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1. UvOD

Plijesni su sveprisutne u okolisu, a njihova koncentracija u zraku se mijenja s
okolisnim ¢imbenicima (Viegas i Branddo, 2016). Vecina plijesni razmnozava Se stvaranjem
spora koje se prenose zrakom. Spore su tipi¢no veli¢ine 2-10 pm te mogu dugo opstati u zraku
i taloziti se u diSnom sustavu ljudi, dok neke manje spore mogu doprijeti ¢ak do alveola
(Eduard, 2006). One mogu biti prenesene u unutra$nje prostore na povrSinama materijala i
odjece, takoder mogu ulaziti u zgrade aktivhom i pasivnom ventilacijom, pa se stoga nalaze
unutar svih domova, ukljucuju¢i onih Kkoji nemaju problema sa vlagom. Unutrasnja
koncentracija plijesni smatra se poviSenom u vlaznim prostorijama i moze imati utjecaj na
zdravlje ljudi koji tamo zive. Vlaga ¢e se vjerojatnije dogoditi u gradevinama koje su gusce
naseljene i nemaju dobro grijanje, ventilaciju i izolaciju, a ¢ak 20% gradevina ima bar jedan
znak vlage (Institute of medicine, 2004).

Glavni put izlozenosti gljivicnim sporama je inhalacija, a izlozenost plijesnima u
domu predstavlja rizik za razvoj brojnih respiratornih simptoma, ukljucujuci alergijski rinitis,
astmu, alergijsku bronhopulmonarnu aspergilozu, sinusitis, hipersenzitivni pneumonitis, a
moze uzrokovati i koZne simptome kao $to je atopijski dermatitis (Mota i Borrego, 2016;
Viegas i Branddo, 2016). Vrste Penicillium chrysogenum i aspergili iz serije Versicolores su
najcesce plijesni u vlaznim prostorima, no osim njih vrlo su ¢esto prisutne plijesni rodova
Chaetomium, Acremonium i Ulocladium (Andersen i sur., 2011).

Razni su mehanizmi kojima plijesni utjecu na ljudsko zdravlje, a ve¢ina mehanizama
povezana je sa sposobno$c¢u plijesni da proizvedu razne alergene, toksine i iritanse.

Mnoge vrste plijesni izlu¢uju alergene tipa | te je senzitizacija imunoglobulinom E na
ucestale vanjske i unutrasnje rodove gljivica, kao sto su Alternaria, Penicillium, Aspergillus i
Cladosporium spp. visoko povezana s alergijskim respiratornim bolestima, pogotovo astmom.
Plijesni su takoder dobro znan izvor alergena tipa Ill koji induciraju IgG, a tu su ukljuceni
rodovi Penicillium i Aspergillus, koji se mogu na¢i u gotovo svakom domu. U visokim
koncentracijama, gljivice mogu biti ukljuéene u kombinirane tip 11 i IV alergijske reakcije
kao $to je hipersenzitivni pneumonitis (WHO, 2009).

Mikotoksini su sekundarni gljivicni metaboliti, biomolekule male relativne
molekulske mase od kojih su neke toksi¢ne za ljude. Mikotoksini mogu interferirati RNA
sintezu i uzrokovati oste¢enje DNA. Neki mikotoksini, npr. aflatoksin kojeg izlucuju plijesni
Aspergillus flavus i A. parasiticus su potentni karcinogeni grupe | (Verhoeff i sur.,1994).

Rodovi Aspergillus, Fusarium, Penicillium i Stachybotrys se najvise povezuju s ispustanjem



mikotoksina, dok se u pljesnivim stambenim prostorima vrste Aspergillus versicolor i
Stachybotrys chartarum smatraju najodgovornijim za spomenute respiratorne simptome
(Hintikka i Nikulin, 1998; Pieckova, 2016). Bloom i sur. (2007) pokazali su da su mikotoksini
koje ispustaju S. chartarum i A. versicolor, npr. makrociklicki trihoteceni, trihodermin,
sterigmatocistin i satratoksin G, prisutni u veéini uzoraka iz zgrada zahvacenih vlagom (Lee i
sur., 2016).

