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1. UvOD

1.1. PLIJESNI RODA ASPERGILLUS: NJIHOVA RAPROSTRANJENOST I ZNACAJ
ZA COVJEKA

Plijesni roda Aspergillus siroko su rasprostranjene u okolisu, mogu se prona¢i na biljkama, tlu,
zraku, svjezoj vodi. Takoder nadeni su u kuéanstvima primjerice na zidovima ili ku¢anskim
uredajima, pitkoj vodi i praSini (Paulussen i sur., 2017). Kao saprofiti rastu na vegetaciji koja
truli, organskim kompostima, trulom lis¢u. Vecina vrsta je prilagodena za razgradnju
kompleksnih biljnih polimera, ali isto tako mogu rasti na drugim supstratima kao Sto je izmet,
ljudska tkiva ili starinski pergment (Polacheck i sur., 1989). Svoju $iroku rasprostranjenost
uvelike mogu zahvaliti prilagodljivosti razli¢itim okoliSnim ¢imbenicima kao Sto je visoka ili
niska temperatura, promjenjivi aktivitet vode i pH, osmotski stres. Neke vrste ¢ak mogu
prezivjeti u anoksi¢nim uvjetima pri ¢emu koriste nitrate te na taj nacin proizvode ATP
(Paulussen i sur., 2017).

Aspergili uistinu jesu izuzetne plijesni, ne samo zato Sto SU Siroko rasprostranjene ve¢ zato $to
imaju neizmjeran znacaj za ¢ovjeka u industriji i biotehnologiji. Jo§ 1917. James Curie dosao
je do zanimljivog otkrica, da Aspegillus niger proizvodi visoke koncentracije limunske kiseline
kada se uzgaja na mediju koji sadrZzava dovoljno Secera. Prije tog otkri¢a limunska kiselina bila
je izolirana iz citrusnog voca te bila koristena u proizvodnji hrane i pic¢a (Cairns i sur., 2018).
Limunska kiselina je jedan od najc¢esce koriStenih sastojaka prilikom proizvodnje hrane. Isto
tako nasla je svoj put u farmaceutskoj 1 kozmetickoj industriji, kao sredstvo za zakiseljavanje
te pomaze u otapanju aktivnih supstanci (Baker i Bennett, 2008). Aspergillus niger je vrlo vazna
plijesan u industriji zbog proizvodnje glukonske kiselina koja se koristi za ¢iS¢enje aluminijskih
konzervi, kao detergent prilikom pranja boca, kao aditiv u cementu, dok se soli glukonske
kiseline koriste u terapiji deficijencije Zeljeza i kalcija (Ramachandran i sur., 2006). Vrsta
Aspergillus niger je od velikog znacaja i u proizvodnji kruha. Ksilanaza koju proizvodi uvelike
poboljsava kvalitetu kruha, smanjuje suhocu 1 krutost tijesta te povecava njegovu elasti¢nost
(Ahmad i sur., 2011). Pored aspergila iz sekcije Nigri industrijski se upotrebljavaju i drugi
aspergili, primjerice oni iz sekcije Flavi. Tako su pojedini sojevi od osobite vaznosti u azijskoj
kuhinji poznati pod nazivima A. oryzae i A.sojae kako bi se razlikovale od toksinogenih vrsta
A. flavus odnosno A. parasiticus (Frisvad i sur., 2018). Plijesni otpustaju amilaze koje potom
kidaju a-1,4-glikozidne veze u skrobu koji se nalazi u rizi, zatim dolazi do fermentacije te

nastaje rizino vino koje ima bezbrojne lokalne varijacije 1 imena ovisno o zemlji 1 regiji.



Takozvane Kgji plijesni su takoder djelotvorne kod fermentacije mahunarki pri ¢emu nastaje
miso i soja umak kao jedni od najpoznatijih (Bennett, 2009). Nekolicina sekundarnih
metabolita Aspergillus vrsta ima veliki ekonomski znacaj od kojih su statini i njihovi derivati
medu najpoznatijima. Statini su inhibitori 3-hidroksi-3-metil-glutaril CoA (HMG-CoA)
reduktaze te su jedni od najbitnijih lijekova za snizavanje kolesterola te su medu
najpropisivanijim lijekovima. Prvi statin koji je odobren za ljudsku upotrebu, lovastatin,
sekundarni je metabolit izoliran upravo iz vrste Aspergillus terreus (Tobert, 2003). Nadalje,
Aspergillus luchuenis zbog sposobnosti proizvodnje enzima feruli¢ne esteraze Koristi se u
proizvodnji poznatog japanskog pi¢a awamori. Vanilin, koji daje poseban okus ovom
destiliranom piéu, nastaje nizom procesa iz feruli¢ne kiseline koja se oslobada iz stani¢nog zida

zrnaca rize djelovanjem enzima feruli¢ne esteraze (Maeda i sur., 2018).

1.2. UTJECAJ ASPERGILA NA ZDRAVLJE COVJEKA

Postoji vise od 250 vrsta roda Aspergillus, a samo nekolicina uzrokuje bolest u ¢ovjeka.
A.fumigatus je najceséi ljudski patogen, no i druge vrste kao §to je A. niger, A. flavus, A. terreus,
A. lentulus mogu uzrokovati bolesti. Ove plijesni proizvode konidije koje se mogu lako
prenositi aerosolom (Caroll i sur., 2019). Prema razli¢itim istrazivanjima koncentracija konidija
u zraku je od 0,2 do 15 konidija/m?, a u nekim podrué¢jima moze sezati sve do 10° konidija/m?®.
Jasno je da ljudi svakodnevno udisu stotine konidija. Unato¢ stalnoj izlozenosti konidijama
oCito je da vec¢ina ljudi ne razvije tezi oblik bolest, isto tako ne postoje dokazi da je o
protutijelima ili stanicama posredovana steCena imunost uklju¢ena u obranu (Park 1 Mehrad,
2009). U imunokompetentnih pojedinaca konidije su eliminirane mehanizmima urodene
imunosti. Epitelne stanice di$nog sustava sluze kao anatomska barijera inhaliranim konidijama.
Od fagocitnih stanica prvu liniju obrane ¢ine alveolarni magrofazi. Neutrofili i monociti iz
periferne krvi su naknadno regrutirani na mjesto infekcije. Stanice prirodne ubojice (NK
stanice) bivaju privuc¢ene u pluca kemokinima. NADPH oksidaza u fagocitima je esencijalna
za obranu domacina. Aktivacija NADPH oksidaza rezultira konverzijom kisika u superoksidni
anion te dolazi do generacije metabolita sa antimikrobnom aktivno$c¢u. Narocito su vazni i
receptori za prepoznavanje obrazaca koji prepoznaju mikrobne motive te pokre¢u mehanizme
urodene imunosti. Za vec¢inu pacijenata glavno mjesto ulaska jest respiratorni trakt. lako mjesto
ulaska moze biti i koza, peritoneum, kosti, bubrezi, o¢i, gastrointestinalni trakt, nerespiratorne
infekcije su rijetke (Latge, 1999; Segal, 2009).

