacije toksina koje dovode do pore-
mecaja, od laZnog estrusa do steriliteta (Mirocha i sar. 1977). S obzirom na
sli¢no djelovanje estradiola, istaknuta je hipoteza 0 mogucem kancerogenom djelo-
vanju zearalenona u ljudi koji na odredenim podrucjima uZivaju hranu kontami-
niranu zearalenonom. Nafa istraZivanja o djelovanju zearalenona na prostatu i
sjemene kesice (v. seminales) Stakora progirila su ta istraZivanja 0 mogucnosti dje-
lovanja zearalenona na ostale organe (Babi¢ i sar. 1989, 1990). Jedini podatak o
djelovanju zearalenona na ostale organe iznose Lon&arevi¢ isar. (1982) o pro-
mjenama u krvi prasadi (sa vulvovaginitisom), koja su dijaplacentarno i putem
kolostruma dobijala (transformirani) zearalenon, koji se nalazio u hrani krmaca
hranjenih kontaminiranim kukuruzom.

Cinilo nam se va¥nim i potrebnim obratiti paZnju o djelovanju zearalenona
na ostale organe u $takora trovanih zearalenonom, jer grada i metabolizam ovog
toksina upucuju da bi, osim "ciljnih" organa, direktno ili indirektno mogli biti
ukljudeni i drugi organi. Na to posebno upucuju rezultati istraZivanja o djelovanju
zearalenona na adeno-hipofizno-hipotalami¢nom podru¢ju (Drugociu i sar,
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1977; Bilcea isar. 1979). U ovom radu se objavljuju rezultati o djelovanju zeara-
lenona na adren $takora.

MATERUIAL I METODE RADA

IstraZivanja su viSena na Stakorima starim 2 mjeseca, tjelesne mase cca 375
grama. Zivotinje su hranjene standardnom peletiranom hranom, vodu uzimale ad
libitum, a zearalenone* su dobijale intubacijom direktno u Zeludac. Zearalenon je
bio otopljen u suncokretovom ulju, te je za pojedine doze u ispitivanju odredena
potrebna koncentracija, 8to se vidi iz tabele 1.

Tabela 1. PRIKAZ SKUPINA STAKORA, DOZA ZEARALENONA I TRAJANJA POKUSA

Skupina Doza 'I‘ra{lam:usa n §takora
A 1 mg/kg 7-14-21-28 20
B 3 mg/kg 7-14-21-28 20
C S mg/kg 7-14-21-28 20
K 0 7-14-21-28 10

Svakih 7 dana od potetka davanja toksina formirane skupne su eutanazirane
eterskom anestezijom, zatim obducirane, uzeti su organi i pretraZeni histoloski
metodom hematoksilin-eozin. Od svake skupine je uzeto 5 x 5 rezova adrena, kao
i od kontrolnih Stakora.

REZULTATI I DISKUSIIA

Mikroskopskim pregledom patohistolodke slike preparata adrenalne Zlijezde
Stakora tretiranih zearalenonom, u poredenju sa kontrolnom skupinom, ustanovili
Smo:

-SKUPINA A (1 mgfkg tjelesne mase): U preparatima uzetim nakon 7, 14, 21.
i 28, dana od davanja zearalenona nisu uoene promjene, osim na kapilarima, koje
su ektatitne i skoro prazne u svim podrucjima Zlijezde:

-SKUPINA B (3 mglkg tjelesne mase): 7. i 14. dana od davanja zearalenona
patohistolodka slika ne pokazuje posebne promjene, osim $to su periglandularne
kapilare ektatitne, kao i kapilare medule, gdje se mjestimino uoCavaju i ekstra-
vazati.

U preparatima Zivotinja koje su zearalenon primale 21 dan u tkivu kapsule
su uotljivi vefi hematomi sa hemoliziranim eritrocitima. U prve dvije zone kore
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nema uodljivih promjena, dok se u zoni retikularis (na nekim mjestima)
pojavljuju krvni ekstravazati, koji se pruZzaju prema sredistu medu-
larnog dijela, ¢ija mikrovaskulatrura manifestira fenomene hiperemije.

U preparatima Zzivotinja koje su zearalenon dobijale 28 dana sta-
nice zone glomeruloze su svjetlije, a subkapsularno se javljaju slabiji
ekstravazati. Kod stanica zone fascikulate pocinje jata vakuolizacija
citoplazme, pa zona dobija pjenudav izgled. Sinusoidne kapilare svih
zona kore su hiperemi¢ne. Na prijelazu zone retikularis u medulu ¢esto
se vide obimniji krvni ekstravazati koji ulaze u periferni dio medule.
Eritrociti u tim ekstravazatima su velinom aglutinirani. U meduli,
osim jake hipermije, javlja se i incipijentni intercelularni edem.

SKUPINA C (5 mg/kg tjelesne mase): Kod Zivotinja koje su dobi-
jale zearalenon 7 dana ustanovljena je umjerena hipermija periglandu-
larnog masnog tkiva i ostalog veziva kapsule. Na pojedinim mjestima
pocev od kapsule pa sve do medule adrena zapaZeni su ekstravazati
eritrocita u formi tataka koje se jasno razabiru. Zona glomeruloza
je negdje jace, a negdje slabije razvijena, §to smo primijetili kod svih
pregledanih preparata, pa i kontrolnih Zivotinja. Redukcija ove zone
ponegdje ide do njenog nestanka.