Sposobnost roda Aspergillus da tolerira Sirok spektar aktiviteta vode, pH i ionske
snage Cine ga ¢estom plijesni zatvorenih prostora (Samson, 2011). Osim §to su Cesti u vlaznim
domovima, aspergili su bitni humani patogeni. Cimbenici virulencije Kkoji omoguéuju
aspergilima uspjesnost kolonizacije plu¢a ukljucuju rast na 37°C, veli¢ina (2-3 um) te
ekstracelularne hidrolaze elastaze, proteinaze, fosfolipaze (Ghorbel i sur., 2019). Toksi¢ni
potencijal plijesni povezan je i s njihovom sposobnos¢u da ispustaju brojne metabolite u koje
su ukljuceni mikotoksini kao sto su aflatoksin B1, fumonizin B2 i sterigmatocistin (Frisvad,
2015). Aspergillus flavus, koji moze kolonizirati respiratorni trakt i uzrokovati gljiviéni
rinosinusitis ili bronhopulomonarnu aspergilozu, ispusta aflatoksine koji smanjuju funkciju
cilijarnog epitelnog sloja (Lee i sur., 2016). Na pokretljivost cilija utjece i kancerogeni
mikotoksin sterigmatocistin kojeg izlucuju aspergili iz serije Versicolores (Raduly i sur.,
2020).

Vrsta Stachybotrys chartarum poznata je po svojim toksi¢nim metabolitima i
povezana je s raznim ozbiljnim zdravstvenim problemima, ukljucuju¢i mikotoksikoze,
prisutne kod stanara pogodenih stambenih objekata (Johanning i sur., 1996; Croft i sur.,1986;
WHO 2009). Dokazani su mnogi sekundarni metaboliti S. chartaruma, primjerice satratoksin
G i H, izosatratoksin F, roridin A, E, H i L-2, verukarin A i J te atranon A i B, a najveca
paznja se posveéuje makrociklickim trihotecenima, koji se smatraju jednim od

Rod Penicillium takoder ispuSta razne mikotoksine, npr. ohratoksin A i patulin
(Perrone i Susca, 2017).

Treba naglasiti i da interakcije metabolita iste ili razli¢ite vrste plijesni mogu imati
Zato je bitno imati na umu kompleksni sastav mikrobiote u stambenim prostorima i njegov

utjecaj na stanare.



2. OBRAZLOZENJE TEME

U ovom radu identificirati ¢e se vrste plijesni izolirane iz uzoraka zraka (N=9) prikupljenog
pomocu uredaja za uzorkovanje zraka (airsampler) i odgovarajucih hranjivih podloga (MEA,
DG- 18%) u stanu u kojem je uoden izrazeni problem s vlaznim zidovima i porastom plijesni u
Zagrebu 2022. godine te u kontrolnim uzorcima prikupljenim u vanjskom zraku u
neposrednoj blizini odabranog stana (N=2). Plijesni u uzorcima identificirati ¢e se
usporedbom nukleotidnih slijedova dijela regije ITS kod pojedinog izolata sa nukleotidnim
slijedovima ITS referentnih i tipnih sojeva iz baza podataka National Centre for
Biotechnology  Information  Basic  Local  Alignment  Tool  (NCBI-BLAST,

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) te bazom ITS nukleotidnih slijedova pohranjenih u

bazi International Society for Human and Animal Mycology (ISHAM) Barcoding Database
(https://its.mycologylab.org/).

Pojavnost identificiranih plijesni usporedit ¢e se s podacima dostupnim u literaturi te ¢e se

raspraviti o mogucim rizicima koje identificirane plijesni mogu imati na ljudsko zdravlje.

! MEA- Malt Extract Agar; DG-18- Dikloran-18% glicerolni agar


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://its.mycologylab.org/

3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Hranjive podloge

Dikloran 18% glicerolni agar (DG-18; Oxoid, UK): glukoza 10 g, pepton 5 g,
monokalijev fosfat (KH2PO4) 1 g, magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO4 x 7H20) 0,5
g, agar 15 g, glicerol 220 g, dikloran (0,2% w/v u etanolu, 1 ml) 2 mg i kloramfenikol
100 mg.

Praskaste supstance otopljene su u litri destilirane vode uz zagrijavanje do vrenja.
Tako priredena otopina sterilizirana je autoklaviranjem (121°C, 15 min).

Malt — ekstrakt agar (MEA; Oxoid, UK): Malt ekstrakt (Oxoid CM0059) 50 g, cinkov
sulfat heptahidrat (ZnSO4 x 7H20) 0,01 g, bakrov sulfat pentahidrat (CuSOs x 5H,0)
0,005 g.

PraSkaste supstance otopljene su u litri destilirane vode. Tako priredena otopina
sterilizirana je autoklaviranjem (121°C, 15 min).

