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1.UvOD



Sve bioloske vrste u prirodi postoje u obliku populacija, pri ¢emu je svaka vrsta
predstavljena odredenim brojem. Populacija je grupa jedinki iste vrste koja nastanjuje
odredeni prostor i moze se medusobno razmnozavati i imati podmladak. Mikoloska
populacija podrazumijeva odredeni broj gljiva u okolini. U kategoriju gljiva pripadaju
plijesni, kvasci i mesnate gljive. Plijesni su velika skupina gljiva kojih je tijelo gradeno
od gustog sustava cjevastih stanica bez klorofila, obi¢no bezbojnih. Nitaste su grade, a
niti rastu kao isprepletena masa — micelij. On se kao prasnjava ili paucinasta prevlaka
rasprostire po podlozi. Opcenito, plijesni dijelimo na plijesni s polja, plijesni u
skladistima i plijesni uznapredovalog kvarenja. Spore mnogih plijesni mogu inficirati
ljude i uzrokovati opasne infektivne bolesti (Durakovi¢, 2003).

U ovom radu ispitivane su vrste plijesni i njihova brojnost na poplavom
pogodenom podrudju istocne Hrvatske u mjestu Gunja. Naime, dana 17. svibnja
2017.godine, nakon skoro tjedan dana obilnih kiSa, popustio je nasip na rijeci Savi
pokraj Rajevog Sela. Vedina izlivene vode zavrsila je u Gunji koja je bila potpuno
poplavljena, sa razinama vode i do 4m. Iz nekih se ku¢a voda vrlo brzo povukla (nakon
tjedan dana), dok se u nekima zadrzala tjednima. Posljedice ovog dogadaja bile su
ocite, ali voda za sobom ne ostavlja samo one odmah vidljive posljedice. Vlaga koja se
ostala u zidovima kuéa pokazala se kao plodno tlo za razvoj pljesni.

S obzirom na to da je Gunja selo u koje su se obitelji nedugo nakon poplave
vratile i danas tamo Zive, rade i pohadaju Skolu svrha ovog rada je istraziti okoli$ sa
naglaskom na brojnosti mikoloske populacije prisutne u zraku, hrani i praSini
Odredujudi vrstu, brojnost i rasprostranjenost plijesni prepoznaje se koja je kuéa
,bolesna” te ¢e po zavrSetku istrazivanja koje traje do 2020.godine biti mogude
odrediti najbolji nacin za tretiranje tih kuca, a samim time, povecati kvalitetu Zivota u
ovom podrucdju.

Ovaj rad predstavlja dio rezultata znanstvenog projekta (IP-09-2014-5982,
MycotoxA) kojeg financira Hrvatska zaklada za znanost.

Obavljena su ispitivanja hrane, prasine i zraka uzorkovanih unutar i izvan
nekoliko kuéa koje su vlasnici sami obnovili, nekoliko kuéa koje su obnovljene uz

pomo¢ driave i nekoliko jo$ uvijek neobnovljenih kuca te razli¢itih prostorija zgrade 0S



Antuna i Stjepana Radi¢a u Gunji. Uz svesrdnu pomo¢ stanovnika i poljoprivrednika
Gunje prikupljeni su i uzorci razlicitih poljoprivrednih kultura (pSenica, zob, je¢am,
kukuruz i tritikale) koji su uzgojene na razliitim oranicama, manje ili viSe pogodenih
poplavom. Radi usporedbe na isti nacin analizirani su i uzorci hrane, prasine i zraka iz

kontrolnog podrucja, koje nije zahvatila poplava, u selu Gornji Stupnik, nedaleko od

Zagreba, koje se takoder nalazi uz rijeku Savu.
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2.TEORUSKI DIO

2.1. Poplava 2014.

Prema podacima Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda (DHMZ, 2014), vrijeme u
srediSnjem  svibanjskom tjednu 2014. godine obiljeZio je viSednevni
utjecaj ciklone Donat. Meteorolo$ka zbivanja zapocela su s dolaskom hladne fronte u
no¢i od nedjelje 11. na ponedjeljak 12. svibnja. Ta je fronta bila vezana uz duboku
ciklonu nad Sjevernim morem, koja je donijela osjetno hladniji zrak. Sjeverozapadne je
krajeve unutrasnjosti zahvatila u ve€ernjim satima nedjelje 12. svibnja, a potom se brzo
premjestila prema istoku i jugu Hrvatske. Nad sjevernom se Italijom formirala
sekundarna ciklona Donat, koja se u noéi s utorka 13. na srijedu 14.
svibnja preko hrvatskoga Jadrana premijestila nad istok Jugoisto¢ne Europe. U Bosni i
Hercegovini, Srbiji, kao i na istoku Hrvatske pale su vrlo velike koli¢ine kise.

U Bosni i Hercegovini u 10 dana pale su ekstremne koli¢ine oborina od 200 do 250
litara kiSe po kvadratnom metru, mjestimicno i viSe. Protoci rijeka, juznih pritoka rijeke
Save, iznosile su rekordne koli¢ine kubnih metarau sekundi(Una 1750
m3/s, Vrbas 2000 m?3/s, Bosna 3500 m3/s i Drina4000 m3/s) i ulijevaju se u svojim
povijesnim maksimumima u Savu te je zbog toga i rijeka Sava dostigla dosad
nezabiljezene protoke i vrijednosti vodostaja. U normalnim okolnostima prosjecni
protok rijeke Save kod Zupanje iznosi 1000-1100 m3/s, a na mjerodavnom vodomijeru u
Zupanji dana 16. svibnja 2014. izmjeren je protok od 5500 m3/s.

Dana 17. svibnja, 2014. godine puknuo je nasip u Rajevom Selu te je svih 3206
hektara povrsine koju zauzima opcina Gunja zavrSilo pod vodom. Razina vode u
ku¢ama mjerila se od par centimetara do 4m. Voda se na tom prostoru zadrzala i do
nekoliko tjedana te uzrokovala pogodnu podlogu za razvoj razliCitih organizama,

izmedu ostalog i plijesni.
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Slika 1 Zemljopisni poloZaj poplavljenog (Gunja) podrucja.

(http://www.weather-forecast.com/locations/Gunja , 2017.)