Stanice zone fascikulate su pravilno poredane u nizove. Citoplazma
ovih stanica je vakuolizirana, narocito u perifernim podruéjima zone,
$to odgovara slici ove zone u kontrolnih zivotinja ali su vidljive i sta-
nice sa znatnom vakuolizacijom, od ¢ega stanica izgleda kao okrugla i
ovoidna svijetla vakuola.

Sinusoidne kapilare ovih dviju zona kore pokazuju diskretnu hipe-
remiju. Zona retikularis né pokazuje znatnijih promjena, osim jake
kongestije kapilara, i to naro€ito u podru¢ju blizem meduli.

Stanice medule su nepravilno rasporedene i teze se medusobno
diferenciraju. Mikrovaskulatura ovog podruéja je hiperemi¢na, naroci-
to u perifernim zonama prema zoni retikularis. '

Nakon 14 dana dobijanja 5 mg/kg krvni sudovi periglandularnog
tkiva su ektati¢niijako kongestirani. Zona glomeruloza je bez uocljivih
promjena, osim vec opisane razli¢ite razvijenosti.

Spongiociti zone fascikulate pokazuju jo§ jatu vakuolizaciju, a u
pojedinim sektorima ove zone jezgre stanica se uocavaju kao mutne
okrugle sjene. Medusobne granice stanica su nejasne, §to sve moze
ukazivati na paremhimsku distrofiju.

U stanicama zone retikularis zapaZa se diskretna vakuolizacija ali
mikrovaskularnom slikom dominira jaka hiperemija krvnih Zila koja je
izrazenija u dijelovima blizim meduli.

U meduli je mikrovaskulatura napadno ektati¢na i hiperemicna,
kako u centralnim, tako i u perifernim dijelovima. Eritrociti u ovako
dilatiranim kapilarima se medusobno jasno razabiru.
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Slika 2 —~ Opsezni ekstravazat kroz koru i medulu adrena (3mg/kg, 28 dana)
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Slika 3 ~ OpseZan ekstravazat kroz koru adrena (3 mg/kg, 28 dana)

Slika 4 - Krvarenja u meduli adrena i redukcija zone retikularis (5 mg/kg,7 dana)
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Slika 6 — Redukcija zone glomeruloze i vakuolizacija spongiocita (5 mg/kg, 21 dan)
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Kod doza od 5 mg/kg kroz 21 dan, u suprakapsularnom tkivu je vidljiva
pojava ekstravaziranih eritrocita. Kod ove doze uodljivija je razlika u debljini zone
glomeruloze, §to bi moglo znatiti redukciju ove zone.

Stanice zone fascikulate su nejasnih medusobnih granica i slabo se medusob-
no diferenciraju skoro u svim podrutjima ove zone. Citoplazma je blijeda i homo-
gena u sredi$njim dijelovima zone, a bogato vakuolizirana u perifernim dijelovima.
Jezgre ovih stanica se slabo uoavaju kao mutne okrugle sjene ili se uopée ne vide.
Sinusoidne kapilare, zbog jake kongestije, izgledaju kao uzduZne, tamnocrvene
pruge izmedu nizova spongiocita.

Na stanicama zone retikularis tek 21 dan nakon tretmana ovom dozom zea-
ralenona se uotavaju izvjesne promjene. I one potinju da se slabije medusobno
diferenciraju, §to je viSe izraZeno u onim dijelovima zone koji su bliZi meduli.
Citoplazma stanica postaje svjetlija, a jezgre su slabije vidljive zbog slabije obo-
jenosti. Mikrovaskulatura ovog podrucja je i dalje hiperemi&na. Stanice srZi—me-
dulociti takoder pokazuju slabiju obojenost, kako citoplazme tako i jezgara. U
nekim podrutjima i ove stanice se teZe diferenciraju. Kapilarna mreZa je ektatitna
i hiperemi¢na, a na graninim dijelovima prema zoni retikularis javljaju se krvni
ekstravazati.

Sa dozom od 5 mg/kg tjelesne mase kroz 28 dana patohistoloska slika odgo-
vara onoj kod Zivotinja tretiranih istom dozom 21 dan: jedino su promjene vezane
uz mikrovaskularizaciju medule jo¥ izraZenije. Na nekim mjestima eritrociti su
stopljeni u homogenu eozinofilnu masu.

Kvalitativni i kvantitativni uvid u djelovanje pojedinih doza i intervala vidi
se na priloZenoj tabeli i fotografijama.

Kako se iz priloZenih materijala vidi, djelovanje zearalenona je ofito na
krvnim Zilama, te je vjerojatno taj efekat neposredan. Kao rezultat tog djelovanja
nastaju odredene promjene u Zlijezdi, kako na samim stanicama, tako i u pojedinim
zonama adrena.

U literaturi postoji opis djelovanija estradiola na adren Stakora (100 gama/die
kroz 9 mjeseci), te se iz opisa slike vidi da je doslo do povecanja cijele kore adrena.
Uotljiva je iz tog pokusa jaka hiperemija sa velikom dilatacijom kortikalnih sinu-
soida. Zona glomeruloza je nejasna. Sam adren je u tom pokusu bio teZak 122 mg,
dok je u netretiranog zdravog Stakora teZina adrena iznosila 44 mg. TeZina adrena
se mijenja nakon hipofizektomije (15 mg), aplikacije dekortikosteron acetata (23
mg) i implantacije testosterona (30 mg) (Selye, 1950).

