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SAZETAK

Najvaznijim mikotoksinima hrane za zivotinje smatraju se aflatoksini, trihoteceni, fumonizini,
zearalenon i okratoksin A, a sintetiziraju ih najCeSc¢e plijesni rodova Aspergillus, Penicillium i
Fusarium. Razvoj i intenzitet pojavnosti mikotoksina uvjetovana je mikroklimatskim &imbenicima u
razli¢itim dijelovima svijeta, te uz pogodovne ekoloSke prilike trajno ugrozavaju proizvodnju i
skladiStenje hrane za Zivotinje. Pogodovni ¢imbenici pojaCanog razvoja mikotoksina su toksinogene
plijesni na odgovarajucoj podlozi (zitarice, ugljikohidratna podloga) i uCestale vegetacijske godine s
izrazenijim promjenama temperature i koli€¢inom oborina. Nadalje, danasnji hibridi selekcionirani su na
visoke prinose, a smanjene bioloSke otpornosti na stres, i zbog toga lakSe prilemCivi na razvoj
mikotoksina. Agrotehnika koja podrazumijeva reduciranu osnovnu obradu, poveé¢anu gustoéu sklopa,
uzgoj u monokulturi te povec¢anu zakorovljenost pogoduju razvoju mikotoksina jo§ na polju.

Mehanizirana Zetva pri povec¢anoj vlazi i poveéanom lomu zrna mogu biti tzv. ,ulazna vrata“ izvoru
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zaraze. Skladidtenje usjeva u velikim skladiSnim prostorima neminovno dovodi do mijeSanja zdravog i
zarazenog usjeva, a nije rijetko koriStenje improviziranih skladiSta s poveéanim naseljavanjem
Stetnika. Osim toga, geografska rasprostranjenost mikotoksina vezana je uz klimatske uvjete rasta
pojedinih vrsta plijesni.

Mikotoksini mogu izazivati niz Stetnih ucinaka na ljude i Zivotinje (karcinogenost,
imunotoksi¢nost, probavne smetnje, neurotoksic¢nost, hepatotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost, reproduktivna
i razvojna toksicnost, i dr.), pri Cemu Eesto mogu istovremeno djelovati na razliite nacine i na vide
cilinih mjesta u organizmu, $to ovisi o samoj tvari, dozi i vr.emenu izlozenosti.

VisegodisSnja istrazivanja u Hrvatskoj pokazuju da mikotoksini u€estalo kontaminiraju zitarice,
te je sustavna kontrola mikotoksina u hrani i hrani za Zivotinje neophodna kako bi se izbjegli negativni
ucinci na zdravlje kao i ekonomski gubici u poljoprivredi. U Hrvatskoj se na temelju godiSnjeg plana
uzorkovanja provodi sustavna kontrola namirnica biljnog i Zivotinjskog podrijetla na mikotoksine u
ovlastenim laboratorijima za kontrolu zdravstvene ispravnosti hrane.

Kako bi procijenila rizik za Zzivotinje, a posljediéno i za ljude, Hrvatska agencija za hranu je
provela istrazivanje pod nazivom ,Studija pojavnosti mikotoksina u krmivima i krmnim smjesama u
RH* koje je, uz ostale stru¢ne i znanstvene reference, sluzilo kao temelje za izradu ovog znanstvenog
misljenja.

Dobiveni rezultati studije ukazuju na u€estalu kontaminaciju pretrazivanim mikotoksinima, ali
u koncentracijama znatno nizim od maksimalno dozvoljenih koncentracija aflatoksina B1 propisanih
Pravilnikom o nepozeljnim tvarima u hrani za Zivotinje (NN 80/2010). Takoder, ostali analizirani
mikotoksini (zearalenon, fumonizini, deoksinivalenol) utvrdeni su u koncentracijama koje su ispod
preporuka Europske komisije.

Rizik za ciljne zivotinje konzumacijom krmiva pripravlijenih od analiziranih sirovina -
minimalan je. Rizik za potroSace proizvoda animalnog podrijetla koji potje€u od Zivotinja hranjenih
ovim krmivima zanemariv je zbog niske razine kontaminacije hrane za zivotinje i opéenito niskog
prelaska ispitivanih mikotoksina u jestiva tkiva.

S obzirom na donesene zakljucke dane su i preporuke za kontinuirano pracenje i analizu klju¢nih
sirovina i gotovih krmih smjesa u okviru specifiénih projekata kao i u okviru Drzavnog programa
monitoringa rezidua i Drzavnog plana sluzbenih kontrola i monitoringa hrane za Zivotinje te
uklju€ivanje okratoksina A, T-2 i HT-2 toksina u buduéa istrazivanja pri ¢emu je potrebno analizirati
vedi broj razli¢itih sirovina i krmnih smjesa. Analiza specificnih krmnih smjesa za pojedine zivotinje

treba biti usredotoCena na mikotoksine na koje su te Zivotinje posebno osjetljive.

KLJUCNE RIJECI: mikotoksini, hrana za Zivotinje, procjena rizika
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SUMMARY

The most important mycotoxins in feed are considered to be aflatoxins, trichothecenes,
fumonisins, zearalenone and ochratoxin A, which are most frequently synthesized by Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus and Fusarium mold species. The development and intensity of occurrence of
mycotoxins is determined by microclimatic factors in different parts of the world. These factors, when
coupled with favorable environmental conditions, constantly threaten the production and storage of
feed. The circumstances that go in favor of intensified development of mycotoxins are toxinogenic
mold on an appropriate base (grains, carbohydrate substrates) and frequent crop years with
pronounced changes in temperature and rainfall. Furthermore, modern hybrids are selected for high
yields, with lowered biological resistance to stress, which makes them more susceptible to the
development of mycotoxins. Agrotechnics which implies reduced basic processing, increased plant
density, cultivation in monoculture and increased weediness, foster the development of mycotoxins in
the field. Mechanized harvesting with increased humidity and increased grain fracture can be viewed
as the "entry point" for infection. Storage of crops in large storage areas inevitably leads to mixing of
healthy and infected crops, and it is not uncommon to use improvised warehouses with increased
colonization of pests. In addition, the geographical distribution of mycotoxins is related to the climatic
conditions for growth of certain types of mold.

Mycotoxins can cause a number of adverse effects on humans and animals (carcinogenicity,
immunotoxicity, digestive disorders, neurotoxicity, hepatotoxicity, nephrotoxicity, reproductive and
developmental toxicity, etc.), which can often simultaneously affect in different ways and at multiple
target sites in the body, depending on the substance, the dose and length of exposure.

Long-term research in Croatia indicates that mycotoxins frequently contaminate cereals, and
systematic control of mycotoxins in food and feed is necessary in order to avoid negative effects on
health, as well as economic losses in agriculture. On the basis of an annual sampling plan, systematic
control on mycotoxins of food of plant and animal origin is conducted in Croatia, in accredited
laboratories to control food safety.

In order to assess the risk for animals, and consequently, for humans, the Croatian Food
Agency conducted a study entitled "A Study of the incidence of mycotoxins in feedstuffs and feed
mixtures in Croatia," which, along with other professional and scientific references, served as the
basis for making this scientific opinion.

The obtained results indicate frequent contamination as regards the analyzed mycotoxin, but at
concentrations much lower than the maximum allowable concentration of aflatoxin B1, defined by the
Ordinance on undesirable substances in animal feed (NN 80/2010). Other mycotoxins were also
analyzed (zearalenone, fumonisins, deoxynivalenol), and determined concentrations were below the
recommendation of the European Commission.

The risk for the target animals consuming feed prepared from the analyzed raw materials is

minimal. The risk for consumers of products of animal origin which come from animals fed with these
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feeds is negligible due to the low level of contamination of animal feed and generally low crossing of
the examined mycotoxins into edible tissues.

In view of these conclusions, recommendations were issued for continuous monitoring and analysis of
key raw materials and finished feed mixtures under specific projects, as well as within the National
monitoring plan for residues and the National plan of feed inspections and monitoring. It is further
recommended to include ochratoxin A, T-2 and HT-2 toxins in future research, which implies the need
to analyze a larger number of different raw materials and feed compounds. The analysis of specific
feeds for individual animals should be focused on mycotoxins to which these animals are particularly

vulnerable.

KEY WORDS: mycotoxines, feed, risk assessment

ZAHVALE

Hrvatska agencija za hranu zahvaljuje svim ¢lanovima Radne skupine na doprinosu u izradi ovog

znanstvenog misljenja.
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POZADINA SLUCAJA

VisegodiSnja istrazivanja u Hrvatskoj pokazuju da mikotoksini u€estalo kontaminiraju Zzitarice, te je
sustavna kontrola mikotoksina u hrani i hrani za Zivotinje neophodna kako bi se izbjegli negativni
ucinci na zdravlje kao i ekonomski gubici u poljoprivredi. U Hrvatskoj se na temelju godiSnjeg plana
uzorkovanja provodi sustavna kontrola namirnica biljnog i zivotinjskog podrijetla na mikotoksine u
ovlastenim laboratorijima za kontrolu zdravstvene ispravnosti hrane.

Preuzimanjem odredbi europske legislative iz propisa o kontroli hrane za zivotinje izostavljeni su svi
mikotoksini osim Aflatoksina B1 (Pravilnik o nepozeljnim tvarima u hrani za zivotinje (NN 80/10)) Cija
je koli¢ina dozvoljena do 0,02 mg/kg u krmivima, potpunim i dopunskim krmnim smjesama za
goveda, koze, ovce, svinje i perad, u ostalim krmnim smjesama do 0,01 mg/kg, dok je u smjesama za
Zivotinje namjenjene proizvodnji mlijeka ta koli¢ina do 0,005 mg/kg. Zbog toga se danas za procjenu
kontaminacije nekim mikotoksinima (deoksinivalenol, zearalenon, okratoksin A, T-2, HT-2 i
fumonizini) u hrani za Zivotinje koriste preporu¢ene vrijednosti, sukladno Preporuci Europske komisije
2006/576/EC (COMMISSION RECOMMENDATION 2006/576/EC) u proizvodima namjenjenima za
hranidbu zivotinja.

Najvece dopustene koli¢ine mikotoksina u hrani koja se stavlja u promet propisane su Pravilnikom o
najvec¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani (N.N. 154/2008). U navedenom
Pravilniku odredena je najveéa dopustena koncentracija za aflatoksin, okratoksin A, patulin,
deoksinivalenol, zearalenon, fumonizin te T-2 toksin i HT-2 u Zitaricama i njihovim preradevinama

namijenjenim ljudskoj prehrani.

U okviru projekta ,Pravno i institucionalno uskladivanje zakonodavstva sa zakonodavstvom Europske
unije“ koji se financira zajmom Svjetske banke, Hrvatska agencija za hranu provela je istraZzivanje
pod nazivom ,Studija pojavnosti mikotoksina u krmivima i krmnim smjesama u RH* koje je, uz ostale

strucne i znanstvene reference, sluzilo kao temelje za izradu ovog znanstvenog misljenja.
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uvoD

Toksi¢ni ucinci mikotoksina poceli su se znatnije proucavati od 1960. godine kada je akutno
otrovanje aflatoksinom, poznato kao "X bolest pura", uzrokovalo uginu¢e 100.000 puri¢a u Englesko;j
od akutne nekroze jetre i hiperplazije Zuénih kanala. S identifikacijom i izolacijom aflatoksina 1960. g.
zapoceo je znanstveni rad na otkrivanju vise od 400 danas poznatih toksi¢nih sekundarnih metabolita
plijesni, od kojih samo njih 20-30, prema obimu pojavnosti i toksichom ucinku na zdravlje ljudi i
zivotinja, ima medicinski, nutritivni, ekoloski i gospodarski znacaj (Jaki¢-Dimi¢ 2010).

Najvaznijim mikotoksinima stoCne hrane smatraju se aflatoksini, trihoteceni, fumonizini,
zearalenon i okratoksin A, a sintetiziraju ih najéesce plijesni rodova Aspergillus, Penicilliumi Fusarium
(Huwig et al, 2001).

Od 100 000 vrsta plijesni koliko ih je do danas poznato, preko 200 vrsta ima sposobnost
proizvoditi mikotoksine.

