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1. UVOD

Plijesni su sveprisutni bioloski zagadivaci u bioaerosolima te ih nalazimo svugdje kako
u vanjskom, tako i u unutarnjem okoliSu. Mogu biti transportirane u zgrade na povrSinama
materijala ili odjeci, a mogu 1 prodrijeti u unutrasnjost aktivnom ili pasivnom ventilacijom zbog
¢ega su uobicajena komponenta prasine u kucanstvu i na radnom mjestu, no kada su im uvjeti
izrazito pogodni za rast i razmnozavanje zbog velike koli¢ine spora i fragmenata micelija u
zraku mogu predstavljati i zdravstveni rizik za ljude koji borave u tom okolisu (WHO, 2009).

Procijenjeno je da 10-50% unutarnjih okolisa u Australiji, Europi, Indiji, Japanu i
Sjevernoj Americi ima problema s vlagom (WHO, 2009) sto osigurava povoljne uvjete za
bujanje plijesni te je povezano s mnostvom zdravstvenih problema. Jedan od njih je ,,sindrom
bolesne zgrade* $to je termin koristen za opisivanje situacije u kojoj stanari dozivljavaju akutne
posljedice na zdravlje i komfor koje se Cine direktno povezane s vremenom provedenim u
zgradi bez identificirane specificne bolesti (Joshi, 2008), no boravak u takvim zgradama je
povezan i s mnoStvom specifi¢nijih posljedica poput razvoja i egzacerbacije astme, dispneje,
kaslja, respiratornih infekcija, bronhitisa, alergijskog rinitisa, atopijskog dermatitisa pa i sa
smetnjama u spavanju (Mendell i sur., 2011; Norback i sur, 2016; Wang i sur., 2020).
Spomenute zdravstvene posljedice povlace i ekonomske te je procijenjeno da se ukupna
potro$nja drustva na bolesti koje proizlaze iz izlaganja vlazi i plijesnima mjeri u milijardama
dolara godisnje samo u SAD-u (Mudarri, 2016).

Miris plijesni je uzrokovan hlapljivim organskim spojevima (VOC) koje proizvode
plijesni te mogu ispoljiti razne ucinke na zdravlje od kojih je najevidentniji iritacija diSnih
puteva, a prisutstvo nekih od njih je asocirana i sa smanjenom funkcijom pluca te astmom
(Wang i sur., 2023). Plijesni proizvode i velike koli¢ine spora koje mogu ostati u zraku tijekom
duljih vremenskih razdoblja, a aerosoliziraju i fragmenti micelija koji, osim §to mogu posluziti
kao izvori alergena i mikotoksina, mogu biti i manjeg promjera od spora te prodrijeti dublje u
disne puteve ljudi (Brasel i sur., 2005; Gorny i sur., 2002; Green i sur., 2006).

Mnoge vrste plijesni proizvode alergene tipa I, a senzitizacija imunoglobulinom E na
najuobicajenije vanjske i unutarnje gljivicne vrste rodova Penicillium i Aspergillus je snazno
povezana s alergijskim bolestima diSnog sustava, posebice s astmom (Moses i sur., 2019). Vrste
rodova Penicillium i Aspergillus koje mogu biti nadene u veéini kuc¢anstava te posebice u onima
pogodenim poplavama (Omebeyinje i sur., 2021) takoder su poznati proizvodaci alergena tipa
Il koji induciraju proizvodnju imunoglobulina G, a mogu i kolonizirati pluca gdje stvaraju
puno perzistentniji alergijski stimulans te u slu¢aju znatne kolonizacije i infektivnu komponentu

(posebice bitnu kod imunokomprimitiranih osoba) sto moze dovesti do progresivnog oStecenja
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pluca zbog kroni¢ne opstrukcije disnih puteva viskoznim mukusom (Rick i sur., 2016; WHO,
2009).

Plijesni iz roda Aspergillus vazan su rod filamentoznih gljiva iz porodice
Aspergillaceae, reda Eurotiales s gotovo 450 prihvacéenih vrsti te velikim brojem novoopisanih
vrsta na godisnjoj bazi od zacetka molekularne filogenetike (Houbraken i sur., 2020). Aspergili
serije Versicolores ukljucuju nekoliko vrsta koje nalazimo u zraku te kojima smo izlozeni
svakodnevno. Sposobnost tolerancije aktiviteta vode u intervalu 0.75-0.90 te Sirokog raspona
pH kao i ionske jakosti Cine aspergile posebice ucestalim unutarnjim gljivicama (Samson,
2011). Vec¢ina ih  sintetizira  sterigmatocistin,  ciklopiazonsku  kiselinu,  5-
metoksisterigmatocistin, dihidroksisterigmatocistin, nidulotoksin, averufin, versikonol i
versikolorine A, B i C (Piontek i sur., 2016).

Penicillium je vrlo raznolik i sveprisutan rod plijesni koji, kao i Aspergillus, pripada
porodici Aspergillaceae unutar reda Eurotiales. Vrste roda Penicillium imaju bitne uloge kao
razlagaci organskih materijala te uzrokuju destruktivne trulezi u industriji hrane gdje proizvode
Sirok raspon mikotoksina, najbitniji od kojih su ohratoksin A, patulin, citreoviridin, citrinin,
ciklopiazonska kiselina, penicilinska kiselina i rokfortin C (Perrone i Susca, 2017). Opcenito
su striktno aerobne te nutritivno nezahtjevne gljivice koje brzo rastu te proizvode veliki broj
egzogenih suhih spora koje se lako rasprostranjuju zrakom (Perrone i Susca, 2017). Plijesni
roda Penicillium su ¢e$¢e u unutrasnjem zraku nego vanjskom (Hyvérinen i sur., 1993), a
povezanost poviSene relativne vlaZznosti zraka s njihovim visim koncentracijama te lako
otpustanje spora ih €ini posebno ucestalim zagadivac¢ima u zgradama oSte¢enim vlagom.

