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Sazetak

Hrvatske. Fusarium sp. metaboliziraju sekundarne toksicne metabolite-mikotoksine koji mogu uzrokovati akutna i kronicno toksicna djelovanja
na ljude i Zivotinje. Kontaminacija usjeva Fusarium vrstama moZe nastati prije Zetve (na polju), ali i poslije Zetve (u skladistima i silosima).
Posljedicno tome evidentna je i kontaminacija Zitarica i uskladistenih proizvoda Fusarium toksinima

Kljucne rijeci: mikotoksini, toksicnost, Fusarium, trihoteceni, fumonizini, zearalenon

Summary

Fusarium fungi are among the most common contaminant of cereals in agricultural production in agroecological conditions of the Republic
of Croatia. Fusarium sp. metabolize toxic secondary metabolites-mycotoxins that can cause acute and chronic toxic effects on humans and
animals. Fusarium contamination of crop species can occur before harvest (the field), and after harvest (in warehouses and silos). Consequently,
contamination of crops and stored products with Fusarium toxins is evident.
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Uvod

Gljive u svom razvojnom ciklusu produciraju primarne
metabolite koji su im neophodni za rast i razvoj, a neke od
njih mogu sintetizirati i sekundarne metabolite — mikotoksine.
Biosinteza sekundarnih metabolita ovisna je o vrsti gljivica,
o gljivicnom soju i njegovim genetskim osobinama (Kosalec
i sur., 2004) a mogu je potaknuti i okoli$ni uvjeti, odnosno
fizikalno-kemijski parametri poput koli¢ine slobodne vode
(aw), temperature, koli¢ine kisika, sastava i pH supstrata,
i dr. (Yiannikouris i sur., 2002). Do sada je izolirano vise
od 300 razli¢itih spojeva mikotoksina (Binder i sur., 2007).
Mikotoksini su relativno stabilne molekule, uglavnom niske
molekularne mase (Eskola, 2002). Nastanak mikotoksina
moze zapoceti predzetveno u inficiranoj biljci koja je jos u
polju i moze biti nastavljena ili inicirana poslije Zetve, a moze
nastati i u uskladisStenim proizvodima (Logrieco i sur., 2003).
Mikotoksini najces¢e ingestijom, vrlo rijetko inhalacijom
ili transdermalno, uzrokuju bolesti nazvane mikotoksikoze
(Kosalec i sur., 2004). Simptomi mikotoksikoza ovise o nizu
¢imbenika: koncentraciji i duzini izlaganja mikotoksinu, o
vrsti i farmakodinamic¢kim osobinama mikotoksina (apsorpciji,
hidrofilnosti/lipofilnosti, distribuciji u tkivima i organima,
metabolizmu i poluvremenu raspada te eliminaciji), zatim o
vrsti, spolu, starosti i zdravstvenom statusu zivotinje (Kosalec
i sur., 2004). Uslijed akutne ili dugoroéne izlozenosti moguca
su teratogena, kancerogena, estrogenska ili imunosupresivna
djelovanja (Binder i sur., 2007). Globalna kontaminacija zrna
zitarica i stocne hrane Fusarium mikotoksinima, posebice
trihotecenima, zearalenonom i fumonizinima je evidentna
(Placinta i sur., 1999).

Podjela trihotecena

Poznato je oko 180 trihotecena, ali samo njih nekoliko
je znacajno za ljudsko zdravlje (Murphy i sur., 2006). Glavni