Sv. I;IAN ZELINA

ZAPRESIC VRBOVEC

~
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VELIKA GORICA IVANIC-GRAD
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Slika 2 Zemljopisni polozaj nepoplavljenog (Gornji Stupnik) podrucja

(http://invest-croatia-zg-county.com/invest-hr/zagreba-ka-upanija/op-ine , 2017.)
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2.2. Sindrom bolesne zgrade (Sick Building Syndrome, SBS)

Izraz ,Sindrom bolesne zgrade” koristi se za opis situacije gdje stanovnici i
korisnici te zgrade osjecaju akutne zdravstvene probleme koji su direktno vezani sa
vremenom provedenim u objektu.

Cimbenici koji ukazuju na sindrom bolesne zgrade mogu se podijeliti u tri
skupine:

1. cimbenici zatvorenog prostora,
2. bioloski ¢imbenici,

3. individualni ¢imbenici.

Slika 3 Slikoviti prikaz sindroma bolesne zgrade

(http://www.gradjevinarstvo.rs/tekstovi/972/820/%C5%Alta je sindrom bolesn

e zgrade - sbs, i kako ga izbe%C4%87 ,2017.)

U ¢imbenike zatvorenog prostora ubraja se:

e temperatura veéa od 23°C,
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e slaba ventilacija,

e nemogucnost kontrole osvjetljenja i temperature

e sustavi klimatizacije i njihovo loSe odrZzavanje,

e vlazni zidovi

Bioloski ¢imbenici su:

e bakterije roda Legionella,

e virusne infekcije diSnog sustava,

e plijesni, bakterije i njihovi produkti (toksini),

dok se u individualne ¢imbenike ubrajaju:

e spol (¢esce kod Zena),

e rutinski poslovi,

e pusenje,

e zapraSenost prostora,

e kompjuteri.

Postojanje ovih ¢imbenika, tj. sama bolesna zgrada kod ljudi izaziva zdravstvene

probleme koji se ocituju kroz sljedece simptome:

e iritacija o¢ne i nosne sluznice te grla,

e suhairitirana koza,

e glavobolja i umor,

e kasalj, groznica, prehlada,

e stezanje u grudima.

Sindrom bolesne zgrade jo$ uvijek nije prepoznat kao bolest koju lije€nik moze
dijagnosticirati, ali postoje nacini za njegovo umanjenije ili ¢ak potpuno uklanjanje, a to
su:

1. uklanjanje izvora zagadenja Sto podrazumijeva odrzavanje svih ventilacijskih
kanala, zamjenu materijala na kojima se razvijaju mikroorganizmi,
sprjeCavanje prodora vanjskih zagadivaca (ispusni plinovi motornih vozila,
kanalizacije, kuhinjski odvodi) te paZznja pri odabiru i odrzavanju kemijskih
zagadivaca u zgradama (boje, lakovi, ljepila, fotokopirni aparati, pesticidi,
kemikalije za higijenu);
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2. poboljsanje kvalitete ventilacije i provjetravanja kroz postivanje standarda
(standrad 62.2-1989) nedavno postavljenih od strane ASHERAE-a (American
Society of Heating, Refrigenerating and Air-conditioning Enineers) koji
podrazumijeva minimalno 25,5 m*® /h svjeZeg zraka po osobi, odnosno 34
m3/h za uredske prostorije i 102 m3/h u prostorima za pu3ace (ASHRAE
Journal, 1993);

3. prociséavanje zraka.

2.3. Plijesni

Plijesni su velika skupina gljiva, kod kojih je tijelo gradeno od gustog sustava
cjevastih stanica bez klorofila (Durakovié, 1996.). Zato $to ne sadrze klorofil, plijesni su
heterotrofi, uglavhom aerobi (Pinter, 2010). Nitaste su grade, a niti (hife) se ispreplicu i
tvore micelij. Veéina vrsta plijesni ima duzinu od 5 do 50 pum, a Sirinu od 2 do 5 um.
Hife su koncaste stanice, tj. tanke i razgranate niti. Hife svojim ispreplitanjem stvaraju
micelij koji se kao paucinasta prevlaka Siri preko agarne ploce. Plijesni mogu formirati
vrlo otporne tvorevine od gusto isprepletenih hifa u vidu crnkastih zrna promjera
nekoliko milimetara koji se nazivaju sklerociji. Hife mogu biti nepodijeljene
(neseptirane) i podijeljene (septirane).

Septirane hife imaju pregrade (septe) koje nisu nepropusne nego imaju pore koje
omogucuju strujanje citoplazme i brojnih stani¢nih organela. Hife su najcesce
bezbojne, ali mogu biti i obojane (crno, crveno, zeleno zuto, plavo ili sivo) (Durakovi¢,
1996).

Plijesni su ubikvitarne mikromicete, permanentno prisutne u okolisu na razlicitim
supstratima, bilju, u tlu i zraku. Njihove spore mogu se naéi u zraku otvorenih i
zatvorenih prostora, pri ¢emu njihova brojnost ovisi o vise ¢imbenika: dobu dana,
meteroloskim, sezonskim klimatskim uvjetima (temperatura, relativha vlaznost,
strujanje zraka), tipu vegetacije, vrsti proizvodnih industrijskih pogona, prometu i dr.
Spore velikog broja vrsta plijesni (viSe od 80 rodova) su aeroalergeni, primjerice vrste

rodova Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Aspergillus. One u osjetljivih
15



osoba mogu prouzrociti razli¢ite infekcije (mikoze), trovanja (mikotoksikoze) te alergije
i upale disSnog sustava: rinitis, bronhitis, hipersenzibilni pneumonitis, astmu i
aspergilozu. U zraku vanjskog okolisa brojnije su alternarije, kladosporije pa i fuzarije,
dok su u zatvorenim prostorima viSe zastupljene Aspergillus i Pencillium vrste. Spore
plijesni u zraku zatvorenih prostora potjecu iz unutarnjih izvora (hrana, zapustene
smocnice, kuéno bilje, prasina, vlazni pljesnivi zidovi) i vanjskog okolisa (praSina,
raslinje, vjetar, insekti i dr.). Na osnovu aerobioloskih mjerenja u razlic¢itim dijelovima
svijeta, predloZeno je da paleta ekstrakata za koZne testove i karakterizacija alergena
plijesni minimalno ukljuuje vrste Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus,
Cladosporium herbarum, Epicoccum nigrum, Fusarium solani i Penicillium chrysogenum

(Pepeljnjak i Segvi¢, 2002).