Alergijske reakcije koje uzrokuju aspergili variraju te se o€ituju razli¢itim klinickim slikama

od iritacija kao §to je konjunktivitis, kaSalj ili rinitis pa sve do zivotno ugrozavajuce opstrukcije



disnih puteva ili anafilaksije. U pojedinaca sklonih atopiji prilikom opetovanih susreta sa
antigenima sa povrsine konidija aspergila dolazi do brze astmatske reakcije. Pri tome ne dolazi
do kolonizacije pa je sama izolacija pacijenta iz takvog okruZenja dovoljna za poboljsanje
klinicke slike (Latge, 1999). Kod alergijskog sinusitisa prisutni su simptomi u gornjem disnom
sustava uz glavobolju i bolove u predjelu lica. Kod bronhopulmonalnog oblika dolazi do
germinacije konidija i kolonizacije bronhalnog stabla §to uzrokuje bronhitis i opstrukciju
disanja (Steinbach, 2008). Klini¢ki gledano prisutna je astma, pluéni infiltrati, eozinofilija,
povisene razine IgE u serumu, hipersenzitivnost tipa I i tipa III. Simptomi koji prate ovaj oblik
bolesti su poviSena tjelesna temperatura, kasalj i otezano disanje (Barness i Marr, 2006).
Aspergili ¢esto uzrokuju infekcije donjih diSnih puteva i paranazalnih sinusa te se moze razviti
opstruktivna bronhalna aspergiloza ili aspergilom. Aspergilom tzv. gljivi¢na lopta, nastaje kada
inhalirana konidija dospije u ve¢ postojece pulmonalne Supljine koje su nastale kao posljedica
kavernoznih bolesti poput tuberkuloze, sarkoidoze ili emfizema. Veéina pacijenata je
asimptomatska, dok neki razviju simptome poput kaslja, gubitka tjelesne mase, dispneje te
pojave krvi u ispljuvku $to moze biti masivno i po zivot opasno. U tom slucaju potrebno je
kirurSko lijecenje. Kod opstrukcijske bronhalne aspergiloze ne dolazi do o$tecenja tkiva, a
najcesce nastaje u pacijenata koji imaju neku kroni¢nu pluénu bolesti u podlozi poput cisti¢ne
fibroze ili kroni¢nog bronhitisa.

Invazivna pluca aspergiloza je teska infekcija koja nastaje u imunokompromitiranih pacijenata
koji boluju od leukemije, limfoma, AIDS-a, zatim kod bolesnika koji primaju kortikosteroide,
kod primatelja transplantata koStane srzi. Rizik je ve¢i kod pacijenata koji primaju alogene
hematopoetske mati¢ne stanice. Simptomi ukljucuju vrucicu, kasalj, dispneju te krv u ispljuvku.
Iz pluca bolest se moze prosiriti na bubrege, jetru, mozak, gastroinestinalni trakt stvarajuci
apscese i nekrotizirajuce lezije.

Kod pacijenata u bolnicama koji su visokorizi¢ni vrlo je bitno prevenirati aspergilozu. Takvi
bolesnici su smjesSteni u sterilne jedinice gdje je pozitivan tlak zraka, to¢no propisan broj
izmjena zraka po satu te se zrak filtrira pomocu HEPA filtera (Caroll i sur., 2019; Kaleni¢ i sur.,
2013).

Rana i ciljana sistemska antifungalna terapija jedna je od klju¢nih faktora za uspjesan ishod kod
imunokompromitiranih pacijenata. Prema posljednjim smjernicama terapiju treba zapoceti
vorikonazolom i/ili posakonozolom, dok je liposomalni amfotericin B prva alternativna
terapija. Siroko spektralni triazoli sprjeGavaju sintezu ergosterola u membrani gljivice te
uzrokuju stani¢nu smrt. Amfotericin B, polien, veze se na ergosterol te stvara pore u membrani

1 time se povecava stani¢na propusnost $to dovodi do stani¢ne smrti. Ehinokandini koji
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inhibiraju sintezu 1,3 beta glukana u stanicnom zidu, isto se tako istrazuju kao potencijalni
lijekovi za tretiranje invazivne aspergiloze, kako sami, tako i u kombinaciji sa amfotericinom
B i vorikonazolom. U lijecenju bitnu ulogu ima i imunomodulatorna terapija. Ona je dizajnirana
da poveca broj fagocitnih stanica i skrati trajanje neutropenije. Prognoze za pacijente koji su
pogodeni invazivhom aspergilozom su vrlo slabe, a smrtnost vrlo visoka (Jenks i Hoenigl,
2018).

Crni aspergili (Aspergillus seckcija Nigri) su jedna od grupa koju je najteze klasificirati i
identificirati. Vrste A. brasiliensis, A. acidus, A. tubingensis, A. wewitschiae, A. niger imaju
vrlo slicna morfoloska svojstva te ih je na osnovu morfologije nemoguce sa sigurnoscu
razlikovati (Frias-De-Leon i sur., 2018; Szigeti i sur., 2012). Od molekularnih metoda koje su
razvijane od velike je vaznosti sekvenciranje gena za B-tubulin ili kalmodulin te su one pogodne
i dostatne za razlikovanje vrsta unutar sekcije Nigri (Samson i sur., 2007; Susca i sur., 2007).
Crni aspergili izolirani sa pacijenata koji boluju od otomikoze najcesce su identificirani kao A.
niger ako se koriste konvencionalne morfoloske metode (Munguia i Daniel, 2008). No,
zahvaljujuéi ranije opisanim molekularnim analizama pokazano je kako uz A. niger i drugi
aspergili iz sekcije Nigri mogu biti vazni potencijalni oportunisti¢ki patogeni (Szigeti i sur.,
2012). Vrste A. welwitschiae, A. tubingensis, A. luchuensis, A. piperis i A. niger spadaju u
najcesce identificirane vrste crnih aspergila izolirane u okoliSu iz zraka i prasine (Varga i sur.,
2014; Jaksi¢ i sur., 2020). Primjenom polifaznog pristupa u identifikaciji aspergila, osobito
primjenom vise razli¢itih molekulskih markera i naprednih bioinformatickih alata ve¢ina sojeva
unutar vrste A. niger izdvojila se kao zasebna vrsta A. welwitschiae, prvotno imenovana kao A.
awamori (Perrone i sur., 2011). U novijim istrazivanjima u kojima je se pored molekularnih
identifikacijskih markera gena za ITS, B-tubulin 1 kalmodulin koristi 1 identifikacija pomocu
MALDI-TOF! metode potvrdeno je da su vrste A. welwitschiae i A. tubingensis najzastupljenije
medu klinickim izolatima crnih aspergila (deHooge i sur., 2018). Prema tome, pri tumacenju
ranijih istrazivanja ne treba iskljuciti mogucnost da se radi o nekoj drugoj vrsti iz sekcije Nigri
umjesto o vrsti A. niger koja se smatrala klinicki najznacajnijom uz A. tubingensis (Chowdhary
i Singh, 2005; Alcazar-Fuoli i sur., 2009; Balajee i sur., 2009)

Crni aspergili u znacajnim koli¢inama proizvode razliite toksi¢ne metabolite ukljucujuci
mikotoksine okratoksin A i fumonizine (Frisvad i sur., 2011), ali i malformine, nafto-y-pirone
1 bikumarine koji isto tako pokazuju toksi¢ne ucinke Sto ukazuje na potrebu za pracenjem u

hrani, sto¢noj hrani te biotehnoloskim proizvodima (Nielsen i sur., 2009).

I MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight



1.3. CIMBENICI VIRULENCIJE

Zahvaljuju¢i razlicitim molekulama koje proizvode, bakterije, virusi, gljivice i protozoe
koloniziraju stanice, organe, organske sustave ili Citav organizam domacina i pri tome
izbjegavaju razli¢ite mehanizme imunosnog odgovora domac¢ina. Cimbenici virulencije igraju
bitnu ulogu u patogenim uéincima vrsta roda Aspergillus, a u razvoju infekcije jako je bitan
imunosni status domacina, odnosno, infekciji ¢e biti podloznije imunokompromitirane osobe.
U imunokompetntnih pojedninaca mehanizmi urodene imunosti odgovorni su za eliminaciju
konidija, no u pacijenata neposredno nakon transplatacije organa te ostalih pacijenata na
imunospresivnoj terapiji bolest se pojavljuje Cesto (Latge, 1999). Sposobnost rasta pri
temperaturi od 37 °C i rasponu pH od 1,5 do 9,8 te veli¢ina koja omoguéuje alveolarnu
depoziciju, isto tako doprinose patogenosti (Krijgsheld i sur., 2013; Hogan i sur., 1996).
Povrs$ina konidija prekrivena je Stapicastim strukturama koje omogucéavaju laganu disperziju i
adheriranje na povrsine. Prilikom ulaska kroz di$ni put maskiraju beta-1,3 glukane u stani¢nom
zidu $to ometa prepoznavanje od strane imunosnog sustava. Dihidroksinaftalen (DHN) melanin
je glavni melaninski pigment koji omogucava prezivljavanje konidije nakon fagocitoze od
strane makrofaga tako Sto blokira acidifikaciju fagolizosoma te na taj nafin omogucéava
germinaciju i izlazak iz fagocitne stanice (Slesiona i sur., 2012). Za razli¢ite vrste aspergila
identificirani su mnogobrojni ¢imbenici virulencije: adhezini, hidroliti¢ki enzimi kao §to su
proteaze, fosfolipaze, ribonukleaze, restrikcijski enzimi, potom katalaze, superoksid dismutaze,
a amilaze, mikotoksini i neproteinski metaboliti niske molekulske mase. Razli¢iti faktori
virulencije uzrokuju degradaciju tkivnih ugljikohidrata (o amilaza), proteina (proteaze),
fosfolipida (fosfolipaze), pektina (pektinaze) i lipida (lipaze) (Raksha i sur., 2017). Formacija
biofilma pomaze sprijeciti fagocitozu i dozvoljava eksponencijalni rast (Loussert i sur., 2010).
Hemolizin uzrokuje lizu crvenih krvnih stanica.

Vrste roda Aspergillus proizvode proteaze (metaloproteinaze, serinske proteaze, aspartil
proteaze) koje su ukljuene u razgradnju strukturnih barijera domacdina te na taj nacin
omogucavaju invaziju, a posebno su vazne proteaze sa elastinolitickom aktivnos¢u. Oko 30%
pluénog tkiva se sastoji od elastina te su Kothary i suradnici prvi dosli do otkri¢a kako je
elastaza ukljucena u patogenost aspergila (Kothary i sur., 1984). Kasnije je pokazano da izolati
uzeti od pacijenata sa invazivnom aspergilozom pokazuju elastinoliticku aktivnost in vitro

(Rhodes i sur., 1988).



1.4. METABOLIZAM DUSIKA

Dusik je esencijalan spoj koji je nuzan za izgradnju bioloskih struktura kao $to su proteini ili
nukleinske kiseline. Isto tako jedan je od glavnih nutrijenata koje aspergili trebaju da bi
prezivjeli. Kao primarni izvori dusika sluze amonijak i glutamin, oni se najlakse asimiliraju uz
najmanji utroSak energije. Jednom kada se amonijak nade unutar citosola, glutamin sintetaza
katalizira reakciju amonijaka i glutamata kako bi nastao glutamin, uz glutamat sintetazu dolazi
zatim dolazi do transformacije sa 2-oksoglutaratom te nastaju dvije molekule glutamata (Perez-
Cuesta i sur., 2021). Sekundarnim izvorima duSika smatraju se nitrat, amidi, purini, amino
kiseline i kompleksni supstrati kao $to je elastin i kolagen (Krappmann i Braus, 2005). Posebno
valja spomenuti nitrat ¢ija je asimilacija dio globalnog ciklusa dusika. Kada primarni izvori
dusika nisu dostupni , ali je prisutan nitrat, koji se najcesce nalazi u tlu, klaster gena ukljucen u
asimilaciju/utilizaciju nitrata eksprimiran je kroz aktivnost transkripcijskih aktivatora koji
reagiraju na dusik (AreA i NirA), sto posljedicno omoguéuje da se nitrat intracelularno
konvertira (Hayer i sur., 2014). Metabolicki put nitrata zapocinje ulaskom u stanicu pomocu
nitrat-specifi¢nog trasportera CrnA. Jednom kada se nade unutar stanice nitrat reduktaza (NiaD)
reducira nitrat u nitrit te posljedi¢no nitrit reduktaza, NiiA, reducira nitrit u amonijak. Kona¢no,
amonijak se inkorporira u strukturu glutamina ili glutamata kao §to je opisano ranije (Perez-
Cuesta i sur., 2021). Navedeni enzimi proucavani su kod vrste A. nidulans, genetski
karakterizirani u vrsti A. fumigatus (Amaar i Moore, 1998). Takoder, geni za NiaD i NiiA su

sekvencirani za vrstu A. niger (Unkles i sur., 1992).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Aspergili iz sekcije Nigri Siroko su rasprostranjene U prirodi i unutarnjim zatvorenim
prostorima. Inhalacijom aerogenih Cestica kod ljudi moze do¢i do razvoja alergija ili infekcija,
ovisno o imunosnom statusu pojedinca te ovisno o vrsti i koli¢ini udahnutih konidija i dijelova
micelija. Bududi da je elastaza vazan ¢imbenik virulencije plu¢nih patogenih mikroorganizama,
u ovome radu ispitana je elastazna aktivnost crnih aspergila A. luchuensis, A. niger, A. piperis,
A. tubingensis i A. welwtischiae koji se naj¢esce pojavljuju u unutarnjim zatvorenim prostorima.
Kako bi se ispitala moguénost rasta spomenutih vrsta crnih aspergila u fizioloSkim uvjetima,
ispitane su karakteristike rasta spomenutih vrsta crnih aspergila na hranjivoj podlozi koja
simulira fizioloSke uvjete (podloga Brain heart infusion agar, BHI) 5, 7 ili 14 dana na 37 °C.
Na hranjivoj podlozi Czapek Dox Agar (CDA) sa i bez nitrata ispitana je uloga dusika u rastu
aspergila. Elastazna aktivnost ispitana je CDA bez nitrata uz dodatak 0,05-0,1 % supstrata
elastin - kongo crvenog (ECR), a procijenjena je na temelju uocljive zone razgradnje ECR u
podlozi. Indeks elastazne aktivnosti izracunat je kao omjer promjera zone obezbojenja koja
odgovara razgradnji elastina uklopljenog u podlogu i promjera porasle kolonije nakon
inkubacije 5, 7 ili 14 dana na 37 °C. Primjenjivost odabrane podloge za ispitivanje elastazne
aktivnosti provedena je pomocu standarda enzima elastaze dodanog hranjivoj podlozi CDA sa

supstratom ECR.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. PORIJEKLO IZOLATA

Izolati koji su koristeni u ovom ispitivanju (Tablica 1) uzeti su iz zbirke mikrobnih kultura

Zavoda za mikrobiologiju, Farmaceutskog-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Svi

izolati aspergila izolirani su iz zraka.

Tablica 1. Oznake zra¢nih izolata aspergila vrsta Aspergillus luchuensis, Aspergillus niger,

Aspergillus piperis, Aspergillus tubingensis i Aspergillus welwitschiae.

