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1. UVOD

1.1.Kulturna basStina i metode prezervacije

Knjiznice, arhivi 1 ostale ustanove u kojima se nalaze predmeti kulturne bastine, ¢esto imaju
pogodne uvjete za rast gljivica, Sto uvelike ovisi o temperaturi i vlaznosti. Pored samog
propadanja i raspada ovakvih dokumenata, koji su ¢esto unikatni i rijetki, ovakva situacija moze
dovesti do rizika po ljudsko zdravlje zbog kontaminacije knjiga i dokumenata plijesnima (da

Silva 1 sur., 2006).

Prema Marasovi¢u, pojam kulturne bastine odnosio bi se na ,,dostignuca $to su nam preci
ostavili u jeziku i knjizevnosti, graditeljstvu i likovnim umjetnostima, ukljucujuci narodnu
umjetnost, u glazbi, kazaliStu, filmu, znanosti i u drugim podru¢jima koja zajedno ¢ine ukupnost

kulture® (Sogi¢, 2014; Marasovi¢, 2001).

Jos Sire shvacanje kulturne bastine imaju Prott i O'Keefe posto navode da taj pojam obuhvaca
manifestacije ljudskog zivota koje su odraz odredenog pogleda na zivot i svjedoce o povijesti i
valjanosti toga pogleda (Sosi¢, 2014; Prott i O'Keefe, 1992). Takoder, pojam kulturne bastine
naglaSava ideju skrbniStva tj. zastite materijalnih i nematerijalnih dostignu¢a ljudske kulture,
ne samo na dobrobit i uzivanje sada$njeg narastaja nego takoder i buducih ljudskih generacija

(Sogi¢, 2014).

Svaka definicija, iako medusobno razlicite, naglasavaju neizmjernu vaznost istrazivanja i rada

na ovome podrucju.

Pojam kulturne baStine obuhvaca ne samo materijalne oblike kulturnog nasljeda, nego i
nematerijalna dostignuéa ljudske kulture. Materijalna kulturna bastina dijeli se na pokretna i
nepokretna kulturna dobra. U pokretna kulturna dobra mogu spadati svi predmeti koji imaju
neku poveznicu s ljudskom kulturom, kao §to su umjetnine poput slika i kipova, ali i nakit,
posude, liturgijski predmeti, stari novac, knjige i sl. Nepokretna kulturna dobra su, pored
povijesnih gradevina, primjerice i arheoloSka nalaziSta, Citave graditeljske cjeline, okoli$
objekta tj. prostorni kontekst u kojem se nepokretno kulturno dobro nalazi. Nematerijalnu
bastinu ¢ine primjerice plesovi i druge umjetnicke izvedbe, glazba, obicaji, tradicionalna znanja
1 vjestine, vjerski rituali itd. Nacelno treba razlikovati kulturnu od prirodne bastine: kulturna

bastina nuZno je nastala kao rezultat ljudskog djelovanja (Sogi¢, 2014).



Nazalost, na globalnoj razini, predmeti i lokaliteti kulturne bastine suoc¢avaju se s mnostvom
prijetnji uslijed: starosnog i prirodnog propadanja, krade i1 pljacke, ratnih sukoba, turizma,
agresivne urbanizacije, Spekulativnog razvoja, prirodnih katastrofa i okoliSnih utjecaja, kako
unutar ustanova kulturne bastine, kao i na terenu, pojedinacni istrazivaci, profesionalna drustva,
muzeji, sveuciliSta i vlade prihvatile su nove medijske tehnologije kako bi proSirile
tradicionalne metode upravljanja kulturom. Ann Marie Sullivan u svojem radu govori o
primjeni novih medija i digitalizacije opcenito na kulturnu bastinu u cilju unapredenja i

ocuvanja iste (Sullivan, 2016).

Najvece Stete u zatvorenom okruzenju prvenstveno uzrokuju celuloliticke gljive, Sto rezultira
gubitkom ¢vrsto¢e vlakana i propadanjem materijala. Ostale posljedice prisutnosti mikroba
mogu nastati kao rezultat trajnog bojenja od pigmentacije i prodora micelija, kako od
celulolitickih tako i od necelulolitickih gljivica, a zanimljivo je §to koriste izvore hrane u

rasponu od Skroba do povrsinske prljavstine i ulja (Montegut i sur., 1991).

Pokazano je da su spore vecine fungalnih vrsta sposobne iskoristiti kondenzacijsku vlagu, a pri
uvjetima visoke relativne vlaznosti (75-95%), spore germiniraju u micelij. Ako vlazni uvjeti
ostanu nepromijenjeni, dolazi do razvoja novih spora unutar 48-72 h i tako postpuno dolazi do

dominacije na materijalu (Garg i sur., 1995).