Czapek-agar s kvas¢evim ekstraktom (CYA, Difco, SAD): Czapek koncentrat
[natrijev nitrat (NaNO3) 30 g, kalijev klorid (KCI) 5 g, magnezijev sulfat heptahidrat
(MgSO4x7H20) 5 g i zeljezov sulfat heptahidrat (FeSO4x7H20) 0,1 g otopljeni u
100 mL destilirane vode] 10 mL, otopina elemenata u tragovima [bakrov sulfat
pentahidrat (CuSO4x5H20) 0,5 g i cinkov sulfat heptahidrat (ZnSO4x7H20) 1 g
otopljeni su u 100 mL destilirane vode] 1 mL, monokalijev fosfat (KH2PO4) 1 g,
kvascev ekstrakt 5 g, saharoza 30 g1agar 15 g.

Krute supstance otopljene su u 1 L destilirane vode, a priredena otopina je sterilizirana
autoklaviranjem (121 °C, 15 min).

Sabouraud agar (SAB; Oxoid, UK): pepton, dekstroza, agar

Praskaste supstance otopljene su u litri destilirane vode uz zagrijavanje do vrenja.

Tako priredena otopina sterilizirana je autkolaviranjem (121°C, 15 min).

Izolacija DNA i PCR analiza uzoraka

NukleoSpin DNA Yeast kit (Macherey-Nagel GmbH & Co., Diiren, Njemacka): lysis
buffer MG, wash buffer BW 6, wash buffer B5, elution buffer BE, tekuc¢a proteinaza
K

Pocetnice za PCR: V9G 10uM, LS266 10uM

Tag HS DNA polimeraza (Takara Bio, Shiga, Japan)




= Sterilna voda

= Agaroza (SeaKem® LE Agarose, Lonza, Bazel, Svicarska)

= TAE pufer 50X: tris baza (40 mM), octena kiselina (20 mM) i EDTA (1 mM) u
destiliranoj vodi, pH 8,3 (AccuGENE 50X; Lonza, Bazel, Svicarska)
Otopina pufera (1X) priredi se razrjedivanjem destiliranom vodom

= Boja za pracenje gel elektroforeze (6x loading buffer, Takara Bio, higa, Japan)

= Fluorescentna boja GelStarTM Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X (Lonza, Bazel,

Svicarska

Uredaji

= Autoklav (¢ 300 x 500, Sutjeska, Beograd, Srbija)

= Termoblok (Eppendorf ThermoMixer® C, Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

= Vorteks (IKA vortex 3, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

= PCR uredaj (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad, Hercules, SAD)

= Aparat za elektroforezu (PowerPac Basic, Bio-Rad, Hercules, SAD)

= UV-komora (UVP EPI CHEMI darkroom, Cambridge Manufacturing Co Ltd., Brakey
Road Corby, UK)

= Centrifuga (Tabletop Centrifuge Z 326 K, Hermle, LaborTechnik, Wirzburg,
Njemacka)

3.2. Metode

3.2.1. Presadivanje uzoraka

Uzorci zraka (N=9) prikupljeni su u stambenom prostoru zahva¢enom vlagom 2022. godine iz
tri sobe i kontrolni uzorci vanjskog zraka u neposrednoj blizini zgrade (N=2) pomoc¢u uredaja
za uzorkovanje zraka i upotrebom hranjivih podloga MEA i DG-18. Uzorci su inkubirani u
mraku na 25 °C 5-7 dana. Kako bi se dobile ¢iste kulture morfoloski razli¢itih plijesni svaka
od razli¢itih kolonija plijesni presadena je na zasebnu hranjivu podlogu (CYA, SAB ili DG18)

u komori za izolaciju plijesni te su inkubirane u mraku na 25°C 3-7 dana.

3.2.2. lzolacija DNA

Iz micelija poraslih na ¢vrstim hranjivim podlogama provedena je izolacija genomske DNA
upotrebom komercijalnog seta za izolaciju DNA (NucleoSpin DNA Yeast, Macherey-Nagel

GmbH & Co., Njemacka) prema uputama proizvodaca.



U svim izolatima genomske DNA u sterilnoj vodi, regije ITS su umnozenje lancanom
reakcijom polimeraze (PCR) uz pocetnice VI9G (5-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3)
(DeHoog i sur., 1998) i LS266 (5'-GCATTCCCAAACAACTCGACTC-3") (Masclaux i sur.,
1995) te uz Taq HS polimerazu. Reakcija je provedena u termostatiranom PCR uredaju prema
uvjetima prikazanim u Tablici 1.