Razvoj i intenzitet pojavnosti mikotoksina uvjetovana je mikroklimatskim ¢&imbenicima u
razli¢itim dijelovima svijeta, te uz pogodovne ekoloSke prilike trajno ugrozavaju proizvodnju i
skladistenje sto€ne hrane. Tako se tijekom izuzetno vlaznih godina, kao $to je bila 1978. g., biljeze
znatno vecée koncentracije mikotoksina, dok je u posljednje vrijeme uofena smanjena ucestalost
pojave mikotoksina u zitaricama, a i koncentracija mikotoksina je niza, $to se pripisuje suSnijem
razdoblju tijekom vegetacije.

Za pojavnost plijesni i njihovih metabolita odgovorni su:

1. odgovarajuci sadrzaj vlage (slobodna ili aktivha voda),
2. pogodne temperature,

3. prisutnost kisika,

4. fiziCka ostec¢enja na usjevima, i

5. prisutnost gljivicnih spora.

Pogodovni ¢imbenici pojaCanog razvoja mikotoksina su toksinogene plijesni na odgovarajucoj
podlozi (zitarice, ugljikohidratna podloga) i uCestale vegetacijske godine s izrazenijim promjenama
temperature i koli¢inom oborina. Nadalje, danas$nji hibridi selekcionirani su na visoke prinose, a
smanjene bioloske otpornosti na stres, i zbog toga lakSe prijemcivi na razvoj mikotoksina. Agrotehnika
koja podrazumijeva reduciranu osnovnu obradu, poveé¢anu gustoéu sklopa, uzgoj u monokulturi te
povecanu zakorovljenost, pogoduju razvoju mikotoksina jo§ na polju. Mehanizirana Zzetva pri
povecanoj vlazi i poveéanom lomu zrna mogu biti tzv. ,ulazna vrata“ izvoru zaraze. Skladistenje
usjeva u velikim skladiSnim prostorima neminovno dovodi do mijeSanja zdravog i zarazenog usjeva, a

nije rijetko ni koristenje improviziranih skladista s povec¢anim naseljavanjem Stetnika.
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Geografska rasprostranjenost mikotoksina vezana je uz klimatske uvjete rasta pojedinih vrsta
plijesni. Tako se npr. aflatoksini (koje uglavnom sintetiziraju Aspergillus spp.) nalaze ¢eSce i u veéim
koncentracijama na krmivima u tropskom i suptropskom podrucju (Juzna Amerika, Oceanija,
Indonezija)., a okratoksini, zearalenon i trihoteceni (koje uglavnom sintetiziraju Penicillium i Fusarium
spp.) nalaze se u umjerenom klimatskom podrucju (Sjeverna Amerika, Europa, Azija i Rusija). Ovo je
vrlo vazno za pravilno usmjeravanje analitike krmiva na mikotoksine ovisno iz kojeg podneblja ona
dolaze.

Mikotoksini mogu izazivati niz Stetnih ucinaka na ljude i zivotinje (karcinogenost,
imunotoksi¢nost, probavne smetnje, neurotoksi¢nost, hepatotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost, reproduktivha
i razvojna toksic¢nost, i dr.), pri ¢emu Cesto mogu istovremeno djelovati na razliite nacine i na vise

ciljnih mjesta u organizmu, Sto ovisi o samoj tvari, dozi i vr.emenu izloZzenosti.

PROCJENA RIZIKA

1. ldentifikacija opasnosti

1.1. Aflatoksini

Aflatoksini su najpoznatiji i najtoksi¢niji mikotoksini. Prvi puta su opisani u Engleskoj 1960.
godine (Prasanna i sur., 1975, Hussein i Brasel, 2001). Tvore ih neki sojevi plijesni roda Aspergillus.
Za rast im pogoduju temperature od 26-38 °C i sadrzaj vlage veci od 18 %. Aflatoksini su metabolicki
produkti plijesni Aspergillus flavus i A. parasiticus koje ih sintetiziraju ve¢ u polju, kao i tijekom zetve te
skladiStenja i prerade zitarica, pri temperaturi izmedu 24 i 35 °C i vlaznosti iznad 7 % (10 % u
ventiliranom prostoru) (Williams i sur. 2004). Aspergillus flavus sintetizira aflatoksine B1 i B2 na
zitaricama poput kukuruza, dok Aspergillus parasiticus moze sintetizirati aflatoksine B1, B2, G1i G2 na
uskladistenim uljaricama (Diener i Davis, 1996, Valpoti¢ i Serman, 2006).

Aflatoksini su kao prirodni fluorescirajuéi spojevi, derivati kumarina, vidljivi u UV-spektru pri valnoj
duljini od 365 nm. Imena aflatoksina B i G bazirana su upravo na njihovim fluorescentnim svojstvima;
B za plavu (blue) i G za zelenu (green) fluorescenciju (Prasanna i sur., 1975). Termostabilni su i u
prirodnom stanju vezani su uz proteine koji ih stite od vanjskih utjecaja (Kiermeier i Hemmerich, 1974,
Marth i Dole, 1979). Fotosenzibilni su u slobodnom stanju i osjetljivi na alkalne i kisele otopine, topivi
su u organskim otapalima (alkohol, aceton, kloroform), a gotovo netopljivi u vodi (Mann i sur., 1967).
Dokazana je kontaminacija Zitarica, proizvoda na bazi Zitarica, ali i mesa i iznutrica svinja i peradi te
jaja (Ozegovic¢ i Pepeljnjak, 1995, Richard, 2007, Husain i sur., 2010).

ZNANSTVENO MISLJENJE 0B-34-01
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1.1. 1. Aflatoksin B

Aflatoksini su skupina mikotoksina od kojih je najtoksi¢niji aflatoksin B+ (AFB1) (Domijan i Peraica
2010). Ciljni organ toksi¢nog djelovanja AFB+-a je jetra, a izrazenost promjena ovisna je o dozi, duzini
izloZenosti, Zivotinjskoj vrsti, uzgoju i uhranjenosti. Uz akutni i kroni¢ni toksicni ucinak, aflatoksini
imaju imunosupresivno, mutageno, teratogeno i karcinogeno djelovanje. Otrovanje s velikim dozama
AFBi-a moze imati smrtni ishod, subletalne doze uzrokuju kroni¢no otrovanje, a kroni¢na izlozenost
niskim dozama uzrokuje maligne tumore, prvenstveno primarni karcinom jetre. AFB1 inhibira sintezu
DNA, polimerazu RNA ovisnu o DNA, sintezu glasniCke RNA i sintezu proteina. Medunarodna
agencija za istrazivanje raka (International Agency for Research on Cancer — IARC) ocijenila je da ima
dovoljno dokaza da su aflatoksini iz prirodnih izvora karcinogeni i uvrstila ih je u 1. skupinu
karcinogena (IARC 2012).

Plijesni koje proizvode aflatoksine nalaze se posvuda te u zemljama u razvoju kontaminiraju
osnovne namirnice kao $to su riza, kukuruz, kasava, orasi, kikiriki i zacini. Kontaminacija tim
plijesnima moguca je izmedu 400 sjeverne i 40° juzne Sirine ako su namirnice loSe pohranjene i
nedovoljno osuSene, no kontaminacija aflatoksinima ovisna je o klimi (Cotty i Jaime-Garcia 2007).

BioloSka aktivnost aflatoksina ovisi 0 njegovom metaboliziranju pa razliita osjetljivost
zivotinjskih vrsta ovisi o tome koji se dio apsorbirane doze metabolizira nekim od moguéih putova.
Nepovoljan ucinak aflatoksina je najviSe izrazen kod peradi (patke > brojleri > nesilice), a potom kod
svinja. Na aflatoksine vrlo su osjetljive i ribe, pri E€emu se javljaju blijede Skrge, oslabljeno zgrusavanje
krvi, anemija, smanjen rast ili pad tjelesne mase. AFB1 aktiviraju monooksigenaze ovisne o citokromu
P450 ¢ime nastaju hidroksilirani derivati kao i visoko reaktivni egzo-epoksid koji se veze na DNA pri
¢emu nastaju AFB1-DNA-adukti (Guengerich 2003). Koli¢ina AFB1-DNA-adukata veca je u jetri negoli
u drugim organima i u korelaciji je s dozom kao i s osjetljivos¢u pokusne ili domace Zivotinje na
hepatokarcinogenezu (Hengstler i sur. 1999).

Najvazniji put detoksikacije metabolita AFB+ je konjugacija s glutationom (GSH) koju
katalizira glutation S-transferaza pri ¢emu nastaju AFB1.GSH-konjugati koji se izlu€uju urinom ili Zudi,
a ta reakcija odreduje otpornost pojedinih Zivotinjskih vrsta prema AFB+ (Klein i sur. 2000).

Biomarkeri izlozenosti mikotoksinu AFB+ su proteinski i DNA adukti, a serumski adukti s
albuminima u dobroj su korelaciji s DNA aduktima u urinu (Groopman i sur. 1992).

Akutna se aflatoksikoza kod ljudi i Zivotinja manifestira kao gubitak apetita, povracanje,
slabost i letargija. Nekroza i hiperplazija Zu€nih kanalica moze se vidjeti u jetri domacih i pokusnih
zivotinja izlozenih ovom mikotoksinu. Godine 1974. u epidemiji aflatoksikoze u ruralnom dijelu Indije
do koje je doSlo zbog kontaminacije kukuruza, glavni su simptomi bili Zutica, kratka febrilna epizoda,
povracanje i anoreksija (Krishnamachari i sur. 1975, Tandon i sur. 1977). U blazim slu€ajevima
oporavak je bio potpun, dok je kod drugih brzo nastajao ascites (za 2-3 tjedna) i edemi donjih udova.
Smrt je nastupala naglo, obi€no nakon masivnog krvarenja iz probavnog sustava, a smrtnost je prema

razlicitim autorima bila 10-29% (Krishnamachari i sur. 1975, Tandon i sur. 1977, Bhat i
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Krishnamachari 1977). HistoloSke promjene u jetri bile su jaka proliferacija zu¢nih vodova, stvaranje
vezivnog tkiva, znaCajan zastoj zuci i difuzno oStecenje parenhima. Godine 1981. tijekom epidemije
aflatoksikoze simptomi su bili sli¢ni u 20 pacijenata u Keniji (od kojih je 12 umrlo) (Ngindu i sur. 1982).
Na istom podrucju Kenije tijekom epidemije 2004. godine od 317 oboljelih umrlo je 125 ljudi (CDC
2004).

Primarni karcinom jetre peti je najceSc¢i karcinom na svijetu, a u 75-90% sluCajeva radi se o
hepatocelularnom karcinomu (HCC) (McGlyn i London 2005). U nekim zemljama, kao $to su to
dijelovi Kine, Afrike i Azije gdje je ucestalost HCC-a narolito izrazena, nadena je povezanost
incidencije HCC-a s izlozenoS¢u aflatoksinom B1 (Kensler i Groopman 1997). Rizik nastanka HCC-a
znacajno je viSi u osoba koje su izlozene vec¢im koncentracijama AFB+ (pa imaju viSu koncentraciju
adukata bilo s DNA ili albuminom) i osoba koje su bolovale od virusnog hepatitisa B (HBV) ili virusnog
hepatitisa C (HCV).

Aflatoksin B1 i B2 se u mlije¢nim Zlijezdama sisavaca metaboliziraju u aflatoksini M1 i M2, koji
se mogu naci u mlijeku i mlijeénim proizvodima (Knezevi¢, 2007; Diener i Davis, 1996; Valpoti¢ i
Serman, 2006). Buduéi da je stabilan tijekom pasterizacije i sterilizacije mlijeka i mlijeénih proizvoda,
izlozenost relativno malim koli¢inama AFM1 moze znacajno narusiti ljudsko zdravlje, osobito djece

koja su glavni konzumenti mlijeka i mlije¢nih proizvoda (Cavaliere i sur., 2006).

1.2. Fumonizini

Fumonizini su prvi puta opisani 1988. godine. Fumonizine stvaraju gljive roda Fusarium koje
su Ceste u umjerenim i toplim klimatskim zonama. NajCeS¢i proizvodaci fumonizina su Fusarium
verticillioides (prije zvan F. moniliforme), no proizvode ih i neke druge plijesni kao $to su F.
proliferatum, F. nygamai, i\ Alternaria alfernata f. sp. lycopersici (Bennet i Klich 2003, Creppy, 2002,
Richard 2007). Fumonizini nastaju prije zZetve i tijekom ranog razdoblja suSenja, a njihova
koncentracija ne raste tijekom skladistenja (IPCS 2001).