simptomi otrovanja uklju¢uju abdominalne bolove, mucninu,
povracanje, diareju i vrtoglavicu koji se javljaju otprilike jedan
sat nakon ingestije pSenice, kukuruza ili rize kontaminiranih
deksinivalenolom, nivalenolom i zearalenonom (Peraica i
Domijan, 2001). Trihoteceni su metaboliti seskviterpenoida
koje produciraju mnogi rodovi gljiva ukljucujuéi Fusarium,
Myrothecium, Phomopsis, Stachybotrtis, Trichoderma, Tricho-
thecium 1 drugi (Hussein i sur., 2001; Bennett i sur., 2003).
Oni posjeduju tetraciklicki 12,13 epoksitrihotecenski kostur.
Trihoteceni se klasificiraju kao makrociklicki i nemakrociklicki.
Nemakrociklicki trihoteceni su najcesci i dijele se na grupe:
tip A, koji imaju vodik ili ester na C-8 poziciji (T2 toksin,
neozolaniol, diacetoksiscirpenol) dok tip grupe B sadrzi keton
i ukljucuje deoksinivalenol (DON), 3-acetil deoksinivalenol
(3-AcDON), 15-acetil deoksinivalenol (15-AcDON), nivalenol
(NIV) i fuzarenon X (Bennett i sur., 2003). Treca kategorija (tip
C) ima drugi epoksidni prsten na C-7,8 il C-9,10 1 toksini etvrte
grupe (tip D) sadrze makrocikli¢ki prsten izmedu C-4 1 C-15 s
dvije ester-veze (Eriksen, 2004a). Producenti trihotecena tipa A
i B, izmedu ostalih, su i Fusarium graminearum, F. culmorum,
F. pseudograminearum, F. sporotrichioides, F. acuminatum
i F. poae (Glenn, 2007; Placinta i sur. 1999; Eriksen, 2003).
Trihotecene tipa C i D ne producira rod Fusarium (Eriksen,
2004). Vedina trihotecena je topiva u otapalima kao §to su
aceton, kloroform i etilacetat, dok su visoko hidroksilirani
trihoteceni deoksinivalenol i nivalenol topivi u polarnim
otapalima kao $to su acetonitril, metanol, etanol i voda (Eriksen,
2003). Trihoteceni su stabilni pri visokim temperaturama, ne
razgraduju se normalnim procesiranjem hrane i ne hidroliziraju
probavom nakon ingestije (Eriksen, 2003; Hazel i sur., 2004).

Toksicnost trihotecena

Trihoteceni su potentni citotoksini (Agag, 2005).
Uobicajen ucinak trihotecena na zivotinjsku i biljnu stanicu
ukljucuje inhibiciju proteina i sintezu DNA i RNA, inhibiciju
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funkcije mitohondrija, dijeljenja stanice i djelovanje membrane
(Rochaisur., 2005). U zivotinjskoj stanici trihoteceni induciraju
apoptozu mitohondrijskim i nemitohondrijskim mehanizmima
(Rocha i sur., 2005). Ovisnost svih stani¢énih metaboli¢kih
procesa o sintezi proteina sugerira da mnogi drugi ucinci triho-
tecena mogu biti sekundarni inhibiciji sinteze proteina (Rocha
isur., 2005).

T-2 toksin je najpotentniji trihotecen koji djeluje cito-
toksi¢no, imunosupresivno i izaziva niz gastrointestinalnih,
dermatoloskih i neuroloskih simptoma (Bennett i sur., 2003).
Simptomi otrovanja svinja hranjenih krmom koja sadrzi 0,5
mg Cistog T-2 toksina po kilogramu sto¢ne hrane ukljucuje
odbijanje hrane i slabljenje imunog sistema (Eriksen i
Pettersson, 2004a). Uz smanjen unos hrane kod pili¢a i kokosi
su utvrdene oralne lezije, depigmentacija koze, smanjena pro-
dukcija jaja, manja otpornost na patogene bakterije i nekroti¢ne
lezije (Eriksen i Pettersson, 2004a; Sokolovi¢ i sur. 2008). T-2
toksin se smatra uzrocnikom alimentarne toksi¢ne aleukije u
humanoj populaciji koju karakteriziraju simptomi povracanja,
diareje, abdominalnih bolova i oralnog krvarenja (IARC,
1993).