Talaromyces je rod gljivica koji pripada porodici Trichocomaceae, takoder reda
Eurotiales. Prije 2011. je sadrzavao isklju¢ivo teleomorfe vrsta roda Penicillium, no uslijed
filogenetske analize su Samson i sur. (2011) ve¢inu anamorfnih vrsta roda Penicillium podroda
Biverticillium uklopili u rod Talaromyces. Iako sli¢e rodovima Aspergillus i Penicillium,
karakteristicne Zzute i crvene boje kolonija i micelija roda Talaromyces su ¢esto uzrokovane
akumulacijom mitorubrina i drugih azafilona i jedinstvenih antrakinona i mitorubina koji u
rodovima Aspergillus i Penicillium nisu nadeni (Samson i sur., 2011). Talaromyces vrste su
uobicajeno rasprostranjene u Sirokom rasponu supstrata, a najcesc¢a u prirodi je Talaromyces
flavus koja se povremeno izolira sa proizvoda poput Zitarica (Batt i Tortorello, 2014). Za
nekolicinu je poznato da uzrokuju potencijalno fatalne infekcije (Sun i sur., 2020).
Najznacajnija od njih je Talaromyces marneffei, termalno dimorfna vrsta koja uzrokuje

infekcije kod imunokomprimitiranih ljudi, posebice oboljelih od AIDS-a (Limper i sur., 2017).



Primarno je pluéni patogen koji se $iri u ostale unutarnje organe limfnim ili krvnim zilama,
(Narayanasamy i sur., 2021).

S obzirom na rasirenost spomenutih plijesni, njihovu raznolikost te poveznicu izmedu
izlaganja njima i raznoraznih zdravstvenih problema postoji velika potreba za njihovom brzom
I pouzdanom identifikacijom. Klasicne metode identifikacije bazirane na morfologiji mogu
zbog fenotipske plasti¢nosti te genetske varijabilnosti dovesti do Krivih interpretacija zbog cega
su danas uvelike zamijenjene molekularnom identifikacijom.

DNA barkodiranje je molekularna tehnologija koja omogucava brzu i pouzdanu
identifikaciju baziranu na amplifikaciji kratkih DNA fragmenata. lako je unutarnja
transkribirana razmaknica (ITS regija) prihva¢ena kao primarni barkod za gljivice (Schoch i
sur., 2012), ITS podaci u International Nucleotide Sequence Database (INSD) koja ukljucuje
GenBank, EMBL i DDBJ su pokazali da ITS regija nije jednako varijabilna u svim skupinama
gljivica te kod rodova poput Aspergillus i Penicillium ne pruza dovoljnu preciznost u
identifikaciji (Tekpinar i Kalmer, 2019; Visagie i sur., 2014b). Zato se ITS zna Koristiti u
kombinaciji s jednim ili viSe protein-kodirajucih gena poput gena za kalmodulin.

Kalmodulin (CaM) je visoko ocuvan kiseli monomerni polipeptid prisutan u
eukariotskim stanicama koji pripada velikoj obitelji kalcij-vezujucih proteina (Kretsinger,
1980). Njegova primarna uloga je da djeluje kao unutarstani¢ni receptor za dvovalentne
kalcijeve katione (Ca2") koji signalizira proliferaciju, pokretljivost i progresiju kroz stani¢ni
ciklus. Prethodno je ve¢ ukazana njegova vrijednost u molekularnom istrazivanju taksonomskih
skupina roda Aspergillus, Penicillium i Talaromyces (Houbraken i sur, 2020; Samson i sur.,
2014; Wang i Zhuang, 2007).



2. OBRAZLOZENJE TEME

U ovom radu identificirat ¢e se do razine vrste izolati plijesni rodova Aspergillus, Penicillium i
Talaromyces (N = 35) koji su tijekom 2022. godine prikupljeni u stanu s vidljivim porastom
plijesni na vlaznim zidovima te u vanjskom zraku u neposrednoj blizini stana u svrhu kontrole.
Identifikacija ¢e se provesti pomocu sekundarnog molekularnog markera dijela gena za
kalmodulin (CaM) te usporedbom dobivenih nukleotidnih slijedova s podacima u bazi podataka
National Centre for Biotechnology Information (NCBI) primjenom algoritma Basic Local
Alignment Tool (BLAST) dostupnog na mreznim stranicama

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

Specifiéni cilj ovog rada je pokazati prednosti koriStenja sekundarnog markera CaM u
identifikaciji vrsta rodova Aspergillus, Penicillium i Talaromyces u odnosu na identifikaciju
primjenom identifikacijskog markera ITS. Pojavnost identificiranih plijesni te javnozdravstveni

znacaj identificiranih vrsta usporedit ¢e se s podacima dostupnim u literaturi.


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

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 (CuSO4 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 (CY A, Difco, SAD): Czapek koncentrat [natrijev
nitrat (NaNO3) 30 g, kalijev klorid (KCI) 5 g, magnezijev sulfat heptahidrat
(MgS04x7H20) 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
(CuS04x5H20) 0,5 g i cinkov sulfat heptahidrat (ZnSO4x7H20) 1 g otopljeni su u 100
mL destilirane vode] 1 mL, monokalijev fosfat (KH2PO4) 1 g, kvaS€ev ekstrakt 5 g,
saharoza 30 g i agar 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 autoklaviranjem (121°C, 15 min).