Vrsta Oznaka izolata
A. luchuensis MFBF AN11054A
A. niger MFBF AN11066B
A. piperis MFBF AN11119B
A. tubingensis MFBF AN10927B
A. welwitshiae MFBF AN10924B

3.2. REAGENSI | HRANJIVE PODLOGE

Kao izvor supstrata elastina u ispitivanju se koristio reagens elastin kongo crveno,
ECR,(Sigma Aldrich, Njemacka) u koncentracijama 0,05-0,1 % ugradenim u hranjivu
podlogu uvijek nakon autoklaviranja.

Standard enzima elastaze koji je sadrzavao 4 U elastaze/ mg proteina (Sigma Aldrich,
Njemacka) u aseptickim uvjetima pripremljen je kao 5 jednostruko serijalno razrijedenih
otopina u sterilnoj otopini Tris pufera (5 mM Tris /HCI, pH=8,5).

Za pripremu Czapek Dox agara, sa i bez ECR, koristena je gotova smjesa Czapek-Dox Broth
(BD Difco™, SAD) uz dodatak agar-agara 15 g/l (Sigma Aldrich, Njemacka). Na ovaj na¢in
pripremljena otopina sterilizira se autoklaviranjem na 121°C tijekom 15 minuta.

Za pripremu Czapek Dox agara bez natrijeva nitrata, sa i bez ECR u jednoj litri destilirane
vode otopi se 30 g/l saharoze (C12H22011, Kemig, Zagreb, Hrvatska), 1 g/l dikalij fosfata
(K2HPO4, Kemig, Zagreb, Hrvatska) , 0,5 g/l magnezij sulfata (MgSQOs, Kemig, Zagreb,
Hrvatska), 0,5 g/l kalijeva klorida (KCI, Kemig, Zagreb, Hrvatska) te 0,01 g/l Zeljezo sulfata
(FeSO4, Kemig, Zagreb, Hrvatska) uz dodatak 15 g/l agara (Sigma Aldrich, Njemacka). Na

ovaj nacin pripremljena otopina se sterilizira autoklaviranjem na 121°C tijekom 15 minuta.



e Zapripremu Brain heart infusion agara (BHI) sa i bez ECR koristen je Brain Heart Infusion
Broth (Sigma Aldrich, Njemacka) te je prema uputi proizvodaca otopljeno 37 g/l destilirane
vode uz dodatak 15 g/l agara. Na ovaj nain pripremljena otopina sterilizira Se

autoklaviranjem na 121°C tijekom 15 minuta.

3.3. ISPITIVANJE PRIMJENJIVOSTI PODLOGE CDA SA SUPSTRATOM ECR ZA
ISPITIVANJE ELASTAZNE AKTIVNOSTI

Kako bi se utvrdilo da elastaza dovodi do razgradnje elastina iz ECR, po 30 ul otopine elastaze
(0,0728 do 1,164 U) inokulirano je na papirnati disk na CDA agaru uz dodatak 0,05% ECR.
Mjerenje prozirne zone razgradnje elastina (mm) provedeno je nakon 48 h inkubacije na 37 °C.

3.4. INOKULACIJA | ODREDPIVANJE ELASTAZNE AKTIVNOSTI ISPITIVANIH
IZOLATA CRNIH ASPERGILA

Nakon $to su pripremljene podloge mikropipetom je u aseptickim uvjetima inokulirano po 2 pl
suspenzije kondija plijesni (> 107/ml), u otopini sastava glicerol:voda 1:1 V/V. Kulture su
inkubirane 5, 7 i 14 dana na 37 = 0,2 °C. Po isteku inkubacije, mjereni su promjer porasle
kolonije (mm) te promjer zone razgradnje elastina (mm). Indeks aktivnost elastaze izracunat je
prema modificiranoj metodi (Blanco i sur., 2002) prema formuli: EAl=d (elastaza)/d (porasle
kolonije) pri ¢emu je EAI - indeks aktivnosti elastaze; d (elastaza) - promjer zone razgradnje

elastin —kongo crveno, a d (porasle kolonije) promjer porasle kolonije.



4. REZUTATI

4.1. ISPITIVANJE PRIMJENJIVOSTI PODLOGE CDA SA SUPSTRATOM ECR ZA
ISPITIVANJE ELASTAZNE AKTIVNOSTI

Ispitivanja koja su provedena s razrijedenim otopinama standardne otopine elastaze jasno
pokazuju da enzim razgraduje elastin koji se nalazio u podlozi ugraden kao ECR $to je vidljivo
kao zona obezbojenja (slika 1). Naime, ECR se ne otapa u hranjivoj podlozi ve¢ biva jednoliko
rasprsen u njoj u obliku crvenih granulica. Razgradnjom elastina boja kongo crveno iz ECR se
otapa u hranjivoj podlozi §to izgleda kao kruzna zona ostro ogranicena od ostatka podloge, a
zbog niske lokalne koncentracije kongo crvenog vidi se kao zona obezbojenja. Promjer zone

razgradnje elastina linearno povecava s porastom koncentracije enzima elastaze (slika 2).

Izmjereni promjeri prikazani su u tablici 2.

Slika 1. Prikaz razgradnje elastina sa rastu¢im koncentracijama standardne otopine enzima
elastaze (1-0,0728 U, 2-0,146 U, 3-0,291 U, 4-0,582 U, 5-1,164U) na CDA agaru uz dodatak
supstrata 0,05% ECR nakon 48 h inkubacije na 37 °C.

Tablica 2. 1zmjereni promjer zone razgradnje elastina pridruZzen koncentracijama standardne
otopine enzima elastaze na CDA agaru sa dodatkom 0,05% ECR. Sva mjerenja su provedena u
duplikatu, a promjer je prikazan kao raspon (od-do).

elastaza (U) 0,0728 0,146 0,291 0,582 1,164
r (mm) 24-24 24-25 24-26 25-26 30-32
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4.2. ELASTAZNA AKTIVNOST IZOLATA CRNIH ASPERGILA

Hranjiva podloga BHI zbog svojih komponenta, infuzije govedeg srca i teleCeg mozga,
organskog peptona, vrlo dobro simulira fizioloSke uvjete pa je korisna pri simulaciji fizioloskih
uvjeta ex vivo. Vrste A. luchuensis, A. niger, A. piperis, A tubingensis, A.welwitschiae pokazuju
gust rast na ovoj podlozi te se promjer povecava razmjerno periodu inkubacije (slika 3).
Najvece razlike u promjeru porasle kolonije vidljive su 5. dan inkubacije. Na temelju promjera
poraslih kolonija 5. dana inkubacije mozemo zakljuciti da najbrze raste A. piperis, a slijede ga
izolati vrsta A. welwitschiae, A. niger, A.luchuensis dok A. tubingensis najsporije raste. Promjer
porasle kolonije A. piperis je 1,013 puta vec¢i od promjera A. welwitschiae, 1,067 puta veci od
promjera A. niger, 1,23 puta veci od promjera A. luchuensis. Najmanji promjer izmjeren je za
A. tubingensis, promjer porasle kolonije A. piperis je 1,43 puta veéi od promjera porasle
kolonije A. tubingensis. Obzirom da su izolati svih ispitanih vrsta crnih aspergila pokazale
dobar rast na ovoj podlozi na temperaturi 37 °C mozemo zakljuciti da se radi o potencijalnim

patogenima za ¢ovjeka.
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5. dan 7. dan 14. dan