Sterilizacija op¢enito, definirana je kao bilo koji proces koji efektivno ubija ili eliminira gotovo
sve mikroorganizme poput gljivica, bakterija, virusa i spora, a izbor metode sterilizacije ovisi
o materijalima i njihovoj uporabi uporabi kako se ne bi izazvala $teta (da Silva Aquino, 2012).
Posto je poznato da primjena odredenih sterilizacijskih uvjeta ovisi 1 o vrsti mikroorganizama
koji se nalaze na uzorku, Ettenauer i suradnici istrazivali su metode koje se koriste za
identifikaciju mikroba. U danaSnje se vrijeme se izolacija i identifikacija mikroorganizama,
posebno gljivica, i1 dalje drzi tradicionalnih metoda za procjenu mikrobioloske kontaminacije.
Ove klasi¢ne tehnike uzgoja omogucéuju kvantitativnu i kvalitativnu procjenu istrazenog okolisa
i predstavljaju vaznu metodologiju na ovom polju. S druge strane, primjenom standardnih
tehnika s laboratorijskim podlogama, procjenjuje se da se moze uzgajati samo manjina od oko
1% ukupnih bakterija i do 10% populacije gljiva uoc€ljivih u prirodi. Stoga su molekularne i
filogenetske metode osigurale sredstva koja omogucuju identifikaciju bez uzgoja kolonija. Brze
1 osjetljive alternative klasi¢nim tehnikama uzgoja su tehnike temeljene na lancanoj reakciji
polimeraze (PCR) koje nude priliku za analizu pune raznolikosti mikrobnih zajednica

(Ettenauer i sur., 2012).



Gljivice mogu hidrolizirati Siroki raspon polimera, ukljucujuéi celulozu, $to je rezultat njihovih
ucinkovitih degradiraju¢ih enzima, a razvijeno je nekoliko tehnika za konzervaciju knjiga i

dokumenata od biodeterioriraju¢ih agensa (da Silva i sur., 2006).

Kako bi se sprijecila ili barem smanjila biorazgradnja predmeta kulturne bastine, koriste se
razne metode poput fumigacije, anoksije ili kemijski biocidi. U€inci svih ovih metoda
ograniceni su difuzijom, a neki od njih mogu izazvati ozbiljne nuspojave na materijal obradenog
predmeta, na okolis ili na konzervatore i kustose ili ¢ak na posjetitelje muzeja (Marusi¢ i sur.,
2019). Neke od ovih tehnika ukljucuju uporabu jako toksi¢nih kemikalija, ukljucujuéi etilen
oksid koji je kancerogen i uz to Sto je skup, zabranjen je u velikom broju drzava. Alternativa
ovakvim tehnikama upravo je gama zracenje, obecavajuci tretman u polju konzervacije (da

Silva 1 sur., 2006).

1.2. Utjecaj gama zracenje na gljivice

Gama zracenje su elektromagnetski valovi visoke mo¢i prodiranja koji prolaze kroz materijale
bez ostavljanja ikakvih zaostataka, $to je prednost nad nekim drugim metodama jer nakon

zraCenja, rukovanje knjigama i dokumentima moZze se obavljati sigurno (da Silva i sur., 2006).

Gama zraCenje dostavlja odredenu dozu zracenja, Sto moze trajati od nekoliko minuta do vise
sati, ovisno o debljini i veli¢ini materijala koji zra¢imo, a njegov energetski raspon iznosi od
1000 eV do 30 MeV. Megaelektronvolt je decimalni viSekratnik jedinice elektronvolt
(MeV=10° eV) (Struna, hrvatsko jezi¢no nazivlje, 2021.) Mjerna jedinica za gama zracenje je
grej (Gy). Grej (Gy) je izvedena SI jedinica apsorbirane doze ioniziraju¢eg zraenja. Definiran
je dozom zracenja koje je tijelu mase jedan kilogram predalo energiju jednog dzula (Gy = J/kg)
(Dzelalija, 2011). Kako bi se izbjegla inducirana radioaktivnost, koja se moze dogoditi ako je
rijec o zracenju koje prelazi 5 MeV, zabranjena je upotreba visih doza. S druge strane, upotreba
energija nizih od 0,2 MeV nije racionalna. Energija gama zraka sli¢na je svjetlosti, ali s ve¢om

energijom fotona i kracom valnom duljinom (da Silva Aquino, 2012).

Gama zracenje kao postupak sterilizacije uzrokuje direktno oStecenje DNA tako $to dovodi do
mutacija 1 stanice. Takoder, ima i indirektini ucinak jer uzrokuje radiolizu vode pri ¢emu se
stvaraju reaktivni kisikovi spojeva, radikali i peroksidi, koji uzrokuju jednolancane i

dvolancane DNA lomove (da Silva i sur., 2006).

Budu¢i da i prokarioti (npr. bakterije) i eukarioti (npr. kvasci i plijesni) imaju sposobnost

popravka mnogih razli¢itih DNA lomova, radiosenzitivnost visoko je uvjetovana sposobnos¢u
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organizma za popravak jednolancanih lomova (da Silva Aquino, 2012). Studija je pokazala da,
Sto je duzi period zracenja zbog niske brzine zracenja, veca je vjerojatnost da kisik ude u
interakciju s celuloznim polimerima i uzrokuje kemijsku modifikaciju i uzrokuje vecu
indirektnu Stetu (Magaudda, 2004). Bez obzira na to, ta razina depolimerizacije nije znacajno

promijenila mehanicka svojstva papira (Adamo i sur., 1998; Gonzalez i sur., 2002).

