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SAZETAK

U radu su prikazani rezultati desetogodisnjeg istrazivanja (1989.-1998.)
ugestalosti fuzarijskih mikotoksina u 2.562 uzorka krmnih smjesa za perad
(2.379) i svinje (183). Trikotecenski mikotoksini T-2 i diacetoxyscirpenol
(DAS) su metodom tankoslojne kromatografije utvrdeni u prosjecno 18% i
50,5% pretrazenih uzoraka krmnih smjesa za perad. U&estalost T-2 toksina
bila je najvide izrazena 1991. i 1992. godine (50%, 43%), dok je nalaz DAS-
a bio najuéestaliji 1992., 1995. i 1997. godine (75%, 74%, 73%). Prosjecno
utvrdena koncentracija trikotecena bila je oko 0.20 mg/kg, a maksimalna
koncentracija je bila 1,560 mg/kg. Zearalenon (ZON) i derivati (a- i B-
zearalenol) odredivani su metodom reverznofazne visokotlatne tekucinske
kromatografije u krmnim smjesama za svinje pri izrazenoj sumnji na
searalenontoksikozu. ZON i derivati prosjecno su nadeni u 12% pretrazenih
uzoraka, a najveéi postotak pozitivnih uzoraka zabiljezen je 1997. godine
(50%). Minimalna zabiljezena koncentracija ZON-a i derivata bila je 0.06
mg/kg dok je maksimalna od 6.83 mg/kg zabiljezena 1990. godine.

UvoD

\rste Fusarium rasprostranjene su $irom svi-
jeta, u svim klimatskim podrugjima (CHELKOWSKI,
1989.) kao parazitske ili saprofitske plijesni, pro-
uzrokujuéi fuzarioze kukuruza (trulez Klipa, stabljike
i zrna, krzljavost stabljike) i ostalih gospodarski
znatajnih Zitarica. U Hrvatskoj pripadaju najuce-
stalijim plijesnima na sirovinama i gotovim krmnim
smjesama (BRLEK i sur., 1998, PAVICIC i sur.,
1998.), a najéesce izdvojene vrste su F. poae, F,
sporotrichioides, F. moniliforme, F. tricinctum, F.
clamidosporum, F. nivale i F. solani (NEMANIC i
BRLEK, 1989.). Utiecajem bioloskih te fizikalno-ke-
mijskih &imbenika, fuzarije proizvode Gitav niz miko-

toksina od kojih su, s gledista zdravlja i proizvod-
nosti Zivotinja, najzna&ajniji trikoteceni, zearalenon,
moniliformin i fumonizini (D'MELLO i MAC-
DONALD, 1997.). Zajedni&ko obiljezje vecine vrsta
Fusarium je sposobnost istodobne proizvodnje
nekoliko razligitih mikotoksina. Tako F. tricinctum
proizvodi DAS, T-2 toksin, HT-2 toksin, T-2 tetraol,
nivalenol (NIV), fuzarin C i zearalenon (ZON), a F.
poae osim T-2 i DAS-a proizvodi, deoxynivalenol
(DON) i nivalenol (NJIS i sur., 1997.). S obzirom na
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veliku ucCestalost ovih plijesni, krmne smjese Gesto
su zagadene s nekoliko fuzarijskih mikotoksina,
djelovanje kojih je tada aditivno i/ili sinergisticko, 3to
je vazan ¢imbenik u etiologiji mikotoksikoza.