Ovo djelovanje zearalenona, koje po svojim efektima pokazuje linearno sa
porastom doza i vremena aplikacije toksina sve veCe promjene na krvnim Zilama,
poznato je iz prirodnih trovanja svinja, posebno mladih (otok i krvarenja u peri-
neumu, prepucijumu, vulvi i rektumu), i ne bi se moglo dovesti u uzronu vezu s
estrogenim djelovanjem toksina na jajnike, uterus i testise. U pokusnim trovanjima
utvrden je pad Ca u ispirku iz uterusa trovanih krmaa (Long i sar.), a u tek
oprasene prasadi sa vulvovaginitisom utvrden je poremecen odnos proteina u krvi,
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pad koncentracije ukupnih proteina, pad albumina i pad koloido-osmotskog pritis-
ka bjelandevina seruma (Lon&arevi¢ isar., 1982). Utvrdene promjene u adrenu
tretiranih $takora ukazuju svojim kvantitativnim i kvalitativnim promjenama da su
nastale kao posljedica djelovanja veih doza zearalenona u duljem intervalu, ali se
ne moZe iz utvrdenih promjena zakljufiti koji bi mehanizam mogao biti za to
odgovoran. IskustvaLonga isar.i Lon&arevica isar. nude neka objainjenja,
koja bi ipak trebalo provjeriti prije nego se mogne ustvrditi, da su za fenomene
edema i krvarenja u prirodnim slu¢ajevima i u navedenim pokusnim trovanjima
krvi smanjena koncentracija Ca (u serumu ili u tkivu?) i disproteinemija.

ZAKLIUCAK

Iz nafih istraZivanja slijedi da je u toku trovanja zearalenonom kod vecih
doza i u duljem intervalu aplikacije doslo do promjena na krvnim Zilama, kapi-
larama i sinusoidima (ektazija, krvarenja, edem) te da su ti ekstravazati (sekundar-
no?) doveli do promjene u veli¢ini i obojenosti stanica, preteZno u kori adrena. Iz
pokusa se ne moZe zakljuliti, da je kora adrena u cjelini povecana na Stetu medule,
kako je to vidljivo u pokusima Selye kod aplikacije estradiola Stakorima.

EFFECTS OF ZEARALENONE ON THE ADREN IN RAT-~HISTOLOGICAL CHANGES

Summary

Zearalenone was per os (intubation) applied to juvenile rats in doses of 1, 3 and 5
mg/kg and on days 7, 14, 21 and 28 rats were euthanazied and adrens histologically examined.
Histological changes were found on the day 21 and 28 with the dose of 3 mg/kg, and on days
7, 14, 21 and 28 with 5 mg/kg only. The changes consisted of ectasias, haemorrhagies and
oedema on the capillaries and sinusoids, and thereafter in changes on the cells (esp. vacuoliza-
tion) in different zones of cortex and less in the medulla of adren. It is presumed, that this
effects on blood vessels, very well known in the natural course of oestrogenism in pigs and-spe-
cially in piglets, is not connected with estrogenic activity of the toxin.
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UTICAJ ZEOLITA DODANOG U HRANU KONTAMINIRANU
ZEARALENONOM I OHRATOKSIN Olé/l A NA REZULTATE PRASENJA
KRMACA

ISIDOR RAJIC, DRAGAN TRAIKOVIC

Veterinarski fakultet, Beograd
Pik "Tamiy", Viadimirovac

Apstrakt. Izvrieno je 8 ogleda ishrane na ukupno 1.086 suprasnih krmata. U
prvom ogledu krmna smeSa za kontrolnu nije bila kontaminirana mikotoksinima, a za
oglednu grupu sadrZavala je 0,080 mg/kg zearalenona i 0,950 mg/kg ohratoksina A. U
1L, IIT i IV ogleda krmna smesa za kontrolne i ogledne grupe sadrZavala je zearalenona
po 5,600 i ohratoksina A po 0,160 mg/kg. U V i VI ogledu krmna smeSa za kontrolne i
ogledne grupe krmada sadrZavala je zearalenona po 3,000 i ohratoksina A po 0,160
mg/kg. U VII i VIIT ogledu krmna sme$a za kontrolne i ogledne grupe sadriavala je
zaralenona po 8,000 i ohratoksina A po 0,160 mg/kg. U krmne smefe za ogledne grupe
dodano je zealita 2% (2 kg/tona). Krmne smeSe sa zealitom davane su u T ogledu 30, II
45, I1 60, IV 75, V 90, VI 105, VII 120 i VIII 135 dana pre porodaja.

Dodatak zeolita u koli¢ini 0,2% u krmne smeSe kontaminirane zearalenonom u
koli&ini 0,080, 3,000, 5,600 i 8,000 mg/kg i ohratoksina A u kolitini 0,950 i 0,160 mg/kg
u trajanju od 30 i 45 dana pre praSenja nije uticao na smanjenje broja mrtvorodene i
avitalne prasadi, a u trajanju od 60, 75, 90 i 105 dana, kao i 120 (za vreme graviditeta,
bukarenja i oplodnje) i 135 dana (za vreme graviditeta, dojenja, bukarenja i oplodnje)
visoko signifikantno (P,001) i signifikantno (P,05) je smanjio broj mrtvorodene i avital-
ne prasadi, $to ukazuje na opravdanost dodavanja zeolita u kontaminirane krmne smeSe
zearalenonom i ohratoksinom A.