Uoceno je razlicito ponaSanje gljivica ovisno o tome jesu li pod utjecajem akutnog ili kroni¢nog
zraCenja, odnosno, potrebni su razli¢iti odgovori stanica. Kad je rije¢ o akutnom zracenju,
stanice se odjednom suocavaju s velikim koli¢inama oStec¢enja uzrokovanih gama zra¢enjem, a
nakon toga slijedi oporavak u ne-stresnim uvjetima. Pri kroni¢nom zraenju odgovor je
drugaciji jer se stanice nalaze pod kontinuirano povisenom stopom stvaranja Stete (Shuryak,
2017). Ucinkovitost sterilizacije gama zracenjem zahtjeva odredeno vrijeme, kontakt i
temperaturu, a takoder ovisi o tipu prisutnog organizma tj. njegovoj radiorezistenciji. Pritom je
uoceno da je teze eliminirati skupinu razli¢itih mikroba na jednom materijalu nego li samo
jednu vrstu u istoj koli¢ini (da Silva Aquino, 2012). Rezultati istrazivanja Shuryak i sur. (2019)
pokazuju da se velik broj enzima eksprimira kao odgovor na stresne uvjete. Nadalje, pokazano

je daizlozenost jednoj vrsti stresa moze prouzroc€iti unakrsnu zastitu od drugih stresora, $to daje

dobru podlogu za daljnja istrazivanja.

Tretman predmeta kulturne bastine zra¢enjem zapocet je 1960-ih i danas je dobro uspostavljena
jeftina tehnika dekontaminacije. Budu¢i da je brz (nekoliko sati do nekoliko dana), posebno je
pogodan za obradu velikih koli¢ina materijala u kratkom vremenu (KatuSin-Razem i sur.,
2017). Neovisan je o temperaturi, ne ostavlja ostatke i barem djelomi¢no inaktivira enzime koji
bi inace ostetili predmet ¢ak i nakon pocetnog tretiranja sredstava za razgradnju. Gama zracenje
je visokoenergetsko elektromagnetsko zracenje koje emitiraju radioaktivne jezgre i ne inducira
sekundarnu radioaktivnost. Njegova je penetracija vrlo velika, tako da tretirani predmeti mogu
biti spakirani i ostat ¢e zaSti¢eni dok god je ambalaza netaknuta (Marusi¢ i sur., 2019).
Michaelsen i sur. (2013) radili su istrazivanje koriste¢i gama zracenje te su dosli do zakljucka
da se gama zrake mogu koristiti za istovremeno tretiranje velike koli¢ine papira i to bez
naknadne kemijske opasnosti. Ovaj postupak moze se smatrati samo postupkom
dekontaminacije, tj. metodom smanjenja bio-deterioriraju¢ih mikroorganizama na prihvatljivu
razinu, $to je presudno u o€uvanju papira. S druge strane, suSenje smrzavanjem s kojim je
napravljena usporedba, moze se primijeniti samo za zaustavljanje Sirenja plijesni prije daljnjeg

tretmana.



Budu¢i da samo starenje uzrokuje drasti¢an pad stupnja polimerizacije, Sto je papir stariji,
stupanj polimerizacije se manje smanjuje. Takoder je pokazano da kod doza koriStenih za
tretiranje predmeta kulturne baStine, promjene na papiru izazvane zracenjem i starenjem ne
predisponiraju materijal za novi napad insekata ili gljivica (Magaudda i sur. 2001; Adamo i

Magaudda, 2003; Adamo i sur. 2003).

1.3. Znacdajke gljivica i Cladosporium spp.

Gljivice proizvode degradacijske enzime koji hidroliziraju celulozne materijale. Posebice
aktivne celuloliticke gljivice ukljucuju i kladosporije. Kao posljedica biodegradacije javljaju se
promjene u izgledu 1 mehanickoj Cvrsto¢i objekta, Sto u nekim slucajevima rezultira
djelomi¢nom ili ¢ak potpunom dezintegracijom. Osim biodegradacije, rukovanje materijalom
kontaminiranim gljivicama moze biti ozbiljan zdravstveni rizik iz razloga Sto mnoge vrste,
ukljucujuéi i kladosporije, imaju alergeni potencijal, a neki poput vrsta iz rodova Aspergillus i

Penicillium proizvode niz mikotoksina koji mogu dovesti do trovanja (Marusi¢ i sur., 2019).

Kladosporija ima tamni micelij koji moze biti smede do crnosmede ili sivozelene boje. Vrste
roda Cladosporium proizvode mnogo jednostani¢nih konidija, ali ¢esta je pojava i dvostani¢nih
i trostani¢nih oblika. Dvije naj¢esce vrste su C. cladosporiodes i C. herbarum. Njihova pojava
Cesta je 1 na hrani poput Zitarica i vo¢a, a mogu rasti i pri niskim temperaturama (Bullerman,
2003). Vrste roda Cladosporium kozmopolitske su rasprostranjenosti i Cesto se susrecu na svim
vrstama biljnih, gljivicnih i drugih otpadaka, Cesto su izolirane iz tla, hrane, boje, tekstila i
drugih organskih tvari ili se koloniziraju kao sekundarni uljezi na lezijama uzrokovanim biljnim
patogenim gljivama (Bensch i sur., 2012). Takoder, konidije kladosporija najucestalije su
plijesni u okoliSu, posebice u zraku otvorenih i zatvorenih prostora. Sa svojim malim
konidijama, obi¢no formiranim u razgranatim lancima, dobro su prilagodeni na lako Sirenje u
velikom broju na velike udaljenosti. Ostale vrste ovog roda su biljni patogeni, tj. uzro¢nici su
lisnih pjega 1 drugih lezija ili se javljaju kao hiperparaziti na drugim gljivama (Bensch i sur.,
2012). Budu¢i da su mnoge vrste kladosporija kozmopolitske, da su agensi propadanja, ili su
uzrocnici alergije ili ¢ak biljnih ili Zivotinjskih bolesti i ¢esto imaju velik utjecaj na okolis, rod

je zanimljiv istraziva¢ima u raznim disciplinama (Bensch i sur., 2012).