Izolacija DNA i PCR analiza uzoraka
= NucleoSpin DNA Yeast kit (Macherey-Nagel GmbH & Co., Diiren, Njemacka): lysis
buffer MG, wash buffer BW 6, wash buffer B5, elution buffer BE, tekuca proteinaza K
» Pocetnice za PCR: CMD5 (5-CCGAGTACAAGGARGCCTTC-3) 10uM, CMD6 (5'-
CCGATRGAGGTCATRACGTGG-3) 10uM
= Taq HS DNA polimeraza (Takara Bio, Shiga, Japan)




Sterilna voda

Agaroza (SeaKem® LE Agarose, Lonza, Bazel, §Vicarska)

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, gvicarska)

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, Wiirzburg,
Njemacka)

Gel i WB dokumentacijski sustavi s UV fluorescencijom (UVITEC Cambridge
Essential V6, UVITEC Ltd., Cambridge, Engleska, UK)

3.2. Metode

3.2.1. Presadivanje uzoraka

Uzorci zraka prikupljeni su u stambenom prostoru zahva¢enom vlagom 2022. godine pomocu

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.

Izdvojeni su izolati (N=35) plijesni rodova Aspergillus (13/35), Penicillium (21/35) i

Talaromyces (1/35).



3.2.2. 1zolacija DNA, PCR i molekularna identifikacija

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 ultra¢istoj vodi, regije CaM umnoZeni Su
lancanom reakcijom polimeraze (PCR) uz pocetnice CMD5 (5'-
CCGAGTACAAGGARGCCTTC-3) i CMD6 (5-CCGATRGAGGTCATRACGTGG-3')
(Hong i sur., 2006) 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 Cega se umetne ¢eslji¢ koji se nakon hladenja vadi, a za njime
ostaju jazice.

Po 2 puL PCR produkta razrjedeno je s 3 pL sterilne ultraiste vode te pomijeSano sa
fluorescentnom bojom GelStar (1:1500). Takva smjesa pipetirana je u jazice na gelu nakon ¢ega
se provela 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 optimizirala
ponavljanjem postupka 3.2.3. uz optimizaciju uvjeta PCR reakcije, npr. promjenom

temperature vezanja pocetnica.

Tablica 1. Uvjeti PCR reakcije

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

Slijedovi nukleotida u uspjeSnim PCR produktima odredeni su Sangerovom metodom u
Macrogen Inc., Nizozemska. ldentifikacija plijesni do razine vrste provedena je usporedbom

nukleotidnih slijedova dijela protein-kodirajuce regije CaM kod pojedinog izolata sa



nukleotidnim slijedovima CaM pohranjenih u bazi podataka National Centre for Biotechnology
Information Basic Local Alignment Tool (NCBI-BLAST,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).



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

4. REZULTATI | RASPRAVA

Iz uzoraka zraka prikupljenih u 3 prostorije vlagom pogodenog stana i vanjskog zraka
izdvojeno je 35 izolata plijesni prethodno karakteriziranih pripadaju¢i rodovima Aspergillus
(43%), Penicillium (53%) i Talaromyces (3%) posljedi¢no identificiranih pomocu parcijalnog

gena za CaM kao 16 razlic¢itih vrsta plijesni (slika 1.)

broj identificiranih izolata
4 6 8 10

i

(5]

Aspergillus welwitschiae

Aspergillus creber

Aspergillus jensenti

Aspergillus puulaauensis
Aspergillus aureolatus
Penicillium allii

Penicillium biourgeianum
Penicillium brevicompactum
Penicillium chrysogenum/rubens
Penicillium commune/palitans/camemberti
Penicillium digitatum
Penicillium expansum
Penicillium kongii

Penicillium polonicum

Penicillium speluncae

I“‘IllH'IIII

Talaromyces wortmannii
Bsobal Msoba2 Msoba3 Mvanjski zrak

Slika 1. Zastupljenost pojedinih vrsta plijesni prema mjestu uzorkovanja u unutraSnjosti

odnosno vanjskom zraku identificiranih koriste¢i sekvence parcijalnog gena za CaM
Identificirane plijesni u unutraSnjem i vanjskom zraku su se ocekivano razlikovale. U
vanjskom zraku su od trazenih rodova identificirane iskljucivo plijesni roda Penicillium i to P.
biourgeianum, P. brevicompactum, P. chrysogenum/rubens te P. kongii (Slika 1). U
unutrasnjem zraku unutar roda Aspergillus (13/30) dominirale su vrste serije Versicolores — A.
jensenii (9/13), A. creber (1/13) i A. puulaauensis (1/13). Preostala 2 izolata roda Aspergillus
su identificirana kao A. aureolatus iz sekcije Nidulantes te A. welwitschiae iz sekcije Nigri. Od
plijesni roda Penicillium (16/30) vrste P. chrysogenum i/ili P. rubens predstavljale su 20% svih
izolata (6/30), te 38% izolata roda Penicillium (8/16) u unutrasnjem zraku. U manjoj mjeri su
bile zastupljene vrste P. polonicum (2/16) serije Viridicata i P. speluncae (2/16) serije
Camembertiorum te P. digitatum (1/16) serije Digitata i P. allii (1/16) serije Corymbifera.

Identificiran je jedan izolat roda Talaromyces kao vrsta Talaromyces wortmannii.