Fumonizin je bijeli higroskopni prah topiv u vodi, acetonitrilu i vodi odnosno metanolu. Stabilan
je u otopini acetonitril: voda (1:1) dok je u metanolu nestabilan. Takoder je stabilan tijekom pripreme
hrane i nije fotosenzibilan (WHO, 2000).

Od 14 razlil¢itih fumonizina najc¢e$¢éi zagadivaci hrane i krmiva su FB+, FB2 i FB3. U prirodi je
najéesci FB1 - diester propan-1,2,3-trikarboksilne kiseline (Zinedine i Manes, 2009), a to je ujedno i
toksikoloski najznacajniji fumonizin (IPCS 2001). FB1 se moze nadi po cijelome svijetu u kukuruzu i
proizvodima od kukuruza. Buduéi da je topiv u vodi njegova je koncentracija niza u proizvodima od
kukuruza (kukuruzne pahuljice, tortilje i sl.) (Peraica i sur. 2002). Fumonizine se rjede nalazi na
drugim Zzitaricama kao $to su to Secerni sirak i riza (IPCS 2001), a vrlo se Cesto pronalazi i u
kombinaciji sa drugim mikotoksinima. Fumonizini su utvrdeni u Africi, Americi, Europi Aziji i Oceaniji,

ponekad u koncentraciji i do 4000 mg/kg (Soriano i Dragacci 2004).

10

ZNANSTVENO MISLJENJE 0B-34-01



2
v
HRVATSKA AGENCLIA ZA HRANU

HRVATSKA AGENCIJA ZA HRANU Znanstveno misljenje o mikotoksinima u hrani za Zivotinje

Istrazivanja na razli€itim zivotinjskim vrstama pokazala su da fumonizini nisu akutno toksicni
(IPCS 2001). Fumonizini se slabo absorbiraju i brzo nepromjenjeni eliminiraju iz organizma (Martinez-
Larranga i sur. 1999). FB1 se ne akumuliraju u tkivima, ali se male koncentacije mogu naéi u
bubrezima i jetri pokusnih zivotinja tretiranih s FB1 (Norred i sur. 1993). Mehanizam njihovog
djelovanja ne ovisi o metaboli¢koj aktivaciji. Toksi¢ni u€inci fumonizina ovise o vrsti Zivotinje, soju i
spolu (Voss i sur. 2007). Visoke doze FB: uzrokuju leukoencefalomalaciju konja, Stakora i kuni¢a,
plu¢ni edem i hidrotoraks svinja, a u glodavaca je nefrotoksi¢an i hepatotoksi¢an (IPCS 2001).

Fumonizini su strukturno sli¢ni sfingoidnim bazama i njihova je toksi¢nost posljedica ometanja
metabolizma sfingolipida inhibiranjem ceramid sintaze (Wang i sur. 1999). Do promjena u
koncentraciji sfingolipida dolazi u pokusnih Zivotinja prije negoli dode do oste¢enja bubrega (Peraica i
sur. 2008).

FB1 je kao karcinogen za glodavce uvrsten u skupinu mogucih karcinogenih spojeva za ljude
(Skupina 2B) (IARC, 2002). U muskih BDIX Stakora koji su tijekom 26 mjeseci bili izlozeni mikotoksinu
FB+ u hrani (50 mg/kg) nadena je poveéana uc€estalost HCC-a i holangiosarkoma (Gelderblom i sur.
1991). Kroni¢na izlozenost u muskih F344 Stakora uzrokovala je povecéani broj tumora bubrega kao i
povecanu ucestalost tumora jetre u zenskim B6C3F1 miSeva (NTP 1999).

FB1 uzrokuje regenerativhu hiperplaziju hepatocita i promotor je tumora unato¢ znacajnoj
proapoptoti¢noj aktivnosti. lako su istrazivanja na kulturama stanica ukazivala na to da je oksidativni
stres mehanizam genotoksi¢nosti FB1 (Abel i Gelderblom 1998), u novijim se istazivanjima doslo do
zakljucka da je oksidativni stres posljedica, a ne uzrok toksi¢nosti FB1 (Domijan i sur. 2007).

Jedini opisani slu¢aj akutne toksikoze uzrokovane s FB+1 dogodio se u Indiji, a simptomi su bili
bol u abdomenu i proljev (Bhat i sur. 1997). I1zloZzenost mikotoksinu FB1 povezuje se s pove¢anom
uCestalo$¢u karcinoma jednjaka u juznoafrickoj pokrajini Transkei i u sjevernoj Italiji (IPCS, 2001). U
tim krajevima, kao i u kineskoj pokrajini Linxan gdje je izrazito visoka incidencija karcinoma jednjaka,
povezanost nastanka tumora s izlozenoS¢u FBh nije se uspjela dokazati epidemioloskim istrazivanjima
(Abnet i sur. 2001). Istovremena izloZzenost aflatoksinima i fumonizinima povezuje se kao faktor rizika
u razvoju hepatocelularnog karcinoma u kineskoj provinciji Haimenu (Ueno 1997) i Guanxiju (Li i sur.
2001). U prilog ovoj pretpostavci govori i sinergisticki u€inak ta dva mikotoksina dobiven na pokusnim
Zivotinjama (Gelderblom i sur. 2002).

Smatra se da je izlozenost trudnica fumonizinu B1 koji se nalazi u kukuruzu moguci ¢imbenik
rizika za nastanak oSte¢enja neuralne cijevi u djece u juznom Teksasu (SAD), Meksiku, Guatemali,
Kini i Juznoj Africi (Marasas i sur. 2004). Te su pretpostavke potvrdene epidemioloskim istrazivanjima
i pokusima na zivotinjama (Missmer i sur. 2006, Gelineau-van Waes i sur. 2005).

FB1 nije prisutan u mlijeku, mesu ili jajima Zivotinja hranjenih hranom kontaminiranom
fumonizinima u koncentracijama koje bi naruSavale ljudsko zdravlje (WHO, 2000). Medutim, prisutnost
fumonizina u hrani za Zivotinje mozZe imati negativan u€inak na kakvo¢u mesa, koji se odnosi prije
svega na povecan udio masti i smanjeni udio mesa, 5to ¢e kod proizvodaca rezultirati velikim

ekonomskim gubicima (Valpotié i Serman, 2006.). Nadalje, ovi toksini uz o$tecenja jetre izazivaju i
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smanjenu proizvodnju mlijeka u mlijeCnih krava pri koncentraciji u hrani ve¢oj od 100 mg/kg. Inace,

razina fumonizina u sto¢noj hrani obi¢no se krece u rasponu od 1-10 mg/kg.

1.3. Zearalenon

Zearalenon, nekada zvan F-2 toksin, je metabolit toksogenih plijesni roda Fusarium,
prvenstveno F. graminearum i nekih izolata F. moniliforme, F. oxysporium, F. culmorum, F. tricinctum,
F. avanaceum, F. equiseti, F. graminearum i drugih, a prvotno je izdvojen iz kulture Giberella zeae;
spolnog stadija plijesni F. graminearum ( Betina, 1989, Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003, Nagli¢ i sur.,
2005).

Zearalenon pripada skupini fitoestrogena (Sreboc¢an, 1993). Fitoestrogeni su komponente
prirodno prisutne u billkama kojima je zajedni¢ka karakteristika kemijska slicnost sa prirodnim i
sintetskim hormonima estrogenima. Najintenzivniji rast plijesni roda Fusaruim odvija se pri relativnoj
vlaznosti zraka vecoj od 70% i temperaturi 18-24°C, a za aktivaciju enzima uklju¢enih u sintezu
toksina potrebna je niza podetna temperatura (Abramson, 1998., Sumi¢, 2009, Speranda i sur.,
2005). Optimalna pH vrijednost medija za rast plijesni i sintezu zearalenona je 4 do 6,5. Rastu nekih
vrsta Fusarium, npr. F. graminearum, pogoduju temperaturne oscilacije izmedu 15 i 30°C pri éemu se
povecava sinteza zearalenona.

Prema fizikalno-kemijskim svojstvima zearalenon je lakton rezorcilne kiseline, 6-(10-hidroksi-
6-okso-trans-1-undecil)-B-rezorcilna kiselina (Zollner i sur., 2002., Alexander i sur., 2004). Redukcijski
produkt zearalenona je zearalenol, koji ima dva stereoizomera; alfa i beta, od kojih je samo a-
zearalenol prisutan u prirodi i Cetiri puta je aktivniji od zearalenona dok je 3-zearalenol samo neznatno
aktivniji. Zearalenon je bijela kristalna tvar molekulske formule C1sH220s, molekulske mase 318 g/mol i
temperature topljivosti 165°C. Netopljiv je u vodi, uglji€énom disulfidu i ugljiénom tetrakloridu, a topljiv u
vodenim alkalijama, dietil eteru, benzenu, kloroformu, metilenkloridu, etilacetatu, acetonitrilu i
alkoholima. ZEA se brzo apsorbira nakon oralnog uzimanja, a izlu€uje se u zuci (Zinedine i sur. 2007).
Stabilan je tijekom skladistenja, mljevenja i prerade, a ne razgraduje se ni pri visokim temperaturama
(Hagler i sur., 1979., Betina, 1989, Ozegovic¢ i Pepeljnjak, 1995., Zollner i sur., 2002., Alexander i sur.,
2004).

Najvaznija je prisutnost zearalenona kao prirodnog kontaminanta zrnja kukuruza, pSenice,
je€ma, razi, zobi, rize, soje i sezama, kao i u brokuli, hmelju i kupusu. Do kontaminacije dolazi na
polju, ali se rast plijesni i tvorba toksina nastavlja i tijekom skladistenja, osobito ako je ono neprikladno
(Zinedine i sur. 2007). Zearalenon i produkti njegova metabolizma mogu se naci i u plijesnima
oneciSc¢eno;j silazi, kikirikiju, sto€noj hrani i proizvodima fermentacije kukuruza kao $to je pivo, ali i u
hrani zivotinjskog porijekla (mesu, mlijeku i sirevima). Zbog ekonomskih i ekoloSkih ograni¢enja u
proizvodniji zitarica koja zahtijevaju minimalnu obradu i smanjenu upotrebu fungicida, sve je veci broj

infekcija zitarica Fusarium vrstama i veéa je kontaminacija mikotoksinima, pa su u posljednje vrijeme
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slucajevi infekcija zearalenonom ¢es¢i kod ekoloski uzgojenih zitarica u odnosu na konvencionalne
proizvode (Utermark i Karlovsky, 2007).

Molekula ZEA vrlo je slicna molekuli estradiola, a sliCnost konfiguracije i polarnosti s
estradiolom moze objasniti afinitet prema mjestima vezivanja estrogenskih receptora (Lindsay 1985).
Zearalenon i njegovi metaboliti poznati su po estrogenim i anabolickim osobinama jer uzrokuju
inhibiciju hipotalamusa i prednjeg reznja hipofize te atrofiju jajnika, sjemenika, prostate i sjemenskih
vezikula, a smatra se da zearalenon djeluje i kao fungalni spolni hormon (Durakovi¢ i Durakovié,
2003). Odgovoran je za morfoloSke i funkcionalne poremecaje reproduktivnih organa i ostecenje
spolnih stanica kod domacih zivotinja $to dovodi do hiperestogenizma goveda, svinja i peradi, a
najosjetljivije su svinje (Richardson i sur. 1985, Mitterbauer i sur., 2003).

Mehanizam djelovanja ZEA i njegovih derivata jest vezanje za estrogene receptore u
citoplazmi stanica spolnih organa, pri ¢emu nastaje fizioloSki odgovor stanica sliCan djelovanju
prirodnog estrogena 17-3-estradiola Cije se vezanje za receptore citosola uterusa inhibira (Alexander i
sur., 2004, Mitterbauer i sur., 2003). ZEA je hepatotoksi¢an, hematotoksian i remeti proces
koagulacije u Stakora (Abid-Essefi i sur. 2004). Akutna toksi¢nost ZEA je niska, glodavci su manje
osjetljivi od domacih zivotinja na kratkotrajnu izlozenost ZEA (Fink-Gremmels i sur. 2007.)