Iako manje toksican od drugih trihotecena, deoksinivalenol
je mikotoksin koji se najces¢e pronalazi u zrnju zitarica,
ukljucujuéi kukuruz, penicu, jeCam, zob i druge zitarice, kao i
u sto¢noj hrani (Visconti, 2001; Bennett i sur., 2003; Morgavi
i sur., 2007). Deoksinivalenol moze imati Stetne ucinke na
zdravlje nakon kratkoroc¢ne ili dugorocne izloZenosti. Nakon
akutne izlozenosti deoksinivalenol izaziva dva karakteristicna
toksi¢na u¢inka: smanjen unos hrane (anoreksija) i povracanje
(Creppy, 2002). Akutni simptomi otrovanja ukljuéuju gubi-
tak mase, odbijanje hrane, povracanje, krvavu dijareju i
teske hemoragijske dermatitise (Eriksen, 2003). Povracanje
i anoreksija su posredovani serotonergickim sustavom
centralnog ziv€anog sustava ili perifernim djelovanjem
na serotoninske receptore (Schlatter, 2004). DON inhibira
sintezu DNA, RNA i proteina na ribosomskoj razini i ima
hemoliti¢ni u¢inak na eritrocite (Schlatter, 2004). Leukociti
su centralna meta deoksinivalenola i drugih trihotecena, a
ovisno o dozi i ucestalosti izlozenosti u¢inak DON-a moze biti
imunostimulatoran ili imunosupresivan (Pestka i sur., 2004). U
zivotinja glavni uc¢inak niske koncentracije DON-a u hrani (>2
mg g ukrmiza svinje) ¢ini se dovodi do smanjenog unosa hrane
(anoreksija), a time i smanjenog porasta mase, dok vece doze
(>20 mg g") induciraju odbijanje hrane, dijareju i povra¢anje
(Visconti, 2001). Medu Zivotinjama svinje su najosjetljivije na
DON, dok su perad i prezivaci manje osjetljivi (Conkova i sur.,
2003; Avantaggiato i sur., 2004). Prezivaci i perad toleriraju
do 20 ppm DON-a u krmi, dok 1-2 ppm uzrokuje toksikoze
u svinja (Pestka, 2007). Klinicki znakovi intoksikacije DON-
om u svinja ukljucuju i blagu bubreznu nefrozu, reduciranu
veli¢inu $titnjace, zeluCanu mukozalnu hiperplaziju, poveéan
omjer albumin/alfa globulin i ponekad blage promjene u
drugim hematoloskim parametrima (JECFA, 2001). Prehrana
pili¢a pSenicom koja je prirodno kontaminirana s plijesni F.
graminearum za posljedicu ima smanjeni unos krme, a time
i manji prirast mesa pilica (Mannion i sur., 1988). U Aziji su
se pojavili mnogi slucajevi akutne humane izlozenosti DON-u
konzumiranjem inficiranog zrna, asimptomi uklju¢ujumucninu,
povracanje, gastrointestinalne probleme, vrtoglavicu, dijareju i
glavobolju (Hussein i sur., 2001; Creppy, 2002). Potencijalan
izvor izlozenosti ljudi DON-u mogla bi biti jaja, ali razine nisu
signifikantne u usporedbi s drugim izvorima (Sypecka i sur.,
2004).

Acetilirani derivati DON-a, 3-acetil deoksinivalenol i 15-
acetil deoksinivalenol se ponekad pojavljuju u manjoj koli¢ini

uz DON na zrnju zitarica. Imaju istu ili manju toksi¢nost od
DON-a i smatra se kako ne predstavljaju dodatni rizik (Pestka,
2007). Acetilirani derivati su prisutni u razini od 10-20%
koli¢ine DON-a (Schlatter, 2004), a odnos izmenu DON-a i
acetiliranih formi varira. Acetilirani toksini se brzo deacetiliraju
in vivo (fuzarenon-X u NIV, 3-acetilDON u DON) (Eriksen i
sur., 2004a).

Fusarium cerealisiF. poae su glavni producentinivalenola,
amogu ga sintetizirati i . culmorum i F. graminearum (Eriksen,
2003). Nivalenol se obi¢no pojavljuje u zitaricama uz DON,
ali je pojavnost DON-a ucestalija i u ve¢im koncentracijama
(Bottalico, 1998). Nivalenol se c¢e$¢e pojavljuje u Europi,
Australiji 1 Aziji negoli u Americi, gdje je pojavnost nivalenola
malog opsega (Eriksen, 2003). Toksikoloski profil nivalenola
je sli¢an deoksinivalenolu te nema naznaka da bi NIV mogao
imati kancerogena svojstva (Schlatter, 2004).

Medunarodna agencija za istrazivanje raka 1993. godine
je svrstala T-2 toksin i deoksinivalenol u grupu 3 jer se zbog
nedovoljno eksperimenata i podataka na pokusnim zivotinjama
ne moze klasificirati kao kancerogen za ljude.

