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Istrazivanje okratoksina A u jeému — doprinos mikotoksinskoj hipotezi
nastanka endemske nefropatije

Determination of ochratoxin A in barley-Contributito the mycotoxin hypothesis
on the etiology of endemic nephropathy

Ilva Pavlini¢, Dinko Puntari¢, Jasna Bosnir, Dario Last, Lidija Barusi ¢,
Matijana Jergovi¢, Maja Miskulin, Ida Puntari ¢, Katarina Vu ¢ié

Sazetak

Cilj istrazivanja bio je utvrditi koncentracije @toksina A (OTA) u jgmu iz okolice Slavonskog Broda,
podruja pojavljivanja Balkanske endemske nefropatije N\BBEe ih usporediti s koncentracijama dnje!
iz ,neendemskih* Osijeka i Nove GradiSke. Tankasokromatografija (TLC) i visokottma tekdinska
kromatografija (HPLC) bile su koriStene za detekakratoksina A u uzorcimagma skupljenim tijekom
2000. i 2002. godine. Maksimalno dozvoljena koneaija (MDK) okratoksina A u Zitaricama jeufy/kg.
Najvise koncentracije OTA (medijan 2B/kg; interval pouzdanosti 20,0-2548/kg) utvidene su u jEmu iz
Slavonskoga Broda iz 2000. godine, potomamje iz istog podr&ja prikuplienom 2002. godine (medijan
20 pg/kg; interval pouzdanosti 10,0-20)@/kg; p < 0,001). U uzorcima Jma iz Osijeka prosjma
koncentracija OTA u uzorcima iz 2000. godine izltaoge 12,5ug/kg (medijan 12,5ug/kg; interval
pouzdanosti 10,0-20409/kg), dok niti u jednom uzorku iz 2002. godineg kau uzorcima iz Nove Gradiske
nije utviden OTA. Utvdena je statistki znatajno vea koncentracija OTA u uzorcima sakupljenim 2000.
godine u Slavonskom Brodu i Osijeku od onih iz 20§@dine. Usporuju¢i medusobno uzorke prema
lokaciji uzorkovanja utwtena je statistki znaajna razlika uzoraka iz Slavonskog Broda u odnasu n
,heendemska podeja“. Vlaga zrna niti u jednom uzorku nije prelazdazvoljenih 14%. Kontaminacija
jeéma OTA znaajno je viSa u okolici Slavonskoga Broda u odnosuostala ispitivana podfja, te
viSestruko prelazi dozvoljene koncentracije Stoagbw moguoj povezanosti BEN i kontaminacije Zitarica
OTA i opéenito mikotoksinima.

Klju éne rijeéi: mikotoksini, okratoksin A, endemska nefropatijéarice, j&am, Hrvatska

Summary

The aim of the study was to determine ochratoxifOAA) concentration in barley from the Slavonski
Brod area endemic for the Balkan endemic nephrgg@B&N) in comparison with barley from Osijek and
Nova GradiSka areas free from BEN. Thin-layeredonxtatography and high-performance liquid
chromatography were used on OTA detection in baskayples collected in 2000 and 2002 at Slavonski
Brod, Osijek and Nova Gradiska locations. Considethe maximum allowable concentration (MAC) of
5 ng/kg for cereals, the highest OTA concentrationgsewdetermined in barley samples collected in
the Slavonski Brod area in 2000 (median2fkg; confidence interval 20.0 — 254/kg), followed by
barley samples collected in the same area in 20@8ian 2Qug/kg; confidence interval 10.0 — 2Qu@/kg)

(p < 0.001). In the Osijek area, the median OTAcemitration in barley samples from 2000 was 12/kg
(confidence interval 10.0 — 20u@/kg), whereas barley samples collected in 2002 viree from OTA as
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were those collected in both 2000 and 2002 in theaNGradiSka area. Comparison of barley samples in
separate Slavonski Brod and Osijek areas yielddistatally significant differences in OTA conceatton
between the samples collected in 2000 and 2002udlabmparison of samples according to the sampling
locations established a statistically significaiffedence between the samples collected in the oBlski
Brod area and those from non-endemic areas in 200@002. Grain humidity did not exceed the alldeab
level of 14% in any of study samples. In the SlakbBrod area, barley contamination with OTA exaxbd
MAC several fold and was significantly higher iretBlavonski Brod area than in other study areastwhi
suggests the possible connection between BEN andl éhtamination of cereals and mycotoxins in
general.