2.3.1. Fiziologija plijesni (razmnoZavanje plijesni)

Nespolno razmnoZavanje podrazumijeva:

1. fragmentaciju - svaki otkinuti dio micelija, kada se prenese na hranjivu podlogu moze
se dalje razmnozavati i formirati nove kolonije plijesni.
2. sporulaciju - postoje dva nacina sporulacije i oba su jako zastupljena kod plijesni:

e formiranje sporangiofora se odvija kod nizih plijesni (Rhizopus spp., Mucor
sp.). Na kraju plodonosnih hifa, tj. sporangiofora dolazi do nastajanja
posebnih prosirenja, tj. sporangija. Sporangij je naziv za vreéicu sa sporama.
Unutar sporangija nalaze se spore koje se nazivaju sporangiospore. Pucanjem
zrelog sporangija iz njega izlazi vise tisuc¢a spora. Sporangiospore su unutarnje
spore ili endospore. One su u pravilu neopasne za ljude, ali povremeno
inficiraju osobe sa smanjenom otpornos$éu i mogu uzrokovati bolesti.

e formiranje konidiospora (gré. konia=prasina) se odvija kod viSih plijesni
(Penicillium sp.). najveci broj spora plijesni pripada konidiosporama. Na kraju
plodonosnih hifa, tj. konidiofora na posebnim stanicama (sterigmama) dolazi

do nastajanja konidiospora, tj. konidija. Konidiospore su vanjske spore il
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egzospore. Konidiospore velikog broja plijesni mogu inficirati ljude i
uzrokovati opasne infektivne bolesti.

Sirenje sporangiospora i konidiospora vri se zraénim strujanjima. Kada ove spore
dodu u pogodnu sredinu, npr. hranu, najprije bubre, a zatim klijaju u hifu koja nastavlja
rasti i razmnoZavati se uz ponovno formiranje organa za razmnozavanje. Zato plijesni
mogu uzrokovati ogromne Stete u prehrambenoj industriji i u domacinstvima.

Spolno razmnoZavanije plijesni izvodi se:

pomocu zigospora - hife se dodiruju i na mjestu dodira spoje. Pri tom dolazi do
nastajanja zigospore koja se odvoji
pomocu bazidiospora - one nastaju iz hifa sa stanicama koje imaju dvije jezgre. Ove

dvije jezgre se spajaju, zatim dolazi do diobe i na kraju formiranja bazidiospora.

Plijesni su vrlo rasprostranjeni mikroorganizmi. Najvise naseljavaju vlazno tlo i
bilijke, odakle dospijevaju na plodove voca i povrca, ratarskih kultura, a tako i u
namirnice. Plijesni mogu rasti na kruhu, vocu, siru te na vlaznome tekstilu, kozi,
bojama, drvetu, papiru i dr.

lako se plijesni mogu upotrijebiti u raznim granama industrije, u medicini i dr.,
neke mogu ugroziti zdravlje ljudi i Zivotinja (Durakovi¢, 1996).

Plijesni proizvode mnostvo razlic¢itih enzima tako Sto koriste ugljik iz supstrata te
enzimima razgraduju molekule supstrata u manje molekule koje stanica tada moze
apsorbirati. Mogu se nastaniti (kolonizirati) i rasti na razli¢itim tipovima hrane.

Postoje Cetiri kriticna uvjeta za rast plijesni: dostupnost spora plijesni, dostupnost
hrane, odgovarajuca temperatura i udio vlage. Uklanjanje bilo kojeg od navedenog,
sprijecit e rast plijesni. Veéina plijesni raste pri sobnim temperaturama (Nuji¢, 2011).

Plijesni se mogu klasificirati kao plijesni sa polja, plijesni u skladistima i plijesni
uznapredovalog kvarenja. Rodovima koji najéesc¢e rastu u uskladistenim namirnicama
pripadaju Penicillium, Aspergillus i Mucor (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2001). Ujedno su ti
rodovi plijesni najceséi proizvodaci mikotoksina.

Mikotoksini su toksi¢ni sekundarni produkti metabolizma nekih vrsta plijesni.

Najpovoljniji uvjeti za rast toksikotvornih plijesni i proizvodnju njihovih toksina prisutni
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su u tropskim predjelima zbog prikladnih klimatsko-okolisnih uvjeta, temperature i
vlage. Plijesni posjeduju sposobnost proizvodnje razlicitih kemijskih spojeva, od
jednostavnih kiselina do sloZzenih makromolekula. Vecina plijesni opasnih za zdravlje
podrijetlom je iz skladista, iako su neki bioloski aktivni produkti metabolizma plijesni s
prirodnih stani$ta pokazali toksi¢an uc¢inak na zdravlje ljudi i Zivotinja (Sarkanj i sur.,
2010).

Ovisno o tome nalaze li se toksikotvorne plijesni u polju ili u skladistima, na sintezu

mikotoksina utjecu vremenski uvjeti, odnosno uvjeti skladiStenja (Pitt i Hocking, 2009).

2.3.2. Znacaj plijesni u svakodnevnom zivotu

Plijesni s pozitivnim znaCenjem:

proizvodnja antibiotika (npr. penicilin - Penicillium notatum)

proizvodnja organskih kiselina (npr. limunska kiselina - Aspergillus niger)

proizvodnja sireva (npr. camambert - Penicillium camemberti (bijele plijesni);
roquefort - Penicillium roqueforti (sivo-zelene plijesni)

Plijesni s negativnim znacenjem

e bioloska razgradnja (truljenje) papira, drveta, tekstila, plodova voca i povréa

e plijesni koje izazivaju bolesti mikoze (uglavhom koZene bolesti, ali mogu napasti
Zeludac i mozak)

e bioloska sinteza mikotoksina (npr. aflatoksini - Aspergilu flavus)

2.3.3. Klasifikacija plijesni

Taksonomija i nomenkatura plijesni provodi se prema pravilima Medunarodnog
koda botanicke nomenklature (International Code of Botanical Nomenclature-ICBN) za
taksonomiju gljiva, biljaka i algi. Klasificirane su u tri divizije: Zygomycota, Ascomycota i
Basidiomycota. Do nedavno se za plijesni koristila tzv. dualna nomenklatura. Naime,
plijesni mogu biti pleomorfne, odnosno imaju spolni-savrseni stadij (teleomorf) i/ili
nespolni-nesavrseni stadij (anamorf). Npr. rod Penicillium ima dva teleomorfa,
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Eupenicillium i Talaromyces, dok Aspergillus kao anamorf ima deset teleomorfa (npr.
Eurotium, Emericella, Neosartorya). Kad plijesan na fertilnom miceliju razvija spolne i
nespolne plodne stanice naziva se holomorf. Prema ICBN od 2011. godine uvedene su
promjene u nomenklaturi prema nacelu ,jedan naziv za jednu plijesan”. Prema tom
nacelu koristi se naziv pod kojim je plijesan prvi put opisana. Kod vecine pleomorfnih
plijesni anamorfni oblici (npr. Aspergillus) su opisani prije njihovih teleomorfa. Unutar
jednog roda vrste mogu pripadati razli¢itim podskupinamaili sekcijama.