Simptomi izloZzenosti ZEA su upala rodnice (vulvovaginitis), a u Zivotinja koje nisu spolno zrele
prolaps rektuma i rodnice. Estrus moze biti produljen, smanjen je spolni nagon, zivotinje su neplodne,
dolazi do mumifikacije fetusa, pobac¢aja, mrtvorodenosti i smanjenog okota (Visconti i sur. 1998). Kod
muskih Zivotinja moze uzrokovati atrofiju sjemenika i povecanje mlije¢nih Zlijezda. Na pokusnim je
zivotinjama dokazano da ZEA prolazi kroz placentu u fetus (El-Makawy i sur. 2001).

Osim estrogenog djelovanja, ZEA inhibira luenje folikulstimulirajuéeg hormona (FSH) zbog
Cega potiskuje razvoj folikula ovarija i inhibira proces ovulacije te ima luteotropan efekt pa izaziva
retenciju zutog tijela, pseudotrudnocu i anestriju (Osweiler, 1996, Gaffoor i Trail, 2006). Vezanjem za
estrogene receptore ZEA uzrokuje hormonsku neravnotezu i dovodi do hiperestrogenizma kod
domacih zivotinja. Svinje su najosjetljivija vrsta na djelovanje ZEA i kod njih su mikotoksikoze
najces¢e (Nagli¢ i sur., 2005). Kod prasadi se hiperestrogenizam pojavljuje ve¢ pri koncentraciji ZEA-a
od 0,06 mg/kg TM, dok odrasle svinje toleriraju u hrani koncentraciju od 0,2-0,4 mg/kg. Perad i
prezivaci su znatno manje osjetljivi.

Klini¢ki znakovi se razlikuju ovisno o vrsti zivotinje, starosti i reproduktivnom statusu a vidljivi
su tek nakon izlozenosti kontaminiranom krmivu. Uobi¢ajene komplikacije su funkcionalni poremecéaji
reproduktivhog i endokrinog sustava. (Mitterbauer i sur., 2003, Peraica i Domijan, 2001).

IARC je 1993. godine svrstao ZEA u 3. skupinu (nema karcinogena svojstva za ljude) zbog

nedostatnih istrazivanj na ljudima i ograni€enim istrazivanjima na pokusnim zivotinjama.
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1.4. Trihoteceni

Trihotecene sintetiziraju plijesni roda Fusarium (F. graminearum, F. culmorum, F.
sporotrichioides, F. poae, F. crookwellense, itd.). Do sada je izolirano i karakterizirano 170
trinotecena, a tek za njih nekoliko je potvrden toksiCan ucinak na zdravlje ljudi i Zivotinja (Bennet i
Klich, 2003). Na osnovu svoje kemijske strukture mogu se podijeliti u Cetiri skupine: A, B, C i D.
Trihoteceni iz skupine A i B naj¢e$¢e se nalaze kao kontaminanti u hrani, i to u pSenici, kukuruzu,
je€mu i zobi, a mogu se nalaziti i u preradenim proizvodima: brasnu, kukuruznim pahuljicama, hrani za
dojencad, sladu i pivu.

Najvazniji trihoteceni su:
tip A: T-2 toksin, HT-2 toksin i diacetoksiscirpenol (DAS)
tip B: nivalenol (NIV), deoksinivalenol (DON), fuzarenon X (FUS X), 3-acetil-deoksinivalenol (3-ac-

DON), i 15-acetil-deoksinivalenol (15-ac-DON).

NaijtoksiCniji su T-2 toksin i diacetoksiscirpenol koji izazivaju niz gastrointestinalnih, dermatoloskih i
neuroloSkih simptoma na tretiranim pokusnim i domacéim Zivotinjama (Bennet i Klich, 2003). Kod ljudi
se trovanje najceSée povezuje s probavnim i imunotoksiénim posljedicama (Murphy i sur., 2006).
Primjerice, zabiljezeno je viSe sluCajeva masovne pojave tzv. alimentarne toksi¢ne aleukije (upala
Zelu€ane i crijevne sluznice, leukopenija, anemija, sepsa, itd.) nakon konzumacije pljesnivog Zita u

Rusiji (Bennet i Klich, 2003), koja se povezuje s izlozenosc¢u T-2 toksinu.

1.4.1. Deoksinivalenol

Deoksinivalenol (DON, vomitoksin), tetraciklicki epoksi-seskviterpen, pripada tipu B
trihotecenskih mikotoksina (Tlrker i Gimus, 2009), a prvi je puta izoliran iz oSte¢enih zrna jeCma
1972. godine. Javlja se uglavnom kod Zitarica poput pSenice, je€ma i kukuruza, a rjede kod zobi, rize i
razi. Produkcija deoksinivalenola primarno je povezana sa Fusarium graminerarum i Fusarium
culmorum, a naroCito mu pogoduju vlaznija klimatska podneblja (aktivnost vode od 0,97) i temperatura
od 25-28°C (Doohan i sur., 2003, National Toxikology Program, 2009).

DON je bezbojan prah, topiv je u polarnim otapalima poput vode, metanola, etanola,
acetonitrila i etil-acetata. Stabilan je tijekom skladiStenja, mljevenja, prerade i toplinske obrade hrane
(National Toxicology Program, 2009). Pretpostavlja se da moze biti prisutan i u proizvodima
Zivotinjskog podrijetla poput mesa i mlijeka (Cavret i Lecoeur, 2006). Medutim, u buragu prezivaca
DON se metabolizira u DON-1 koji je znatno manje toksi¢an od izvorne forme. DON i njegovi
metaboliti brzo se izluCuju iz organizma prije svega urinom, ali u vrlo malim koncentracijama i
mlijekom (Whitlow i sur., 2006).
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DON se smatra manje toksi¢nim trihotecenom, ali je vazan zbog kontaminacije hrane diliem
svijeta (Valpoti¢ i Serman, 2006).

Deoksinivalenol se vrlo Cesto moze naéi u zitaricama, uglavhom zajedno s 3-
acetildeoksinivalenolom i 15-acetildeoksinivalenolom (Pathre i Mirocha, 1978; Marpegan i sur 1988;
Birzele i sur 2000; Fazekas i sur 2000).

2. Karakterizacija opasnosti

lako su danas dobro poznati mehanizmi djelovanja pojedinih mikotoksina i utvrdene toksicne
doze i granice tolerancije, ucestalost pojavljivanja otvara pitanja interakcije viSe toksina istovremeno u
manifestiranju toksi¢nog ucinka. Na primjer, dok su DON i fumonizin B1 pojedinacno pokazali tek
slabe znakove smanjenog dnevnog prirasta u svinja, istovremena izloZzenost je zna¢ajno smanjila rast
(Harvey i sur., 1996). Stoga treba imati na umu da su ciljni organizmi Cesto izlozeni kombinacijama

mikotoksina koje djeluju sinergisti¢ki u izazivanju toksic¢nosti.

2.1. Aflatoksikoze

Aflatoksikoze se mogu definirati kao trovanja uzrokovana aflatoksinima (Janssen i sur., 1997).
Dijele se na perakutne, akutne, subakutne i kroniéne. Perakutno trovanje uzrokuje kolaps i smrt ve¢
nekoliko sati nakon uzimanja zatrovane hrane. Akutni i subakutni oblici javljaju se nakon uzimanja
kontaminirane hrane kao hepatotoksikoza i nefrotoksikoza. Patomorfolosko otrovanje obiljezava
bliedo¢a jetre s mozai¢nim nekrozama parenhima i hemorargijom, dok je u bubrezima prisutan
glomerulonefritis. Kroni¢na aflatoksikoza odlikuje se kongestijom jetre sa jako izrazenim simptomima
nekroze, hemorargije i proliferacijom epitelijskih stanica zu¢ovoda (Ozegovi¢ i Pepeljnjak, 1995). AFB1
jedan je od najznacajnijih prirodnih karcinogena sa izrazito visokom toksi¢noScéu te je po preporuci
Agencije za istrazivanje raka IARC, (International Agency for Research on Cancer) svrstan je u
skupinu 1 tj. skupinu spojeva s dokazanim karcinogenim ucinkom u ljudi
Uzroénik je karcinoma jetre, jednog od ucestalijih karcinoma u razvijenim zemljama (Wogan, 1999).
Takoder, neka istrazivanja upucéuju na sinergistiCke ucinke aflatoksina i hepatitisa B kao uzrocnika
karcinoma jetre u ljudi (Henry i sur., 2002). Kroni¢na izloZzenost AFB1 kod riba uzrokuje tumor jetre,
koji se pojavljuje kao blijedozute lezije i takoder mogu se Siriti do bubrega. Visoka je stopa uginuca.
Nadalje, aflatoksikoze imaju depresivan ucinak na imunoloski sustav, zbog <{ega su ribe
kontaminirane aflatoksinima vide osjetljivije na bakterijske, virusne ili parazitarne bolesti. (Russo i
Yanong, 2002).
AFM+ je karcinogen za Zivotinje, te se procjenjuje da je karcinogen za ljude, ali sa znatno nizim

potencijalom nego AFB1 (van Egmond i Speijers, 1990).
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2.2. Mikotoksikoza uzrokovana zearalenonom

Mikotoksikoza uzrokovana zearalenonnom kod sisavaca se ocituje oticanjem spolnih organa,
edemom vulve, uterusa i vagine, hipertrofijom mlijecne Zlijezde, grli¢a i stijenke maternice, stanicnom
proliferacijom uterinih Zlijezda, koCenjem spolnih funkcija u hipotalamusu te u prednjem reznju
hipofize i gonadama kod oba spola sisavaca. (Srebocan, 1993, Ozegovi¢ i Pepeljnjak, 1995., i
Hussein i Brasel, 2001.). Pri teZim oblicima otrovanja javljaju se prolapsus rodnice i rektuma, paraliza
straznjih nogu i smrt. U nerastova zearalenon smanjuje koncentraciju testosterona, tezinu testisa i
spermatogenezu pa svinje pokazuju karakteristike feminizacije (atrofiju testisa i povec¢anje dojki) i
smanjeni libido (Miraglia i sur., 1998, Pepeljnjak i sur., 2008).

Visoke koncentracije zearalenona (50 -100 mg/kg) utjeCu negativno na ovulaciju, zacCecCe,
usadivanje i razvoj zametka (Pepeljnjak i sur., 2008), a nakon duze izloZzenosti mogu zaustaviti
normalni reproduktivni ciklus (Ozegovi¢ i Pepeljnjak, 1995).

Uoceni su preuranjeni pubertetni simptomi kod djece u Cijoj je plazmi bila detektirana
prisutnost zearalenona. ZEA je u devedesetim godinama 20. stolje¢a pronaden u krvi djevojcica s
preuranjenim spolnim sazrijevanjem (Portoriko) koje su se hranile hranom kontaminiranom ZEA
(Saenz DE Rodrigez, 1984) te kod djevojcica s preuranjenim pubertetom (Madarska), koje su se
hranile organski uzgojenom hranom u kojoj je takoder bio prisutan spomenuti mikotoksin (Szuets i
sur., 1997).

2.3. Mikotoksikoza uzrokovana fumonizinom

Malo je relevantnih podataka koji se odnose na metabolizam FB1 kod ljudi. Kod
eksperimentalnih Zivotinja apsorpcija je vrlo slaba te je brza eliminacija urinom i fecesom. Vrlo male
koli¢ine fumonizina zaostaju u jetri i bubregu (WHO, 2000). Literaturni podaci navode da se fumonizini
mogu povezati s rakom jednjaka kod ljudi, dok kod Stakora uzrokuju rak jetre, a kod svinja pluéni
edem (Valpotié i Serman, 2006). Fumonizini uzrokuju leukoencefalomalaciju konja, magaraca i mula
odnosno omeks$avanje bijele tvari u mozgu (Richard, 2007) te pluéne edeme u svinja (Dela$, 2010).
IARC je zbog premalo epidemioloski istrazivanja na ljudima i zbog dovoljno dokaza karcinogenosti za

zivotinje uvrstila FB1 u skupinu 2B.