Uspjesnost PCR reakcije provedena je gel elektroforezom na temelju fluorescencije PCR
produkata.

Gel je pripremljen otapanjem agaroze u TAE puferu (1X), tako da otopina agaroze u puferu
bude 1,1% te se takva smjesa zagrijavala do vrenja. Nakon kratkog hladenja, smjesa se ulije u
kadicu u tankom sloju nakon ¢ega se umetne ¢eslji¢ koji se nakon hladenja vadi, a za njime
ostaju jaZice.

Po 2 uL PCR produkta se pomjesa sa 3 pL sterilne ultraciste vode te se doda fluorescentna
boja razrijedena sa bojom za pracenje elektroforeze (1:1500). Takva smjesa se pipetira u
jazice na gelu nakon ¢ega se provodi elektroforeza pri 75 V, oko 10 minuta. PCR produkti su
identificirani na temelju fluorescencije PCR produkta na 366 nm. Ako PCR nije bio uspjesan,
metoda se optimizira ponavljanjem postupka 3.2.3. uz optimizaciju uvjeta PCR reakcije, npr.

promjenom temperature vezanja pocetnica.

Tablica 1. Uvjeti PCR reakcije

Reakcijski koraci Temperatura/°C Vrijemel/s
Inicijalna denaturacija DNA 95 120
Denaturacija DNA 95 20
Vezanje pocetnica 52-56 20
Elongacija 72 40
Zavr$na elongacija 72 120

3.2.3 Identifikacija

Slijedovi nukleotida u uspje$snim PCR produktima odredeni su Sangerovom metodom u
Macrogen Inc., Nizozemska. Identifikacija plijesni do razine vrste provedena je usporedbom
nukleotidnih slijedova dijela regije ITS kod pojedinog izolata sa nukleotidnim slijedovima
ITS referentnih i tipnih sojeva iz baza podataka National Centre for Biotechnology
Information Basic Local Alignment Tool (NCBI-BLAST,

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) te bazom ITS nukleotidnih slijedova pohranjenih u



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

bazi International Society for Human and Animal Mycology (ISHAM) Barcoding Database
(https://its.mycologylab.org/).



https://its.mycologylab.org/

4. REZULTATI | RASPRAVA

Iz uzoraka zraka prikupljenih u poplavljenom stanu (soba 1, 2 i 3) izdvojeno je Cetrdeset tri
izolata plijesni identificiranin kao osamnaest razlicitih vrsta dok je iz vanjskog zraka
izdvojeno deset izolata plijesni i identificirano kao pet razli¢itih vrsta plijesni (slika 1).
Obzirom na mjesto uzorkovanja (soba 1, 2, 3 ili vanjski zrak) moze se uociti
raznolikost u sastavu vrsta (slika 1). Najvise izolata identificirano je kao vrsta Aspergillus
purpureocrustaceus (11/43) koja je bila prisutna u sve tri prostorije uzorkovanja u
poplavljenom stanu, a nije izolirana iz vanjskog zraka (slika 1). Ova novoopisana vrsta spada
u sekciju Nidulantes i srodna je vrsti A. tumidus, a prvi puta je izolirana iz biljnog materijala u
Juznoj Africi 2020. godine (Visagie i Houbraken, 2020). Moze se pretpostaviti da biljni
materijal u stambenom prostoru moze biti potencijalni izvor ove plijesni u vlaznom stanu.
U zraku poplavljenoga stana identificirane su i vrste A. puulaauensis i A. jensenii. Obzirom na
o¢ekivano preklapanje u genskoj regiji za ITS sa drugim srodnim vrstama iz serije
Versicolores uputno je provesti identifikaciju primjenom sekundarnih genskih markera npr. -
tubulin, kalmodulin ili RNA polimerazu II.
Obzirom na visoku razinu morfoloske i genetske sli¢nosti vrsta iz serije Versicolores prema
najnovijim izmjenama u klasifikaciji nekadasnjih 17 filogenetickih vrsta iz serije Versicolores
reducirano je na Cetiri vrste: A. versicolor, A. creber, A. sydowii i A. subversicolor (Sklenar i
sur., 2022). Stoga je moguce da izolati identificirani kao vrste A. puulaauensis i A. jensenii
zapravo pripadaju vrsti A. creber. Nedavno provedeno opsirno istrazivanje poplavljenih
stambenih prostora u Hrvatskoj pokazala je da su upravo vrste A. creber i A. jensenii
najzastupljenija u takvim prostorima (Jaksi¢ i sur., 2021).
Od ostalih visokozastupljenih vrsta istaknule su se Penicillium fimorum (8/43) i Penicillium
robsamsonii (5/43) (slika 1). P. fimorum i P. robsamsonii su nedavno karakterizirane vrste u
novoj sekciji Robsamsonia. Vrste su filogeneti¢ki srodne pa bi se radi preciznije identifikaciju
trebali koristiti sekundarni molekularni markeri, primjerice za kalmodulin i tubulin, odnosno
kemijski biomarkeri u koje spadaju sekundarni metaboliti karakteristiéni za pojedinu vrstu
(Houbraken i sur., 2016). Primjerice, P. robsamsonii ispusta ketoglobozine, piripiropene,
patulodin i kvinolaktaktin, dok P. fimorum proizvodi citreoizokumarin, palitantin i
ksantoepocin (Houbraken i sur., 2016). Od nabrojanih metabolita koje ispustaju vrste P.
robsamsonii i P. fimorum, samo ketoglobozini imaju neke dokaze o toksi¢nosti pokazane na