Iz tablice 1. vidljive su razlike u identifikaciji na temelju ITS molekularnog markera
(Sviben, 2023) i primjenom markera CaM koristenog u ovome radu. Sukladno zapaZzanjima u
radu Houbraken i sur. iz 2012. koristenjem CaM nije bilo moguce razluciti vrste Penicillium
chrysogenum i Penicillium rubens, a nije bilo mogucée razluciti ni vrste Penicillium commune,
P. palitans i P. camemberti. Mozemo pretpostaviti da bi filogeneticka analiza ili identifikacija
primjenom drugog molekularnog markera poput B-tubulina benA pomogla u preciznijoj
identifikaciji izolata ovih srodnih vrsta.

Rezultati ovog rada u skladu su s prethodnim istrazivanjima koja su pokazala da je
Penicillium chrysogenum medu naj¢e$¢im vrstama u unutrasnjem zraku (Beguin i Nolard,
1994; Delanoé i sur., 2020) te da su vrste A. jensenii i A. creber najcesce u bioaerosolima (Géry
i sur., 2021; Jaksi¢ Despot i sur., 2016; Visagie i sur., 2014a). Znacéajno se razlikuju rezultati
rada Sviben iz 2023. gdje je upotrebom ITS molekularnog markera identificirano tek 8 razli¢itih
vrsta rodova Aspergillus, Penicillium i Talaromyces, dok je primjena sekundarnog
molekularnog markera CaM iste izolate razlucila u 16 razli¢itih vrsta (Tablica 2). Usporedbom
rezultata identifikacije temeljene na dva razli¢ita molekularna markera vidljivo je da se vrste
roda Aspergillus A. jensenii i A. creber ne mogu razlu¢iti na temelju ITS te rezultati
identifikacije upucéuju na vrstu A. purpureocrustaceus odnosno A. sulphureoviridis (Tablica 2).
Nepodudarnost rezultata identifikacije uocena je i kod roda Penicillium gdje su dobiveni
potpuno razliciti rezultati identifikacije upotrebom ITS odnosno CaM. U slucaju izolata vrste

Talaromyces wortmannii nije bilo razlike u identifikaciji izolata primjenom markera ITS i CaM.
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Tablica 2. Usporedba rezultata identifikacije plijesni Sviben (2023.) koriStenjem ITS

molekularnog markera s rezultatima ovog rada dobivenih koristenjem markera CaM.

Vrste identificirane pomocu ITS | N | Vrste identificirane pomoéu CaM
Aspergillus aureolatus 1 | Aspergillus aureolatus
Aspergillus jensenii
Aspergillus purpureocrustaceus 9 | Aspergillus creber
Aspergillus puulaauensis
Aspergillus sulphureoviridis 2 | Aspergillus jensenii
Aspergillus welwitschiae/niger 1 | Aspergillus welwitschiae
Penicillium fimorum 8 | Penicillium chrysogenum/rubens
Penicillium biourgeianum
Penicillium bialowiezense 3 | Penicillium kongii

Penicillium brevicompactum
Penicillium expansum

PINRPIRPIRPINW iR RPN PP NP =

Penicillium robsamsonii 5 PTTT .
Penicillium polonicum

Penicillium robsamsonii/hordei 1 | Penicillium digitatum
Penicillium alii

Penicillium speluncae 4 | Penicillium commune/palitans/camemberti
Penicillium speluncae

Talaromyces wortmannii 1 | Talaromyces wortmannii

N- broj izolata plijesni iz zraka

Takoder se razlikuju rezultati istrazivanja Delano€ 1 sur. iz 2020. gdje je koriStenjem
ITS regije najéesca identificirana vrsta roda Aspergillus te druga najéesca vrsta gljivica opcenito
bila A. versicolor identificirana u 73% kucanstava, nakon koje su slijedile A. fumigatus te A.
flavus, no te razlike posljedica znacajnih preklapanja unutar genske regije ITS kod roda
Aspergillus, a djelomi¢no i posljedica aktualnih taksonomskim promjena.

Vrsta A. versicolor je do prije nekoliko godina bila smatrana naj¢e$¢om vrstom
bioaerosola unutarnjeg okoliSa, no valja napomenuti da prilikom usporedbe podataka treba
uzeti u obzir u€estale taksonomske promjene poput napomene u radu Visagie i sur. (2014a) da
bi se vecina ,,A. versicolor vrsta iz mikoloske kolekcije plijesni DTO (Tehnic¢kog Sveudilista
u Danskoj) pohranjenih u CBS bazi mikrobnih kultura Westerdijk Instituta u Nizozemskoj sada
trebala identificirati kao A. creber. Takoder, prema najnovijim taksonomskim izmjenama je
serija Versicolores reducirana na 4 vrste (A. versicolor, A. creber, A. sydowii i A. subversicolor),
a preostale vrste su sinonimizirane s A. versicolor ili A. creber (Sklenaf i sur., 2022) ¢ime su A.
jensenii i A. puulaauensis sinonimizirane s A. creber sto A. creber ¢ini najc¢es¢om vrstom u
bioaerosolu unutrasnjeg okolisa ovog rada sukladno zapazanjima Géry i sur. iz 2021. te Jaksi¢

i sur. 2021. Valja napomenuti i da je A. welwitschiae nedavno sinonimiziran s A. niger uslijed
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redukcije broja vrsta serije Nigri (Bian i sur., 2022) te da je predlozeno da P. kongii opisan
2013. u Kini zapravo nije zasebna vrsta nego sinonim za P. brevicompactum (Visagie i sur.,
2014a; Wang i Wang, 2013).