Medu zigomicetama medicinski znacajne vrste i naj¢eséi kontaminanti hrane
pripadaju redu Mucorales (npr. rodovi Mucor, Absidia, Rhizopus). Nespolno se
razmnoZzavaju sporangiosporama, a spolno zigosporama.

Askomicete se spolno razmnozavaju askosporama, a nespolno konidijama.
Medicinski znacajne askomicete, odnosno mikotoksinotvorne vrste i kontaminantni
hrane pripadaju rodovima Aspergillus, Fusarium i Penicillium. U askomicete se ubrajaju
i dermatofitne plijesni (npr. Trychophyton, Epidermophyton, Microsporum).

Bazidiomicetama vecinom pripadaju jestive gljive te snijeti i rde koje parazitiraju

na biljkama, a razmnoZavaju se spolno pomodu bazidiospora (Antolovié i sur., 2016).

2.3.4. Pojedine vrste plijesni

Plijesni roda Penicillium

U rod Penicillium svrstano je oko 50-tak vrsta plijesni. Bolest kod ¢ovjeka najéesce
uzrokuju vrste P. marneffei, P. chrysogenum i P. citrinum. Ove se plijesni nespolno
razmnozavaju fijalokonidijama. Kod nekih vrsta otkriven je spolni nacin razmnozZavanja.

Vrste roda Penicillium mogu uzrokovati razli¢ite bolesti ¢ovjeka. Mogu kolonizirati
kozu ili nekroti¢no tkivo pluéa, uzrokovati hipersenzibilni pneumonitis ili penicilozu.
Vrste roda Penicillium rasprostranjene su Sirom svijeta. Izolirane su iz tla, zraka,

otpadnih tvari i biljaka.
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Neke vrste ovih plavo-zelenih plijesni stvaraju mikotoksine na nepravilno
uskladistenom krmivu i uzrokuju teSke mikotoksikoze Zivotinja hranjenih takvom

hranom (Kaleni¢ i Mlinari¢-Missoni, 1995.).

Slika 4 Mikroskopska slika plijesni roda Pencillium

(https://www.drthrasher.org/penicillium , 2017.)

Plijesni roda Aspergillus

U rod Aspergillus svrstano je oko 200 vrsta od kojih je tek 20-tak patogeno za
covjeka. Najceséi uzrocnici aspergiloze Covjeka jesu: A. fumigantus, A. niger, A. flavus,
A. candidus i dr. Ove se plijesni razmnoZavaju nespolno fijalokonidijama. Kod nekih
vrsta otkriven je i spolni nadin razmnoZzavanja, a neke vrste istovremeno imaju spolnu i
nespolnu fazu.

Vrste roda Aspergillus mogu uzrokovati razli¢ite bolesti covjeka. Mogu kolonizirati
sluznicu disnih putova ili Supljina stvorenih drugim bolestima, uzrokovati bolesti uslijed
preosjetljivosti na gljivicne antigene te invadirati stijenke krvnih Zila i krvlju se Siriti u
pluca ili druge unutarnje organe. Rastom u vanjskoj sredini neke vrste ovih plijesni

stvaraju mikotoksine (aflatoksin, sterigmatocistin, okratoksin).
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Konzumiranjem hrane zagadene mikotoksinima Covjek moZe razviti klinicku sliku
akutnog trovanja hranom ili toksiénog oSteéenja jetre, bubrega i drugih organa.
Konidije ovih plijesni nalaze se u zraku, zemlji, vodi, na uskladistenoj hrani i lis¢u
biljaka. Konidije vrsta roda Aspergillus ¢ine Cetvrtinu svih konidija u zraku. U jednom
kubnom metru nalazi se prosje¢no 2-15 konidija neke od vrsta ovog roda (Kaleni¢ i

Mlinari¢-Missoni, 1995).

Slika 5 Mikroskopska slika plijesni roda Aspergillus

(https://www.emlab.com/app/fungi/Fungi.po?event=fungi&type=primary&specie

s=5,2017.)

Aspergillus flavus

Najznacajnije vrste toksinotvornih aspergila su A. flavus i A. parasiticus. A. flavus
moze proizvoditi aflatoksine B1 i B2 i ciklopiazonicku kiselinu, ali je sami mali broj
izolata kadar proizvoditi toksine (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2000.).

A. parasiticus proizvodi aflatoksine B1, B2, G1 i G2, ali ne i ciklopiazoni¢nu
kiselinu,a gotovo su svi izolati toksi¢ni. A. flavus i A. parasiticus srodne su plijesni sa A.
oryzae i A. sojae, vrstama koje se upotrebljavaju za proizvodnju fermentiranih

namirnica,a ne proizvod toksine (Egel i sur., 1994).
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Aflatoksin B1 je najsnaZzniji kancerogen,a prema opadajucoj kancerogenosti slijede
G1, M1 pa B2 (Heatchote i Hibbert, 1984). Aflatoksin B1 obi¢no je prisutan u najvecoj
koli€ini dok su B2 i G2 zastupljeni u relativno malim koli¢inama. Iznimno toksi¢an
kemijski spoj, citopiazonic¢ka kiselina po strukturi je indol tetramicka kiselina koja se
pojavljuje u prirodno kontaminiranim poljoprivrednim proizvodima i u krmnim
smjesama.