Fumonizini

Fumonizini su vodotopivi mikotoksini koje producira
nekoliko vrsta roda Fusarium, ali prvenstveno Fusarium
verticillioides 1 Fusarium proliferatum (Krska i sur., 2007).
Identificirane su Cetiri grupe fumonizina na temelju strukturalne
sli¢nosti: A, B, C i P serija, unutar kojih je opisano 28 analoga
fumonizina (Abbas i sur., 1998; Rheeder i sur., 2002; Krska i
sur., 2007). Fumonizin B (FB) analozi, koje ¢ine toksikoloski
bitni FB,, FB, i FB,, su najraSireniji fumonizini u prirodi,
dok FB, dominira i obi¢no se nalazi u najviSoj koncentraciji
(Rheeder i sur., 2002). FB, obi¢no ¢ini 70 do 80% ukupnih
fumonizina, dok FB, ¢ini 15-25% i FB, 3-8% kada se uzgajaju
na zrnju zitarica (Marin i sur., 1995; Marin i sur., 1995b;
Abbas i sur., 1998; Krska i sur., 2007). Uz pretpostavku da je
biosintetski put fumonizina sli¢an biosintezi drugih fungalnih
sekundarnih metabolita (aflatoksini i trihoteceni), tada manje
oksigenirani homolozi, kao $to su FB,, FB,, FB, predstavljaju
biosintetske prekursore najjate oksigeniranog homologa FB,
(Desjardins i sur., 1996).

Toksi¢nost fumonizina

Prema kemijskoj gradi FB, je diester propan-1,2,3-
trikarboksilne kiseline (Creppy, 2002). Fumonizini su gradom
slicni  sfingolipidnim prekursorima (sfinganinu ili drugim
sfingoidnim bazama) i uzrokuju inhibiciju klju¢nog enzima
ceramid sintetaze u biosintezi sfingolipida (Ciacci-Zanellaisur.,
1999) pa njihova toksi¢nost moze biti uzrokovana povecanjem
intracelularne razine sfingolipidnih prekursora (sfinganina i
sfingozina) i opadanjem sadrzaja sfingolipida (Turner i sur.,
1999). Sfingolipidi su vrsta membranskih lipida koji igraju
bitnu ulogu u regulaciji stanice kontroliraju¢i odredene funkcije
membranskih proteina, pa tako fumonizinsko ometanje nor-
malnog sfingolipidnog metabolizma utjee na veliki broj
procesa (Turner i sur., 1999). Druga hipoteza toksi¢nosti
fumonizina ukljucuje ometanje metabolizma masnih kiselina i
glicerofosfolipida (Creppy, 2002). Izazivaju i druge promjene
u stanici, poput oksidativnog stresa, koje su, najvjerojatnije,
neovisne o u€inku na metabolizam lipida. FB, je pronaden u
bioloski znac¢ajnoj razini u kukuruzu i raznim proizvodima od
kukuruza namijenjenim za prehranu ljudi i zivotinja (Shephard
isur., 1996). Ingestija kukuruza kontaminiranog fumonizinima
povezana je s pojavom leukoencefalomalacije u konja, neuro-
loskim sindromom Kkarakteriziranom s centralnom, desto
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prostranom, likvefakcijskom nekrozom bijele tvari mozga i
s akutnim pluénim edemom u svinja s brzim oticanjem pluca
u prsnoj Supljini (Marasas, 1995). FB, je hepatotoksiCan i
nefrotoksi¢an na svim istraZivanim pokusnim (Stakori, misevi)
i domadim zivotinjama (konji, svinje, prezivaci, ovce, janjad,
perad, ribe, ze€evi, kune) uzrokujuéi apoptozu kojoj slijedi
mitoza u oSteCenom tkivu (Voss i sur., 2007). FB, je u svinja i
konja toksiéan i za kardiovaskularni sustav (Voss i sur., 2007).
Svinjski plu¢ni edem se razvija kod koncentracija FB, od preko
100 ppm, dok su ostecenja jetre vidljiva i u koncentracijama od
23 ppm (Conkova i sur., 2003). Takoder je utvrdeno kako u
zavrSnom tovu svinja ve¢ i 1 ppm FB, toksina moze imati nega-
tivan u¢inak na kakvoéu mesa (povecan udio masti i smanjen
postotak mesa) i uzrokovati ekonomske gubitke proizvodacima
(Rotter i sur., 1996b). Perad je nesto otpornija na fumonizine
pa je utvrdena redukcija tjelesne mase u purana hranjenih sa
75 mg FB, po kilogramu hrane tijekom 18 tjedana (Conkové
i sur., 2003). Fumonizini su povezani s karcinomom jednjaka
u ljudi koji su konzumirali kukuruz u Transkei podrucju juzne
Afrike (Sydenham i sur., 1990), u sjevernoj Italiji, (Franceschi
isur., 1990) i Iranu (Shepard i sur., 2000). Nadalje, povezani
su s promocijom primarnog raka jetre u odredenim podrucjima
Kine (Chu i sur., 1994; Ueno i sur., 1997). Otkrivena je i pove-
zanost s oSteCenjima neuralne cijevi u grani¢nom podrucju
Teksasa 1 Meksika (Missmer i sur., 2006) u populacijama koje
konzumiraju relativno velike koli¢ine hrane na bazi kukuruza
(Voss 1 sur., 2007). Postoji rizik izlaganja ljudi fumonizinima
kroz rezidue u mesu, mlijeku i jajima (Turner i sur., 1999).