2.4. Mikotoksikoza uzrokovana deoksinivalenolom i njegovim derivatima

Deoksinivalenol i njegovi derivati najéeSée u svinja iritiraju sluznicu probavnog trakta uz pojavu
pojacanog slinjenja, odbijanja hrane te povra¢anje (Vesonder i sur. 1979). Takva karakteristicna kliniCka
slika rezultira odbijanjem hrane, ili smanjenim konzumiranjem hrane, odnosno povracanjem uzete
hrane. Kod ljudi izloZenih kontaminiranim Zitaricama uzrokuje akutnu muéninu, povraéanje, proljev, bol

u trbuhu, glavobolju, vrtoglavicu i groznicu (National Toxicology Program, 2009). Djelatna koli¢ina

16

ZNANSTVENO MISLJENJE 0B-34-01



2
v
HRVATSKA AGENCLIA ZA HRANU

HRVATSKA AGENCIJA ZA HRANU Znanstveno misljenje o mikotoksinima u hrani za Zivotinje

toksina je prema literaturnim podacima dubiozna, jer su zivotinje odbijale hranu s 0,5 mg/kg vomitoksina
(Bergsjo i sur., 1992), 0,3-0,7 mg/kg nije izazvao ozbiljnije posljedice osim smanjenog uzimanja hrane
(Trenholm i sur., 1983), ali slican ucinak kod prasadi ima koli¢ina od 2 mg/kg (Trenholm i sur., 1984), s
time kako prirodno stvoreni mikotoksin ima bolji u€inak od proci§éenog (Prelusky i sur., 1994).

IARC je 1993. godine zaklju¢ila da ne postoji dovoljno dokaza na eksperimentalnim
zivotinjama koji ukazuju na karcinogenost DON-a te ga je svrstala u skupinu 3. Medutim, dokazano je
sinergistiCko djelovanje DON-a u kombinaciji s drugim mikotoksinima, npr. u kombinaciji s aflatoksin-

om B1 ima izrazajnije mutageno djelovanje (National Toxikology Program, 2009).

3. Procjena izloZzenosti

3.1. Metode odredivanja mikotoksina

Zbog tendencije mikotoksina da nastaju u neravnomjerno rasporedenim toCkama unutar mase
uroda, nuzno je uzeti uzorak koji je reprezentativan za ukupnu koli¢inu rasute poSiljke ili pohranjenih
sirovina za proizvodnju sto¢ne hrane. Uzorkovanje je svakako kriti€na tocka procjene kontaminacije
jer nereprezentativan uzorak moze navesti na krive zakljucke o stanju sirovine ili proizvoda (Turner i
sur., 2009).

Mikotoksini mogu izazivati Stetne posljedice kod niskih koncentracija te je za analizu potrebno
primijeniti pouzdane i osjetljive metode. Ovisno o raspolozivoj opremi, simultana analiza veéeg broja
mikotoksina moze biti problem zbog razli¢ite strukture i svojstava ovih spojeva. Poseban problem
predstavljaju i tzv. maskirani mikotoksini za Ciju je kvantifikaciju nuzno postojanje odgovarajuéih
standarda ili se uzorak moze podvréi kiselinskoj, alkalnoj ili enzimskoj hidrolizi radi oslobadanja
mikotoksina iz konjugata. Zbog zakonske regulative vezane uz maksimalne koli¢ine mikotoksina u
raznim matriksima, posljednjih godina raste potraznja za jednostavnijim, brzim i jeftinijim nacinima
analize, koje moze provoditi i neznanstveno osoblje. Osim testova za brzu kvalitativhu analizu poput
lateralnog proto€nog testa (lateral flow test), na terenu su takoder popularni prijenosni uredaji za brzu

kvantitivnu analizu (Goryacheva i De Saeger, 2011).

Ekstrakcija mikotoksina iz uzorka ovisi o strukturi ciljnog spoja, pri ¢emu se polarni metaboliti
(npr. fumonizini) ekstrahiraju polarnim otapalima, dok ¢e se organska otapala koristiti za izdvajanje
hidrofobnih spojeva poput aflatoksina.Odabir ekstrakcijskog sredstva ili kombinacije otapala ovisi i 0
vrsti matriksa u kojem se mikotoksini nalaze. Nakon ekstrakcije, kod provedbe vecine metoda osim
ELISA postupaka te onih koje uklju€uju primjenu visokoosjetljivih LC-MS/MS uredaja, slijedi
prediretman uzoraka tj. preiS¢avanje ekstrakta. Tzv. clean up je vrlo vazan korak u pripremi analize
jer Cisto¢a ekstrakta utjeCe na osjetljivost analize (Turner i sur., 2009). Naime, interferirajuce

supstance mogu maskirati signal analizirane tvari koja se u uzorku nalazi u vrlo malim
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koncentracijama. Metode koje se primjenjuju ukljuuju tekucinsko-tekucinsku ekstrakciju koja se
bazira na razli€itoj topljivosti toksina u vodenoj i nemjeSivoj fazi organskog otapala. Ekstrakcija
superkritiénim fluidima iz matriksa je vrlo udinkovita, ali i skupa tehnika. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi
(solid phase extraction, SPE) kombinira ekstrakciju i preciS¢avanje uzorkai te ukljuuje primjenu
jednokratnih kromatografskih kolona kroz koje se ekstrakt propusta. Ovisno o &vrstoj fazi (C18
silikagel, silikati, polimerne smole, ionsko-izmjenjivacke tvari, antitijela, polimeri s molekularnim
biliegom (molecularly imprinted polymers, MIP) i dr. (Maragos, 2009)) necisto¢e se zadrzavaju na
koloni ili ispiru s kolone, nakon ¢ega se eluira Cisti ektrakt s kolone. SPE kolone se primjenjuju u
brojnim protokolima ne samo zbog brzine i manje potroSnje otapala, nego i zbog u€inka koncentriranja
toksina koje neke izvedbe kolona omoguéuju. Takoder se sve viSe koristi mikroekstrakcijska SPME
(solid phase microextraction) metoda kod koje se primjenjuje sonda na &ijem se vrhu nalazi sloj Evrste
faze koji se uranja u ekstrakt (Turner i sur., 2009). Za analizu krutina koristi se i disperzija matriksa i
Cvrste faze (matrix solid phase dispersion, MSPD), pri ¢emu se mijeSaju Cvrsta faza (dijatomejska

zemlja) i uzorak, nakon ¢ega se mjeSavina prebaci u kolonu i ekstrahira odgovaraju¢im otapalom.

Separacija analita iz ekstrakta moze se provesti tankoslojnom kromatografijom (thin layer
chromatography, TLC), visokotlatnom tekucéinskom kromatografijom (high performance liquid
chromatography, HPLC), plinskom kromatografijom (gas chromatography, GC), ili kapilarnom
elektroforezom (capillary electrophoresis, CE) (Turner i sur., 2009). lako je HPLC uglavnom pretekla
TLC po popularnosti, potonja tehnika se i dalje koristi zbog brze provedbe, niske cijene i lakoce
identifikacije ciljnih spojeva, iako je preciS¢avanje uzoraka nuzno. HPLC Koristi razliite kolone za
razdvajanje toksina na temelju polarnosti te se detekcija obavlja uz UV/Vis, fluorescentne detektore,
masene spektrometre (MS), itd. Ponekad je nuzna pred- ili postkolonska derivatizacija mikotoksina
prije detekcije, iako kod veéine metoda detekciji prethodi samo preciS¢avanje na SPE kolonama i
separacija na HPLC-u.GC je obi¢no povezan s MS-om, plameno-ionizacijskim detektorom ili
Fourierovim transformacijskim infracrvenim spektrometrom za detekciju hlapljivih tvari. Kako vecina
mikotoksina nije hlapljiva, provodi se prethodna derivatizacija sililacijom ili polifluoroacilacijom.
Razdvajanje mikotoksina u elektricnom polju prema naboju i masi princip je rada CE. Opisane su
osjetljive metode analize aflatoksina i fumonizina primjenom fluorescentnog detektora. Kombinacije
HPLC-a ili GC-a s MS-om (GC-MS, LC-MS ili LC-MS/MS) su postale standardne metode detekcije u
industriji jer omogucavaju toénu i specificnu detekciju toksina (Krska i Molinelli, 2007). Postoji velik
broj varijacija ionizatora i analizatora koji su se pokazali u€inkovitim u analizi mikotoksina. Ipak,
moderne izvedbe LC-MS/MS-a visoke osjetljivosti omogucéavaju i istovremenu analizu veéeg broja
mikotoksina, eventualno uz odvojenu ekstrakciju pojedinih spojeva i objedinjavanje ekstrakata prije
injiciranja u uredaj. Nedostaci hibridnih tehnika su visoka cijena uredaja, posebni zahtjevi za

laboratorije te ograni¢enja vezana za vrstu otapala koja se mogu rabiti u ekstrakciji i separaciji.

Osim separacijskih tehnika, ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) je na$la Siroku
primjenu u analizi mikotoksina (Goryacheva i De Saeger, 2011). Kompetitivha verzija tehnike se

najcesée koristi i ukljucuje dodatak konjugata toksina i enzima ekstraktu uzorka. Vezanje konjugata za
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mikrotitarske ploCice s imobiliziranim antitijelom je, zbog kompeticije, obrnuto proporcionalno koliini
mikotoksina u uzorku, pri emu se dodaje supstrat koji s enzimom daje obojeni produkt koji se
odreduje spektrometrijski. Razvijene metode za analizu mikotoksina primjenom komercijalnih kitova
su brze, specifi¢ne te relativno jeftine i jednostavne u provedbi (takoder pogodne za terenski rad), iako
je osjetljivost slabija od HPLC tehnika. Uo€eno je i podcjenjivanje ili, ¢e$c¢e, precjenjivanje koli¢ine
mikotoksina u odnosu na rezultate dobivene HPLC-om. Ovo je najées$¢e vezano uz u€inak matriksa i
prisustvo spojeva slicne grade, uklju€uju¢i maskirane mikotoksine, koji mogu reagirati s antitijelom
(Goryacheva i De Saeger, 2011). Fluorometarska analiza je takoder u€inkovita tehnika odredivanja
mikotoksina. Preduvijet kvalitetne analize je uklanjanje ostalih fluoresciraju¢ih tvari koje mogu utjecati

na rezultate, najéeS¢e nekom od SPE tehnika, te derivatizacija radi jacanja fluorescentnog signala.

3.2. Kontaminiranost hrane za zivotinje mikotoksinima

Kakva je zdravstvena vrijednost hrane za Zivotinje glede plijesni, govori i podatak FAO-a, da
je danas oko 25-35 % te hrane kontaminirano plijesnima (Jard i sur. 2009). Ove podatke u odredenoj
mijeri potvrduju domaca istrazivanja, gdje je kroz 30 god. praéena pojava plijesni roda Fusarium i
Penicifllium, pri ¢emu je konstatirana podjednaka (40-60%) zastupljenost u usjevima, zbog ¢ega su
zitarice i druga krmiva €esto kontaminirani okratoksinom A (OTA) i zearalenonom (ZEA) od 20-30 %
uzoraka.

Specificnost mikotoksina je u velikim osciliranjima ucestalosti koja se prema navodima
Pepeljnjaka i Segvi¢-Klarié (2004.) tijiekom 4 godine (1975.-79. g.) ispitivanja ZEA- a i T-2 toksina na
kukuruzu i drugim zitaricama varirala od 2,6-46%. Maksimalne koncentracije ZEA-a su izmjerene
(1978/79.) od 275,8 mg/kg, a T-2 toksina 20,5 mg/kg. U istom razdoblju visoku koncentraciju
mikotoksina ocekivano je pratila i povecana ucestalost kontaminacije usjeva plijesnima roda

Fusarium.