Kladosporije su jedne od najucestalijih vrsta gljivica nadenih na pergamentu, umjetnickim

slikama, kao 1 keratinoznim supstratima popu vune, kostiju, krzna 1 sl (Sterflinger, 2010).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Platno je jedan od naj¢es¢ih materijala koje nalazimo kao dio predmeta kulturne bastine, bilo
to kao slikarsko platno, platno kao dio tradicionalne odjece kao dio kulturne bastine, namjestaj
1 mnoge druge razne umjetnine. S obzirom na njegovu osjetljivost i podloznost kontaminaciji,
kao 1 samu vaznost kulturne bastine, potrebno je pronaci adekvatnu metodu dekontaminacije, a
jedna od njih je gama zracenje. Gama zracenje ucinkovita je i relativno sigurna metoda, ali
ponekad je tesko odrediti tone doze i ostale uvjete zracenja koji bi bili adekvatni s obzirom na
znacajke uzorka kojeg zrac¢imo (bioraznolikost mikroba, njihova koncentracija, osjetljivost na

zraCenje, vrsta i osjetljivost materijala i sl).

Cilj ovog diplomskog rada je procijeniti doze i brzinu gama zracenja u svrhu dekontaminacije
platna, bez oStecivanja istog, kao i odredivanje decimalne redukcijska doze D10 (doza potrebnu

za inaktivaciju 90% mikroba u uzorku).

Specifi¢ni cilj bio je ispitati utjecaj doza gama zracenja od 2 kGy, 5 kGy, 10 kGy, 15 kGy i 20
kGy) u medusobnim kombinacijama sa brzinama zracenja 0,04 Gy/s, 0,1 Gy/s, 0,2 Gy/s, 0,4
Gy/s 1 6,7 Gy/s na inhibiciju rasta namjerno inokulirane vrste Cladosporium spaherospermum

neposredno nakon zracenja tj. 0. dan nakon zracenja.



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Mikrobioloska obrada uzoraka metodom razrjedenja

Platno je priredeno u obliku kvadrati¢a dimenzija 3,5cm x 3,5 cm koji su potom ostavljeni da
se homogeniziraju u plasticnoj vre€ici. U pokusu je koriSteno laneno platno. Komade platna
rasporeduju se u sterilne konusne polipropilenske epruvete (tzv. falkonice), nakon Cega se iste

autoklaviraju na 121 C, 1,2 bar, 15 min.

Hranjiva podloga na kojoj se provode nasadivanja je MALT ekstrakt agar (MEA) proizvodaca
Sigma-Aldrich koji se prireduje suspendiranjem 50 g praska u 11 destilirane vode, a zatim
kuhanjem uz mijeSanje do otapanja. Nakon toga podloga se hladi i autoklavira prema uvjetima
sterilizacije za mikrobioloske podloge, a to je na 121 C, 1,2 bar, 15 min, a zatim i inkubacija
uzoraka 5-7 dana na 25 C, nakon ¢ega se ploce oCitavaju tj. broje se izrasle kolonije. Bitno je

naglasiti da se za brojanje uzimaju ona razrjedenja na kojima je naraslo manje od 150 kolonija.

Nakon izbrojanih kolonija, broj plijesni po gramu materijala CFU/g (colony forming units)

racuna se prema formuli:

zC
V(n1+0,1n2)d

CFU/g =
>C — zbroj kolonija izbrojenih na svim plo¢ama
V — volumen inokuluma u mililitrima stavljen na hranjivu podlogu
nl — broj plo¢a zadrzanih za brojanje kod prvog razrjedenja
n2 — broj ploc¢a zadrzanih za brojanje kod drugog razrjedenja

d — razrjedenje iz kojeg su dobiveni prvi brojevi

3.2. Inokuliranje platna vrstom Cladosporium spaherospermum

Gljivica Cladosporium spaherospermum inokulira se na MEA podlogu na kojoj se inkubira 10

dana na 25 C. Porasle sporuliraju¢e kulture koriste se za pripravu suspenzije plijesni u vodi.

Prethodno pripremljeni komadiéi platna umecu se u sterilne polipropilenske konusne epruvete
od 15 mL i dijele se u dvije skupine — jedna skupina inokulirana s kladosporijom, a druga bez

inokuluma, a obje skupine radene su u duplikatu. Prva skupina najprije je sterilizirana u



autoklavu (121 C, 1,2 bar, 15 minuta), a zatim inokulirana suspenzijom Cladosporium

spaherospermum 1x10°CFU/g i odmah nasadena u duplikatu kao kontrola.

Nakon inkubacije obje skupine su ozracivane razli¢itim dozama zracenja (2 kGy, 5 kGy, 10
kGy, 15 kGy 1 20 kGy) u kombinaciji sa razli¢itim brzinama zracenja (0,04 Gy/s, 0,1 Gy/s, 0,2
Gy/s, 0,4 Gy/s i 6,7 Gy/s). Uzorci predvideni za nasadivanje odmah nakon zracenja (0.dan)

nasadeni su na MEA.