Trikoteceni su skupina bioloSki aktivnih sekun-
darnih proizvoda mijene tvari nekoliko vrsta plijesni
Fusarlum te rodova Stachibotrys, Myrothecium,
Trichotecium, Trichoderma i Cephalosporium. Do
danas je identificirano i kemijski okarakterizirano 79
trikotecenskih mikotoksina (NIJIS i sur., 1997.) no u
- prirodi se nalaze samo T-2 toksin, HT-2 toksin,
4,15-diacetoxyscirpenol (DAS), 15-monoacetoxys-
cirpenol (MAS) te deoxynivalenol (DON) (BAUER i
sur., 1989.). Trikotecena je zabiliezena u kukuruzu,
je€mu, pSenici, zobi i gotovim krmnim smjesama u
vecini Europskih zemalja, obi¢no u koliinama oko
0.50 mg/kg i manje (GAREIS i sur., 1989.). Od svih
poznatih trikotecena perad je najosjetljivija na T-2
toksin i DAS &iji je biologki uginak posliedica
njihovog dermotoksi¢nog, citotoksiénog i imunosu-
presivnog djelovanja. LESSON i sur., 1995. opisuju
zaostajanje u rastu, pad tjelesne mase i loSu
konverziju hrane u pilica pokusno trovanih s
0.40-5 mg/kg trikotecena, dok se u koko$i nesilica
opaza pad nesivosti, umanjena valivost oplodenih
jaja te pojava jaja s tankom ljuskom (DIAZ i sur.,
1994.). Imunosupresivan uéinak ovih mikotoksina
opisuju NEMANIC i sur., 1989 koji u piliéa pokusno
trovanih s 1 mg/kg T-2 toksina opaZzaju potiskivanje
u razvoju imunokompetentnih organa te umanjen
odgovor na uporabljene vakcine.

Zearalenon (ZON) je estrogeni mikotoksin,
sekundarni proizvod mijene tvari nekoliko vrsta
fuzarija, posebice kulture F. roseum "Gibbosum" i
F. roseum "Graminearum". Poznato je 12 derivata
zearalenona (VESONDER i GOLINSKI, 1989), no
jedino je za a- i B-zearalenol dokazana toksi¢nost.
PETERS, 1972. navodi da je a-zearalenol nesto
vise od tri puta aktivniji od ZON-a, dok je PB-
zearalenol neSto slabijeg estrogenog djelovanja.
Zearalenon je najéesce izoliran iz kukuruza, ali i iz
ostalih Zitarica te sijena i silaze. O nalazu ovog
mikotoksina u Hrvatskoj izvje$éuje nekoliko autora.
KRALJ i sur.,, 1988. i MITAK, 1993. ga nalaze u
kukuruzu u 82%, odnosno 20% pretrazenih
uzoraka, dok NEMANIC i sur., 1986. bilieze 30%
oneciScenih krmnih smjesa za svinje. Estrogeno
djelovanje najizrazitije je kod nazimica i gravidnih

krmacéa, a klinicki se odituje oteklinom stidnice i
mamarnog kompleksa, prolapsusom uterusa i
rektuma, a Cesta je pojava abortus ili mrtvorodena
prasad (OZEGOVIC i PEPELJNJAK, 1995.). Tako
MITAK i CVETNIC, 1997. opisuju pojavu pseudo-
estrogenizma u svinja kao posliedicu trovanja
zearalenonom u koli¢ini od 0.34 mg/kg, dok u
kukuruzu koji je bio ugraden u krmnu smjesu
nalaze 0.80 mg/kg.

Cilj provedenog istrazivanja bio je prikazati uce-
stalost trikotecenskih mikotoksina te zearalenona i
derivata, za koje su istraZivanja u svijetu i u nas
pokazala da imaju znacajnu ulogu u patologiji
zivotinja u farmskom uzgoju.

MATERIJAL | METODE

Tijekom desetogodi$njeg razdoblja (1989.-1998,)
istrazivana je uCestalost fuzarijskih mikotoksina u
2.562 uzorka krmnih smjesa za perad (2,379) i
svinje (183). Uzorci su prikupljeni s peradarskin i
svinjogojskih farmi, tvornica stoéne hrane i obi-
teljskih gospodarstava. Krmne smjese za perad
pretraZivane su na trikotecenske mikotoksine (T-2 i
DAS) u okviru sustavnog pracenja zdravlja i pro-
izvodnosti peradi, dok su krmne smjese za svinje
pretrazivane na zearalenon i derivate ( a- i B-zeara-
lenol) iskljuéivo kod sumnji na trovanje. Za odre-
divanje mikotoksina koristeni su razli¢iti postupci
detekcije. T-2 i DAS odredivani su metodom
tankoslojne kromatografije na silika gelu. Primi-
jenjena je modificirana metoda po ROMER i sur.,
1978. i SANO i sur., 1982. Rezultati su odredeni
kvantitativno pod UV lampom pri valnoj duljini od
360 nm. Pretrage na zearalenon i derivate
obavljene su metodom reverznofazne visokotlaéne
tekucinske kromatografije postupkom po ERLICH i
LEE, 1984., a od 1992. godine koristena je
modificirana metoda po BENNET i sur., 1985.
Zearalenon i derivati detektirani su na spektro-
fluorometru pri valnim duljinama od 280 nm (Agy) i
465 nm (Ay,). Za izraGunavanje koligine mikotoksina
koriStene su standardne otopine T-2 toksina, DAS-a
(Sigma), zearalenona i o- i B-zearalenola (Macor
Chemicals).
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REZULTATI | RAZMATRANJE