UuvopD

U ovom radu ispitan je uticaj zeolita dodanog u hranu kontaminiranu zeara-
lenonom i ohratoksinom A na rezultate praSenja krmade.
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MATERIJAL 1 METOD RADA

Ispitivanje uticaja zeolita dodatog u krmne smeSe kontaminirane razliitim
kolitinama zearalenona i ohratoksina A na rezultate prafenja krmaa izviSeno je
ogledima ishrane suprasnih krmata, hemijskim i mikotoksikoloSkim analizama hra-
niva i krmnih smeda i statistickom obradom i procenom znacajnosti razlike broja
ukupno rodene prasadi, broja mrtvorodene prasadi i broja avitalne prasadi.

Ogledi ishrane suprasnih krmata smeSama koje su sadrZavale zearalenon i
ohratoksin A u razlititim koli¥inama, bez i sa dodatkom zeolita, organizovani su i
izvrieni na jednoj svinjarskoj farmi u Vojvodini. Ogledi su izvrieni po sistemu
kontrolnih grupa.

Izvr¥eno je 8 ogleda ishrane na uwkupno 1.086 suprasnih krmaa. U kontrol-
nim grupama bilo je 566 a u oglednim 520 krmaa. Prvi ogled trajao je 30 dana pre
praSenja, drugi 45, tre€i 60, Cetvrti 75, peti 90, Sesti 105, sedmi 120 i osmi ogled 135
dana. Prema tome, krmade sedmog i osmog ogleda dobijale su kontaminiranu hra-
nu i u fazi pripusta (sedmi ogled) a krmace iz osmog ogleda u prethodnoj fazi
laktacije (tabela 1).

Tabela 1. BROJ SUPRASNIH KRMACA U OGLEDIMA I TRAJANJE OGLEDA

Ogled Grupa krmada Ukupno Trajanje ogleda,

Kontrolna Ogledna krmaca dana
I 80 50 130 30
I 65 74 139 45
I 58 67 125 60
v 74 72 146 75
v 69 70 139 90
Vi 7 62 133 105
Vii 80 67 147 120
Vi 69 58 127 135

Ukupno: 566 520 1.086

Suprasne krmade kontrolnih i oglednih grupa u svih osam ogleda hranjene
su krmnom smeSom sledeéem sastava (u %): kukuruz 30, jeam 47, pSeni¢no stolno
bragno 5, suncokretova satma 7, sojin tostirani griz 3, bra§no dehidrovane lucerke
5, dikalcijum fosfat 1 i vitaminsko-mineralni dodatak 2.

U krmne smede za ogledne grupe u svih osam ogleda dodano je 0,2% (2
kg/tona) mikroniziranog belog zeolita.

U prvom ogledu krmna smefa za kontrolnu grupu nije sadrZavala zeara-
lenon. U krmnoj smesi za 0 grupu krmada zearalenona je bilo 0,080 i ohratoksina
A 0,950 mg/kg.
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Tabela 2. KOLICINA ZEARALENONA I OHRATOKSINA A U KRMNIM SMESAMA
7.A SUPRASNE KRMACE KONTROLNIH 1 OGLEDNIH GRUPA

Zearalenon, mg/kg Ohratoksin A, mg/kg
Ogled Grupa krmada Grupa krmata
Kontrolna Ogledna - Kontrolna Ogledna
1 0,000 0,080 0,000 0,950
ILHLIV | 5,600 5,600 0,160 0,160
v, V1 3,000 3,000 0,160 0,160
VILVIIT 8,000 8,000 0,160 0,160

U drugom, treéem i ¢etvrtom ogledu koliina zearalenona u krmnoj smesi za
kontrolnu i oglednu grupu bila je po 5,600 mg/kg a ohratoksina A po 0,160 mg/kg.

U petom i Sestom ogledu kolitina zearalenona u krmnoj smesi za kontrolnu
i oglednu grupu bila je po 3,000 mg/kg a ohratoksina A po 0,160 mg/kg.

U sedmom i osmom ogledu koli¢ina zearalenona u krmnoj smesi za kontrol-
nu i oglednu grupu krmata bila je po 8,000 mg/kg a ohratoksina A po 0,160 mg/kg
(Tabela 2).