Plijesni roda Alternaria

Kod plijesni roda Alternaria na septiranom se miceliju proizvodi velik broj
smedih konidija. Konidije imaju uzduzna i poprecna septa i razlikuju se po obliku. Vrste
iz roda Alternaria uzrokuju smede ili crno truljenje plodova smokava i jabuka, truljenje
stabljike i crno truljenje plodova limuna i narance. Plijesni roda Alternaria takoder se
nalaze i na mesu, te je vazno naglasiti da se i ovaj rod nalazi medu vrstama plijesni
koje, kao proizvodaci mikotoksina kontaminiriaju uskladistenu pSenicu, kukuruz i rizu.
(Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003). Kulture Alternaria koje su rasle na kukuruzu i riZi, a
kojim su Zitaricama bili hranjeni Stakori, pili¢i, puriéi i paciéi, pokazale su se kao vrlo
toksiéne. Jedan od Alternaria toksina bio je povezan sa alimentarnom toksi¢nom

aleukijom u Rusiji i 1940-im godinama (Kellerman i sur., 1990).

Slika 6 Mikroskopska slika plijesni roda Alternaria
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(http://www.mycology.adelaide.edu.au/descriptions/hyphomycetes/alternaria/

,2017.)

Plijesni roda Rhizopus

Plijesni roda Rhizopus pripadaju zigomicetama koje na hranjivim podlogama rastu
znatno brZe od ranije spomenutih plijesni jer imaju neseptirane hife Sto im omogucava
brzu izmjenu tvari. Rhizopus vrste uglavnom stvaraju veoma obilan zra¢ni micelij, hife
su najceS¢e ne pigmentirane, a Citava kolonija je sivkaste boje na kojoj se isticu crne
glavice sporangija posebice prema rubovima kolonije. Za razliku od mukora, Rhizopus
vrste na bazi sporangiofore imaju rizoide (Antolovic i sur., 2016).

lako je izloZzenost konidijama ovih plijesni opéa, samo mali broj ljudi oboljeva.
Smatra se da su ove plijesni slabo virulentne gljive i da uzrokuju bolest poglavito u
osoba osStecenog imuniteta, dijabeti¢ara i teSko ozlijedenih osoba (opekline, ozljede
trbuha i glave). Zigomikozu ¢ovjeka mogu uzrokovati vrste R. arrhizus i R. mikrosporus.
Vrste roda Rhizopus vrlo su rasirene u prirodi i rasprostranjene Sirom svijeta. Kako od
sustavne i diseminirane zigomikoze oboljevaju osobe s dugotrajnom neutropenijom
(npr. osobe nakon transplatacije koStane mozdine), potrebno je ove bolesnike zastiti
od infektivnih sporangiokonidija smjestanjem u prostorije s filtriranim zrakom (Kalenic i

Mlinari¢-Missoni, 1995).
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Slika 7 Mikroskopska slika plijesni roda Rhizopus

(http://www.medical-labs.net/?s=rhizopus&x=08&y=0, 2017.)

Plijesni roda Fusarium

Najznacajnija osobina vrsta roda Fusarium je proizvodnja dugackih srpolikih spora
koje se nazivaju makrokonidije koje pri vrhu imaju oblik kljuna, a neke pak vrste
proizvode male jednostani¢ne ili dvostani¢ne konidije koje se nazivaju mikrokonidije.

Toksinotvorne vrste plijesni iz roda Fusarium nalaze se ¢esto kao kontaminanti na
biljnim namirnicama, najées¢e onima na osnovi Zitarica.

Plijesni iz roda Fusarium u namirnicama se susre¢u kao kontaminanti zrnja Zitarica,
sjemenja uljarica i grahorica, a najc¢es¢e kontaminiraju kukukruz i pSenica.

Bolesti ljudi koje se povezuju s vrstama plijesni iz roda Fusarium su alimentarna
toksi¢na aleukija (ATA), urov ili Kashin-Bekova bolest koja uzrokuje osteoartrozu
(spajanje kostiju), ,,Pijani kruh“ (Hayes, 1981) Ciji su simptomi glavobolja i vrtoglavica
koji traju 1 do 2 dana,te Akababi-byo bolest zvana otrovanje uzrokovano Sugavim

zrnom ili bolest crvene plijesni (Durakovié i Durakovi¢, 2000).
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Slika 8 Mikroskopska slika plijesni roda Fusarium

(http://www.medical-labs.net/fusarium-species-colony-and-microscopic-

description-3138/, 2017.)

Plijesni roda Mucor

Plijesni roda Mucor kao i roda Rhizopus pripadaju zigomicetama te im je grada vrlo
slicna (sporangiofori s crnim sporangijima za nespolno razmnoZavanje).

Cesto se stvaraju pamucaste kolonije, a neke vrste uzrokuju stvaranje
,dlakavosti“ na govedem mesu i ,crne pjege” na smrznutom ovéjem mesu. Samo jedna
vrsta M. miehei, proizvodi lipazu. Ona dolazi u fermentiranim namirnicama i mnogim
vrstama povrca.

Neke vrste plijesni roda Mucor upotrebljavaju se zajedno sa sojom u
zemljama Orijenta za proizvodniju sira.

U pravilu te su gljive neSkodljive, ali povremeno mogu uzrokovati niz bolesti u
dijabeticara i ostalih sa smanjenom otpornosti. Plijesan tala, Mucor sp. uzrokuje
mukor-mikoze koje su niz, ¢esto pogubnih, bolesti diSnih putova, krvnih Zila, mozga i

ostalih organa. (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003).
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Slika 9 Mikroskopska slika plijesni roda Mucor

(http://thunderhouse4-yuri.blogspot.hr/2011/04/mucor-species.html, 2017.)

Plijesni roda Epicoccum

Rast kultura moze biti problematican jer treba vise od sedam dana da se proizvedu
spore. Rast je bolji na krumpirovom agaru (PDA) i malt ekstrakt agaru (MEA) nego na
podlozi s dikloranom i 18% glicerolom (DG-18). Boja je promjenjiva od Zute i crne do
narancaste i crne. Obi¢no se nalazi u prasini tepiha i na poviSenim povrSinama u

uredima.
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Slika 10 Mikroskopska slika plijesni roda Epicoccum

(http://sustainablemycology.blogspot.hr/2012/12/epicoccum-spp.html, 2017)

2.3.5. Vrste plijesni koje rastu na vlaznim zidovima

Plijesni su aerobi i fakultativni anaerobi, a za njihov razvoj neophodna je vlaznost
te ¢e njihov rast ovisiti o aktivitetu vode (aw) u supstratu. S obzirom na aw plijesni mogu
rasti na gradevinskom materijalu Sto dovodi do poveéanja koncentracije njihovih spora
u zatvorenim prostorima. Na temelju potrebe za slobodnom vodom u supstratu dijele
se na primarne, sekundarne i tercijarne kolonizatore.