Grafikonom 1 prikazani su rezultati istraZivanja
udestalosti nalaza trikotecenskih mikotoksina (T-2 i
DAS) u krmnim smjesama namijenjenim hranidbi
peradi. Od ukupnog broja pretrazenih uzoraka u
prosjetno 18% naden je T-2 toksin. Kako je vidljivo
iz grafikona 1 ugestalost T-2 toksina najvise je bila
izrazena 1991. (50%) i 1992. godine (43%), dok se
tijiekom slijede¢ih godina, do 1994. biljezi pad
pozitivnih uzoraka. Godine 1995. i 1996. T-2 toksin
je detektiran u 17% i 23% pretrazenih uzoraka, a
nakon 1996. uestalost je sve manja, pa je tako
1998. godine zabiliezeno svega 2% pozitivnih
uzoraka. Dugogodidnju uCestalost T-2 toksina u
krmnim smjesama opisuje i PEPELJNJAK, 19809.
koji u dvanaestogodiSnjem razdoblju (1975.-1987.)
nalazi prosjetno 26.6% oneciséenih uzoraka. Za
razliku od T-2 toksina, DAS je u istrazivanom
razdoblju bio naden u prosje¢no 50.5% uzoraka.
Godine 1989. zabiliezen je u 35% uzoraka, a
narednih godina ugestalost je u porastu i 1992.
dosize 75%. Godine 1993. i 1994. ulestalost
nalaza DAS-a stagnira (34%, 35%), a od 1995.
ponovno se biljezi zagadenost u 74% i 1997.
godine u 73% uzoraka. Prosje¢no utvrdene

koncentracije T-2 i DAS-a bile su oko 0.20 mg/kg,
§to je u suglasnosti s rezultatima GAREIS i sur.,
1989. u ostalim europskim zemljama. Tijekom
istrazivanog razdoblja, samo je u nekoliko uzoraka
koncentracija trikotecena dosegla koli¢inu od 1.0
mg/kg (najvise 1.50 mg/kg), Sto se, s obzirom na
duZinu razdoblja, moze smatrati izuzetnim sluca-
jevima. Dobiveni rezultati istrazivanja ukazuju na
dugogodisnju ugestalost ovih mikotoksina u krmi-
vima za perad. lako se uglavnom radi o malim
koli¢inama toksina u hrani koje ne mogu izazvati
akutno trovanje, istraZivanja su pokazala da su u
terenskim uvjetima mikotoksikoze uzrokovane upra-
vo dugotrajnim hranjenjem malim koli¢inama toksina
koje djeluju imunosupresivno. Tome pogoduje ci-
njenica da moderne hibridne linije peradi u intenziv-
noj proizvodnji imaju visok prirodni potencijal, a
istovremeno umanjenu otpornost na vanjske
utjecaje (MIKEC i LUKAC, 1996.) pa nisu sposobne
tolerirati hranu loe kakvoce, poglavito oneciséenu
mikotoksinima. Tijekom proizvodnog ciklusa, nepo-
volino djelovanje ovih toksina odrazava se na
poveéanu osjetljivost na bolesti, umanjen odgovor
na uporabliene vakcine te neucinkovitoS¢u protu-
kokcidijskih pripravaka Sto sve ima za posljedicu
znatne tete u stogarskoj proizvodniji.

