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Istrazivan je utjecaj koncentracije i vremena djelovanja aflatoksina B, i
diacetoksiscirpenola na larve rati¢a Artemia salina, u rasponu temperature od
20 do 35°C. Odredeno je toksicko djelovanje za svaki mikotoksin zasebno i u
kombinaciji razli¢itih koncentracija. Nakon $to su odredene LCs i Ts, vrijednosti,
dokazan je sinergisticki odziv na osnovi smanjenja koncentracija za podjednak
toksicki ucinak.

Mikotoksini su sekundarni produkti metabolizma nekih vrsta gljiva, $to ih sintetiziraju
tijekom rasta na nizu najrazlicitijih supstrata. Mikotoksini izazivaju akutna otrovanja
ljudi i zivotinja, ali mogu izazvati i kroni¢na ostecenja koze i unutrasnjih organa (1, 2).
Opisano je oko 250 vrsta toksikogenih plijesni i oko 200 vrsta mikotoksina (3). Zbog
toksi¢nosti, karcinogenosti i mutagenosti mnogih mikotoksina, obavljaju se intenzivna
istrazivanja s ciljem rasvjetljavanja putova njihove sinteze i ucinaka in vitro iin vivo.
TIako prisutnost pojedinaénih mikotoksina u namirnicama i krmivima predstavlja ocevidnu
potencijalnu opasnost, sve se visc paznje posvecuje mogucim opasnostima $to su povezane
s istodobnom prisutnoséu dvaju ili vise mikotoksina. Drzi se da se razliciti mikotoksini
kao metaboliti gljiva mogu u istom supstratu nalaziti ili stoga $to ih jedan soj sintetizira
nekoliko, ili stoga §to postupno raste nekoliko vrsta gljiva. Mikotoksikolozi osobito
istrazuju toksicke interakcije u kojima zajednicko djelovanje dvaju ili vise kemijskih
agenasa moze izazvati ne samo aditivan nego i ukupan efekt veci od zbroja efekata
svakog agensa zasebno. Ovaj je fenomen poznat kao sinergizam. Za odredivanje miko-
toksinskog sinergizma razvijen je niz tehnika (4-7). One uklju¢uju brzine rasta, funkcije
organa, akutnu toksi¢nost, histologiju, funkcije stanica, kemiju krvi, imunoloski odziv i
indukciju tumora (8-22). Bududi da na prirodnim supstratima postoji vjerojatnost istodob-
nog porasta plijesni iz rodova Aspergillus i Fusarium, pa tako i sinteze aflatoksina i
trihotecena, bio je zadatak ovog rada da se, u odabranim parametrima, istraZi utjecaj
kombiniranog ucinka razli¢itih koncentracija aflatoksina B, i diacetoksiscirpenola u poku-
sima in vivo, na larvama A. salina. Na osnovi dobivenih podataka valjalo je ocijeniti
moguénost prakti¢ke primjene larvi tijekom istrazivanja toksi¢nosti namirnica i/ili krmiva
u kojima su ti mikotoksini kvalitativno dokazani.
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MATERIJAL I METODE

Test organizam

U radu su upotrijebljene larve raciéa A. salina, u literaturi opisane kao vrlo osjetljivi
organizmi na djelovanje niza razlicitih kemijskih agenasa (8). Dehidrirana jaja spomenutih
raCica su dobavljena od tvrtke Hans Brustmann, SR Njemacka. Larve su izvaljene, uz
snaznu aeraciju, prema metodi Sto su je opisali Harwing i Scott (7). Aflatoksin B, je
dobiven biosintezom s pomocu plijesni Aspergillus parasiticus NRRL 2999 na kukuruznom
zrnu s 38% vode, pri 28°C. Nakon izolacije i pro¢iséavanja odredena mu je struktura
masenom spektroskopijom, a koncentracija s fluorodenzitometrom (23). Diacetoksiscirpe-
nol je dobavljen od tvrtke Carl Roth — Karlsruhe kao kristalni toksin. Oba toksina su
otopljena u kloroformu do koncentracije 0,5 = 5,0 ug x ml ™.

Toksicko djelovanje na larve A. salina je odredivano na diskovima od filtrir-papira,
koji su se nalazili na udubljenim plo¢icama od porculana. Na diskove su, s pomocu
mikrolitarSprica, nanoSeni istrazivani toksini, a nakon §to je otapalo ishlapjelo nanesene
su istrazivane larve. Raspon koncentracija toksina je bio od 5 do 50 ng/disk, a pokusi
su vodeni tako da na jednom disku nije bilo manje od 20 niti vise od 50 larvi. Tijekom
inkubacije pri 20, 25, 30 i 35°C uzimani su svakih 6, 18 i svaka 24 sata uzorci i pod
stereoskopskim mikroskopom su izbrojene Zzive larve. Usporedo je, uz svaki pokus,
odredivan u slijepom pokusu postotak prirodno uginulih larvi. U ovisnosti o pocetnom
broju i broju prirodno uginulih larvi, odredenom u slijepom pokusu na jednak nacin,
izracunate su, kao srednje vrijednosti, LCs, i Ts. Na osnovi vrijednosti dobivenih
numerickim na¢inom, odredene su LCy; i Ty, vrijednosti graficki, u log/log koordinatnom
sustavu, za svaki istrazivani mikotoksin zasebno i za kombinaciju njihovih koncentracija.
Vrijednostima dobivenim u pokusima s toksinima su pridodane vrijednosti slijepih pokusa.