Tablica 1. Sto¢na hrana i njeni primarni mikotoksin

Mikotoksini Krmiva

Aflatoksini Sirak, soja, kukuruz, pSenica, je€am
Okratoksini Je¢am, zob, pSenica, raz

Trihoteceni JeCam, zob, sirak, soja, kukuruz, pSenica
Fumonizini Kukuruz, soja, sirak

Zearalenon Je€am, sirak, kukuruz, pSenica, silaza (trava,
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leguminoze, kukuruz)

Ergot alkaloidi Raz i druge Zitarice

Toksini vlasulja Vlasulje idruge vrste trava

Lolitermi, Peramin, Ergot alkaloidi

Roquefortin Silaza (trava, kukuruz, leguminoze)
Citrinin JeCam, pSenica, zob, kukuruz
Ciklopijazoni¢na kiselina Kukuruz, pSenica

Patulin Silaza (trava, kukuruz, leguminoze)

Zitarice kao najvaznija skupina koncentriranih krmiva vazan su izvor energije za sve
kategorije Zivotinja, i dominantna su krmiva u koncentriranim smjesama, pa su zato moguci izvor
kontaminiranosti hrane za zivotinje. Na domacem trziStu Zzitarice su najée$¢e kontaminirane
trihotecenima, fumonizinima B1 (FB1) i B2 (FB2), okratoksinom A (OTA) i zearalenonom (ZEA). No, u
uvjetima opce globalizacije trzista krmiva za hranu za Zivotinje ne treba zanemariti realnu opasnost i
od ostalih mikotoksina kao $to su aflatoksini i okratoksini.

Rezultati analize uzoraka kukuruza svih Zupanija Hrvatske pokazali su vrlo veliku ucestalost
kontaminacije s FB+1 (100%) i veliku uCestalost kontaminacije sa ZEA (84%), dok su ostali mikotoksini
znatno rjede prisutni. Analizirajuéi prisutnost okratoksina A u 49 uzoraka kukuruza na podrucju
Cetrnaest (14) zupanija, Peraica i sur. (2004) su konstatirali da je ova zitarica kontaminirana OTA-om
u 39 % uzoraka, ali je koncentracija pozitivnih uzoraka bila niska (1,47 pg/kg).

Ispitivanjem koontaminacije 15 uzoraka kukuruza sakupljenih u Hrvatskoj 2002. god. utvrdeno
je da su svi uzorci sadrzavali plijesni roda Fusarium i Penicillium spp, a u 5 uzoraka i Aspergiflus spp.
Toksinogene su plijesni koje sintetiziraju fumonizine pronadene u 14 uzoraka, a toksinogene plijesni
zearalenona u svim uzorcima. U ispitivanim uzorcima nadeni su mikotoksini FB1(15/15), ZEA (12/15),
OTA (7/15) i FB2 (2/15).

Istrazivanje 2007. god. na 80 uzoraka zitarica, uljane repice i krmnih smjesa, na seoskim
gospodarstvima u tri zupanije (Varazdinska, Brodsko-Posavska i Osjecko-Baranjska). Rezultati su
potvrdili prisutnost plijesni roda Rhizopus 56,2 %, Aspergillus 37,5 %, Penicilium 35,5%, i Fusarium
21,2 %. U ovom istrazivanju ipak nije dokazana toksigenost sojeva Aspergilus flavus, nije utvrdena
prisutnost aflatoksina, a niti u sojevima Fusaria nije dokazana prisutnost zearalenona, fumonizina, i
trinotecena.

MikotoksikoloSka analiza na 37 uzoraka zitarica iz seoskih gospodarstava s podrucja
endemske nefropatije pokazali su znatno drugadije rezultate (Segvié Klari¢ M, Pepeljnjak S, Cvetni¢ Z,

Kosalec |. Komparacija ELISA i TLC/HPLC metoda za odredivanje ZEA i OTA u Zitaricama i krmi.
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Krmiva 2008; 50: 235-244). ZEA je naden u 91,9 % uzoraka, u konc. od 6,6 - 1168 ug/kg, aflatoksini
u 40,5 % uzoraka, u konc. od 1,1 - 10,3 pg/kg, fumonizini u 27 % uzoraka u konc. od 200 - 20700
pag/kg, a okratoksin A u 21,6 % uzoraka u konc. od 2 - 31,7 pg/kg. Komtaminiranost Zitarica s dva
mikotoksina utvrdena je u 35 % uzoraka, s tri mikotoksina utvrdena je u 19 % uzoraka, a s Cetiri
mikotoksina utvrdena je u 2,7 % uzoraka.

Segvié-Klari¢ i Pepelinjak (2004) su tijekom 20 god. (1980.-1997.) provodedi ispitivanje na
sto€nim krmivima i animalnim proizvodima utvrdivali toksikogeni potencijal Aspergillus, Penicillium i
Fusarium vrsta, koje se javljaju kao ucestali kontaminanti uzoraka hrane i hrane za zivotinje. U
spomenutom razdoblju Aspergillus vrste (A. ochraceus, A. flavus, A. parasificus) utvrdene su u visokoj
uCestalosti u uzorcima suhomesnatih proizvoda, uskladistenim zitaricama i grahu (59 - 70%). Tijekom
posliednjih 6 godina sakupljani su uzorci kukuruza prezimjelog u polju i uskladistenog u
domacdinstvima na podru¢ju EN (endemske nefropatije) u Hrvatskoj, pri ¢emu je utvrdena visoka
uCestalost Fusariumvrsta (70 %), najvise F. verticillioides (40 %).

Puntari¢ i sur. (2004) ispitivali su prisutnosti aflatoksina i okratoksina A u razliitim
prehrambenim namirnicama u nas. Prisutnost aflatoksina evidentirana je u 11,9 % uzoraka, a
okratoksina tek u 1,5 % slu€ajeva, pri éemu su sve koncentracije prema Pravilniku (NN 39/2003) i
direktivi Europske Unije bile ispod maksimalno dopustenih koncentracija. lako su koncentracije
utvrdenih mikotoksina u dozvoljenim koncentracijama, autori ipak napominju da se kontrola na
prisutnost mikotoksina u hrani za ljude mora sustavno provoditi. Naglasili su da zbog neravhomjernog
rasporeda mikotoksina u hrani posebnu pozornost valja obratiti nadinu uzorkovanja i koli¢ini uzorka
koji bi bio reprezentativan.

Jaki¢-Dimi¢ i sur. (2010) su u Republici Srbiji istrazivali prisutnost plijesni u kukuruzu i pSenici
(747 uzorka) te gotovoj hrani za perad (263 uzorka) tijekom pet (5) godina (ELISA). MikoloSkom
analizom Zitarica utvrdili su na ¢ak 70 % uzoraka veéu koncentraciju plijesni od Pravilnikom
dopustene, a najvedi intenzitet zagadenosti plijesnima je evidentiran na prirodno suSenom kukuruzu.
U gotovim krmnim smjesama za perad sadrzaj plijesni je bio ispod maksimalno dozvoljenih vrijednosti.
MikotoksikoloSkom analizom u velikom broju uzoraka je utvrdena prisutnost mikotoksina, ali u
dopustenim vrijednostima prema Pravilniku. Najveca prisutnost je bila zearalenona (64,6 %), potom
okratoksina ( 44,6 %), aflatoksina (18,7 %) i T-2 toksina (5,4 %). Autori zakljuCuju da je istrazivanje
potvrdilo kontaminiranost krmiva i sto€ne hrane plijesnima i njihovim metabolitima, te da se zbog toga
pracenje miktoksina u sto¢noj hrani treba sustavno kontrolirani.

U posljednje vrijeme sijanjem visokorodnih hibrida nedovoljne bioloSke otpornosti, primjena
suvremene tehnike zetve, pra¢ena neodgovaraju¢im uvjetima transporta i skladiStenja, osobito u

meteoroloski nepovoljnim godinama, dodatno utje€e na razvoj bolesti, a time i na pojavu mikotoksina.
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Ovu tvrdnju potkrjepljuje istrazivanje u€estalosti mikotoksina u Zitaricama i grahu tijekom 1991. god. i
tijekom Domovinskog rata, pri ¢emu je zabiljezena povecana koncentracija ZEA (do 19,9 mg/kg) i
DON-a (do 12,4 mg/kg), Sto je posljedica povecane kontaminacije Fusarium vrsta u polju tijekom
vegetacije. Istim ispitivanjem na kukuruzu takoder je utvrdeno povecanje koncentracije ovih
mikotoksina (ZEA do 10,7 mg/kg, i T-2 do 25,5 mg/kg).

S obzirom na statisti¢ki prosjek (1999.-2001.) potroSnje zitarica po stanovniku (112,4 kg),
prosjeCne ukupne koli€ine unosa mikotoksina godiSnje su oko 8,7 mg. Ko-kontaminacija hrane
nefrotoksinima (OTA i fumonizini) i njihov moguéi sinergizam moze doprinijeti razvoju EN. Takoder,
istodobno pojavljivanje fuzariotoksina (trihotecena, ZEA i fumonizina) i OTA moze doprinijeti razvoju
sekundarnih infekcija i tumora, ovisno o dozi i vremenu izlozenosti. Svjetski znanstvenici istiCu da
unato¢ tome S§to ove bolesti nisu zarazne, ne izazivaju uginu¢a Zzivotinja, niti pandemije u ljudi,
objektivno predstavljaju veliku opasnost s obzirom na kumulativno djelovanje vise mikotoksina tijekom

nekoliko godina.

3.3. Cimbenici koji utjedu na rast mikotoksikogenih gljiva i produkciju mikotoksina

Gljive su se tijekom evolucije prilagodile zivotu na razli€itim supstratima i razli€itim agroekoloskim
uvjetima. Fitopatogene gljive opcenito, ukljuCujuci i one koje produciraju mikotoksine, mogu zaraziti
bilike tijekom vegetacije na polju, tijekom zetve, manipulacije do skladista i tijekom skladistenja.
Obzirom na vrijeme infekcije biljaka i njihovih proizvoda toksikogene gljive se mogu podijeliti u tri
grupe (Suttajit, 1989.): gljive koje zarazavaju biljke u polju koje za infekciju i razvoj, u pravilu, trebaju
visoku vlagu zraka ili vlaznost tla (Fusarium, Alternaria), skladiSne gljive koje nemaju velike zahtjeve
za vlagom (Aspergillus, Penicillium) i gliive koje naseljavaju samo prethodno oStec¢ena tkiva
(Rhizopus, Mucor, Chaefomium, neke Aspergillus vrste). Prisustvo simptoma na zarazenim biljkama
ne znaci nuzno i kontaminaciju biljaka i biljnih proizvoda mikotoksinima, kao $to niti odsustvo
simptoma ne znadi da biljka nije inficirana i da nema sinteze toksina.

Metabolizam gljiva, a time i produkcija mikotoksina, pod znacajnim su utjecajem vanjskih
¢imbenika, pa je tako utvrdeno da je u godinama povoljnim za razvoj fuzarijske palezi klasa koli¢ina
DON-a u pSeni¢nom brasnu dva do tri puta veéa u odnosu na godine s izratito suSnim vremenom u
periodu od cvjetanja p$enice do kraja vegetacije (Cosié i sur., 2006.). Infekcija biljaka, rast i razvoj
gliiva u biljinom organizmu i sinteza mikotoksina ovise o temperaturi okoline, aktivitetu vode, relativnoj
vlazi zraka i vlazi tla, pH sredine, prisustvu/odsustvu Kkisika, prisustvu/odsustvu kompetitora,
sposobnosti izolata gljive za produkciju mikotoksina, koli€ini inokuluma, ishrani biljaka,
prisustvu/odsustvu Stetnika i primjeni fungicida i njihovoj medusobnoj interakciji.

Temperatura je znacCajan Cimbenik koji utjeCe na infekciju i razvoj bolesti kao i na sintezu

mikotoksina. Vecina fitopatogenih gljiva prisutnih u podru¢jima umjereno kontinentalne klime se
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razvija u Sirokom temperaturnom rasponu izmedu 5 i 35°C, a optimalne temperature za sintezu
mikotoksina u pravilu su nesto nize od optimalnih za rast i razvoj gljive. Aspergillus flavus i Aspergillus
parasiticus su dominantno gljive aridnih, semiaridnih i tropskih podrugja, iako ih nalazimo i u drugim
podrucjima i razvijaju se na temperaturama izmedu 10 i 43°C, a aflatoksin sintetiziraju na
temperaturama izmedu 12 i 40°C (Koehler i sur. 1985., Bock i sur. 2004.). Za infekciju i razvoj
najznacajnijih uzro¢nika fuzarijske trulezi klipa i zrna kukuruza (Fusarium verticillioides, Fusarium
subglutinans, Fusarium graminearum) optimalne temperature su izmedu 20 i 25°C (Cosié i Vrandegi¢
2002., Cosié i sur. 2004., Svitlica i sur. 2011.). Optimalna temperatura za sintezu aflatoksina je izmedu
25 i 30°C (Faraj i sur. 1991.), fumonizina B1 i B2 je izmedu 24 i 25°C (Dilkin i sur. 2002.), DON-a
izmedu 20 i 25°C (Ramirez i sur. 2005., Schmidt-Heydt i sur. 2011.), a zearalenona 25°C (Milano i
Lopez 1991.).