REZULTATI RADA I DISKUSIJA

Prvi ogled
Dodatak 0,2% zeolita u krmnu smeu za suprasne krmace koja je sadrZavala
zearalenona 0,080 mg/kg i ohratoksina A 0,950 mg/kg, davanu 30 dana pre porodaja
(ogledna grupa - 50 legala), nije uticao na broj mrtvorodene i avitalne prasadi u
poredenju sa ishranom suprasnih krmaca krmnom smeSom bez zearalenona, oh-
ratoksina A i zeolita (kontrolna grupa - 80 legala). Ovakav rezultat tumacimo tako
$to smatramo da je davanje zeolita u trajanju od 30 dana kratko vrijeme da bi se
ispoljilo pozitivno dejstvo na rezultate praSenja.
Drugi ogled
Dodatak 0,2% zeolita u krmnu sme$u za suprasne krmade koja je sadrZavala
zearalenona 5,600 mg/kg i ohratoksina A 0,160 mg/kg, davanu 45 dana pre porodaja
(ogledna grupa - 74 legla), nije uticao na broj mrtvorodene i avitalne prasadi u
poredenju sa ishranom suprasnih krmaca istom krmnom smeSom bez dodatka zeo-

lita (kontrolna grupa - 65 legala). Utvrdene razlike rezultata praSenja krmata koje
su dobijale hranu bez i sa zeolitom nisu bile statisticki znalajne.

Tredi ogled

Dodatak 0,2% zeolita u krmnu sme$u za suprasne krmace koja je sadrZavala
zearalenona 5,600 mg/kg i ohratoksina A 0,160 mg/kg, davanu 60 dana pre porodaja
(ogledna grupa - 67 legala), signifikantno je smanjio broj mrtvorodene i avitalne
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prasadi (P<0,05) u poredenju sa ishranom suprasnih krmata istom krmnom sme-
Som bez dodatka zeolita (kontrolna grupa - 58 legala). Pozitivno dejstvo zeolita
ispoljilo se tek kada je davan hranom u trajanju vie od polovine suprasnosti.

Cetvrti ogled

Dodatak 0,2% zeolita u krmnu smesu za suprasne krmace koja je sadravala
zearalenona 5,600 mg/kg i ohratoksina A 0,160 mg/kg, davanu 75 dana pre porodaja
(ogledna grupa - 72 legla), visoko signifikantno je smanjio broj mrtvorodene i
avitalne prasadi (P<0,001) u poredenju sa ishranom suprasnih krmaca istom krm-
nom smeSom bez dodatka zeolita (kontrolna grupa - 74 legla). Rezultati ovog
ogleda potvrduju nalaze dobijene u treCem ogledu.

Peti ogled
Dodatak 0,2% zeolita u krmnu smeSu za suprasne krmaCe koja je sadrZavala
zearalenona 3,000 mg/kg i ohratoksina A 0,160 mg/kg, davanu 90 dana pre porodaja
(ogledna grupa - 70 legala), visoko signifikantno je smanjio broj mrtvorodene pra-
sadi (P<0,001) nesignifikantno broj avitalne prasadi, a signifikantno povecao broj
Yivorodene prasadi (P<0,05) u poredenju sa ishranom suprasnih krmaca istom
krmnom smeSom bez dodatka zeolita (kontrolna grupa - 69 legala).
Sesti ogled
Dodatak 0,2% zeolita u krmnu smesu za suprasne krmace koja je sadrZavala
zearalenona 3,000 mg/kg i ohratoksina A 0,160 mg/kg, davanu 105 dana pre pra-
Senja (ogledna grupa - 62 legla), visoko signifikantno je smanjio broj mrtvorodene
i avitalne prasadi (P<0,001) u poredenju sa ishranom suprasnih krmaca istom
krmnom sme¥om bez dodatka zeolita (kontrolna grupa - 71 leglo). Dodatak zeolita
u kontaminiranu hranu u trajanju od 90 dana ispoljio je pozitivno antitoksi¢no
dejstvo.

Sedmi ogled

Dodatak 0,2% zeolita u krmnu sme$u za suprasne krmade koja je sadrZavala
zearalenona 8,000 mg/kg a ohratoksina A 0,160 mg/kg, davanu 120 dana, odnosno
za vreme trajanja graviditeta i u fazi bukarenja ili oplodnje u trajanju 5-6 dana
(ogledna grupa - 67 legala), visoko signifikantno je smanjio broj mrtvorodene i
avitalne prasadi (P<0,001) u poredenju sa ishranom suprasnih krmada istom krm-
nom smefom bez dodatka zeolita (kontrolna grupa - 80 legala).

Osmi ogled

Dodatak 0,2% zeolita u krmnu smeSu za suprasne krmade koja je sadrZavala
zearalenona 8,000 mg/kg a ohratoksina A 0,160 mg/kg, davanu 135 dana pre poro-
daja, odnosno za vreme trajanja graviditeta, u fazi bukarenja do oplodnje u trajanju
7-10-20 dana (ogledna grupa - 58 legala), visoko signifikantno je povecao broj
Zivorodene prasadi (P<0,001) i visoko signifikantno smanjio broj mrtvorodene i
avitalne prasadi (P<0,001) u odnosu na ishranu suprasnih krmaca istom krmnom
smefom bez dodatka zeolita (kontrolna grupa - 69 legala). Prema tome, najbolji
rezultati dobijeni su dodatkom zeolita za vreme suprasnosti i dojenja prasadi.
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Dobijene rezultate nismo mogli da poredimo sa rezultatima drugih autora,
jer u nama pristupanoj literaturi nismo naisli na podatke o upotrebi belog mik-
Toniziranog zeolita ili klinoptilolita kao antimonotoksickog aditiva krmnim sme-
$ama za ishranu suprasnih krmada.

ZAKLIUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata u ovom radu mogu se donijeti sledeca za-
kljutna razmatranja.