Premda je koriStenje morfologije prilikom identifikacije gljivica vrlo bitno za
razumijevanje evolucije morfoloskih karakteristika, viSe nije najefikasniji ni najprecizniji nacin
osobito na razini vrste te su metode bazirane na sekvenciranju DNA uvelike zamijenile
tradicionalne metode. DNA barkodiranje je metoda u kojoj korisnik usporeduje nepoznatu
sekvencu sa sekvencama unutar baze podataka (Raja i sur., 2017). Korisnost i uspjeh markera
ili barkoda znacajno ovisi o stopi evolucije, duljini sekvence i sauvanim bo¢nim regijama
(Yang i Rannala, 2012). Kodiraju¢e i nekodiraju¢e regije mogu biti iskoriStene kao DNA
barkodovi te je odredivanje potencijalne regije kao barkoda jedan od najvaznijih koraka
prilikom identifikacije specifi¢ne vrste. Uobi¢ajeni DNA barkodovi predloZeni za gljive su ITS
regija ribosomalnih RNA gena, nuklearni geni koji kodiraju za ribosomalnu veliku (LSU; 28S
rRNA) i malu podjedinicu (SSU, 18S rRNA), podjedinicu citokrom oksidaze 1 (COX1, COI),
najvecu podjedinicu RNA polimeraze I (RPB1), drugu najvecu podjedinicu RNA polimeraze
Il (RPB2), B-tubulin (benA), komponenta 7 kompleksa minikromosomskog odrzavanja
(MCMY7), translacijski elongacijski faktor 1-o (TEF1-a), y-aktin, Sesta podjedinica ATP sintaze
(ATP6) i kalmodulin (CaM) (Tekpinar i Kalmer, 2019).

lako je ITS indiciran brojnim studijama kao potencijalni barkod za vec¢inu gljivica zbog
visokog stupnja meduvrsne varijabilnosti, sacuvanih mjesta pocetnica i viSestrukih kopija
unutar genoma, nije pretjerano mocan prilikom razluc¢ivanja vrsta unutar rodova Penicillium i
Aspergillus (Samson i sur., 2014; Tekpinar i Kalmer, 2019). Dok su neke studije pokazale da
je COX1 gen vrijedan molekularan marker za determinaciju vrsta plijesni rodova Penicillium i
Aspergillus, postoje i studije kontradiktornih rezultata (Geiser i sur., 2007; Molitor i sur., 2010;
Seifert i sur., 2007). Schoch i sur. (2009) su pokazali da RPB1 i RPB2 geni pruzaju vise
filogenetickih informacija od ribosomalnih gena za carstvo Ascomycota u koje spadaju rodovi
Aspergillus, Penicillium i Talaromyces. lako je CaM preporu¢en kao sekundarni marker
prilikom identifikacije plijesni rodova Aspergillus (Samson i sur. 2014), valja napomenuti da
postoje preporuke i za koriStenje benA gena kod identifikacije vrsta rodova Aspergillus i
Talaromyces (Houbraken i sur., 2021).

Osim molekularnih markera prilikom identifikacije vrsta postoji potencijal u koristenju
kemijskih markera u svrhu identifikacije s obzirom da rodovi Aspergillus, Penicillium i
Talaromyces sadrze vrste koje proizvode veliki broj za njih specificnih ekstrolita s visokim

stupnjem kemokonzistentnosti (Frisvad i sur., 2015). Analizom sekundarnih metabolita gljivica
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u zagadenoj knjiznici u Veneciji su Micheluz i sur. 2016. potvrdili metabolicke uzorke dobro
karakteriziranih vrsta te prosirili znanje o proizvodnji sekundarnih metabolita nekoliko drugih
vrsta. Penicillium brevicompactum je uglavnom karakteriziran proizvodnjom mikofenolne
kiseline dok su tipi¢ni metaboliti za Penicillium chrysogenum identificirani kao krizogin,
rokfortin C i sekalonska kiselina D (Fischer i sur., 2000.; Frisvad i sur., 2004; Gutarowska i
sur., 2014; Nielsen, 2003) zajedno s andrastinom A i B, citreorozeinom, fulvinskom kiselinom,
neoksalinom i oksalinom koje uobi¢ajeno proizvode i druge Penicillium spp. (Frisvad i sur.,
2004). Isto tako, identifikacija sterigmatocistina ukazuje na prisutnost plijesni rodova
Aspergillus koji ga proizvode, a koji su dominantno identificirani u ovom radu.

Javnozdravstveni znacaj dobivenih rezultata proizlazi iz povezanosti identificiranih
vrsta plijesni i njihovog toksinogenog i alergijskog potencijala, a neke vrste se mogu povezati
i sa infekcijama kod ljudi, osobito kod imunokompromitiranih osoba.