A.luchuensis

Slika 3. Prikaz rasta plijesni vrsta A. luchuen

sis, A. niger, A. piperis, A. tubingensis, A.

welwitschiae nakon inkubacije 5, 7 i 14 dana na temperaturi 37 °C na hranjivoj podlozi BHI.
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Porast kultura plijesni vrste A. luchuensis na razli¢itim hranjivim podlogama modificiranim
obzirom na udio anorganskog/organskog dusika prikazan je slici 4. Na podlozi CDA gdje je
izvor dusika anorganski natrijev nitrat plijesan dobro raste, a promjer joj se povecava razmjerno
periodu inkubacije (slika 4A). Kada se podlozi CDA ukloni natrijev nitrat uo¢ava se vrlo slabi
porast kojega obiljezava prorijedeni micelij i slaba sporulacija (slika 4B). Kada se u podlogu
doda ECR umjesto anorganskog dusika plijesan raste proporcionalno periodu inkubacije (slika
4C), ali rast je rijedi no kada je u podlozi prisutan nitrat. Vidljivo je kako je enzim razgradio
elastin koji se nalazio u podlozi ugraden u ECR (slika 4C). Zonu razgradnje elastina bilo je
moguce uociti 5. dana pri cemu je promjer razgradnje bio veci od promjera porasta kolonije

dok je 7. dana inkubacije zona razgradnje bila manja od promjera porasle kolonije.
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5. dan 7. dan 14. dan
A. CDA nemodificirani

Slika 4. Prikaz rasta plijesni vrste A. luchuensis nakon inkubacije 5, 7 i 14 dana na 37 °C na

nazna¢enim hranjivim podlogama modificiranim obzirom na izvor dusika.
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Porast kultura plijesni vrste A. niger na razli¢itim hranjivim podlogama modificiranim obzirom
na udio anorganskog/organskog dusika prikazan je slici 5. Na podlozi CDA gdje je izvor dusika
anorganski natrijev nitrat plijesan dobro raste, a promjer joj se povecava razmjerno periodu
inkubacije (slika 5A). Kada se podlozi CDA ukloni natrijev nitrat uocava se vrlo slabi porast
kojega obiljezava prorijedeni micelij i slaba sporulacija (slika 5B). Kada se u podlogu doda
ECR umjesto anorganskog dusika plijesan raste proporcionalno periodu inkubacije (slika 5C),
ali rast je rijedi no kada je u podlozi prisutan nitrat. Vidljivo je kako je enzim razgradio elastin
koji se nalazio u podlozi ugraden u ECR (slika 5C). Zonu razgradnje elastina moguce je odrediti
5.17. dana pri ¢emu se zona razgradnje povecava razmjerno periodu inkubacije.

5. dan 7. dan 14. dan
A. CDA nemodificirani

B. CDA bez natrijevog nitrata

L

Slika 5. Prikaz rasta plijesni vrste A. niger nakon inkubacije 5, 7 i 14 dana na 37 °C na

naznacenim hranjivim podlogama modificiranim obzirom na izvor dusSika.
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Porast kultura plijesni vrste A. piperis na razli¢itim hranjivim podlogama modificiranim
obzirom na udio anorganskog/organskog dusika prikazan je slici 6. Na podlozi CDA gdje je
izvor dusika anorganski natrijev nitrat plijesan dobro raste, a promjer joj se povecava razmjerno
periodu inkubacije (slika 6A). Kada se podlozi CDA ukloni natrijev nitrat uo¢ava se vrlo slabi
porast kojega obiljezava prorijedeni micelij i slaba sporulacija (slika 6B). Kada se u podlogu
doda ECR umjesto anorganskog dusika plijesan raste proporcionalno periodu inkubacije (slika
6C). Zona razgradnje elastina vidljiva je 5. dan inkubacije.

5. dan 7. dan 14. dan
A. CDA nemodificirani

e

Slika 6. Prikaz rasta plijesni vrste A. piperis nakon inkubacije 5, 7 i 14 dana na 37 °C na

naznac¢enim hranjivim podlogama modificiranim obzirom na izvor dusika.
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Porast kultura plijesni vrste A. tubingensis na razli¢itim hranjivim podlogama modificiranim
obzirom na udio anorganskog/organskog dusika prikazan je slici 7. Na podlozi CDA gdje je
izvor dusika anorganski natrijev nitrat plijesan dobro raste, a promjer joj se povecava razmjerno
periodu inkubacije (slika 7A). Kada se podlozi CDA ukloni natrijev nitrat uocava se vrlo slabi
porast kojega obiljezava prorijedeni micelij i slaba sporulacija (slika 7B). Kada se u podlogu
doda ECR umjesto anorganskog dusika plijesan raste proporcionalno vremenu inkubacije, ali
je micelij rijedi nego kad se u podlozi nalazi nitrat (slika 5C). Zonu razgradnje elastina bilo je

moguce odrediti 7. dana inkubacije.

5. dan 7. dan 14. dan
A. CDA nemodificirani

Slika 7. Prikaz rasta plijesni vrste A. tubingensis nakon inkubacije 5, 7 i 14 dana na 37 °C na

naznacenim hranjivim podlogama modificiranim obzirom na izvor dusSika.
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Porast kultura plijesni vrste A. welwitschiae na razli¢itim hranjivim podlogama modificiranim
obzirom na udio anorganskog/organskog dusika prikazan je slici 8. Na podlozi CDA gdje je
izvor dusika anorganski natrijev nitrat plijesan dobro raste, a promjer joj se povecava razmjerno
periodu inkubacije (slika 8A). Kada se podlozi CDA ukloni natrijev nitrat uocava se vrlo slabi
porast kojega obiljezava prorijedeni micelij i slaba sporulacija (slika 8B). Kada se u podlogu
doda ECR umjesto anorganskog dusika plijesan raste proporcionalno periodu inkubacije (slika
8C), ali micelij je izrazito prorijeden, gotovo nevidljiv u odnosu na podlogu sa nitratom.
Vidljivo je kako je enzim razgradio elastin koji se nalazio u podlozi ugraden u ECR (slika 8C).

Zonu razgradnje elastina bilo je moguce odrediti 5. dan inkubacije.

5. dan 7. dan 14. dan
A. CDA nemodificirani

i 4 e — ‘ ..,:..t‘k‘ﬁm. E % ;
Slika 8. Prikaz rasta plijesni vrste A. welwitschiae nakon inkubacije 5, 7 i 14 dana na 37 °C na

naznacenim hranjivim podlogama modificiranim obzirom na izvor dusSika.
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Indeksi elastazne aktivnosti za ispitane vrste prikazani su u tablici 4. Najveci indeks elastazne
aktivnosti bilo je moguce odrediti za vrstu A.niger petog dana inkubacije te se kretao u rasponu
od 1,556 do 1,680. Zatim slijedi vrsta A. tubingensis za koju je indeks bilo moguce odrediti
sedmog dana inkubacije te se kretao u rasponu od 1,5 do 1,54. Za vrstu A. welwitschiae indeks
je bilo moguce odrediti petog dana inkubacije te se kretao u rasponu od 1,286 do 1,429. Za
vrstu A. luchuensis indeks elastazne aktivnosti odreden je 5. dana te je iznosio 1,14 dok je 7.
dana inkubacije promjer zone razgradnje bio manji od porasle kolonije. Za vrstu A. piperis
aktivnost je zabiljezena 5. dan inkubacije te je indeks elastazne aktivnosti iznosio 1,07. Petog
dana inkubacije zona obezbojenja bila je ve¢a za A. welwischiae 1,13 puta nego za A. niger.
Cetrnaestog dana aktivnost je zabiljezena za vrste osim A. piperis te je indeks aktivnosti bio
najveéi za A. niger, a najmanji za A. welwitschiae. Zona obezbojenja je bila veéa za A.
welwitschiae 1,37 puta nego za A. niger, ali treba uzeti u obzir da je i promjer porasle kolonije
za A. welwitschiae bio ve¢i. Takoder u razmatranje treba uzeti kako je 14. dana sam rub
Petrijeve zdjelice bio limitirajuéi za porast kolonije i produkciju elastaze. Istrazivanje aktivnosti
je provedeno i na hranjivoj podlozi BHI uz dodatak susptrata elastin — kongo crveno, no zbog
same pigmentacije podloge nije bilo moguce izmjeriti zonu obezbojenja.