Primarni kolonizatori (aw < 0.8) : Penicillium vrste i Aspergillus vrste

Sekundarni kolonizatori (aw 0.8-0.9): neke Aspergillus vrste i Cladosporium vrste

Tercijarni  kolonizatori (aw > 0.9): Alternaria, Chaetomium, Stachybotrys,

Trichoderma i Fusarium.
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Slika 11 Mikroskopska slika plijesni roda Chaetomium

(http://www.survivingtoxicmold.com/what is toxic mold , 2017.)

Slika 12 Mikroskopska slika plijesni roda Stachybotrus
(http://www.etandt.com/news/516/, 2017.)
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3.EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je odrediti mikoloSku populaciju u prostorima i ku¢anstvima
na prostorima poplavljenog podru¢ja Gunje, te ih usporediti sa nepoplavljenim
podrucjem naselja Gornji Stupnik koji ima slican zemljopisni polozaj kao poplavljena
Gunja, a nalazi se i u blizini rijeke Save.

Mikoloska analiza obavljena je na uzorcima zraka, hrane i prasine unutar i izvan
nekoliko obnovljenih kuéa i nekoliko jo$ uvijek neobnovljenih kuc¢a te razli¢itih
prostorija zgrada Skole. Kao kontrolni uzimani su uzorci hrane, zraka i prasine u mjestu

Gornji Stupnik koje poplava nije zahvatila.

3.2. MATERUAL | METODE

3.2.1. ZRAK

Uzorci zraka uzeti su s pomocéu Air Sampler MAS 100 Eco (Merck, Germany)
uzorkiva€a zraka (Slika 13). Za uzgoj uzorkovanih mikoloskih vrsta upotrebljene su

hranjive podloge Malt extrakt agar i DG-18 agar (Merc, Germany).

Slika 13 Air Sampler MAS 100 Eco (Merck, Germany) uzorkivac zraka
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(http://www.mbv.ch/mas-100-eco 29-en.html, 2017)

Slika 14 Uzimanje uzorka zraka za odredivanje broja i sastava plijesni (mikoloska

analiza)

Kroz uredaj za sedimentaciju zraka propusti se 50 dm? (litara) zraka za koji
volumen je uredaj i predodreden i metodom sedimentacije na plo¢u s hranjivom
podlogom-propuste mikroorganizmi koji se nalaze u tom volumenu. Nakon inkubacije
5-7 dana pri temperaturi od 25 °C prebroje se porasle kolonije na podlogama i
preracuna broj plijesni na 1 m3 zraka pomoéu formule za CFU = broj kolonija x 20

plijesni/m3.
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Slika 15 Plijesni iz zraka porasle na hranjivim podlogama

Uzorci zraka sakupljeni u Gunji
e 5 uzoraka vanjskog zraka uz obnovljene kuce,
e 5 uzoraka vanjskog zraka uz neobnovljene kuce,
e 25 uzoraka zraka iz 5 obnovljenih kuca,
e 25 uzoraka zraka iz 5 neobnovljenih ku¢a,
e 10 uzoraka zraka u osnovnoj Skoli.
Broj i lokacije uzoraka zraka u Gornjem Stupniku (kontrolno, nepoplavljeno
podrucje):
e 25 uzoraka zraka iz 5 kuca,
e 10 uzoraka zraka u osnovnoj Skoli

e 5 uzoraka vanjskog zraka.

3.2.2. PRASINA

Uzorci prasine u Guniji:
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e 5 uzoraka uzorkovanih u obnovljenim ku¢ama,
e 5 uzoraka uzorkovanih u neobnovljenim kuéama,
e 2 uzorka uzorkovana u skoli.
Uzorci prasine u Gornjem Stupniku:
e 5 uzoraka uzorkovanih u kuéama,
e 2 uzorka uzorkovana u osnovnoj skoli.

Uzorci su sakupljeni pomocu kuéanskog usisavaca i odvagani (po 1 gram), a potom
su obradeni prema proceduri za odredivanje broja plijesni i kvasaca u hrani (CFU/g)
metodom razrjedenja prema ISO 7954. Za odredivanje broja plijesni u prasini koriStene
su hranjive podloge DG-18 i DRBC.

Uzorci su se homogenizirali uz dodatak 10 mL peptonske vode s tweenom 80 te iz
pripravljenih odgovarajucih razrjedenja nacjepljivali na hranjive podloge DG-18 i DRBC.
Nakon inkubacije 5-7 dana pri 25 °C porasle kolonije se prebroje te se izracuna CFU

vrijednost prema formuli:

2C
V(nl+0,1n2)d

2C- zbroj kolonija izbrojenih na svim plo¢ama

V- volumen inokuluma, u mililitrima stavljen na svaku hranjivu podlogu
nl- broj ploc¢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

3.2.3. HRANA

Analizirano je 10 uzoraka hrane iz Gunje te 5 kontrolnih uzoraka hrane iz Gornjeg
Stupnika. Uzorci su samljeveni i sterilno odvagani u tikvice po Erlenmayeru. 10 grama
uzorka pomijeSano je sa 90 mL sterilne fizioloSke otopine i sadrzaj homogeniziran na
laboratorijskoj tresilici. Uzorci prasine i hrane su obradeni na isti nacin; prema
proceduri za odredivanje broja plijesni i kvasaca u hrani (CFU/g) metodom razrjedenja
prema ISO 7954, Dikloran 18%-tnom, glicerolnom agaru (DG18) i Dikloran rose bengal
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kloramfenikol agaru (DRBC), odnosno kako je prethodno opisano u obradi uzoraka
prasine. Plijesni su do nivoa roda, odnosno sekcije za Aspergillus vrste, determinirane

na temelju makro- i mikroskopskih svojstava prema kljucu Pitt and Hocking, 2009.