zivotinjskim modelima (Ohtsubo i sur., 1978; Vesely i sur., 1995). Neki od derivata



izokumarina su se takoder pokazali toksicnima (Bui-Klimke i Wu, 2015; Tavares i sur.,
1999), no o citreoizokumarinu jo$ nisu napravljene takve studije. VVrsta P. speluncae, izolirana
iz zraka u dvije vlazne prostorije (Slika 1), takoder je nova vrsta, identificirana 2020. godine u
Spiljama Kanade (Visagie i sur., 2020). Od znacajnijih metabolita proizvodi ciklopenine,
viridikatine, ketoglobozine, te mikroheterogenu skupinu ciklickih i linearnih tetrapeptida
(Visagie i sur., 2020). Literatura je ograni¢ena i 0 ovom setu sekundarnih metabolita, no
postoje dokazi o toksi¢nosti odnosno hepatotoksi¢nosti i mutagenosti ciklopenina na

zivotinjskim modelima i in silico (Cutler i sur., 1984; Tolosa i sur., 2020).

Verruciconidia persicina — msoba 1 soba 2 soba 3 vanjski zrak

Trametes versicolor

Talaromyces wortmannii

Stachvbotrys limonispora/S. cheartarum

Samsoniella hepiali

Penicillium speluncae | ———————

Penicillium rubens

Penicillium robsamsonii/P. hordei

Penicillium robsamsonii

Penicillium fimorum

Penicillium bialowiezense
Penicilium fimorum

Cladosporium cycadicola :

Beauveria pseudobassiana

Aspergillus welwitschiae/A. niger

Aspergillus sulphureoviridis
Aspergillus purpureocrustaceus L

Aspergillus jensenii

Identificirane vrste plijesni prema bazi NCBI

Aspergillus aureolatus
Ascochyta phacae |

Broj identificiranih 1zolata plijesni

Slika 1. Zastupljenost razli¢itih vrsta plijesni u unutarnjem zraku poplavljenog stana (soba 1,

soba 2 i soba 3) i u vanjskom zraku. prema nazna¢enim prostorijama uzorkovanja zraka.

U Tablici 2 mogu se uociti razlike u podacima o identitetu pojedinih vrsta plijesni
identificiranim putem ITS barkoda za gljive primjenom baza podataka NCBI i ISHAM. U
bazi ISHAM 28 uzoraka nije dalo rezultat (nd), a uoceno je i znacajno odstupanje od
identiteta utvrdenog upotrebom baze NCBI. Baza NCBI je bolje azurirana, time i opseZnija i
sadrzi sve okolisne sojeve plijesni, dok je baza ISHAM azurirana klini¢ki znacajnim vrstama
plijesni. Osim §to je u bazi ISHAM dobiveno manje rezultata, rezultati koji su dobiveni se u