Gljive za svoj razvoj i produkciju mikotoksina trebaju povec¢anu koli€inu vode. Optimalna relativha
vlaga zraka za navedene procese je, kod vecine gljiva, iznad 85%, a kod nekih i iznad 90 ili 95%.
Visoka relativha vlaka zraka ne znaci nuzno i velike koli¢ine oborina. UCestale vrlo male koli€ine kiSe
(npr. 0,5 do 1 mm) ili jake dugotrajne rose, Sto je uobiCajena pojava u nasim krajevima, dovoljne su za
odrzavanje povoljne mikroklime u usjevu $to je npr. izrazito povoljno za razvoj fuzarijske palezi klasa,
a time i za ja¢u kontaminaciju mikotoksinima koje te gljive produciraju. Optimalna vrijednost aktiviteta
vode za produkciju mikotoksina je visoka i iznosi za aflatoksine 0,95 do 0,99 (Faraj i sur. 1991.),
fumonizine 0,956 do 0,958 (Marin i sur. 1995.), zearalenon 0,95 do 0,97 (Jimenez i sur. 1996.) i DON
0,995 (Ramirez i sur. 2006.).

Uzroc€nici plijesni se, opéenito, razvijaju u Sirokom rasponu vrijednosti pH (3,0-8,0) s optimumom
izmedu 5,0 i 6,0. Vrste roda Aspergillus tolerantije su na alkalnu, a vrste roda Penicillium na jace
kiselu sredinu (Wheeler i sur. 1991.). Prema Svitlica (2010.) Fusarium graminearum, F. verticillioides i
F. subglutinans se najbrze razvijaju kod pH 6,5, iako se dobro razvijaju i kod pH 7,0.

Sve gljive koje zarazavaju bilike i biline dijelove i/ili kontaminiraju proizvode za ljudsku i sto€nu
ishranu za zivotne procese trebaju kisik, a podjednako su im znacajni kisik iz zraka i onaj koji se nalazi
u kontaminiranom/zarazenom supstratu. Ipak valja naglasiti da se neke gljive mogu razvijati i pri vrlo
niskim koncentracijama kisika odnosno visokim koncentracijama COx.

Prisutnost nekih bakterija i gljiva moze zna€ajno usporiti ili potpuno sprijeciti rast gljiva i produkciju
mikotoksina. Supresivno djelovanje razli€itih gljiva na rast i razvoj fitopatogenih gljiva utvrdili su mnogi
znanstvenici. Tako je za neke izolate gljiva Trichoderma viride i Rhodococcus erythropolis (Reddy i
sur. 2010.) i Trichoderma harzianum (Aglero i sur. 2008.) utvrdeno antagonisticko djelovanje na
Aspergillus flavus. Osim na navedenu vrstu vrste iz roda 7richoderma imaju znacéajno antagonisti¢ko
djelovanje i na vrste iz rodova Fusarium, Sclerofinia i Cladosporium (Barbosa i sur. 2001., Louzada i
sur. 2009., Carvalho i sur. 2011.)

Svi izolati iste Fusarium vrste ne produciraju jednaku koli€inu mikotoksina (Bagi i sur. 2000,
Ferreira Geraldo i sur. 2006, Cosi¢ i sur. 2008.), a sposobnost sinteze ovisi 0 genotipu producenta i

uvjetima okoline. Istrazivanjima sposobnosti produkcije DON-a za 14 izolata F. graminearum je
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utvrdeno da je koli¢ina toksina u zrnu pSenice nakon umjetne infekcije varirala izmedu 2,51 i 12,14
mg/kg (Cosi¢ i sur. 2008.).

3.4. Rezultati studije pojavnosti mikotoksina u krmivima i krmnim smjesama u RH

Studija je provedena s ciljem prikazivanja stanja zarazenosti dominantnih krmiva (saéma soje,
kukuruz) koja koli¢inski €ine najveci udio u svih krmnih smjesa. Analiticka istrazivanja su provedena
kod 20 najvecih subjekata u proizvodnji hrane za Zivotinje u Republici Hrvatskoj. Obim i intenzitet
zarazenosti navedenih krmiva analiziran je na 300 uzoraka (181 kukuruza, 119 sacma soje) iz
vegetacijske godine 2011., a obuhvacéena su Cetiri (4) mikotoksina (aflatoksin, zearalenon,
deoksinivalenol, fumonizin). Uzorci su analizirani metodom ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay).

Tablica 2 prikazuje rezultate analize, prema kojoj je aflatoksin otkriven u 20% uzoraka u
rasponu koncentracije mikotoksina od 1-10 pg/kg, deoksinivalenol je otkriven u 27% uzoraka u
rasponu koncentracije mikotoksina od 55- 500 pg/kg, fumonizin je otkriven u 33% uzoraka u rasponu
koncentracije mikotoksina od 220-2000 pg/kg, a zearalenon je otkriven u 12% uzoraka u rasponu
koncentracije mikotoksina od 16-100 pg/kg.

Potrebno je istaknuti da analizirani uzorci sojine sa¢me potjecu iz Hrvatske i Brazila te da nije

uocena znacajna razlika u sadrzaju mikotoksina s obzirom na podrijetlo uzoraka.

Tablica 2. Broj uzoraka te relativha ucestalost pojave mikotoksina pri odredenoj koncentraciji

Aflatoksin (granica detekcije 1 pg/kg)

Uzorak Broj Udiou %, | Broj Udiou %, | Broj Udio u %,
uzoraka, <1,0 uzoraka, 1,0-2,0 uzoraka, 2,0-10,0
<1,0 yg’kg | pg/kg 1.0-2,0 Ha/kg 2,0-10,0 ua/kg

Hg/kg Hg/kg

1. Kukuruz 139 77 38 21 4

2.Saéma soje 100 84 19 16

3.Ukupno (1.42)) 239 80 57 19 4 1

Deoksinivalenol (granica detekcije 55 pg/kg)

Uzorak Broj Udiou %, | Broj Udiou %, | Broj Udio u %,
uzoraka, < 55,0 uzoraka, 55-200 uzoraka, 200-500
< 55,0 Ha/kg 55-200 Ha/kg 200-500 ua/kg
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Hg/kg Hg/kg Hg/kg

1. Kukuruz 135 75 36 20 10 6

2. Saéma soje 83 70 36 30 0

3.Ukupno (1.+2.) 218 73 72 24 10

Fumonizini (granica detekcije 220 pg/kg)

Uzorak Broj Udiou %, | Broj Udiou %, | Broj Udio u %,
uzoraka, < | <220,0 uzoraka, 220-1000 | uzoraka, 1000-
220,0 ug/kg 220-1000 ug/kg 1000-2000 | 2000
Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg

1. Kukuruz 81 45 59 33 41 23

2. Saéma soje 119 100 0 0 0 0

3.Ukupno (1.+2.) 200 67 59 20 41 14

Zearalenon (granica detekcije 16 pg/kg)

Uzorak Broj uzoraka, Udio u %, Broj uzoraka, Udio u %,
< 16,0 pg/kg <16,0 <16-100,0 ug/kg | < 16,0-100,0
Hg/kg Hg/kg
1. Kukuruz 180 99 1 1
2. Saéma soje 85 71 34 29
3. Ukupno (1.+2.) 265 88 35 12

Svi analizirani uzorci su zadovoljili odredbe vazeéeg Pravilnika (NN 80/2010) s obzirom na
maksimalno dozvoljenu razinu AFB: te preporuke Europske komisije (2006/576/EC) o najviSim
koncentracijama ZEA, ukupnih fumonizina, i DON-a u sto€noj hrani. Nije bilo razlike izmedu
koncentracija AFB+1, ZEA i DON-a u kukuruzu i sojinoj sami, dok fumonizini u potonjoj sirovini nisu ni

detektirani.

3.5 Neutralizacija i uklanjanje rizika od mikotoksina

Uzimajuci u obzir da je realna prisutnost kao i izrazen toksi¢an ucinak plijesni i mikotoksina u
sto€noj hrani s jedne strane, te da se higijenski sigurna hrana postavlja sve vazniji preduvjet na trzistu
sto¢ne hrane, svakim se danom sve veca paznja posvecuje usavrSavanju postojecih i primjeni novih
tehnoloskih postupaka u cilju prevencije i dekontaminacije mikotoksina u hrani (Hotger, 2000).

lako je znano da se prisutnost mikotoksina ne moze u potpunosti izbjeci, preporu¢ene mjere
prevencije u cilju spreCavanje pojave mikotoksina u hrani za Zivotinje odnose se na kvalitetnije

kontroliranje uvjeta proizvodnje i uvjeta skladiStenja (propionska kis. za zitarice, sijeno i silazu, COz,
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hladno skladi$tenje, suSenje zitarica, poboljSanje fermentacije kod siliranja-dodaci enzima, probiotika,
bakterija).

Tehnike kojima se razina mikotoksina moze smanijiti na toleriranu vrijednost je ciSc¢enje,
termic¢ka obrada te koriStenje adsorbenata mikotoksina. S obzirom na kontaminaciju mikotoksinima u
polju, u€inak ovih mjera ne moze u dovoljnoj mjeri smanjiti njihovu prisutnost u krmivima. Prema
Pravilniku o nepozeljnim i zabranjenim tvarima u hrani za zivotinje (NN 80/10) nije dozvoljeno
razriedivanje kontaminiranog krmiva s nekontaminiranim (Clanak 5. , proizvode koji sadrze nepozeljne
tvari u koli¢ini ve¢oj od najvecée dopustene koli¢ine zabranjeno je mijeSati u svrhu njihovog
razriedenja“). Na zalost, to se u praksi ¢esto provodi.

Kao neke od mogucih preventivnih mjera smanjenja pojavnosti mikotoksina je i stvaranje
otpornih genotipova, inhibicija razvoja plijesni i sinteze mikotoksina, spre€avanjem resorpcije
mikotoksina u probavnom sustavu, kao i dekontaminacija mikotoksina fizickim i kemijskim metodama.
Mehani¢ke metode. Dekontaminacija mikotoksina u hrani za zivotinje mehani¢kim metodama odnosi
se na CiSc¢enje (izdvajanje ostecenih, nerazvijenih, tamno obojenih zrna), a drugi postupak je skidanje
aleuronskog sloja krmiva koji je najviSe zarazen. Ovim nadinom je moguée smanijiti kontaminiranost i
do 30 %.

Kemijske metode. KoriStenje koktela organskih kiselina i soli kod konzerviranja krmiva.
Hidrotermicki tretmani. Ovdje se misli na ekstrudiranje, ekspandiranje, kondicioniranje i dr. No, ne
treba zaboraviti da su neki mikotoksini tremostabilni (trihoteceni, okratoksin A i patulin), te da se
zagrijavanjem ne smanjuje njihova toksi¢nost. Prema rezultatima dosada$nijih istrazivanja odredenim
toplinskim postupcima moze se smanijiti udio i aktivnost sljedec¢ih mikotoksina.

B Kuhanjem krmiva koli¢ina aflatoksina B1 se smanjuje 10 — 20 %

B Przenjem krmiva smanjuje se aflatoksini B1, G1, G2 za 40 — 50 %

B Pecenjem krmiva se smanjuje koli€ina aflatoksina za 10 — 17 %

pecenjem kruha alkaloidi ergotamini smanjuje se za 75-100 %

B Autoklaviranjem smanjuje se koli€ina aflatoksina za oko 67%

Ipak, vaznim se C¢ini kontrola temperature toplinskog postupka, jer u slu¢aju previsoke
temperature dolazi do pucanja zastitne opne i povec¢ava se slobodna intergranularna vodena para u
silosu.