Vrste A. creber, A. puulaauensis i A. jensenii obiluju citotoksi¢nim ekstrolitima (Géry i
sur., 2023) medu kojima je najznacajniji sterigmatocistin (Jak$i¢ Despot i1 sur, 2016).
IstraZivanja su pokazala da najucestalije vrste plijesni identificirane u uzorcima zraka iz vlaznog
stana, A. jensenii i A. creber, proizvode veliku koli¢inu 5-metoksisterigmatocistina,
sterigmatocistina i nekolicine biosintetskih prekursora (averantina, averufanina, nidurufina,
norsolini¢ne kiseline te versikolorina A i C) kao i orselinske kiseline (Jaksi¢ Despot i sur., 2016;
Micheluz i sur., 2016). Sterigmatocistin je pokazao citotoksi¢na i genotoksi¢na svojstva u
nekolicini stani¢nih linija ljudskog porijekla ukljuc¢ujuéi HepG2 stanice hepatocelularnog
karcinoma, ezofagealne epitelne Het2 stanice, AS549 stanice pluénog adenokarcinoma,
besmrtne BEAS-2B stanice bronhijskog epitela te THP-1 makrofagima sli¢ne stanice koje se
koriste kao model procjene imunotoksic¢nosti (Despot i sur., 2016; Gao i sur., 2015; Huang i
sur., 2014; Wang i sur., 2013). Istrazivanja su pokazala i sposobnost aerosolizacije
sterigmatocistina 1 aflatoksina te posljedicne inhalacije od strane stanovnika plijesnima
oste¢enih zgrada (Aleksic i sur., 2017, Wang i sur., 2008). Ti mikotoksini su pokazali i
inhalacijsku toksi¢nost (Jaksi¢ 1 sur., 2020; Sabourin i sur., 2006) Sto pokazuje vaznost pracenja
tih vrsta plijesni u bioaerosolima te potencijal njihovog koriStenja kao mikrobioloskih
indikatora nezdravog stanista. Osim mikotoksinogenog potencijala, vrsta A. creber je prethodno
izolirana iz klinickih uzoraka, a prijavljena je 1 kao uzro¢nik infekcije u Brazilu (Nigri 1 sur.,
2014; Siqueira i sur., 2016). Vrste iz sekcije Nigri, Aspergillus welwitschiae (odnosno A. niger)
ima dokazanu sposobnost proizvodnje mikotoksina fumonizina i ohratoksina A koji se smatra
potencijalnim karcinogenom za ljude (Perrone i Gallo, 2017; Susca i sur., 2016). Pored toga,

ove vrste mogu uzrokovati 1 infekcije kod ljudi 1 Zivotinja (Houbraken i sur., 2020).
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Druga najcesca identificirana vrsta roda Penicillium ovog rada, P. expansum Koji
pripada seriji Penicillium, proizvodi Siroki raspon sekundarnih metabolita te je daleko
najznacajniji izvor patulina, potencijalno karcinogenog mikotoksina (Andersen i sur., 2004;
Perrone i Susca, 2017). P. polonicum je znac¢ajan proizvodac penicilinske kiseline, a proizvodi
i verukozidin, mikotoksin za koji se tvrdilo da uzrokuje mikotoksikoze u Zivotinja (Burka i sur.,
1983). Mnoge vrste roda Penicillium su povezane s propadanjem specifi¢ne hrane te su stoga
Cesto nadene u unutra$njosti stambenih prostora poput vrste P. expansum koja je povezana s
truljenjem jabuka te P. digitatum koji uzrokuje truljenje citrusa dok je P. allii patogen bijelog
luka (Valdez i sur, 2006; Visagie i sur, 2014b).

Talaromyces wortmannii je primarno endofitna plijesan sli¢na vrsti T. flavus te jedina
roda Talaromyces uz T. flavus koja se moze ocekivano na¢i u hrani (Batt i Tortorello, 2014).
Proizvodi rugulozin i vortmanin, specifi¢ni inhibitor obitelji fosfatidilinozitol 3-kinaza (P13K)
za koji je pokazano da moze inducirati stani¢nu toksi¢nost akumulacijom dvolanc¢ane DNA
(Brian i sur., 1957; lhara i sur., 2020; Samson i sur., 2010).

Trenutno tek nekoliko gljiviénih rodova sadrzi dobro karakterizirane i prociSéene
alergene te je velika vecina ekstrakta gljivi¢nih alergena koji se koriste za provjeru senzitizacije
pacijenata varijabilna i nestandardizirana (Rudert i Portnoy, 2017). lako je nekolicina studija
pokazala da je rana izloZenost vlaznom okoliSu koji podrzava rast mikroorganizama i gljivica
rizi¢ni faktor za razvoj astme i senzitizaciju, jo$ nije razjasnjen potreban opseg, trajanje i
konzistencija takvih izlaganja (Rudert i Portnoy, 2017). To se moZe objasniti izazovima u
provodenju istrazivanja koji bi podrazumijevalo promjenjivu izloZenost gljivicama bez
istovremenog mijenjanja izlozenosti drugim supstancama poput bakterijskih endotoksina ili
nealergenim gljivicnim produktima.

Izlozenost identificiranim plijesnima stanarima predstavlja znacajan zdravstveni rizik
od akutne i kroni¢ne toksi¢nosti prethodno spomenutih sekundarnih metabolita koje one
proizvode do potencijala razvoja astme i alergija, ali i ozbiljnijih posljedica poput infekcija kod
imunokomprimitiranin  osoba te ukazuje na vaznost daljnjih istrazivanja te rutinske
identifikacije gljivica prisutnih unutar stambenih prostora pogodenih vlagom u svrhu procjene

I minimizacije rizika.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata mozemo izvuci sljedece zakljucke:

Primjenom sekundarnog molekularnog markera CaM izolati plijesni rodova
Aspergillus, Penicillium i Talaromyces koji su bili prikupljeni iz zraka u vlaznome
stanu (N=35) identificirano je kao 16 razlicitih vrsta, dvostruko viSe nego primjenom
molekularnog markera ITS

Najucestalija vrsta u stanu pogodenom vlagom je Aspergillus jensenii (30%), zatim
Penicillium chrysogenum/rubens (20%), Penicillium expansum (10%) te Penicillium
polonicum (7%) i Penicillium speluncae (7%)

U kontrolnim uzorcima vanjskog zraka su izolirane plijesni P. biourgeianum, P.
brevicompactum, P. kongii te P. chrysogenum/rubens od kojih je jedino P.
chrysogenum/rubens izolirana i u unutrasnjem zraku