3.3 Ozracdivanje uzoraka gama zracenjem

Svi uzorci zraceni su na Institutu Ruder BoSkovi¢ unutar Laboratorija za radijacijsku kemiju 1
dozimetriju uporabom panoramskog uredaja sa 60Co kao izvorom gama zracenja. (Razem i
sur., 1984). Obrada materijala ioniziraju¢im zracenjem provodi se u skladu s nacionalnim
pravilnikom (Narodne novine br. 046/1994) i medunarodnim propisima. ISO standardom
(International Organization for Standardisation), ISO 13285:2003, Medical devices — QMS —
Requirements for regulatory purposes, slijede¢i metodu ISO 11137-1:2006, Sterilization of
Health Care Products — Radiation. Cilj dozimetrijskih mjerenja je pokazati da su preporucene i
odredene doze zraCenja ispravno predane materijalu izlozenom zraenju prema unaprijed
utvrdenim doznim mapama. Za dozimetrijska mjerenja u uporabi je i1 rutinski kemijski

dozimetar od etanolklorbenzena (ISO/ASTM 51538:2009).

Pripremljeni, obradeni i oznaceni uzorci ozraceni su ja¢inom doza od 2 kGy, 5 kGy, 10 kGy,
15 kGy 1 20kGy pri razli¢itim brzinama zracenja od 0,04 Gy/s, 0,1 Gy/s, 0,2 Gy/s, 0,4 Gy/s i
6,7 Gy/s. Svi uzorci napravljeni su u duplikatu. Sva su mjerenja napravljena u duplikatu, a

razlika vijabilnosti prije i nakon zracenja prikazani su kao srednje vrijednosti CFU/g.

3.4. Odredivanje doze D10

D10 (decimalna redukcijska doza) zapravo oznacava dozu potrebnu da se inaktivira 90% broja
plijesni tj. da se broj mikroorganizama smanji za jednu logaritamsku jedinicu. Njome se
izrazava radijacijska osjetljivost: niza D10 indicira vecu osjetljivost doti¢nog organizma
(Kortei i sur., 2015).

Na slikama (slike 3-7) je prikazan graf ovisnosti logaritma broja prezivljelih gljivica (tocnije,
ovisnosti logaritma broja izraslih kvasaca) o primijenjenoj dozi neposredno nakon zracenja. 1z

dobivenog pravca izraunata je D10 za sve primijenjene brzine, tako $to je racunata kao



negativna recipro¢na vrijednost nagiba pravca (D10=-1/a, pri ¢emu a oznacava nagib pravca).
D10 racunamo kako bismo mogli usporedivati razli¢ite mikroorganizme ili iste
mikroorganizme pri razli¢itim uvjetima, a poznavanje D10 ponekad moZe osigurati Zeljenu
redukciju mikroorganizama. Pritom u procjeni treba uzeti u obzir i stupanj degradacije

artefakta, kao i stupanj kontaminacije (Trandafir i sur., 2014).



4. REZULTATII RASPRAVA

Posto su svi uzorci radeni u duplikatu, prilikom ocitavanja rezultata uzimana je aritmeticka
sredina broja kolonija na pojedinim plo¢ama. Ocekivane kolonije na hranjivim podlogama bile
su kolonije Cladosporium spaherospermum. Medutim, na plo¢ama kladosporija nije rasla ve¢
je uocen porast kolonija kvasaca. Kvasac je rastao na plo¢ama inokuliranima kladosporijom
(slika 1), kao 1 na onima koje nisu bile inokulirane. Uoc¢eni kvasci su mlijecno bijele boje, malih,

blago razgranatih kolonija presvu¢enih masnim vostanim slojem.

Slika 1. Kolonije vrste Cladosporium sphaerospermum koje su inokulirane na uzorke platna.
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Slika 2. Kolonije neidentificiranog bijelog kvasca izraslog na MEA podlozi nakon zracenja; a)

dozom 5 kGy; b) dozom 10 kGy.

Rezultati prezivljenja gljivica nakon pojedine doze zracenja s pripadaju¢om brzinom prikazani

su u tablicama 1-5.

Tablica 1. Porast broja kolonija kvasca na inokuliranim i neinokuliranim uzorcima platna nakon

gama zracenja dozom od 2 kGy pri razli¢itim brzinama zracenja

Brzina zraCenja Inokulirano  kladosporijom | Bez inokuluma (CFU/g)
(CFU/g)

0,04 Gy/s 872727 >>10*

0,1 Gy/s 500 4545

0,2 Gy/s 818 591

0,4Gy/s 773 500

6,7 Gy/s 318 591

Pri brzini od 0,1 Gy/s u inokuliranim uzorcima pri razrjedenju od 102, odnosno 107 i 10 uz

kvasce, uoc€ene su i kolonije bijele, odnosno zelene plijesni.
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Tablica 2. Porast broja kolonija kvasca na inokuliranim i neinokuliranim uzorcima platna nakon

gama zrac¢enja dozom od 5 kGy pri razli¢itim brzinama zracenja

Brzina zraCenja Inokulirano  kladosporijom | Bez inokuluma (CFU/g)
(CFU/g)

0,04 Gy/s 455 91

0,1 Gy/s 50000 136

0,2 Gy/s 45 0

0,4 Gy/s 909 90909

6,7 Gy/s 196363 91

Tablica 3. Porast broja kolonija kvasca na inokuliranim i neinokuliranim uzorcima platna nakon

gama zrac¢enja dozom od 10 kGy pri razli¢itim brzinama zrac¢enja

Brzina zracenja Inokulirano  kladosporijom | Bez inokuluma (CFU/g)
(CFU/g)