REZULTATI I RASPRAVA

Na slikama 1-4 su prikazane grafi¢ckim nac¢inom odredene LCs i Ts, vrijednosti aflatoksina
B, i diacetoksiscirpenola, na osnovi rezultata §to su dobiveni kao srednje vrijednosti
serija od po 10 usporednih pokusa.

Istrazivanja dosad nepoznatih toksina kao fungalnih metabolita na osnovi letalnih
u¢inaka ili patoloskih simptoma, kao $to su o$tecenja jetre i bubrega u visih organizama
su mukotrpna, a postavljaju i niz ograni¢enja za pojedine fungalne metabolite, otezavajuéi
njihovo testiranje. ¢

Larve A. salina, Brachydanio rerio i Tenebrio molitor, kao test organizmi za odredivanje
toksicnosti razli¢itih fungalnih ekstrakata, opisane su u radovima niza autora (5-7, 11).
Brown (5) je usporedo istrazivao djelovanje aflatoksina B, i okratoksina A u pokusima
s larvama A. salina pri 37,5°C. Dodatak aflatoksina B, u koncentraciji od 1,0 pmg X ml™!
rezultirao je s 90% smrtnosti larvi, nakon 24 sata. Prema rezultatima Abedija i Scotta
(6) u pokusima s larvama Brachydanio rerio, metabolit plijesni Aspergillus versicolor —
— sterigmatocistin, bio je 3—4 puta toksi¢niji nego aflatoksin B,. Istrazujuéi utjecaj toksina
plijesni iz roda Fusarium (T,-toksin) na larve Tenebrio molitor, Davis i Schiffer (18) su
dokazali da T,-toksin, pri temperaturi od 27°C (+0,25), inhibira sintezu proteina. Harwing
1 Scott (7) su, istrazujuéi djelovanje nekih mikotoksina na larve A. salina ustvrdili da
aflatoksin By u koncentraciji od 0,2 ng/disk, ubija 21% populacije istrazivanih larvi,
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SI. 1. LDs, i Ts, vrijednosti aflatoksina B, i diacetoksiscirpenola u akutnoj toksicnosti u pokusima s
larvama A. salina pri 20°C

nakon 16 sati kontakta, pri 30°C. Autori navode da se rezultati moraju uzeti s rezervom,
jer su dobiveni na osnovi samo jedne serije pokusa.

Rezultati nasih kontrolnih pokusa pokazuju da, u gradijentu temperature, nema bitnih
razlika u broju prirodno uginulih larvi. Pri svim istrazivanim temperaturama je, nakon
6 sati, uginulo 8-12% larvi. Produzujuéi, medutim, vrijeme inkubacije na 18 odnosno
24 sata, povecala se i prirodna smrtnost na 11-18 %, odnosno na 16-23%. U pokusima
s &istim aflatoksinom B, se primjecuje da povisenje temperature inkubacije znatno utjece
na djelovanje toga toksina. U pokusima s visokom koncentracijom (3 pg X ml™") uginulo
je pri 20°C, nakon 24 sata, 80 % istrazivanih larvi (sl. 1). PoviSenjem temperature na
25°C postignut je, s 20 — 33 % nizom koncentracijom toga toksina, jednak toksi¢ni uc¢inak
(sl. 2). Pri temperaturi inkubacije od 30°C jo§ je izrazitije bilo djelovanje aflatoksina
B,. Upotrebljavajuéi dvostruko nizu koncentraciju, u odnosu na pokuse pri 25°C, dobiven
je priblizan toksi¢ki u¢inak (sl. 3). U pokusima pri 35°C, a primjenjujuci koncentraciju
aflatoksina B, jednaku kao i pri 30°C, povecao se postotak uginulih larvi za oko 25%
(sl. 4). Literaturni navodi o in vivo djelovanju aflatoksina B, i diacetoksiscirpenola se
znatno razlikuju. Tako Harwing i Scott (7) opisuju diacetoksiscirpenol kao izrazitiji toksicki
agens, u odnosu na aflatoksin B,. Istrazivanja $to su ih proveli Abedi i Mc Kinley (8) u
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pokusima s larvama Brachydanio rerio pokazuju da je, u odnosu na diacetoksiscirpenol,
aflatoksin B; mnogo toksicniji. ,