Key words: mycotoxins, ochratoxin A, endemic nephropathyeaks; barley, Croatia
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Uvod Bugarske, Rumunjske i ex-Jugoslavije (u Hrvatskoj u
selima uz rijeku Savu u okolici Slavonskoga Broda),
Zitarice i njihovi proizvodi sve su &estalije poznatijoj pod imenom Balkanska endemska nefropa-
namirnice u svakodnevnoj prehrani poznate pdga (BEN).Bolest karakterizira postepena i progresivna
nazivom tzv. ,hrana za zdravlje". Upravo takvebubrezna insuficijencija kod domincilnog stanowast
namirnice podloZzne su, tijekom vegetacije koja dovodi do uremij&!*?>*Medu stanovnistvom s
skladiStenja, rastu i razvoju velikog broja plijekoje endemskog podijg, acesto upravo kod pacijenata
imaju sposobnost sinteze bioloSki aktivnih tvari -eboljelih od endemske nefropatije, péara je i
mikotoksina. Mikotoksini su sekundarni produktiuestalost tumora mokérog traktet*#*%
metabolizma nekih vrsta plijesni Sto se sintetjaita Nalazi nekoliko karakteristnih OTA-DNA adukta
slijedu enzimima kataliziranih reakcija. Poznato j& tumorima urinarnog trakta bugarskih stanovnika, t
i opisano viSe od 400 ragih mikotoksina, a kao stanovnika s endemskih podja Hrvatske i Srbije,
prirodni kontaminanti hrane u svijetu su degfi premda kontroverzni, dodatno su ,@&jé“ teoriju o
aflatoksini (G, B, i My), okratoksini (A, B i C), povezanosti OTA s BER:® Zadnji opisi bolesti
fumonizini, zearalenon it slicne BEN zabiljeZene u Tunisu, koju uzrokuje OTA
Okratoksini su skupina toksiih kemijskih spojeva i uzrotna veza OTA i tzvkaryomegalicintersticijske
Sto ih sintetiziraju plijesni iz skupindspergillus nefropatije, oblika nefropatije koji u nekim morfo-
ochraceus Penicillium viridicatum a parazitiraju na loSkim i klinickim aspektima nalikuje BEN, dodatni
Zitaricama-® Najpoznatiji i najotrovniji toksin iz je prilog tezi 0 OTA kao mogem etioloskom
te skupine je okratoksin A (OTA), koji je prvi putuzrosniku endemske nefropatifé®*
izoliran 1965. godine"’ Unatd neupitnoj animalnoj OTA studije koncentriraju se na njegovu pri-
toksikénosti in vivo i in vitro, Wwinci okratoksina na sutnost (i koncentraciju) u pojedinim namirnicama i
ljudsko zdravlje joS do sada nisu u potpunostierumu osoba s endemskog pdfrupojavijivanja
istraZeni. Ipak, sa sigurnag moZemo govoriti 0 BEN, u odnosu na neendemska porfl>+>"3031:333
njegovom nefrotokénom, genotokgnom i imuno- Svrha ovoga rada bila je, kao nastavak vlastitin
toksicnom w&inku.”'® OTA je uzrénik mnogih prethodnih istraZivanja, utvrditi da li i em iz
okratoksikoza ptica i sisavaca. Najpoznatija odh njiokolice Slavonskoga Broda, endemskog pg&éru
je nefropatija svinja, otkrivena prije dvadesetaBEN, sadrZi véu koncentraciju OTA u odnosu na
godina**** OTA je pronden u mesu, mlijeku i mli- neendemska podtja (Osijek i Nova Gradiska). Osim
jeénim preraevinama, Zitaricama, siru, kavi i drugimtoga, cilj je bio utvrditi postoji li razlika u
namirnicama, u Hrvatskoj i na podju zemalja koncentraciji OTA u Zetvi iz 2000. godine u odnosu
EU, a u posljednje vrijeme porastao je interes za Zetvu iz 2002. godine.
istrazivanje OTA u vind>?!