Klini¢ko-toksikoloski odgovor FB, prema Zivotinjskim
studijama je slican FB, (Bondy i sur., 2000). Medutim, neka
vitro pokusu na stani¢nim linijama hepatoma $takora (Shier i
sur., 1991) i primarnih hepatocita u Stakora (Gelderblom i sur.,
1993).

IARC je svrstao fumonizine u grupu 2B, tj. moguce
kancerogene za ljude, temeljem dovoljnih dokaza o kancero-
genosti na pokusnim zivotinjama.

Zearalenon (ZEA)

Zearalenon je sekundarni metabolit brojnih Fusarium
vrsta ukljucujuéi F. culmorum i F. graminearum, F. equiseti
i F. crookwellense (Bennett and Klich, 2003; Glenn, 2007;
Fink-Gremmels i Malekinejad, 2007). Zearalenon se klasificira
kao nesteroidni estrogen ili mikoestrogen (Fink-Gremmels i
Malekinejad, 2007). Stabilan je i ne razgraduje se procesiranjem
hrane, a ingestijom se veze na estrogene receptore uzrokujuci
funkcionalne i morfoloske poremecaje reproduktivnih organa
(Fitzpatrick i sur., 1989; Shier i sur., 2001).

Toksi¢nost zeralaenona

Simptomi otrovanja uzrokuju hiperestrogenizam koji
se naj¢e$ée uoCava u svinja, a manje u drugih Zzivotinja
(Fink-Gremmels i Malekinejad, 2007). Konzumiranje hrane
kontaminirane zerealenonom dovodi do induciranog pobacaja
u svinja (Morgavi i Riley, 2007). Nadalje, zabiljezena su
oteknu¢a mamarne regije i vulve u krmaca, dok u muzjaka
svinja ZEA smanjuje koncentraciju testosterona, masu testisa
i spermatogenezu te poti¢e feminizaciju i smanjuje libido
(Pepeljnjak i sur. 2008). Zabiljezeni su slucajevi izlozenosti
djece zerealenonu uz simptome preuranjenog puberteta
(Peraica i Domijan, 2001).

Prema IARC-u zearalenon se svrstava u grupu 3, tj. ne
smatra se uzrocnikom humanog karcinoma.