0,04 Gy/s 0 0

0,1 Gy/s 591 455

0,2 Gy/s 909 909

0,4Gy/s 455 455

6,7 Gy/s 182 864

Na pojedinim razrjedenjima ponovo su uocene bijele plijesni, a pri brzini 0,1 Gy/s uoc€ena je i

vrsta roda Aspergillus.
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Tablica 4. Porast broja kolonija kvasca na inokuliranim i1 neinokuliranim uzorcima platna gama

zraCenja dozom od 15 kGy pri razli¢itim brzinama zracenja

Brzina zracenja Inokulirano  kladosporijom | Bez inokuluma (CFU/g)
(CFU/g)

0,04 Gy/s 455 45

0,1 Gy/s 45 455

0,2 Gy/s 45 455

0,4Gy/s 909 455

6,7 Gy/s 455 500

Uz kvasce je pri brzini zracenja od 0,2 Gy/s uocen i porast penicilija,

Tablica 5. Porast broja kolonija kvasca nakon gama zra¢enja dozom od 20 kGy pri razli¢itim

brzinama zracenja

Brzina zracenja Inokulirano  kladosporijom | Bez inokuluma (CFU/g)
(CFU/g)

0,04 Gy/s 0 2500

0,1 Gy/s 0 0

0,2 Gy/s 0 0

0,4Gy/s 0 909

6,7 Gy/s 0 0

Pri jacini zracenja od 20 kGy nisu uoCena znacajnija oSte¢enja, Sto daje dobru podlogu za

daljnje proucavanje otpornosti pojedinih kolonija na gama zracenje.

Valja napomenuti da je kod svakog nasadivanja napravljena kontrola vode nasadivanjem

uzroka vode na hranjivu podlogu i svaki put je dokazana Cistoca te se porast kvasaca, bijele i

zelene plijesni te aspergila 1 penicilija moze smatrati prirodnom ,,to¢kastom* kontaminacijom

platna.
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Na slikama 3-7 prikazana je ovisnost logaritma broja prezivjelih kvasaca ovisno o dozi i brzini

zracenja.

0,04 Gy/s

y =-0,244x + 4,7892
R?=0,5273

log broja prezivjelih mikroorganizama
w

25

Doza (kGy)

Slika 3. Graf ovisnosti logaritma broja prezivjelih kvasaca o dozi zracenja u kGy pri brzini od

0,04 Gy/s

Za brzinu zracenja od 0,04 Gy/s dobivena je vrijednost D10 koja iznosi 4,10 Gy/s.
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0,1 Gy/s

y =-0,1695x + 3,9278
R?=0,7701

log broja prezivjelih mikroorganizama
N

Doza (kGy)

Slika 4. Graf ovisnosti logaritma broja prezivjelih kvasaca o dozi zracenja u kGy pri brzini od

0,1Gy/s

Za brzinu zracenja od 0,1 Gy/s dobivena je vrijednost D10 koja iznosi 5,90 Gy/s.

0,2 Gy/s

y =-0,0519x + 2,7086

g R?=0,2928
c 3
N
©
o
5 25
e
2
g 2
=
)
> 15
SN
o
o
-m 1
)
o]
o 0,5
o

0

0 5 10 15 20 25

Doza (kGy)

Slika 5. Graf ovisnosti logaritma broja prezivjelih kvasaca o dozi zracenja u kGy pri brzini od

0,2 Gy/s

Za brzinu zracenja od 0,2 Gy/s dobivena je vrijednost D10 koja iznosi 19,27 Gy/s.
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log broja prezivjelih mikroorganizama

0,4 Gy/s

cese
..........

cose
........
......
...........
-----------
..........
..........
.........

y=0,0277x +1,7439
R?=0,0262

Doza (kGy)

Slika 6. Graf ovisnosti logaritma broja prezivjelih kvasaca o dozi zracenja u kGy pri brzini od

0,4 Gy/s

Za brzinu zracenja od 0,4 Gy/s dobivena je vrijednost D10 koja iznosi 36,10 Gy/s.

log broja prezivjelih mikroorganizama

6,7 Gy/s

y=-0,1796x + 4,4101
R*=0,4867

Doza (kGy)

Slika 7. Graf ovisnosti logaritma broja prezivjelih kvasaca o dozi zracenja u kGy pri brzini od

6,7 Gy/s
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Za brzinu zracenja od 6,7 Gy/s dobivena je vrijednost D10 koja iznosi 5,57 Gy/s.

Tablica 6. Prikaz vrijednosti D10 pri odredenim brzinama zrac¢enja

Brzina zracenja (Gy/s) Vrijednost D10
0,04 4,10
0,1 5,90
0,2 19,27
0,4 36,10
6,7 5,57
40
35

y =-1,4455x + 16,339
R?=0,0947

D10 (kGy)
S

0 1 2 3 4 5 6 7 8
brzina zraénja (Gy/s)

Slika 8. Grafic¢ki prikaz ovisnosti vrijednosti D10 kvasca (kGy) o brzini primijenjenog zracenja

(Gy/s)

Vrijednosti D10 izracunate su po formuli za D10 iz dijela 3.4., a rezultati su prikazani tablicno
(tablica 6) 1 graficki (slike 3-7). Uocavaju se male vrijednosti D10 (jaca osjetljivost) pri manjim
brzinama zracenja, koje zatim postupno rastu s postupnim povecanjem brzine, dok kod znatno

vecée brzine od 6,7 Gy/s ponovno uocavamo nizu vrijednost D10.
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Razlog zbog kojeg nisu narasle kolonije prethodno namjerno inokuliranih kolonija kladosporije
nije poznat, ali jedna od pretpostavki je da je mozda neka tvar prisutna u platnu djelovala
inhibitorno. Valja naglasiti da ne znamo je li koriSteno laneno platno prethodno na neki nacin

tretirano. Takoder, treba ispitati i opciju mogu li kvasci djelovati kao inhibitori kladosporija.