Upravo utvitena cinjenica da je OTA nefro- Materijali i metode
tokscan za gotovo sve eksperimentalne i désna
Zivotinje, bila je polaziSte za spominjanje mégu Uzorci je&éma iz 2000. i 2002. godine s 3

povezanosti plijesni i njihovih Stetnih metabolitgpodrtja: Slavonskoga Broda, Osijeka i Nove Gra-
mikotoksina s nastankom endemske nefropatije kaliEke, sakupljeni su metodom &hjnog uzorkovanja
ljudi. Radi se o te3koj krotmoj bolesti bubrega, koja u tamo3njim seoskim dorfiastvima Pdetni uzorak
se javlja kod stanovnistva uz rijeku Dunav i njezinje sadrZzavao 1 kg ¢ena raznih sorti, a za analizu je
pritoke na ogradenim zemljopisnim podtjima koriSteno 25 g uzorka. Uzorci su sakupljani tijekom
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mjeseca oZujka 2001. godine za Zetvu iz 200@a analizu razlika koncentracija OTA izioe
godine, odnosno u istom mjesecu 2003. za Zetvu ppjedinih lokacija uzorkovanja dema. Statistiki
2002. godine. U oba slaja uzorci su sakupljeni u znatajnom odrdena je P vrijednost < 0,05. Upotre-
vrlo kratkom roku (u jednom danu), qgmikom bljen je statistiki softwer SPSS, vezija 13.0.
mjeseca ozZujka.

Ukupno je sakuplieno 120 raglih uzoraka
ozimog j&ma, svaki u kotiini od 1 kg, po 20 uzoraka
iz 2000. godine i 20 uzoraka iz 2002. godine sa Koncentracija OTA u uzorcima s podja
svakog od navedena 3 podjay Sto iznosi 60 + 60 Slavonskoga Broda i Osijeka bila je statisti
(120) uzoraka za te dvije godine Zetve. Uzorci su &naajnije visa kod jéma iz 2000. godine u odnosu
analize¢uvani u suhoj, tamnoj prostoriji ha sobnopa je&&am iz 2002. godine. U odnosu na maksimalno
temperaturi u polipropilenskim posudama s poklopcedozvoljenu koncentraciju (MDK) okratoksina A u
na navoj, u Odjelu za analize hrane i predmete opzitaricama (5 pg/kg), najvise koncentraciie OTA
uporabe Zavoda za javno zdravstvo grada Zagrelfmedijan 25pug/kg; interval pouzdanosti 20,0-25,0
kako ne bi doslo do naknadne kontaminacijang pg/kg) utvidene su u j@mu iz okolice Slavonskoga
plijesnima i tvorbe mikotoksina. Broda, iz 2000. godine, potom ucpeu iz istog

Nakon homogenizacije i usitnjavanja laboratorijpodrigja prikuplienom 2002. godine (medijan
skog uzorka od 25 g, slijedila je obrada uzorkang 20 pg/kg; interval pouzdanosti 10,0-20,0g/kg;
organskim otapalima (faze ekstrakcije, gtavanja p < 0,001). U uzorcima §ena iz okolice Osijeka,
uzorka na SiOH koloni uz upotrebu organskih otapafaosj&na koncentracija OTA u uzorcima iz 2000.
i na kraju faza koncentriranje uzorka uparavanjengodine iznosila je 12,mg/kg (medijan 12,519/kg;

Za identifikaciju i kvantifikaciju prisutnosti OTAI interval pouzdanosti 10,0-20,0ug/kg), dok u
uzorcima koriStena je metoda tankoslojne kromatorzorcima iz 2002. godine, kao i u uzorcima iz at@li
grafije (Thin Layer Chromatography — TLC, MerckNove Gradidke, niti u jednom uzorku, neovisno o
Darmstadt, Germany), a kao potvrdna metodgodini Zetve, nije utden OTA (Tablica 11 2).
koriStena je metoda visokdinske tekidinske kroma- Vlaga u uzorcima oddivana je koriStenjem
tografije (High Performance Liquid Chromatographyneiunarodno prihvéene metode prema AOAC
— HPLC, Hewlett Packard, Waldbron, Germafiy}. (suSenje na 105° C tijekom 4 h). Uten je postotak
Granica detekcije koriStenih metoda bila je 0,02lage unutar dozvoljenih 14% u svim uzorcima
pna/kg. studija, bez obzira na duZinu pohrane (Tablica 1).

