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Zadatak zavrs$nog rada
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orIs

U ovom zavr$nom radu istrazena je povezanost izloZzenosti mikotoksinima s balkanskom endemskom
nefropatijom (BEN), bubreznom bolesc¢u koja zahvaéa specifitna endemska podru¢ja na Balkanu.
Glavni fokus bio je na mikotoksinima, posebno ohratoksinu A (OTA) i citrininu, koji su prepoznati kao
moguci uzro€nici ove bolesti. Provedena je analiza uzoraka urina stanovnika pogodenih BEN-om kako
bi se utvrdila prisutnost tih mikotoksina. IzloZzenost je procijenjena putem analize biomarkera
mikotoksina u urinu koriste¢i visokoosjetljiv LC-MS/MS sustav.
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Predgovor

Izrada ovog zavr$nog rada rezultat je visSegodisSnjeg truda, ucenja i istrazivanja. Tema rada, koja
se bavi mikotoksinima i balkanskom endemskom nefropatijom, odabrana je zbog mog osobnog
interesa za mikrobiologiju. Proces istrazivanja bio je izazovan i zahtjevan, ali iznimno koristan i
zanimljiv. Kroz pripremu uzoraka i analizu rezultata primijenila sam cjelokupno znanje koje sam
stekla tijekom proteklih godina studija. Zahvaljujem se svima koji su mi pruzili podrsku tijekom
izrade ovog rada. Prije svega, zahvaljujem svom mentoru izv.prof.dr.sc. Bojanu Sarkanju na
stru¢nim savjetima, smjernicama i vremenu koje je posvetio kako bi moj rad bio Sto kvalitetniji.
Takoder, zahvaljujem se svojoj obitelji i prijateljima na razumijevanju i strpljenju tijekom ovog

intenzivnog perioda.



Sazetak

U ovom zavr$snom radu istrazena je povezanost izloZenosti mikotoksinima s balkanskom
endemskom nefropatijom (BEN), bubreznom bole$¢u koja zahvaca specifi¢na endemska podrucja
na Balkanu. Glavni fokus bio je na mikotoksinima, posebno ohratoksinu A (OTA) i citrininu
(CIT), koji su prepoznati kao moguéi uzro¢nici ove bolesti. Provedena je analiza uzoraka urina
stanovnika pogodenih BEN-om kako bi se utvrdila prisutnost biomarkera tih mikotoksina. U radu
su najprije opisani mikotoksini i njihovi izvori u prehrani, detaljno su opisani ohratoksin A i
citrinin. Razradeni su i biomarkeri i procjena izlozenosti za mikotoksine. OpSirno je opisana
balkanska endemska nefropatija, koji su moguci uzrocnici te koje su posljedice na ljude. U
eksperimentalnom dijelu opisana je priprema uzoraka te metoda koja se Kkoristila u otkrivanju

mikotoksina u urinu. Na kraju su dobiveni rezultati usporedeni s drugim, sli¢nim istrazivanjima.

Kljuéne rijeci: Balkanska endemska nefropatija, mikotoksini, biomarkeri, ohratoksin A



Summary

This thesis explores the relationship between exposure to mycotoxins and Balkan endemic
nephropathy (BEN), a kidney disease affecting specific endemic regions in the Balkans. The main
focus was on mycotoxins, particularly ochratoxin A (OTA) and citrinin (CIT), which have been
recognized as potential causes of this disease. An analysis of urine samples from residents affected
by BEN was conducted to determine the presence of biomarkers for these mycotoxins. The thesis
first describes mycotoxins and their dietary sources, providing detailed information about
ochratoxin A and citrinin. Biomarkers and exposure assessment for mycotoxins are also
elaborated. The study extensively covers Balkan endemic nephropathy, its potential causes, and
its effects on humans. In the experimental section, the sample preparation and method used for
detecting mycotoxins in urine are explained. Finally, the results were compared with other similar

studies.

Keywords: Balkan endemic nephropathy, mycotoxins, biomarkers, ochratoxin A



Popis korisStenih kratica

AFM1
AFB1
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CIT
DAS
DNK
DON
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WHO
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(eng. High-performance liquid chromatography with fluorescence detector)
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(eng. liquid chromatography-tandem mass spectrometry)

limit detekcije (eng. limit of detection)

limit kvantifikacije (eng. limit of quantification)

razina bez opazenog Stetnog ucinka (eng. no observed adverse effect level)
ohratoksin A

privremeni maksimalni prihvatljivi dnevni unos

(eng. provisional maximum tolerable daily intake)
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(eng. Rapid Alert System for Food and Feed)

prihvatljivi dnevni unos (eng. Tolerable Daily Intake)

privremeni prihvatljivi dnevni unos

(eng. Temporary Tolerable Daily Intake)
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1. Uvod

U danasnje vrijeme ljudi sve vise brinu 0 svom zdravlju i o hrani koju unose. Svijest potroSaca
o0 hrani koju konzumiraju svakim danom je sve veca i viSe nema mjesta za hranu koja moze
uzrokovati neke bolesti ili nastetiti zdravlju. Sve se veci fokus stavlja se na sigurnost hrane i
kvalitetu prehrambenih proizvoda, ali i zdravstvene rizike povezane s hranom. 1z tog razloga
mikotoksini postaju sve vise istrazivana tema s obzirom da mogu Stetiti zdravlju. Mikotoksini su
sekundarni toksi¢ni metaboliti plijesni najées¢e rodova: Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Penicillium spp., Alternaria spp., Claviceps purpurea. Mikotoksini se mogu prona¢i u na
zitaricama, ali i u kruhu, sladu, pivu, za¢inima, jajima, mlijeku, kavi, vo¢u, mesu itd. Ljudi
konzumiraju Zzitarice svakodnevno i to u vecini obroka, a u njima se najceSCe pronalaze
mikotoksini. Zitarice se mogu naéi u razli¢itim vrstama hrane, a najéeiée su to kruh i razli¢ita
peciva. Mikotoksini su izrazito opasni za ljude koji ih konzumiraju. Oni mogu izazvati razlicita
oboljenja, a jedno od njih je balkanska endemska nefropatija. Balkanska endemska nefropatija je
izrazito opasna bolest koja je povezana s bubrezima i mokra¢nim putevima. Njome su zarazeni
ljudi jednog odredenog podruéja tj. podrucja se nalaze u vise drzava na tzv. Balkanskom
poluotoku. Osim balkanske endemske nefropatije tj. nefrotoksi¢nosti, mikotoksini su takoder i
imunotoksi¢ni, razvojno toksicni, toksi¢ni za probavni trakt, hepatotoksi¢ni, kancerogeni itd. Jedni
od najopasnijih mikotoksina su aflatoksini i ohratoksin A.

Kako bi se ljudi zastitili od Stetnih utjecaja mikotoksina, potrebno je vrsiti stalne kontrole.
Europska unija ima vrlo jasne i stroge zakone kako bi zastitila potrosace od negativnih utjecaja
mikotoksina. S obzirom da su mikotoksini veoma dobro kontrolirani u Europskoj uniji, od
ekonomske vaznosti je da proizvodi i sirovine ne budu kontaminirani mikotoksinima. Ukoliko se
otkrije da je neki proizvod na policama trgovina kontaminiran, automatski se povlaci i dolazi do

velikih gubitaka.