Kao §to se moze vidjeti u radu Marusi¢ i sur. (2019) rod Cladosporium je vrlo otporan i
ucinkovitost njegove dekontaminacije uvelike ovisi i 0 dozi zrac¢enja i o brzini doze. Uvjerljivo
objasnjenje takve rezistencije je prisutnost melanina u njegovoj stani¢noj stijenci, buduci da su
neke druge melanizirane gljive pronadene u podrucjima izuzetno visoke radioaktivnosti poput

reaktora u Cernobilu.

Otpornost kvasca na zraCenje je u korelaciji s unutarstani¢nim sadrZzajem manganovih
antioksidansa, primjerice antioksidativnih enzima poput superoksid dismutaze (SOD). Mangan
je vazan medu redoks aktivnim prijelaznim metalima u stanicama; Mn redoks-ciklus pogoduje
uklanjanju Oz bez oslobadanja vrlo reaktivnih hidroksilnih (HO °) radikala, dok redoks-ciklus
ostalih metala poput Fe i Cr stvara HO ¢ radikale. Akumulacija visokih koncentracija Mn
antioksidansa takoder bi mogla biti vjerodostojno objasnjenje otpornosti bijelih plijesni na

zraCenje (Marusi¢ i sur., 2019).

Antifungalni uc¢inak gama zraCenja snazno ovisi i o dozi i o brzini doziranja, $to je upravo u
fokusu ovog rada, jer rezistentne gljivice (npr. Cladosporium 1/ ili kvasci) prisutne u visokim
koncentracijama izloZzene visokim dozama, ali pri malim brzinama doze mogu suzbiti
oksidativni stres medustani¢nim dijeljenjem reaktivnih enzima za uklanjanje kisika koji
omogucuju istodobni rast i popravak. Pri velikim brzinama otopljeni kisik trosi se brze nego
Sto se moze dopuniti iz okolne atmosfere. To rezultira ve¢om oksidacijom u blizini povrSina
izlozenih zraku, a manje u unutrasnjosti. Kako se brzina doze smanjuje, oksidacija ¢e se
nastaviti dalje u uzorak, Sto ¢e na kraju dovesti do homogeno oksidiranog materijala. U
konkretnom radu, promjene papira su bile zanemarive da bi se donijeli zakljucci o utjecaju

mikobiote na nuspojave zracenja na papiru (Marusi¢ i sur., 2019).

Kortei i sur. (2015) proveli su pokus na kompostiranoj piljevini ¢iji su rezultati doveli do
zakljucka da je prethodno zracenje uzoraka s dozama od 20, 25 i 32 kGy imalo veci
sterilizacijski u¢inak u odnosu na paru, dok su doze od 10 i 15 kGy imale uc¢inak usporediv s

parom. Nadalje, para je bila u¢inkovitija od zracenja jakosti 5 kGy.
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Medu organizmima iz istog reda, pa ¢ak i izmedu vrsta koje dijele odredene gene i koje su
evoluirale od zajednickog pretka, otpor zracenju nije predvidljiv koriStenjem bioinformatickih
pristupa temeljenih na genomici. Utvrdivanje dokaza podupire da je radiorezistencija
metaboli¢ka osobina koja se razvila kao nusprodukt rezistencije na druge stresore iz okoliSa

koji se najcesce susrecu, poput isusivanja (Shuryak i sur., 2019).

Cini se da gljivice drugacije interferiraju sa ionizirajuéim zra¢enjem od ostalih organizama na
Zemlji. Posljednji rezultati pokazuju da su neke vrste Cija je stani¢na stijenka bogata
melaninom, poput onih pronadenih u Cernobilskom reaktoru, vrlo dobro rastu uz ionizirajuée
zraCenje. Gljivice opcenito, a posebice one melanizirane, izrazito su radiorezistentne na visoke

doze ionizirajuceg zracenja u eksperimentalnim uvjetima. (Dadachova i Casadevall, 2008).