Sukladno nepravilnoj raspodjeli dobivenih rezul-
tata, koriSten je neparametrijski Man-Whitney U-tes

Rezultati

Tablica 1. Okratoksin A (medijan, 95% CI) u uzoraifg@ma s razliitih lokacija prema godinama Zetve

(ngrkg)
Table 1. Ochratoxin A (median, 95% CI) in barelyngdes from different geographic locations accordiag

years fig/kg)

Godina 2000. 2002.
Year
Vlaga (%) | Okratoksin A 0 Okratoksin A | p-vrijednost
No Humidity (%) | Ochratoxin A No | Viaga (%) Ochratoxin A p-value
Slavonski 25 20
Brod 20 10.7 (20.0 - 25.0) 20 10.7 (10.0 - 20.0) <0.001
" 12.5
Osijek 20 11.2 (10.0 - 20.0) 20 10.4 0 <0.001
Nova *
Gradidka 20 11.4 ND 20 10.7 ND
Maksimalna dopustena kailna (MDK) okratoksina u Zitaricama 5 jg/kg
Maximum allowed quantity of ochratoxin in cereais bg/kg

ND —ispod granice detekcije, 95%
ND — below detection value, 95%

Cl — 95% confikeinterval,
Cl — 95% confidanterval

* — nije statiski znatajno
* —not statistically significant
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Tablica 2. Okratoksin A (medijan, Interkvartilning) u uzorcima jgma s razliitih lokacija prema godinama
Zetve (1g/kg)

Table 2. Ochratoxin A (median, interquartile range)barley samples from different geographic looas
according to years xf/kg)

2000. godinayear
Podrijetlo uzoraka Okratoksin A Stat!st!:ka anahzé‘_a
Sample origin No Ochratoxin A Statistical analysis
Slavonski Brod Osijek Nova GradiSka
. 25.00 U =40.50 U =0.00

Slavonski Brod 20 1 (20.00 - 25.00) p < 0.001 p < 0.001

N 12.50 U =0.00
Osijek 20| (10.00 - 20.00) p < 0.001

o 0.00
Nova Gradiska 20 (0.00 - 0.00)
2002. godinayear
Podrijetlo uzoraka Okratoksin A Stat_lst_cka a”a"z‘?‘
Sample origin No Ochratoxin A statistical analysis
Slavonski Brod Osijek Nova GradiSka
. 20.00 U =12.00 U=0.00

Slavonski Brod 20 1 (10.00 - 20.00) p < 0.001 p <0.001

N 0.00 U =170.00
Osijek 20 (0.00 - 0.00) p=0.75

o 0.00
Nova Gradiska 20 (0.00 - 0.00)
#Mann Whitney U-Test
Rasprava odnosu na gljivice iz rodBenicillium, Sto bi po njima

moglo, pogotovo uzimagiiu obzir nazenost gljivice

Kao S8to je i ¢ekivano, najviSe koncentracije OTAkoja se posebno pripisuje nastanku OP&gergillus
nadene su u uzorcimadma iz Slavonskoga Broda, i ochraceu} dovesti do vée razine OTA u odnosu na
to u uzorcima obje Zetve (2000. i 2002. godine). druge europske regifé.
obje Zetve srednja koncentracija OTA je nekoliko Nalaz kontaminacije fana OTA-om konzistentan
puta premasivala MDK od 5 pug/kg OTA za Zitarice, ¢ rezultatima prethodnog istraZivanja prisutnosti
prosj&na koncentracija OTA premasivala je MDKOTA u pSenici i kukuruzu iz okolice Slavonskog
takoder i u jému iz Osijeka iz 2000. godine.Broda, u odnosu na druga podeu Hrvatske,
Zanimljivo, uzorci j€ma prikupljeni u Osijeku 2002. provedenom 1999. i 2000. godine. Ta studija utsrdil
godine i oni iz obje Zetve u Novoj Gradisci niswalim je srednju OTA koncentraciju od 40 pg/kg u pSenici,
mjerljivu koncentraciju OTA. te 20 pg/kg u kukuruzu. Visoka koncentracija OTA u