Potpune krmne smeSe za ishranu suprasnih i krmata dojara esto su kon-
taminirane sa dva mikotoksina, odnosno zearalenonom i ohratoksinom A. Koli¢ina
zearalenona je Zesto iznad 2, a ohratoksina A ispod 1 mg/kg hrane.

Dodatak zeolita u kolitini 0,2% (2 kg/tona) u krmne smeSe kontaminirane
zearalenonom u koli¢ini 0,080, 3,000, 5,600 i 8,000 mg/kg i ohratoksinom A u
kolitini 0,950 i 0,160 mg/kg u trajanju od 30 i 45 dana pre profenja nije uticao na
smanjenje broja mrivorodene i avitalne prasadi, a u trajanju od 60, 75, 90 i 105
dana, kao i 120 (za vrijeme graviditeta, bukarenja i oplodnje) i 135 dana (za vrijeme
graviditeta, dojenja, bukarenja i oplodnje) visoko signifikantno (P<0,001) ili signi-
fikantno (P<0,05) je smanjio broj mrivorodene i avitalne prasadi.

Rezultati ukazuju na struénu opravdanost dodavanja 0,2% zeolita u krmne
smee koje sadrZe zearalenon i ohratoksin A, a sluZe za ishranu suprasnih i krmata
dojara.

EFFECT OF ZEOLYTE ADDED TO FEED CONTAMINATED WITH OCHRATOXIN A AND
ZEARALENONE ON THE RESULTS OF SOWS FARROWING

Summary

There were 8 experiments with feeding the gravid sows (1.086). In the first experiment
feed mixture for control group did not contain any mycotoxin and for experimental group
there were 0,080 mg/kg of zearalenone and 0,950 mg/kg of ochratoxin A in the mixture. In the
experiments II, III and IV feed mixture for the control and experimental groups contained
zearalenone 5.600 and ochratoxin A 0,160 mg/kg. In V and VI experiments feed mixture for
control and experimental sows contained zearalenone 3.000 and ochratoxin A 0,160 mg/kg. In
VII and VIII experiments feed mixture for the control and experimental groups contained
zearalenone 8.000 and ochratoxin A 0,160 mg/kg. In the feed mixtures for experimental groups
it was added zeolyte 2% (2 kg/ton). Feed mixtures with zeolyte were offered in experiment I
through 30, in experiment II through 45, in experiment III through 60, in experiment IV
through 75, in experiment V through 90, in experiment VI through 95, in experiment VI
through 120 and in experiment VIII through 130 days before parturition.

Addition of zeolyte in quantity of 6,2% of feed mixture contaminated with zearalenone
with 0,080, 3.000, 5.600 and 8,00 mg/kg and ochratoxin A with 0,950 and 0,160 mg/kg during
30 and 45 days before parturition did not influence lessening of the number of stillborn and

AKADEMUA NAUKA I UMJETNOSTI BOSNE | HRRCEGOVINE 121



non vital pigets, and in application through 60,75,90 and 105 days, as well during 120 days
(during the pregnancy, oestrous cycle and fertilization) and 135 days (during the pregnancy,
sucking, oestrous cycle and fertilization) high significantly (P lesser than 0,001) and significantly
(P lesser than 0,05) diminished the number of stillborn and avital piglets, what justifies addition
of zeolyte to contaminated feed mixture with zearalenone and ochratoxin A.
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FUNGICIDNI I DETOKSIKACIONI EFEKAT UBEA 70
NA ZEARALENON I PLIJESNI U KUKURUZU

LADISLAV 0ZEGOVIC, STIEPAN FELDHOFER, DRAGAN HLUBNA

Akademija nauka i§ umjetnosti Bosne i Hercegovine, Sarajevo
INA - Petrokemija, Kutina
Veterinarski fakultet, Sarajevo

Apstrakt. Kukuruz roda 1985. kontaminiran plijesnima i zearalenonom (5,6
ppm) tretiran je u anaerobnim uslovima preparatom UBEA 70. Mjesec dana od treti-
ranja u kukuruzu se nije mogao dokazati zearalenon, a broj spora i kontaminacija
endosperma kukuruza su se drastiéno smanjili.

Poznati su uslovi nastanka mikotoksina na Zitaricama. ViaZnost supstrata
predstavlja limitirajuci faktor rasta plijesni, a sastav samog supstrata i temperatura
na kojoj plijesni rastu omoguc¢avaju manifestiranje toksigenosti kontaminirajucih
plijesni. Rano je razvijena strategija spre€avanja pljesnivosti i stvaranja mikotok-
sina smanjivanjem vlaZnosti supstrata, regulacijom temperature uskladiStenja i bi-
ranjem onih speciesa Zitarica (ili drugih plodova) koje su rezistentne na konta-
minaciju plijesnima. Medutim, uprkos svih poznatih i relevantnih faktora, realnost
postojanja mikotoksina i Steta koje nanose svakodnevno nas suotavaju sa pljes-
nivom hranom i mikotoksinima u njoj. Odatle razni pravci istraZivanja o mogu¢-
nostima spretavanja efekata mikotoksina, pri ¢emu se upotrebljavaju fizikalni, ke-
mijski i biolodki agensi i postupci (Miller, 1983).