Grafikon 1. U&estalost trikotecenskih mikotoksina u krmnih smjesama za perad (1989. - 1998.)
Figure 1. Frequency of trichothecenes mycotoxins in mixed poultry feed (1989. - 1998.)
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Grafikon 2. Ucestalost zearalenona i derivata u krmnim smjesama za svinje (1989. - 1998.)
Figure 2. Frequency of zearalenone and its derivates in swine feed (1989. - 1998.)
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Rezultati istrazivanja ucestalosti ZON-a i deri-
vata u krmnim smjesama za svinje prikazani su
grafikonom 2. U istrazivanom razdoblju detektirani
su prosjec¢no u 12% uzoraka, a uCestalost prema
pojedinim godinama od 1989.-1996. bila je u
rasponu od 4.3% do 19%. Godine 1995. i 1998. nije
zabiljezen niti jedan pozitivan uzorak. Najveca
ucestalost zearalenona zabiljezena je 1997. godine
(50%) Cemu je vjerojatno pridonio visok postotak
zagadenih uzoraka kukuruza (56%) zabiljezen iste
godine (PAVICIC i sur, 1998.). Utvrdene koncen-
tracije mikotoksina bile su u Sirokom rasponu od
0.06 mg/kg do 6.83 mg/kg, Sto je ujedno najveca
utvrdena koncentracija tijekom istrazivanog raz-
doblja, a zabiliezena je 1990. godine. Osim neko-
liko iznimnih slu¢ajeva, prosje¢no niske utvrdene
koncentracije ZON-a u krmnim smjesama cesto
nisu bile u suglasnosti s klinickim nalazom pri
sumnji na zearalenontoksikozu. Moguce objasnje-
nje ovog stanja je postojanje nepoznatih estrogenih
komponenti ili konjugata zearalenona tzv. "maski-
ranih" mikotoksina, koji se ne mogu utvrditi uobi-
Cajenim analitickim postupcima, a razlazu se tije-
kom probave, oslobadajuéi toksin koji prouzrokuje
poremecaje na reproduktivnim organima (GAREIS i
sur., 1990.). Tako MITAK i sur., 1995. nalaze
subtoksi¢ne koliCine ZON-a (100-250 ng/kg) u
serumu krmaéa s izraZzenim reproduktivnim promje-

1993

1994 1995 1996 1997 1998

godine

nama u proizvodnji, a MEYER i sur., 1997. de-
tektiraju ZON i o-zearalenol u obliku glukuronid
konjugata u nazimica s izrazenim znakovima zeara-
lenontoksikoze te potvrduju pretpostavku da se
ZON nalazi puno ¢e$c¢e u krmnim smjesama nego
§to pokazuju rezultati pretraga.

ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata moze se zaklju-
Citi sljedece:

- ucestalost T-2 toksina u istrazivanom raz-
doblju zabiljezena je prosjeéno u 18%, a DAS-a u
50,5% uzoraka krmnih smjesa za perad. U istom
razdoblju ZON i derivati nadeni su prosjecno u 12%
krmnih smjesa za svinje.

- viSegodiSnja prisutnost ovih fuzarijskih miko-
toksina nedvojbeno se odrazava na zdravlje i
proizvodne rezultate Zivotinja u intenzivnom uzgoju.

- s obzirom da do danas ne postoje dovoljno
u€inkovita sredstva koja bi umanjila njihovu tok-
siCnost i sprijeila pojavu mikotoksikoza, paznju
valja usmijeriti na preventivu njihovog nastanka, $to
zahtijeva suradnju svih struénjaka koji su uklju¢eni
u proces proizvodnje i kontrole stoCne hrane, te
uzgoj i kontrolu zdravlja Zivotinja.
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SUMMARY

The paper present results of Fusarium mycotoxins frequency in 2562
samples of mixed poultry feed (2379) and pig feed (183) over the ten years
of research (1989-1998). Trichothecenes mycotoxins T-2 toxin and
diacetoxyscirpenol (DAS) were found in 18% and 50,5% respectively of the
tested mixed poultry feed samples by the thin-layer chromatography. The
T-2 toxin frequency was highest in 1991 and 1992 (50%, 42%) and DAS
was more frequent in 1992, 1995 and 1997 (75%, 50%,73%). The average
concentrations of trichothecenes was around 0,20 mg/kg and the maximal
was 1,50 mg/kg. Zearalenone (ZON) and its derivates (a- and B-zearalenol)
were determined by high pressure liquid chromatogrophy in the pig feed
suspected of zearalenontoxicosis. ZON and its derivates were found in
average of 12% tested samples and the highest percentage of the positive
samples was noted in 1997 (50%). Minimal noted ZON and derivates
concentrations were 0,06 mg/kg while the maximal were 6,83 mg/kg noted
in 1990.

Kej words: T-2 toxin, DAS, zearalenole, animal feed
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