Statisttki znatajno viSe koncentracije OTA pSenici mozZe se pripisati tome 3to je pSetee od
zabiljeZene su u §eu iz 2000. godine, u odnosu neaostalih Zitarica zaraZzena plijesnima koje stvaraju
2002. godinu tumali smo ¢injenicom da je 2000. OTA, neovisno o godirfi-*® Valja napomenuti da
godina obilovala oborinama, a Sto je u kombinacijizorci s podr&ja Slavonskoga Brodu (u proSlom i ovom
s relativno visokim temperaturama, melR&im istraZivanju) nisu prikupljani tmo u endemskim
oSte&enjem zrna, oStenjem zrna parazitima i selima, Sto ukazuje na ukupnu visoku kontaminaciju
insektima, te deficitom minerala tijekom rasta Fitarica s toga podija OTA-om. Ovo razmatranje
dozrijevanja, moglo stvoriti povoljnije uvjete zapodrzala je i spoznaja o poviSenoj koncentracijfOT
razvoj mikotoksind>*"#%4>Neki autori cak su (medijan 8 pg/kg) u p3enici iz Osijeka iz Zetve iz
ustvrdili da klimatske prilike u juznoj Europi pafigu  2000. godine, dok istovremeno OTA prakii nije
obilnijem razvoju gljivica iz rodaAspergillus u utvrden u kukuruzu s tog podija iste godine Zetve
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(2000. godine). Pri tome, podija Osijeka nije nacija OTA na podiju Slavonskog Broda, koja je
endemsko za pojavu BEN, no (neobjaSnjivo) séSestruko véa od rezultata dobivenih s bilo kojega
nalaze sporadini slwajevi bolesti, a i radi se o drugoga istraZivanoga podia, a jednako tako bila je
podrwju s relativno visokomdestalogu oboljelih od  viSestruko viSa od MDK za Zitarice. Kako smo, pri
bolesti bubrega, posebno onih s ksmoim bub- tome, nasli da se koncentracije OTA (a zasigurno i
reznom insuficijencijomd* ostalih mikotoksina) mogu na istom poguw

Medutim, treba priznati da hipoteza 0 OTA kawnaiajno razlikovati od Zetve do Zetve (2000. godina,
etioloSkom uzréniku BEN pati od brojnih ,nedo- npr. u odnosu na 2002.), ovisno o ,lokalnim
stataka“. Plijesan u hrani s posligidim razvojem uvjetima“ poput kokine vlage, temperatureitavom
mikotoksina, poznato je, pojavljuje se u cijeloni svnizu poznatih i nepoznatiimbenika, to svakako
jetu (npr. aflatoksin u kontaminiranim namirnicama mozemo prepokiiti daljnja istraZivanja kojace
kasniji razvoj primarnoga karcinoma jetre u nekinobuhvatiti i druge mikotoksine, a za Sto su sada
africkim zemljama);**>***’dok se BEN iskljgivo stvorene zakonske i logiske (analittke) pretpo-
javlja u uskom zemljopisnom podiju balkanskoga stavke u Republici Hrvatskoj, uskiene s regula-
poluotoka,*#:#22>204046 7 tek recentne studije otivom Europske unijé®>’
bolesti ,slgnoj* BEN u Tunist#*** Osim toga,
studije serumskih koncentracija OTA, gamu su u
pravilu naene visSe koncentracije kod ljudi s;
endemskoga podéja, same po sebi nisu siguran
.,dokaz" hipotezi o povezanosti OTA s pojavom.
BEN.5'33’34'47

Sumirajii dugogodisnja istraZivanja provedena s
ciiem nalazenja etioloSkog uzmika BEN-e joS 3.
uvijek smo, naZalost, steni s viSe pitanja nego
odgovora i nekoliko hipoteza. Prva govori o virysno
etiologiji baziranoj na izolaciji corona virusatiiva
bubrega uzetog biopsijom ili intraoperatvno kod
osoba oboljelih od BEN-&.Druga zastupa stajaliste
0 genetskoj predispoziciji i danim odrdenim g
genskim markerima kod oboljelih osoba i njihovih
zdravih ralaka® Govori se i o leZistima ugliena
koja kontaminiraju izvoriSta vode policikkim
aromatskim ugljikovodicimaZ® Ipak, osim mogée
uloge aristololijske kiseline, izlozenag bilici 6
Aristolochia clematitis koja raste uz polja Zitarica
(8to je po prvi put opisano jos 1969. godine i yig&a
nakon toga evaluirano), i koja se teoretski mo4& na
u brasnu i namirnicama namijenjenih ljudim&>®
ostaje nam i dalje moga povezanost BEN-a i

mikotoksina?-26:54°°
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