Metoda mikofiksatora. Jedna od metoda dekontaminacije hrane mikotoksinima je smanjenje
bioraspolozivosti toksina u hrani, dodatkom aluminosilikatne gline, montmorillonit u obroku.
Montmorillonit je pokazao da potiCe rast i poboljSava ucinkovitost hrane (Tauquir i Nawaz, 2001),
smanjuju bakterijsku kontaminaciju crijeva (Venglovsky i sur., 1999), smanjuje Stetne ucinke
mikotoksina iz zagadene hrane (Schell i sur., 1993), te da Stite crijevnu sluznicu (Droy-Lefain i sur.,
1985).

Druga mogucénost su primjena organskih adsorbenasa kao $to je glukomanan proizveden iz

stienke stanice kvasca. Za razliku od prethodnih anorganskih ovi adsorbensi imaju bolji u€inak
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vezanja veéeg broja mikotoksina, termostabilan je, bio-razgradiv i aktivan je u Sirem rasponu pH
vrijednosti.
Kako su svojstva mikotoksina razli€ita, za neutralizaciju pojedinih mikotoksina primjenjuju se i

zasebne metode (stupanj apsorpcije, tremolabilnost).
Bilo kojom metodom detoksikacije hrane se sluzili, potrebno je udovoljiti sliedeéim uvjetima:

= da se mikotoksini transformiraju u netoksi¢ne spojeve,

= da se detoksikacijom spre¢ava novo stvaranje plijesni i toksina,

= da hrana ne mijenja nutritivnu vrijednost,

= da se detoksikacijom znacajnije ne mijenja fizicka karakteristika krmiva,

= metoda mora biti i ekonomski opravdana.

Znacaj navedenih mjera prevencije u borbi s mikotoksinima je viSestruko opravdan:

1. Mikotoksini se u krmivima javljaju bez izrazenih vanjskih znakova, skriveni su,

2. Ne postoji jedinstvena metoda dekontaminacije krmiva zarazenih mikotoksinima, niti se ista mogu
potpuno dekontaminirati,
Mikotoksini su kemijski stabilni spojevi i ne odstranjuju se postupkom tehnoloske obrade,

Kada se izazovu toksikoze ne postoji program lije€enja niti postoje specificirani lijekovi.

Ipak, mnoge od tih metoda su neprakti¢ne, neucinkovite i potencijalno nesigurne. NajvisSe
primjenjivana metoda za zastitu Zivotinja protiv mikotoksikoze je koridtenje adsorbensa pomijeSanog s

hranom (Ramos i Hernandez, 1997; Huwig i sur., 2001; Bakovi¢ i sur., 2000).

4. Karakterizacija rizika

Analizom sastojaka krmiva, EFSA je ustanovila visoku razinu pridrzavanja postojecih propisa o
maksimalno dozvoljenim koncentracijama AFB+1 u hrani za zivotinje (EFSA, 2004). Temeljem toga,
smatra da postojeca legislativa na zadovoljavajuci nacin &titi od nepozeljnih posljedica ne samo ciljne
zivotinjske vrste, nego i sprijeCava prelazak AFM+ u mlijeko. Buduci da nijedan analiziran uzorak
kukuruza ni sojine saéme s hrvatskog trziSta nije sadrzavao viSe od dozvoljene koncentracije, sli¢no
bi se moglo zakljugiti o riziku za hrvatske potrosace.

Ipak, EFSA napominje da je 2003. godine u ltaliji zabiljezen neuobi¢ajeno visok udio uzoraka
mlijeka koji su sadrzavali vie od dozvoljene koncentracije AFM1 uslijed visoke kontaminacije lokalno
uzgojenog kukuruza (EFSA, 2004b). Modeliranjem je procijenjeno da kontaminacija krmiva kod
dozvoljene koncentracije moze dovesti do pojatanog prelaska AFM¢ u mlijeko zbog nekoliko
specifiénih znac¢ajki mlijeénih krava, iako prakti¢na iskustva pokazuju da se to jako rijetko dogada.

Preporuka EFSA-e je, stoga, redoviti monitoring krmnih smjesa, kravljeg mlijeka te kukuruza i
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njegovih proizvoda, naroCito ukoliko je uzgojen u suptropskim krajevima uz primjenu opseznih
agrotehnickih mjera koje pogoduju rastu plijesni i sintezi aflatoksina.

Studijom utvrdene koncentracije fumonizina u kukuruzu su viSestruko ispod maksimalne razine
(60000 ug/kg) koju je preporucila Europska komisije (EC, 2006) te je rizik za ciljne zivotinjske vrste
(narocito konje i svinje) minimalan. Buduéi da je, prema dostupnim studijama, slab prelazak
fumonizina u jestiva tkiva zivotinja, ukljuCujuéi mlijeko i jaja, ostaci u proizvodima animalnog
podrijetla ne doprinose znacajno ukupnoj izloZzenosti ljudi fumonizinima (EFSA, 2005).

Koncentracije ZEA u kukuruzu i sojinoj saémi su daleko ispod preporuka Europske komisije
(3000 pg/kg) te se moze zakljuciti da nema rizika za ciline zivotinje. Istrazivanjima je utvrdena
ograni¢ena raspodjela ZEA u meso i ostala jestiva tkiva te mala stopa prelaska u jaja i mlijeko
(EFSA, 2004c). Stoga ne treba ocekivati nikakve Stetne posljedice u populaciji konzumacijom
animalnih proizvoda dobivenih od Zivotinja hranjenih krmivima s hrvatskog trzista.

Europska komisija preporu¢a najviSu dozvoljenu koncentraciju DON-a u proizvodima od
kukuruza od 12000 pg/kg (EC, 2006) i sve utvrdene vrijednosti u uzorcima analiziranim Studijom su
znatno nize. Utvrdena je i ogranic¢ena transmisija DON-a u animalne proizvode zbog brze razgradnje
u tijelu zivotinja (EFSA, 2004a). Rizik za potroSace unosom zivotinjskih proizvoda je opcenito

zanemariv.

ZAKLJUCCI

e Dobiveni rezultati studije ,Pojavnost mikotoksina u krmivima i krmnim smjesama u RH*
ukazuju na ucestalu kontaminaciju pretrazivanim mikotoksinima, ali u koncentracijama
znatno nizim od maksimalno dozvoljenih koncentracija aflatoksina B1 propisanih Pravilnikom
0 nepozeljnim tvarima u hrani za Zivotinje (NN 80/2010). Takoder, ostali analizirani
mikotoksini (zearalenon, fumonizini, deoksinivalenol) utvrdeni su u koncentracijama koje su
ispod preporuka Europske komisije (EC, 2006).

o Aflatoksin B+ je utvrden u 20% svih uzoraka u rasponu koncentracija od 1 do 10 pg/kg
(granica detekcije je 1 pg/kg), zearalenon u 12% uzoraka (16 do 100 pg/kg uz granicu
detekcije 16 pg/kg), deoksinivalenol u 27% uzoraka (55 do 500 pg/kg uz granicu detekcije 55
pg/kg), dok su fumonizini detektirani u 33% uzoraka (220 do 2000 pg/kg uz granicu detekcije
220 pg/kg).

e Prosje¢na kontaminacija aflatoksinom B+, deoksinivalenolom i zearalenonom je bila otprilike
ista u kukuruzu i sojinoj saémi. Fumonizini nisu nadeni niti u jednom uzorku sojine saéme,

dok je 55% ispitanih uzoraka kukuruza imalo sadrzaj fumonizina u rasponu od 220-2000

pa/kg.
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¢ Unatog€ Cinjenici je najvedi rizik kontaminacije aflatoksinima u urodu uzgojenom u podrucjima
sa suptropskom klimom, nije uo&ena znacajna razlika u sadrzaju aflatoksina B+ u uzorcima
sojine saCme podrijetlom iz Brazila u odnosu na one proizvedene u Hrvatsko;j.

e Primijenjena tehnika analize mikotoksina (ELISA) moze podcijeniti, ali i precijeniti
koncentraciju mikotoksina u uzorcima. S toksikoloSkog stanovista, precjenjivanje koli¢ine je
Cesto vezano uz toksine i metabolite slicnog potencijala Stetnog djelovanja te zapravo daje
korisnu informaciju tijekom screeninga sirovina. Primjerice, tzv. skriveni mikotoksini, na Cije
funkcionalne skupine su povezani Seceri, mogu se osloboditi iz konjugata tijekom probave i
prijeci u izvoran, Stetni oblik molekule.

e Rizik za ciline zivotinje konzumacijom krmiva pripravljenih od analiziranih sirovina -
minimalan je. Rizik za potroSaCe proizvoda animalnog podrijetla koji potje€u od Zivotinja
hranjenih ovim krmivima zanemariv je zbog niske razine kontaminacije sto¢ne hrane i

opcenito niskog prelaska ispitivanih mikotoksina u jestiva tkiva.

PREPORUKE

e lako rezultati studije ne upucuju na znacajan rizik za ciljne Zivotinje i ljude, ne smije
se zaboraviti da na razine mikotoksina u urodu presudan utjecaj imaju agroklimatski
uvjeti u kriticnim fazama razvoja poljoprivredne kulture. Stoga je, imajuéi na umu
mogucnost velike gospodarske Stete, nuzno kontinuirano provoditi analizu klju¢nih
sirovina i gotovih krmih smjesa.

e Radi podrobnije procjene izlozenosti zivotinja preporu¢a se u daljnja ispitivanja
ukljuciti okratoksin A, T-2 i HT-2 toksine te analizirati veci broj razli€itih sirovina i
krmnih smjesa. Analiza specificnih krmnih smjesa za pojedine Zzivotinje treba biti
usredotoCena na mikotoksine na koje su te Zivotinje posebno osjetljive (npr. hrana za
svinje ili konje i fumonizini, ili hrana za svinje i deoksinivalenol, itd.).

e U ovom je istrazivanju primijeéeno da su neki uzorci kontaminirani s viSe
mikotoksina. lako za neke kombinacije mikotoksina postoje znanstveni dokazi o
njihovom aditivnom ili sinergistickom djelovanju, to podru¢je toksikologije
mikotoksina nije dovoljno istrazeno. Zbog toga je potrebno istrazivati ucinak

istodobne izloZenosti Zivotinja razli¢itim mikotoksinima.

e Zbog globalizacije trziSta na hrvatskom bi se trzistu Zzitarica i hrane za zivotinje mogle
naci i Zzitarice s vecom kontaminacijom mikotoksinima. Uvozom takve Zivotinjske

hrane ugrozilo bi se ne samo domacde zivotinje nego bi i ljudi koji se hrane
29
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proizvodima zivotinja izlozenih mikotoksinima putem hrane, mogli biti izlozeni veéim
koli¢inama mikotoksina. Stoga svakako treba nastaviti znanstvena istazivanja u
sklopu specifiénih projekata, kao i analize u okviru Drzavnog programa monitoringa
rezidua i Drzavnog plana sluzbenih kontrola i monitoringa hrane za Zzivotinje
Ministarstva poljoprivrede RH. Navedeni programi uklju¢uju nadzor i odredivanje
mikotoksina u hrani i hrani za zZivotinje.

Buduéi da nema jedinstvenog tehnoloSkog procesa kojim bi se uklonili svi
mikotoksini iz hrane za Zivotinje, a dekontaminacija mikotoksina zahtjeva znacajna
financijska sredstva (Cime se povecava cijena hrane) naglaS8avamo vaznost
prevencije nastanka mikotoksina. Prevenciju nastanka mikotoksina valja zapoceti u
polju koristenjem dobre agrotehnicke prakse (sjetvom zdravog i doradenog sjemena,
sjetvom sojeva otpornih na plijesni, plodoredom, izbalansiranom gnojidbom, dubokim
zaoravanjem zetvenih ostataka, $to ranijom zetvom i odvajanjem oS$tecenih zrna) te

nastaviti pravilnim skladi$tenjem i transportom Zitarica.

DOKUMENTACIJA DOSTAVLJENA HAH-U

-izvjeS¢e o provedbi Studije o mikotosksinima u hrani za Zivotinje

- rezultati monitoringa mikotoksina u hrani za Zivotinje za period od 2008. — 2011. godine
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