U pokusima s diacetoksiscirpenolom, §to su u ovom radu nacinjeni, dobiven je pri
20°C, a s 25% viSom koncentracijom u odnosu na koncentraciju aflatoksina B, slabije
izrazen toksiCki efekt (sl. 1). PoviSenjem temperature inkubacije na 25°C djelovanje
diacetoksiscirpenola se, u odnosu na djelovanje aflatoksina B;, neznatno razlikuje. Na
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SI. 2. LCsy i Ty vrijednosti aflatoksina B, i diacetoksiscirpenola u akutnoj toksicnosti u pokusima s
larvama A. Salina pri 25°C

slici 2 se vidi da je u pokusima s 10 % nizom koncentracijom diacetoksiscirpenola dobiveno
8% manje uginulih larvi, u odnosu na pokuse s aflatoksinom B,. Ako se, medutim,
promatra vrijeme potrebno za postizanje jednakog toksickog efckta, primjeéuje se da je
za diacetoksiscirpenol ono produzeno za vise od 50% (sl. 2). Usporedujuéi djelovanje
istraZivanih mikotoksina pri temperaturi od 30°C vidi se da, iako su koncentracije obaju
istrazivanih toksina za postizanje jednaka toksickog ucinka bile prakticki iste, vrijeme
djelovanja diacetoksiscirpenola bilo je produzeno za oko 70 % (sl. 3). Rezultati istrazivanja
pri 35°C pokazuju da je pri toj temperaturi inkubacije aflatoksin B;, u odnosu na
diacetoksiscirpenol, mnogo toksi¢niji. Naime, ne samo da je s dvostruko nizom koncen-
tracijom aflatoksina B; dobiven jednak toksicki u¢inak nego je i vrijeme djelovanja
diacetoksiscirpenola bilo 50% duze (sl. 4).
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Uz pretpostavku da bi zajednic¢ko djelovanje tih dvaju toksina moglo rezultirati pove-
¢anim toksickim efektom, istrazivanja njihova sinergistickog djelovanja su provedena s
50%-tnim koncentracijama, u odnosu na koncentracije §to su bile upotrijebljene tijekom
istrazivanja ucinaka svakog toksina zasebno. Rezultati pokusa pri 20°C u kombinaciji
koncentracija pokazuju da je dobiven sinergisticki odziv jer, ne samo S§to je nakon 24
sata uginulo 88% larvi (za aflatoksin B; 80%, a za diacetoksiscirpenol 75%), nego je
Ty krace za 35-55% (sl. 1). Temperatura inkubacije od 25°C je, sudeéi prema dobivenim
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Sl. 3. LCsy i T, vrijednosti aflatoksina B, i diacetoksiscirpenola u akutnoj toksi¢nosti u pokusima s
larvama A. salina pri 30°C

rezultatima, nepovoljnija u smislu sinergistitkog djelovanja. Dobiveni rezultati pokazuju
da je za postizanje jednaka toksickog ucinka Tsy kao i u pokusima s aflatoksinom B,, a
u odnosu na Ty, za diacetoksiscirpenol ono bilo za 80% krace (sl. 2). U pokusima pri
30°C su dobiveni izrazitiji sinergisticki efekti, u odnosu na pokuse pri 20 i 25°C. Nakon
24 sata je, u kombinaciji koncentracija, uginulo 77 % larvi uz dvostruko nize koncentracije
nego pri 25°C i 3 do 4 puta nize koncentracije u odnosu na pokuse pri 20°C (sl. 3).
Rezultati pokusa pri 35°C pokazuju da nije dobiven sinergisticki odziv, a da je Ts, za
50-70% kraée u odnosu na pokuse pri ostalim istraZivanim temperaturama (sl. 4).
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ZAKLJUCCI

1) Zbog izuzetno jednostavnog izvodenja, neznatnih ulaganja i u kratkom vremenu
dobivanja velikog broja ponovljivih rezultata, metoda istraZivanja toksi¢nosti aflatoksina
B, i diacetoksiscirpenola u pokusima s larvama A. salina je prihvatljiva.

2) Budud¢i da su vrlo osjetljive na submikrogramske koliCine istrazivanih mikotoksina,
larve A. salina se mogu uspjes$no upotrijebiti kao test organizam za odredivanje toksi¢nosti
ekstrakata namirnica i/ili krmiva kontaminiranih plijesnima, u kojima su aflatoksin B, i
diacetoksiscirpenol kvalitativno dokazani.

3) U istrazivanju sinergistickog djelovanja aflatoksina B; i diacetoksiscirpenola na
larvama A. salina dobiven je sinergisticki odziv u pokusima pri 20, 25 i 30°C.
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Summary

ARTEMIA SALINA LARVAE AS A TEST ORGANISM IN RESEARCH ON
MYCOTOXIN SYNERGISM

The effect of concentration and contact time of two mycotoxins, aflatoxin B, and diacetoxyscirpenol
was studied on the larvace of Artemia salina. These organisms are sensitive to sub-microgram quantities
of the toxins and can be used as bioassay test organisms. In a study of aflatoxin B, and diacetoxys-
cirpenol synergism in acute toxicity, the LCs, values of toxin pairs exhibited a distinct increase in
toxicity.

Department of Biochemical Engineering, Faculty of Food Science Received for publication
and Biotechnology, Zagreb', Faculty of Medicine, Zagreb’, November 10, 1986
University of Health Science, Faculty of Medicine, Bethesda, MD., USA?,

Yugoslav Academy of Sciences and Arts, Zagreb®,

Institute for Medical Research and Occupational Health,

University of Zagreb, Zagreb’

313