3.2.4 HRANIJIVE PODLOGE ZA UZORKOVANIJE PLIJESNI U ZRAKU I
PRASINI | HRANI

Malt ekstrakt agar
Malt ekstrakt agar (MEA) ili sladni agar (Merck) priprema se prema uputi
proizvodaca:
e Otopiti sastojke u 500 mL vode i nadopuniti do 1L;

e Podloga se 15 minuta sterilizira u autoklavu na 121°C

Dikloran 18%, glicerolni agar (DG18)

Podloga je pogodna za izolaciju kserofila iz suhe hrane (Aspergillus, Penicillim i

Fusarium) i kvasaca te za uzorkovanje plijesni iz zraka, a njezini sastojci su:

PeptoN... e 5g
KH2POA.......oeieeeree e 1g
MESOAXTH20....ccoireeieeirecie e 0.5g
FAY = Y RS 15¢g
(G [Tol=] o S 220g

Dikloran (0.2% w/v u EtOH, 1 ml).....2 mg
Kloramfenikol........cccoeceeeeeecenveiniiennnnes 100mg

Destilirana voda......ccccceeevveeveeeveveeennee. 1L
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DRBC i DG18 su podloge koje se koriste za izolaciju plijesni i njihovu kvantitativnu
analizu. U izradi podloga koristi se antibiotik kloramfenikol koji sprje¢ava rast bakterija.
Rose bengal i dikloran smanjuju intenzitet propulzivhog rasta pripadnika reda
Mucorales. DG18 podloga je pogodna za izolaciju kserofila iz suhe hrane i zraka

(Aspergillus, Penicillium i Fusarium).

Dikloran rose bengal kloramfenikol agar (DRBC)

Sastojci:

GIUKOZA ceeceece et 10g
Peplton i e 5g
KH2POA.....ooeie e 1g
MESOAXTH20.....ccccvireiieeie e 0.5g
AN it e e e 15g

Rose bengal (5% w/v u H20, 0.5 ml)...25mg
Dikloran (0.2% w/v u EtOH, 1 ml)........ 2mg
Kloramfenikol.........cccoeveverecereieninnns 100mg

Destilirana voda........cccveveveveeivveiverceireven s 1L
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. MIKOLOSKA POPULACIJA PRASINE

4.2.1. Prasina zatvorenih prostora
Najzastupljenije plijesni u prasini bile su Penicillium vrste (2,8 x 10° cfu/g) u

obnovljenim ku¢éama te u osnovnoj 3koli (1,8 x 10° cfu/g) u Guniji.

Plijesni zastupljene u prasini zatvorenih prostora
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90%
80%
0,
70% 18360,65574
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W Aureobasidium M Botrytis B Cladosporium
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M Ostale plijesni M Paecilomyces Penicillium
W Phoma M Rhizopus M Trichoderma
W Wallemia M Kvasci

Slika 16 Mikrobioloska populacija uzoraka prasine
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Prasina u kuéama

U prasini obnovljenih i neobnovljenih kuéa u Gunji dokazane su velike
koncentracije Penicillium, Cladosporium i Fusarium vrsta (103 —10%) cfu/g. U usporedbi
sa prasinom u ku¢ama u nepoplavljenom podrucju Gornji Stupnik te su vrijednosti bile
za jednu potenciju nize (102 — 103 cfu/g).

Najvecéa koncentracija plijesni zabiljeZena je u prasSini obnovljenih kuc¢a u Guniji i to
uglavnom plijesni razli¢itih vrsta roda Penicillium. A kretala se u vrijednostima od 103

do 10* cfu/g.

@ Mikoloski sastav prasine u ku¢ama
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Slika 17 Mikoloski sastav prasine u ku¢ama
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Prasina u Skolama

Uocena je veéa koncentracija plijesni u prasini uzorkovanoj u $koli u Gunji, nego u
prasini iz Gornjeg Stupnika. NajviSe je bilo plijesni iz roda Penicillium reda veli¢ine 10°
CFU/g zatim iz roda Cladosporium i Fusarium reda veli¢ine 10* dok je istih plijesni u
prasini uzorkovanoj u Skoli Gornjeg Stupnika broj¢ano bilo manje za jednu do dvije

potencije.

Mikoloski sastav praSine u Skolama
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Slika 18 Mikoloski sastav prasine u Skolama

40



4.2. MIKOLOSKA POPULACIJA ZRAKA

4.2.1. Vanjski zrak

Najvise plijesni iz roda Cladosprium bilo je u vanjskom zraku obnovljenih (1,1 x 10*

cfu/g) i neobnovljenih kuéa (1,2 x 10* cfu/g) . U vanjskom zraku u Gornjem Stupniku

ove plijesni uopée nije bilo.

100%

80%

=60%

40%

Zastpljenost plijesni (%)

20%

0%

Plijesni zastupljene u vanjskom zraku
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Slika 19 Plijesni zastupljene u vanjskom zraku
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Vanjski zrak kuca

U usporedbi sa vanjskim zrakom u Gornjem Stupniku, zrak uzorkovan u Gunji je
imao daleko veéu kontaminaciju plijesnima. U jednom kubiénom metru vanjskog zraka
Gunje izmjereno je 1,1x103 spora plijesni roda Cladosporium, kojeg uopce nije bilo u
zraku Gornjeg Stupnika. Tu su jo$ Penicillium, Aspergillus i Botrytis vrste kojih je bilo u
redu veli¢ine 10% do 103 cfu/m3 te kao pojedinadna vrsta roda Aspergillus isti¢e se

Aspergillus niger kojeg je u vanjskom zraku neobnovljenih kuca bilo 4 x 102 cfu/m?3.
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Slika 20 Mikoloski sastav vanjskog zraka
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4.2.2. Zrak zatvorenih prostora

Najvedi broj plijesni u zraku zatvorenih prostora zabiljezen je u neobnovljenim
kuéama u Guniji i to iz roda Penicillium (1,6 x 103 cfu/m3). U zraku $kole u Gunji takoder
je bila priliéno velika koncentracija Penicillium spp (8,9 x 10% cfu/m?), a uodljiv prizor je
da je prema broju ostalih vrsta plijesni ista plijesan zauzimala oko 80 % zastupljenosti u

odnosu na ostale vrste.