nekim sluc¢ajevima drasti¢no razlikuju $to govori u prilog slaboj pokrivenosti baze ISHAM te
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visokoj razini kondenziranosti ITS genske regije ¢ak i kod filogeneticki vrlo razli¢itih vrsta
(crveno, Tablica 2). Neki izolati su identificirani kao razlicite, ali filogeneticki srodne vrste
Sto je ocekivano obzirom na koristeni biomarker ITS (zeleno, Tablica 2). Primjerice, u regiji
ITS postoji znacajno preklapanje sa vrstama A. jensenii i A. creber iz serije Versicolores
sekcije Nidulantes (Tablica 2). Utvrdeno je i preklapanje u ITS regiji kod srodnih vrsta P.
bialowiezense i P. brevicompactum. Obje vrste se mogu naci u prasini i materijalu stambenih
prostora i dokazane su im poviSene koncentracije u vlaznim prostorijama, a moze ih se
razlikovati upotrebom sekundarnih molekularnih markera za B-tubulin ili histon 4 (James i
sur., 2008).

Prema smjernicama za unutraS$nju kvalitetu zraka Svjetske zdravstvene organizacije
(WHO, 2009), dugotrajna visoka vlaznost zraka (aw, > 0.90; ERH, > 90%) kakva se dogada u
slucaju poplave, pogoduje rastu visoko toksinogene vrste Stachybotrys chartarum. Interakcija
mukoznih membrana respiratornog i probavnog sustava te koze s toksi¢nim metabolitima ove
plijesni moze dovesti do nekroticnih promjena pa i respiratornih i gastrointestinalnih
hemoragija (Dylag i sur., 2022). Identifikacija izolata plijesni pomocu ITS koda upucuje na
moguce prisustvo ove plijesni u zraku stambenog prostora o ¢emu do sada nema podataka u
literaturi. Medutim, prema genskom markeru ITS nije moguce razluéiti izmedu molekularno
srodnih vrsta Stachybotrys chartarum i Stachybotrys limonispora, $to je moguce razjasniti
primjenom sekundarnih genskih markera, npr. za kalmodulin, RNA polimerazu II,
translacijski elongacijski faktor 1 i B-tubulin (Lombard i sur., 2016). Plijesan S. chartarum je
prozvoda¢ raznolikih metabolita uklju¢ujuéi fenilspirodrimane, trihotecene, derivate
izoindola, atranone, diterpenoida, ksantona, ciklokinona i ciklosporina (lbrahim i sur., 2022).
Stoga bi nalaz ovih metabolita u ekstraktu kulture plijesni i/ili u ekstraktu strugotine zida iz
vlaznog prostora pridonio identifikaciji prisutnosti ove opasne vrste plijesni u stambenom

prostoru.
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Tablica 2. Usporedba identificiranih izolata prema bazi podataka NCBI sa bazom podataka
medicinski znacajnih gljivica ISHAM. Zelenom bojom oznafene su filogeneti¢ki srodne
vrste, crvenom bojom filogeneticki nesrodne vrste ili odsustvo podatka u jednoj od baza, a
zutom bojom neujednacenost u identifikaciji obzirom na odsustvo podataka u bazi za neki od

izolata iste vrste

Identificirana vrsta (NCBI) Identificirana vrsta (ISHAM)
Ascochyta phacae nd
Aspergillus aureolatus Aspergillus jensenii
Aspergillus jensenii | Aspergillus puulaauensis
Aspergillus purpureocrustaceus | Aspergillus creber/ Aspergillus jensenii/ nd
Aspergillus sulphureoviridis nd
Aspergillus welwitschiae/A. niger Aspergillus tubingensis

Beauveria pseudobassiana nd

|
Cladosporium cycadicola | Cladosporium sphaerospermum/ C. cladosporioides
Penicilium fimorum | Penicillium chrysogenum/nd
Penicillium bialowiezense | Penicillium brevicompactum
Penicillium fimorum | Penicillium rubens/nd
Penicillium robsamsonii | Penicillium expansum/nd
Penicillium robsamsonii/P. hordei | nd
Penicillium rubens | nd
Penicillium speluncae | Aspergillus clavatus/nd
| Beauveria bassiana
| nd
|
|
|