Tablica 4. Prikaz indeksa aktivnosti elastaze za vrste A. luchuensis, A. niger, A. piperis, A.
tubingensis, A. welwitschiae na hranjivoj podlozi CDA bez natrijeva nitrata uz dodatak

supstrata elastin — kongo crveno (ECR) 0,1%.

5.dan | 7.dan | 14.dan
*EAI
A. luchuensis 1,14 0,625 1,119-1,176
A. niger 1,556 — 1,680 1,139 1,192
A. piperis 1,07 - -
A. tubingensis - 15-154 1,0-1,092
A. welwitschiae 1,286 - 1,429 - 1,0

20



5. RASPRAVA

Dusik je esencijalan za rast i sposobnost plijesni da metaboliziraju Sirok spektar izvora dusika
omogucava im da koloniziraju razli¢ite okoliSne niSe i prezive ukoliko su im nutrijenti
ogranic¢eni. Od svih okoli$nih ¢imbenika, kvaliteta i kvantiteta izvora dusika koji je koriSten u
mediju ima utjecaja na rast i diferencijaciju, ali isto tako na sintezu brojnih sekundarnih
metabolita u razli¢itih Aspergillus vrsta (Tudzynski, 2014). U istrazivanju koje su proveli Xue
i suradnici (2004) dokazano je kako MAP kinaza koja je promatrana u A. fumigatus negativno
regulira konidijalnu germinaciju, a aktivira se kao odgovor na ogranicene ili uskracene izvore
dusika ili ugljika. U jednoj studiji koju su proveli Hayer 1 suradnici (2014) pokazano je kako
razli¢iti izvori dusika utjeCu na rast. vrste A. niger. Na minimalnom mediju za rast aspergila
(AMM) u kojemu je kao izvor ugljika koristena je D — galaktoza te anorganski izvori dusika
kao $to su pokazano je da su natrijev nitrat, natrijev nitrit i amonijev sulfat dostatni izvori
dusika. Medutim, kompleksni izvori kao Sto je kvasCev ekstrat, pepton, tripton 1 Casamino
kiseline nuzni su za micelijski rast, §to je u skladu i sa rezultatima istrazivanja ovog diplomskog
rada. Naime, iako sve od ispitanih vrsta sporuliraju na hranjivoj podlozi bez nitrata, micelij je
nerazvijen. Isto tako, usporedbom rasta na podlogama CDA i BHI opazeno je da u istom
periodu inkubacije isti izolati aspergila brze i propulzivnije rastu na podlozi s kompleksnim
organskim izvorima dusika, tj. BHIL

Uloga elastaze u patogenosti aspergila najbolje je istrazena kod vrste A. fumigatus. Tako su
Kothary i suradnici (1984) proveli istrazivanje u koje je bilo uklju¢eno 75 okolisnih izolata A.
fumigatus, a elastazna aktivnost ispitana je u teku¢éem mediju i na agaru koji je sadrzavao
elastin. Od 71 izolata koji je pokazao aktivnost na agaru, njih 33 je produciralo elastazu u
teku¢em mediju. Zatim je po 6 izolata koji su producirali elastazu i po 4 onih koji nisu pokazali
aktivnost testirano na imunokompromitiranim mis$evima. Svi miSevi koji su bili izlozeni
izolatima koji su producirali elastazu umrli su u periodu od 48 do 96 sati. Autopsijom su u
pluénom tkivu uginulih miseva bile vidljve hife te je bila prisutna nekroza aleveola ( Kothary i
sur., 1984). Jos je jedna studija nastojala pokazati povezanost izmedu elastazne aktivnosti i
patogenosti vrste A. fumigatus u misa. MiSevi su intravenozno inficirani konidijama.
Odredivala se elastazna aktivnost u serumu miseve te vrijeme prezivljavanja istih pri cemu je
zakljuceno da postoji znacajna veza izmedu elastazne aktivnosti i vremena prezivljavanja
miSeva s aspergilozom (Khosravi i sur., 2012). Rhodes i suradnici (1988) su svojim

istrazivanjem pokazali kako 38 klini¢kih izolata Aspergillus sp. pokazuje elastaznu aktivnost
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na agaru koji sadrZava rose bengal-elastin. Svi izolati koji su uzrokovali invazivnu aspergilozu
su producirali elastazu. Elastazna aktivnost prouc¢avana je i na krutom mediju sastava elastina
(0,05 %), bazna podloga ugljika iz kvasca (0,05%), rose bengal (0,01%) i agar (1,5%) u
boratnom puferu (0,05M). Nakon 10 dana inkubacije na 37°C svi izolati vrste A. fumigatus
osim jednog koji su izolirani iz pacijenata sa invazivnom aspergilozom pokazivali su indeks
aktivnosti elastaze, EAI > 1. Naposlijetku, 44 od 142 izolata koji su prikupljeni iz okolisa
pokazivali su indeks aktivnosti elastaze EAIl > 1 (Blanco i sur., 2002). Dostupni su i rezultati
istrazivanja proteazne aktivnosti klini¢kih i okoli$nih izolata aspergila (Raksha i sur., 2017).
Sojevi klini¢kih izolata pokazali su visok udio proteazne aktivnosti (87,17 %) dok je kod
okoli$nih izolata udio onih sa proteaznom aktivnoséu bio nesto nizi (41,02 %). Sto se ti¢e crnih
aspergila, proteaznu aktivnost pokazalo je 16/18 izolata vrste A. niger. U ranijim istrazivanjima
utvrdeno je da izolati vrste A. welwitschiae pokazuju vecu elastaznu aktivnost nego izolati vrste
A. niger, iako je kod odredenih izolata vrste A. niger utvrdena vrlo visoka aktivnost (Varga i
sur., 2011). U istrazivanju kojega su proveli Denning i suradnici (1993) ni jedan od 5 ispitanih
izolata vrste A. niger nije pokazao elastaznu aktivnost.