Studije pokazuju da bi melanin mogao biti klju¢an za hvatanje i iskoriStavanje energije, ali i da
ima znacajne radioprotektivne znacajke. Zakljucak bi bio da su gljivice zasticene melaninom
od ioniziraju¢eg zraCenja i da su njegova radioprotektivna svojstva funkcija njegovog
kemijskog sastava, gasSenja slobodnih radikala i sfernog prostornog rasporeda. Izuzetan aspekt
melanina je njihova sposobnost apsorpcije svih vrsta elektromagnetskog zrac¢enja Sto gljivicama

daje sposobnost i za energetsku transdukciju 1 za zastitu (Dadachova i Casadevall, 2008).
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. ZAKLJUCAK

e Na platnu se pojavljuju kvasci kao nazastupljenija prirodna ,,toc¢kasta* kontaminacija.

e U eradikaciji kvasaca najefikasnijom se pokazala doza od 20 kGy, koja je ujedno bila i
najveca koriStena doza, iako niti ona nije uzrokovala potpunu odstutnost mikroba.

e (Od primijenjenih doza zraCenja, uoceno je da je najmanja vrijednost D10, a time i
najveca ucinkovitost sterilizacije bila pri najnizim brzinama zracenja (0,04 Gy/s i 0,1
Gy/s) te pri najvecoj brzini doze od 6,7 Gy/s dok se prema veéim brzinama D10
postupno povecavala.

e U nastavku treba istraziti moguéu ulogu nadenih kvasaca u suzbijanju kladosporija kao

1 mehanizme otpornosti kvasaca na gama zracenje.
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7. SAZETAK

Ovaj diplomski rad posvecen je proucavanju utjecaja gama zracenja na mikobiotu platna.
Konkretno, u pokusu je koristena gljivica vrste roda Cladosporium koje su prepoznate kao jedne
od najrezistentnijih vrsta gljivica, kao 1 mikroba opc¢enito, na gama zracenje. Pozadinski motiv
za provodenje ovakvih vrsta ispitivanja zapravo je oCuvanje i prevencija oSte¢enja predmeta
kulturne bastine ¢ija je vrijednost neprocjenjiva. Naime, gama zracenje pokazalo se kao
iznimno korisna metoda sterilizacije predmeta, ¢ije su prednosti, ali i potencijalne mane
navedene u ovom radu. Diplomski rad raden je u suradnji s Institutom Ruder Boskovi¢ (IRB) u
Zagrebu gdje su prethodno pripremljeni uzorci i zraceni. U pokusu je koriSteno laneno platno,
izrezano na jednake komade, homogenizirano i prethodno sterilizirano u autoklavu. Ispitivan
je utjecaj gama zraCenja na dvije grupe uzoraka (jedna grupa inokulirana vrstom roda
Cladosporium, dok druga nije) pri razli¢itim kombinacijama doza i brzina zracenja te je nakon
nasadivanja i inkubacije promatran broj prezivjelih kolonija pri odredenim uvjetima. KoriStene
doze zracenja bile su 2, 5, 10, 15 1 20 kGy, a brzine 0,04, 0,1, 0,2, 0,4 te 6,7 Gy/s. Rezultati su
pokazali neocekivanu odsutnost kladosporije ¢ije su kolonije zamijenile kolonije
neidentificiranog bijelog kvasca koji je prezivljavao i pri viSim dozama zracenja.
Najucinkovitijom se pokazala doza zracenja od 20 kGy, iako su ¢ak i pri tolikom zracenju neke
kolonije prezivjele, a $to se tice brzine, u€inkovitije su se pokazale male brzine doze 0,041 0,1
Gy/s, kao 1 najveca brzina od 6,7 Gy/s. Potrebno je napraviti identifikaciju nepoznatog kvasca
molekularnim metodama te istraziti mogué¢e mehanizme otpornosti na gama zracenje kao i

mogucu ulogu kvasca u suzbijanju rasta kladosporije.
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SUMMARY

This thesis is dedicated to the study of the influence of gamma radiation on canvas’ mycobiota.
In particular, a fungus of the genus Cladosporium was used in the experiment, which was
recognized as one of the most resistant species of fungi, as well as microbes in general, to
gamma radiation. The background motive for conducting these types of research is actually the
preservation and prevention of damage of cultural heritage objects which value is invaluable.
Namely, gamma radiation has proven to be an extremely useful method of sterilizing objects,
whose advantages, but also potential disadvantages, are listed in this paper. The thesis was done
in cooperation with the Ruder Boskovi¢ Institute (RBI) in Zagreb, where samples were
previously prepared and irradiated. Linen cloth, cut into equal pieces, homogenized and
previously sterilized in an autoclave, was used in the experiment. The effect of gamma radiation
on two groups of samples (one group inoculated with a species of the genus Cladosporium,
while the other was not) at different combinations of dose and dose rate of radiation was
investigated, and the number of surviving colonies under certain conditions were observed after
inoculation and incubation. The radiation doses used were 2, 5, 10, 15 and 20 kGy, velocities
0f0.04, 0.1, 0.2, 0.4 and 6.7 Gy / s. The results showed an unexpected absence of Cladosporia,
whose colonies replaced colonies of unidentified white yeast that survived even at higher
radiation doses. The radiation dose of 20 kGy was the most effective, although even with that
radiation some colonies survived, and in terms of speed, the efficiency is shown by the lowest
doses of 0.04 and 0.1 Gy / s, as well as the highest speed of 6.7 Gy / s. It is necessary to make
an accurate identification of the unknown yeast in order to be able to discover the cause of its

appearance.
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combinations of dose and dose rate of radiation was investigated, and the number of surviving colonies under certain
conditions were observed after inoculation and incubation. The radiation doses used were 2, 5, 10, 15 and 20 kGy,
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replaced colonies of unidentified white yeast that survived even at higher radiation doses. The radiation dose of 20 kGy
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is shown by the lowest doses of 0.04 and 0.1 Gy / s, as well as the highest speed of 6.7 Gy / s. It is necessary to make an
accurate identification of the unknown yeast in order to be able to discover the cause of its appearance.
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