UBEA 70 je preparat kojeg proizvoda¢ preporuéa za konzerviranje vlaZnih
krmiva: sadrZi ureu, sumpor i BENAL. Ovakav sastav preparata, s ureom, iz koje
se spontano djelovanjem ureaze formira amonijak, i BENALOM, koji je posebno
aktivirana bentonitna glina s veoma aktivnim aluminosilikatom vrste montmorilo-
nita, upuéivao je na moguénost detoksikacije mikotoksina, uz fungicidnu aktivnost
i ostale prednosti sastavnih dijelova preparata (Feldhofer isar 1987).

U literaturi je poznato djelovanje amonijaka i aluminosilikata (Miller,
1984; Wmith 1980; Colvini sar. 1989; Raji¢ i sar. 1990; Harvey i sar.
1989) na detoksikaciju mikotoksina u supstratu prije aplikacije Zivotinjama hrane
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kontaminirane mikotoksinima, ili zajedno s apliciranim supstratom. U literaturi
postoji izvjeStaj o komparativnoj efikasnosti raznih vrsta silikata u detoksikaciji
aflatoksi na in vitro (Phyllips i sar. 1990).

Zearalenone je, prema istraZivanjima Bennetta i sar. (1980) veoma rezis-
tentan na niz postupaka koji u njihovim istraZivanjima nisu mogli signifikantno
smanjiti koncentraciju zearalenona u kukuruzu. Kako je u naoj zemlji kontami-
nacija kukuruza zearalenonom Cesta pojava (1, 3, 10, 12, 14, 15, 20), smatrali smo
da je oportuno istraZiti djelovanje ovog preparata na zrnu kukuruza koji je bio
kontaminiran plijesnima i zearalenonom.

MATERIAL I METODE RADA

Ispitivani kukuruz bio je roda iz 1985. godine i sadrZavao je vise od 30%
vlaZnosti. Metodom istraZivanja infestacije endosperma utvrdena je 100% infes-
tacija. Izolirane su slijedeée plijesni: Asp. ustus, Asp. ochraceus, Asp. flavus, Asp.
candidus, Penicillium sp., kvasnice (nedeterminirane). Broj spora plijesni iznosio je
300.000/g. Kolitina zearalenona iznosila je 5,6 ppm (metodom po Baleru i sar.).

Kukuruz je izmijeSan sa 7% UBEA 70, postupkom koji proizvoda& (INA -
Petrokemija, Kutina) preporuta za spretavanje kvarenja i za konzerviranje viaZnog
zrmja kukuruza u aerobnim uslovima. Uzorci obradena kukurza su zatvoreni u
plasti¢ne posude (od 3 kg). Sva kolitina ispitivanog kukuruza bila je pohranjena na
sobnoj temperaturi (20°C). Period istraZivanja trajao je 6 mjeseci, od novembra
1985. do maja 1986.

Pretrage obradenih tretiranih uzoraka vrene su jednom mjese¢no kao i pre-
trage kontrolnog uzorka na ukupan broj spora u gramu uzorka, postotak infestacije
endosperma zrnja i na sadraj zearalenona.

REZULTATI

Makroskopski izgled netretiranih zrna ve¢ na prvi pogled odaje zrna u kva-
renju: zrnje je pokriveno bijelim nanosom plijesni i kvasnica, a kako je vrijeme
opaZanja protjecalo tako je bio uoden sve veéi broj slijepljenih zrna, najcesée u
manje i veCe grudvice. Zrna tretirana sa UBEA 70 su odjelita, na svojoj suhoj
povrSini imaju smedi nanos karakteristina mirisa, bez tendencije stvaranja gruda.
Tretirani kukuruz ostaje takav kroz razdoblje istraZivanja (s. 1-4).

Infestacija zma tretiranih sa UBEA 70 mijenja se (prema kontrolnim i onim
na pocetku pokusa) i ve¢ nakon mjesec dana iznosi 0%. Tako ostaju kroz 6 mjeseci
promatranja. Kod netretiranih zrnja infestacija kroz cijeli period istraZivanja ostaje
100%, a izolirane su iste plijesni kao i na pocetku istraZivanja.
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Broj plijesni u gramu uzorka u pocetku tretmana ukazivao je na ve-
liku zagadenost. Tokom vremena opazanja kod netretiranih zrna broj
plijesni iznosio je vise od 1,000.000 spora gram uzorka. U tretiranih
zrna nakon 5 mijeseci od tretmana uzorak je jod uvijek bio sterilan.
Tek nakon 6 mjeseci u jednom uzorku kukuruza tretiranog sa UBEA
70 nalazilo se 170.000 spora/g, a u drugom 50.000 spora G (Tabela 1
i grafikon 1).