Plijesni zastupljene u zraku zatvorenih prostora
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Slika 21 plijesni zastupljene u zatvorenim prostorima
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Zrak u Skolama

Za prethodni graf (Slika 21) je receno, a iz Slike 22 ispod se jo$ bolje vidi kolika

odstupanja od ostalih vrsta plijesni broje Penicilium spp.
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Slika 22 Mikoloski sastav zraka u Skolama
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Zrak u kuéama

Najveca mikoloska kontaminacija zraka izmjerena je u neobnovljenim ku¢ama

Gunje i to plijesni roda Penicillium (2 x 103 cfu/m3)

Mikoloski sastav zraka u ku¢ama

3,5

2,5

0

Mikoloske vrste

=
=N

lijesni i kvasaca (log10 CFU/m3)

Zajp

adr

B Neobnovljene kuc¢e Gunja B Obnovljene kuce Gunja B Kuce Gornji stupnik

Slika 23 Mikoloski sastav zraka u kucama
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4.3. MIKOLOSKA POPULACIJA HRANE

4.3.1. Zastupljenost plijesni u hrani

U hrani su najvise bile zastupljene plijesni roda Fusarium i to visokih 3,25 x 108

cfu/g u Zitarici tritikale u Gunji, te 6,6 x 10° cfu/g u kukuruzu u Gornjem Stupniku. U

uzorcima pSenice bilo je prisutno najvise kvasaca i to u Gunji 2,8 x 10° cfu/g, te u

Gornjem Stupniku 1,7x10° cfu/g.
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Slika 24 Plijesni zastupljene u uzorcima hrane
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Mikoloski sastav jeCma i tritikala

Je€am u Guniji bio je kontaminiran u najveéoj mjeri kvascima (1,8x10° cfu/g) te
plijesnima roda Cladosporium (6,7 x 10° cfu/g), Fusarium (3,6 x 10* cfu/g) i Absidia (9 x
10° cfu/g). Za dvije potencije niZe zabiljeZene su kontaminacije Zitarice tritikala.
Kvasaca je bilo (9 x 103 cfu/g), plijesni iz rodova Fusarium (9 x 102 cfu/g) i Penicillium
(6,9 x 107 cfu/g), te plijesni vrste Aspergillus circumdati (2,7x10?% cfu/g). Ove dvije vrste

Zitarica uzorkovane su samo u Gunji.

Mikoloski sastav jeCma i tritikala
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Slika 25 Mikoloski sastav je¢ma i tritikala

Mikoloski sastav kukuruza

Kukuruz je uzorkovan i u Guniji i u Gornjem Stupniku. Analize su pokazale kako je
kukuruz bio kontaminiran najviSe plijesnima roda Fusarium i to ¢ak nesto vise kukuruz
Gornjeg Stupnika (6,6 x 10* cfu/g), ali to je stoga $to rod Fusarium pripada kategoriji
,plijesni s polja“ tj. nije dospio na zrno sekundarnom kontaminacijom. Zanimljivo je Sto
su plijesni roda Penicillium dokazane u istom broju i u Gunji i u Gornjem Stupniku (3 x

103 cfu/g).

Mikoloski sastav kukuruza
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Slika 26 Mikoloski sastav kukuruza
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Mikoloski sastav psenice

U psenici je pronadeno najvise kvasaca (1,7 x 10* cfu/g) u Gornjem Stupniku te u

Gunji (9

x 103). Ostale mikoloske vrste (Fusarium, Penicillium, Rhizopus, Mucor i

Trichoderma u Guniji, te Aspergillus i Rhizopus u Gornjrm Stupniku) bile su zastupljene

u ne$to manjem broju ali reda potencije oko 102 cfu/g.

Sadrzaj plijesni i kvasaca (log10 CFU/g)
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Slika 27 Mikoloski sastav pSenice
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5.ZAKLJUCCI



10.

Zakljucci
Srednja koncentracija plijesni dokazanih u zraku bila je podjednaka u unutarnjem (2,1
x 103 CFU/m3) kao i u vanjskom zraku (1,8 x 103 CFU/m?3) obnovljenih kuéa u Guniji.
Kod neobnovljenih kuéa bila je ve¢a mikoloska koncentracija u unutarnjem zraku (4,6
x 103 CFU/m3) nego u vanjskom (3,6 x 103 CFU/m?3).
Ako se te vrijednosti usporede sa kontrolom, zrak u Gornjem Stupniku imao je
znatno nizu srednju vrijednost za mikoloski nalaz (4,6 x 102 CFU/m3).
Slicne pojave su uocene kod zraka u Skolama. Prosje¢na mikoloska kontaminacija
zraka u Skoli u Gornjem Stupniku (2,1 x 10> CFU/m3) bila je znatno niZa od one u
$kolskom zraku Gunje (1,6 x 103 CFU/m3).
Srednja mikoloska koncentracija prasine u obnovljenim kuéama (2,7 x 10® CFU/g) bila
je znatno veca nego u neobnovljenim kuéama u Guniji (1 x 10° CFU/g) kao i u prasini
uzorkovanoj u kuéama Gornjeg Stupnika (1,3 x 10° CFU/g).
Uodena je i veda koncentracija plijesni u prasini uzorkavanoj u $koli u Gunji (1,2 x 10°
CFU/g) nego u prasini iz Gornjeg Stupnika (4,8 x 10* CFU/g).

. Jedino u ¢emu Gornji Stupnik prednjac¢i u odnosu na Gunju su rezultati mikoloske

analize hrane. ZabiljeZene su vrijednosti od 2 x 10° CFU/g u Zitaricama uzorkovanim
u Gornjem Stupniku, dok je u Zitaricama Gunje bilo prisutno nesto manje plijesni (5 x
10° CFU/g).

Sa gledista zastupljenosti mikoloskih vrsta prevladavali su plijesni rodova Penicillium,
Cladosporium i Aspergillus, u vanjskom i unutarnjem zraku u Gunji, dok su u Gornjem
Stupniku prevladavale plijesni roda Rhizopus.

U uzorcima praSine prevladavale su vrste plijesni iz roda Aspergillus, a u hrani su
dominirale Fusarium vrste.

Generalni zakljucak bi bio, uostalom kako se i ocekivalo da su toksikogene plijesni
daleko vise zastupljene u vanjskom i unutarnjem zraku i prasini obnovljenih i
neobnovljenih kuéa u poplavljenoj Gunji nego u kontrolnom podruéju Gornjeg
Stupnika koje poplava nije zahvatila.
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Kemijske i fizikalne opasnosti u hrani. Hrvatska agencija za hranu (HAH), Grafika d.o.o.,
Osijek, 2010.

Zemljopisni polozaj poplavljenog (Gunja) podrudja.

(http://www.weather-forecast.com/locations/Gunja ,2017.)

Zemljopisni poloZaj nepoplavljenog (Gornji Stupnik) podrucja

(http://invest-croatia-zg-county.com/invest-hr/zagreba-ka-upanija/op-ine ,2017.)
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