U ovome radu pokazana je elastazna aktivnost za vrste A. luchuensis, A. niger, A. piperis, A.
tubingensis i A. welwitschiae pri ¢emu je ona najveca za A.niger te se kretala u rasponu od 1,556
do 1,680. Iz prethodno spomenutih istrazivanja jasno je kako Aspergillus vrste iz sekcije Nigri
pokazaju elastaznu aktivnost §to je i pokazano u ovome u radu. Takoder, treba uzeti u obzir da
je suvremeni pristup u identifikaciji vrsta aspergila iz sekcije Nigri razvijen tek nakon 2007.,
stoga vrste koje su ranije identificirane kao A. niger mogu zapravo pripadati drugim vrstama iz
ove sekcije. Vrste A. tubingensis i A. welwitschiae najc¢eséi su klinicki izolati crnih aspergila
(deHooge i sur., 2018), u ovom radu izmjerena je elastazna aktivnost za ove vrste $to ukazuje
na dodatan potencijalni rizik za zdravlje. Vrsta A. niger takoder uzrokuje infekcije u ljudi
(Latgé, 1999) ¢emu doprisnosi elastaza ¢ija je aktivnost za ovu vrstu izmjerena u ovom
istrazivanju. Vrste A. tubingensis i A. welwitschiae spadaju medu najucestalije vrste crnih
aspergila u zraku, dok su vrste A. luchuensis, A. niger i A. piperis slabije zastupljene (Varga i
sur., 2014; Jaksic¢ i sur., 2020). Sve ispitane vrste crnih aspergila A. luchuensis, A. niger, A.
piperis, A. tubingensis i A. welwitschiae dobro rastu na podlozi BHI koja simulira fizioloske
uvjete, a pokazano je i da mogu razgradivati elastin kada je ugraden u hranjivu podlogu. Stoga
i vrste A. luchuensis i A. piperis i A. welwitschiae, a ne samo vrste A. niger i A. tubingensis
predstavljati rizik za zdravlje ljudi. Dok je elastazna aktivnost ranije utvrdena za A. niger, A.
tubingensis i A. welwitschiae (Varga i sur., 2011; Blanco i sur., 2002;), u ovom diplomskom

radu prvi puta je pokazana kod vrsta A. luchuensis i A. piperis. Kod A. luchuensis ova aktivnost
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moze biti korisna obzirom da se radi o industrijski vaznoj vrsti u proizvodnji hrane, medutim
treba imati na umu potencijalnu opasnost za ljude ukoliko dode do inhalacije aerogenih Cestica
ove vrste aspergila, osobito kod profesionalne izlozenosti. Iako je vrsta A. piperis prema
dostupnim podacima u okoliSu zastupljena mnogo manje u odnosu na vrste A. tubingensis i A.
welwitschiae (Varga i sur., 2014; Jaksi¢ i sur., 2020) uzimajuéi u obzir da je rije¢ o brzo rastucoj
vrsti sa elastaznom aktivno$¢éu i ova vrsta moze biti povezana s nepovoljnim klini¢kim

ishodima.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata istrazivanja elastazne aktivnosti razli¢itih vrsta aspergila iz sekcije Nigri

na krutim hranjivim podlogama modificiranim obzirom na izvor duSika uz razliCite

koncentracije ECR doneseni su sljedeéi zakljucci:

Izolati A. luchuensis, A. niger, A. piperis A. tubingensis, A. wewitschiae su pokazali
dobar rast na BHI hranjivoj podlozi koja dobro simulira fizioloske uvjete

Zarast kolonije potreban je izvor dusika, bilo organski ili anorganski. Sve ispitane vrste
pokazale su rast na podlozi koja je sadrzavala dusik u obliku natrijeva nitrata koji je
anorganski, dok na podlozi koja nije sadrzavala nitrat rasta nije bilo. Isto tako i na
podlozi koja je sadrzavala kompleksni organski izvor dusika pokazan je izrazeniji i
propulzivniji rast u odnosu na medij sa anorganskim izvorom dusika.

U ovom radu je pokazano kako je dusik osobito vazan nutrijent za razvoj micelija crnih
aspergila.

Najveci indeks aktivnosti elastaze pokazao je izolat vrste A. niger, a indeks elastazne
aktivnosti kretao se u rasponu od 1,556 do 1,680 te je zabiljezen 5. dan inkubacije

Za izolat vrste A. welwitschiae najveca elastazna aktivnost izmjerena je 5. dan od
inkubacije indeks aktivnosti elastaze kretao u rasponu od 1,286 do 1,429.

Izolat vrste A. tubingensis je 7. dan inkubacije pokazao elastaznu aktivnost, indeks
aktivnosti elastaze kretao se od 1,5 do 1,54.

Izolat vrste A. luchuensis je 14. dana inkubacije pokazao elastaznu aktivnost, a indeks
aktivnosti elastaze kretao se u rasponu od 1,119 do 1,176.

Izolat vrste A. piperis je 5. dana mjerenja pokazao elastaznu aktivnost, a indeks
aktivnosti elastaze iznosio je 1,07.

U ovome radu po prvi puta je utvrdena elastazna aktivnost kod vrsta A. luchuensis i A.

piperis $to i ove vrste svrstava medu rizi¢ne za zdravlje ljudi.
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8. SAZETAK

Plijesni roda Aspergillus sekcije Nigri Siroko su rasprostranjene u okoliSu te su neizmjerno
znacajne Covjeku zbog Siroke primjene u biotehnologiji i industriji. Takoder, ove plijesni
predstavljaju rizik za zdravlje. Ukoliko plijesni proizvode enzim elastazu koja razgraduje
elastin u pluénom tkivu, povecava se invazivnost plijesni.

Cilj ovog rada bio je ispitati uvjete rasta odabranih aspergila iz sekcije Nigri ukljucujuci
Aspergillus luchuensis, Aspergillus niger, Aspergillus piperis, Aspergillus tubingensis i
Aspergillus welwitschiae nakon inkubacije 5, 7 i 14 dana na 37 °C na hranjivoj podlozi BHI
koja sadrzi ekstrakte mozga i srca te simulira fizioloSke uvjete. Na podlogama CDA
modificiranim s obzirom na udio anorganskog/organskog dusika ispitan je utjecaj dusika na rast
plijesni (5, 7 i 14 dana na 37 °C). Elastazna aktivnost ispitana je na hranjivoj podlozi CDA bez
nitrata uz dodatak supstrata elastin — kongo crveno (ECR), a procijenjena mjerenjem promjera
razgradnje elastina provedeno 5., 7. i/ili 14. dan inkubacije na 37°C. Prikladnost modificirane
CDA podloge sa ECR ispitana je pomocu standarda enzima elastaze nakon inkubacije 48 h na
37 °C.

Sve ispitane vrste pokazale su dobar, propulzivni rast na podlozi BHI razmjerno period
inkubacije na 37 °C. Na podlozi CDA sa i bez nitrata pokazano je da je dusik neophodni
nutrijent osobito vazan za razvoj micelija plijesni.

Elastazna aktivnost dokazana je za izolate svih vrsta. Najvecéa aktivnost izmjerena je za vrstu
Aspergillus niger te se ona kretala u rasponu od 1,556 do 1,680. Nesto niza elastazna aktivnost
dokazana je kod vrsta A. tubingensis i A. welwitschiae, a po prvi puta je elastazna aktivnost
pokazana kod vrsta A. luchuensis i A. piperis. Rezultati ovoga rada upucuju da i druge vrste
crnih aspergila osim A. niger, A. tubingensis i A. welwitschiae mogu imati klinic¢ki znacaj za

covjeka, posebno obzirom na utvrdenu elastaznu aktivnost ispitanih sojeva.
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9. SUMMARY

The Aspergillus section Nigri are widespread in the environment and due to their application in
biotechnology and industry they are immensely important to humans. Furthermore, these molds
have the potential to cause health problems. If the molds produce the enzyme elastase which
breaks down elastin in lung tissue, the invasiveness of the mold increases.