Strategije prevencije nastanka mikotoksina

Razvoj preventivnih strategija nastanka mikotoksina
bazira se na HACCP pristupu tj. identificiranju klju¢nih kriti¢nih
kontrolnih to¢aka prije i poslije Zetve tj. berbe u lancu od poljado
stola. PredZetvena strategija prevencije nastanka mikotoksina
u zitaricama obuhvaca sjetvu otpornijih sorti (hibrida).
Postivanje plodoreda, zatim kultivaciju tla uz preporuku oranja
i unosSenja zetvenih ostataka u tlo jer se u reduciranoj obradi
1 u gospodarenju bez obrade znacajno povecava opasnost od
kolonizacije usjeva plijesnima i mikotoksinima u usporedbi s
oranjem (Kabak i sur., 2006). Bitna je i izbalansirana gnojidba
jer dokazano je kako poveéana gnojidba dusikom poveéava
rizik kontaminacije zrna rodom Fusarium (Kabak i sur., 2006;
Magan i sur., 2007). Prevencija moze ukljucivati koriStenje
bioloskih i kemijskih agenasa jer je poznato da se pojavnost
toksikogenih plijesni povecava s poveéanjem oStecenja od
insekata, ptica ili glodavaca (Kabak i sur., 2006; Magan i
sur., 2007). Zetvena strategija podrazumijeva odabir pravog
vremena za zetvu koje se utvrduje odredivanjem vlaznosti
zrna, izbjegavanje mehanickog oStecenja zrna koje otvara
put infekciji 1 izbjegavanje kontakata s tlom (Kabak i sur.,
2000). Poslijezetvena strategija uklju¢uje smanjenje vremena
od zetve (berbe) do susenja, zatim efikasno susenje zrna na
<14% vlage, uc¢inkovitu higijenu skladista, odsustvo Steto¢ina
u skladistu koji mogu osigurati vodu od vlastitog metabolizma
i inicijalno zagrijavanje (Magan i sur.,, 2007), koriStenje
prikladnih konzervansa u prevenciji nastanka mikotoksina
(Kabak i sur., 2006), i dr. Primjena fungicida i herbicida takoder
se iskoriStava u cilju prevencije rasta plijesni i bosinteze
mikotoksina (Kabak i sur., 2006). Neka su istrazivanja pokazala
kako uporaba niskih doza fungicida moze smanjiti porast vrsta
roda Fusarium, ali ujedno i stimulirati produkciju DON-a i do
20 puta vise u usporedbi s kontrolom (Magan i sur., 2002).
IskoriStavaju se i antimikrobna svojstva sorbinske i benzojeve
kiseline u skladistima. Ispituje se i koriStenje konzervansa na
bazi propionata na akumulaciju FB, u uskladistenom zrnu,
ali se nisu pokazali efikasnim (Marin i sur., 2000). Kako su
konzervansi na bazi alifatskih kiselina fungistatici (za razliku
od moguceg fungicidnog i fungilitickog djelovanja), ispituje
se ucinkovitost alternativnih komponenti kao $to su eteri¢na
ulja i antioksidansi u sprijecavanju rasta plijesni i akumulacije
mikotoksina u proizvodima uskladistenima u skladistima i
silosima (Magan i sur., 2007). Pri formuliranju antifungalnih
kombinacija (npr. kombinacije eteri¢nih ulja s antioksidansima)
takoder treba uzeti u obzir sastav uskladiStenih proizvoda (npr.
krmnih smjesa), narocito obzirom na lipofilnost antifungalnih
sastojaka i udio masnoéa u krmivima (Kanizai Sari¢, 2009).
Osim toga, postoji i pritisak smanjenja uporabe kemijskih
aditiva opcenito u industriji hrane i okretanje alternativnim
pristupima kao §to su ve¢ spomenuti antioksidansi, eteri¢na ulja
biljaka, ali i uporaba bakterija i gljiva (Aldred i sur., 2004).

Zakljucak

Rod Fusarium pripada u globalne fitopatogene koji
mogu umanjiti prinose i kvalitetu usjeva, financijski ugroziti
poljoprivredne proizvodace i izazvati poskupljenje sirovina
i glavnih prehrambenih proizvoda (kruh, brasno). Osim
financijskog rizika postoji, potencijalno znacajniji, zdravstveni
rizik. Navedeni patogeni imaju sposobnost akumulacije u zrnu
zitarica otrovnih produkata svoga metabolizma — mikotoksina,
ponajvise trihotecena, fumonizina i zearalenona koji mogu
ugroziti zdravlje ljudi i Zivotinja ako konzumiraju takvu hranu.
Stoga je u cilju prevencije kontaminacije usjeva fitopatogenima
i mikotoksinima neophodno pridrzavanje nacela dobre
poljoprivredne prakse.
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