Tabela 1 — Rezultati tretiranja pljesnivog kukuruza sa UBEA 70
Table 1 — The results of treatment the contaminated corn with UBEA
70

TRETIRANI KUKURUZ
treated corn

NETRETIRANI KUKURUZ
non-treated corn

Prije pokusa
before treatment

infestacija zrna 100%

broj plijesni 300.000/g

zearalenone 5,6 ppm

nakon 5 mjeseci

5 month after

infestacija zrna 100% 0
broj plijesni 1,030.000/g 0
zearalenone 5,6 ppm 0
nakon 8 mjeseci

8 month after

infestacija zrna 100% 100%
broj spora/g 1,530.000/g 170.000
zearalenone 5,6 ppm 0

Zearalenone se nije mogao dokazati u tretiranom kukuruzu nakon

30 dana od tretmana.
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Slika 1 ~ Kukuruz prije tretmana, novembar 1985.
Slika 2 - Kukuruz tretiran sa UBEA 70, maj 1986.
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Grafikon 1. Djelovanje UBEA 70 na zearalenon i plijesni u vlaZnom kukuruzu
Graph 1. Effect of UBEA 70 on zearslenone and the molds in wet corn
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DISKUSIJA

Kako je ve¢ spomenuto, djelovanje UBEA 70 se moZe uotiti mikroskopski
po smedoj boji na zrnju ve¢ 15-20 dana nakon §to je kukuruz tretiran. Brojenjem
se opaZa manji broj plijesni, smanjivanje broja plijesni i kontaminacije endosperma
do sterilnosti (grafikon 1). Nakon otprilike mjesec dana, ustaljeno je djelovanje
UBEA 70. Zanimljivi su rezultati istraZivanja infestacije endosperma tretiranog
kukuruza: nalaz je negativan (endosperm sterilan) od 30 dana do 5 mjeseci, a
nakon tog perioda pokazuje se ponovno rast istih vrsta plijesni koje su postojale na
zrnju prije tretiranja.

Namece se pitanje porijekla tih plijesni: da li je djelovanje UBEA 70 bilo
privremeno (5 mijeseci) ili, kako izgleda, samo fungistatitko, da bi se nakon tog
perioda vratila sposobnost germinacije - infestacije endosperma od preostalih (ger-
minativnih) spora, ili je do$lo do novog zagadivanja iz zraka kod manipulacije
uzorkom. Vjerojatno je da su pojedine spore kasnije, 5 mjeseci od aplikacije
UBEA 70, dospjele na kukuruz i u uslovima visoke vlaZnosti potele germinirati.
Postoji i moguénost neujednaCenog uzorkovanja kukuruza koji je bio na nekim
mjestima bolje obraden (u kontaktu) sa UBEA 70. U svakom slu¢aju, makros-
kopski izgled zrnja i broj¢ani nalaz plijesni nedvojbeno ukazuju da je djelovanje
UBEA 70 bilo uspje$no, jer se drasti¢no smanjio broj spora u uzorku kao i infes-
tacija endosperma kroz opaZani period. Tako se omogucava korisna upotreba hra-
ne koja bi kao 3tetna (prema PKA) bila odbalena.

Uspjesna detoksikacije zearalenona u kukuruzu s UBEA 70 otvara teoretsko
pitanje djelovanja sastavnih dijelova UBEA 70, BENALA - montmorilonita u pr-
vom redu, i same uree u procesu detoksikacije zearalenona. Iskustva Bennetta
i sar. ukazuju da amonijakalizacija ne moZe znatno smanjiti koli¢inu zearalenona u
kukuruzu, kao ni druge kemikalije, pa ni temperatura od 150°C. Jedino je formal-
dehid u njihovom pokusu mogao znatnije smanjiti koliCinu zearalenona. Zato pret-
postavljamo da je u naSim pokusima zearalenone u kukuruzu bio detoksiciran dje-
lovanjem montmorilonita iz BENALA, vjerojatno i sinergizmu s amonijakom os-
lobodenim iz uree. Iskustva s upotrebom aluminosilikata u detoksikaciji aflatok-
sina govore da je koncentracija aluminosilikata od 0,5% bila uspjeSna u spretava-
nju §teta, dok je kod detoksikacije zearalenona ta koncentracija iznosila 5%
(Smith 1980; Colvin isar. 1989; Harvey i sar. 1989). Djelovanje Fixatoxa u
pokusimaRaji€a i Milutinovica (1990) iznosio je 0,05-0,1% aluminosilika-
ta koji se nalaze u preparatu.

ZAKLIUCAK

UBEA 70 je na viaZnom kukuruzu u zatvorenoj posudi uspjeSno smanjila i
eliminirala plijesni (broj u gramu uzorka i postotak infestacije endosperma) kuku-
ruza i u isto vrijeme detoksicirala prisutni zearalenone. Vrijeme od mjesec dana
kontakta UBEA 70 sa kukuruzom bilo je dovoljno za eliminiranje plijesni i zeara-

128 1V SIMPOZI) O MIKOTOKSINIMA



lenona, a kukuruz se satuvao od kvarenja. Nakon perioda od 5 mjeseci, kod kuku-
ruza su se ponovno javile plijesn, pa bi takav kukuruz trebalo potroSiti u viemenu
od 1 mjesec dana do 5 mjeseci nakon tretmana. Kod prisutnosti plijesni i zearale-
nona, obrada i detoksikacija se moZe uspjeSno izvesti u zatvorenim plasti¢nim po-
sudama - vre€ama.

FUNGICIDAL AND DETOXIFICATIVE EFFECTS OF UBEA 70 ON THE MOLDS AND
ZEARALENONE IN CONTAMINATED CORN

Summary

Corn from the 1985 crop, contaminated with molds and zearalenone (5,6 ppm) was
treated with UBEA 70, containing urea, sulphur and activated clay with aluminosilicates.
Treatment was in closed plastic boxes. One month after the treatment no trace of zearalenone
in the corn could be proved, and the number of the spores and percentage of endosperm
infestations drastically dropped
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