The aim of this paper was to examine the growth of selected Aspergilli from the section Nigri
including Aspergillus luchuensis, Aspergillus niger, Aspergillus piperis, Aspergillus
tubingensis and Aspergillus welwitschiae following five, seven and fourteen days of incubation
at 37 °C on BHI agar containing brain and heart extracts and thus simulating physiological
conditions. The impact of nitrogen on the fungal growth was investigated following five, seven
and fourteen days of incubation at 37 °C on CDA agar modified with respect to the proportion
of inorganic/organic nitrogen. Elastase activity was tested on the nitrate-free CDA with the
addition of elastin - congo red (ECR) substrate. The measurement of the diameter of elastin
degradation was carried out on the 5", 7" and/or 14" day of incubation at 37°C. The suitability
of the ECR-modified CDA was tested with elastase standard following 48 hrs incubation at
37°C.

All the tested isolates of the black Aspergilli showed good, propulsive growth on BHI medium.
Growth characteristics on CDA, with or without nitrate, showed that nitrogen is essential
nutrient for the growth of Aspergilli, especially for the mycelium development.

The elastase activity was demonstrated for all the tested isolates. The highest elastase activity
was measured for A. niger isolate (EAI 1.556-1.680). Slightly lower levels of elastase activity
were mesured for A. tubingensis and A. welwitschiae, while elastase activity was demonstrated
for A. luchuensis and A. piperis for the first time. The results of this paper suggest that other
species of the black Aspergilli besides A. niger, A. tubingensis, and A. welwitschiae may be

clinically significant for humans, especially considering the observed elastase activity.

31



Temeljna dokumentacijska kartica

Sveuciliste u Zagrebu Diplomski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Studij: Farmacija

Zavod za mikrobiologiju

Schrottova 39/I. kat, 10000 Zagreb, Hrvatska

Ispitivanje aktivnosti elastaze u odabranih vrsta
aspergila iz sekcije Nigri

Mia Jurinjak

SAZETAK

Plijesni roda Aspergillus sekcije Nigri $iroko su rasprostranjene u okoli$u te su neizmjerno znac¢ajne ¢ovjeku zbog Siroke
primjene u biotehnologiji i1 industriji. Takoder, ove plijesni predstavljaju rizik za zdravlje. Ukoliko plijesni proizvode
enzim elastazu koja razgraduje elastin u plu¢nom tkivu, poveéava se invazivnost plijesni. Cilj ovog rada bio je ispitati
uvjete rasta odabranih aspergila iz sekcije Nigri uklju¢ujuci Aspergillus luchuensis, Aspergillus niger, Aspergillus
piperis, Aspergillus tubingensis i Aspergillus welwitschiae nakon inkubacije 5, 7 i 14 dana na 37 °C na hranjivoj podlozi
BHI koja sadrzi ekstrakte mozga i srca te simulira fizioloske uvjete. Na podlogama CDA modificiranim s obzirom na
udio anorganskog/organskog dusika ispitan je utjecaj dusika na rast plijesni (5, 7 i 14 dana na 37 °C). Elastazna aktivnost
ispitana je na hranjivoj podlozi CDA bez nitrata uz dodatak supstrata elastin — kongo crveno (ECR), a procijenjena
mjerenjem promjera razgradnje elastina provedeno 5., 7. i/ili 14. dan inkubacije na 37°C. Prikladnost modificirane CDA
podloge sa ECR ispitana je pomocu standarda enzima elastaze nakon inkubacije 48 h na 37 °C.Sve ispitane vrste
pokazale su dobar, propulzivni rast na podlozi BHI razmjerno period inkubacije na 37 °C. Na podlozi CDA sa i bez
nitrata pokazano je da je dusik neophodni nutrijent osobito vazan za razvoj micelija plijesni.Elastazna aktivnost
dokazana je za izolate svih vrsta. Najvec¢a aktivnost izmjerena je za vrstu Aspergillus niger te se ona kretala u rasponu
od 1,556 do 1,680. Nesto niza elastazna aktivnost dokazana je kod vrsta A. tubingensis i A. welwitschiae, a po prvi puta
je elastazna aktivnost pokazana kod vrsta A. luchuensis i A. piperis. Rezultati ovoga rada upucuju da i druge vrste crnih
aspergila osim A. niger, A. tubingensis i A. welwitschiae mogu imati klini¢ki znacaj za ¢ovjeka, posebno obzirom na
utvrdenu elastaznu aktivnost ispitanih sojeva.

Rad je pohranjen u Sredi$njoj knjiznici Sveuéilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Rad sadrzi: 31 stranicu, 8 grafickih prikaza, 4 tablice i 50 literaturanih navoda. 1zvornik je na hrvatskom jeziku.
Kljuéne rijeci: Aspergillus sekcija Nigri, elastaza, dusik
Mentor: Doc. dr. sc. Daniela JakSi¢, docent Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Ocjenjivaci: Doc. dr. sc. Daniela Jak3ié, docent Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Prof. dr. sc. Maja Segvi¢ Klari¢, redovita profesorica Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta.
Izv. prof. dr. sc. Gordana Maravi¢ Vlahoviéek, izvanredna profesorica Sveucilista u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Rad prihvacéen: veljaca 2022.



Basic documentation card

University of Zagreb Diploma thesis
Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Study: Pharmacy

Department of microbiology

Schrottova 39/1st flor, 10000 Zagreb, Croatia

Elastase activity in selected Aspergillus species
from the Nigri section

Mia Jurinjak

SUMMARY

The Aspergillus section Nigri are widespread in the environment and due to their application in biotechnology and
industry they are immensely important to humans. Furthermore, these molds have the potential to cause health problems.
If the molds produce the enzyme elastase which breaks down elastin in lung tissue, the invasiveness of the mold
increases.The aim of this paper was to examine the growth of selected Aspergilli from the section Nigri including
Aspergillus luchuensis, Aspergillus niger, Aspergillus piperis, Aspergillus tubingensis and Aspergillus welwitschiae
following five, seven and fourteen days of incubation at 37 °C on BHI agar containing brain and heart extracts and thus
simulating physiological conditions. The impact of nitrogen on the fungal growth was investigated following five, seven
and fourteen days of incubation at 37 °C on CDA agar modified with respect to the proportion of inorganic/organic
nitrogen. Elastase activity was tested on the nitrate-free CDA with the addition of elastin - congo red (ECR) substrate.
The measurement of the diameter of elastin degradation was carried out on the 5™, 7" and/or 14" day of incubation at
37°C. The suitability of the ECR-modified CDA was tested with elastase standard following 48 hrs incubation at 37
°C.All the tested isolates of the black Aspergilli showed good, propulsive growth on BHI medium. Growth
characteristics on CDA, with or without nitrate, showed that nitrogen is essential nutrient for the growth of Aspergilli,
especially for the mycelium development. The elastase activity was demonstrated for all the tested isolates. The highest
elastase activity was measured for A. niger isolate (El 1.556-1.680). Slightly lower levels of elastase activity were
mesured for A. tubingensis and A. welwitschiae, while elastase activity was demonstrated for A. luchuensis and A. piperis
for the first time. The results of this paper suggest that other species of the black Aspergilli besides A. niger, A.
tubingensis, and A. welwitschiae may be clinically significant for humans, especially considering the observed elastase
activity.

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry.

Thesis includes: 31 pages, 8 figures, 4 tables and 50 references. Original is in Croatian language.

Keywords: Aspergillus section Nigri, elastase, nitrogen

Mentor: Daniela Jaksi¢, Ph.D. Assistant Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

Reviewers: Daniela Jaksi¢, Ph.D. Assistant Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

Maja Segvi¢ Klari¢, Ph.D. Full Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

Gordana Maravi¢ Vlahovicek, Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy
and Biochemistry

The thesis was accepted: February, 2022.