Talaromyces rugulosus

Samsoniella hepiali
Stachybotrys limonispora/S. chartarum
Talaromyces wortmannii

Trametes versicolor Trichosporon montevideense

Verruciconidia persicina Acremonium persicinum

Plijesni roda Aspergillus i Penicillium koje su bile visokozastupljene u uzorcima zraka
iz poplavljenoga stana mogu se povezati sa alergijama. Senzitizacija na plijesni i na njihove
strukturalne dijelove te neke metabolite, moze dovesti do alergijskih reakcija (Denning i sur.,
2006; Edmondson i sur., 2005; Shen i sur., 1998). Od metabolita, kao najjaci alergeni su se
pokazale serinske proteaze koje utjeCu na respiratorni epitel tako da ga unistavaju i/ili
aktiviraju te olaksavaju prijenos alergena kroz epitelnu barijeru (Moss, 2023; Soh i sur., 2023;
Shen i sur., 2007). Aspergili i penicilije mogu se povezati sa ekstrinzicnom bronhijalnom

astmom i alergijskim fungalnim sinusitisom (Borchers i sur., 2011; Agarwal i Gupta, 2017).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih podataka i obradenih rezultata moze se zakljuciti:

Dominantna vrsta u stanu pogodenom vlagom bila je Aspergillus purpureocrustaceus
nadena u sve tri unutra$nje prostorije u kojima je uzorkovanje provedeno, a nije
nadena u vanjskom zraku.

U unutrasnjem zraku visokozastupljeni Penicillium fimorum, P. robsamsonii, nadeni i
u vanjskom zraku, te P. speluncae, izoliran samo iz unutrasnjih prostorija, Sve Su
redom nedavno karakterizirane vrste.

U kontrolnim uzorcima prikupljenim izvan zgrade najvise je puta izolirana vrsta P.
bialowiezense, a zatim P. fimorum i Beauveria pseudobassiana.

Srodne wvrste Stachybotrys limonispora i S. chartarum nije moguce razluciti
identifikacijom prema molekularnom markeru ITS, a pronalazak ovih vrsta u jednoj
sobi vlaznog stana 0sSobito zabrinjava zbog dosadas$njih spoznaja o toksi¢nosti
sekundarnih metabolita koje ispustaju.

Uzroci nepoklapanja podataka o identitetu pojedinih vrsta plijesni dobivenih iz baza
podataka NCBI i ISHAM su razli¢ito azuriranje ovih baza te visoki stupanj
preklapanja u genskoj regiji za ITS.

Kako bi se osigurala to¢nija identifikacija medu srodnim vrstama, potrebno je
koriStenje sekundarnih molekularnin markera, npr. dijelova genskih regija za
kalmodulin i B-tubulin, uz identifikaciju kemijskih markera

Penicilije i aspergili, dominantni rodovi u rezultatima ovog rada, povezani su sa
senzitizacijom u ljudi i mogu dovesti do alergijskih reakcija i bronhijalne astme.
Plijesni koje su izolirane iz unutarnjih prostorija stana pogodenog vlagom moguci su
proizvodaci potencijalno stetnih sekundarnih metabolita koji mogu negativno utjecati
na zdravstveno stanje ljudi koji zive u prostorima u kojim je koncentracija tih plijesni
povisena te je potrebno provesti dodatne studije kako bi se dobio bolji uvid u stvarni

rizik koji predstavlja mikrobiota vlaznih prostorija na ljudsko zdravlje.
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7. SAZETAK

Stambeni prostori pogodeni vlagom pruzaju idealne uvjete plijesnima za razmnozavanje.
Povisena koncentracija odredenih vrsta plijesni moze uzrokovati ponajprije respiratorne
simptome i bolesti u ljudi koji u tim prostorima provode duze vrijeme. lzolati plijesni iz zraka
prikupljenih u stana pogodenog vlagom te iz vanjskog zraka (kontrolni uzorci) identificirani
su do razine vrste na temelju molekularnog markera ITS za gljive te usporedbom nukleotidnih
slijedova pojedinog izolata s podacima u javno dostupnim bazama podataka (NCBI, ISHAM).
Vecu bioraznolikost pokazali su izolati iz unutarnjeg prostora gdje su identificirane vrste:
Aspergillus aureolatus (N=1), A. jensenii (N=1), A. purpureocrustaceus (N=11), A.
sulphureoviridis (N=2), A. welwitschiae/A. niger (N=1), Cladosporium cycadicola (N=2),
Penicillium robsamsonii (N=5), P. robsamsonii/P.hordei (N=1), P. rubens (N=1), P.
speluncae (N=4), Stachybotrys limonispora/S. chartarum (N=1), Talaromyces wortmanii
(N=1), Trametes versicolor (N=1) i Verruciconidia persicana (N=1). Vrste nadene samo u
vanjskom zraku bile su Beauveria pseudobassiana (N=2) i Samsoniella hepiali (N=1), dok su
vrste Ascochyta phacae (N=2), P. bialowiezense (N=5) i P. fimorum (N=10) identificirane u
uzorcima unutarnjeg i vanjskog zraka. Dobiveni rezultati upucuju na razlike u identifikaciji
obzirom na koriStenu bazu podataka NCBI ili ISHAM te potrebu za azuriranjem baze ISHAM
nukleotidnim slijedovima novoopisanih vrsta roda Penicillium i Aspergillus. Upotreba
sekundarnih molekularnih i/ili kemijskih markera omoguc¢ava preciznu identifikaciju plijesni
do razine vrste zbog preklapanja u nukleotidnim slijedovima u regiji ITS medu srodnim