Koristenjem CaM za identifikaciju plijesni se ne mogu adekvatno razluciti vrste P.
chrysogenum i P. rubens, kao ni P. commune, P. palitans i P. camemberti

Najbolji pristup tocnoj i preciznoj identifikaciji plijesni bi trebao ukljucivati
kombinaciju razli¢itih molekularnih i kemijskih markera

Identifikacija plijesni unutar zgrada oSte¢enih vlagom u kojima borave ljudi je bitna
prilikom procjene zdravstvenog rizika zbog specifi¢nosti metaboli¢kih profila
pojedinih vrsta te posljedi¢ne izloZenosti razli¢itim mikotoksinima, ali i procjeni rizika

od infekcija i alergija povezanih sa plijesnima.
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7. SAZETAK

Plijesni rodova Aspergillus, Penicillium i Talaromyces su jedni od najéeS$¢ih gljivi¢nih
zagadivacCa stambenih prostora oSte¢enih vlagom koji predstavljaju znacajan rizik za zdravlje
ukucana s obzirom da mogu uzrokovati brojne akutne, ali i kroni¢ne zdravstvene posljedice.
Da bi se procijenio obujam zagadenja prikupljeni su uzorci zraka u stanu s vidljivim porastom
plijesni, kao i u neposrednoj blizini u svrhu kontrole. Od plijesni izoliranih iz uzoraka izdvojene
su one rodova Penicillium, Aspergillus i Talaromyces u svrhu daljnje analize. Identificirane su
do razine vrste sekvenciranjem dijela gena za kalmodulin (CaM) i usporedbom dobivenih
nukleotidnih slijedova s podacima NCBI baze podataka. Medu aspergilima (13/35) je
dominirao A. jensenii (9/13), a identificirani su i A. creber (1/13), A. puulaauensis (1/13), A.
welwitschiae (1/13) te A. aureolatus (1/13). P. chrysogenum/rubens je bila najzastupljenija
vrsta roda Penicillium (8/24) od kojih su 2 uzorka identificirana iz vanjskog zraka. Preostale
penicilije ukljucuju P. expansum (3/24), P. polonicum (2/24), P. speluncae (2/24), P. allii
(1/24), P. commune (1/24) i P. digitatum (1/24). Po jedan od svakog izolata P. biourgeianum,
P. brevicompactum te P. kongii su identificirani samo iz uzoraka vanjskog zraka. Jedini izolat
roda Talaromyces je identificiran kao T. wortmannii. lako CaM pruza precizniju identifikaciju
od ITS molekularnog markera, ne moze se primijeniti u razluc¢ivanju vrsta P. commune od P.
palitans i P. camemberti, kao i P. chrysogenum i P. rubens. Prema dostupnoj literaturi,
identificirane vrste ukazuju na znacajan zdravstveni rizik izlozenim stanarima primarno zbog
zabrinjavaju¢eg profila sekundarnih metabolita. Rezultati naglasavaju povezan dugorocni
zdravstveni rizik asociran s boravkom u vlaznim stambenim prostorima s vidljivom porastom
plijesni, a ukazuju i na potrebu za daljnjim istrazivanjima s obzirom na prevalentnost tog

problema.
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8. SUMMARY

Fungi from the genera Aspergillus, Penicillium, and Talaromyces are among the most prevalent
fungal contaminants found in damp-damaged living environment, posing significant health
risks to inhabitants. These fungi can trigger various acute and chronic health issues. To assess
the extent of contamination, indoor air samples were collected from an apartment with visible
mould growth and outdoor air samples were collected as a control Among all the isolated fungi,
those affiliated with the genera Aspergillus, Penicillium, and Talaromyces were specifically
selected for further analysis. Identification was carried out at the species level utilizing partial
calmodulin (CaM) gene sequencing, with obtained nucleotide sequences compared against the
NCBI database. Among Aspergilli (13/35 isolates) A. jensenii was the most dominating species
(9/13) while there was only one isolate each of A. creber, A. puulaauensis, A. aureolatus and
A. welwitschiae. P. chrysogenum/rubens was the most frequent Penicillium species (8/24), two
of which were from outdoor air samples. Other Penicillia included P. expansum (3/24), P.
polonicum (2/24), P. speluncae (2/24), P. allii (1/24), P. commune (1/24) and P. digitatum
(1/24). One of each isolates of P. biourgeianum, P. brevicompactum and P. kongii were only
only identified among outdoor air isolates. The single isolate assigned to the Talaromyces sp.
was identified as T. wortmannii. Although CaM provided more precise species identification
compared to the the ITS molecular marker, it showed a limitation in distingishing P. commune
from P. palitans and P. camemberti as well as P. chrysogenum and P. rubens. Based on the
available literature, the identified species pose a significant health threat to occupants exposed
to them, primarily due to their concerning array of secondary metabolites. This underscores a
related long-term health risk associated with residing in damp and mouldy housing. Moreover,
it highlights the necessity for additional research, given the prevalence of this issue.