2. Mikotoksini i izvor u prehrani

Mikotoksini su toksi¢ni sekundarni metaboliti plijesni koji nisu nuzni za normalno
funkcioniranje i rast plijesni, ali mogu biti vrlo opasni za druge vrste. Za ostale vrste mogu biti
izrazito opasni zato $to mogu uzrokovati razli¢ite negativne patoloske, biokemijske i fizioloske
promjene. Rije¢ mikotoksin (eng. mycotoxin) dolazi od grcke rijeci ,,mykes™ koja ima znacenje
gljive i latinske rijeci ,,toxicum* ¢ije je znacenje toksin tj. otrov. Molekulska masa im je vrlo mala,
a najéesce iznosi manje od 700 Da. Mikotoksini se mogu podijeliti prema rodu plijesni koje ih
produciraju. Najznacajniji producenti mikotoksina su Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium
spp., Alternaria spp. Najpoznatiji mikotoksini su aflatoksini, ohratoksin A, citrinin,
deoksinivalenol, zaearalenon, toksini HT-2 1 T-2 [1].

lako neki od sekundarnih metabolita plijesni mogu biti korisni, mikotoksini su oni koji su
toksi¢ni. Mikotoksini su otrovi koji mogu biti vrlo opasni za ljude i za zivotinje zato $to imaju vrlo
visoku akutnu toksi¢nost te su kancerogeni, teratogeni, imunotoksi¢ni, neurotoksicni,
nefrotoksi¢ni, hepatotoksi¢ni, probavno toksi¢ni, razvojno i reproduktivno toksi¢ni [2].

Mikotoksini se prema IARC-u ovisno o njihovoj kancerogenosti za ljude mogu podijeliti u
grupe. Postoje grupa 1, 2A, 2B, 3 i grupa 4. U grupu jedan spadaju mikotoksini koji su kancerogeni
za ljude, a to je su aflatoksini. Grupa 2A su vjerojatno kancerogeni za ljude, dok su u grupi 2B
moguce kancerogeni za ljude. U grupu 2B spadaju OTA, FB1, FB2. U grupi 3 se nalaze
mikotoksini koji nisu klasificirani kao kancerogeni za ljude, a to su DON, CIT, ZEA. U grupu 4
spadaju mikotoksini koji vjerojatno nisu kancerogeni za ljude [3-4].

Mikotoksini su $iroko rasprostranjeni u prehrambenim proizvodima, a o tome koliko 1 da li ih
ima u proizvodu ovise razliciti faktori. Bitan je sadrzaj vlage u proizvodu i njegova aktivnost vode,
temperatura, pH vrijednost, fizicko ostecenje, vlaznost zraka te da li su u proizvodu prisutne spore
plijesni. Kako bi se osiguralo da mikotoksini ne budu prisutni u hrani, bitno je da se proizvodnja i
skladiStenje provode u pravilnim, kontroliranim uvjetima. Vrlo je bitno znati da na proizvodima
ne treba biti vanjskih, vidljivih znakova plijesni, ali postoji mogucnost da je taj proizvod
kontaminiran mikotoksinima. Najpogodnija sirovina za rast plijesni su Zitarice. Zitarice mogu biti
kontaminirane na polju, tijekom transporta ili skladisStenja. Ukoliko se takve Zitarice koriste za
proizvodnju, sama hrana ili hrana za zivotinje je kontaminiran i sadrzi mikotoksine. Najveci
problem predstavljaju ki$ne godine zato $to je onda povecana kontaminacija plijesnima, a samim
time i mikotoksinima. Plijesni uz zitarice i uljarice vole kontaminirati i orasaste plodove i zacine.
Mikotoksini se takoder mogu pronaé¢i i U suhomesnatim proizvodima. Oni se kontaminiraju

naknadno zbog sekundarnog onecis¢enja plijesnima koje proizvode mikotoksine [1].



Najces¢i nacin izlozenosti ljudi i zivotinja je konzumacijom kontaminirane hrane, ali postoji
moguénost respiratorne, dermalne i parenteralne izloZenosti koje su vrlo rijetke. Mogucénost
unoSenja respiratornim putem najceséi je tijekom prerade sirovine koja je kontaminirana
mikotoksinima, a najéesce su to Zitarice. [zloZenost dermalnim putem moguca je ako je mikotoksin
topiv u mastima, a parenteralnim putem je moguce kod ovisnika o drogama. Dokazano je da
ovisnici mogu direktno u krv ubrizgati neke preradevine biljaka koje su kontaminirane
mikotoksinima, a najcesce je to aflatoksin [2].

Kod ljudi postoje dva nacina izlozenosti mikotoksinima konzumacijom, a to su izravhom
konzumacijom proizvoda biljnog podrijetla koji su kontaminirani. Druga mogucnost je
konzumacija kontaminiranih proizvoda Zivotinjskog podrijetla poput mesa i mesnih preradevina
te iznutrica ili mlijeka i jaja koji su kontaminirani na nafin da je zivotinja bila izlozena
mikotoksinima tj. jela je kontaminiranu hranu tijekom uzgoja. S obzirom da je izrazito bitno da se
od same sadnje smanji rast plijesni, u suvremenim procesima proizvodnje pocele su se koristiti
prilagodene sorte za sadnju. Uz to se takoder koristi 1 prilagodeno gnojivo, pravilno navodnjavanje
1 redovito uklanjanje korova. Kod berbe je bitno da se ne oStete zrna tj. da se oSte¢enja svedu na
minimum. Kad je zrno oste¢eno pogodno je za sekundarnu kontaminaciju tijekom skladistenja.
Iako se pridrzavanjem ovih pravila kontaminacija mikotoksinima smanjuje na minimum, nije
moguce potpuno izbje¢i kontaminaciju. Iz tog razloga se provodi nadzor sirovina i gotovih
proizvoda koji su namijenjeni za prehranu ljudi i Zivotinja. Osim toga vazna je i kontrola u
proizvodnom procesu. Svaki proces mora biti nadgledan i kontroliran. U zitaricama se mogu
ocekivati kontaminacija plijesni roda Aspergillus, Penicillium, i Fusarium. Aspergillus i
Penicillium mogu se pronaci prije i nakon berbe Zitarica te su to skladi$ne plijesni, a za Fusarium
je veca mogucnost da se kontamininira prije berbe i naziva se poljska plijesan. Osim u bilju,
mikotoksini se mogu pronaéi u mesu i mesnim proizvodima. Najces¢e do kontaminacije mesa
moze do¢i preko hrane za zivotinje. Ukoliko se na farmama krmne smjese ne kontroliraju, Zivotinje
mogu unesti kontaminiranu hranu i tako neizravno dovesti u opasnost ljude koji ¢e konzumirati
meso zivotinja. Osim mesa, opasni su jaja 1 mlijeko te mlije¢ni proizvodi. Kada je rijeC o
proizvodima od mesa, postoji mogucnost da meso nije kontaminirano, ve¢ zacini koji se koriste u
proizvodnji. Sto se ti¢e tradicionalnih mesnih proizvoda poput fermentiranih kobasica i
suhomesnatih proizvoda, opasnost moze biti plijesan koja se stvara i prekriva povrSinu proizvoda.
Najbitnije je da sirovina koja se koristi u proizvodnji ne bude kontaminirana zato $to tehnoloski
procesi (termiCka obrada, suSenje, soljenje) ne mogu smanjiti mikotoksine u zavrSnom proizvodu.
Na povrSini mesnih proizvoda najéeS¢e se nalazi AFB1 kojeg produciraju plijesni roda
Aspergillus. Takoder je moguée pronac¢i OTA kojeg produciraju plijesni rodova Aspergillus i

Penicillium. Mikotoksin koji se najées¢e moze pronaéi u mesu i mesnim proizvodima je OTA.



U mesu se takoder moze pronaci i citrinin. Mlijeko 1 mlije¢ni proizvodi naj¢es¢e su kontaminirani
AFM1, ali i DON, ZEA i fumonizinima B skupine (FB)[1].

Plijesni najbolje rastu u tropskim podrucjima, a danas se sve ¢eS¢e uvoze sirovine i namirnice
iz tih podru¢ja pa je potrebna jako dobra kontrola kako bi koncentracije mikotoksina u hrani 1 hrani
za Zivotinje bile u dozvoljenim granicama [2].

1z tog razloga Europska unija ima jako stroge zakone kako bi zastitila zdravlje samih potroSaca,
ali 1 zivotinja. Europska unija se moze pohvaliti jednim od najstrozih i najvisih standarda za
sigurnost hrane. Europska unija ima vrlo vaZan cilj, a to je da kontaminirana hrana ne dode na
trziste. Ukoliko se desi da ipak dode na trziSte, bitno je odmah reagirati kako bi se javnost $to prije
obavijestila o hrani na trZiStu koja je kontaminirana mikotoksinima. Sustav koji je odgovoran za
to je sustav brzog uzbunjivanja za hranu i hranu za Zivotinje (RASFF). Preko RASFF sustava
omoguceno je svim ¢lanicama Europske unije da brzo izmjenjuju informacije izmedu sebe o
potencijalnim rizicima i kontaminaciji mikotoksinima. Kontrole su kljuan faktor u zastiti
potrosaca. One kontroliraju proizvodnju i skladiStenje hrane, ali 1 kontroliraju hranu i sirovinu koja
dolazi izvan granica Europske unije kako bi bili sigurni da je hrana ispravna za konzumaciju i
sadrzi mikotoksine u dopustenim granicama [5].

Uredba komisije (EU) 2023/915 o najvec¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata
u hrani i o stavljanju izvan snage Uredbe (EZ) br. 1881/2006 od 25. travnja 2023. godine je uredba
prema kojoj se treba postupati u Europskoj uniji. U toj uredbi su navedene sve dopustene koli¢ine
mikotoksina izrazene u ug/kg u odredenim proizvodima. U tablici je prikazana najvec¢a dopustena
koli¢ina OTA u nekim prehrambenim proizvodima prema uredbi [6].

U Hrvatskoj je donesen Zakon o kontaminantima NN 39/13 i zakonom se utvrduju nadlezna
tijela, zadace nadleznih tijela, sluzbene kontrole i nacini postupanja te izvjeStavanja nadleznih

tijela 1 Europske komisije kao i obveze sluzbenih laboratorija i subjekata u poslovanju s hranom

[7].



Tablica 1 Najvece dopustene kolicine OTA u hrani [6]

Ohratoksin A Najvece dopustene kolic¢ine
(ng/kg)

Nepreradena zrna Zitarica 5,0
Proizvodi dobiveni od nepreradenih zrna zitarica i zitarice, koji se stavljaju
na trziSte za krajnjeg potrosaca 3,0
Grozdice (sve vrste) i suSene smokve 8,0
Drugo suSeno voée 2,0
Przena zrna kave i mljevena przena kava 30
Instant kava 5,0
Vino i voéno vino

2,0
Aromatizirana vina, aromatizirana pic¢a na bazi vina i aromatizirani kokteli

Lo 2,0

na bazi vina
Sok od grozda, rekonstituirani koncentrirani sok od grozda, nektar od
grozda, most i rekonstiturirani koncentrirani most od grozda, za izravnu 2,0
prehranu ljudi
Djecja hrana i preradena hrana na bazi zitarica za dojencad i malu djecu

0,50

Hrana za posebne medicinske potrebe namijenjena dojencadi i maloj djeci

0,50




2.1. Ohratoksin A

Ohratoksini ¢ine skupinu mikotoksina koji u izgradeni od dihidroizokumarina 1 L-B-
fenilalanina. U ovu skupinu spadaju ohratoksini A, B, C i TA . Najpoznatiji i najopasniji ohratoksin
je ohratoksin A, poznat i kao OTA (Slika 1) [1].

Ohratokisn A (OTA) sekundarni je metabolit dvije vrste plijesni, a to su Aspergillus i

Penicillium [8].

Cl

Slika 1 Kemijska struktura ohratoksina A [8]

OTA je izoliran iz plijesni Aspergillus ochraceus 1965. godine u Juznoj Africi [1].

OTA je slaba organska kiselina koja ima kristalnu strukturu koja se mijenja od bezbojne do
bijele, a molarna masa joj iznosi 403,815 g/mol. Pod UV svjetlom, ovisi o kiselom i alkalnom
mediju, ima izrazenu zelenu ili plavu fluorescenciju. U pH od 1 do 7 tj. kiselom i neutralnom
topljiv je u polarnim organskim otapalima, ali je u vodi slabo topljiv. U zasi¢enim ugljikovodicima
i naftnim esterima je netopljiv. U alkalnim uvjetima je topljiv u svim alkalnim otopinama [8].
Optimalni uvjeti za biosintezu ohratoksina A su od 20 do 25 °C i vlaga od najmanje 16% [1].

OTA je poseban po tome $to je vrlo stabilan tj. otporan je na kiselost i visoke temperature.
Zbog svoje otpornosti izrazito ga je teSko maknuti iz hrane koja je kontaminirana. Prema
istrazivanjima dokazano je da se tijekom standardnog kuhanja samo djelomi¢no unistava, a ¢ak ga
ni 3 sata sterilizacije parom pod visokim tlakom ne mogu unistiti. OTA je vrlo toksi¢an i Smatra
se odgovornim za balkansku endemsku nefropatiju. Osim nefrotoksicnosti, OTA je i

neurotoksican, teratogen, imunotoksic¢an, kancerogen [8].



OTA je vrlo toksi¢an, a najviSe djeluje na bubrege, jetru i kardiovaskularni sustav.
Nefrotoksi¢nost uzrokovana ohratoksinom A dokazana je kod ptica i sisavaca, no ne i kod odraslih
prezivaca. S obzirom da se nakuplja u tkivima, a veoma tesko se moze izbaciti, predstavlja veliki
problem. OTA je takoder i teratogen. MoZe pro¢i u placentu i mozZe uzrokovati anomalije i
uzrokovati oste¢enje srediSnjeg ziv€anog sustava fetusa. OTA takoder napada i imunoloski sustav
te izaziva razna ostecenja. Hrana koja moze sadrzavati visoke koli¢ine ohratoksina A je pSenica,
kukuruz, heljda, iznutrice, meso, mesni proizvodi i proizvodi od Zitarica [1].

Ohratoksin A se najc¢e$¢e moze pojaviti kod skladiStenja svjezih proizvoda. Najzastupljeniji je u
zitaricama 1 u proizvodima od Zitarica, no moze se pronaci 1 u drugim namirnicama kao $to su
kava, kakao, suho voce, zacini i svinjetina. Takoder je pronadena i u grozdu koje jos nije ubrano,
a posljedi¢no i u vinu. Unos je mogu¢ i kod konzumiranja hrane ¢ija je sirovina kontaminirana, a
to mogu biti razni kolaci, sokovi, sir itd. Zivotinje koje su hranjene kontaminiranom hranom u
svom mesu, iznutricama poput bubrega i krvi imaju visoke koncentracije ohratoksina A [9].

U umjerenoj klimi za proizvodnju ohratoksina A zasluzan je Penicillium verrucosum, u tropskim
krajevima proizvode ga razlicite Aspergillus vrste, a to su A. ochraceous, A. niger, A. sulphureus,
A. sclerotiorum, A. melleus. Ohratoksinom A moze biti kontaminirano i maj¢ino mlijeko i to je
vrlo ¢esto u podru¢jima s umjerenom i hladnom klimom. Prema istrazivanjima kontaminacija je
pronadena u Italiji, Svicarskoj, Njemackoj, Francuskoj i Norveskoj. U Norveskoj je kravlje
mlijeko bilo izrazito kontaminirano. Osim u hladnijim krajevima, OTA u mlijeku je pronadenaiu
Indiji, Egiptu i Brazilu [9].

OTA se smatra jednim od uzro¢nika balkanske endemske nefropatije, a u svijetu oko 20.000 ljudi
boluje ili sumnja na endemsku nefropatiju. OTA u ljudskom tijelu moze ostati i do 35 dana nakon
jednog unosenja zbog otezanog izlucivanja kroz bubrege koji ga zadrzavaju u krvi zbog mimikrije
sa aminokiselinom fenilalaninom. On se ne talozi niti se pohranjuje u ljudskom tijelu, no putem
krvi dolazi do bubrega. Razine OTA kod svinja mogu biti vrlo visoke zato §to se vrlo lako nakuplja

u tkivima jer je topiv u mastima [9].



2.2. Citrinin

Citrinin (CIT) je mikotoksin koji produciraju plijesni iz rodova Penicillium, Aspergillus i
Monascus. Najcesce ga proizvode mikotoksini iz roda Penicillum. Struktura citrinina prikazana je
na slici 2 [10].
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Slika 2 Kemijska struktura citrinina [1]

CIT nije topljiv u hladnoj vodi, no djelomicno ga je moguce otopiti u vrucoj vodi. Topljiv je u
vodenoj otopini natrijevog hidroksida, natrijevom karbonatu i natrijevom acetatu. Takoder je
topljiv u etanolu, metanolu i acetonitrilu tj. u polarnim organskim otapalima. Razgradnja citrinina
u suhim uvjetima je na temperaturama ve¢im od 175 °C, a u mokrim preko 100 °C. CIT se mozZe
eliminirati i dodavanjem kisele ili alkalne tekucine, a takoder ¢e se unistiti i zagrijavanjem [10].

Optimalni uvjeti za razvoj citrinina su temperatura izmedu 12137 °C, a vlaga vise od 16%. Citrinin
najbolje raste na temperaturi od 30 °C, zato je vrlo bitno da se sirovine ¢uvaju na nizoj temperaturi
te je jedan od vrlo bitnih faktora da prije skladisStenja budu pravilno osusene. Do kontaminacije

citrininom moze do¢i prije, tijekom i nakon Zetve Zitarica [10].

CIT je mikotoksin koji se najces¢e nalazi u proizvodima biljnog porijekla, no nije nemoguce da se
pronade i u proizvodima zivotinjskog porijekla. Najces¢e se pronalazi u zitaricama poput
kukuruza, pSenice, razi, je¢ma. Osim u zitaricama nalazi se i u vocéu, orasastim plodovima i
zacinima. Osim svega navedenog, citrinin takoder moZe biti prisutan u siru i mlijeku.

U zitaricama i proizvodima od Zitarica uz citrinin se ¢esto nalazi i ohratoksin A te aflatoksin B.
Kod sokova od jabuka, uz CIT nalazi se i patulin. Proizvodnja citrinina ovisi o okolisnim
¢imbenicima 1 hranjivim tvarima koje su dostupne. Neki od tih ¢imbenika su temperatura,
aktivnost vode, uvjeti skladistenja te dostupnost kisika, masnih kiselina, dusika i ugljika [10].
Citrinin ima malu molekulsku masu od samo 250,25 g/mol i jednostavna je molekula te kristalizira
u obliku iglica zute boje. Ciklicki je spoj 1 ima slobodnu karboksilnu skupinu. Do djelomic¢ne
fotorazgradnje moze do¢i pod UV svjetlosti u krutom stanju ili otopini. Takoder je moguca

razgradnja u kiselim i luznatim medijima uz djelovanje topline. Temperatura taliSta mu iznosi



172°C, a u vodenim otopinama na temperaturama vis§im od 70°C se raspada i nastaju citrinin H1 i

citrinin H2. Citrinin H1 je izrazito toksi¢an, dok citrinin H2 nije znatno toksic¢an [11].

Negativni uéinci citrninina na zdravlje nisu jo$ dovoljno istrazeni, no postoje podaci koji
upucuju na to da je Cesto u kombinaciji s drugim mikotoksinima. Naj¢es¢e se moze pronaci u
kombinaciji s ohratoksinom A u zitaricama. Takoder se smatra da su zajedno odgovorni za
balkansku endemsku nefropatiju. Citrinin je kao i OTA hepatotoksi¢an, genotoksican, teratogen,
embriotoksican i reproduktivno toksi¢an. Europska unija ima vrlo stroge zakone koji su vec
opisani u radu, a konkretno se radi o Uredba komisije (EZ) br. 1881/2006. koji se odnose i na
citrnini . Europska komisija trazila je stru¢no misljenje o citrnininu i njegovom utjecaju na zdravlje
ljudi. Zbog toga je EFSA (European Food Safety Authority) donijela NOAEL (no-observed-effect
level) koji iznosi 20 pg/ kg tjelesne mase/dan [11].



2.3. Ostali mikotoksini

Ostali Stetni mikotoksini koji se mogu nac¢i u hrani su trihoteceni, aflatoksini, zearalenon,

fuminizini i patulin.

2.3.1. Trihoteceni

lako je poznato oko 180 trihotecena, relevantnih za ljudsko zdravlje ima samo nekoliko.
Osnovni producent trihotecena je Fussarium spp. Kad se konzumira hrana koja je kontaminirana
trihotecenima, dolazi do povrac¢anja, muénine, dijareje te vrtoglavice. Najpoznatiji trihoteceni su
nivalenol, deoksinivalenol (DON), T-2 toksin, HT-2 toksin, diacetoksiscirpenol (DAS).
Trihoteceni najCes¢e kontaminiraju pSenicu, kukuruz, rizu. Oni su na visokim temperaturama
stabilni, normalnim procesiranjem hrane se ne razgraduju i ne dolazi do njihove hidrolize u

probavnom traktu [12].

2.3.2. Aflatoksini

Aflatoksine proizvode plijesni roda Aspergillus i to A. flavus, A. parasiticus, A. nomius. Ovi
mikotoksini su vrlo opasni za ljudsko zdravlje. Kancerogeni su, teratogeni, hepatotkoksi¢ni,
imunotoksi¢ni i kroni¢no toksi¢ni. Najbitniji aflatoksin koji izaziva karcinom jetre je aflatoksin
B1 (AFB1). AFB1 mozZe se pronaci u najvise u kukuruzu, ali i u kikirikiju, suncokretu, za¢inima
poput kopra, mlijeku i jajima. U proizvodima Zivotinjskog podrijetla nalazi se zbog krmiva koje

je bilo kontaminirano mikotoksinima [13].

10



2.3.3. Zearlaenon

Zearalenon je miktoksin kojeg produciraju plijesni roda Fusarium. Kod zearalenona je
specifi¢no $to je po svojoj strukturi vrlo sli¢an hormonima estrogena. Svojim djelovanjem vezuje
estrogene receptore i na taj nacin stvara i u€inak koji je vrlo sli¢an ucinku stvarnog estrogena.
Zearalenon stvara poremecaje u urogenitalnom sustavu. Jo§ opasnije je to S§to jaka i kroni¢na
trovanja ostavljaju posljedice na reproduktivne organe gdje moze do¢i do degenerativnih promjena
na testisima kod muskaraca i na jajnicima kod zena. Na kraju moze dovesti do steriliteta ili

pobacaja. Zearalenon se pojavljuje na zitaricama poput pSenice, kukuruzna i jeCma [14].

2.3.4. Fumonizini

Fumonizini su mikotoksini plijesni roda Fusarium. Fumonizini se ¢esto mogu pronaci u
Zitaricama, a najviSe u kukuruzu, zatim pSenici, rizi i jeému. Glavni i najtoksi¢niji mikotoksin je
fumonizin B1 (FB1), a uz njega postoje i FB2, FB3, FB4. Fumonizin Bl je nefrotoksi¢an i
hepatotoksican, a ¢esto se nalazi s drugim mikotoksinima. Kod svinja uzrokuju pluéni edem [15-
16].

2.3.5. Patulin

Patulin je mikotoksin kojeg proizvode plijesni iz rodova Penicillium i Aspergillus. Prisutan je
u vocu i voénim sokovima od jabuke i grozda. Moze se pronaci i u kaSicama od voca. Patulin je
pokazatelj kakvoce soka od jabuke. Ukoliko je patulin prisutan u jabu¢nom soku, kvaliteta soka je

prili¢no losa. Patulin uzrokuje slabu genotoksicnost [17].
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3. Biomarkeri i procjena izloZenosti

Procjena izloZenosti mikotoksinima za ljude provodi se tako da se analizira kontaminacija
hrane i1 razina potroSnje te hrane. Procjena unosa mikotoksina se izrazava u pg/kg tjelesne
tezine/dan i usporeduje se s TDI, t-TDI ili PMTDI svakog mikotoksina. Na taj nacin se procjenjuje
potencijalni rizik za zdravlje. Napredna procjena izlozenosti moze se provoditi koristenjem
pristupa biomarkera. Mjere se specificni biomarkeri u bioloskim teku¢inama tj. u urinu 1 krvi 1
prati se bioraspolozivost aflatoksina B1 (AFBI1), ohratoksina A (OTA), zearalenona (ZEA),
deoksinivalenola (DON) i fumonizina B1 (FB1). To se moze provoditi i kod ljudi i kod Zivotinja.
Urin se vise koristi u prac¢enju izloZenosti mikotoksinima zato $to uzimanje uzoraka urina nije
invazivno kao S$to je vadenje krvi. Takoder je s urinom lakSe rukovati i postoji puno manji rizik od
infekcije osoba koje rukuju s njim. Iako urin sadrzi sve biomarkere glavnih mikotoksina, sadrzi ih
u kraéem vremenskom intervalu u odnosu na krv. U proSlosti je razvijeno nekoliko
kromatografskih metoda za odredivanje svakog biomarkera mikotoksina u urinu, a biomarkeri su
AFM1, OTA, DON, FB1, DOM-1 ZEA te a-ZOL i B-ZOL. Istrazivacki i komercijalni laboratoriji
rutinski koriste LC-MS/MS metodu za odredivanje mikotoksina [18].

Kao $to je ve¢ spomenuto, mikotoksini rade velike probleme u kontaminaciji hrane za ljude,
ali i za zivotinje. Na taj nacin oni dolaze u tijelo ljudi. Kako bi se pratila takva izlozenost, razvijena
je metoda kojom se pomocu biomarkera prati izloZzenost. Prvi testovi su razvijeni kako bi se pratila
izloZenost aflatoksinima jo§ izmedu 1980. 1 1990. godine. Sve do danas razvijane su razlicite
metode 1 danas se procjenjuje izloZzenost razlicitim mikotoksinima.

0d 2010. godine sve vise se razvijaju 1 primjenjuju metode LC-MS/MS za procjenu izlozenosti
mikotoksinima. Pozitivno je to Sto moderni instrumenti omogucuju sve vecu osjetljivost i
selektivnost, a takoder je pozitivno $to je omoguceno sofisticirano ¢iS¢enje uzoraka. Koristenjem
spomenutih metoda, miktoksini se vrlo lako mogu kvantificirati u ljudskom urinu kao tzv.
biomarkeri. Oni se mogu koristiti kako bi se opisala stvarna izloZenost, toksikoknetika i
bioraspolozivost toksina koji su prisutni [19],

Definirani su biomarkeri za komercijalno najvaznije mikotksine i biomarkeri su postali
mjerljivi biokemijski ili molekularni pokazatelji izloZenosti ili bioloskog odgovora na neki
mikotoksin koji se moze povezati s uzorkom. Tipi¢ni biomarkeri izlozenosti su izvorni toksini,
proteinski ili DNK adukti i/ili glavni metaboliti faze I i faze II. Oni se mjere u bioloskim
teku¢inama tj. urinu i krvi, a pokazuju koliki je stvaran unos mikotoksina kroz hranu koja je

kontaminirana [19].
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Glavni metabolit koji se izlu¢uje ljudskim urinom je aflatoksin M1 (AFMI1), a u prvim
istrazivanjima je dokazan odnos izmedu metabolita i unosa AFB1 ovisno o dozi. Deoksinivalenol
(DON) je najrasprostranjeniji mikotoksin i za njega su razvijene metode za njegovo odredivanje u
urinu pomo¢u LC-MS/MS. Za ohratoksin A takoder je dokazana velika povezanost izmedu razine
unosa i razine pronadene u urinu. S obzirom da ljudi mogu biti izloZeni razli¢itim mikotoksinima
u isto vrijeme, razvijene su tehnike koje mogu odredivati vise razli¢itih mikotoksina u jednom

uzorku. Te tehnike uvelike olakSavaju rad i Stede vrijeme, a sve vise se koriste [20].
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4. Balkanska endemska nefropatija

Balkanska endemska nefropatija (BEN) je bolest ¢iji uzro¢nik dovodi do kroni¢ne bubrezne
bolest i1 karcinoma prijelaznog epitela gornjeg dijela mokra¢nog sustava. Tkiva koja zahvaca ova
bolest su stanice proksimalnog tubula i stanice prijelaznog epitela mokra¢nog sustava. Na
stanicama proksimalnog tubula koje su zahvacene dolazi do intersticijske fibroze i kroni¢nog
zatajenja bubrega. Dok stanice koje su zahvacene na prijelaznom epitelu mokra¢nog sustava dolazi
do nastanka karcinoma. Broj smrti od karcinoma u podru¢jima gdje su ljudi zaraZzeni BEN-om je
55 puta veéi od smrti u drugim dijelovima Hrvatske i svijeta [21].

Prisutnost BEN-a je prvi put zabiljezena 1956. godine u Bugarskoj, a samo godinu dana kasnije
slu¢aj s gotovo istim klinickim i epidemioloskim nalazom zabiljeZen je u Srbiji. 1961. godine
javlja se sli¢an slu¢aj i u Rumunjskoj [22].

1964. godine Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) prihvatila je naziv endemska
nefropatija tj. balkanska endemska nefropatija i time to postaje sluzbeni naziv. Prema WHO BEN
je kroni¢na tubulointersticijska nefropatija. Tipi¢no za BEN je da ljudi obolijevaju u takozvanim
ZariStima. Zarista su podruéja koja se nalaze u dolinama gdje se nalaze pritoci Dunava. Zahvaéene
su zemlje tzv. Balkana tj. Hrvatska, Srbija, Rumunjska, Bugarska, Bosna i Hercegovina. Na slici
je prikazana karta s podru¢jima koja su zahva¢ena BEN-om [21].
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Slika 3 Podrucja zahvaéena balkanskom endemskom nefropatijom [23]
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U Hrvatskoj je prvo selo gdje je primije¢ena zaraza Slavonski Kobal. U narodu je BEN, bas iz
tog razloaga, dobio ime i kobalska bolest. BEN-om su bila zahva¢ena samo neka sela, dok u
okolnim selima nije bilo toliko Cesto rasirena. U takozvanim endemskim selima nije svako
kuc¢anstvo bilo zahvaceno, no u onim zahva¢enim obolijevale su sve generacije osim djece. S
obzirom da su obolijevali krvni i nekrvni srodnici, bilo je jasno da BEN nije nasljedna bolest, ve¢
da je za nju zasluzan neki vanjski ¢imbenik. Bitno je napomenuti da genetske predispozicije ipak
imaju ulogu u zastiti od ove bolesti zato §to nisu obolijevale sve osobe koje su bile izlozene
vanjskom ¢imbeniku. Da bi se dokazalo da je krivac vanjski ¢imbenik i nacin Zivota u podruc¢ju u
kojem Zive, proveden je tzv. pokus s Ukrajincima. Stotinjak godina prije pojave BEN-a Ukrajinci
su naselili endemsko podrucje 1 poceli Zivjeti istim na¢inom Zivota kao 1 stanovniStvo koje je vec¢
ranije zivjelo na tom podruc¢ju. Ukrajinci koji su nastavili zivjeti u Ukrajini ili su se naselili izvan
endemskog podrucja nisu obolijevali od BEN-a, dok su oni u endemskom podrucju obolijevali
jednako kao i autohtono stanovnistvo. To je bio dovoljan dokaz da BEN nije genetska bolest, ve¢
da je uzro¢nik neki vanjski ¢imbenik [21].

Prevalencija oboljelih je oko 5%, dok sumnja da se broj oboljeli zapravo kre¢e od 10 do 15%.
Smatra se da Zene obolijevaju ¢eS¢e, no postoji mogucnost da je to lazno pozitivan nalaz zato $to
muskarci umiru ranije od kardiovaskularnih bolesti te jos uvijek nisu oboljeli od BEN-a. Nadalje,
BEN nikada nije opisana u djece tj. osoba mladih od 18 godina. 1z tog razloga se smatra da
izlozenost uzro¢niku mora biti poprilicno duga. Takoder je primije¢eno da svi koji pocinju s
lije¢enjem nalaze se u skupini starije zivotne dobi. lako prevalencija pada i u nekim endemskim
podruc¢jima viSe nema registriranih novih sluc¢ajeva zaraze, u svim ZariStima jo$ uvijek je BEN
prisutan [21].

S pojavom bolesti pojavile su se razli¢ite mogucénosti koje bi mogle biti uzrok. Provedena su
razliCita istrazivanja kako bi se dokazalo §to to¢no uzrokuje nefropatiju. Odbacene su sve sumnje
na teSke metale, nasljednost, viruse, imunoloski poremecaj itd. BEN se poceo povezivati s
ohratoksinom A zbog bubreznih bolesti koje uzrokuje kod svinja. Uz ohratoksin A, sumnja se na
citrinin i aristolohi¢nu Kiselinu [21].

Osobe koje su oboljele od BEN-a su gotovo uvijek bili poljoprivrednici. Regije koje su
pogodene BEN-om najcesce su ravnice koje su sklone poplava, no u drugim drzavama, kao §to su
Srbija i Bugarska, zahvacéena su podru¢ja koja su brdovita i isusena. U Hrvatskoj je podrucje ZariSta
&esto bilo poplavljeno u proslosti pa i danas te sadrzi dosta podzemnih voda. Zari$no podrudje je
odvojeno rijekom Savom na jugu, Slavonskim Brodom na istoku, Dilj gorom na sjeveru te Novom
Gradiskom na zapadu. 5 Zari$ta u Hrvatskoj su sela Banovci, Kaniza, Bebrina, Sumeée, Brodski
Varos. Ucestalost zaraze pocela se ispitivati 1975. godine i1 od tada se svake godine vrsi lije¢nicki

pregled na endemskim selima. U istrazivanje je ukljueno 5 endemskih sela, a na pregled je
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pozvano svo stanovniStvo koje je starije od 3 godine. Omjer oboljelih muskarac i1 Zena je 1:1,65
Sto znaci da zene obolijevaju ¢eSce. Razlozi mogu biti veca osjetljivost tijekom trudnoce 1 poroda
ili veéa sklonost koristenju zdravstvenih usluga i otkrivanju bolesti. BEN se moZze nazvati bolesti
ruralnog stanovniStva, posebno poljoprivrednika. Od posljedica bolesti u nekim obiteljima su
umrli svi ¢lanovi, dok druge obitelji koje su zivjele veoma blizu, nisu uopce zarazene. Zanimljivost

je da su osobe koje su bile migranti takoder bile pogodene ovom bolesti [24].

Aristolohi¢na kiselina nalazi se u jednoj biljci lat. Aristolochia clematitis koja je kod nas
poznata pod nazivom vucja stopa ili Sapa (Slika 3). Biljka Cesto raste u poljima uz Zito u
istrazivanjima na Zivotinjama dokazano je da uzrokuje oSteéenja bubrega. Zivotinjama su
sjemenke ove biljke dodane u hranu i doslo je do oSte¢enja bubrega. U Zari$nim selima se ova
biljka moze pronaci ¢esto u poljima uz druge Zitarice. Takoder postoji poveznica s ¢ajem koji su
zene pile kako bi smrsavile. U tom ¢aju je glavna biljka bila iz roda Aristolochia, a Zene koje su
konzumirale taj ¢aj dobivale su kroni¢nu insuficijenciju bubrega te u najgorem slucaju karcinom
gornjih mokraénih puteva. Bolest je nazvana nefropatija kineskog ¢aja. IstraZzivanjima je dokazano
da je aristolohi¢na kiselina odgovorna za nefrotoksi¢no djelovanje i bolest kineskog ¢aja. Ta bolest
je dobila ime aristolohi¢na nefropatija i u usporedbi s balkanskom endemskom nefropatijom vrlo
su sli¢ne. Jedina razlika je $to balkanska endemska nefropatija sporije napreduje, ali se smatra da
je to zbog manje koli¢ine koja se konzumira. Nagada se da je brasno koje konzumiraju stanovnici
zari$nih podrucja glavna namirnica koja je kontaminirana aristolohi¢nom kiselinom. Smatra se da
se u sirovini za brasno nalaze sjemenke vucje stope i da je na taj nacin braSno kontaminirano, no

ne toliko koliko ¢aj koji su konzumirale Zene [25].
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Slika 4 Vucja stopa (lat. Aristolochia croatica) [26]
Balkanska endemska nefropatija je kroni¢na bolest koja ne pocinje naglo, ve¢ neprimjetno i bez

simptoma. Simptomi se javljaju tek u poodmaklom stadiju bolesti te se pacijenti tek tada javljaju
lije¢niku [25].

17



5. Eksperimentalni dio

5.1. Priprema uzoraka

Priprema uzoraka za analizu vrSila se tako da su uzorci urina najprije stavljeni da dosegnu
sobnu temperaturu. Prije toga ¢uvani su u zamrzivacu kako ne bi doslo do promjena. Nakon §to su
dosegli sobnu temperaturu centrifugirani su 3 minute na 5600 x g. Pola mL supernatanta
inkubirano je s 0,5 mL PBS (0,2 M, pH=7,4) koji sadrzi 3 kU B-glukuronidaze od E. coli Type IX-
A (Sigma-Aldrich, G7396-2MU). Inkubacija je trajala 16 sati na 37°C kako bi se omogucilo
uklanjanje glukuronida mikotoksina. Nakon hidrolize 1mL uzorka je pusten kroz kolone Oasis
PRIME HLB SPE (Waters, Milford, MA), koja je prethodno pripremljena propustanjem 1 mL
MeOh nakon kojeg je propusteno 1 mL H>O. Nakon toga dva puta se ispire s 0,5 mL H20, a zatim
su mikotoksini eluirani s 0,2 mL ACN tri puta. Ekstrakti su na kraju ispareni pod blagim mlazom
dusika na sobnoj temperaturi te rekonstruirani s 470 uL otapala za razrjedivanje (10% ACN, 0,1%
HAc) i obogacen s 30 puL IS smjese. Spremni uzorci su zatim analizirani pomoc¢u LC-MS/MS

metode [27].
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5.2. Metoda

Metoda koja je koriStena je LC-MS/MS. Znacajni analiti odvojeni su na Acquity HSS T3
koloni (2.1 x100 mm; Waters, Wexford, Irska) koja ima Cestice od 1,8 um. Eluent A je H0, a
eluent B ACN. Oba eluenta su zakiseljena s 0,1% HACc. Pocetni period je trajao 2 minute s 90%
A, nakon njega je postotak B linearno povecan do 50% do 15. minute. Slijedi povecanje postotka
eluenta B do 95% do 18. minute te nakon toga slijedi period odrZzavanja od 4 minute. Poslije toga
3 minute ponovne ravnoteze kolone na 90% A. Brzina protoka je 0,1 mL/min. Nakon S§to je
injektirano 10 pL, igla je ispirana 1/3 minute da se minimalizira carry-over tj. prijenos uzorka.
Otpad iz kolone prebacen je u maseni spektrometar od 5. do 22,5. minute ili u otpad preko ventila
sa Sest prikljucaka. Kolona je separirala na temperaturi od 35°C. ESI-MS/MS izveden je u nacinu
gdje se prate visestruke reakcije (SMRM) s prozorima detekcije od 3 minute. Za svaki analit
pracena su najmanje dva pojedina¢na prijelaza. Jedna kromatografska serija sastojala se od dva
MS/MS eksperimenta, pri ¢emu su oba ionizacijska moda radila simultano uz brzo prebacivanje
polariteta. Za sva mjerenja koristila se temperatura izvora od 550°C, plin za zavjesu 30 psi (69
kPa, dusika), plin izvora iona 1 (zastitni plin) 80 psi (345 kPa dusika), plin izvora iona 2 (plin za
suSenje) 80 psi (345 kPa dusika), plin za sudare (dusik) na visokoj razini. U negativhom nacinu
rada je napon ionskog rasprsivanja bio -4,5 kV, dok je u pozitivnom nac¢inu rada bio postavljen na

45KV [27].
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5.3. Rezultati

U svrhu otkrivanja uzro¢nika balkanske endemske nefropatije ispitivani su uzorci populacije
koja boluje od BEN-a. Osobe koje su dale svoj urin na analizu nisu bile na kontroliranoj prehrani.
Istrazivanje je provedeno na 126 uzoraka urina osoba iz zariSta balkanske endemske nefropatije.
Ispitivani su bili 1 Zene i muskarci, a ve¢inom vise osoba dolazi iz jedne obitelji te Zive u istom
kucanstvu. Ispitivalo se je da li su ohratoksin A i citrinin prisutni u uzorcima. Ispitivani su
bimarkeri ohratoksin A i citrinin te dodatno alternariol, zearalenon, a-zearalenol, -zearalenol,
dihidrocitrinon, deoksinivalenol, nivalenol, deepoksideoksinivalenol, fumonizin B1 i aflatoksin
M1.

Istrazivanje je pokazalo da je cak 59 od 126 uzoraka pozitivno na ohratoksin A, odnosno
prevalencija iznosi 20,21%. Minimalna koncentracija koja je detektirana je 0,000698 ng/mL, dok
je maksimalna koncentracija 0,05228 ng/mL. Prosjek koncentracija iznosio je 0,009613568
ng/mL $to je poprili¢no visoko s obzirom da je LOD 0,0003 ng/mL. Citrnin, koji je takoder moguci
uzro¢nik balkanske endemske nefropatije, nije pronaden niti u jednom od testiranih 126 uzoraka.
Iako je citrinin takoder nefotoksi¢an, u uzorcima ljudi koji boluju od BEN-a ga nema.

Od ostalih ispitivanih biomarkera alternariol je detektiran u 3 uzorka, zearalenon je detektiran
u 9 uzorka, a-zearalenol nije detektiran u uzorcima, dok je P-zearalenol detektiran u 1 uzorku.
Deoksinivalenol (DON) je detektiran u cak 56 uzoraka i prevalencija mu iznosi 19,18%.
koncentracije mu variraju od 0,5254 pa sve do 38,6. S obzirom da je DON jedan od najrasirenijih
mikotoksina, a nije nefrotoksi¢an, ne postoji povezanost izmedu DON-a i BEN-a. Nivalenol je
detektiran u 4 uzorka, a deepoksideoksinivalenol, fumonizin B1 i aflatoksin M1 nisu detektirani
ni u jednom uzorku. U tablicama se nalaze to¢ni rezultati koji su dobiveni istrazivanjem. Za svaki
biomarker navede su vec¢ opisane, bitne informacije: LOD, minimalna i maksimalna koncentracija,

prosjek koncentracija, prevalencija.
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Tablica 2 Rezultati istraZivanja [Vlastiti izvor]

biomarker alternariol zearalenon a-zearalenol | B-zearalenol | ohratoksin A citrinin
producent Alternaria Fusarium Fusarium Fusarium Aspergillus Penicillium
mikotoksina | spp. spp. spp. spp. spp./Penicillium | spp.
spp.
LOD 0,01 0,003 0,01 0,003 0,0003 0,003
min 0,05663 0,004275 0 0,6053 0,0006977 0
max 0,2911 0,1286 0 0,6053 0,05228 0
average 0,147486667 | 0,046930556 | O 0,6053 0,009613568 0
SD 0,125823267 | 0,035093851 | 0 0 0,011335674 0
median 0,09473 0,04149 0 0,6053 0,005708 0
IQR 0,117235 0,02049 0 0 0,00703 0
prevalencija | 3 9 0 1 59 0
N
prevalencija | 1,03 3,08 0,00 0,34 20,21 0,00
%
Tablica 3 Rezultati istrazivanja [vlastiti izvor]
biomarker dihidrocitrinon | deoksinivalenol | nivalenol deepoksideoksi- | fumonizin aflatoksin
nivalenol Bl M1
producent Penicillium Fusarium spp. | Fusarium Fusarium spp. Fusarium Aspergills
mikotoksina | spp. spp. spp. spp.
LOD 0,003 0,05 0,05 0,3 0,001 0,0003
min 0 0,5254 0,5949 0 0 0
max 0 38,6 7,981 0 0 0
average 0 8,156653571 3,369225 0 0 0
SD 0 7,225905702 3,197503381 | 0 0 0
median 0 6,249 2,4505 0 0 0
IQR 0 8,37225 1,991275 0 0 0
prevalencija | O 56 4 0 0 0
N
prevalencija | 0,00 19,18 1,37 0,00 0,00 0,00
%
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Na daljnjim slikama kromatograma prikazani su rezultati analize ohratoksina A: jedan prikazuje

standard, jedan prikazuju uzorak gdje je koncentracija veéa od LOD, dok je na jednom

kromatogramu koncentracija ispod limita detekcije (<LOD). Na slici 5 nalazi se kromatogram

internog standarda. Na njoj se moze vidjeti da je pik na retencijskom vremenu od 21,10. Na slici

6 nalazi se primjer gdje se na uzorku moze vidjeti da se pik nalazi na slicnom retencijskom

vremenu, tj. na 21,12. U tom uzorku je koncentracija ve¢a od LOD. Na slici nalazi se jedan primjer

uzorka u kojem se koncentracija nalazi ispod limita detekcije i na retencijskom vremenu od

otprilike 21,10 ne nalazi se pik za koji bi mogli re¢i da je iznad LOD.

21,10

18.0 200 210 220

Slika 5 Standard [vlastiti izvor]
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Slika 6 Uzorak s koncentracijom veéom od LOD [vlastiti izvor]
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Slika 7 Uzorak s koncentracijom manjom od LOD [vlastiti izvor]
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6. Usporedba rezultata

Rezultati dobiveni istraZivanjem mogu se usporediti s rezultatima istrazivanja koje je radeno
na trudnicama 2012. godine. U spomenutom istrazivanju je sudjelovalo ¢etrdeset zdravih trudnica
tijekom treceg tromjesecja trudnoce. Sve Zzene koje su sudjelovale u istrazivanju su bile stanovnice
grada Osijeka i okolnih mjesta. U tom istrazivanju ispitivane su koncentracije ohratoksina A
(OTA) i njegovog konjugata (OTa) prije i nakon enzimske obrade uzoraka. Metoda koja je
koristena je FLD-HPLC analiza. Prije enzimatske hidrolize, rezultati su pokazali da je OTA bio
prisutan iznad granice kvantifikacije (LOQ) u 75% uzoraka, a jedan uzorak pokazao je
koncentraciju OTA iznad granice detekcije (LOD) ¢ime su ukupni pozitivni uzorci iznosili 78%.
Nakon §to je provedena enzimska hidroliza konjugata, detektiran je manji broj uzoraka iznad
granice kvantifikacije OTA, samo 58% uzoraka. Sto se ti¢e OTa, prije enzimske hidrolize bio je
detektiran u svega dva uzorka, dok je nakon enzimske obrade prisutnost OT o zabiljezena u 100%
uzoraka, i to u koncentracijama iznad granice kvantifikacije. [28].

U usporedbi s istrazivanjem koje je provedeno na osobama koje boluju od BEN-a, u oba
istrazivanja otkriveno je da se ohratoksina A nalazi u znacajnom broju uzoraka. U oba istrazivanja
mogu se usporediti mediani. Median OTA kod trudnica iznosi 0,02 ng/mL, a kod ljudi s BEN-om
iznosi 0,005708 ng/mL. Rezultati ukazuju da je kod trudnica pronadena znatno veéa koncentracija
OTA u urinu.

Drugo istrazivanje je provedeno na 65 dojencadi u dobi od 1 do 18 mjeseci iz dvije zajednice
u jugozapadnoj Nigeriji. Djeca su podijeljena u dvije skupine, djeca koja su samo dojena, dobi od
1 do 6 mjeseci (23 djece) 1 djeca koja su uz majcino mlijeko dobivala i komplementarnu hranu,
dobi od 3 do 18 mjeseci (42 djece). Obitelji djece su se ve¢inom hranila zitaricama poput rize,
kukuruza i pSenice. Djeca koja su hranjena samo maj¢inim mlijekom imala su veée koncentracije
ohratoksina A u urinu. Median je kod djece dojene samo majé¢inim mlijekom iznosio 0,013 ng/mL,
a kod djece koja su dobivala i komplementarnu hranu bio je 0,007 ng/mL. Koncentracija je kod
djece hranjene samo maj¢inim mlijekom isla ¢ak do 0,076 ng/mL, dok je kod djece koja su
dobivala komplementarnu hranu i$la do 0,034 ng/mL. [29].
Ukoliko rezultate usporedimo s istrazivanjem na osobama koje imaju utvrdenu balkansku
endemsku nefropatiju, mediani koncentracije djece iz obje skupine su ve¢i od mediana
koncentracije osoba oboljelih od BEN-a. Medina je iznosio 0,005708 ng/mL §to je znatno manje
u odnosu na oba mediana kod djece.
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7. Zakljucak

Balkanska endemska nefropatija je izrazito opasna bolest ¢iji uzro¢nici mogu biti ohratoksin
A (OTA) i citrnin (CIT). Istrazivanjem koje je provedeno, dokazano je da se OTA nalazi u urinu
osoba koje boluju od balkanske endemske nefropatije, no takoder je dokazano da se citrinin ne
nalazi u uzorcima. Stanovnici endemskih podruéja konzumirali su hranu koja je bila kontaminirana
ohratoksinom A. S obzirom da su zitarice najce$¢e kontaminirane, moze se pretpostaviti da su
ljudi konzumirali najviSe kontaminirane Zitarice. Osim zitarica moze biti da su konzumirali meso
zivotinja koje su jele kontaminirano krmivo. U endemskim podru¢jima Hrvatske ljudi cesto
uzgajaju zitarice za svoje potrebe i prehranu stoke. Takoder uzgajaju svoju stoku koju hrane tim

istim zitaricama. To je takoder jedan od mogu¢ih puteva kontaminacije.
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IZJAVA O AUTORSTVU
|

SUGLASNOST ZA JAVNU OBJAVU

Zavr$ni/diplomski rad isklju¢ivo je autorsko djelo studenta koji je isti izradio te student
odgovara za istinitost, izvornost i ispravnost teksta rada. U radu se ne smiju koristiti dijelovi tudih
radova (knjiga, ¢lanaka, doktorskih disertacija, magistarskih radova, izvora s interneta, i drugih
izvora) bez navodenja izvora i autora navedenih radova. Svi dijelovi tudih radova moraju biti
pravilno navedeni i citirani. Dijelovi tudih radova koji nisu pravilno citirani, smatraju se
plagijatom, odnosno nezakonitim prisvajanjem tudeg znanstvenog ili struénoga rada. Sukladno
navedenom studenti su duZni potpisati izjavu o autorstvu rada.

Ja, Ella Bogdanovi¢ pod punom moralnom, materijalnom i kaznenom odgovorno$éu, izjavljujem
da sam isklju¢ivi autorica zavrinog rada pod naslovom ,lzloZenost populacije s utvrdenom
balkanskom endemskom nefropatijom mikotoksinima“ te da u navedenom radu nisu na
nedozvoljeni natin (bez pravilnog citiranja) koristeni dijelovi tudih radova.

Studentica:
Ella Bogdanovi¢

BDQcérDué i [24 )
" (vlastoruéni potpis)

Sukladno Zakonu o znanstvenoj djelatnost i visokom obrazovanju zavrine/diplomske radove
sveutiliSta su duZna trajno objaviti na javnoj internetskoj bazi sveugiliSne knjiZnice u sastavu
sveutilidta te kopirati u javnu internetsku bazu zavr$nih/diplomskih radova Nacionalne i
sveutiliSne knjiznice. Zavrni radovi istovrsnih umjetnickih studija koji se realiziraju kroz
umjetnitka ostvarenja objavljuju se na odgovarajuéi nadin.

Ja, Ella Bogdanovi¢ neopozivo izjavljujem da sam suglasana s javnom objavom zavrinog rada pod
naslovom ,IzloZenost populacije s utvrdenom balkanskom endemskom  nefropatijom
mikotoksinima* ¢iji sam autorica.

Studentica:
Ella Bogdanovi¢

joc,p/q,wc' Ette,

(vlastoru¢ni potpis)
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