vrstama plijesni.

KLJUCNE RIJECI: baza ISHAM, baza NCBI, vlaga, plijesni, Aspergillus, Penicillium,
Stachybotrys
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8. SUMMARY

Residential spaces affected by moisture provide ideal conditions for mold proliferation.
Elevated concentrations of certain mold species can primarily cause respiratory symptoms
and illnesses in individuals who spend extended periods of time in these areas. Mold isolates
were recovered from indoor air sampled in moisture-affected homes and from outdoor air
(control samples). Identification to the species level was conducted based on the ITS
molecular marker for fungi by comparing nucleotide sequences of individual isolates with
data in publicly available databases (NCBI, ISHAM). Greater biodiversity was observed
among the indoor air isolates, and the following species were identified: Aspergillus
aureolatus (N=1), A. jensenii (N=1), A. purpureocrustaceus (N=11), A. sulphureoviridis
(N=2), A. welwitschiae/A. niger (N=1), Cladosporium cycadicola (N=2), Penicillium
robsamsonii (N=5), P. robsamsonii/P.hordei (N=1), P. rubens (N=1), P. speluncae (N=4),
Stachybotrys limonispora/S. chartarum (N=1), Talaromyces wortmanii (N=1), Trametes
versicolor (N=1), and Verruciconidia persicana (N=1). The outdoor air isolates were
identified to Beauveria pseudobassiana (N=2) and Samsoniella hepiali (N=1), while the
species Ascochyta phacae (N=2), P. bialowiezense (N=5), and P. fimorum (N=10) were
identified in both indoor and outdoor air samples. The results obtained indicate differences in
identification depending on the NCBI or ISHAM database used and suggest updating the
ISHAM database with nucleotide sequences of newly described species of the genus
Penicillium and Aspergillus. The use of secondary molecular and/or chemical markers allows
for precise mold identification at the species level due to overlap in nucleotide sequences in

the ITS region among closely related mold species.

KEY WORDS: NCBI database, ISHAM database, dampness, mould, Aspergillus,

Penicillium, Stachybotrys
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Residential spaces affected by moisture provide ideal conditions for mold proliferation. Elevated
concentrations of certain mold species can primarily cause respiratory symptoms and illnesses in
individuals who spend extended periods of time in these areas. Mold isolates were recovered from indoor
air sampled in moisture-affected homes and from outdoor air (control samples). Identification to the species
level was conducted based on the ITS molecular marker for fungi by comparing nucleotide sequences of
individual isolates with data in publicly available databases (NCBI, ISHAM). Greater biodiversity was
observed among the indoor air isolates, and the following species were identified: Aspergillus aureolatus
(N=1), A. jensenii (N=1), A. purpureocrustaceus (N=11), A. sulphureoviridis (N=2), A. welwitschiae/A.
niger (N=1), Cladosporium cycadicola (N=2), Penicillium robsamsonii (N=5), P. robsamsonii/P.hordei
(N=1), P. rubens (N=1), P. speluncae (N=4), Stachybotrys limonispora/S. chartarum (N=1), Talaromyces
wortmanii (N=1), Trametes versicolor (N=1), and Verruciconidia persicana (N=1). The outdoor air isolates
were identified to Beauveria pseudobassiana (N=2) and Samsoniella hepiali (N=1), while the species
Ascochyta phacae (N=2), P. bialowiezense (N=5), and P. fimorum (N=10) were identified in both indoor
and outdoor air samples. The results obtained indicate differences in identification depending on the NCBI
or ISHAM database used and suggest updating the ISHAM database with nucleotide sequences of newly
described species of the genus Penicillium and Aspergillus. The use of secondary molecular and/or
chemical markers allows for precise mold identification at the species level due to overlap in nucleotide
sequences in the ITS region among closely related mold species.
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