23



Temeljna dokumentacijska kartica

Sveudiliste u Zagrebu Diplomski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Studij: Farmacija

Zavod za Mikrobiologiju

Schrottova 39, 10000 Zagreb, Hrvatska

MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA PLIJESNI RODOVA ASPERGILLUS, PENICILLIUM |
TALAROMYCES U VLAZNOM STAMBENOM PROSTORU PRIMJENOM
SEKUNDARNOG MARKERA ZA GEN KALMODULIN

Lara Spiljak

SAZETAK

-----

prostora osStecenih vlagom koji predstavljaju znacajan rizik za zdravlje ukuéana s obzirom da mogu
uzrokovati brojne akutne, ali i kroni¢ne zdravstvene posljedice. Da bi se procijenio obujam zagadenja
prikupljeni su uzorci zraka u stanu s vidljivim porastom plijesni, kao i u neposrednoj blizini u svrhu kontrole.
Od plijesni izoliranih iz uzoraka izdvojene su one rodova Penicillium, Aspergillus i Talaromyces u svrhu
daljnje analize. ldentificirane su do razine vrste sekvenciranjem dijela gena za kalmodulin (CaM) i
usporedbom dobivenih nukleotidnih slijedova s podacima NCBI baze podataka. Medu aspergilima (13/35) je
dominirao A. jensenii (9/13), a identificirani su i A. creber (1/13), A. puulaauensis (1/13), A. welwitschiae
(1/13) te A. aureolatus (1/13). P. chrysogenum/rubens je bila najzastupljenija vrsta roda Penicillium (8/24)
od kojih su 2 uzorka identificirana iz vanjskog zraka. Preostale penicilije ukljucuju P. expansum (3/24), P.
polonicum (2/24), P. speluncae (2/24), P. allii (1/24), P. commune (1/24) i P. digitatum (1/24). Po jedan od
svakog izolata P. biourgeianum, P. brevicompactum te P. kongii su identificirani samo iz uzoraka vanjskog
zraka. Jedini izolat roda Talaromyces je identificiran kao T. wortmannii. lako CaM pruza precizniju
identifikaciju od ITS molekularnog markera, ne moze se primijeniti u razlu¢ivanju vrsta P. commune od P.
palitans i P. camemberti, kao i P. chrysogenum i P. rubens. Prema dostupnoj literaturi, identificirane vrste
ukazuju na znacajan zdravstveni rizik izlozenim stanarima primarno zbog zabrinjavajuceg profila
sekundarnih metabolita. Rezultati naglasavaju povezan dugoro¢ni zdravstveni rizik asociran s boravkom u
vlaznim stambenim prostorima s vidljivom porastom plijesni, a ukazuju i na potrebu za daljnjim
istrazivanjima s obzirom na prevalentnost tog problema.

Rad je pohranjen u Sredi$njoj knjiznici Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.
Rad sadrzi: 23 stranica, 1 graficki prikaz, 2 tablice i 66 literaturnih navoda. Izvornik je na hrvatskom jeziku.

Kljucne rijeci: Aspergillus jensenii, Penicillium chrysogenum, Talaromyces wortmannii, plijesni, identifikacija,

kalmodulin
Mentor: Dr. sc. Daniela Jaksi¢, docent Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Ocjenjivaci: Dr. sc. Daniela Jaksi¢, docent Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta

Dr. sc. Maja Segvi¢ Klarié, redovita profesorica Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta

Dr. sc. Ana-Marija Domijan, redovita profesorica Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta

Rad prihvacen:



Basic documentation card

University of Zagreb Diploma thesis
Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Study: Pharmacy

Department of Microbiology

Schrottova 39, 10000 Zagreb, Hrvatska

CALMODULIN BASED IDENTIFICATION OF AIRBORNE FUNGI FROM THE
GENERA ASPERGILLUS, PENICILLIUM AND TALAROMYCES IN A DAMP-DAMAGED
LIVING ENVIRONMENT

Lara Spiljak
SUMMARY

Fungi from the genera Aspergillus, Penicillium, and Talaromyces are among the most prevalent fungal
contaminants found in damp-damaged living environment, posing significant health risks to inhabitants.
These fungi can trigger various acute and chronic health issues. To assess the extent of contamination, indoor
air samples were collected from an apartment with visible mould growth and outdoor air samples were
collected as a control Among all the isolated fungi, those affiliated with the genera Aspergillus, Penicillium,
and Talaromyces were specifically selected for further analysis. Identification was carried out at the species
level utilizing partial calmodulin (CaM) gene sequencing, with obtained nucleotide sequences compared
against the NCBI database. Among Aspergilli (13/35 isolates) A. jensenii was the most dominating species
(9/13) while there was only one isolate each of A. creber, A. puulaauensis, A. aureolatus and A. welwitschiae.
P. chrysogenum/rubens was the most frequent Penicillium species (8/24), two of which were from outdoor
air samples. Other Penicillia included P. expansum (3/24), P. polonicum (2/24), P. speluncae (2/24), P. allii
(1/24), P. commune (1/24) and P. digitatum (1/24). One of each isolates of P. biourgeianum, P.
brevicompactum and P. kongii were only only identified among outdoor air isolates. The single isolate
assigned to the Talaromyces sp. was identified as T. wortmannii. Although CaM provided more precise
species identification compared to the the ITS molecular marker, it showed a limitation in distingishing P.
commune from P. palitans and P. camemberti as well as P. chrysogenum and P. rubens. Based on the
available literature, the identified species pose a significant health threat to occupants exposed to them,
primarily due to their concerning array of secondary metabolites. This underscores a related long-term health
risk associated with residing in damp and mouldy housing. Moreover, it highlights the necessity for additional
research, given the prevalence of this issue.

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

Thesis includes: 23 pages, 1 figure, 2 tables and 66 references. Original is in Croatian language.

Keywords: Aspergillus jensenii, Penicillium chrysogenum, Talaromyces wortmannii, mould, identification,
calmodulin
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 Segvié Klarié, Ph.D. Full Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry
Ana-Marija Domijan, Ph.D. Full Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry



